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1. UvOD

Zglobna hrskavica ima slab regenerativni kapacitet (Zhang i sur. 2009) te kada se
jednom osteti tesko dolazi do obnove njezine strukture, funkcija i biomehanickih svojstava
(Merkely i sur. 2018). Ostecenja zglobne hrskavice su Cesta u populaciji i javljaju se kod 60
% pacijenata koji pristupe postupku artroskopije. Od toga, samo 11 % otkrivenih hrskavi¢nih
oSteéenja mogu se lijeciti danas dostupnim kirurskim tehnikama (Arogen i sur. 2004). Samo u
SAD-u se godiSnje otkrije oStecenje hrskavice koljena kod oko 900 000 ljudi te se obavi oko
200 000 operacijskih postupaka za njihovo lijecenje (Farr i sur. 2011). Ukoliko se oSteéenje
hrskavice ne lije¢i dolazi do njegovog Sirenja te se potencijalnog ostecenja okolnih kostanih
struktura koje na kraju mogu rezultirati razvojem osteoartritisa (Guermazi i sur. 2017).
Hrskavi¢na i kostano-hrskavi¢na oSte¢enja Cesto se javljaju u podrucju patelofemoralnog
zgloba ¢ija kompleksna morfologija i biomehanika otezava njihovo lijecenje (Strauss i Galos
2013). Osobito teska za lijeCenje i oznacena kao predosteoartriti¢na ostecenja koja se nalaze u
zglobu jedno nasuprot drugome nazivamo “kissing’-oStecenja. Do danas nije jo§ razvijena
terapija za lijeCenje ovakih kompleksnih tipova hrskavi¢nih ili kostano-hrskavi¢nih osteéenja.

Ovaj doktorski rad pokusat ¢e odgovoriti na pitanje mogu li se kompleksna,
predosteoartricna i joS neizljeCiva koStano-hrskavicna “kissing’-oStecenja  lijeciti
transplantacijom autolognih hrskavi¢nih presadaka uzgojenih iz hondrocita hrskavice nosne
pregrade. Kako bi se odgovorilo na to pitanje, provedeno je istrazivanje na Vvelikom
zivotinjskom modelu. U istrazivanju je koriSten model akutnih kostano-hrskavi¢nih oStec¢enja
na pateli i trohleji patelofemoralnog zgloba kako bi se imitiralo “kissing”-oSte¢enje. Za
lijeGenje ostecenja koriSteni su nezreli i zreli autologni hrskaviéni presadci uzgojeni iz
hondrocita nosne pregrade te kolagenska membrana Chondro-Gide. Uzgojeni tkivni presadci
analizirani su histoloskim i molekularnim metodama. Promatrano je cijeljenje kostano-
hrskaviénih oSteCenja 6 tjedana i 6 mjeseci nakon transplantacije tkivnih presadaka i
kolagenske membrane na mjesta oSteCenja. U usporedbi sa dosadasnjim metodama koje se
koriste u klinickoj ortopediji, inovacija ovog istrazivanja je primjena novog izvora stanica
(hondrocita hrskavice nosne pregrade) za regeneraciju kompleksnih kostano-hrskavi¢nih
"kissing”-oSte¢enja. Takoder, s obzirom na razli¢ita svojstva zrelih 1 nezrelih autolognih
hrskavi¢nih presadaka, pokusat ¢e se utvrditi utjece li zrelost tkiva na uspjeSnost same
regeneracije hrskavice. Ovo istrazivanje korak je prema translaciji navedenog postupka u

klinicku praksu.



Opc¢a hipoteza doktorske disertacije je da zreli autologni hrskavi¢ni presadci uzgojeni iz
hondrocita hrskavice nosnog septuma omogucuju uspjesniju regeneraciju kostano-hrskavi¢nih
oste¢enja koljena na modelu ovce u usporedbi sa nezrelim hrskaviénim presadcima i

kolagenskom membranom.

Op¢i cilj doktorske disertacije je analizirati kvalitetu autolognih tkivnih presadaka
uzgojenih iz hondrocita hrskavice nosne pregrade i okarakterizirati svojstva tkiva nastalog na

mjestu ostecenja nakon lijeCenja.

Specificni ciljevi su:

1) uspje$no uzgojiti dva tipa autolognih hrskaviénih tkivnih presadaka iz hondrocita
hrskavice nosne pregrade

2) analizirati kvalitetu uzgojenih autolognih hrskaviénih presadaka histoloSkim i
molekularnim metodama te metodom magnetske rezonancije

3) usporediti svojstva uzgojenih zrelih i nezrelih autolognih hrskavi¢nih presadaka

4) okarakterizirati novonastalo tkivo na mjestu koStano-hrskavicnih oStecenja
histoloskim metodama

5) ocijeniti mjesto cijeljenja koStano-hrskaviénih oSte¢enja pomocu makroskopske
ljestvice Medunarodnog drustva za obnovu hrskavice (ICRS ljestvice)

6) ocijeniti mjesto cijeljenja kostano-hrskavi¢nih oSte¢enja pomoc¢u histoloske ljestvice
Medunarodnog drustva za obnovu hrskavice (ICRS 11 ljestvice)

7) usporediti potencijal zrelih i nezrelih autolognih hrskavi¢nih presadaka te kolagenske

membrane Chondro-Gide u lije¢enju kostano-hrskavi¢nih ostecenja koljena



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Hrskavica

Hrskavica je tip vezivnog tkiva koji se sastoji od hondrocita i visokospecijaliziranog
izvanstanicnog matriksa. Izvanstani¢ni matriks hrskavice obiluje kolagenskim vlakancima,
proteoglikanima i glikozaminoglikanima (engl. glycosaminoglycans, GAG). S obzirom na
polozaj u tijelu, mehanicka svojstva i karakteristike izvanstanicnog matriksa razlikujemo tri
tipa hrskavice. To su hijalina, elasticna i fibrozna hrskavica (Ross i Pawlina 2010).
Specificnost elastine hrskavice su elasticna vlakna 1 lamele koje grade njen izvanstani¢ni
matriks. Elasti¢ni materijal daje joj svojstva otpornosti, gipkosti 1 elastinosti. Stoga ovaj tip
hrskavice gradi vanjsko uho, vanjski zvukovod, Eustahijevu cijev te epiglotis grkljana.
Fibrozna hrskavica kombinacija je hijaline hrskavice i gustog vezivnog tkiva te primarno
sadrzi kolagenska vlakna tipa 1. Osim hondrocita, u fibroznoj hrskavici nalazimo i fibroblaste.
Ovaj tip hrskavice odlikuje se ¢vrsto¢om, ali i kruto$¢u te je prisutan na mjestima koja su
podlozna jakom mehanickom stresu. Fibroznu hrskavicu nalazimo kod medukraljeznic¢kih
diskova, pubi¢ne simfize, temporo-mandibularnih zglobova, u menscima te na mjestima gdje
se tetive vezu za kosti (Mescher 2016; Ross i Pawlina 2010). Hijalina (gr¢. hyalos — staklo)
hrskavica je najces¢i tip hrskavice u ljudskom tijelu. Tijekom embrionalnog razvoja hijalina
hrskavica je odgovorna za formaciju kosti u procesu enhondralnog okostavanja dok ju kod
odraslih mozemo naci na krajevima rebara, u diSnom sustavu (nos, dusnik, dusnice 1 grkljan)
te na krajevima dugih kostiju u obliku epifizne ploce. Hijalina hrskavica daje potporu,
fleksibilnost i strukturu odredenim dijelovima tijela te na mjestima dodira kostiju smanjuje
trenje u zglobu. Hrskavica je tkivo koje nema krvne i limfne Zile niti zivce (Mescher 2016).
Zbog nedostatka prokrvljenosti, hondrociti primaju nutrijente iz okolnih tkiva i tekuéina,
odnosno iz perihondrija i sinovijalne tekucine. Elasti¢nu i hijalinu hrskavicu okruzuje sloj
gustog vezivnog tkiva ili perihondrij koji omoguéuje prijenos nutrijenata do hondrocita preko
krvnih Zila. Zglobna hrskavica nema perihondrij i nutrijente prima difuzijom iz sinovijalne
tekucine (Sophia Fox i sur. 2009). Zbog nedostatka krvnih Zila i Zivaca, jednom oSteceno
hrskaviéno tkivo ima slab kapacitet samoobnove i popravka (Karuppal 2017).

2.2. Zglobna hrskavica

Zglobna hrskavica je tip hijaline hrskavice koja oblaze povrSinu kostiju u sinovijalnim
zglobovima. Nije svaka zglobna hrskavica hijalinog tipa te u temporo-mandibularnom zglobu
nalazimo fibroznu hrskavicu (Nikoli¢ i Hudec 2011). Debljina zglobne hrskavice u ¢ovjeka

iznosi od 2 do 4 mm te je njena povrsina glatka, sjajna i bijele boje (Carballo, Nakagawa,



Sekiya, & Rodeo, 2017). Jedna od funkcija zglobne hrskavice je da osigura glatku, lubriciranu
povrsinu kako bi smanjila trenje izmedu zglobnih povrSina i olakSala prijenos sila na
suphondralnu kost, tj. kost koja se nalazi neposredno ispod zglobne hrskavice (Fox i sur.
2009). Tkivo zglobne hrskavice je bifazne prirode i sastoji se od Cvrste faze i tekuce faze.
Cvrsta faza ukljuéuje mrezu kolagenskih vlakanaca sa proteoglikanskim makromolekulama, a
u tekucoj fazi prevladava voda (Cohen i sur. 1998; Lu i Mow 2008). Voda zauzima 65 do 80
% mokre tezine hrskavice (Lopez i sur. 2008). Vodom se prenose nutrijenti do hondrocita, a
uyjedno sluzi 1 kao medij za podmazivanje smanjujuci trenje medu zglobnim povrSinama
(Bhosale & Richardson, 2008). Bifazna grada daje zglobnoj hrskavici svojstva
viskoelasti¢nosti i omogucuje joj da se odupre jakim mehani¢kim silama koje se stvaraju
unutar zgloba. Djelovanjem hidraulickog ili osmotskog tlaka na zglobnu hrskavicu,
intersticijalna tekucina izlazi iz poroznog Cvrstog matriksa stvarajuci pritom trenje. Kada
pritisak nestane, tekuc¢ina se vraca u tkivo. Bifazna grada omogucuje zglobnoj hrskavici da se
prilagodi pritisku i pritom ostane neoSte¢ena (Fox i sur. 2009; Mow i sur. 1989). Na
viskoelasti¢nost zglobne hrskavice utjeGe i mogucnost reorijentacije i prilagodbe molekula
izvanstanicnog matriksa (proteoglikana i kolagenskih vlakanaca) pod pritiskom (Ateshian
2009). Funkcija zglobne hrskavice direktno je povezana sa njezinom ultrastrukturom. Ozljeda
ili bolest mogu uzrokovati narusavanje strukture zglobne hrskavice $to ¢e utjecati i na gubitak
njezinih funkcija kao $to je moguénost smanjenja trenja ili preraspodijela sila u zglobu
(Cohen i sur. 1998). Jednom ostec¢ena zglobna hrskavica naj¢eS$¢e se zamjenjuje fibroznom
hrskavicom koja se zbog svoje krutosti ne moze oduprijeti jakim silama u zglobu (Redman i

sur. 2005). Stoga je o¢uvanje zglobne hrskavice vazno i za zdravlje cijelog zgloba.

2.2.1. Izvanstani¢ni matriks zglobne hrskavice

[zvanstani¢ni matriks zglobne hrskavice primarno je graden od molekula kolagena,
proteoglikana, glikoproteina te u manjoj mjeri od nekolagenskih proteina i glikoproteina (Fox
i sur. 2009). Dominantna strukturna komponenta izvanstani¢nog matriksa je kolagen (koji ¢ini
75 % suhe teZine hrskavice) te proteoglikani (koji ¢ine 20 do 30 % suhe tezine hrskavice).
Najzastupljeniji tip kolagena u zglobnoj hrskavici je kolagen tipa Il. Osim njega zglobna
hrskavica sadrzi 1 manje koli¢ine ostalih tipova kolagena kao $to su: kolagen tipa III, IV, VI,
IX, X i XI (Carballo i sur. 2017) (Tablica 1). S obzirom da kolagene tipa II, VI, IX i X
nalazimo u znacajnim koli¢inima samo u hrskavicnom matriksu, nazivamo ih jo§ 1

kolagenskim molekulama specifi¢nima za hrskavicu.



Tablica 1. Tipovi kolagena zglobne hrskavice. Prilagodeno prema Bhosale i Richardson
2008.

TIP KOLAGENA LOKACIJA FUNKCIJA

Kolagen tipa Il Primarna komponenta kolagenskih Mehanicka otpornost na naprezanje
vlakanaca (90 - 95 %)

Kolagen tipa VI Pericelularni matriks Povezuje hondrocite sa izvanstani¢nim
matriksom
Kolagen tipa IX Vezan za povrsinu kolagenskih Povezuje vlakanca sa drugim sastavnicama
vlakanaca izvanstani¢nog matriksa
Kolagen tipa X Kalcificirana zona hrskavice Strukturna potpora, uloga u mineralizaciji
hrskavice
Kolagen tipa XI Unutar i na povr$ini kolagenskih Regulira nastajanje kolagenskih vlakanaca
vlakanaca

Proteoglikani su hidrofilni proteini koji se sastoje od proteinske jezgre i kovalentno
vezanih lanaca glikozaminoglikana (Walsh i sur. 2003). Najces¢i glikozaminoglikani u
zglobnoj hrskavici su hondroitin-4-sulfat, hondroitin-6-sulfat, keratan-sulfat, dermatan-sulfat,
heparan-sulfat te hijaluronan ili hijaluronska kiselina (Athanasio i sur. 2018). Najznacajniji
proteoglikan hrskavice je agrekan. Svaka molekula agrekana sadrzi barem 100 lanaca
hondroitin-sulfata i do 60 molekula keratan-sulfata. Velik broj molekula agrekana (vise od
300) povezan je link proteinom na molekulu hijaluronana stvaraju¢i na taj nacin
proteoglikanske agregate (Ross i Pawlina 2010). Hijaluronan je dugafak lanac
glikozaminoglikana koji se veze na CD44 receptor, specifican povrSinski receptor na
hondrocitima koji ima klju¢nu ulogu u odrzavanju homeostaze zglobne hrskavice (Knudson i
Loeser 2002). Glikozaminoglikani proteoglikana elektrostatski su povezani sa kolagenskim
vlakancima (Slika 3). Izvanstani¢ni matriks hrskavice takoder sadrzi i ostale proteoglikane
koji ne grade proteoglikanske agregate, ali doprinose strukturi matriksa. To su dekorin,
biglikan i fiboromodulin (Poole i sur. 2001). U izvanstanicnom matriksu zglobne hrskavice
nalazimo i velik broj ostalih nekolagenskih i neproteoglikanskih proteina kao $to su COMP
(engl. cartilage oligomeric matrix protein), trombospondin-1 i trombospondin-3, matrilin-1 i
matrilin-3, fibronektin i tenascin-C (Athanasio i sur. 2018). COMP preko interakcije s drugim
proteinima izvanstani¢nog matriksa ima vaznu ulogu u formaciji i odrZzavanju izvanstani¢nog
matriksa hrskavice (Acharya i1 sur. 2014). Perlakan sudjeluje u formaciji kolagenskih
vlakanaca, dok je kolagen tipa VI povezan sa vlakancima kolagena tipa Il preko matrilina-1 i
biglikana (Wiberg i sur. 2003; Y. i sur. 2013).
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Slika 1. Struktura izvanstani¢nog matriksa zgobne hrskavice. Ovaj shematski dijagram
prikazuje interakciju kolagenskih vlakanaca, proteoglikanskih agregata i hondrocita u
izvanstanicnom matriksu zglobne hrskavice. Proteinska jezgra proteoglikanskog monomera
vezana je na molekulu hijaluronana preko link proteina. Glikozaminoglikani proteoglikana
elektrostatski su povezani sa kolagenskim vlakancima. Shema preuzeta i prilagodena prema
Ross i Pawlina 2010.

2.2.2.  Hondrociti

Jedini tip stanica koje nalazimo u zglobnoj hrskavici su hondrociti (Slika 1). Hondrociti
su visokospecijalizirane 1 metabolicki aktivne stanice koje imaju vaznu ulogu u izluCivanju,
odrzavanju, ali i razgradnji izvanstaniénog matriksa (Sophia Fox i sur. 2009). Zglobni
hondrociti zauzimaju manje od 5 % volumena hrskavice (Hu i Athanasiou 2003) te su
embrionalno mezodermalnog podrijetla (Archer i Francis-West 2003). Budu¢i da je zglobna
hrskavica avaskularna, hondrociti dobivaju nutrijente difuzijom iz sinovijalne tekucine.
Metabolizam ovih stanica radi u uvjetima niskog tlaka Kisika, a energiju dobivaju procesom
glikolize. Unato¢ tome, ove stanice mogu biti jako sintetski aktivne (Archer i Francis-West
2003). Prijasnje studije su pokazale da hondrociti uzgajani u in vitro uvjetima pod niskim
tlakom kisika (0,1 - 20 %) doprinose visokoj ekspresiji faktora za indukciju hipoksije -1-a
(HIF-1a, engl. hypoxia-inducible factor-1-alpha). HIF-1a zatim stimulira transport glukoze
preko glukoznih transportnih proteina (GLUTSs, engl. glucose transporter proteins) i
angiogenih faktora kao $to je vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF, engl. vascular
endothelial growth factor) (Schipani i sur. 2001; Schrobback i sur. 2012).



Slika 2. Hondrociti zglobne hrskavice. Safranin O bojenje. Povecanje 400 x.

Svi hondrociti u zglobnoj hrskavici dijele zajedniCke genske i proteinske osobine,
povrsinske markere i stani¢ni metabolizam. Transkripcijski faktor SOX9 (SOX9, engl. sex-
determining region Y (SRY)-box-9) eksprimiran je kod svih hondroprogenitora i diferenciranih
hondrocita, ali ga ne nalazimo kod hipertroficnih hondrocita. Uz to, SOX9 se pokazao kao
kljucan ¢imbenik u inicijaciji i odrzavanju fenotipa tijekom diferencijacije mezenhimalnih
mati¢nih stanica u hondrocite pri ¢emu potic¢e ekspresiju kolagena tipa II, kolagena tipa XI i
agrekana (de Crombrugghe i sur. 2000; Hino i sur. 2014). Ipak, postoje razlike u
karakteristikama genske 1 proteinske ekspresije hondrocita, a povezane su sa polozajem
hondrocita u izvanstaniénom matriksu zglobne hrskavice (Athanasio i sur. 2018). Hondrociti
povrsinske zone zglobne hrskavice eksprimiraju proteoglikan 4 (PRG4, engl. proteoglycan 4)
ili lubricin (Schmidt i sur. 2004). Lubricin je glikoprotein kojeg hondrociti i stanice
sinovijalne tekucine izlucuju na povrsini zglobne hrskavice kako bi osigurali podmazivanje
zgloba i smanjenje trenja u zglobu (Lee i sur. 2018). Hondrociti prijelazne zone eksprimiraju
hrskaviéni protein prijelazne zone (CILP, engl. cartilage intermediate-layer protein (Lorenzo
i sur. 1998) dok hondrociti duboke zone izlucuju veéu koli¢inu vimentina za koji se smatra da

ima ulogu u mehni¢kom integritetu stanice (Haudenschild i sur. 2011).

Hondrociti se u zglobnoj hrskavici nalaze zasebno ili u izogenim grupama. Izogena
grupa predstavlja grupu od 2 do 8 stanica koje su se nedavno mitoti¢ki podijelile (RoSS i
Pawlina 2010). Svaki hondrocit ima lakunu te ga okruzuje tanak sloj koji nazivamo
pericelularni matriks (PM, engl. pericellular matrix). Neke od molekula matriksa, kao $to je
kolagen tipa VI, perlakan, agrekan, hijaluronan, biglikan i kolagen tipa IX nalazimo iskljucivo
ili u viSim koncentracijama u PM-u u usporedbi sa okolnim izvanstaniénim matriksom.

Interakcija tih molekula utjee na ultrastrukturu i biomehanicka svojstva PM-a (Wilusz i sur.



2014). Pericelularni matriks omogucuje komunikaciju izmedu hondrocita i izvanstani¢nog
matriksa. Regija koja okruzuje lakune hondrocita ili izogenu grupu hondrocita naziva se
teritorij. Hondrocit zajedno sa pericelularnim matriksom i teritorijem ¢ini hondron, osnovnu

funkcionalnu jedinicu hrskavice (Zhang 2015). Interteritorij okruzuje teritorij i zauzima

preostali dio izvanstani¢énog matriksa (Slika 2).

Slika 3. Zglobna hrskavica. Hemalaun-eozin bojenje. Povec¢anje 200x. Hondrocite u zglobnoj
hrskavici nalazimo zasebno ili u obliku izogenih grupa (oznaceno pravokutnikom). Svaki
hondrocit je okruzen lakunom (L) u kojoj se nalaze citoplazma i jezgra (J) stanice. Tanak sloj
koji okruzuje hondrocit naziva se pericelularni matriks (PM). Lakune 1 pericelularni matriks
su okruzene teritorijem (T). Hondrocit zajedno sa teritorijem ¢ini osnovnu funkcionalnu
jedinicu hrskavice, hondron (H). Podrucje izmedu grupa hondrocita te okolo teritorija naziva

se interteritorij (1T).

2.2.3.  Zonalna struktura zglobne hrskavice

Morfoloski razlikujemo 4 zone zglobne hrskavice koje se izmjenjuju od povrsine do
suphondralne kosti (Slika 4). To su povrsinska zona (zona superficialis), prijelazna zona (zona
transitionalis), duboka ili radijalna zona (zona radialis) i kalcificirana zona (zona calcificata)
(Bhosale i Richardson 2008). Morfologija stanica, orijentacija kolagenskih vlakanaca te
biokemijski sastav specifican je za svaku od navedenih zona (Athanasio i sur. 2018).
Povrsinska zona je najtanja te sadrzi sploStene elipsoidne hondrocite koji leze paralelno sa
povrsinom zglobne hrskavice. Kolagenska vlakanca ove zone (kolagen tipa Il i IX) gusto su
pakirana i poloZena Su paralelno sa zglobnom povrsinom (Fox i sur. 2009). Hondrociti u ovoj

zoni sintetiziraju velike koli¢ine kolagena i male koli¢ine proteoglikana. VVoda je prisutna u

8



najvecoj koli¢ini u povrsinskoj zoni (Bhosale i Richardson 2008). Ostecenje ove zone mijenja
mehanicka svojstva zglobne hrskavice Sto posljedicno moze dovesti do razvoja osteoartitisa.
Ispod povrSinske zone nalazimo prijelaznu zonu koju karakteriziraju hondrociti sferoidnog
oblika i manje gusto¢e. Izmedu hondrocita nasumi¢no su rasporedena deblja kolagenska
vlakanca. U ovoj zoni nalazimo vecu koli¢inu proteoglikana. Zatim slijedi duboka ili radijalna
zona u kojoj su sferoidni hondrociti organizirani u stupice i nalaze se okomito u odnosu na
povrsinu zglobne hrskavice. Kolagenska vlakanca su najdeblja u ovoj zoni te se pruzaju
radijalno. Duboka zona sadrZi najvise proteoglikana te najmanje molekula vode. Grani¢na crta
(engl. tidemark) razdvaja duboku zonu od kalcificirane. Mineralizirana zona sadrzi mali broj
hondrocita koji imaju slabu metabolicku aktivnost. Hondrociti ove zone imaju hipertrofican
fenotip i sintetiziraju kolagen tipa X (Karsdal 2016). Ova zona je prijelazna zona prema
suphondralnoj kosti.

HONDROCITI KOLAGENSKA VLAKANCA
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Slika 4. Zonalna struktura zglobne hrskavice. Prikaz hondrocita i kolagenskih vlakanaca
organiziranih prema zonama zglobne hrskavice i postotku dubine koji zauzima pojedina zona
(lijevo). Nativna zglobna hrskavica, hemalaun-eozin bojanje, poveéanje 100x (desno).
Pripremljeno prema Athanasio i sur. 2018.

2.3. Hrskavica nosne pregrade

Nosna pregrada se smatra najvaznijom anatomskom strukturom koja daje stabilnost i
potporu nosnoj Supljini. Sastoji se od hrskavice i kostanih struktura ukljucujuéi laminu
perpendikularis resetnice ili etmoidalne kosti (lat. os ethmoidale) i tanku kost raonik (lat.
vomer) (Hwang i sur. 2016; Mowlavi i sur. 2006). Hrskavica nosne pregrade je hijalini tip

hrskavice koji sadrzi hondrocite i1 izvanstani¢ni matriks poput zglobne hrskavice. Hondrociti



hrskavice nosne pregrade imaju razli¢it oblik i metaboli¢ku aktivnost ovisno o tome gdje su
smjesteni. Histoloski razlikujemo 3 zone hrskavice nosnog septuma. To je periferna zona koja
sadrzi brojne male sploStene hondrocite orijentirane paralelno na povrSinu hrskavice. Ovi
hondrociti podsje¢aju na hondrocite povrsinske zone u zglobnoj hrskavici. U prijelaznoj zoni
prema srediStu nalazimo ovalne hondrocite koji leze peripendikularno na povrsinu hrskavice i
njihova je gustoéa manja u odnosu na periferne hondrocite. U samom sredistu hrskavice
nosne pregrade, hondrociti su sferoidni i najmanje gustoce te djelomi¢no poredani u stupice
(Bleys i sur. 2007). Kod hrskavice nosne pregrade ne nalazimo zonu koja bi odgovarala
kalcificiranoj zoni zglobne hrskavice. Gusée pakirana kolagenska vlakanca nalazimo u
perifernoj zoni hrskavice nosnog septuma dok su u sredisnjem dijelu kolagenska vlakanca
prisutna u manjoj koli¢ini. Kolagen tipa I nalazimo u svim zonama hrskavice nosne pregrade,
ali veca koli¢ina ovog kolegena je prisutna u perifernoj zoni. Dosadasnja istraZivanja su
pokazala da hrskavica nosne pregrade ¢ovjeka u prosjeku sadrzi 77,7 % vode, 7,7 %
kolagena, 2,9 % glikozaminoglikana i oko 24,9 milijuna stanica na 1 g mokre tezine hrskavice
(Homicz i sur. 2003; Neuman i sur. 2013). Za usporedbu, 1 g mokre tezine zglobne hrskavice
kondila bedrene kosti sadrzi 65 do 75 % vode, 15 do 20 % kolagena i 3 do 6 %
glikozaminoglikana (Homicz i sur. 2003). Moze se uociti da je sastav i omjer komponenata
hrskavice nosne pregrade i zglobne hrskavice slican. Zglobna hrskavica sadrzi neSto vecu
koli¢inu kolagena tipa II u usporedbi sa hrskavicom nosne pregrade (Jansen i sur. 2010) (Slika
5). Broj stanica je nesto veci kod hrskavice nosne pregrade u odnosu na zglobnu hrskavicu.
Do sada zabiljeZzen broj stanica izoliranih iz prijelazne i duboke zone zglobne hrskavice

odraslog &ovjeka iznosio je 18 milijuna stanica/cm® odnosno 14 milijuna stanica/cm® za

ukupnu cijelu debljinu zglobne hrskavice odraslog ¢ovjeka (Neuman i sur. 2013; Stockwell
1971).
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Slika‘5. Zglobna hrskavica (A) i hrskavica nosn pregrade B) nakon imuohistkemijkog

bojenja za kolagen tipa Il. Mjerilo prikazuje 100 um.
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2.4. Patelofemoralni zglob

Patelofemoralni zglob je veoma kompleksna regija koljena. Anatomski se sastoji od
velikog broja miSica, kosti, ligamenata, tetiva, krvnih zila i zZivaca koji zajedno doprinose
funkcionalnosti  koljena (LaPrade i sur. 2014). Dvije glavne zglobne povrSine
patelofemoralnog zgloba su patela i trohleja. Patela je najve¢a sezamoidna kost u tijelu
Covjeka, trokutastog je oblika sa zaobljenim krajevima i njezina je zglobna povr§ina okrenuta
prema unutras$njosti zgloba. Hijalina hrskavica koja pokriva patelu jedna je od najdebljih u
tijelu te doseze debljinu od 5 do 7 mm (Fulkerson i Shea 1990; LaPrade i sur. 2014). Zglobna
povrsina distalnog dijela bedrene kosti koja je u kontaktu sa patelom naziva se trohleja.
Femoralni sulkus, ¢ija dubina i profil imaju utjecaj na stabilnost patele, dijeli trohleju na
medijalnu i lateralnu fasetu (Fulkerson i Shea 1990) (Slika 6A). Hrskavica koja prekriva
povrsinu trohleje femura je tanja u usporedbi sa patelom te njena debljina iznosi 2 do 3 mm
(Powers i sur. 2016). Patela se u potpunoj ekstenziji nalazi iznad gornjeg dijela zglobne
povrsine femura. U tom poloZaju postoji minimalan kontakt patele i femura te je patela
najmobilnija. Pri fleksiji od 30°, patela ulazi u femoralni sulkus. Pri toj fleksiji je patela
najnestabilnija jer je stabilizirana samo tetivama i1 miSi¢ima. Daljnom fleksijom povecava se
kontakt zglobnih povrSina koji svoj maksimum doseze kod fleksije pri 60°. Nastavkom

fleksije, kontakt izmedu patele i femura se smanjuje (Andrish 2015; Loudon 2016) (Slika 6B).
A

PATELA B

MEDIJALNA FASETA

LATERALNA FASETA PATELE

PATELE

LATERALNI
EPIKONPIL

LATERALNI KONDIL MEDIJAUNI KONDIL ~ LATERALNI KONDIL ~~

TROHLEJA

MEDIJALNI
EPTKONDIL

MEDIJALNI KONDIL

Slika 6. Shema patelofemoralnog zgloba i gibanja patele tijekom fleksije koljena. A) Na
distalnom dijelu femura nalaze se lateralni i medijalni kondil te anteriorno femuralni sulkus tj.
trohleja. Patela ima medijalnu i lateralnu fasetu koje artikuliraju sa medijalnim i lateralnom
fasetom trohleje, B) Pokret u patelofemoralnom zglobu ukljucuje promjenu polozaja patele
od potpune ekstenzije do fleksije koljena (20° - 135°) tijekom kojeg se kontakt patele sa

zglobnom povr§inom femura mijenja.
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Opterecenje u patelofemoralnom zglobu koje nastaje tijekom svakodnevnih aktivnosti
vece je 1 do 6,5 puta od tjelesne mase Covjeka. UKoliko se osteCenja hrskavice na pateli i
trohleji ne lijeCe, normalna distribucija sila u koljenu ¢e biti onemoguéena. To ¢e uzrokovati
prosirenje ve¢ postojeCih oStecenja, a takva oSteCenja su Cesto i predispozicija za razvoj

osteoartritisa (Astur i sur. 2014).

2.5. Uzroci i tipovi oSteCenja zglobne hrskavice

Ostecenja zglobne hrskavice mogu biti fokalna i degenerativna. Fokalno osStecenje je
okruzeno zdravom hrskavicom i rubovi ostecenja se mogu to¢no definirati. Fokalna oStecenja
najeS¢e Su uzorokovana traumom, osteochondritis dissecansom ili osteonekrozom.
Degenerativna oSte¢enja su najceS¢e uzrokovana osteoartitisom, ozljedama meniska ili
nestabilnoS¢u ligamenta. Kod degenerativnih oSteCenja rubovi se ne mogu to¢no odrediti
(Falah i sur. 2010).

Najcesce koristeni sistem za kvalifikaciju 1 klasifikaciju hrskavi¢nih oStecenja predloZen
je od strane Outerbridgea jos 1960-tih godina, a razvijen je za opis hondromalacije patele
tijekom meniscektomije. Ova makroskopska klasifikacija promatra izgled i veli¢inu oSte¢enja
kako bi se odredio stupanj oStec¢enja hrskavice. Prema Outbridgeu razlikujemo cetri stupnja
oStecenja hrskavice, od ranog omekSavanja hrskavice (stupanj I.) do erozije hrskavice do kosti
(stupanj 1V.) (Lasanianos i Kanakaris 2015; Legovi¢ i sur. 2003). Danas se Cesto koristi i
makroskopska ljestvica uvedena od strane Medunarodnog drustva za obnovu hrskavice, ICRS
ljestvica (ICRS, engl. International Cartilage Repair Society) (van den Borne i sur. 2007).

Ostecenje zglobne hrskavice mozemo klasificirati prema mjestu nastanka (npr.
medijalni ili lateralni kondil), prema veli¢ini te dubini. S obzirom na dubinu razlikujemo
djelomi¢na hrskavi¢na oSteCenja (engl. partial thickness), potpuna (engl. full thickness) i

kostano-hrskavi¢na osteéenja koja zahvacaju suphondralnu kost (Madry i sur. 2015).
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Slika 7. Tipovi ostecenja hrskavice klasificirani prema dubini. A = djelomi¢no hrskavi¢no

oStecenje, B= potpuno hrskavi¢no ostec¢enje, C = koStano-hrskavi¢no oStec¢enje

Ostecenja zglobne hrskavice Cesto se otkrivaju tijekom rutinskih artroskopija koljena.
Curl i suradnici su prijavili prisutnost hrskavi¢nih oste¢enja kod vise od 63 % pacijenata koji
su pristupili postupku artroskopije na uzorku od 35 000 obavljenih artroskopija u SAD-u.
Hjelle i sur. u Norveskoj te Widuchowski i sur. u Poljskoj potvrdili su incidenciju hrskavi¢nih
ostecenja kod 60 do 61 % obavljenih artroskopija (Lattermann i Luckett 2011). Pronadena
oStecenja su najéeS¢a na kondilu bedrene kosti (43 do 58 %). Ostecenja na pateli nalazimo
kod 11 do 36 % svih ostecenja dok su osteéenja trohleje nesto rjeda (6 do 16%) (Lattermann i
Luckett 2011). Do cestih kostano-hrskavi¢nih oSte¢enja dovodi i dislokacija patele koja je
odgovorna za 40 do 50 % kostano-hrskavi¢nih oStecenja. Ovaj tip oSteCenja najcesc¢i je kod
mladih i aktivnih pacijenata izmedu 20 i 40 godina (Falah i sur. 2010). Ostecenja hrskavice
mogu biti prisutna i kod pacijenata koji nemaju klinicke simptome. Studija u kojoj su
sudjelovali profesionalni sportasi ukljucivala je snimanje koljena magnetskom rezonancijom
kod pacijenata koji ranije nisu prijavili simptome niti ozljede. U ovoj studiji, ostecenja
hrskavice su otkrivena kod 57 % pacijenata. Medu njima, 35 % pacijenata imalo je hrskavi¢no
ostecenje na pateli, a 25 % pacijenata na trohleji femura (Sherman i sur. 2018).

"Kissing“-oste¢enja su poseban tip bipolarnih hrskaviénih i koStano-hrskaviénih
ostecenja koja se nalaze jedna nasuprot druge i u konstantnom su dodiru (Slika 8). Ova
kompleksna oStecenja Kklasificiraju se kao predosteoartriticna te Su oznacena kao
kontraindikacija za lijeCenje dosadaSnjim kirurSkim postupcima i tkivnim terapijama,
mozaikplastikom i autolognom transplantacijom hondrocita (ACI, engl. autologous

chondrocyte implantation) (Murray i sur. 2016; Niemeyer i sur. 2016; Tetteh i sur. 2012).
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"Kissing”-osteenja najces¢e nastaju kod ponavljaju¢ih trauma 1 kao sekundarne
degenerativne promjene (Hjelle i sur. 2002). Ovaj tip osStecenja je najkompleksniji i najtezi za
lijeCenje te se kod pacijenata sa "kissing ’-oStecenjima veé¢inom razvija osteoartritis (Vasiliadis

i sur. 2011).

TROHLEJA

“KISSING"- OSTECENIE

Slika 8. Shema “kissing”-oSteCenja u patelofemoralnom zglobu koljena. Hrskavi¢na ili
kostano-hrskavi¢na oSte¢enja koja se nalaze jedno nasuprot drugome, u konstantnom su
dodiru i nastaju ¢esto nakon ponavljajuéih trauma nazivamo “kissing”-oste¢enjima. Ovakva su
oStecenja Cesta u podru¢ju patelofemoralnog zgloba gdje patela i trohleja medusobno

artikuliraju tijekom fleksije ili ekstenzije koljena.

Najces¢i uzrok hrskaviénih 1 koStano-hrskavi¢nih oStecenja je trauma nastala zbog
nesre¢a ili sportskih ozljeda (Falah i sur. 2010). Fokalne ozljede su ¢esto uzrokavane
osteochondritis dissecansom tijekom kojeg dolazi do odvajanja segmenta suphondralne kosti i
zglobne hrskavice. Uzrok osteochondritis dissecansa je nepoznat, a moguci uzroci su
ponavljajuce traume, ishemija i osifikacija kosti. Javlja se kod 15 do 29 na 100 000 pacijenata
(Zanon i sur. 2014). Osim trauma, najce$¢i uzrok koStano-hrskavi¢nih oStecenja je
osteoartitis. Osteoartritis je degenerativna bolest koja uzrokuje progresivan gubitak zglobne
hrskavice i povezana je sa promjenama u suphondralnoj kosti (Wolff 2007). To je najces¢i tip
artitrisa i miSi¢no-kostane bolesti te se javlja kod 10 do 12 % ukupne populacije (Murray i
sur. 2012). Osteoartritis je glavni uzrok invalidnosti nakon 65 godine, a broj oboljelih od ove

bolesti osobito se povecava nakon cetrdesete godine zivota (\Wolff 2007).
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2.6. Lijecenje hrskavi¢nih i koStano-hrskavi¢nih oSte¢enja

U lijecenju ostecenja hrskavice koriste se razliCite konzervativne i kirurSke tehnike. Cilj
konzervativnih tehnika lijeCenja je smanjiti simptome boli, ali ne i djelovati na samo
ostecenje. Kirurske tehnike lijeCenja mozemo podijeliti na palijativne (artroskopski
debridment), reparacijske (abrazijska hondroplastija, buSenje po Pridieu i mikrofraktura) te
regeneracijske (mozaikplastika, autologna transplantacija hondrocita). Velik broj razvijenih
tehnika ukazuje na to da je teSko povratiti funkciju jednom ostecene hrskavice (Richter i sur.
2016).

2.6.1. Konzervativne tehnike lijecenja

Konzervativne tehnike lijeCenja najceS¢e se koriste kod prvih simptoma oStecenja
hrskavice. Za ublazavanje boli koriste se analgetici i nesteroidni antiupalni lijekovi (da Cunha
Cavalcanti i sur. 2012). Smanjenje tezine, odmor, fizikalna terapija i koristenje medicinskih
ortopedskih pomagala mogu pomo¢i u poboljsavanju klinickog ishoda. Cesto ¢e koriste i
dodaci prehrani kao $to su hondroprotektivni hondroitin-sulfat, Omega-3, vitamini, kalcij ili
intraartikularne inekcije steroida. Do danas nije pokazano da konzervativnim tehnikama
lijeCenja dolazi do strukturalnih poboljSanja i regeneracije oSte¢ene hrskavice (Falah i sur.

2010).

2.6.2. Kirurske tehnike lijeCenja

2.6.2.1. Palijativne kirurSke tehnike

Jedna od najces¢e koriStenih palijativnih tehnika za lijeCenje oStecenja hrskavice je
artroskopski debridman. To je postupak koji ukljucuje odstranjivanje opustenih, slobodnih
ostecenih dijelova hrskavice, osteofita te u nekim sluc¢ajevima i dijelova meniska kako bi se
ublazila bol kod pacijenata (Bhosale i Richardson 2008). Rezultati ovog tretmana ovise 0
veli¢ini 1 degeneraciji same hrskavice te su tesko kvalitativno mjerljivi. U danaSnjoj klinickoj
praksi, ovaj se postupak ¢esto kombinira sa drugim tehnikama, kao §to je mikrofraktura.

2.6.2.2. Reparacijske kirurske tehnike

Reparacijske tehnike lijeCenja ostecenja hrskavice ukljuéuju ulazak u suphondralnu kost
¢ime se omogucuje dovod maticnih stanica koStane srzi u mjesto ostec¢enja. Jedna od takvih
tehnika je postupak buSenja po Pridieu. Postupak ukljucuje busenje rupa veli¢ine 2 - 2,5 mmu
subhondralnoj kosti svrdlom. Lije¢enje ovom tehnikom rezultira dugim vremenskim
oporavakom za pacijente, a opisani klinicki ishodi su jako varijabilni (Farr i sur. 2011). Prema

istom principu stimulacije koStane srzi razvijena je abrazijska hondroplastija. Ova tehnika
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ukljucuje uklanjanje 1 - 3 mm suphondralne kosti $to uzrokuje dodatnu traumu i rezultira
losom postoperativnom funkcijom koljenskog zgloba u pacijenata (Mirza i sur. 2015).

Mikrofrakture su kirurski postupak razvijen od strane Steadmana i prvi put opisane
1994. godine (Steadman i sur. 2010). Ovaj postupak se koristi za lijeCenje fokalnih i
degenerativnih oste¢enja hrskavice. Postupak se izvodi artroskopski te se najprije
debridmanom uklone svi zaostali dijelovi oste¢ene hrskavice sa mjesta ostecenja kako bi se
otkrila suphondralna kost. Stvaranjem malih fraktura u suphondralnoj kosti poti¢e se ulazak
mezenhimalnih mati¢nih stanica iz koStane srzi na mjesto hrskavi¢nog ostec¢enja. Pri tome,
frakture moraju biti medusobno udaljene 3 do 4 mm kako se ne bi ostetila plo¢a suphondralne
kosti. Na mjestu oSteCenja nakon ovog zahvata nastaje vezivno tkivo koje nema morfoloska i
biomehanicka svojstva zdrave hrskavice. Prednosti ove tehnike su jednostavnost, niska cijena,
minimalna invazivnost i niski kiruski morbiditet. Dosadasnje klinicke studije su pokazale
poboljsanje 1 smanjenje boli kod pacijenata nakon lijeCenja mikrofrakturama. Medutim
rezultati klinickih studija su varijabilni i1 nekonzistetno opisani u literaturi. Mjesta oStecenja
nakon lijeCenja mikrofrakturama analizirana su MRI-om i artroskopijom te su otkrivena
djelomi¢no popunjena ostecenja novonastalim tkivom te prisutnost okostavanja nakon 18 do
36 mjeseci. Uz to, klinicki ishodi lijeCenja ovom tehnikom pokazali su se inferiornima u
odnosu na mozaikplastiku i autolognu transplantaciju hondrocita (Erggelet i Vavken 2016;
Negrin i sur. 2012).

2.6.2.3. Regeneracijske kirurske tehnike

Mozaikplastika i autologna transplantacija hondrocita (ACI, engl. autolougous
chondrocyte implantation) su regeneracijski zahvati kojima se pokuSava ostvariti popravak
hrskavi¢nih 1 koStano-hrskavi¢nih oStecenja.

Mozaikplastika je postupak koji zapocinje artroskopskim debridmanom kako bi se
uklonili dijelovi zaostale oStecene hrskavice. S mjesta koje nije izloZeno jakim mehanickim
silama uzima se cilindar kostano-hrskavi¢nog tkiva i transplantira Se na mjesto oStecenja.
Kostano-hrskavi¢ni cilindri ispunjavaju oStecenje tako da kreiraju uzorak mozaika. Nedostaci
ove tehnike su dodatno osteCenje zdravog tkiva, nemoguénost obnove glatke povrSine
hrskavice i nedostatak lateralne integracije cilindra sa zdravom hrskavicom (Bhosale i
Richardson 2008). Klini¢ki ishodi ove tehnike variraju medu pacijentima ovisno o starosti,
spolu i veli€ini oStecenja pa je povecana stopa neuspjesnog lijeCenja kod pacijenata starijih od
40 godina, kod Zena i kod pacijenata sa oste¢enjima veéim od 3 cm? (Richter i sur. 2016). U

istrazivanju koje je pratilo pacijente 12 godina nakon S§to su podvrgnuti postupku
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mozaikplastike pokazana je degeneracija zgloba, ali uz dobre klinicke ishode (Filardo i sur.
2015).

Metodu autologne transplantacije hondrocita prvi put su opisali Peterson i sur. (Menche
i sur. 1986). ACI predstavlja prvu primjenu tkivnog inzenjerstva u ortopediji. Ova tehnika
ukljucuje odstranjivanje manjeg dijela zglobne hrskavice s mjesta koje nije optere¢eno
mehani¢kim silama, izolaciju hondrocita iz uzetog tkiva hrskavice, umnazanje izoliranih
hondrocita in vitro, njihovu transplantaciju na mjesto oSteenja te pokrivanje oStecenja
periostalnim graftom koji je uzet s proksimalnog dijela tibije (Slika 9). Tkivo koje nastaje na
mjestu ostecenja nakon lije¢enja ACI metodom nije u potpunosti jednako zdravoj hijalinoj
hrskavici te ima obiljezja fibrokartilaginoznog tkiva (Goyal i sur. 2013; Marlovits i sur.
2006). Ipak, ova tehnika omogucuje smanjenje boli i poboljsanu funkciju koljena kod
pacijenata te je do sada primijenjena kod vise od 35,000 pacijenata diljem svijeta (Davies i
Kuiper 2019).

BIOPSIJA ZDRAVE

ZGLOBNE HRSKAVICE > I . INvITRO
[ IZOLACDJA HONDROCITA ==~ "g" <57 UMNAZANIE HONDROCITA
P - _ >
| & 3 =
® 8
\

APLIKACIJA SUSPENZIJE
HONDROCITA NA MJESTO i
OSTECENJA 1 POKRIVANJE i
PERIOSTALNIM GRAFTOM /" SUSPENZIJA AUTOLOGNIH
« HONDROCITA PRIPREMLIENA
NAKON UMNAZVANJA
©

D PERIOSTALNI GRAFT

Slika 9. Postupak autologne transplantacije hondrocita. 1z uzetog uzorka zdrave zglobne
hrskavice izoliraju se i in vitro umnoze hondrociti te se suspenzija zglobnih hondrocita
aplicira na mjesto ostecenja koje se pokriva periostalnim graftom koji je uzet sa proksimalnog
dijela tibije. Preuzeto i prilagodeno prema (Robi i sur. 2013).
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U drugoj generaciji ACl-a kolagenska membrana zamijenila je periost. Tre¢a generacija
ACl-a ili matriksom potpomognuta autologna transplantacija hondrocita, MACI® (engl.
matrix-induced autologous chondrocyte) uklju¢uje nasadivanje izoliranih zglobnih hondrocita
na trodimenzionalan nosa¢. Hondrociti se nasaduju na nosae nekoliko dana prije
transplantacije na mjesto oste¢enja. Do sada je u klinickim studijama koristeno vise razli¢itih
tipova nosaca za proizvodnju MACI® presatka, uklju¢ujuéi kolagensku membranu Chondro-
Gide (Behrens i sur. 2006; Jacobi i sur. 2011). Studije su pokazale dobre kratkorocne i
dugoro¢ne klinicke ishode u lije¢enju lokaliziranih hrskavi¢nih oSte¢enja uporabom MACI-a
uz statistiCki znacCajno poboljSanje kvalitete Zivota pacijenata 1 bolju funkciju koljena u
usporedbi sa postupkom mikrofrakture (Brittberg i sur. 2018; Gille i sur. 2016). Ipak,
kompleksna hrskavi¢na i koStano-hrskavi¢na osteéenja kao $to su “kissing”-ostecenja joS su
uvijek kontraindikacija za lije¢enje metodom ACI.

lako uspjeSne u nekim aspektima, sve navedene metode za lijeCenje 1 popravak
hrskavi¢nih 1 koStano-hrskavicnih oSte¢enja, imaju svoja ogranicenja te se joS uvijek na
mjestu oStecenja ne uspijevaju stvoriti tkivo koje ¢e se prema strukturi i funkcijama pribliziti

zdravoj zglobnoj hrskavici.

2.6.3. Lijecenje hrskavi¢nih i ko§tano-hrskavi¢nih oStec¢enja patelofemoralnog

zgloba i “kissing”-oStecenja

Hrskavicne 1 kostano-hrskavi¢ne ozljede u patelofemoralnom zglobu su ¢este 1 utvrdene
su kod vise od 33 % pacijenata koji su pristupili postupku artroskopije. Medutim,
biomehanika i kompleksna morfologija patelofemoralnog zgloba otezavaju lije¢enje oStecenja
patelofemoralnog zgloba (Brophy i sur. 2017). Za lijeCenje hrskavi¢nih i kostano-hrskavi¢nih
oStecenja patelofemoralnog zgloba najcesce se predlaze konzervativni tip lijecenja, a kirurski
postupci se koriste kod pacijenata koji imaju stalno pogorSanje simptoma. Razlozi za to su
nepredvidivi ishodi lije¢anja s obzirom na kompleksnost ozljeda (Pinkowsky i Farr 2016). To
objaSnjava zasto su Brittberg i suradnici izvjestili o nemoguénosti popravka patelofemoralnih
ozljeda postupkom autologne transplantacije hondrocita kod 5 od 7 pacijenata. U kasnijoj
studiji, Brittberg i sur. prijavili su 11 od 17 pacijenata sa dobrim ili odlicnim rezultatima
nakon 2 godine i malo bolje rezultate nakon 9 godina, kod 13 od 19 pacijenata koji su lijeceni
kombinacijom anteromedijalizacije tibijalne tuberkule sa stani¢nim terapijama (Kehr 2015).
Dosadasnje studije su pokusale utvrditi postoji li najbolji kirurski postupak kojim bi se lijecila
velika (>4 cm) hrskavi¢na oSte¢enja na pateli ili trohleji koljena kod pacijenata mladih od 50

godina. Pokazano je da kod 22 % pacijenata kod kojih je provedena artroplastika koljena, 53
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% pacijenata lijeCenih osteohondralnim alograftima i 8 do 60 % pacijenata lije¢enih metodom
ACl-a nije doslo do poboljsanja i regeneracije navedenih hrskavi¢nih oste¢enja. Uz to, kod
sva tri tipa postupaka koristenih za lijeCenje dogodile su se komplikacije i reoperacije. Uslijed
toga nije predlozen niti jedan postupak kao preporuka za lijeCenje ovog tipa oStecenja (Noyes
i Barber-Westin 2016).

Bipolarna “kissing”-ostecenja patelofemoralnog zgloba su rijetka te je malo opisanih
tehnika lijeCenja ovog tipa oStecenja u literaturi (Vijayan i Bentley 2015). Iako su "kissing"-
oStecenja kontraindikacija za lijeCenje autolognom transplantacijom hondrocita, prva
generacija ACl-a je koristena za njihovo lije¢enje u sklopu dosadasnjih istrazivanja na
manjem broju pacijenata. Srednjoro¢ni rezultati za lijeCenje kompleksnih hrskavi¢nih
oStecenja metodom ACI pokazali su zna¢ajna poboljSanja u smanjenju boli 1 kvaliteti Zivota
za pacijente. Medutim, jo$ ne postoje podaci o dugoro¢nom klini¢kom ishodu (Ossendorf i
sur. 2011). Za lijeCenje "kissing”-oSte¢enja patelofemoralnog zgloba opisana su 2 klini¢ka
slucaja u kojima je lijeCenje provedeno kombinacijom dvije regeneracijske tehnike te drugom
generacijom ACI-a. Prvi slucaj ukljucuje 23-godiSnjeg muskog pacijenta sa koStano-
hrskavi¢nim oste¢enjem na pateli i trohleji. Ovo “"kissing”-oStecenje lije¢eno je kombinacijom
mozaikplastike i ACl-a. Ostecenje na trohleji je lijeCeno metodom mozaikplastike dok je
oSte¢enje na pateli lijeGeno prvom generacijom ACI-a uz uporabu kolagenske membrane
Chondro-Gide. Kombinacija dvije reparacijske tehnike za lijeCenje "kissing”-oStecenja
patelofemoralnog zgloba pokazala se uspjeSnom uz dobre klinicke ishode 10 godina nakon
tretmana (Vijayan i Bentley 2015). U drugom slucaju “kissing”-oStecenje na podrucju
patelofemoralnog zgloba veli¢ine 15 mm x 10 mm i stupnja ostecenja III, uspjesno je lijeCena
pomocu druge generacije ACI-a uz primjenu kolagenske membrane BioGide (Geistlich, SAD)
(Ridley i sur. 2017). Medutim, rije¢ je o malom broju opisanih sluc¢ajeva te bi daljnje

istrazivanje trebalo pokazati da li su ovi tipovi lije€enja primjereni za takav tip oStecenja.

2.6.4. Kolagenska membrana Chondro-Gide u lijeenju hrskavi¢nih i kostano-

hrskavi¢nih oStecenja

Kolagenska membrana Chondro-Gide (Geistlich Pharma AG, Svicarska) je dvoslojna
membrana izgradena od kolagena tipa I i kolagena tipa Il svinjskog podrijetla. Sastoji se od
poroznog sloja koji podrzava rast stanica i Stvaranje novog tkiva te od kompaktnog sloja koji
djeluje kao barijera i sprije€ava izlazak transplantiranih hondrocita sa mjesta hrskavi¢nog
oSte¢enja. Ova membrana je komercijalno dostupna i koristi se za prekrivanje hrskavi¢nog

oste¢enja poslije lijeCenja metodom ACI-a i nakon stimulacije koStane srzi uz pomo¢
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matriksom potpomognute autologne hondrogeneze (AMIC, engl. autologous matrix induced
chondrogenesis) (Anders i sur. 2013; Dhollander i sur. 2014). Osim za pokrivanje
hrskavicnog oSteCenja kod transplantacije zglobnih hondrocita (prva generacija ACI-a)
(Steinwachs i1 Kreuz 2007), na kolagensku membranu Chondro-Gide se nasaduju izolirani
zglobni hondrociti i dobiveni presadak se transplantira na mjesto ostec¢enja (druga generacija
ACI-a) (Gille i sur. 2016). Rezultati klinicke studije koja je usporedila koristenje kolagenske
membrane Chondro-Gide sa koriStenjem periosta u lije¢enju hrskavi¢nih oSte¢enja metodom
ACI pokazali su da je novonastalo tkivo bolje kvalitete i slicnije hijalinoj hrskavici kod
pacijenta kojima su transplantirani zglobni hondrociti prekriveni kolagenskom membranom
(McCarthy i Roberts 2013). Takoder, fokalna hrskavicna oSteCenja uspjesno su lijeCena
metodom MACI u kojoj je koriStena kolagenska membrana Chondro-Gide Sto je potvrdeno
dugoro¢nim klini¢kim ishodima (Gille i sur. 2016). Lijeenje hrskavi¢nih oStecenja
patelofemoralnog zgloba AMIC metodom uz koristenje kolagenske membrane Chondro-Gide
pokazalo je dobre klinicke ishode 2 godine nakon tretmana, ali uz promjene u suphondralnoj
kosti (Dhollander i sur. 2014). Kolagenska membrana Chondro-Gide se pokazala uspjesnom u
poticanju regeneracije oStecenog hrskavicnog tkiva, ali jo§ uvijek nije potrvdeno moze li
ostvariti dobre rezultate pri lijeCenju kompleksnih hrskavicnih 1 koStano-hrskavi¢nih

oStecenja.

2.6.5. Ocijena cijeljenja hrskavicnih i koStano-hrskavi¢nih oSte¢enja

Danas je u uporabi velik broj tehnika za lijecenje hrskavi¢nih i koStano-hrskavicnih
oStecenja. Stoga su razvijene razli¢ite metode 1 ljestvice za ocijenu cijeljenja hrskavicnih i
kostano-hrskavicnih oStecenja nakon lijeenja kirur§kim postupcima ili tkivnim terapijama.
Struktura tkiva nastalog na mjestu oSte¢enja nakon lije€enja moze se procijeniti snimanjem
magnetskom rezonancijom (MRI, engl. magnetic resonance imaging), histoloskom analizom i
makroskopskom evaluacijom tkiva tijekom artroskopije (van den Borne i sur. 2007).
Razvijene su razli¢ite histoloske ljestvice za ocijenu cijeljenja hrskavice kao $to su ljestvica
predloZena od strane O'Driscolla i kolega (O'Driscoll score), ljestvica po Bernu (Bern score) i
histoloska ocjenska ljestvica Medunarodnog drustva za obnovu hrskavice, ICRS ljestvica
(ICRS, engl. International Cartilage Repair Society). Ljestvica po Bernu najprimjerenija je za
evaluaciju tkiva proizvedenog in vitro (Ruettger i sur. 2010). Za makroskopsku ocijenu
cijeljenja hrskavice u klinici dizajnirana su 2 ocijenska sistema, ICRS ljestvica i Qswestry

artroskopska ljestvica (Goebel i sur. 2012).

20



2.7. Tkivno inZenjerstvo hrskavice

Tkivno inZenjerstvo je interdisciplinarno podrucje koje upotrebljava principe biologije i
inzenjerstva kako bi omogucilo obnovu, popravak ili zamjenu oStecenog tkiva ili organa
(Langer i Vacanti 1993). Tkivno inzenjerstvo hrskavice oslanja se na vise faktora: odabir
primjerenog tipa stanica za in vitro rast, koriStenje faktora rasta koji ¢e potaknuti
hondrogenezu te odabir trodimenzionalnih biokompatibilnih nosaca koji ¢e podrzavati rast i

umnazanje stanica (Kessler i Grande 2008).

U tkivnom inzenjerstvu hrskavice do sada su u istrazivanjima upotrebljavane razliite
vrste stanica: hondrociti, mezenhimalne mati¢ne stanice razliCitog porijekla, embrionalne
mati¢ne stanice, inducirane pluripotentne stanice i fibroblasti (Liu i sur. 2017). Jedan od
glavnih nedostataka kod koristenja hondrocita kao izvora stanica je limitirana koli¢ina stanica
dostupna nakon izolacije te gubitak hondrogenog fenotipa in vitro (Zhang i sur. 2009).
Hondrociti u jednoslojnoj stani¢noj kulturi dobivaju fenotip fibroblasta kojeg karakterizira
izduzen oblik stanica i povecana ekspresija kolagena tipa 1. Taj proces se naziva dediferencija
hondrocita (Schnabel i sur. 2002). Ipak, ukoliko se dediferencirani hondrociti stave u
trodimenzionalni okoli§ mogu vratiti svoj fenotip, odnosno dolazi do njihove rediferencijacije
(Schulze-Tanzil 2009). Hondrociti koristeni za tkivni inzenjering hrskavice izolirani su do
sada iz razli¢itih izvora kao $to je hrskavica nosne pregrade, zglobna hrskavica, rebrena
hrskavica i hrskavica vanjskog uha (Hellingman i sur. 2011; lIsogai i sur. 2006).
Mezenhimalne mati¢ne stanice (MSC, engl. mesenchymal stem cells) izolirane iz koStane srzi
i masnog tkiva pokazale su hondrogeni potencijal (Johnstone i sur. 2013). Buduci da su do
sada u studijama koriSteni razliCiti protokoli izolacije MSC-a te razli¢iti faktori rasta za
poticanje hondrogeneze potrebno je dodatno optimizirati uvjete uzgoja ovih stanica i
uspostaviti preciziniju karakterizaciju stanica. Ipak, dosadasnje pretklinike i klini¢ke studije
pokazuju da su MSC dobar kandidat za popravak i regeneraciju hrskavice (Zhang i sur. 2009).
Kako bi se potaknula hondrogeneza u studijama su koristeni razli¢iti faktori rasta poput BMP-
2,4,7, IGF-1, TGF-B, bFGF i HGF (Fortier i sur. 2011). Kao potpora za rast i poticanje
vijabilnosti 1 diferencijacije stanica upotrebljavani su nosaci razli¢itih strukturnih, mehanickih
i biokemijskih svojstava. Nosaci koji su koristeni u dosadasnjim istrazivanjima gradeni su od
sintetskih ili prirodnih materijala. Najce$¢i prirodni materijali koriSteni za izradu nosaca u
tkivnom inZenjerstvu hrskavice su kolagen, Kkitozan, alginat, fibrin te celuloza. Za izradu
sintetskih nosaca najcesce je koristena poliglikolna kiselina (PGA, engl. polyglycolic acid),

polietilen glikol (PEG, engl. poly(ethylene glycol), poliuretan (PU, engl. polyurethane) i poli-
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L-lakticna Kiselina (PLLA, engl. poly-L-lactic acid). Sintetski nosaci daju tkivhom presatku
dobra mehanicka svojstva, ali ¢esto uzrokuju citotoksi¢nost (Grigore 2017). Velik broj nosaca
testiran je in vitro i in vivo u pretklinickim i klinickim studijama (Vinatier i sur. 2009).
Medutim, joS$ uvijek se traga za nosacem kojim bi se ostvarila uspjesna regeneracija oste¢enog

hrskavi¢nog tkiva.

Principi tkivnog inZenjerstva koji se trenutno primjenjuju u klinickom lijeCenju
hrskavice prisutni su u formi ACI metode. ACI ukljuéuje koriStenje zglobnih hondrocita kao
izvora stanica za regeneraciju. Za izolaciju zglobnih hondrocita potrebno je uzeti uzorak
zdrave zglobne hrskavice sa mjesta koje nije pod direktnim opterecenjem sila u zglobu.

Pritom se stvara dodatna ozljeda zdrave hrskavice koja se kasnije moze prosiriti.

2.7.1. Hondrociti hrskavice nosne pregrade u tkivnom inZenjerstvu hrskavice

Biopsija hrskavice nosne pregrade jednostavan je postupak koji uzrokuje minimalno
oStecenje na septumu, krace traje, moze se izvesti uz lokalnu anesteziju 1 manje su
mogucénosti komplikacija prilikom operacije. Mnoge studije su ve¢ pokazale da hondrociti
izolirani iz hrskavice nosne pregrade imaju moguénost stvaranja tkiva sli¢nog hijalinoj
hrskavici in vitro (Rotter et al. 2002; Kafienah et al. 2002; Tay et al. 2004). Tkivo uzgojeno iz
hondrocita hrskavice nosne pregrade ima bolja mehanicka svojstva i vecu Kkoli¢inu
glikozaminoglikana i kolagena tipa Il u usporedbi sa tkivom uzgojenim iz zglobnih
hondrocita. U in vitro i in vivo istrazivanjima utvrdeno je da hondrociti hrskavice nosne
pregrade proliferiraju brze i imaju veéi hondrogeni kapacitet nego hondrociti zglobne
hrskavice (Kafienah et al. 2002). Uz to, hondrociti hrskavice nosne pregrade uspje$no se
oporavljaju nakon izlaganja upalnim uvjetima u usporedbi sa zglobnim hondrocitima (Scotti
et al. 2013). Moguénost proliferacije i diferencijacije izoliranih zglobnih hondrocita ovisi o
starosti donora $to moze dovesti do razli¢ite kvalitete uzgojenih tkivnih presadaka (Barbero et
al. 2004). Nasuprot tome, Koli¢ina izoliranih hondrocita iz hrskavice nosne pregrade ne
smanjuje se sa staro$¢u donora, a hondrociti hrskavice nosne pregrade zadrzavaju svoja
svojstva proliferacije (Rotter i sur. 2001). Za razliku od zglobnih hondrocita koji su
mezodermalnog, hondrociti hrskavice nosne pregrade su neuroektodermalnog podrijetla (Som
i Naidich 2013). Stoga hondrociti hrskavice nosne pregrade ne eksprimiraju specificne HOX
gene. Negativna ekspresija HOX gena u ovim stanicama povezana je sa hjihovim boljim
regenerativnim potencijalom i moguénos$éu samoobnove. Potencijal samoobnove hondrocita
hrskavice nosne pregrade potvrden je moguénoscu formiranja hrskavi¢nog tkiva i nakon

mnogobrojnih izmjena ciklusa dediferancije i rediferencijacije. Reprogramiranje hondrocita
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hrskavice nosne pregrade potvrdeno je pozitivnom ekspresijom HOX gena nakon njihove
transplantacije na mjesto hrskavi¢nog osStecenja u animalnoj studiji (Pelttari i sur. 2014).
Regenerativni potencijal tkivnih presadaka baziranih na hondrocitima hrskavice nosne
pregrade potvrden je u vise studija na velikim Zivotinjskim modelima (Mumme, Steinitz, et al.
2016) te u L. fazi klinickog istrazivanja (Mumme, Barbero, et al. 2016). U navedenom
klinickom istrazivanju autologni tkivni presadci uzgojeni iz hondrocita hrskavice nosne
pregrade uspjesno su koristeni za lijecenje oSteéenja zglobne hrskavice veli¢ine 2 - 6 cm? na
kondilu bedrene kosti. Ovi autologni presadci trenutno se koriste u Il. fazi klinickog
istrazivanja tijekom kojeg ¢e se usporediti potencijal zrelih i nezrelih autolognih tkivnih

presadaka u lije¢enju hrskavi¢nih oStec¢enja na 108 pacijenata.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Eksperimentalni model

Provedba istrazivanja na velikom zivotinjskom modelu odobrena je od strane Drzavnog
etickog povjerenstva Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske i Povjerenstva za etiku u
veterinarstvu. Povjerenstvo za bioetiku i dobrobit Zivotinja Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-
matemati¢kog fakulteta odobrilo je izvodenje eksperimenta u svrhu izrade ove doktorske
disertacije. Istrazivanje je provedeno na velikom Zzivotinjskom modelu, ovci koja je
odgovaraju¢i model za simulaciju koStano-hrskavi¢nog oStecenja u koljenu. Prilikom
planiranja 1 izvedbe istrazivanja, u radu sa Zivotinjama osigurana je provedba nacela 3R:
zamjena (engl. replacement), smanjenje (engl. reduction) i poboljsanje (engl. refinement).
Istrazivanje je provedeno na 18 ovaca starosti 3 - 4 godine, Zenskog spola, krizane pasmine.
Koristen je akutni model kostano-hrskavicnog ostec¢enja u koljenu ovce. Model je ukljucivao
"Kissing”-ostec¢enje sa jednim oStecenjem na pateli, a drugim na trohleji patelofemoralnog
zgloba (Slika 10 A). Za lijeCenje oStecenja koriStena su 2 razlicita tkivna presatka te
kolagenska membrana Chondro-Gide (Geistlich Pharma AG, Svicarska). Zivotinje su
nasumi¢no podijeljene u 3 skupine, po 6 ovaca u svakoj skupini (Slika 10 B). Unutar svake
skupine Zivotinje su dodatno podijeljene na 2 vremenske tocke, 6 tjedana i 6 mjeseci (Slika 8

B).

A Patelofemoralni zglob B = 6 TIEDANA

"kissing" lezija <
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Skupina 1: Skupina 2: Skupina 3:
N-CAM N-TEC Chondro-Gide
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Slika 10. Model kostano-hrskavi¢nog osteéenja (A), eksperimentalne skupine i broj ovaca po
skupini (B).

Skupini N-CAM pripadale su zivotinje kojima je na mjesto akutnog ostecenja
transplantiran nezreli autologni tkivni presadak (N-CAM, engl. nasal chondrocyte cell

activated matrix). Skupina N-TEC su bile zivotinje kojima je na mjesto akutnog ostecenja
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transplantiran zreli autologni tkivni presadak (N-TEC, engl. nasal chondrocyte tissue
engineered cartilage graft). Za uzgoj zrelih i nezrelih tkivnih presadaka koristena je
kolagenska membrana Chondro-Gide (Geistlich Pharma AG, Svicarska). U treéu skupinu su
rasporedene Zivotinje kojima je na mjesto akutnog oStecenja transplantirana samo kolagenska
membrana Chondro-Gide bez stanica. N-CAM (Slika 11 A) predstavlja nezreli presadak sa
malom koli¢inom ili bez prisutnosti izvanstanicnog matriksa dok N-TEC (Slika 11 B)
predstavlja zreli presadak, sa izvanstaniénim matriksom koji sadrZi proteine specificne za
hrskavicu. Kolagenska membrana Chondro-Gide bez stanica (Slika 11 C) je kolagenski
matriks razvijen za lije€enje hrskavi¢nih 1 koStano-hrskavi¢nih oStecenja u koljenu ili kuku

(Geistlich Pharma AG, Svicarska).
A B

Slika 11. Tip presatka upotrijebljen za lijeCenje kostano-hrskavi¢nih oSteéenja, tzv. "Kissing”-

ostec¢enja. A) N-CAM (engl. nasal chondrocyte cell activated matrix) nezreli tkivni presadak;
B) N-TEC (engl. nasal chondrocyte tissue engineered cartilage graft) zreli tkivni presadak,
C) Kolagenska membrana Chondro-Gide (Geistlich Pharma AG, Svicarska).

3.2. Kirurs$ki postupci

Tijekom istrazivanja, svi kirurSki postupci provedeni su u operacijskim dvoranama
Klinike za kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Ovce su operirane u aseptiénim uvjetima, od strane doktora veterinarske medicine obucenog
za rad s pokusnim Zivotinjama. U istraZivanju su izvedena 3 kirurSka postupka: biopsija nosne
pregrade, transplantacija tkivnih presadaka ili kolagenske membrane na mjesto oStecenja te
eksplantacija koStano hrskavi¢nih blokova.

3.2.1. Biopsija hrskavice nosne pregrade

Biopsija hrskavice nosne pregrade provedena je kod ovaca iz skupine N-CAM i N-TEC.
Kod ovaca iz skupine N-CAM biopsija je provedena 16 dana prije transplantacije dok je kod
skupine N-TEC provedena 26 dana prije transplantacije. Obije nosnice najprije su isprane
0,1% otopinom povidon jodida (Betadine, Alkaloid, Makedonija). Kroz sluznicu nosne
pregrade ucinjen je vertikalni rez skalpelom. Mukoza i submukoza odvojeni su od hrskavice

nosne pregrade periostalnim elevatorom (Slika 12 A). Uzorak hrskavice nosne pregrade uzet
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je uz pomo¢ jednokratnog kruznog instrumenta za biopsiju promjera 8 mm (Slika 12 B, C).
Ostecenje na sluznici rekonstruirano je resorptivnom multifilamentnom niti pojedina¢nim
¢vorastim $avovima (Polysorb 3-0, Covidien, SAD) (Slika 12 F). Uzorak uzetog tkiva ispran
je sterilnom fizioloSkom otopinom (Slika 12 D) i stavljen u sterilne tubice koji su sadrzavale
20 ml transportnog medija (Slika 12 E). Transportni medij pripremljen je u sterilnim uvjetima
od hranjivog medija DMEM (engl. Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium) s visokim udjelom
glukoze (Sigma-Aldrich, Njemacka) uz dodatak 10 %-tnog fetalnog govedeg seruma (engl.
fetal bovine serum, FBS, Gibco, SAD), 1 %-tne mjeSavine penicilina streptimicina L-
glutamina (Gibco, SAD), 1 %-tnog natrijevog piruvata (Sigma-Aldrich, Njemacka) i 1 %-tnog
HEPES pufera (Gibco, SAD). Tkivo je transportirano i obradeno u laboratoriju Zavoda za

molekularnu biologiju Prirodoslovno matematickog fakulteta u Zagrebu gdje je obavljen

uzgoj nezrelih (N-CAM) i zrelih (N-TEC) presadaka.

Slika 12. Postupak biopsije nosne pregrade. Kako bi se pristupilo hrskavici nosne pregrade
napravljen je vertikalni rez kroz sluznicu nosne pregrade od koje je odignuta mukoza i
submukoza (A). Uzorak hrskavice nosne pregrade uzet je uz pomo¢ instrumenta za biopsiju
(B) te je izvaden uz pomo¢ pincete (C). Uzeto tkivo promjera 8 mm (D) prebaceno je u

transportni medij (E), a oStecenje na sluznici rekonstruirano je multifilamentnom niti (F).

3.2.2.  Transplantacija tkivnih presadaka i kolagenskog nosaca
U istrazivanju se koristio akutni model koStano-hrskavi¢nog oStecenja na pateli i trohleji
koljenskog zgloba ovce. Kod svih Zzivotinja u eksperimentu, desnom koljenskom zglobu

pristupilo se medijalnom parapatelarnom artrotomijom. Patela je luksirana lateralno i dodatno
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zarotirana kako bi se omogucio bolji pristup na zglobnu povrSinu same patele i trohleje. Uz
pomo¢ standardnog instrumenta za mozaikplastiku (Slika 13 A) (COR, DePuy Synthes,
Warsaw, IN, SAD) ucinjena su koStano-hrskavi¢na oste¢enja na pateli i trohleji promjera 6
mm te dubine 2 do 3 mm. Rije¢ je o tzv. "Kissing"-osteéenju pri cemu je jedno oStecenje
napravljeno na trohleji femura (Slika 13 B), a drugo na pateli (Slika 13 C) nasuprot ostecenja
na trohleji. Ostec¢enja su dodatno oblikovana uz pomo¢ instrumenta za biopsiju promjera 6
mm te je zglob ispran fizioloSkom otopinom. Nezreli N-CAM i zreli N-TEC tkivni presadci
pocetne veli¢ine 1 cm? te kolagenske membrane pocetne veli¢ine 20 cm? izrezani su na
veli¢inu ostecenja uz pomo¢ instrumenta za biopsiju promjera 6 mm (Slika 13 D, E). Tkivni
presadci i kolagenska membrana transplantirani su na mjesta oste¢enja »press fit« metodom
(Slika 13 F, G) te su pozicionirani nesto ispod povrSine zglobne hrskavice. Isti tip presatka
koriSten je za transplantaciju kod jednog “kissing”-oSteCenja (na pateli i na trohleji)
patelofemoralnog zgloba desnog koljena Zivotinje. Pozicija svakog tkivnog presatka i
kolagenske membrane provjerena je nakon 30 pasivnih pokreta punog opsega u koljenu.
Zatvaranje zglobne kapsule, potkozja i koZe izvedeno je standardno. Rana je prekrivena
sterilnom kompresom.

B h * 6 o VU ) |

Slika 13. Transplantacija tkivnih presadaka i kolagenske membrane na mjesta kostano-
hrskavicnih oStecenja patele i trohleje koljenskog zgloba ovce. OStecenja veli¢ine 6 X 2 mm
napravljena su standardnim instrumentom za mozaikplastiku (A) na trohleji bedrene kosti (B)
i pateli (C) desnog koljenskog zgloba. Tkivni presadci (D) i kolagenska membrana Chondro-
Gide (E) izrezani su na veli¢inu o§te¢enja uz pomo¢ instrumenta za biopsiju promjera 6 mm te

su transplantirani na mjesto ostecenja (F, G).
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3.2.3. Eksplantacija i prikupljanje koStano-hrskavi¢nih blokova za analizu

Sve zivotinje su eutanizirane aplikacijom letalne injekcije T61 (Euthanasia solution,
Intervet Canada Corp., Kanada) intravenski, 6 tjedana ili 6 mjeseci nakon transplantacije
tkivnih presadaka i kolagenske membrane na mjesta ostecenja. Prethodno je primjenjena opca
anestezija administracijom 0,1 mg/kg ksilazina (Xylapan, Vetoquinol, Svicarska) i 7,5 mg/kg
ketamina (Narketan, Vetoquinol, Svicarska) intramuskularno. Nakon eutanazije, pristup
koljenskom zglobu iSao je kroz stari rez, medijalnom parapatelarnom artrotomijom. Na isti
nac¢in ucinjen je 1 dodatni lateralni parapatelarni rez. Koljeno je postavljeno u polozaj
maksimalne fleksije. Napravljen je rez kroz patelarni ligament te je patela izvrnuta kranijalno
za 180°. Ucinjene su fotografije otvorenog zgloba, kao i trohleje i patele zasebno (Slika 17).
Oscilacijskom pilom izrezani su kostano-hrskavi¢ni blokovi veli¢ine 20 mm x 15 mm x 10
mm koji su sadrzavali mjesto ostecenja, okolnu zdravu zglobnu hrskavicu i suphondralnu kost
(Slika 19 F, G). Takoder su eksplantirani i kostano-hrskavi¢ni blokovi sa patele i trohleje
lijevog, neoperiranog koljena. Blokovi su prepiljeni na pola (Slika 14) i fotografirani (Slika
19). Jedna polovica pospremljena je u 4 %-tni paraformaldehid (Biognost, Hrvatska), a druga
polovica u 0,9 %-tnu fizioloSku otopinu. Kostano-hrskavi¢ni blokovi fiksirani u 4 %-tnom
paraformaldehidu koriSteni su za histoloSku analizu, dok su oni pospremljeni u fiziolosku
otopinu snimani magnetskom rezonancijom. U ovoj doktorskoj disertaciji obradeni su uzorci

pripremljeni za histoloSku analizu.
HISTOLOGIJA

Trohleja MRI
Slika 14. Shema eksplantacije operiranog koljena. Mjesta osStecenja na trohleji i pateli su
prikazana rozim krugovima. Crvena isprekidana linija prikazuje mjesto na kojem su uzorci
prepolovljeni na 2 polovice. Jedna polovica koristila se za histolosku analizu, a druga za

analizu MRI-om.
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3.2.4. Anestezija, preoperativna i postoperativna njega

Zivotinje su dovedene na Kliniku za kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju najmanje 24 h
prije kirurS§kog zahvata kako bi se prilagodile na novo okruzje. Prilikom dolaska na kliniku
obavljen je klinicki pregled svake zivotinje kako bi se procijenilo zdravstveno stanje zivotinje.
U istrazivanju su izvodena 2 anestezioloska protokola.

Anestezioloski protokol za biopsiju hrskavice nosne pregrade zapoceo je sedacijom
ovce intramuskularnom injekcijom i aplikacijom 0,1 mg/kg ksilazina (Xylapan, Vetoquinol,
Svicarska) i 7,5 mg/kg ketamina (Narketan, Vetoquinol, Svicarska). Nakon pocetka sedacije,
uvodenjem intravenske kanile u cefalicnu venu slijedi uvod u anesteziju te je intravenski
administrirano 0,25 mg/kg midazolama (Torrex Chiesi Pharma Gmbh, Austrija) i 0,1 mg/kg
metadona (Pliva, Hrvatska) uz aplikaciju tiopentala do ucinka (Rotexmedica, Njemacka).
Ovca je intubirana endotrahealnim tubusom, a kompletan monitoring za vrijeme izvodenja
biopsije hrskavice nosne pretrage nastavljen je od strane anesteziologa. Nakon biopsije nosne
pregrade, bol je ublaZzena administracijom intramuskularno 4,4 mg/kg karprofena (Norocarp,
5 %, Norbrook Laboratories Ltd., Sjeverna Irska) ili 0,2 mg/kg meloksikama (Meloxidolor,
Genera, Hrvatska).

Anestezija za kirurski postupak transplantacije zapocela je izdvajanjem Zivotinje,
njenim sediranjem i aplikacijom 0,1 mg/kg ksilazina (Xylapan, Vetoquinol, Svicarska) i 7,5
mg/kg ketamina (Narketan, Vetoquinol, Svicarska) pomoéu intramuskularne injekcije.
Pocetkom sedacije, uvodena je intravenska kanila u cefalicnu venu te je aplicirano 0,25 mg/kg
midazolama (Torrex Chiesi Pharma Gmbh, Austrija) i 1 pg/kg fentanila (Fentanyl solution,
Janssen Pharmaceutica N.V., Belgija). Opc¢a anestezija inducirana je intravenoznom
aplikacijom tiopentala (Thiopetal solution BP 500 mg , Rotexmedica, Njemacka), 5-10 mg/kg
otopine ili do ucinka anestetika. Za vrijeme kirurSkog zahvata inhalacijska anestezija je
koriStena kao tehnika opce anestezije. Ovca je intubirana endotrahelanim tubusom te je
inhalacijska anestezija izvedena kombinacijom Kisika i 1 - 2 % izoflurana (Forane, Abbot,
Velika Britanija). Vodena otopina cefazolina u dozi od 20 mg/kg (Zepilen,
Medochemie/Meducuspharma, Hrvatska) administrirana je preoperativno za antimikrobsku
profilaksu te je ponavljana svakih 2 h tijekom kirur§kog zahvata. Intraoperativna anelgezija je
odrzavana konstantnom perfuzijom 0,1 - 0,5 pg/kg/min fentanila. Nakon oporavka, ovce su
premjestene na farmu gdje su drzane u prirodnom okoliSu, a hrana i voda su im bile dostupne

ad libitum. Na farmi su ovce bile pod nadzorom ovlastenog doktora veterinarske medicine.
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3.3. Uzgoj tkivnih presadaka

Uzgoj tkivnih presadaka odvijao se prema standardima i pravilima Dobre laboratorijske
prakse (GLP, engl. Good Laboratory Practice) u laboratoriju za kulturu tkiva. Uzgoj nezrelih
tkivnih presadaka (N-CAM, engl. nasal cartilage assosiated matrix) trajao je 16 dana dok je
uzgoj zrelih tkivnih presadaka (N-TEC, engl., nasal tissue engineered cartilage) trajao 26
dana. Prvi korak tijekom uzgoja svih tkivnih presadaka uklju¢ivao je izolaciju hondrocita iz
uzetog tkiva nosne pregrade i njihovo umnozavanje. Uzorak hrskavice nosne pregrade (Slika
16 A) ispran je u Petrijevoj zdjelici sa 20 ml fosfatnog pufera PBS-a (engl. phospate buffer
saline, Gibco, SAD). Uz pomo¢ sterilne pincete i skalpela odstranjeni su ostaci perihondrija te
je tkivo usitnjeno na manje komadice (Slika 16 B). Usitnjeni komadici hrskavice digestirani
su u 0,15 %-tnoj otopini kolagenaze. Otopina kolagenaze pripremljena je otapanjem 15 mg
kolagenaze tipa Il (Gibco, SAD) u 15 ml kompletnog medija sa 10 % FBS-a (Gibco, SAD).
Glavne sastavnice kompletnog medija sa 10 % FBS-a su hranjivi medij DMEM (engl.
Dulbecco's Modified Eagle's Medium) s visokim udjelom glukoze (Sigma-Aldrich,
Njemacka), 10 %-tni fetalni govedi serum (engl. fetal bovine serum, FBS, Gibco, SAD), 1 %-
tna mjesavina penicilina, streptimicina i L-glutamina (Gibco, SAD), 1 %-tni natrijev piruvat
(Sigma-Aldrich, Njemacka) i 1 %-tni HEPES pufer (Gibco, SAD). Uzorak je poloZen na
tresilicu u inkubator za stani¢nu kulturu na 37 °C pri 5 %-tnom COy, a digestija je trajala 22 h.
Dobivena suspenzija hondrocita i nedigestiranih komadi¢a hrskavice (Slika 16 C)
centrifugirana je 5 min na 300 x g. Pelet je resuspendiran u 12 ml proliferacijskog medija te je
suspenzija prebaCena u posudu za staninu kulturu sa 6 jazica. Proliferacijski medij
pripremljen je dodavanjem 5 ng/ul faktora rasta fibroblasta (FGF-2, engl. fibroblast growth
factor, R&D Systems, SAD) kompletnom mediju sa 10% FBS-a. Proliferacijski medij
izmjenjivan je svaka 2 - 3 dana dok stanice nisu dosegle konfluenciju od 80-90 %, pasaza |
(Slika 16 D). Stanice su zatim odvojene od podloge posude za stani¢nu kulturu primjenom
0,25 %-tne Trypsin-EDTA otopine (Sigma-Aldrich, SAD) kroz 4 min na 37 °C pri 5 %-tom
CO2. Proces odvajanja stanica uz pomo¢ otopine tripsina nazivamo  tripsinizacija.
Prikupljenim stanicama je dodan kompletan medij sa 10 % FBS-a te su centrifugirane 5 min
na 300 x g. Pelet stanica je resuspendiran u proliferacijskom mediju, a suspenzija je prebacena
u 4 posude za stani¢nu kulturu volumena 150 cm?. U svaku posudu nasadeno je po 750 000
stanica. Ostatak stanica je zaleden u mediju za zaledivanje koji se sastojao od 90 %-tnog FBS-
a i 10 %-tnog dimetilsulfoksida, DMSO-a (engl. Dimetyl sulfoxide, Sigma-Aldrich, SAD).
Izmjena proliferacijskog medija vrsila se svaka 2 - 3 dana. Nakon 5 dana, stanice su ponovno

odvojene od podloge posuda za stani¢nu kulturu procesom tripsinizacije (pasaza II, Slika 16
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E). Umnazanje hondrocita trajalo je 13 dana. Kolagenska membrana Chondro-Gide orginalne
veli¢ine 4x5 cm izrezana je na 6 manjih membrana, veli¢ine 1 cm? (Slika 15 i Slika 16 F).
Prije nasadivanja hondrocita na kolagensku membranu, membrana se postavila tako da je
porozni sloj membrane bio okrenut prema gore. Membrana se u tom polozaju oznacila
odrezivanjem gornjeg desnog ugla i dodavanjem oznake u donjem desnom uglu instrumentom

za biopsiju promjera 2 mm (Slika 15).
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Ostatak membrane Membrana
| spremna za
" . - nasadivanje
Pocetna velicina kolagenske Rezanje membrane
membrane Chondro-Gide na odgovarajucu veli¢inu

Slika 15. Shema pripreme kolagenske membrane za nasadivanje hondrocita. Kolagenska
membrana Chondro-Gide pocetne veli¢ine 4x5 c¢m postavljena je tako da je porozni sloj
okrenut prema gore te je uz pomo¢ skalpela izrezana na 6 manjih membrana veli¢ine 1cm?.
Svaka manja membrana oznacena je odrezivanjem gornjeg desnog ugla i dodavanjem oznake

na donjem desnom uglu instrumentom za biopsiju promjera 2 mm.

Za nasadivanje jedne kolagenske membrane Chondro-Gide veli¢ine 1 cm? koristeno je
4,2 milijuna stanica. Nakon odredivanja broja stanica, pelet hondrocita resuspendiran je U
hondrogenom mediju (kompletni medij sa 5 % FBS-a, 0,1 mM askorbinskom kiselinom
(Santa Cruz Biotechnology, SAD) i 10 pg/ml humanog inzulina (Santa Cruz Biotechnology,
SAD)). Na svaku membranu naneseno je 50 pl suspenzije hondrocita dok je ispod nosaca
dodano po 5 pl hondrogenog medija. Stanice su inkubirane na membranama 45 min na 37 °C
pri 5 %-tnom CO: u inkubatoru za stani¢nu kulturu te im je zatim dodano po 4 ml
hondrogenog medija. Od svakog uzorka tkiva tijekom proizvodnje uzgojeno je 6 tkivnih
presadaka veli¢ine 1 cm?. N-CAM tkivni presadci uzgajani su 2 dana u hondrogenom mediju
(Slika 16 G) dok su N-TEC tkivni presadci uzgajani 14 dana u hondrogenom mediju (Slika 16

H) uz izmjenu medija svaka 3 dana.
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BIOPSIJA HRSKAVICE K 1¢1 BIOPSIJE NAKON HONDROCITI | FRAGMENTI HONDROCITI U
NOSNE PREGRADE (@ 8 MM) USITNJAVANJA HRSKAVICE NAKON DIGESTIJE PROLIFERACHI (PASAZA )

HONDROCITIU PRIPEMA KOLAGENSKE N-CAM TKIVNI PRESADCI N-TEC TKIVNI PRESADCI
PROLIFERACHI (PASAZA Il)  MEMBRANE (Chondro-Gide) ZA (2 DANA KULTIVACIJE) (2 TIEDNA KULTIVACIJE)
NASADIVANJE HONDROCITA

Slika 16. Proces uzgoja tkivnih presadaka. Uzorak hrskavice nosne pregrade (A) usitnjen je
na manje komadice (B) te digestiran u 0,15 %-tnoj otopini kolagenaze tipa 11. Nakon digestije
izolirani hondrociti 1 fragmenti hrskavice (C) nasadeni su u posudu za stani¢nu kulturu i
umnozeni kroz dvije pasaze (D, E). Kolagenska membrana Chondro-Gide izrezana je na 6
manjih membrana veli¢ine 1 cm? (F) te je na svaku membranu nasadeno 4,2 milijuna
hondrocita. Nezreli tkivni presadci (N-CAM) uzgajani su 2 dana u hondrogenom mediju (G)
dok su zreli tkivni presadci (N-TEC) uzgajani 2 tjedna u hondrogenom mediju (H).

3.4. Odredivanje broja stanica i test vijabilnosti tripanskim modrilom

Test vijabilnosti tripanskim modrilom zasniva se na principu da Zive stanice posjeduju
stani¢nu membranu koja onemogucuje ulazak tripanskog modrila u stanicu dok ¢e kod stanica
s oSte¢enom membranom, odnosno mrtvih stanica, ulazak modrila biti mogu¢. MijeSanjem
suspenzije stanica sa tripanskim modrilom mozemo odrediti broj i vijabilnost stanica
njihovom vizualizacijom pod svjetlosnim invertnim mikroskopom. Zive stanice tada imaju
prozirnu citoplazmu dok ¢e mrtve stanice biti obojane u plavo (Strober 2001). Kako bi se
odredio broj i1 vijabilnost hondrocita tijekom njithovog umnaZanja, suspenzija stanica je
prikupljena nakon digestije, na kraju prve pasaze stanica i prije nasadivanja hondrocita na
kolagensku membranu. Prikupljena stani¢na suspenzija pomijeSana je sa 0,4 %-tnim
tripanskim modrilom (Sigma-Aldrich, SAD) u omjeru 1:1. Nakon 2 min inkubacije na sobnoj
temperaturi mjesavina je nanesena u duplikatu na Neubauerovu komoricu (Slika 15). Stanice
su vizualizirane svjetlosnim invertnim mikroskopom Zeiss Axiovert 40 CFL (Carl Zeiss

Microscopy, SAD) pod povecanjem 200x. Brojane su stanice koje se nalaze u 4 velika
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kvadrata Neubaureove komorice (Slika 17 A), iskljucujuéi stanice koje su se nalazile na
desnom i donjem rubu kvadrata (Slika 17 B). Ukupan broj stanica odreden je prema sljedecoj
formuli: C = (X x d x 10%) x V, gdje C predstavlja ukupan broj zivih stanica u 1 ml stani¢ne
suspenzije, X je srednja vrijednost zivih stanica u 4 kvadrata, d je faktor razrijedenja, a V
ukupan volumen stani¢ne suspenzije. Vijabilnost stanica odredena je prema sljedecoj formuli:

V=100 — (D x 100/T), gdje D predstavlja broj mrtvih stanica, a T ukupan broj stanica (mrtvih

i zivih).
- J
T \ v] ) X
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Slika 17. Shema Neubauerove komorice. A) Veliki kvadrati oznaceni plavom bojom sastoje
se od 16 manjih kvadrata. Broje se stanice koje se nalaze unutar 4 velika plava kvadrata. B)
Svaki plavi kvadrat moze ukljucivati Zive stanice (prozirna citoplazma) i mrtve stanice (plava
citoplazma). Stanice koje padaju na desni i donji rub kvadrata (oznacene crvenim X-om) ne
ulaze u konacni broj stanica.

3.5.  Analiza tkivnih presadaka

Svaki uzorak hrskavice nosne pregrade posluzio je za uzgoj ukupno Sest tkivnih
presadaka. Za transplantaciju na mjesta oStecenja koristena su 2 tkivna presatka. Ostali tkivni

presadci koriSteni su za molekularnu, histolosku, te analizu metodom magnetske rezonacije.

3.5.1. Histoloska analiza tkivnih presadaka

TKivni presadci za histolosku analizu fiksirani su u 4 %-tnom formaldehidu (Biognost,
Hrvatska) tijekom 24 h. Formaldehid je ispran PBS-om i destiliranom vodom te su tkivni
presadci dehidrirani u nizu alkohola od nize koncentracije (50 %) do apsolutnog alkohola.
Tkivni presatci su zatim prebaceni u mjeSavinu alkohola i ksilena. Kako bi se uklonio alkohol,
a tkivo postalo prozirno, presadci su prebaceni u ksilen i na kraju prozeti i uklopljeni u
parafin. Uklopljeni uzorci tkiva rezani su na mikrotomu Leitz 1512 (Leitz, Njemacka) na
rezove debljine 5 um. Rezovi su postavljeni na pozitivno nabijena stakla Superfrost (Thermo
Scientific, SAD). Dobiveni histoloski prerezi bojani su osnovnim histoloSkim bojama

hemalaun-eozinom (HE), safraninom O i pikrosirijusem (engl. Picrosirius Red) kako bi se
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utvrdila morfologija tkivnog presatka, vijabilnost stanica u tkivu, prisutnost kolagenskih
vlakana i prisutnost glikozaminoglikana.

Prije bojanja, svi histoloski preparati deparafinizirani su u ksilenu, rehidrirani u ulaznim
koncentracijama alkohola (100 % do 70 %) i isprani u destiliranoj vodi. Za bojanje hemalaun-
eozinom, hemalaun je primjenjen 1 min, a eozin 45 sekundi. Kod Safranin O bojanja,
histoloski preparati su bili uronjeni u hemalaunu 5 min, u safranin O boji 20 min te FCF boji
(engl. Fast Green FCF) 15 min. Bojanje pikrosirijusom ukljuéivalo je primjenu Weigertovog
hemalauna 4 min te otopine pikrosirijus boje 1 h. Nakon bojanja, preparati su dehidrirani u
ulaznim koncentracijama alkohola (70 % do 100 %), uronjeni u mjesavinu ksilena i alkohola,
zatim u ksilen i poklopljeni pokrovnim staklom i uklopnim sredstvom Tissue-Tek® Glas
Mounting Medium (Sakura, Nizozemska).

3.5.2.  Imunohistokemijska bojenja

Za odredivanje prisutnosti i razmjestaja proteina u tkivnim presadcima Koristila se
metoda imunohistokemije. Parafinski rezovi na predmetnim stakalcima deparafinizirani su u
ksilenu, rehidrirani u padaju¢em nizu alkohola i isprani u destiliranoj vodi i PBS-u. S obzirom
da proces fiksacije tkiva moze dovesti do maskiranja epitopa antigena i teZzeg vezanja
antitijela za antigen, kod svakog imunohistokemijskog bojenja koristena je metoda otkrivanja
epitopa antigena. Za detekciju kolagena tipa II koriStena je enzimatska metoda otkrivanja
epitopa antigena primjenom 0,1 % wi/v pronaze (Sigma-Aldrich, Njemacka) kroz 20 min na
sobnoj temperaturi nakon ¢ega je uslijedila inkubacija tkiva 2,5 %-thom w/v hijaluronidazom
(Sigma-Aldrich, Njemacka) kroz 30 min pri 37 °C. Za detekciju agrekana i kolagena tipa VI
koriStena je metoda tretiranja tkiva toplinom uranjanjem tkiva u citratni pufer na 60 °C kroz
16 h. Kod detekcije agrekana nakon temperaturno induciranog otkrivanja epitopa antigena
uslijedio je tretman digestivnim enzimom apliciranjem 0.2U/ml hondroitinaze ABC (Sigma-
Aldrich, Njemacka) kroz 60 min na 37 °C.

Kako bi se smanjio pozadinski signal ili lazno vezanje antitijela za antigen te blokiralo
nespecifiéno vezanje antitijela, kod svih imunohistokemijskih bojenja tkivo je inkubirano 60
min na sobnoj temperaturi u 10 % kozjem serumu (Dako, Agilent Technologies, Danska)
pripremljenom u PBS-u.

Za detekceiju kolagena tipa II koristeno je monoklonalno primarno antitijelo anti-kolagen
tipa Il 1gGl (Developmental Studies Hybridoma Bank, University of lowa, SAD)
proizvedeno u zecu te razrijedeno 1:200 u PBS-u sa dodatkom 1 % kozjeg seruma (Dako,
Agilent Technologies, Danska). Antitijelo je inkubirano na uzorcima preko no¢i pri +4 °C. Za

detekciju agrekana koriSteno je moniklonalno primarno antitijelo anti-agrekan IgG1 (Acris
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Antibodies GmbH, Njemacka) proizvedeno u misu te razrijedeno 1:150 u PBS-u sa 1 %
kozjeg serumom uz inkubaciju od 2 h na sobnoj temperaturi. Za detekciju kolagena tipa VI
koristeno je poliklonalno primarno antitijelo anti-kolagen VI (Abcam,Velika Britanija)
proizvedeno u zecu te razrijedeno 1:1000 u PBS-u sa 1% kozjim serumom uz inkubaciju
preko noci na +4 °C.

Endogena peroksidaza blokirana je kod svih imunohistokemijskih bojanja inkubacijom
tkiva 3 %-tnom hidrogen peroksidom 10 min na sobnoj temperaturi.

Svi histoloSki preparati inkubirani su sekundarnim antitijelom Dako REAL™
EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (Dako, Agilent Technologies, Danska) 30 min na sobnoj
temperaturi prema uputama proizvodaca. Sekundarno antitijelo povezano je sa peroksidazom
hrena (HRP, engl. horseradish peroxidase), proizvedeno u kozi te je specificno za
imunoglobuline  zeca ili miSa. Vizualizacija je  ulinjena  pomocu 3,3’
diaminobenzidintetrahidroklorida (DAB, engl. 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride).
Prije nanoSenja, DAB je razrijeden u puferu za supstrat u omjeru 1:50. Inkubacija DAB-om
trajala je 2 min na sobnoj temperaturi. Smede obojenje koje nastaje u tkivu nakon inkubacije
DAB-om oznaava mjesto reakcije, tj. mjesto vezanja primarnog antititijela sa ciljanim
antigenom. Sekundarno antitijelo, DAB supstrat i pufer za supstrat dio su detekcijskog
sisetema pod nazivom Dako REAL EnVision Detection System, (Dako, Agilent
Technologies, Danska).

Nakon inkubacije DAB-om, histoloski preparati su viSekratno isprani u destiliranoj vodi
i kontrastirani hemalaunom 30 sekundi na sobnoj temperaturi. TKivni prerezi su zatim
dehidrirani u rastu¢em nizu alkohola (70 % do 100 %), prozeti ksilenom i poklopljeni
pokrovnim staklom i uklopnim sredstvom Tissue-Tek® Glas Mounting Medium (Sakura,
Nizozemska).

Histoloski prerezi zdrave zglobne hrskavice ovce koristeni su kao pozitivna kontrola za
sva imunohistokemijska bojanja. Takoder, kako bi se utvrdilo da su antitijela specifi¢no
vezana za ciljani antigen, koriStena je negativna kontrola za IgG1 misji izotip. Pri tome su
histoloski preparati tkivnih presadaka i zdrave zglobne hrskavice prosli jednak postupak kao 1
ispitivani uzorci, ali uz primjenu miSijeg monoklonalnog antitijela anti-lgG1 kappa
imunoglobulin razrijedenog u PBS-u u omjeru koji odgovara koncentraciji istrazivanog
antitijela uz dodatak 1 %-tnog kozjeg seruma. Kako bi se osigurali da pozitivan signal nije
uzrokovan detekcijskim sistemom ili vezanjem sekundarnog antitijela na antigen, koriStena je
dodatna negativna kontrola kod koje su uzorci tkiva tretirani kao i ispitivani uzorci, ali uz

izostavljanje primarnog antitijela.
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3.5.2.1. Kvantifikacija imunohistokemijskih bojenja

Histoloski preparati tkivnih presadaka pregledani su uz pomo¢ svjetlosnog mikroskopa
Olympus B51 (Olympus, Japan). Svaki histoloski preparat forografiran je na 6 mjesta
koriste¢i 20x objektiv i kameru Olympus DP70. Fotografije su spremljene uz pomo¢ softvera
Olympus DP Controller Software (Olympus, Japan). Kvantifikacija imunohistokemijskih
bojanja provedena je uz pomo¢ softvera Image J i algoritama Andy's Algorithm-master.
Postupak kvantifikacije proveden je prema ranije opisanim uputama (Law i sur. 2017). Uz
pomo¢ navedenog algoritma, odredeno je podruéje promatranja, ROI (engl. region of
interest), a obuhvacalo je samo stani¢ni dio uz medustani¢nu tvar tkivnih presadaka. Jezgre
hondrocita 1 podrucje nosaca nije uzeto u obzir prilikom kvantifikacije. Najprije je 5
reprezentativnih fotografija za svako imunohistokemijsko bojenje posluzilo za optimizaciju
kvantifikacije. Nakon optimizacije, prema uspostavljenim parametrima, Andy's Algorithm-
master algoritam analizirao je zasebno set fotografija za svako imunohistokemijsko bojenje.
Kako bi se izraGunao postotak pozitivnog obojenja, koristena su 2 parametra dobivena nakon

analize fotografija: ukupna povrSina (engl. total area) i pozitivna povrSina (engl. positive

pozitivna povrsina

x 100. Za svaki

area). Rezultati su dobiveni prema sljede¢oj formuli: —
ukupna povrsina

histoloski preparat kvantificirano je 6 odabranih fotografija te je uzeta u obzir srednja
vrijednost dobivenih rezultata. IzraCunata je srednja vrijednost i standardna devijacija (SD)
svih kvantificiranih fotografija za N-CAM i N-TEC skupinu.

3.5.3. Molekularna analiza tkivnih presadaka
3.5.3.1. lzolacija RNA iz hondrocita, tkivnih presadaka, nosne i zglobne hrskavice

Uzgojeni tkivni presadci odredeni za molekularnu analizu homogenizirani su uz pomo¢
Mixer Mill homogenizatora (Retsch, Njemacka). Svaki tkivni presadak prebacen je u epruvetu
volumena 2 ml uz dodatak 1 ml TriReagenta (Sigma- Aldrich) i kuglice za homogenizaciju.
Homogenzacija je trajala 3 min na 30 Hz. Dobivena suspenzija prebacena je u novu epruvetu
te se nastavilo sa postupkom izolacije RNA. Uzorci nosne i zglobne hrskavice prebaceni su u
Cellcrusher homogenizator (Cellcrusher, Cork, Irska) i uronjeni u tekuéi dusik. Nakon $to su
uzorci hrskavice pretvoreni u prah dodan im je 1 ml TriReagenta. Stani¢ni peleti hondrocita,
skupljeni tijekom uzgoja tkivnih presadaka u fazi pasaze II (prije nasadivanja na kolagensku
membranu), resuspendirani su u 500 upl TriReagenta. Suspenzija stanica dobivena
homogenizacijom tkivnih presadaka, nosne i zglobne hrskavice te resuspendiranjem
hondrocita inkubirana je na sobnoj temperaturi 5 min. Suspenziji je dodano 0,5 volumena

kloroforma, uzorci su vorteksirani 15 sekundi te centrifugirani 15 min na 12 000 x g pri +4
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°C. Gornja vodena faza je odvojena u novu ohladenu epruvetu. Vodenoj fazi je dodano 0,8
volumena izopropanola i 0,5 ul glikogena nakon ¢ega je RNA istalozena centrifugiranjem
tijekom 10 min na 15 000 x g pri + 4 °C. Odliven je supernatant, a na talog RNA je dodan 1
ml 75 % etanola te su uzorci centrifugirani 5 min na 15 000 x g pri 4 °C. Supernatant je
uklonjen, a talog RNA je susen na zraku oko 10 min i otopljen u 30 pl vode tretirane
dietilpirokarbonatom, (DEPC, engl. diethyl pyrocarbonate, Sigma-Aldrich, SAD).
Koncentracija RNA izmjerena je na Nanodropu 2000 (Thermo Scientific, SAD). Kakvoca
RNA provjerena je gel elektroforezom. RNA svakog uzorka pomijeSana je s puferom za
nanoSenje uzorka (New England BioLabs, Velika Britanija) u omjeru 2:1 te je mjeSavina
nanesena na 1 % agarozni gel. RNA molekule su razdvojene na agaroznom gelu,
elektroforezom tijekom 60 min pri naponu struje od 50 V. Gel je obojan s etidij bromidom
kroz 20 min i vizualiziran s Kodak EDAS 290 sustavom. Provjerena je cjelovitost izdvojene
RNA tako da se utvrdila prisutnost ribosomskih pruga 18 Si 28 S na gelu.

3.5.3.2. Uklanjanje zaostale DNA iz uzorka RNA

Izolirana RNA tretirana je DNazom | (Thermo Scientific, SAD) kako bi se uklonila
zaostala genomska DNA iz uzorka. Reakcijska mjeSavina za razgradnju DNA sastojala se od
deoksiribonukleaze 1 (DNaze I) kona¢ne koncentracije 1 U/ul, 10x pufera sa MgCl, konac¢ne
koncentracije 1x i vode tretirane DEPC-om. Reakcijskoj mjesavini dodan je 1 pg izdvojene
RNA poznate koncentracije. Dobivena mjeSavina je vorteksirana i inkubirana na termobloku
na 37 °C tijekom 60 minuta. Uzorcima je dodan po 1 ul 50 mM otopine EDTA (engl.
ethylenediaminetetraacetic acid, Thermo Scientific, USA), a DNaza je inaktivirana
inkubacijom uzoraka na termobloku tijekom 10 minuta na 65 °C.

3.5.3.3. Reverzna transkripcija RNA u komplementarnu DNA (cDNA)

RNA tretirana DNazom obrnuto je prepisana u komplementarnu DNA (¢cDNA) pomo¢u
komercijalnog kita za reverznu transkripciju High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, SAD) prema uputama proizvodaca. Reakcijska mjeSavina za
transkripciju sastojala se od 10x pufera za reverznu transkripciju, 25x smjese dNTP-a
(100mM), 10x nasumicnih pocetnica, reverzne transkriptaze MultiScribe™ (50 U/ul),
inhibitora Rnaze i vode bez nukleaza (milliQ). Svaki uzorak RNA pomijesan je sa
reakcijskom smjesom u omjeru 1:1. Dobivena mjesavina je vorteksirana i inkubirana na
sobnoj temperaturi 10 minuta. Slijedila je inkubacija na termobloku 120 minuta na 37 °C te 5
minuta na 85 °C. Uzorci su razrijedeni s 5 ul vode koja ne sadrzi nukleaze (miliQ) te su

pohranjeni na -20 °C prije uporabe.
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3.5.3.4. Dizajn pocetnica

Dizajnirane su pocetnice za gene specificne za hrskavicu kao $to je kolagen tipa II,
agrekan i kolagen tipa X te gen koji nije eksprimiran u hrskavi¢nom tkivu, kolagen tipa I.
Najprije su pronadene sekvencije ciljnih gena ovce u Ensemble bazi podataka. U daljnoj
obradi koristile su se sekvencije u fasta formatu. Odredeni su krajevi egzona sekvencija.
Pocetnicu su dizajnirane pomocu internetskog programa PrimerQuest (IDT SciTools, SAD)
postujuci pravila za dizajn pocetnica (Dieffenbach i sur. 1993). Prema pravilima, duljina
pocCetnica treba iznositi izmedu 18 i 24 pb. Temperatura mekSanja, Tm (engl. melting
temperature) treba iznositi izmedu 50 i 65 °C. PocCetnice trebaju sadrzavati oko 45 - 55 % G i
C nukleotida. Preporuca se da 5' i 3' krajevi pocetnica pocinju ili zavrSavaju s G ili C
nukleotidima. Vodec¢i se navedenim pravilima, u PrimerQuest programu zadani su optimalni
parametri za dizajn pocetnica. Odabrane pocetnice analizirane su in silico uz pomo¢ AmplifX
softvera (Jullien 2013). Slijed nukleotida pocetnica za umnazanje GAPDH gena preuzet je od
(Garza-Veloz i sur. 2013). Proizvodac svih pocetnica bio je Macrogen (LIGO, Juzna Koreja).
Pocetnice su dobivene u pocetnoj koncentraciji od 100 uM te su prije koriStenja razrijedene u
vodi bez nukleaza (milliQ) na koncentraciju od 10 uM. Odabrani geni, slijed pocetnica,

temperatura meksanja i pripadajuc¢a duzina fragmenta prikazani su u Tablici 2.

Table 2. Slijedovi pocetnica, temperatura meksanja (Tm) i o¢ekivana duzina amplikona.

GEN FIR SLIJED POCETNICE TM (°C) = DUZINA AMPLIKONA
(PB)
COL2 F GAC AAA GGA GAA ACT GGA GAG 59,4 193
R GGA TTC CGT TAG CAC CAT CTT 59,4
AGG F CCC AAC TGATGC TTC TAT CC 58,4 192
R CAC AGC TTC TGG TCAATC TC 58,4
COL1A1 F CAG CAG ATC GAG AAC ATCC 58 165
R CTC CAT GTT GCA GAA GAC C 58
COLX F GCTGCTAATGCTCTTGAACT 62 143
R ACACGCCTTTACCCTTTATG 60
GAPDH F GAT TGT CAG CAATGC CTCCT 58,4 194
R AAG CAG GGA TGA TGT TTT GG 58,4

3.5.3.5. Analiza ekspresije gena u tkivnim presadcima kvantitativhom lan¢anom
reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (qRT-PCR)

Kvantitativnom lan€anom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu, qPCR (engl.

quantitative Polymerase Chain Reaction) istrazila se ekspresija gena kolagena tipa I, II, X i
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agrekana. Kolagen tipa Il i agrekan su markeri hondrogeneze i glavne su komponente
izvanstani¢nog matriksa hrskavice. Kolagen tipa I ne nalazimo u hrskavicnom tkivu, ali ga
eksprimiraju dediferencirani hondrociti, tj. hondrociti u proliferaciji. Ekspresija kolagena tipa
X u ve¢im koli¢inama ukazuje na hipertrofiju hondrocita i degeneraciju hrskavice.
Komplementarna DNA dobivena obrnutim prepisivanjem RNA izolirane iz tkivnih
presadaka, zdrave nosne i zglobne hrskavice te hondrocita u fazi umnazanja, koriStena je za
odredivanje ekspresije ciljnih gena. Reakcijska mjesavina za kvantitativni PCR u kona¢nom
volumenu od 20 pl sastojala se od 1 ul cDNA koncentracije 20 ng, 10 ul 1x Power SYBR®
Green PCR Master Mix-a (Applied Biosystems, SAD), 0,4 ul 10 uM uzvodnih i nizvodnih
pocetnica pojedinog gena (Tablica 2) te milliQ vode. Sve reakcije qPCR-a napravljene su u
duplikatu. Enzim gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH, engl. Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase) koristen je kao endogena kontrola. Kao negativne kontrola
koristena je rekacijska smjesa bez cDNA (NTC, engl. no template control). gPCR je proveden
na uredaju 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, SAD) uz pocetne faze od
po 20 sekundi pri 50 °C 1 10 minuta pri 95 °C. Zatim je slijedilo 40 ciklusa od po 15 sekundi
pri 95 °C i 1 minutu pri 58 °C. Dobiveni podaci spremljeni su u programskom paketu 7500

Software v2.0.6. i analizirani komparativnom Ct (AACt) metodom.

3.5.4. Analiza tkivnih presadaka snimanjem magnetskom rezonancijom

TKivni presadci snimani su magnetskom rezonancijom, MRI (engl. magnetic resonace
imaging) jakosti magnetskog polja 7T (BioSpec 70/20 USR s Paravision 6.0.1 softverom,
Bruker Biospin, Njemacka). Snimanje je izvedeno u konfiguraciji s dvije zavojnice (Tx/RX),
pri ¢emu je odaSiljacka (Tx) zavojnica bila volumna (MTO0381, Bruker Biospin, Njemacka),
dok je prijamna (Rx) zavojnica bila 2-elementna povrSinska zavojnica prilagodena snimanju
miSjeg mozga (MT0042, Bruker Biospin, Njemacka). Ova konfiguracija odabrana je radi
postizanja najboljeg omjera signal-Sum s obzirom na veli¢inu snimanih uzoraka.

Prije snimanja, tkivni presadak (Slika 18 A) pozicioniran je uz pomo¢ plasti¢ne podloge
V oblika na sredinu epruvete volumena 2 ml. U epruvetu je dodano 2 ml kompletnog medija
sa 5 % FBS-a pazedi pritom da epruveta bude ispunjena do vrha (Slika 18 B). Izvedeno je
snimanje uzorka prema parametrima navedenim u Tablici 3. Snimanjem su prikupljene T1
snimke uz promjenjivu vrijednost parametra TR (engl. repetition time), odnosno T2 snimke
uz promjenjivu vrijednost parametra TE (engl. echo time) kako bi se nakon snimanja
numerickim algoritmom mogla izraunati vrijednost odgovarajueg vremena relaksacije u

tkivu. Tkivni presadak je zatim prebacen u novu epruvetu volumena 50 ml i natapan je 4 h u
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0,1 mM otopini kontrastnog sredstva na bazi gadolinija (Gd-DTPA?, Magnevist®, Bayer
Schering Pharma, Njemacka). Otopina kontrastnog sredstva pripremljena je u kompletnom
mediju sa 5 % FBS-a, a uzorak je postavljen na tresilicu 4 h pri 15 Hz. Nakon natapanja u
otopini gadolinija, presadak je vracen u epruvetu od 2 ml, pozicioniran na istu poziciju kao i
prije natapanja te je ponovljeno snimanje prema parametrima navedenima u Tablici 4. U

postkontrastnom snimanju prikupljene su samo T1 snimke.
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Tablica 3. Parametri snimanja prije natapanja tkivnih presadaka u kontrastnom sredstvu

PARAMETRI SNIMANJA

Orijentacija

Veli¢ina vidnog polja
(FOV*)

In-plane rezolucija u
snimanom presjeku
Debljina presjeka (engl. slice
thickness) /razmak izmedu
presjeka (engl. slice gap)

Tip sekvence

TRITE*

Razmak izmedu odjeka
(engl. echo spacing)

Faktor ubrzanja (RARE*)
Broj usrednjavanja (engl. N
averaging)

Sirina frekvencijskog pojasa
prijamnika (BW*)

Vrijeme skeniranja

T1 mapa
longitudinalna
12x2.9x3mm

91 x 91 pm

600 pm /200 um (4 slices)

RARE sekvenca (spin-echo) s
varijabilnim vremenom TR (RARE-
VTR) sa 7 T1 vrijednosti

250, 500, 800, 1300, 1900, 2800, 4500}

ms /6 ms

6 ms

75000 Hz

22, 5min

*FOV (engl. field of view)= veli¢ina vidnog polja

*TR (engl. repetition time) = vrijeme ponavljanja

*TE (engl. echo time)= vrijeme odjeka

*RARE (engl. rapid imaging with refocused echo)

T2 mapa

longitudinalna

12 x 2.9 x 3mm

91 x91 pm

600 pm /200 um (4 slices)

MSME sekvenca (spin-echo) s

20 odjeka (Multi-Echo)

2800 ms/ {8, 16,24, ..., 160}

ms

8 ms

12

35000 Hz

17,55 min

*BW (engl. bandwidth) = $irina frekvencijskog pojasa prijamnika
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Tablica 4. Parametri snimanja nakon natapanja tkivnih presadaka u kontrastnom sredstvu
(postkontrastno snimanje)
PARAMETRI SNIMANJA

T1 map

Orijentacija longitudinalno

Veli¢ina vidnog polja (FOV¥) 12x2,9x3 mm

In-plane rezolucija u snimanom presjeku 91 x91 um

Debljina presjeka (engl. slice thickness) /razmak izmedu 600 um / 200 um (4 slices)

presjeka (engl. slice gap)

Tip sekvence RARE-VTR sekvenca sa 7 T1
Experiments

TR/ITE" 250, 500, 800, 1300, 1900, 2800,
4500} ms/ 6 ms

Razmak izmedu odjeka (engl. echo spacing) 6 ms

Faktor ubrzanja (RARE*) 2

Broj usrednjavanja (engl. N averaging) 7

Sirina frekvencijskog pojasa prijamnika (BW*) 75000 Hz

Vrijeme skeniranja 22,5 minuta

*FOV (engl. field of view)= veli¢ina vidnog polja

*TR (engl. repetition time) = vrijeme ponavljanja

*TE (engl. echo time)= vrijeme odjeka

*RARE (engl. rapid imaging with refocused echo)

*BW (engl. bandwidth) = §irina frekvencijskog pojasa prijamnika

Nakon numericke obrade dobivenih snimaka u programu Paravision, za svako tkivo bilo
je moguce ocitati T1 1 T2 relaksacijsko vrijeme. Na dobivenim snimkama za ocitanje su
odabrana razli¢ita podru¢ja od interesa, ROI (engl. region of interest) za svaki tkivni
presadak. Podruc¢ja kolagenske membrane, stani¢nog sloja i okolne teku¢ine u kojem je tkivo
bilo uronjeno (Slika 18 C) oznacena su kao podrucja od interesa, a na svakom podruéju
postavljena su 3 mjesta za ocitavanje. MR-oslikavanje hrskavice osnazeno kontrastnim
sredstvom (dGEMRIC, engl. delayed gadolinium-enhanced MRI of cartilage) je neinvazivna
tehnika s kojom se moze odrediti koli¢ina glikozaminoglikana u izvanstanicnom matriksu
hrskavice. Negativno nabijeno kontrastno sredstvo (Gd-DTPA?) distribuira se proporcionalno
obrnuto prema koncentraciji negativno nabijenih glikozaminoglikana u izvanstanicnom
matriksu hrskavice (Tiderius i sur. 2004). Niska koli¢ina GAG-a bit ¢e vidljiva po kratkom T1

signalu i1 obrnuto, visoka koli¢ina GAG-a u hrskavicnom tkivu po duzem T1 signalu.
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Posljedi¢no, razlika u vremenu relaksacije nakon i prije natapanja tkivnih presadaka u otopini
gadolinija obrnuto su proporcionalne koli¢ini glikozaminoglikana prisutnih u tkivnom

presatku. Kolagenska membrana Chondro-Gide bez stanica snimana je na istovjetan nacin kao

tkivni presadci.

Slika 18. A) N-TEC tkivni presadak spreman za snimanje na magnetskoj rezonanciji B) N-
TEC tkivni presadak pozicioniran u epruvetu prije snimanja MRI-om i C) Podrucja interesa,
ROI (engl. region of interest) oznacena Zutim krugovima koja su posluzila za ocitanje
relaksacijskog vremena prilikom analize T1 postkontrasnih snimaka. Za svaku regiju
(kolagenska membrana (nosac), stani¢ni sloj i okolnu tekucinu (medij)) oznadena su 3

podrucja od interesa.

3.6. Makroskopska analiza

Nakon otvaranja i prikaza zglobnih povrsina napravljene su fotografije zgloba koje su
posluzile za makroskopsku analizu i ocjenu cijeljenja zglobne hrskavice (Slika 19). Najprije
su napravljene fotografije otvorenog zgloba (Slika 19 A), a zatim je zasebno fotografirana
trohleja i patela iz dva kuta (Slika 19 B-E). Takoder su fotografirani kostano-hrskavi¢ni
blokovi eksplantirani za histolosku i MRI analizu (Slika 19 F, G). Uz podruéje koje se
fotografiralo postavljene su Sifrirane oznake sa datumom. Za svako “kissing’-oStecenje
pripremljeno je 7 fotografija koje su posluZile za ocjenu uporabom makroskopske ICRS
ljestvice. Ocijenjivanje uzoraka obavila su dva ocjenjivaca, specijalisti ortopedije, iskusni u

primjeni ove ljestvice, kojima su sve fotografije prezentirane nasumicno uz Sifre. Kriteriji

43



ICRS makroskopske ljestvice prikazani su u Tablici 5. te sadrze 3 kriterija koja se mogu
ocijeniti bodovima od 0 do 4. Kako bi dobili stupanj cijeljenja, zbrojene su vrijednosti svih

kriterija.

28520
20/12/16

Slika 19. Eksplantacijski postupak. Prvo je prikazan zglob zajedno sa patelom i trohlejom (A)
te je u¢injena fotografija cijelog zgloba. Zatim su napravljene po 2 fotografije trohleje (B, C)
1 patele (D, E). Pri tome je jedna fotografija trohleje (i patele) u¢injena paralelno na zglob
(B,D), a druga pod kutem od 45° (C, E). Na kraju su fotografirani eksplantirani kostano-

hrskaviéni blokovi uz mjerilo i indentifikacijski broj (F, G).
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Tablica 5. Ljestvica Medunarodnog drustva za obnovu hrskavice, ICRS (engl. International

Cartilage Repair Society) za makroskopsku analizu i ocjenu cijeljenja hrskavi¢nog tkiva

KRITERIJ BODOVI
Stupanj cijeljenja | u razini s okolnom hrskavicom 4
ostecenja 75% dubine defekta ispunjeno tkivom 3
50% dubine defekta ispunjeno tkivom 2
25% dubine defekta ispunjeno tkivom 1
0% dubine defekta ispunjeno tkivom 0
Integracija u potpuna integracija s okolnom hrskavicom 4
grani¢nu zonu
demarkacija <1 mm 3
% presatka integrirano s okolnom hrskavicom, % s primjetnom 2

granicom debljine > 1 mm

"> presatka integrirano s okolnom hrskavicom, % s primjetnom 1

granicom debljine > 1 mm

< Va presatka integrirana s okolnom hrskavicom 0
Makroskopski Intaktna glatka povr$ina 4
izgled Fibrilirana povr§ina 3
Male razbacane fisure i pukotine 2
VisSe malih ili nekoliko velikih, $irokih fisura 1
Potpuna degeneracija presadenog podrucja 0
Cjelokupna ocjena | Stupanj | normalno 12
cijeljenja Stupanj Il priblizno normalno 8-11
Stupanj Il abnormalno 4-7
Stupanj IV teSko oSteéenje 1-3




3.7. Histoloska analiza eksplantata

Priprema, bojenje i dokumentacija histoloskih preparata kosStano-hrskavi¢nih blokova
provedena je na Zavodu za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Zagrebu od
strane zaduzZenog histologa.

Kostano-hrskaviéni blokovi eksplantirani za histolosku analizu fiksirani su u 4 %-tnom
formaldehidu (Biognost, Hrvatska) kroz 4 do 6 dana na sobnoj temperaturi. Zatim su
dekalcinirani u 15 %-tnoj EDTA otopini koja je pripremljena u PBS-u. Proces dekalcinacije
trajao je izmedu 15 1 20 tjedana ovisno o veli¢ini 1 debljini uzorka te gustoc¢i subhondralne
kosti. Nakon dekalcinacije, uzorci su postfiksirani u 4 %-tnom formaldehidu tijekom 24 h.
Fiksativ je ispran kroz vise izmjena PBS-a i destilirane vode te su uzorci dehidrirani u
uzlaznim koncentracijama alkohola (70 % do 100 %) i prebaceni u ksilen kako bi tkivo
postalo prozirno. Uzorci su zatim proZeti 1 uklopljeni u parafin, a parafinski blokovi su rezani
na mikrotomu Leitz 1512 (Leitz, Njemacka) na rezove debljine 5 um. Dobiveni histoloski
prerezi bojani su osnovnim histoloskim bojama hemalaun-eozinom (HE), safraninom O i
pikrosirijusem (engl. Picrosirius Red). Za svaku ovcu, pripremljeni su rezovi trohleje i patele,
a za svaki uzorak pregledano je 6 histoloSkih preprata obojenih navedenim histoloskim
bojama (po 2 preparata, za svako bojanje). Histoloski preparati promatrani su pod svjelosnim i
polarizacijskim mikroskopom te je cijeljenje hrskaviénog tkiva ocijenjeno od strane dva
neovisna ocjenjivaca. Ocjenjivaci su koristili histoloSku ocjensku ljestvicu Medunarodnog
drustva za obnovu hrskavice, ICRS II (engl. International Cartilage Repair Society) opisanu u
(Mainil-Varlet i sur. 2010). Parametri za ocjenu cijeljena hrskavi¢nog tkiva prikazani su u
Tablici 6. Navedeno je 14 parametara, od kojih je svaki ocijenjivan od 0 % (najlosiji rezultat)
do 100 % (najbolji rezultat).
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Tablica 6. Histoloska ljestvica za procjenu cijeljena hrskavice Medunarodnog drustva za

obnovu hrskavice ICRS 11 ( engl. International Cartilage Repair Society).

HISTOLOSKI PARAMETAR OCJENA
1. Morfologija tkiva (PLM) 0%: debela kolagenska vlakna
100%: normalna dvolomnost hrskavice
2. Obojenost medustani¢ne tvari 0%: nema bojenja
(safranin Of/toluidin) 100%: potpuna metakromazija
3. Morfologija stanica 0%: vretenaste stanice u ve¢ini
100%: okrugle/ovalne stanice u veéini
4. Nakupljanje hondrocita u skupine/klastere 0%: prisutni klasteri
100%: nema klastera
5. Arhitektura povrsine 0%: delaminacija ili velike nepravilnosti
100%: glatka povrSina
6. Bazalnaintegracija 0%: nema integracije
100% potpuna integracija
7. Stvaranje mineralizirane linije 0%: nema linije mineralizacije
100% potpuna linija mineralizacije
8. Abnormalnosti suphondralne kosti/fibroza kostane | 0%: prisutne
SrZi 100%: nedostaju/normalna kostana srz
9. Upala 0%: prisutna
(limfociti, plazma stanice) 100%: odsutna
10. Abnormalna kalcifikacija/okoStavanje 0%: prisutna
100%: odsutna
11. Vaskularizacija 0%: prisutna
100%: odsutna
12. Ocjena povrsine (PLM) 0%: potpuni gubitak ili prekid
(gornja tre¢ina hrskaviénog tkiva) 100%: izgled intaktne zglobne hrskavice
13. Ocjena srednje/duboke zone (PLM) 0%: vezivno tkivo
100%: hijalina hrskavica
14. Cjelokupna ocjena 0%: lose (vezivno tkivo)

100%: dobro (hijalina hrskavica)
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3.8. Statisticka analiza

Statisticka analiza je provedena koriste¢i softver GraphPad Prism v.7 (GraphPad
Software, SAD). Neovisni t-test koristen je kod usporedbe dviju neovisnih grupa. One - way
ANOVA je koriStena za analizu podataka izmedu vise od dvije eksperimentalne grupe.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Statisticka znacajnost je

prihvaéena pri p<0.05.
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4. REZULTATI

4.1. Broj i vijabilnost hondrocita koriStenih za uzgoj tkivnih presadaka

Testom tripanskog modrila utvrden je potencijal umnazanja, prezivljenje i prinos
hondrocita izoliranih iz hrskavica nosne pregrade prilikom uzgoja svakog od N-CAM i N-
TEC tkivnih presadaka. Nakon digestije hrskavice nosne pregrade, izolirani hondrociti
pokazali su prezivljenje od 100%. Visoko prezivljenje hondrocita zadrZzano je tijekom cijelog
postupka umnazanja. Srednja vrijednost prezivljenja hondrocita nakon prve pasaze iznosila je
99,05 + 0,38 % dok je nakon druge pasaze hondrocita, a neposredno prije nasadivanja na
kolagensku membranu iznosila 99,38 + 0,23. (Slika 20 B). Nije uocena razlika u prezivljenju
izmedu hondrocita koristenih za uzgoj N-CAM ili N-TEC tkivnih presadaka. Broj hondrocita
nakon digestije hrskavice nosne pregrade, 2. dan uzgoja, varirao je od 80 000 do 300 000
(Tablica 12, Slika 20 A). Broj izoliranih hondrocita razlikovao se za svaki uzorak unato¢ tome
da su svi prikupljeni uzorci hrskavice nosne pregrade imali jednaku pocetnu veli¢inu. Broj
hondrocita nakon prve pasaze, 9. dan uzgoja, iznosio je od 4 do 9 milijuna. Nakon druge
pasaze, 14. dan uzgoja, prinos hondrocita bio je izmedu 50 1 95 milijuna. Iako se finalni broj
hondrocita dobiven umnazanjem razlikovao za svaki uzorak hrskavice nosne pregrade, stopa
proliferacije nije promijenjena kroz vrijeme te nisu uocene razlike u proliferaciji hondrocita
izoliranih iz razli¢itih uzoraka hrskavice nosne pregrade (Slika 20 A). Hondrociti su zadrzali

visoku stopu prezivljenja i proliferacije tijekom cijelog postupka umnazanja.

Tablica 12. Ukupan broj hondrocita odreden u 3 vremenske tocke, 2., 9. i 14. dan uzgoja N-
CAM i N-TEC tkivnih presadaka. Tkivni presadci koriSteni su za lijeCenje koStano-

hrskavi¢nih ostecenja u koljenu ovaca. Ovce su podijeljene u 2 skupine: 6 tjedana i 6 mjeseci.

N-CAM 6 tjedana N-CAM 6 mjeseci N-TEC 6 tjedana ;
2.dan | 80 000 - 280 000 140 000 — 220 000 212 500-287 000 100 0000-175 000
9.dan | 5812 000 - 7 410 000 4 760 000 — 7 875 000 5 620 000 —9 620 000 4 550 000 —6 740 000
14.dan | 73 700 000 — 87 975000 | 49 450 000 — 94 675 000 | 60 425 000 —66 674 000 70 174 000 —93 825 000
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Slika 20. Broj (A) i prezivljenje hondrocita (B) odredeni testom tripanskog modrila tijekom
postupka umnazanja stanica. Mjerenja su izvrSena nakon digestije hrskavice nosne pregrade
(2. dan uzgoja), nakon prvog odvajanja stanica (9. dan uzgoja) i nakon drugog odvajanja

stanica te prije nasadivanja na kolagensku membranu (14. dan uzgoja).

4.2. HistoloSka analiza tkivnih presadaka

4.2.1. Morfologija tkivnih presadaka

Hemalaun-eozin bojenjem utvrdena je morfologija uzgojenih N-CAM i N-TEC tkivnih
presadaka. Kod oba tipa presadaka, iznad vlakana kolagenske membrane Chondro-Gide
uocava se stani¢ni dio tkivnih presadaka (Slika 21 A, B). Vlakna kolaganske membrane na
pojedinim mjestima ulaze u stani¢ni dio presatka (Slika 21 B) dok hondrocite nalazimo samo
u povrsinskim slojevima membrane. N-CAM tkivne presatke karakteriziraju izduzene do
okrugle stanice bez lakuna te slabije prisutan izvanstani¢ni matriks (Slika 21 A). Podjednaka
morfologija je prisutna kod svih uzgojenih N-CAM tkivnih presadaka (Slika 22). N-TEC

tkivni presadci sadrze ve¢inom ovalne stanice koje se nalaze u lakunama S$to je obiljezje
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hondrocita nativne hrskavice. Stanice N-TEC tkivnih presadaka medusobno su udaljenije

jedna od druge te se medu njima nalazi veca koli¢ina izvanstani¢cnog matriksa. Hemalaun-

eozin bojenje ne otkriva razlike u morfologiji izmedu svih uzgojenih N-TEC tkivnih
presadaka (Slika 22).

A

}__m_i

B

Slika 21. Morfologija N-CAM (A) i N-TEC (B) tkivnog presatka utvrdena hemalaun-eozin

bojanjem. Kod N-CAM tkivnog presatka uo¢avamo izduZenije stanice bez lakuna i S manjom

koli¢inom izvanstani¢nim matriksom, dok kod N-TEC tkivnog presatka uocavamo okrugle

stanice sa lakunama i ve¢om koli¢inom izvanstani¢nog matriksa. Kod oba tipa presatka ispod

stani¢nog sloja vidljivi su tracci kolagenske membrane. Strelica oznac¢ava dio kolagenske

membrane u stani¢nom dijelu presatka. Mjerilo prikazuje 200 um.
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Slika 22. Morfologija svih uzgojenih N-CAM i N-TEC tkivnih presadaka koriStenih za

lijeCenje kostano-hrskavicnih oste¢enja u koljenu ovaca. Ovce su podijeljene u 2 skupine: 6

tjedna i 6 mjeseci. Hemalaun-eozin bojanje. Mjerilo prikazuje 200 pm.
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4.2.2.  Prisutnost glikozaminoglikana u tkivnim presadcima

Safranin O bojenjem utvrdena je prisutnost glikozaminoglikana u tkivnim presadcima.
Na Slici 23 uo¢avamo da kod N-CAM tkivnih presadaka nije prisutno crveno obojenje u
stanicnom dijelu tkivnog presatka Sto upucuje na odsutnost glikozaminoglikana u ovom tipu
presatka. Za razliku od N-CAM tkivnih presadaka, stani¢ni dio N-TEC tkivnih presadaka
obiluje glikozaminoglikama (Slika 23). Medutim, crveno obojenja nije podjednako prisutno u
svim N-TEC tkivnim presadcima §to moZe wukazivati i1 na razli¢itu koli¢inu

glikozaminoglikana u pojedinom tkivnom presatku.

N-CAM N-TEC N-CAM N-TEC

6 TIEDANA

6 MJESECI

Slika 23. Safranin O bojanje svih N-CAM i N-TEC tkivnih presadaka koriStenih za lijeCenje
kostano-hrskavi¢nih oste¢enja u koljenu ovaca. Ovce su podijeljene u 2 skupine: 6 tjedna i 6

mjeseci. Mjerilo prikazuje 200 um.

4.2.3. Prisutnost kolagenskih vlakanaca u tkivnim presadcima

Kod N-CAM tkivnih presadaka obojanih pikrosirijusem i promatranih pod
polarizacijskim mikroskopom vidljiva su naran¢asta do zuta kolagenska vlakna koja pripadaju
kolagenskoj membrani (Slika 24, gornji red). Ista kolagenska vlakna mozemo uociti i kod N-
TEC tkivnih presadaka. Dodatno se kod N-TEC tkivnih presadaka iznad kolagenske
membrane mogu uociti 1 zelena tanka kolagenska vlakanca prisutna u stanicnom dijelu
presatka (Slika 24, donji red). Ova vlakanca primjecuju se samo u zrelom tipu tkivnog
presatka i upucuju na slozeniju strukturu presatka i morfologiju koja vise odgovara nativnoj

zglobnoj hrskavici.
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PIKROSIRIJUS (polarizacijski mikroskop)

Slika 24. N-CAM (gornji red) i N-TEC (donji red) tkivnih presadci obojeni pikrosirijusem i
promatrani pod polarizacijskim mikroskopom. Bijele zvjezdice (*) oznaCavaju zelena
kolagenska vlakna koja nalazimo samo u N-TEC tkivnim presadcima. Mjerilo prikazuje 100

pm.

Histoloski preparati nativne hrskavice obojeni pikrosirijusem standardno se promatraju
pod polarizacijskim mikroskopom kako bi se detektirala orijentacija i debljina kolagenskih
vlakanaca u hrskavici. Medutim, preparati obojeni pikrosirijusem mogu se promatrati i pod
fluorescencijskim mikroskopom. Kolagenska vlakna obojena pikrosirijusem i promatrana pod
odgovaraju¢im filterom fluorescencijskog mikroskopa pokazaju crvenu fluorescenciju dok
zive stanice imaju jasnu zelenu autofluorescenciju (Vogel i sur. 2015). Prema Slici 25
mozemo uociti da u stani¢nom dijelu N-CAM tkivnih presadaka prevladavaju stanice, dok
kolagenska vlakna nalazimo samo u predjelu kolagenske membrane. Bolju organiziranost i
vecu koli¢inu kolagenskih vlakana nalazimo u staniénom dijelu N-TEC tkivnih presadaka.
Kod oba tipa tkivnih presadaka prisutan je velik broj stanica koji autofluoresciraju zeleno $to

ukazuje da presadci obiluju Zivim hondrocitima.
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PIKROSIRIJUS (fluorescentni mikroskop)

<
=
<
(a]
w
-
\o)

6 MJESECI

Slika 25. N-CAM (desni red) i N-TEC (lijevi red) tkivni presadci obojeni pikrosirijusem i
promatrani pod fluorescencijskim mikroskopom. Preparati tkivnih presadaka promatrani su i
fotografirani pod zelenim (Ekscitacija: 538-562 nm, Emisija: 570-640 nm) i crvenim
(Eksitacija: 450-490 nm, Emisija: 500-550 nm) filterom fluorescencijskog mikroskopa.
Dobivene fotografije su preklopljene kako bi se dobila finalna fotografija svakog presatka.
Crvena boja oznacava kolagenska vlakna prisutna u kolagenskoj membrani, ali i u stanicnom

dijelu tkivnih presadaka. Zelena boja oznacava zive stanice. Mjerilo prikazuje 50 pm.
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4.2.4. Prisutnost proteina specifi¢nih za hrskavicu u tkivnim presadcima

4.2.4.1. Kolagen tipa Il

Imunohistokemijskim bojenjem odredena je prisutnost kolagena tipa Il u tkivnim
presadcima. Kolagen tipa II prisutan je u stani¢nom dijelu svih uzgojenih N-TEC tkivnih
presadaka dok ga ne nalazimo u N-CAM tkivnim presadcima (Slika 26).
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Slika 26. N-CAM i N-TEC tkivni presadci nakon imunohistokemijskog bojenja za

odredivanje prisutnosti kolagena tipa I1. Negativna kontrola su tkivni presadci tretirani

v

hrskavica trohleje ovce. Mjerilo prikazuje 200 pm.
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4.2.4.2. Agrekan

Agrekan je prisutan u oba tipa presadaka. Medutim, bolja organiziranost i veca koli¢ina
agrekana prisutna je u zrelom (N-TEC) tipu presatka u odnosu na nezreli (N-CAM) presadak
(Slika 27).

N-CAM N-TEC
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Slika 27. N-CAM i N-TEC tkivni presadci nakon imunohistokemijskog bojenja za

odredivanje prisutnosti agrekana. Negativna kontrola su tkivni presadci tretirani primarnim

v

ovce. Mjerilo prikazuje 200 pm.
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4.2.4.3. Kolagen tipa VI

Kolagen tipa VI nalazimo u nativnoj zglobnoj hrskavici neposredno oko hondrocita, u
podru¢ju pericelularnog matriksa. Imunohistokemijsko bojenje za odredivanja prisutnosti
kolagena tipa VI u tkivnim presadcima pokazalo je prisutnost ovog kolagena u oba tipa
presatka. Prema Slici 29 mozemo uociti razliku u ekspresiji ovog proteina u tkivnim
presadcima. U N-CAM tkivnim presadcima, kolagen VI prisutan je kroz cijeli stani¢ni dio
odnosu na N-TEC tkivne presatke (Slika 28 A). U N-TEC tkivnim presadcima, kolagen tipa
VI lokaliziran je na podruc¢je oko hondrocita, a slabije prisutan u izvanstanicnom matriksu
(Slika 28 B). Ovakav raspored kolagena tipa VI nalazimo i u nativnoj zglobnoj hrskavici
(Slika 28C).

N-CAM N-TEC Nativna zglobna hrskavica
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Slika 28. Imunohistokemijska bojenja N-CAM (A), N-TEC (B) i zglobne hrskavice (C) na
kolagen tipa VI. Kolagen tipa VI prisutan je kroz izvanstani¢ni matriks N-CAM tkivnih
presadaka dok ga kod N-TEC tkivnih presadaka i nativne zglobne hrskavice nalazimo samo u

pericelularnom matriksu oko hondrocita (oznaéeno strelicom). Mjerilo prikazuje 200 um.

57



6 TIEDANA

6 MJESECI

Slika 29. N-CAM i N-TEC tkivni presadci nakon imunohistokemijskog bojenja za
odredivanje prisutnosti kolagena tipa VI. Negativna kontrola su tkivni presadci tretirani
primarnim antitijelom za IgGl mi§ji izotip. Za pozitivnu kontrolu koriStena je nativna

hrskavica trohleje ovce. Mjerilo prikazuje 200 pm.
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4.2.4.4. Kvantifikacija imunohistokemijskih bojenja tkivnih presadaka

Rezultati mjerenja pokazali su da kolagen tipa Il zauzima 0,66 + 0,18 % povrSine
stani¢nog dijela N-CAM tkivnih presadaka te 54,24 + 22,59 % povrSine stani¢nog dijela N-
TEC tkivnih presadaka. Potvrden je vrlo niska ekspresija kolagena tipa Il u nezrelim tkivnim
presadcima. S druge strane, kolagen tipa II zauzima viSe od pola povrSine stani¢nog dijela
zrelih tkivnih presadaka (Slika 30 A). Nadalje, agrekan zauzima 65,23 + 14,04 % povrSine
stani¢nog dijela N-CAM te 75,69 + 19,87 % povrSine N-TEC tkivnih presadaka. S time je
potvrdena visoka ekspresija agrekana u stanicnom dijelu oba tipa presatka. lako je ekspresija
agrekana nesto visa kod N-TEC tkivnih presadaka, statisticka analiza nije pokazala znacajnu
razliku u ekpresiji ovog proteina izmedu dva tipa presatka (Slika 30 B). Kolagen tipa VI
zauzima 59,68 + 8,91 % povrsine stanicnog dijela N-CAM te 33,53 + 18,96 % povrSine
stani¢nog dijela N-TEC tkivnih presadaka. Mjerenje je pokazalo da je ekspresija kolagena VI
niza u N-TEC tkivnim presadcima u odnosu na N-CAM tkivne presatke. Niza ekspresija
kolagena VI u N-TEC tkivnih presadcima moze se objasniti lokalizacijom ovog proteina samo
u pericelularnom matriksu, a ne i u izvanstanicnom matriksu (Slika 30 C). Statisti¢ka analiza

je pokazala znacajnu razliku u ekspresiji kolagena tipa Il i kolagena tipa VI izmedu N-CAM i
N-TEC skupine (t-test, p<0.0001).
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Slika 30. Prisutnost kolagena tipa Il (A), agrekana (B) i kolagena tipa VI (C) u N-CAM i N-
TEC tkivnim presadcima odredena kvantifikacijom imunohistokemijskih bojenja uz pomo¢
programa Image J i algoritma Andy's Alghoritm. Stupci prikazuju vrijednosti eksprimirane u
pikselima. Prikazan je postotak pozitivno obojene povrSine u odnosu na ukupno promatranu
povr§inu unutar svake skupine (N-CAM i N-TEC). Rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost + SD. Statisti¢ki znacajne razlike: ****p<0.0001.
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4.3. Molekularna analiza tkivnih presadaka

4.3.1. Ekspresija gena specifi¢nih za hrskavicu u tkivnim presadcima

Relativna ekspresija gena specifi¢nih za hrskavicu u tkivnim presadcima odredena je
kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (qRT-PCR).
Promatrana je ekspresija kolagena tipa Il, agrekana, kolagena tipa | i kolagena tipa X.
Kolagen tipa II je najces¢i tip kolagena koji nalazimo u zglobnoj hrskavici dok je agrekan
najzastupljeniji proteoglikan zglobne hrskavice. Kolagen tipa X nalazimo u najniZzem
kalcificiranom sloju zglobne hrskavice te je marker hipertroficnih hondrocita. Kolagen tipa I
je najcesci tip kolagena kosStanog tkiva te ne gradi izvanstani¢ni matriks zglobne hrskavice.
Rezultati RT-gPCR pokazali su da je kolagen tipa Il eksprimiran u oba tipa presatka, u
zglobnoj i u nosnoj hrskavici dok ga u dediferenciranim hondrocitima u proliferaciji nalazimo
u veoma niskim koli¢inama. Vidljiva je veca ekspresija kolagena tipa Il u N-TEC tkivnim
presadcima u odnosu na N-CAM tkivne presatke, ali statisticka analiza nije pokazala znacajnu
razliku u ekspresiji ovog gena izmedu dva tipa presatka (One way ANOVA). Ekspresija
kolagena tipa II statistiCki je znaCajno povetana u oba tipa presadaka u odnosu na
dediferencirane hondrocite (One way ANOVA, p<0.001). Nije pokazana statisticki znacajna
razlika u ekspresiji kolagena tipa I izmedu hrskavice nosne pregrade i oba tipa presadaka, ali
je ekspresija povecana u zglobnoj hrskavici u odnosu na tkivne presatke i dediferencirane
hondrocite (One way ANOVA, p<0.01, p<0.1) (Slika 31 A). Rezultati nisu pokazali statisti¢ki
znacajnu razliku u ekspresiji agrekana izmedu dva tipa presatka. Visa ekspresija agrekana
vidljiva je kod presadaka u odnosu na dediferencirane hondrocite i potvrdena je statistickom
znacajnoscu (One way ANOVA, p<0.1, p<0.01). Takoder, agrekan je statisticki znacajno vise
eksprimiran u nativnoj hrskavici nosne pregrade i zglobnoj hrskavici u odnosu na tkivne
presatke (One way ANOVA, p<0.001, p<0.01) (Slika 31 B). Kolagen tipa I nije eksprimiran u
nativnoj hrskavici nosne pregrade niti zglobnoj hrskavici. Medutim nalazimo ga u tkivnim
presadcima i dediferenciranim hondrocitima. Pokazana je statisticki znacajna manja
ekspresija kolagena tipa | u tkivnim presadcima u usporedbi sa dediferenciranim hondrocitima
(One way ANOVA, p<0.1, p<0.5) (Slika 31 C). Kolagen tipa X nalazimo u svim promatranim
skupinama, ali njegova ekspresija je znacajno smanjena u tkivnim presadcima u odnosu na
nativnu hrskavicu nosne pregrade i zglobnu hrskavicu (One way ANOVA, p<0.01, p<0,1)
(Slika 31 D). Nije prisutna razlika u ekspresiji kolagena tipa X izmedu dva tipa presatka.
Rezultati gRT-PCR-a pokazali su da su geni specificni za hrskavicu kao $to je kolagen tipa II
i agrekan eksprimirani kod oba tipa presatka. Takoder, nalazimo i ekspresiju kolagena tipa I i

kolagena tipa X koji mogu ukazivati na negativne karakteristike tkivnih presadaka. Medutim,
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ekspresija ovih gena puno je niza od njihove ekspresije u nativnim hrskavicama kao i
dediferenciranim hondrocitima. Vazno je napomenuti da nije pokazana statisticki znacajna

razlika u ekspresiji svih promatranih gena izmedu dva tipa presatka.
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Slika 31. Relativna ekspresija mRNA kolagena tipa Il (A), agrekana (B), kolagena tipa I (C) i
kolagena tipa X (D) u N-CAM (n=6) i N-TEC(n=6) tkivnim presadcima, dediferenciranim
hondrocitima (hondrocitima u proliferaciji) (hondrociti P2, n=12) i nativnoj zglobnoj
hrskavici (n=2). Rezultati su dobiveni komparativhom ACt metodom. GAPDH je koriSten kao
endogena kontrola. Kod ekspresije kolagena 1l, kolagena tipa X i agrekana za vanjsku
kontrolu koriStena je nativna hrskavica nosne pregrade. Za ekspresiju kolagena tipa I kao
vanjska kontrola koristeni dediferencirani hondrociti. Rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost + SD. Statisticki znacajne razlike: **** p<0.0001; *** p<0.001; **p<0.1; *p<0.5.
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4.4. Karakterizacija tkivnih presadaka pomo¢u magenetske rezonancije

Snimanje tkivnih presadaka magnetskom rezonancijom koriSteno je kako bi se
neinvazivnom metodom ocijenila kvaliteta i prisutnost GAG-a u tkivnim presadcima. T11 T2
snimke nisu pokazale razlike izmedu tkivnih presadaka. Kolagenska membrana Chondro-
Gide na T1 i T2 snimkama pokazuje tanju strukturu u odnosu na tkivne presatke upucujuci na
nedostatak stani¢nog sloja (Slika 32). Na T1 postkontrastnoj snimci vidljiva su 2 sloja samo
kod N-TEC tkivnih presadaka, gornji svjetliji i donji tamniji sloj (Slika 32). To upucuje na
ulazak negativno nabijenih iona kontrastnog sredstva na bazi gadolinija u tkivo.

Chondro-Gide

% . r—— wr——

T1 snimka

(]
c
-
7]
©
)
=)
c
o
=
]
7]
=]
Q.
-
-

T2 snimka

Slika 32. T1, T2 i T1 postkontrastna snimka tkivnih presadaka N-CAM i N-TEC te
kolagenske membrane Chondro-Gide nastale snimanjem magnetskom rezonancijom. Mijerilo
je prikazano u mm.

Budu¢i da je stani¢ni sloj bio vidljiv samo kod T1 postkontrastnih snimki N-TEC
tkivnih presadaka, relaksacijska vremena za ovaj sloj nisu ocCitana na T1 i T2 snimkama.
Rezultati mjerenja relaksacijskih vremena na T1 i T2 snimkama pokazali su razliku u
vrijednostima izmedu samih tkivnih presadaka i okolne tekucine (medija) te izmedu
kolagenske membrane Chondro-Gide (nosac) i okolne tekucine (Slika 33 A, B, C). Razlika je
zadrzana kod svih skupina. Kod T2 snimke pokazana je statisticki znacajna razlika (One way
ANOVA; ***p<0.01) u vrijednostima relaksacijskih vremena izmedu okolne tekucine
(medija) i tkivnih presadaka i kolagenske membrane (Slika 33 C). Medutim, nije pokazana
razlika u vrijednostima relaksacijskih vremena T1 1 T2 snimke izmedu oba tkivna presatka 1
kolagenske membrane. Vrijednosti relaksacijskih vremena stani¢nog sloja N-TEC tkivnog
presatka bile su statisticki znacajno povisene u odnosu na vrijednosti relaksacijskih vremena
tkivnih presadaka i kolagenske membrane Chondro-Gide (nosaca) i relaksacijskih vremena
okolne tekuc¢ine (One way ANOVA; **** p<0.001, ***p<0.01, **p<0.1) (Slika 33 B).
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Povisen T1 signal postkontrastne snimke prema dGEMRIC metodi ukazuje na povisenu
koli¢inu glikozaminoglikana u N-TEC tkivnim presadcima u odnosu na N-CAM tkivne
presatke i kolagensku membranu. Ovom neinvazivnom metodom potvrdeni su rezultati
histoloske analize bojenjem Safraninom O kojom je prisutnost glikozaminoglikana pokazana

samo u N-TEC tkivnim presadcima (Slika 23, donji red).
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Slika 33. T1, T1 postkontrastne i T2 vrijednosti relaksacijskih vremena odredena snimanjem
N-CAM (n=6) i N-TEC (n=6) tkivnih presadaka i Chondro-Gide membrane (n=2) pomocu
magnetne rezonancije. Relaksacijska vremena u milisekundama is¢itana su nakon numericke
obrade dobivenih snimaka u programu Paravision. Vrijednosti su prikazane u obliku srednje

vrijednosti = SD. Statisticki znacajne razlike: **** p<0.001, ***p<0.01, **p<0.1.
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4.5. Makroskopska analiza

Mijesta cijeljenja ocijenjena su uporabom makroskopske ljestvice ICRS od strane 2
ocijenjivaca 6 tjedana i 6 mjeseci nakon transplantacije nezrelih i zrelih tkivnih presadaka te
kolagenske membrane Chondro-Gide.

45.1. Makroskopska analiza cijeljenja 6 tjedana nakon transplantacije

Makroskopska analiza mjesta cijeljenja 6 tjedana nakon transplantacije pokazala je
razli¢itu ispunjenost osSte¢enja tkivom kod tri ispitivane skupine. U N-CAM skupini i skupini
s kolagenskom membranom moze se primjetiti da je oko 50 % dubine vecine oSteCenja na
trohleji 1 pateli ispunjeno tkivom. U tim skupinama oko ¥ novonastalog tkiva na trohleji i na
pateli integrirano je sa okolnim zdravim tkivom, a ¥ s primjetnom granicom debljine > 1 mm.
Takoder je na mjestima o$teéenja prisutno viSe malih fisura ili nekoliko ve¢ih fisura. Vece
fisure prisutne su u jednom os$tec¢enju na trohleji N-CAM skupine te jednom oStecenju na
pateli skupine s kolagenskom membranom (Slika 34). U N-TEC skupini, ispunjenost
ostecenja na pateli i trohleji bila je manja u usporedbi sa druge dvije skupine te je oko 25 %
dubine ostecenja ispunjeno novonastalim tkivom. Polovina novonastalog tkiva integrirala se s
okolnom zdravom hrskavicom uz primjetnu granicu debljine > 1 mm. Kod N-TEC skupine
ve¢inom su prisutne vece fisure na mjestu oste¢enja. Iznimka je cijeljenje kod jedne ovce iz
skupine N-TEC gdje je ispunjenost oste¢enja na pateli i trohleji i integracija sa okolnim
tkivom bolja u usporedbi sa ostalim ovcama iz iste skupine (Slika 34).

N-CAM N-TEC CHONDRO-GIDE
TROHLEJA PATELA TROHLEJA PATELA TROHLEJA PATELA

’ -i‘

Slika 34. Makroskopski prikaz mjesta cijeljenja 6 tjedana nakon transplantacije N-CAM i N-

TEC tkivnih presadaka te kolagenske membrane Chondro-Gide. Prikazana su mjesta cijeljenja
na trohleji i pateli kod svih ovaca iz istrazivanja. Ovce su podijeljene u tri skupine: N-CAM,
N-TEC i kolagenska membrana Chondro-Gide. Svaka skupina je sadrzavala tri "kissing’-

ostecenja tj. po 3 oStecenja na trohleji i 3 na pateli.



Srednja makroskopska ocjena cijeljenja 6 tjedana nakon transplantacije iznosila je 6 & 2
za trohleju 1 6,6 = 1,1 za patelu kod N-CAM skupine. Kod N-TEC skupine cijeljenje je
ocijenjeno sa 5 + 1,29 za trohleju i 5,16 + 1,67 za patelu, dok je u skupini sa kolagenskom
membranom Chondro-Gide ukupna makroskopska ocjena cijeljenja iznosila 7,33 + 2,49 za
trohleju 1 6 £ 1,63 za patelu. Navedene makroskopske ocjene pokazuju stupanj Il cijeljenja
oStecenja na trohleji i pateli kod sve tri skupine. Najbolje cijeljenje oSte¢enja na trohleji je
zabiljezeno u skupini sa kolagenskom membranom dok je oSte¢enje na pateli najbolje cjelilo u
N-CAM skupini. Medutim, nije pokazana statisticki zna¢ajna razlika u cijeljenju trohleje i

patele 6 tjedana nakon transplantacije izmedu ispitivanih skupina (Slika 36 A).

45.2. Makroskopska analiza cijeljenja 6 mjeseci nakon transplantacije

Makroskopska analiza cijeljenja 6 mjeseci nakon transplantacije pokazala je bolju
ispunjenost oStec¢enja i integraciju novonastalog tkiva sa okolnih zdravom hrskavicom u
usporedbi sa cijeljenjem nakon 6 tjedana u svim skupinama. U skupini N-TEC i skupini sa
kolagenskom membranom Chondro-Gide ispunjenost osteé¢enja na trohleji i pateli bila je od
75 % do potpune ispunjenosti oStecenja u razini okolne zdrave hrskavice. U ovim skupinama
novonastalo tkivo na mjestu oSte¢enja na trohleji i pateli integrirano je u okolno zdravo tkivo
uz demarkaciju manju od 1 mm. Takoder, povrSina novonastalog tkiva u ovim skupinama je
vlaknata i1 ve¢inom bez prisutnosti fisura. U N-CAM skupini primjecena je slabija ispunjenost
oStecenja u usporedbi sa ostale dvije skupine te je kod trohleje ostecenje bilo ispunjeno do 50
% dubine, a kod trohleje do 75 % dubine. Uz to, u N-CAM skupini je prisutna i slabija
integracija novonastalog tkiva sa okolnog zdravom hrskavicom. Polovina novonastalog tkiva
na trohleji te % novonastalog tkiva na mjestu oSte¢enja patele se integriralo sa okolnom
zdravom hrskavicom. U tkivu nastalom na mjestima o$tecenja na trohleji i pateli u N-CAM

skupini prisutne su bile vece 1 manje fisure (Slika 35).
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N-CAM N-TEC CHONDRO-GIDE
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Slika 35. Makroskopski prikaz mjesta cijeljenja 6 mjeseci nakon transplantacije N-CAM i N-
TEC tkivnih presadaka te kolagenske membrane Chondro-Gide. Prikazana su mjesta cijeljenja
na trohleji i pateli kod svih ovaca iz istrazivanja. Ovce su podijeljene u tri skupine: N-CAM,
N-TEC i kolagenska membrana Chondro-Gide. Svaka skupina je sadrzavala tri "kissing’-

oStecenja tj. po 3 oStecenja na trohleji i 3 na pateli.

Srednja makroskopska ocjena cijeljenja 6 mjeseci nakon transplantacije iznosila je 8,75
+ 1,6 za trohleju te 7,5 + 1,8 za patelu u N-CAM skupini. Kod N-TEC skupine cijeljenje je
ocijenjeno sa 9,8 = 0,4 za trohleju te 8,6 = 2,33 za patelu, dok je u skupini sa kolagenskom
membranom Chondro-Gide ukupna makroskopska ocjena cijeljenja iznosila 9 + 0,81 za
trohleju 1 9,66 + 0,47 za patelu. U svim skupinama srednja makroskopska ocjena cijeljenja
trohleje i patele odgovara stupnju Il cijeljenja (priblizno normalna hrskavica) s iznimkom
patele u N-CAM skupini ¢ija ocjena cijeljenja spada u stupanj III. Najbolje cijeljenje
ostecenja na trohleji zabiljeZzeno je u N-TEC skupini dok je najbolje cijeljenje na pateli
primjeceno u skupini sa kolagenskom membranom Chondro-Gide. Nije pokazana statisticki
znacajna razlika u cijeljenju oSte¢enja 6 mjeseci nakon transplantacije izmedu 3 ispitivane
skupine.

Statisticka analiza je pokazala da postoji statisticki znacajna razlika u cijeljenju trohleje
kod N-CAM i N-TEC skupine 6 mjeseci nakon transplantacije tkivnih presadaka u usporedbi
sa cijeljenjem 6 tjedana nakon transplantacije (One way ANOVA, *p<0.5, ** p<0.1 (Slika 36
A). Kod cijeljenja patele postoji statisticki znacajna razlika kod N-TEC skupine ako se
usporeduju 2 vremenske tocke cijeljenja (6 tjedana i 6 mjeseci) (One way ANOVA, *p<0.5)
(Slika 36 B).
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Slika 36. Ukupna ocjena cijeljenja trohleje i patele odredena ICRS makroskopskom
ljestvicom 6 tjedana i 6 mjeseci nakon transplantacije N-CAM i N-TEC tkivnih presadaka i
kolagenske membrane Chondro-Gide na mjesta kostano-hrskavi¢nih oSte¢enja. Rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost +£SD. Statisticki znacajne razlike: **p<0.01, *p<0.5.

4.6.
4.6.1.

Histoloska analiza
Histolo$ka analiza cijeljenja 6 tjedana nakon transplantacije

Sest tjedana nakon transplantacije kod sve tri skupine vidljivo je da su mjesta kostano-
hrskavi¢nih o$tecenja ispunjena novonastalim tkivom (Slika 37). U svim skupinama vidljivi
su ostaci kolagenske membrane Chondro-Gide (Slika 38 B, C, F) dok se u skupini N-TEC
unutar novonastalog tkiva moze uo¢iti tkivni presadak sa prisutnim izvanstani¢nim matriksom
bogatim glikozaminoglikanima (Slika 39, N-TEC trohleja). U novonastalom tkivu prisutan je
velik broj krvih zila kod sve tri skupine (Slika 38 A, D, E, F). Vidljiva je infiltracija upalnih
stanica u svim skupinama, a koli¢ina upalnih stanica 0sobito je prisutna u N-CAM skupini
(Slika 38 B, C). U N-CAM skupini moze se primjetiti i ve¢a koli¢ina viSejezgrenih orijaskih
stanica koje nastaju fuzijom makrofaga oko ostataka kolagenske membrane (Slika 38 A).
Orijaske stanice prisutne su i u skupini s kolagenskom membranom, ali ih ne nalazimo u N-
TEC skupini. U skupini sa kolagenskom membranom Chondro-Gide prisutno je granulacijsko
tkivo sa velikom koli¢inom krvnih zila (Slika 38 E). Tkivo nastalo na mjestima ostecenja u N-
CAM i N-TEC skupini je fibrozno tkivo sa ve¢om koli¢inom izduZenih fibroblasti¢nih stanica
te uz prisutnost manjeg broja ovalnih stanica koje su ve¢inom dio transplantiranih tkivnih
presadaka (Slika 38 A, C, D). Povrsina novonastalog tkiva je razmeksana uz nepravilnosti te
jos$ nije upostavljena organizacija kolagenskih vlakanaca koju vidimo kod nativne hrskavice u

povrsinskom sloju (Slika 37 A i Slika 40 A, D, E). Vidljive su pojedine abnormalnosti
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subhondralne kosti, od fibroze i sklerozacije do vaskularizacije i infiltracije hondrocita tkivnih
presadaka (Slika 37). Unato¢ tome, abnormalnosti suphondralne kosti ne prevladavaju.
Javljaju se 1 znakovi remodeliranja suphondralne kosti. Kod skupine s kolagenskom
membranom Chondro-Gide ne mozemo uo¢iti prisutnost glikozaminoglikana u novonastalom
tkivu kod niti jednog oStecenja (Slika 39). U skupinama N-CAM i N-TEC prisutna je manja
koli¢ina glikozaminoglikana, ali samo kod pojedina¢nih uzoraka unutar svake skupine (Slika
39). U sve tri skupine veéinom je prisutna dobra integracija okolne zdrave hrskavice sa
novonastalim tkivom (Slika 40) dok je bazalna integracija prema suphondralnoj kosti nesto
losija uz prekide izmedu tkiva i vidljiv prijelaz jednog tipa tkiva u drugi (Slika 37 i 39).
Takoder, ne vidi se pojavljivanje tidemarka u niti jednoj skupini. U svim skupinama nije
vidljiva organizacija kolagenskih vlakanaca u prijelaznom i dubokom sloju koja bi odgovarala
strukturi hijaline hrskavice (Slika 40).
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Slika 37. Prikaz cijeljenja kostano-hrskavi¢nih ostecenja na trohleji i pateli 6 tjedana nakon
transplantacije N-CAM i N-TEC tkivnih presadaka te kolagenske membrane Chondro-Gide.
Prikazane su slike reprezentativnih uzoraka iz svake skupine. Vidljivo je da su mijesta

oste¢enja  ispunjena novonastalim tkivom u svim skupinama. Hemalaun-eozin bojenje.

Povecanje 10x.
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N-TEC N-CAM

Chondro-Gide

Slika 38. Morfologija novonastalog tkiva na mjestima koStano-hrskaviénih ostecenja 6
tjedana nakon transplantacije N-CAM (A, B) i N-TEC (C, D) tkivnih presadaka i kolagenske
membrane Chondro-Gide (E, F). U N-CAM skupini vidljivo je fibrozno tkivo uz prisutnost
krvnih zila (A), ostaci kolagenske membrane (B) te orijaske stanica koje okruzuju ostatke
kolagenske membrane. U N-TEC skupini vidljivi su ostaci kolagenske membrae (C), krvne
zile (D) i sinoviociti na povrsini (D). U skupini s kolagenskom membranom Chondro-Gide
vidljivo je granulacijsko tkivo uz priusutnost velikog broja krvnih zila (E) i ostatke
kolagenske membrane (F). Zvjezdicom (*) su oznacene krvne Zile. Crne strelice (=) oznacuju

prisutnost ostataka kolagenske membrane Chondro-Gide u novonastalom tkivu. Crvene
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strelice (=) oznacuju orijaske stanice. Pravokutnik oznacava sinoviocite. Mjerilo prikazuje 50

pum.

TROHLEJA PATELA

N-CAM

N-TEC

CHONDRO-GIDE

Slika 39. Prisutnost glikozaminoglikana na mjestu cijeljenja kostano-hrskavi¢nih osteéenja
trohleje i patele 6 tjedana nakon transplantacije N-CAM (gornji red), N-TEC (srednji red)
tkivnin presadaka i kolagenske membrane Chondro-Gide (donji red). Prisutnost
glikozaminoglikana na mjestu ostecenja vidljiva je samo u N-TEC skupini (trohleja). Safranin
O bojenje. Povecéanje 10x.
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Chondro-Gide

Slika 40. Prikaz organizacije kolagenskih vlakanaca na mjestu kostano-hrsakvi¢nih osteéenja
I integracije novonastalog tkiva s okolnim zdravim tkivom 6 tjedana nakon transplantacije N-
CAM (A, B), N-TEC (C, D) tkivnih presadaka i kolagenske membrane Chondro-Gide (E, F).
U svim skupinama je vidljiva granica izmedu nativne zdrave hrskavice i novonastalog tkiva
(A, C, E, isprekidana bijela linija). Kolagenska vlakna na mjestu novonastalog tkiva su
neorganizirana. U N-CAM skupini vidljiva su tanka kolagenska vlakanca zelene boje (A, B),
dok u N-TEC skupini prevladavaju deblja kolagenska vlakanca naran¢asto obojena (C, D). U
skupini s kolagenskom membranom Chondro-Gide na pojedinim podrué¢jima ne uoCavamo
kolagenska vlakanca (E), a prema subhondralnoj kosti vidljiva su deblja kolagenska vlakanca
koja se pruzaju u svim smjerovima. SK=suphondralna kost, NH=nativha hrskavica,

NT=novonastalo tkivo. Mjerilo prikazuje 200 um.

Ukupna ocjena cijeljenja koStano-hrskavi¢nih oSteCenja na trohleji i pateli pomocu
histoloske ljestvice ICRS Il nije pokazala statisti¢ki zna¢ajnu razliku izmedu 3 promatrane
skupine 6 tjedana nakon transplantacije (One way ANOVA) (Slika 46 A, B).

4.6.2. Histoloska analiza cijeljenja 6 mjeseci nakon transplantacije

Sest mjeseci nakon transplantacije vidljivo je bolje ispunjenje kostano-hrskavi¢nih
ostecenja novonastalim tkivom kod sve tri skupine u usporedbi sa skupinama 6 tjedana nakon
transplantacije (Slika 41). Vecinom se ne uocCavaju ostaci kolagenske membrane u
novonastalom tkivu. Manja koli¢ina ostataka kolagenske membrane vidljiva je kod nekoliko
uzoraka unutar svake skupine. Nije vidljiva infiltracija upalnih stanica u niti jednoj skupini,

dok se u vrlo maloj mjeri u pojedinim uzorcima N-CAM skupine pojavljuju krvne zile (Slika
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42). Tkivo koje se formiralo na mjestima osteCenja U svim skupinama ima obiljezja hijaline
hrskavice. U novonastalom tkivu vidljive su ve¢inom ovalne stanice sa lakunama (Slika 42 i
44). Iznimka je jedan uzorak u N-CAM skupini gdje prevladava gusto vezivno tkivo.
Hondrociti u pojedinim uzorcima formiraju stupi¢e u dubokoj zoni te se udruzuju u izogene
grupe. Povrsina je veé¢inom glatka uz manje nepravilnosti (Slika 41). U N-TEC skupini u
jednom uzorku mozemo primjetiti nekrozu tkiva $to nije vidljivo u ostalim skupinama (Slika
42 D). Nisu vidljive znaajne abnormalnosti suphondralne kosti osim infiltracije stanica
tkivnog presatka u jednom uzorku u N-CAM skupini (Slika 42 B) te je u manjoj mjeri
prisutna vaskularizacija kod pojedinih uzoraka. Suphondralna kost ima najbolje cijeljenje u
skupini s kolagenskom membranom Chondro-Gide (Slika 42 E). Ipak, u istoj skupini vidljivo
je okostavanje u hrskavi¢énom podrucju te je prisutan osteofit (Slika 41 i 43, donji red, patela).
U svim skupinama prisutna je velika koli¢ina glikozaminoglikana u novonastalom tkivu
(Slika 43). Novonastalo tkivo je ve¢inom vlaknata hijalina hrskavica sa ovalnim stanicama u
lakunama vrlo bogata glikozaminoglikanima (Slika 44 B, D, F). Integracija novonastalog
tkiva bolja je u svim skupinama u odnosu na skupine 6 tjedana nakon transplantacije. U
pojedinim uzorcima prisutna je potpuna bazalna integracija kao i integracija sa okolnom
zdravom nativnom hrskavicom. U svim skupinama se javlja pojava tidemarka, a najvise je
vidljiv u N-TEC skupini i skupini s kolagenskom membranom Chondro-Gide (Slika 42 E).
Tidemark se ipak ne javlja cijelom duzinom oStecenja.

Kolagenska vlakanca se pruzaju paralelno uz povrSinu u veéini uzoraka u svim
skupinama (Slika 45). U prijelaznom i dubokom sloju vlakanca su orijentirana okomito na
povrsinu i nalazimo vecinom tanja kolagenska vlakanca u svim skupinama (Slika 45).
Organizacija kolagenskih vlakanaca najbliza je nativnoj hrskavici u skupini s kolagenskom
membranom Chondro-Gide (Slika 45 E, F). U N-CAM i N-TEC skupini u pojedinim
uzorcima su vidljiva deblja kolagenska vlakanca u prijelaznom u dubokom sloju (Slika 45 A,
C, D).
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TROHLEJA PATELA

N-CAM

N-TEC

CHONDRO-GIDE

Slika 41. Prikaz cijeljenja kostano-hrskavi¢nih osteéenja na trohleji i pateli 6 mjeseci nakon
transplantacije N-CAM i N-TEC tkivnih presadaka te kolagenske membrane Chondro-Gide.
Prikazane su slike reprezentativnin uzoraka iz svake skupine. Vidljivo je da su mjesta
ostecenja U potpunosti ispunjena novonastalim tkivom u svim skupinama. Hemalaun-eozin

bojenje. Povecanje 10x.
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N-CAM

Chondro-Gide

Slika 42. Morfologija novonastalog tkiva na mjestima koStano-hrskaviénih ostecenja 6
mjeseci nakon transplantacije N-CAM (A, B) i N-TEC (C, D) tkivnih presadaka i kolagenske
membrane Chondro-Gide (E, F). U N-CAM skupini vidljivo je tkivo nalik hijalinoj hrskavici
uz velik broj ovalnih stanica (A) te infiltraciju stanica tkivnog presatka u suphondralnu kost
(B). Kod N-TEC skupine jos uvijek je vidljiva manja koli¢ina ostataka kolagenske membrane
(C). Prevladavaju ovalne stanice, ali u jednom uzorku nalazimo podrucje nekroze na mjestu
ostecenja (D). U skupini s kolagenskom membranom Chondro-Gide formira se tidemark (E),
novonastalo tkivo je nalik hijalinoj hrskavici uz velik broj ovalnih stanica s lakunama (F).

Suphondralna kost pokazaju najbolje cijeljenje u ovoj skupini (E). Zvjezdicom (*) je
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oznaceno podrucje nekroze. Crne strelice (=) oznaCuju prisutnost ostataka kolagenske
membrane Chondro-Gide u novonastalom tkivu. Crvena strelica (=) oznauje prisutnost

tidemarka. SK= suphondralna kost. Mjerilo prikazuje 50 pm.

TROHLEJA

N-CAM

N-TEC

CHONDRO-GIDE

Slika 43. Prisutnost glikozaminoglikana na mjestu cijeljenja kostano-hrskavi¢nih osteéenja
trohleje i patele 6 mjeseci nakon transplantacije N-CAM (gornji red), N-TEC (srednji red)
tkivnin presadaka i kolagenske membrane Chondro-Gide (donji red). Prisutnost
glikozaminoglikana na mjestu ostecenja vidljiva je u svim skupinama. Safranin O bojenje.

Povecanje 10x.
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N-CAM ' N-TEC Chondro-Gide

Slika 44. 1zgled hijaline hrskavice nastale na mjestu oSte¢enja 6 mjeseci nakon transplantacije
N-CAM (A, B) i N-TEC (C, D) tkivnih presadaka te kolagenske membrane Chondro-Gide (E,
F). U svim skupinama novonastalo tkivo bogato je glikozaminoglikanima te je vidljiva
vlaknata hijalina hrskavica. Safranin O bojenje. Mjerilo na slikama A, C i D prikazuje 200

um. Mjerilo na slikama B, E, F prikazuje 50 um.
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Chondro-Gide

Slika 45. Prikaz organizacije kolagenskih vlakanaca na mjestu kostano-hrskavi¢nih osteéenja
i integracije novonastalog tkiva s okolnim zdravim tkivom 6 mjeseci nakon transplantacije N-
CAM (A, B), N-TEC (C, D) tkivnih presadaka i kolagenske membrane Chondro-Gide (E, F).
Iako se moze razaznati granica izmedu nativne zdrave hrskavice i novonastalog tkiva (A, C,
E, isprekidana bijela linija), prijelaz zdrave hrskavice u novonastalo tkivo je kontinuiran. U
povrsinskom sloju vidljiva su kolagenska vlakanca orijentirana uz povrSinu kao kod nativne
hrskavice (B, D, F). Orijentacija kolagenskih vlakanaca u prijelaznom i dubokom sloju je
okomita na povrSinu kod svih skupina ¢ime se priblizava organizaciji kolagena u nativnoj
hrskavici (B, D, F). U skupini s kolagenskom membranom vidljiva su tanja kolagenska
vlakanca (zelena vlaknaca) u prijelaznom i dubokom sloju (F), dok su u skupinama N-CAM i
N-TEC u pojedinim uzorcima prisutna i deblja kolagenska vlakanca (narancasta vlakanca).
Bazalna integracija prema suphondralnoj kosti odlicna je u svim skupinama (B, C, D).
SK=suphondralna kost, NH=nativna hrskavica, NT=novonastalo tkivo. Mjerilo prikazuje 200

pum.

Ukupna ocjena cijeljenja koStano-hrskavi¢nih oStecenja na trohleji 1 pateli pomocu
histoloSke ljestvice ICRS II nije pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu 3 promatrane
skupine 6 mjeseci nakon transplantacije (One way ANOVA) (Slika 46), ali je pokazana
znacajna razlika u cijeljenju izmedu dvije dvije vremenske tocke, 6 tjedana i 6 mjeseci, u svim
skupinama (One way ANOVA, *p<0.5, **p<0.1, ***p<0.01. Pokazano je da se kroz vrijeme

cijeljenje poboljasava u svim skupinama (Slika 46 A, B).
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Slika 46. Ukupna ocjena cijeljenja trohleje i patele utvrdena histoloSkom ljestvicom

Medunarodnog drustva za obnovu hrskavice ICRS II 6 tjedana i 6 mjeseci nakon

transplantacije N-CAM i N-TEC tkivnih presadaka i kolagenske membrane Chondro-Gide na

mjesta kostano- hrskavi¢nih oStecenja. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +SD.

Statisticki znacajne razlike: *p<0.5, **p<0.1, ***p<0.01.
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S. RASPRAVA

Ovo istrazivanje ima za cilj odgovoriti na pitanje mogu li se kompleksna, jo$
neizljeCiva, predosteoartriCna koStano-hrskavicna oste¢enja kao Sto su “kissing’-ostecenja
lijeciti autolognim tkivnim presadcima uzgojenim iz hondrocita hrskavice nosne pregrade.

Stoga su za lijeCenje ovih kompleksnih koStano-hrskavi¢nih osteCenja uzgojeni
autologni tkivni presadci. Za uzgoj presadaka koristili su se hondrociti izolirani iz uzoraka
hrskavice nosne pregrade. U vecini prijasnjih pretklinickih i klini¢kih istrazivanja vezanih za
regeneraciju hrskavi¢nih oStecenja koriStena je suspenzija zglobnih hondrocita ili tkivni
presadci uzgojeni iz zglobnih hondrocita (Brittberg i sur. 1994, 2001; Giannoni i Cancedda
2006; Temenoff i Mikos 2000). Zglobni hondrociti su tip stanica koji je najvise proucavan u
kontekstu regeneracijskog potencijala 1 tkivnog inZenjerstva hrskavice te su do sada utvrdeni
to¢ni postupci izolacije i umnozavanja ovih stanica in vitro. Dobro je okarakterizirana
morfologija te potencijal rediferencijacije zglobnih hondrocita (Shao i sur. 2013; Stewart i
sur. 2000). U odnosu na zglobne hondrocite puno manje istraZivanja je provedeno sa
hondrocitima hrskavice nosne pregrade. Ipak, dosad dostupna istraZivanja pokazala su da
hondrociti hrskavice nosne pregrade imaju bolji regenerativni potencijal u usporedbi sa
zglobnim hondrocitima $to je potvrdeno i kroz nekoliko pretklini¢kih i klini¢kih studija
(Mumme i sur. 2016a, 2016b; Pelttari i sur. 2017). U dosadas$njim istrazivanjima predloZeni
su razli¢iti postupci za izolaciju hondrocita iz hrskavice nosne pregrade (Candrian i sur. 2008;
Kojima i sur. 2003; Vedicherla i Buckley 2017). U ovom istrazivanju uspje$no su izolirani
hondrociti iz uzoraka hrskavice nosne pregrade, a da je pritom zadrZano ViSOko prezivljenje i
potencijal umnazanja hondrocita nakon njihove izolacije i tijekom cijelog postupka
umnazanja $to je vazno za kvalitetu samog presatka. Potvrden je i rediferencijacijski
potencijal ovih stanica u trodimenzionalnom okoliSu S$to je opisano | u prija§njim
istrazivanjima (Fulco i sur. 2014; Kojima i sur. 2002). Uzgojena su dva tipa presatka ¢iji se
uzgoj razlikovao u duljini trajanja prekultivacije. Nezreli N-CAM tkivni presadak u
hondrogenom mediju je drzan 2 dana. Kod ovog tipa presatka stanice nisu izlucile
izvanstani¢ni matriks i nema ekspresije kolagena tipa II $to ukazuje da je period od 2 dana
prekratak za rediferencijaciju hondrocita. S druge strane N-TEC tkivni presadci drzani su u
hondrogenom mediju 14 dana sto je hondrocitima omogucilo da izluce izvanstani¢ni matriks
bogat glikozaminoglikanima i kolagenom tipa II. Ovo se slaze s prija$njim istrazivanjima koja
pokazuju da je rediferencijacija zglobnih hondrocita i hondrocita nosne pregrade postignuta
nakon 7, 14 ili 21 dan u 3D okolisu (Kaps i sur. 2006; Twu i sur. 2014). Kolagen tipa VI
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nalazimo kroz cijeli stani¢ni dio N-CAM tkivnih presadaka dok je kod N-TEC tkivnih
presadaka prisutan samo u pericelularnom podrucju sto odgovara i polozaju ovog kolegena u
nativnoj hrskavici. Utvrdena je povisena koli¢ina kolagena tipa VI u N-CAM tkivnim
presadcima u usporedbi sa N-TEC presadcima. Quarto i sur. su pokazali da je koli¢ina
kolagena VI niska kod dediferenciranih hondrocita te se povecava tijekom diferencijacije
hondrocita (Quarto i sur. 1993). Uz to, ekspresija kolagena tipa VI povisena je kod hondrocita
koji su u proliferaciji (Goldring 2012), a sam kolagen VI poti¢e hondrocite na proliferaciju
(Smeriglio i sur. 2015). S obzirom da hondrociti u N-CAM tkivnim presadcima nisu joS$
poceli izluCivati izvanstani¢ni matriks visa ekspresija kolagena tipa VI u ovim presadcima
moze biti povezana S time da su stanice joS$ bile proliferativno aktivne. Zelenski i sur. potvrdili
su da nedostatak kolagena tipa VI u pericelularnom matriksu hondrocita mijenja mehanicka
svojstva pericelularnog matriksa $to se dogada i tijekom razvoja osteoartitisa (Zelenski i sur.
2015). S tim u vezi moZe se pretpostaviti da ¢e N-TEC tkivni presadci imati bolja mehanicka
svojstva od N-CAM tkivnih presadaka. Kolagen tipa II i agrekan su tipi¢ni markeri
hrskavicnog tkiva (Hissnauer i sur. 2010), a njihova ekspresija je smanjena kod
dediferenciranih hondrocita (Cheng i sur. 2012). U ovom istrazivanju je takoder potvrdena
niza ekspresija kolagena tipa II i agrekana u dediferenciranim hondrocitima u odnosu na
tkivne presatke. Zanimljivo je da agrekan eksprimiran u N-CAM i N-TEC tkivnim
presadcima dok proteinsku ekspresiju kolagena tipa Il nalazimo samo u N-TEC tkivnim
presadcima. N-CAM tkivni presadci pokazuju samo gensku ekspresiju kolagena tipa Il. lako
kod N-CAM tkivnih presadaka ne vidimo prisutnost glikozaminoglikana i izlu€eni
izvanstani¢ni matriks, prisutna je genska ekspresija markera hrskavice, kolagena tipa Il i
agrekana uz proteinsku ekspresiju agrekana i kolagena tipa VI $to ukazuje na to da stanice u
ovom tipu presatka jo$ uvijek zadrzavaju obiljezja hondrocita. Genska ekspresija kolagena
tipa X prisutna je u oba tipa presatka, ali u vrlo malim koli¢inima te uz znafajno manju
ekspresiju nego kod dediferenciranih hondrocita i nativne zglobne hrskavice i hrskavice nosne
pregrade. Kolagen tipa X marker je hipertroficnih hondrocita i povezuje se uz pataloske
promjene osteoartitisa (He i sur. 2013; Kielty i sur. 1985; Nerlich i sur. 1992). Niska
ekspresija ovog gena u oba tipa presatka ukazuje na minimalnu prisutnost hipertrofi¢nih
hondrocita u presadcima. Kolagen tipa | kao marker kostanog tkiva i negativan marker
hrskavi¢nog tkiva znacajno je nize eksprimiran u oba tipa presadka u odnosu na
dediferencirane hondrocite. Genska i proteinska ekspresija markera hrskavice u tkivnim
presadcima upucuje na to da su stanice tkivnih presadaka zadrzale fenotip hondrocita. U

dosadasnjim istrazivanjama pokazana je mogucénost kvantifikacije glikozaminoglikana u
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hrskavicnom tkivu dGEMRIC metodom (Tiderius i sur. 2004). Dodatno, utvrdeno je da se
ovom metodom moze odrediti prisutnost glikozaminoglikana u tkivnim presadcima
(Henderson i sur. 2007), ali i kvantificirati njihova koli¢ina u hrskavicnim presadcima
(Barandun i sur. 2015). Snimanjem N-CAM i N-TEC tkivnih presadaka magnetskom
rezonacijom u ovom istrazivanju utvrdena je prisutnost glikozaminoglikana samo kod N-TEC
tkivnih presadaka. Veca koli¢ina GAG-a u N-TEC tkivnim presadcima potvrdena je i Safranin
O bojenjem. dGEMRIC metoda mogla bi posluziti kao neinvazivna metoda za odredivanje
kvalitete tkivnih presadaka prije njihove transplantacije. Ipak, prije toga je potrebno utvrditi
mijenjaju li se karakteristike tkivnih presadaka uvodenjem kontrastnog sredstva na bazi
gadolinija u tkivo 1 drzanjem tkivnih presadaka na sobnoj temperaturi tijekom njihovog
snimanja.

U istrazivanju se Zeljelo provjeriti ho¢e 1i zrelost tkiva utjecati na regeneraciju
oste¢enog tkiva. Veéina dosadasnjih studija je pokazala da se nezreli tkivni presadci lakse
integriraju u okolno tkivo zbog velikog broja stanica koje nisu okruzene formiranim
matriksom (van de Breevaart Bravenboer i sur. 2004; Obradovic i sur. 2001). Suprotno, neke
studije su utvrdile da se zreli tkivni presadci, uzgojeni tijekom 4 tjedna bolje integriraju u
okolno tkivo i bolje remodeliraju (Jin i sur. 2011). U nasem istraZivanju pokazano je da 6
tjedana nakon transplantacije N-TEC tkivnih presadaka moZzemo razaznati tkivni presadak od
ostalog novonastalog tkiva. Ovaj tkivni presadak ne postize integraciju u ranoj vremenskoj
tocki, ali kroz vrijeme se remodelira i integrira u okolno tkivo. S druge strane, N-CAM tkivni
presadci 6 tjedana nakon transplantacije pokazuju bolju integraciju. Sest mjeseci nakon
transplantacije ne uocCava se razlika u regeneraciji oStecenog tkiva primjenom jednog od
tipova presadaka. Dinamika integracije i remodeliranja ova dva tipa presatka razli¢ita je kroz
vrijeme, ali nije utvrden utjecaj zrelosti tkiva na regeneraciju i konacan popravak ostecenja.

U ovom istraZivanju procijenjivalo se cijeljenje na mjestu oSte¢enja u 2 vremenske
tocke, 6 tjedana 1 6 mjeseci nakon transplantacije autolognih tkivnih presadaka i kolagenske
membrane. Do sada je pokazano da su rane vremenske tocke (od 1 dana do 3 mjeseca) u
pretklini¢kim istrazivanjima korisne i pomocu njih dobijemo uvid u zadrzavanju presadaka na
mjestu ostecenja te eventualnim problemima i faktorima koji mogu utjecati na krajnji ishod
studije (Hurtig i sur. 2011). Vecina novonastalog tkiva u ranim fazama regeneracije je jos
nezrela sadrzavajuci fibrozno i fibrokartilaginozno tkivo (Frisbie i sur. 2003). U periodu od 6
do 12 mjeseci nakon tretmana moze se ve¢ promatrati organizacija izvanstani¢nog matriksa i
sazrijevanje stanica karakteristiénog za tkivo. To je potvrdeno u ovom istraZivanju. Sest

tjedana nakon transplantacije presadci su zadrzani na mjestu oste¢enja i vidi se ispunjenost
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ostecenja novonastalim tkivom. Novonastalo tkivo je ve¢inom granulacijsko i fibrozno tkivo
bez obiljezja hijaline hrskavice. Nakon 6 mjeseci uoCava se bolja ispunjenost oSteCenja
novonastalim tkivom, bolja integracija u okolno zdravo tkivo i prisutnost vece koli¢ine
glikozaminoglikana te bolja organizaciju kolagenskih vlakanaca. Buduéi da veliki zivotinjski
modeli poput ovce imaju duzi zivotni vijek i sporiji regenerativni proces u prijasnjim
studijama su koriStene vremenske tocke za evaluaciju cijeljenja i do 78 tjedana nakon
transplantacije (Xing i sur. 2016). U ovom istrazivanju nije utvrdena znaCajna razlika u
cijeljenju izmedu tri skupine te bi evaluacija cijeljenja u kasnijim vremenskim tockama
mozda bila klju¢na za dokazivanje razlike u regenerativnom potencijalu tri koriStena
presadka.

"Kissing”-ostecenja su kontraindikacija za lije¢enje dosadasnjim kirurs$kim tehnikama i
metodom ACI-a. Unato¢ tome, do sada je primjenjena prva generacija ACI-a za lijeCenje
ovog tipa hrskavi¢nih o$te¢enja na manjem broju pacijenata te su pokazani dobri srednjoro¢ni
klini¢ki ishodi nakon lijecenja, ali jo§ ne postoje podaci o dugoro€nom klinickom ishodu
(Ossendorf i sur. 2011). Budué¢i da "kissing”-oSteCenja nisu toliko Cesta jo§ se uvijek
nedovoljno zna o njihovom lijeCenju. Postoje klini¢ki primjeri na pojedinaénim pacijentima
kojima je "kissing”’-oStecenje lijeCeno drugom generacijom ACI-a uz primjenu kolagenske
membrane BioGide (Geistlich, SAD) (Ridley i sur. 2017) te kombinacijom mozaikplastike i
prve generacije ACl-a (Vijayan i Bentley 2015). Kolagenska membrana Chondro-Gide koristi
se u AMIC metodi kao i za uzgoj MACI presadaka za lijeCenje hrskavi¢nih i koStano-
hrskavi¢nih oStecenja ve¢ dugi niz godina te je efikasnost ovih metoda dokazana ve¢ u ranijim
studijama (Demange i sur. 2017; Gille i sur. 2016; Niemeyer i sur. 2016; Zhang i sur. 2016).
Takoder, do sada je ova membrana koriStena u kombinaciji sa hondrocitima hrskavice nosne
pregrade u dvije klinicke studije (Fulco i sur. 2014; Mumme i sur. 2016a). U tim
istrazivanjima uspjesno su lijeCena hrskavi¢na ostec¢enja na kondilima bedrene kosti te nosna
pregrada nakon odstranjivanja tumorskog tkiva. NaSe istrazivanje pokazuje da autologni
tkivni presadci uzgojeni iz hondrocita nosne pregrade imaju regenerativni potencijal za
lijeCenje kostano-hrskaviénih “kissing”-osteCenja patelofemoralnog zgloba. Ali i sama
kolagenska membrana Chondro-Gide je pokazala dobar regenerativni potencijal u lijecenju
navedenog tipa koStano-hrskavicnog oStecenja. Makroskopska ocijena cijeljenja kostano-
hrskavicnog ostecenja na pateli i trohleji pokazala je bolje cijeljenje nakon 6 mjeseci u odnosu
na 6 tjedana kod svih ispitivanih grupa. Jednako dobre su se pokazali u lijeCenju i nezreli i
zreli autologni tkivni presadci uzgojeni iz hrskavice nosne pregrade kao i kolagenska

membrana Chondro-Gide. Sest mjeseci nakon transplantacije ova 3 tipa presatka vidi se
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popunjenost kostano - hrskavi¢nog ostecenja, manja demarkacija i dobra integracija u okolno
tkivo sa prisutnim manjim fisurama na mjestu oSteCenja. Histoloska analiza cijeljenja
potvrdila je makroskopsku analizu. 6 tjedana nakon transplantacije tkivnih presadaka ili
kolagenske membrane na mjestu ostecenja stvara se ve¢inom granulacijsko i fibrozno tkivo, s
nedostatkom ili malom koli¢inom glikozaminoglikana. Jo§ uvijek je prisutan velik broj krvnih
zila 1 upalnih stanica koje su dio procesa cijeljenja. Ostecenje je ispunjeno fibroblasti¢nim
stanicama uz manje prisutstvo ovalnih stanica. Tek nakon 6 mjeseci stvara se tkivo koje se
morfoloski priblizava nativnoj hrskavici. Vidljiva je veca ekspresija glikozaminoglikana, sa
velikim brojem hondrocita, pojavom tidemarka na pojedinim podrucjima i1 smanjenjem
vaskularizacije te organizacijom kolagenskih vlakana koja vise odgovara nativnoj hrskavici.
Opet ne vidimo statisti¢ki znacajnu razliku u cijeljenju izmedu tri tipa transplantata, ali se
uocava jako lijepo formirana hijalina hrskavica na mjestu osteCenja. Usporedujuci cijeljenje
patele i trohleje moZze se uociti da je cijeljenje patele nesto uspjesnije u usporedbi sa trohlejom
u sve tri grupe. Ovo translacijsko istrazivanje je potvrdilo da su oba tipa presatka pogodna za
lijeCenje kompleksnih hrskavi¢nih oSte¢enja potvrdujuci regeneracijski potencijal hondrocita
hrskavice nosne pregrade pokazan u prijasnjim klinickim studijama (Fulco i sur. 2014;
Mumme i sur. 2016a).

Zanimljivo je da je uporaba Chondro-Gide kolagenske membrane bez hondrocita
hrskavice nosne pregrade omogucila jednako dobro cijeljenje kostano-hrskavicnih oste¢enja u
patelofemoralnom zglobu. U dosadasnjim pretklinickim i klinickim studijama koje su koristile
tkivne presatke uzgojene iz hondrocita hrskavice nosnog septuma lijecila su se samo
hrskavi¢na oSte¢enja i to na kondilima bedrene kosti (Mumme i sur. 2016b, 2016a). Jedna od
limitiraju¢ih ¢imbenika ove translacijske studije je bio odabrani animalni model &ije je
debljina hrskavice iznosi < 1mm te je zbog toga ostecenje prodiralo i u subhondralnu kost. Na
taj nacin su matine stanice koStane srzi ulazile putem krvi u mjesto ostecenja. Ve¢ prije je
potvrden potencijal mezenhimalnih mati¢nih stanica in vitro i in vivo za diferencijaciju u
hondrocite 1 stvaranje hrskavicnog tkiva te su koriStene u raznim eksperimentalnim 1
klinickim studijama kako bi se ostvarali regeneracija hrskavice (Kristjansson i Honsawek
2017; Lee i Wang 2017; Narcisi i sur. 2017; Savkovic i sur. 2014). Upravo se i taj potencijal
koristi kod kirur§kih metoda mikrofrakture i AMIC metode te je ve¢ istrazen u klinici
(Gersoff 2011; Gille i sur. 2013). Prisutstvo mezenhimalnih mati¢nih stanica u kombinaciji sa
Chondro-Gide membranom u oSteCenjima u ovom istrazivanju moglo je doprijeniti dobroj

regeneraciji koStanog i hrskavi¢nog tkiva.
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6. ZAKLJUCCI

Ovo istrazivanje potvrdilo da zreli autologni hrskavi¢ni presadci uzgojeni iz hondrocita
hrskavice nosnog septuma omogucuju uspjeSnu regeneraciju kostano-hrskavi¢nih ostecenja
koljena na modelu ovce. Medutim, jednako uspje$na regeneracija postignuta je koriStenjem
nezrelih autolognih hrskavi¢nih presadaka uzgojenih iz hondrocita hrskavice nosnog septuma

te kolagenskom membranom Chondro-Gide.

e Uspjesno su izolirani hondrociti iz hrskavice nosne pregrade te upotrijebljeni za uzgoj
autolognih tkivnih presadaka

e Nakon izolacije i tijekom cijelog postupka umnazanja zadrazan je visok postotak
prezivljenja 1 visok potencijal umnaZanja hondrocita

e Potvrden je diferencijacijski potencijal hondrocita hrskavice nosne pregrade

e Utvrdena je razlika izmedu nezrelih (N-CAM) i zrelih (N-TEC) autolognih tkivnih
presadaka u prisutnosti glikozaminoglikana metodom magnetske rezonancije

e Histoloskim i molekularnim metodama utvrdena je razlika izmedu nezrelih (N-CAM) i
zrelin (N-TEC) autolognih tkivnih presadaka u ekspresiji gena i proteina specifi¢nih za
hrskavicu

e Nije utvrden utjecaj zrelosti tkivnih presadaka na regeneraciju kostano-hrskavi¢nih
oStecenja

e Potvrdena je regeneracija suphondralne kosti i hrskavice na pateli i trohleji 6 mjeseci
nakon primjene tkivnih presadaka i kolagenske membrane

e Sva tri presatka pokazala su regenerativni potencijal u lije¢enju kompleksnih kostano-

hrskavi¢nih oSte¢enja
Autologni tkivni presadci uzgojeni iz hondrocita hrskavice nosne pregrade i kolagenska

membrana Chondro-Gide mogu se koristiti u lijeCenju kompleksnih kostano-hrskavi¢nih

ostecenja kao §to su “kissing”-osteéenja patelofemoralnog zgloba.

84



7. LITERATURA

Acharya C, Yik JHN, Kishore A, Dinh VV, Cesare PE Di, Haudenschild DR (2014) Cartilage
oligomeric matrix protein and its binding partners in the cartilage extracellular matrix:
Interaction, regulation and role in chondrogenesis. Matrix Biol. 37: 102-111.

Anders S, Volz M, Frick H, Gellissen J (2013) A Randomized, Controlled Trial Comparing
Autologous Matrix-Induced Chondrogenesis (AMIC®) to Microfracture: Analysis of 1-
and 2-Year Follow-Up Data of 2 Centers. Open Orthop. J. 7: 133-143.

Andrish JT (2015) Biomechanics of the Patellofemoral Joint. Oper. Tech. Sports Med. 23:
62-67.

Archer CW, Francis-West P (2003) The chondrocyte. Int. J. Biochem. Cell Biol. 35: 401-404.

Arogen A, Loken S, Heir S, Alvik E, Ekeland A, Granlund OG, Engebretsen L (2004)
Articular Cartilage Lesions in 993 Consecutive Knee Arthroscopies. Am. J. Sports Med.
32: 211-215.

Astur DC, Arliani GG, Binz M, Astur N, Kaleka CC, Amaro JT, Pochini A, Cohen M (2014)
Autologous Osteochondral Transplantation for Treating Patellar Chondral Injuries. J. Bone
Jt. Surg. 96: 816-823.

Ateshian GA (2009) The role of interstitial fluid pressurization in articular cartilage
lubrication. J. Biomech. 42: 1163-76.

Athanasio AK, Darling ME, Hu CU, DuRaine DG, Reddi HA (2018) Articular Cartilage,
Second Edition. CRC Press,UK.

Barandun M, Iselin LD, Santini F, Pansini M, Scotti C, Baumhoer D, Bieri O, Studler U, Wirz
D, Haug M, Jakob M, Schaefer DJ, Martin I, Barbero A (2015) Generation and
characterization of osteochondral grafts with human nasal chondrocytes. J. Orthop. Res.
33:1111-11109.

Behrens P, Bitter T, Kurz B, Russlies M (2006) Matrix-associated autologous chondrocyte
transplantation/implantation (MACT/MACI)—>5-year follow-up. Knee 13: 194-202.

Bhosale AM, Richardson JB (2008) Articular cartilage: structure, injuries and review of
management. Br. Med. Bull. 87: 77-95.

Bleys RLAW, Popko M, Groot JWD, Huizing EH (2007) Histological structure of the nasal
cartilages and their perichondrial envelope. Il. The perichondrial envelope of the septal and
lobular cartilage. Rhinology 45: 153-7.

Borne MPJ, Raijmakers NJH, Vanlauwe J, Victor J, Jong SN, Bellemans J, Saris DBF (2007)
International Cartilage Repair Society (ICRS) and Oswestry macroscopic cartilage
evaluation scores validated for use in Autologous Chondrocyte Implantation (ACI) and
microfracture. Osteoarthr. Cartil. 15: 1397-1402.

Breevaart Bravenboer J, In der Maur CD, Bos PK, Feenstra L, Verhaar JA, Weinans H, Osch
GJ (2004) Improved cartilage integration and interfacial strength after enzymatic treatment
in a cartilage transplantation model. Arthritis Res. Ther. 6: R469.

Brittberg M, Lindahl A, Nilsson A, Ohlsson C, Isaksson O, Peterson L (1994) Treatment of
Deep Cartilage Defects in the Knee with Autologous Chondrocyte Transplantation. N.

85



Engl. J. Med. 331: 889-895.

Brittberg M, Recker D, llgenfritz J, Saris DBF (2018) Matrix-Applied Characterized
Autologous Cultured Chondrocytes Versus Microfracture: Five-Year Follow-up of a
Prospective Randomized Trial. Am. J. Sports Med. 46: 1343-1351.

Brittberg M, Tallheden T, Sjogren-Jansson B, Lindahl A, Peterson L (2001) Autologous
chondrocytes used for articular cartilage repair: an update. Clin. Orthop. Relat. Res. S337-
48.

Brophy RH, Wojahn RD, Lamplot JD (2017) Cartilage Restoration Techniques for the
Patellofemoral Joint. J. Am. Acad. Orthop. Surg. 25: 321-329.

Candrian C, Vonwil D, Barbero A, Bonacina E, Miot S, Farhadi J, Wirz D, Dickinson S,
Hollander A, Jakob M, Li Z, Alini M, Heberer M, Martin | (2008): Engineered cartilage
generated by nasal chondrocytes is responsive to physical forces resembling joint loading.
Arthritis Rheum. 58: 197-208.

Carballo CB, Nakagawa Y, Sekiya I, Rodeo SA (2017) Basic Science of Articular Cartilage.
Clin. Sports Med. 36: 413-425.

Cheng T, Maddox NC, Wong AW, Rahnama R, Kuo AC (2012) Comparison of Gene
Expression Patterns in Articular Cartilage and Dedifferentiated Articular Chondrocytes. J
Orthop Res 30: 234-245.

Cohen NP, Foster RJ, Mow VC (1998) Composition and Dynamics of Articular Cartilage:
Structure, Function and Maintaining Healthy State. J. Orthopadic Sport. Phys. Ther. 28:
203-215.

Crombrugghe B, Lefebvre V, Behringer RR, Bi W, Murakami S, Huang W (2000)
Transcriptional mechanisms of chondrocyte differentiation. Matrix Biol. 19: 389-94.

Cunha Cavalcanti FMM , Doca D, Cohen M, Ferretti M (2012) Updating on diagnosis and
treatment of chondral lesion of the knee. Rev. Bras. Ortop. 47: 12-20.

Davies RL, Kuiper NJ (2019) Regenerative Medicine: A Review of the Evolution of
Autologous Chondrocyte Implantation (ACI) Therapy. Bioeng. (Basel, Switzerland) 6: 22.

Demange MK, Minas T, Keudell A, Sodha S, Bryant T, Gomoll AH (2017) Intralesional
Osteophyte Regrowth Following Autologous Chondrocyte Implantation after Previous
Treatment with Marrow Stimulation Technique. Cartilage 8: 131-138.

Dhollander A, Moens K, Maas JV, Verdonk P, Almgvist KF, Victor J (2014) Treatment of
patellofemoral cartilage defects in the knee by autologous matrix-induced chondrogenesis
(AMIC. Acta Orthop. Belg. 80: 251-9.

Dieffenbach CW, Lowe TMJ, Dveksler GS (1993) General concepts for PCR primer design.
PCR Methods Appl. 3: 30-7.

Erggelet C, Vavken P (2016) Microfracture for the treatment of cartilage defects in the knee
joint - A golden standard? J. Clin. Orthop. trauma 7: 145-52.

Falah M, Nierenberg G, Soudry M, Hayden M, Volpin G (2010) Treatment of articular
cartilage lesions of the knee. Int. Orthop. 34: 621-30.

Farr J, Cole B. Dhawan A. Kercher J. Sherman S (2011) Clinical Cartilage Restoration:
Evolution and Overview. Clin. Orthop. Relat. Res. 469: 2696-2705.

86



Filardo G, Kon E, Perdisa F, Tetta C, Martino A, Marcacci M (2015) Arthroscopic
mosaicplasty: Long-term outcome and joint degeneration progression. Knee 22: 36—40.

Fortier LA, Barker JU, Strauss EJ, McCarrel TM, Cole BJ (2011) The role of growth factors
in cartilage repair. Clin. Orthop. Relat. Res. 469: 2706-15.

Fox AJS, Bedi A, Rodeo SA (2009) The Basic Science of Articular Cartilage: Structure,
Composition, and Function. Sports Health 1: 461.

Frisbie DD, Oxford JT, Southwood L, Trotter GW, Rodkey WG, Steadman JR, Goodnight JL,
Mcllwraith CW (2003) Early events in cartilage repair after subchondral bone
microfracture. Clin. Orthop. Relat. Res. 215-27.

Fulco I, Miot S, Haug MD, Barbero A, Wixmerten A, Feliciano S, Wolf F, Jundt G, Marsano
A, Farhadi J, Heberer M, Jakob M, Schaefer DJ, Martin | (2014) Engineered autologous
cartilage tissue for nasal reconstruction after tumour resection: An observational first-in-
human trial. Lancet 384: 337—-346.

Fulkerson JP, Shea KP (1990) Disorders of patellofemoral alignment. J. Bone Joint Surg. Am.
72:1424-9.

Garza-Veloz |, Romero-Diaz VJ, Martinez-Fierro ML, Marino-Martinez 1A, Gonzalez-
Rodriguez M, Martinez-Rodriguez HG, Espinoza-Juarez MA, Bernal-Garza DA, Ortiz-
Lopez R, Rojas-Martinez A (2013) Analyses of chondrogenic induction of adipose
mesenchymal stem cells by combined co-stimulation mediated by adenoviral gene transfer.
Arthritis Res. Ther. 15: R80.

Gersoff W (2011) Bone Marrow Stimulating Techniques: Drilling, Abrasion Arthroplasty,
and Microfracture. Cartil. Surg. 27-32.

Giannoni P, Cancedda R (2006) Articular Chondrocyte Culturing for Cell-Based Cartilage
Repair: Needs and Perspectives. Cells Tissues Organs 184: 1-15.

Gille J, Behrens P, Schulz AP, Oheim R, Kienast B (2016) Matrix-Associated Autologous
Chondrocyte Implantation: A Clinical Follow-Up at 15 Years. Cartilage 7: 309-15.

Gille J, Behrens P, Volpi P, Girolamo L, Reiss E, Zoch W, Anders S (2013) Outcome of
Autologous Matrix Induced Chondrogenesis (AMIC) in cartilage knee surgery: data of the
AMIC Registry. Arch. Orthop. Trauma Surg. 133: 87-93.

Goebel L, Orth P, Miiller A, Zurakowski D, Biicker A, Cucchiarini M, Pape D, Madry H
(2012) Experimental scoring systems for macroscopic articular cartilage repair correlate
with the MOCART score assessed by a high-field MRI at 9.4 T — comparative evaluation
of five macroscopic scoring systems in a large animal cartilage defect model. Osteoarthr.
Cartil. 20: 1046-1055.

Goldring MB (2012) Articular cartilage degradation in osteoarthritis. HSS J. 8: 7-9.

Goyal D, Goyal A, Keyhani S, Lee EH, Hui JHP (2013) Evidence-Based Status of Second-
and Third-Generation Autologous Chondrocyte Implantation Over First Generation: A
Systematic Review of Level I and Il Studies. Arthrosc. J. Arthrosc. Relat. Surg. 29: 1872—
1878.

Grigore ME (2017) Biomaterials for Cartilage Tissue Engineering. J. Tissue Sci. Eng. 08: 1-
6.

Guermazi A, Hayashi D, Roemer FW, Niu J, Quinn EK, Crema MD, Nevitt MC, Torner J,

87



Lewis CE, Felson DT (2017) Brief Report: Partial- and Full-Thickness Focal Cartilage
Defects Contribute Equally to Development of New Cartilage Damage in Knee
Osteoarthritis: The Multicenter Osteoarthritis Study. Arthritis Rheumatol. (Hoboken, N.J.)
69: 560-564.

Haudenschild DR, Chen J, Pang N, Steklov N, Grogan SP, Lotz MK, D’Lima DD (2011)
Vimentin contributes to changes in chondrocyte stiffness in osteoarthritis. J. Orthop. Res.
29: 20-5.

He Y, Urik Brndt-Hansena N, Wang J, Su D, Zheng Q, Simonsen O, Petersen K, Karsdal M,
Bay-Jensena AC (2013) Chondrocyte hypertrophy, measured by the secretion of collagen
type X, is a hallmark of pathological changes in osteoarthritis. Osteoarthr. Cartil. 21: S77.

Hellingman CA, Verwiel ETP, Slagt I, Koevoet W, Poublon RML, Nolst-Trenité GJ, Jong
RJB, Jahr H, Osch GJVM (2011) Differences in Cartilage-Forming Capacity of Expanded
Human Chondrocytes from Ear and Nose and Their Gene Expression Profiles. Cell
Transplant. 20: 925-940.

Henderson JH, Welter JF, Mansour JM, Niyibizi C, Caplan Al, Dennis JE (2007) Cartilage
Tissue Engineering for Laryngotracheal Reconstruction: Comparison of Chondrocytes
from Three Anatomic Locations in the Rabbit. Tissue Eng. 13: 843-853.

Hino K, Saito A, Kido M, Kanemoto S, Asada R, Takai T, Cui M, Cui X, Imaizumi K (2014)
Master regulator for chondrogenesis, Sox9, regulates transcriptional activation of the
endoplasmic reticulum stress transducer BBF2H7/CREB3L2 in chondrocytes. J. Biol.
Chem. 289: 13810-20.

Hissnauer TN, Baranowsky A, Pestka JM, Streichert T, Wiegandt K, Goepfert C, Beil FT,
Albers J, Schulze J, Ueblacker P, Petersen JP, Schinke T, Meenen NM, Portner R, Amling
M (2010) Identification of molecular markers for articular cartilage. Osteoarthr. Cartil. 18:
1630-1638.

Hjelle K, Solheim E, Strand T, Muri R, Brittberg M (2002) Articular cartilage defects in
1,000 knee arthroscopies. Arthrosc. J. Arthrosc. Relat. Surg. 18: 730-734.

Homicz MR, McGowan KB, Lottman LM, Beh G, Sah RL, Watson D (2003) A
compositional analysis of human nasal septal cartilage. Arch. Facial Plast. Surg. 5: 53-8.

Hu JCY, Athanasiou KA (2003) Structure and Function of Articular Cartilage. Handb. Histol.
Methods Bone Cartil. 73-95.

Hurtig MB, Buschmann MD, Fortier LA, Hoemann CD, Hunziker EB, Jurvelin JS, Mainil-
Varlet P, Mcllwraith CW, Sah RL, Whiteside RA (2011) Preclinical Studies for Cartilage
Repair: Recommendations from the International Cartilage Repair Society. Cartilage 2:
137-52.

Hwang SM, Lim O, Hwang MK, Kim MW, Lee JS (2016) The Clinical Analysis of the Nasal
Septal Cartilage by Measurement Using Computed Tomography. Arch. craniofacial Surg.
17: 140-145.

Isogai N, Kusuhara H, Ikada Y, Ohtani H, Jacquet R, Hillyer J, Lowder E, Landis WJ (2006)
Comparison of Different Chondrocytes for Use in Tissue Engineering of Cartilage Model
Structures. Tissue Eng. 12: 691-703.

Jacobi M, Villa V, Magnussen RA, Neyret P (2011) MACI - a new era? Sports Med.
Arthrosc. Rehabil. Ther. Technol. 3: 10.

88



Jansen IDC, Hollander AP, Buttle DJ, Everts V (2010) Type Il and VI collagen in nasal and
articular cartilage and the effect of IL-1a on the distribution of these collagens. J. Mol.
Histol. 41: 9.

Jin CZ, Cho JH, Choi BH, Wang LM, Kim MS, Park SR, Yoon JH, Yun JH, Oh HJ, Min BH
(2011) The maturity of tissue-engineered cartilage in vitro affects the repairability for
osteochondral defect. Tissue Eng. Part A 17: 3057-65.

Johnstone B, Alini M, Cucchiarini M, Dodge GR, Eglin D, Guilak F, Madry H, Mata A,
Mauck RL, Semino CE, Stoddart MJ (2013) Tissue engineering for articular cartilage
repair--the state of the art. Eur. Cell. Mater. 25: 248-67.

Jullien N (2013) AmplifX 1.6.1. at <https://inp.univ-amu.fr/en/amplifx-manage-test-and-
design-your-primers-for-pcr>.

Kaps C, Frauenschuh S, Endres M, Ringe J, Haisch A, Lauber J, Buer J, Krenn V, Haupl T,
Burmester G, Sittinger M (2006) Gene expression profiling of human articular cartilage
grafts generated by tissue engineering. Biomaterials 27: 3617-30.

Karsdal M (2016) Biochemistry of collagens, laminins and elastin: structure, function and
biomarkers. Academia Press, Belgium

Karuppal R (2017) Current concepts in the articular cartilage repair and regeneration. J.
Orthop. 14: Al.

Kehr P (2015) James P. Stannard, James L. Cook, Jack Farr (ed.): Articular cartilage injury of
the knee: basic science to surgical repair. Eur. J. Orthop. Surg. Traumatol. 25: 1217-1217.

Kessler MW, Grande DA (2008) Tissue engineering and cartilage. Organogenesis 4: 28-32.

Kielty CM, Kwan APL, Holmes DF, Schor SL, Grant ME (1985) Type X collagen, a product
of hypertrophic chondrocytes. Biochem. J. 227: 545-554.

Knudson W, Loeser RF (2002) CD44 and integrin matrix receptors participate in cartilage
homeostasis. Cell. Mol. Life Sci. 59: 36-44.

Kojima K, Bonassar LJ, Roy AK, Mizuno H, Cortiella J, Vacanti CA (2003) A composite
tissue-engineered trachea using sheep nasal chondrocyte and epithelial cells. FASEB J. 17:
823-828.

Kojima K, Bonassar LJ, Roy AK, Vacanti CA, Cortiella J (2002): Autologous tissue-
engineered trachea with sheep nasal chondrocytes. J. Thorac. Cardiovasc. Surg. 123: 1177—
1184.

Kristjansson B, Honsawek S (2017) Mesenchymal stem cells for cartilage regeneration in
osteoarthritis. World J. Orthop. 8: 674-680.

Langer R, Vacanti JP (1993) Tissue engineering. Science 260: 920-6.

LaPrade CM, Rasmussen MT, LaPrade RF (2014) Anatomy of the patellofemoral joint.
Patellofemoral Jt. Athl. Springer-Verlag New York, SAD

Lasanianos NG, Kanakaris NK (2015) Chondral Lesions. Trauma Orthop. Classif. 501-504.
Lattermann C, Luckett MR (2011) Staging and comorbidities. J. Knee Surg. 24: 217-24.

Law AMK, Yin JXM, Castillo L, Young AlJ, Piggin C, Rogers S, Caldon CE, Burgess A,
Millar EKA, O’Toole SA, Gallego-Ortega D, Ormandy CJ, Oakes SR (2017) Andy’s

89



Algorithms: new automated digital image analysis pipelines for FIJI. Sci. Rep. 7: 15717.

Lee WY, Wang B (2017) Cartilage repair by mesenchymal stem cells: Clinical trial update
and perspectives. J. Orthop. Transl. 9: 76-88.

Lee Y, Choi J, Hwang NS (2018) Regulation of lubricin for functional cartilage tissue
regeneration: a review. Biomater. Res. 22: 9.

Legovi¢ D, Gulan G, Santi¢ V, Tudor A, Prpi¢ T (2003): Osteéenja zglobne hrskavice i
njihovo zbrinjavanje. Medicina (B. Aires). 40: 122-130.

Liu Y, Zhou G, Cao Y (2017) Recent Progress in Cartilage Tissue Engineering - Our
Experience and Future Directions. Engineering 3: 28-35.

Lopez O, Amrami KK, Manduca A, Ehman RL (2008) Characterization of the dynamic shear
properties of hyaline cartilage using high-frequency dynamic MR elastography. Magn.
Reson. Med. 59: 356-364.

Lorenzo P, Bayliss MT, Heinegard D (1998) A Novel Cartilage Protein (CILP) Present in the
Mid-zone of Human Articular Cartilage Increases with Age. J. Biol. Chem. 273: 23463—
23468.

Loudon JK (2016) Biomechanics and pathomechanics of the patellofemoral joint. Int. J.
Sports Phys. Ther. 11: 820.

Lu XL, Mow VC (2008) Biomechanics of Articular Cartilage and Determination of Material
Properties. Med. Sci. Sport. Exerc. 40: 193-199.

Madry H, Ochi M, Cucchiarini M, Pape D, Seil R (2015) Large animal models in
experimental knee sports surgery: focus on clinical translation. J. Exp. Orthop. 2: 9.

Mainil-Varlet P, Damme B, Nesic D, Knutsen G, Kandel R, Roberts S (2010) A new
histology scoring system for the assessment of the quality of human cartilage repair: ICRS
I1. Am. J. Sports Med. 38: 880-890.

Marlovits S, Zeller P, Singer P, Resinger C, Vécsei V (2006) Cartilage repair: Generations of
autologous chondrocyte transplantation. Eur. J. Radiol. 57: 24-31.

McCarthy HS, Roberts S (2013) A histological comparison of the repair tissue formed when

using either Chondrogide® or periosteum during autologous chondrocyte implantation.
Osteoarthr. Cartil. 21: 2048—-2057.

Menche DS, Pitman MI, Peterson L (1986): Experimental model for chondrocyte
transplantation in rabbits. Surg. Arthrosc. Knee 54-54.

Merkely G, Ackermann J, Lattermann C (2018) Articular Cartilage Defects: Incidence,
Diagnosis, and Natural History. Oper. Tech. Sports Med. 26: 156-161.

Mescher A (2016) Junqueira Basic Histology, Text and Atlas, 14th Edition. McGraw-Hill
Educ., SAD.

Mirza MZ, Swenson RD, Lynch SA (2015) Knee cartilage defect: marrow stimulating
techniques. Curr. Rev. Musculoskelet. Med. 8: 451-6.

Mow VC, Gibbs MC, Lai WM, Zhu WB, Athanasiou KA (1989) Biphasic indentation of
articular cartilage. A numerical algorithm and an experimental study. J. Biomech. 22: 853—
61.

90



Mowlavi A, Masouem S, Kalkanis J, Guyuron B (2006) Septal Cartilage Defined:
Implications for Nasal Dynamics and Rhinoplasty. Plast. Reconstr. Surg. 117: 2171-2174.

Mumme M, Barbero A, Miot S, Wixmerten A, Feliciano S, Wolf F, Asnaghi AM, Baumhoer
D, Bieri O, Kretzschmar M, Pagenstert G, Haug M, Schaefer DJ, Martin I, Jakob M
(2016a): Nasal chondrocyte-based engineered autologous cartilage tissue for repair of
articular cartilage defects: an observational first-in-human trial. Lancet 388: 1985-1994.

Mumme M, Steinitz A, Nuss KM, Klein K, Feliciano S, Kronen P, Jakob M, Rechenberg B,
Martin I, Barbero A, Pelttari K (2016b) Regenerative Potential of Tissue-Engineered Nasal
Chondrocytes in Goat Articular Cartilage Defects. Tissue Eng. Part A 22: 1286-1295.

Murray CJL, Vos T, Lozano R, Naghavi M, Flaxman AD, Michaud C, Ezzati M, Shibuya K,
... Lopez AD (2012) Disability-adjusted life years (DALYS) for 291 diseases and injuries
in 21 regions, 1990-2010: a systematic analysis for the Global Burden of Disease Study
2010. Lancet 380: 2197-2223.

Murray IR, Benke MT, Mandelbaum BR (2016) Management of knee articular cartilage
injuries in athletes: chondroprotection, chondrofacilitation, and resurfacing. Knee Surgery,
Sport. Traumatol. Arthrosc. 24: 1617-1626.

Narcisi R, Cleary MA, Sivasubramaniyan K, Brama PAJ, Osch GJVM (2017) MSC
Populations for Cartilage Regeneration. Cartilage 35-57.

Negrin L, Kutscha-Lissberg F, Gartlehner G, Vecsei V (2012) Clinical outcome after
microfracture of the knee: a meta-analysis of before/after-data of controlled studies. Int.
Orthop. 36: 43-50.

Nerlich AG, Kirsch T, Wiest I, Betz P, Mark K (1992) Localization of collagen X in human
fetal and juvenile articular cartilage and bone. Histochemistry 98: 275-281.

Neuman MK, Briggs KK, Masuda K, Sah RL, Watson D (2013) A compositional analysis of
cadaveric human nasal septal cartilage. Laryngoscope 123: 2120-2124.

Niemeyer P, Albrecht D, Andereya S, Angele P, Ateschrang A, Aurich M, Baumann M,
Bosch U, Erggelet C, Fickert S, Gebhard H, Gelse K, Giinther D, Hoburg A, Kasten P,
Kolombe T, Madry H, Marlovits S, Meenen NM, Miiller PE, N6th U, Petersen JP,
Pietschmann M, Richter W, Rolauffs B, Rhunau K, Schewe B, Steinert A, Steinwachs MR,
Welsch GH, Zinser W, Fritz J (2016) Autologous chondrocyte implantation (ACI) for
cartilage defects of the knee: A guideline by the working group “Clinical Tissue
Regeneration” of the German Society of Orthopaedics and Trauma (DGOU). Knee 23:
426-435.

Nikoli¢ V, Hudec M (2011) Principi biomehanike. Medicinska biblioteka, Zagreb, Hrvatska.

Noyes FR, Barber-Westin SD (2016) Meniscus Transplantation: Diagnosis, Operative
Techniques, and Clinical Outcomes. Noyes’ Knee Disord. Surgery, Rehabil. Clin.
Outcomes 719-759.

Obradovic B, Martin I, Padera RF, Treppo S, Freed LE, Vunjak-Navakovic G (2001)
Integration of engineered cartilage. J. Orthop. Res. 19: 1089-1097.

Ossendorf C, Steinwachs MR, Kreuz PC, Osterhoff G, Lahm A, Ducommun PP, Erggelet C
(2011) Autologous chondrocyte implantation (ACI) for the treatment of large and complex
cartilage lesions of the knee. Sports Med. Arthrosc. Rehabil. Ther. Technol. 3: 11.

91



Pelttari K, Mumme M, Barbero A, Martin | (2017): Nasal chondrocytes as a neural crest-
derived cell source for regenerative medicine. Curr. Opin. Biotechnol. 47: 1-6.

Pelttari K, Pippenger B, Mumme M, Feliciano S, Scotti C, Mainil-Varlet P, Procino A,
Rechenberg B, Schwamborn T, Jakob M, Cillo C, Barbero A, Martin | (2014) Adult
human neural crest-derived cells for articular cartilage repair. Sci. Transl. Med. 6.

Pinkowsky GJ, Farr J (2016) Considerations in Evaluating Treatment Options for
Patellofemoral Cartilage Pathology. Sports Med. Arthrosc. 24: 92-97.

Poole AR, Kojima T, Yasuda T, Mwale F, Kobayashi M, Laverty S (2001) Composition and
structure of articular cartilage: a template for tissue repair. Clin. Orthop. Relat. Res. S26-
33.

Powers CM, Souza RB, Fulkerson JP (2016) Patellofemoral Joint. Pathol. Interv.
Musculoskelet. Rehabil. 798-835.

Quarto R, Dozin B, Bonaldo P, Cancedda R, Colombatti A (1993) Type VI collagen
expression is upregulated in the early events of chondrocyte differentiation. Development
117: 245-51.

Redman SN, Oldfield SF, Archer CW (2005) Current strategies for articular cartilage repair.
Eur. Cell. Mater. 9: 23-32; discussion 23-32.

Richter DL, Schenck RC, Wascher DC, Treme G, Treme G (2016) Knee Articular Cartilage
Repair and Restoration Techniques: A Review of the Literature. Sports Health 8: 153-60.

Ridley TJ, Rud CT, Macalena JA (2017) Patellofemoral Articulating Osteochondral (Kissing)
Lesion Treated with Autologous Chondrocyte Implantation: A Case Report. J. Orthop. case
reports 7: 41-44,

Robi K, Jakob N, Matevz K, Matjaz V (2013) The Physiology of Sports Injuries and Repair
Processes. Curr. Issues Sport. Exerc. Med. .

Ross M, Pawlina W (2010) Cartilage. Histol. A Text Atlas with Correl. Cell Mol. Biol. 218-
253, 6th edition, Lippincott Williams & Wilkins, SAD

Rotter N, Bonassar LJ, Tobias G, Lebl M, Roy AK, Vacanti CA (2001) Age dependence of
cellular properties of human septal cartilage: implications for tissue engineering. Arch.
Otolaryngol. Head. Neck Surg. 127: 1248-52.

Ruettger A, Neumann S, Wiederanders B, Huber R (2010) Comparison of different methods
for preparation and characterization of total RNA from cartilage samples to uncover
osteoarthritis in vivo. BMC Res. Notes 3: 7.

Savkovic V, Li H, Seon JK, Hacker M, Franz S, Simon JC (2014) Mesenchymal stem cells in
cartilage regeneration. Curr. Stem Cell Res. Ther. 9: 469-88.

Schipani E, Ryan HE, Didrickson S, Kobayashi T, Knight M, Johnson RS (2001) Hypoxia in
cartilage: HIF-1alpha is essential for chondrocyte growth arrest and survival. Genes Dev.
15: 2865-76.

Schmidt TA, Schumacher BL, Klein TJ, Voegtline MS, Sah RL (2004) Synthesis of
Proteoglycan 4 by Chondrocyte Subpopulations in Cartilage Explants, Monolayer
Cultures, and Resurfaced Cartilage Cultures. Arthritis Rheum. 50: 2849-2857.

Schnabel M, Marlovits S, Eckhoff G, Fichtel I, Gotzen L, Vécsei V, Schlegel J (2002)

92



Dedifferentiation-associated changes in morphology and gene expression in primary
human articular chondrocytes in cell culture. Osteoarthr. Cartil. 10: 62—70.

Schrobback K, Malda J, Crawford RW, Upton Z, Leavesley DI, Klein TJ (2012) Effects of
oxygen on zonal marker expression in human articular chondrocytes. Tissue Eng. Part A
18: 920-33.

Schulze-Tanzil G (2009) Activation and dedifferentiation of chondrocytes: Implications in
cartilage injury and repair. Ann. Anat. - Anat. Anzeiger 191: 325-338.

Shao X, Duncan NA, Lin L, Fu X, Zhang J, Yu C (2013) Serum-free media for articular
chondrocytes in vitro expansion. Chin. Med. J. (Engl). 126: 2523-9.

Sherman SL, Thomas DM, Farr Il J (2018) Chondral and osteochondral lesions in the
patellofemoral joint: when and how to manage. Ann. Jt. 3: 53-53.

Smeriglio P, Dhulipala L, Lai JH, Goodman SB, Dragoo JL, Smith RL, Maloney WJ, Yang F,
Bhutani N (2015) Collagen VI enhances cartilage tissue generation by stimulating
chondrocyte proliferation. Tissue Eng. Part A 21: 840-9.

Som PM, Naidich TP (2013) Illustrated Review of the Embryology and Development of the
Facial Region, Part 1: Early Face and Lateral Nasal Cavities. Am. J. Neuroradiol. 34:
2233-2240.

Sophia Fox AJ, Bedi A, Rodeo SA (2009) The basic science of articular cartilage: structure,
composition, and function. Sports Health 1: 461-8.

Steadman JR, Rodkey WG, Briggs KK (2010) Microfracture: Its History and Experience of
the Developing Surgeon. Cartilage 1: 78.

Steinwachs M, Kreuz PC (2007) Autologous chondrocyte implantation in chondral defects of
the knee with a type I/111 collagen membrane: a prospective study with a 3-year follow-up.
Arthroscopy 23: 381-7.

Stewart MC, Saunders KM, Burton-Wurster N, Macleod JN (2000) Phenotypic Stability of
Articular Chondrocytes In Vitro: The Effects of Culture Models, Bone Morphogenetic
Protein 2, and Serum Supplementation. J. Bone Miner. Res. 15: 166-174.

Stockwell RA (1971) The interrelationship of cell density and cartilage thickness in
mammalian articular cartilage. J. Anat. 109: 411-21.

Strauss EJ, Galos DK (2013) The evaluation and management of cartilage lesions affecting
the patellofemoral joint. Curr. Rev. Musculoskelet. Med. 6: 141-9.

Strober W (2001) Trypan Blue Exclusion Test of Cell Viability. Curr. Protoc. Immunol.
Appendix 3: Appendix 3B.

Temenoff JS, Mikos AG (2000) Review: tissue engineering for regeneration of articular
cartilage. Biomaterials 21: 431-440.

Tetteh ES, Bajaj S, Ghodadra NS, Cole BJ (2012) The Basic Science and Surgical Treatment
Options for Articular Cartilage Injuries of the Knee. J. Orthop. Sport. Phys. Ther. 42: 243—
253.

Tiderius CJ, Svensson J, Leander P, Ola T, Dahlberg L (2004) dGEMRIC (delayed
gadolinium-enhanced MRI of cartilage) indicates adaptive capacity of human knee
cartilage. Magn. Reson. Med. 51: 286—-290.

93



Twu CW, Reuther MS, Briggs KK, Sah RL, Masuda K, Watson D (2014) Effect of oxygen
tension on tissue-engineered human nasal septal chondrocytes. Allergy Rhinol.
(Providence). 5: 125-31.

Vasiliadis HS, Lindahl A, Georgoulis AD, Peterson L (2011) Malalignment and cartilage
lesions in the patellofemoral joint treated with autologous chondrocyte implantation. Knee
Surgery, Sport. Traumatol. Arthrosc. 19: 452-457.

Vedicherla S, Buckley CT (2017) Rapid Chondrocyte Isolation for Tissue Engineering
Applications: The Effect of Enzyme Concentration and Temporal Exposure on the Matrix
Forming Capacity of Nasal Derived Chondrocytes. Biomed Res. Int. 2017: 2395138.

Vijayan S, Bentley G (2015) Combined autologous chondrocyte implantation (ACI) and
mosaicplasty for "Kissing” osteochondral defects of the patellofemoral joint. Int. J. Orthop.
Sci. 1: 6-8.

Vinatier C, Bouffi C, Merceron C, Gordeladze J, Brondello JM, Jorgensen C, Weiss P,
Guicheux J, Noél D (2009) Cartilage tissue engineering: towards a biomaterial-assisted
mesenchymal stem cell therapy. Curr. Stem Cell Res. Ther. 4: 318-29.

Vogel B, Siebert H, Hofmann U, Frantz S (2015) Determination of collagen content within
picrosirius red stained paraffin-embedded tissue sections using fluorescence microscopy.
MethodsX 2: 124-34.

Walsh WR, Walton M, Bruce W, Yu Y, Gillies RM, Svehla M (2003) Cell Structure and
Biology of Bone and Cartilage. Handb. Histol. Methods Bone Cartil. 35-58.

Wiberg C, Klatt AR, Wagener R, Paulsson M, Bateman JF, Heinegérd D, Morgelin M (2003)
Complexes of Matrilin-1 and Biglycan or Decorin Connect Collagen VI Microfibrils to
Both Collagen Il and Aggrecan. J. Biol. Chem. 278: 37698-37704.

Wilusz RE, Sanchez-Adams J, Guilak F (2014) The structure and function of the pericellular
matrix of articular cartilage. Matrix Biol. 39: 25-32.

Wolff D. (2007): Osteoarthritis. Ref. Modul. Biomed. Sci. 1-12.

Xing D, Chen J, Yang J, Heng BC, Ge Z, Lin J (2016) Perspectives on Animal Models
Utilized for the Research and Development of Regenerative Therapies for Articular
Cartilage. Curr. Mol. Biol. Reports 2: 90-100.

Y Z, Garciadiego-Czares D, Parra- Cid C, Aguilar-Gaytn R, Velasquillo C, Ibarra C, Castro
Carmo JS (2013) Cartilage Tissue Engineering: The Role of Extracellular Matrix (ECM)
and Novel Strategies. Regen. Med. Tissue Eng. .

Zanon G, Vico GD, Marullo M (2014) Osteochondritis dissecans of the knee. Joints 2: 29-36.

Zelenski NA, Leddy HA, Sanchez-Adams J, Zhang J, Bonaldo P, Liedtke W, Guilak F (2015)
Type VI Collagen Regulates Pericellular Matrix Properties, Chondrocyte Swelling, and
Mechanotransduction in Mouse Articular Cartilage. Arthritis Rheumatol. 67: 1286-1294.

Zhang C, Cai Y, Lin X (2016) One-Step Cartilage Repair Technique as a Next Generation of
Cell Therapy for Cartilage Defects: Biological Characteristics, Preclinical Application,
Surgical Techniques, and Clinical Developments. Arthrosc. J. Arthrosc. Relat. Surg. 32:
1444-1450.

Zhang L, Hu J, Athanasiou KA (2009) The role of tissue engineering in articular cartilage
repair and regeneration. Crit. Rev. Biomed. Eng. 37: 1-57.

94



Zhang Z (2015) Chondrons and the Pericellular Matrix of Chondrocytes. Tissue Eng. Part B
Rev. 21: 267-277.

95



8. POPIS KRATICA

3,3’ DAB — 3,3’ diaminobenzidintetrahidroklorid, od engl. 3,3'-diaminobenzidine
tetrahydrochloride

AGG — agrekan, od engl. aggrecan

ACI — autologna transplantacija hondrocita, od engl. autolougous chondrocyte implantation

AMIC - matriksom potpomognuta autologna hondrogeneza, od engl. autologous matrix
induced chondrogenesis)

bFGF — bazni fibroblastni faktor rasta, od engl. basic fibroblast growth factor

BMP — kostani morfogenetski protein, od engl. bone morfogenic protein

BW —sirina frekvencijskog pojasa prijamnika, od engl. bandwidth

CcDNA — komplementarna DNA, od engl. complementary DNA

CILP — hrskavi¢ni protein prijelazne zone, od engl. cartilage intermediate-layer protein

COL1 - kolagen tipa I, od engl. collagen type |

COL2 — kolagen tipa Il, od engl. collagen type Il

COLX — kolagen tipa X, od engl. collagen type X

COMP - hrskavi¢ni oligomeriéni protein matriksa, od engl. cartilage oligomeric matrix
protein

DEPC — dietilpirokarbonat, od engl. diethyl pyrocarbonate

dGEMRIC —-MR-oslikavanje hrskavice osnazeno kontrastnim sredstvom, od engl. delayed
gadolinium-enhanced MRI of cartilage

GLP — Dobra laboratorijska praksa, od engl. Good Laboratory Practice

DMEM — Dulbeccova modifikacija Eaglovog medija, Cesto koriSteni medij za stani¢ne
kulture sisavaca, od engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMSO - dimetil-sulfoksid, od engl. dimetyl sulfoxide

DNaze | — deoksiribonukleaza I, od engl. deoxyribonuclease |

dNTP — deoksiribonukleotid trifosfat, od engl. deoxynucleoside triphosphate

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina, od engl. ethylenediaminetetraacetic acid

FBS — fetalni govedi serum, od engl. fetal bovine serum

FCF — zelena kontrastna boja za Safranin O bojenje, od engl. Fast Green FCF

FGF-2 — faktor rasta fibroblasta - 2, od engl. fibroblast growth factor-2

FOV - veli¢ina vidnog polja, od engl. field of view

GAG - glikozaminoglikan, od engl. glycosaminoglycan
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GAPDH - gliceraldehid-3-fosfatna dehidrogenaza, od engl. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase

Gd-DTPA? — gadolinijum dipenoatatna kiselina, kontrastno sredstvo za MR, od engl.
gadopentetate dimeglumine

GLUT - glukozni transportni protein, od engl. glucose transporter protein

HE — hemalaun-eozin

HEPES — pufer za odrzavanje pH otopine, od engl. hydroxyethyl piperazineethanesulfonic
acid

HGF —faktor rasta hepatocita, od engl. hepatocyte growth factor

HIF-1a — faktor za indukciju hipoksije -1-a, od engl. hypoxia-inducible factor-1-alpha

HRP — peroksidaza hrena, od engl. horseradish peroxidase

ICRS — Medunarodno drustvo za obnovu hrskavice, od engl. International Cartilage Repair
Society

IGF-1 — faktor rasta nalik inzulinu -1, od engl. insulin-like growth factor 1

MACI — matriksom potpomognuta autologna transplantacija hondrocita, od engl. matrix-
induced autologous chondrocyte

MRI —magnetska rezonancija, od engl. magnetic resonace imaging

MSC — mezenhimalne mati¢ne stanice, od engl. mesenchymal stem cells

N-CAM - nezreli tkivni presadak, od engl. nasal chondrocyte cell activated matrix

N-TEC - zreli tkivni presadak, od engl. nasal chondrocyte tissue engineered cartilage graft

PBS — fosfatni pufer, od engl. phosphate-buffered saline

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

PFA — paraformaldehid, od engl. paraformaldehyde

PGA - poliglikolna kiselina, od engl. polyglycolic acid

PLLA — poli(L-lakti¢na) kiselina, od engl. poly-L-lactic acid

PM — pericelularni matriks, od engl. pericellular matrix

PRG4 - proteoglikan 4, od engl. proteoglycan 4

PU — poliuretan, od engl. polyurethane

gRT-PCR — kvantitativna lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu, od engl.
quantitative real time polymerase chain reaction

RARE - od engl. rapid imaging with refocused echo

ROI — podrucje od interesa, od engl. region of interest

RT — reverzna transkripcija, od engl. reverse transcription
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SD - standardna devijacija, od engl. standard deviation

SOX9 — transkripcijski faktor za odredivanje spola, od engl. sex-determining region Y (SRY)-
box-9

TE — vrijeme odjeka, od engl. echo time

TGF-p — transformirajuci faktor rasta B, od engl. transforming growth factor

Tm — temperatura mekSanja, od engl. melting temperature

TR — vrijeme ponavljanja, od engl. repetition time

VEGF — vaskularni endotelni faktor rasta, od engl. vascular endothelial growth factor
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