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1. UVOD 
 

Zglobna hrskavica ima slab regenerativni kapacitet (Zhang i sur. 2009) te kada se 

jednom ošteti teško dolazi do obnove njezine strukture, funkcija i biomehaničkih svojstava 

(Merkely i sur. 2018). Oštećenja zglobne hrskavice su česta u populaciji i javljaju se kod 60 

% pacijenata koji pristupe postupku artroskopije. Od toga, samo 11 % otkrivenih hrskavičnih 

oštećenja mogu se liječiti danas dostupnim kirurškim tehnikama (Åroøen i sur. 2004). Samo u 

SAD-u se godišnje otkrije oštećenje hrskavice koljena kod oko 900 000 ljudi te se obavi oko 

200 000 operacijskih postupaka za njihovo liječenje (Farr i sur. 2011). Ukoliko se oštećenje 

hrskavice ne liječi dolazi do njegovog širenja te se potencijalnog oštećenja okolnih koštanih 

struktura koje na kraju mogu rezultirati razvojem osteoartritisa (Guermazi i sur. 2017). 

Hrskavična i koštano-hrskavična oštećenja često se javljaju u području patelofemoralnog 

zgloba čija kompleksna morfologija i biomehanika otežava njihovo liječenje (Strauss i Galos 

2013). Osobito teška za liječenje i označena kao predosteoartritična oštećenja koja se nalaze u 

zglobu jedno nasuprot drugome nazivamo ˝kissing˝-oštećenja. Do danas nije još razvijena 

terapija za liječenje ovakih kompleksnih tipova hrskavičnih ili koštano-hrskavičnih oštećenja.  

Ovaj doktorski rad pokušat će odgovoriti na pitanje mogu li se kompleksna, 

predosteoartrična i još neizlječiva koštano-hrskavična ˝kissing˝-oštećenja liječiti 

transplantacijom autolognih hrskavičnih presadaka uzgojenih iz hondrocita hrskavice nosne 

pregrade. Kako bi se odgovorilo na to pitanje, provedeno je istraživanje na velikom 

životinjskom modelu. U istraživanju je korišten model akutnih koštano-hrskavičnih oštećenja 

na pateli i trohleji patelofemoralnog zgloba kako bi se imitiralo ˝kissing˝-oštećenje. Za 

liječenje oštećenja korišteni su nezreli i zreli autologni hrskavični presadci uzgojeni iz 

hondrocita nosne pregrade te kolagenska membrana Chondro-Gide. Uzgojeni tkivni presadci 

analizirani su histološkim i molekularnim metodama. Promatrano je cijeljenje koštano-

hrskavičnih oštećenja 6 tjedana i 6 mjeseci nakon transplantacije tkivnih presadaka i 

kolagenske membrane na mjesta oštećenja. U usporedbi sa dosadašnjim metodama koje se 

koriste u kliničkoj ortopediji, inovacija ovog istraživanja je primjena novog izvora stanica 

(hondrocita hrskavice nosne pregrade) za regeneraciju kompleksnih koštano-hrskavičnih 

˝kissing˝-oštećenja. Također, s obzirom na različita svojstva zrelih i nezrelih autolognih 

hrskavičnih presadaka, pokušat će se utvrditi utječe li zrelost tkiva na uspješnost same 

regeneracije hrskavice. Ovo istraživanje korak je prema translaciji navedenog postupka u 

kliničku praksu.  
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Opća hipoteza doktorske disertacije je da zreli autologni hrskavični presadci uzgojeni iz 

hondrocita hrskavice nosnog septuma omogućuju uspješniju regeneraciju koštano-hrskavičnih 

oštećenja koljena na modelu ovce u usporedbi sa nezrelim hrskavičnim presadcima i 

kolagenskom membranom.    

 

Opći cilj doktorske disertacije je analizirati kvalitetu autolognih tkivnih presadaka 

uzgojenih iz hondrocita hrskavice nosne pregrade i okarakterizirati svojstva tkiva nastalog na 

mjestu oštećenja nakon liječenja. 

 

Specifični ciljevi su:  

 

1) uspješno uzgojiti dva tipa autolognih hrskavičnih tkivnih presadaka iz hondrocita 

hrskavice nosne pregrade 

2) analizirati kvalitetu uzgojenih autolognih hrskavičnih presadaka histološkim i 

molekularnim metodama te metodom magnetske rezonancije   

3) usporediti svojstva uzgojenih zrelih i nezrelih autolognih hrskavičnih presadaka 

4) okarakterizirati novonastalo tkivo na mjestu koštano-hrskavičnih oštećenja 

histološkim metodama 

5) ocijeniti mjesto cijeljenja koštano-hrskavičnih oštećenja pomoću makroskopske 

ljestvice Međunarodnog društva za obnovu hrskavice (ICRS ljestvice) 

6) ocijeniti mjesto cijeljenja koštano-hrskavičnih oštećenja pomoću histološke ljestvice 

Međunarodnog društva za obnovu hrskavice (ICRS II ljestvice) 

7) usporediti potencijal zrelih i nezrelih autolognih hrskavičnih presadaka te kolagenske 

membrane Chondro-Gide u liječenju koštano-hrskavičnih oštećenja koljena 
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2. LITERATURNI PREGLED 

2.1. Hrskavica  

Hrskavica je tip vezivnog tkiva koji se sastoji od hondrocita i visokospecijaliziranog 

izvanstaničnog matriksa. Izvanstanični matriks hrskavice obiluje kolagenskim vlakancima, 

proteoglikanima i glikozaminoglikanima (engl. glycosaminoglycans, GAG). S obzirom na 

položaj u tijelu, mehanička svojstva i karakteristike izvanstaničnog matriksa razlikujemo tri 

tipa hrskavice. To su hijalina, elastična i fibrozna hrskavica (Ross i Pawlina 2010). 

Specifičnost elastične hrskavice su elastična vlakna i lamele koje grade njen izvanstanični 

matriks. Elastični materijal daje joj svojstva otpornosti, gipkosti i elastičnosti. 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 

sadrži kolagenska vlakna tipa I. Osim hondrocita, u fibroznoj hrskavici nalazimo i fibroblaste. 

Ovaj tip hrskavice odlikuje se čvrstoćom, ali i krutošću te je prisutan na mjestima koja su 

podložna jakom mehaničkom stresu. Fibroznu hrskavicu nalazimo kod međukralježničkih 

diskova, pubične simfize, temporo-mandibularnih zglobova, u menscima te na mjestima gdje 

se tetive vežu za kosti (Mescher 2016; Ross i Pawlina 2010). Hijalina (grč. hyalos – staklo) 

hrskavica je najčešći tip hrskavice u ljudskom tijelu. Tijekom embrionalnog razvoja hijalina 

hrskavica je odgovorna za formaciju kosti u procesu enhondralnog okoštavanja dok ju kod 

odraslih možemo naći na krajevima rebara, u dišnom sustavu (nos, dušnik, dušnice i grkljan) 

te na krajevima dugih kostiju u obliku epifizne ploče. Hijalina hrskavica daje potporu, 

fleksibilnost i strukturu određenim dijelovima tijela te na mjestima dodira kostiju smanjuje 

trenje u zglobu. Hrskavica je tkivo koje nema krvne i limfne žile niti živce (Mescher 2016). 

Zbog nedostatka prokrvljenosti, hondrociti primaju nutrijente iz okolnih tkiva i tekućina, 

odnosno iz perihondrija i sinovijalne tekućine. Elastičnu i hijalinu hrskavicu okružuje sloj 

gustog vezivnog tkiva ili perihondrij koji omogućuje prijenos nutrijenata do hondrocita preko 

krvnih žila. Zglobna hrskavica nema perihondrij i nutrijente prima difuzijom iz sinovijalne 

tekućine (Sophia Fox i sur. 2009). Zbog nedostatka krvnih žila i živaca, jednom oštećeno 

hrskavično tkivo ima slab kapacitet samoobnove i popravka (Karuppal 2017).  

2.2. Zglobna hrskavica  

Zglobna hrskavica je tip hijaline hrskavice koja oblaže površinu kostiju u sinovijalnim 

zglobovima. Nije svaka zglobna hrskavica hijalinog tipa te u temporo-mandibularnom zglobu 

nalazimo fibroznu hrskavicu (Nikolić i Hudec 2011). Debljina zglobne hrskavice u čovjeka 

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



4 
 

Sekiya, & Rodeo, 2017). Jedna od funkcija zglobne hrskavice je da osigura glatku, lubriciranu 

površinu kako bi smanjila trenje između zglobnih površina i olakšala 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 čvrste faze i tekuće faze. 

Čvrsta faza uključuje mrežu kolagenskih vlakanaca sa proteoglikanskim makromolekulama, a 

u tekućoj fazi prevladava voda (Cohen i sur. 1998; Lu i Mow 2008). Voda zauzima 65 do 80 

% mokre težine hrskavice (Lopez i sur. 2008). Vodom se prenose nutrijenti do hondrocita, a 

ujedno služi i kao medij za podmazivanje smanjujući trenje među zglobnim površinama 

(Bhosale & Richardson, 2008). Bifazna građa daje zglobnoj hrskavici svojstva 

viskoelastičnosti i omogućuje joj da se odupre jakim mehaničkim silama koje se stvaraju 

unutar zgloba. Djelovanjem hidrauličkog ili osmotskog tlaka na zglobnu hrskavicu, 

intersticijalna tekućina izlazi iz poroznog čvrstog matriksa stvarajući pritom trenje. Kada 

pritisak nestane, tekućina se vraća u tkivo. Bifazna građa omogućuje zglobnoj hrskavici da se 

prilagodi pritisku i pritom ostane neoštećena (Fox i sur. 2009; Mow i sur. 1989). Na 

viskoelastičnost zglobne hrskavice utječe i mogućnost reorijentacije i prilagodbe molekula 

izvanstaničnog matriksa (proteoglikana i kolagenskih vlakanaca) pod pritiskom (Ateshian 

2009). Funkcija zglobne hrskavice direktno je povezana sa njezinom ultrastrukturom. Ozljeda 

ili bolest mogu uzrokovati narušavanje strukture zglobne hrskavice što će utjecati i na gubitak 

njezinih funkcija kao što je mogućnost smanjenja trenja ili preraspodijela sila u zglobu 

(Cohen i sur. 1998). Jednom oštećena zglobna hrskavica najčešće se zamjenjuje fibroznom 

hrskavicom koja se zbog svoje krutosti ne može oduprijeti jakim silama u zglobu (Redman i 

sur. 2005). Stoga je očuvanje zglobne hrskavice važno i za zdravlje cijelog zgloba.  

2.2.1. Izvanstanični matriks zglobne hrskavice 

Izvanstanični matriks zglobne hrskavice primarno je građen od molekula kolagena, 

proteoglikana, glikoproteina te u manjoj mjeri od nekolagenskih proteina i glikoproteina (Fox 

i sur. 2009). Dominantna strukturna komponenta izvanstaničnog matriksa je kolagen (koji čini 

75 % suhe težine hrskavice) te proteoglikani (koji čine 20 do 30 % suhe težine hrskavice). 

Najzastupljeniji tip kolagena u zglobnoj hrskavici je kolagen tipa II. Osim njega zglobna 

hrskavica sadrži i manje količine ostalih tipova kolagena kao što 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 značajnim količinima samo u hrskavičnom matriksu, nazivamo ih još i 

kolagenskim molekulama specifičnima za hrskavicu.  
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Tablica 1. Tipovi kolagena zglobne hrskavice. Prilagođeno prema Bhosale i Richardson 

2008. 

TIP KOLAGENA LOKACIJA FUNKCIJA 

Kolagen tipa II Primarna komponenta kolagenskih 

vlakanaca (90 - 95 %) 

Mehanička otpornost na naprezanje 

Kolagen tipa VI Pericelularni matriks Povezuje hondrocite sa izvanstaničnim 

matriksom 

Kolagen tipa IX Vezan za površinu kolagenskih 

vlakanaca 

Povezuje vlakanca sa drugim sastavnicama 

izvanstaničnog matriksa  

Kolagen tipa X Kalcificirana zona hrskavice  Strukturna potpora, uloga u mineralizaciji 

hrskavice 

Kolagen tipa XI Unutar i na površini kolagenskih 

vlakanaca 

Regulira nastajanje kolagenskih  vlakanaca 

 

Proteoglikani su hidrofilni proteini koji se sastoje od proteinske jezgre i kovalentno 

vezanih lanaca glikozaminoglikana (Walsh i sur. 2003). Najčešći 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). Najznačajniji 

proteoglikan hrskavice je agrekan. Svaka molekula agrekana sadrži barem 100 lanaca 

hondroitin-sulfata i do 60 molekula keratan-sulfata. Velik broj molekula agrekana (više od 

300) povezan je link proteinom na molekulu hijaluronana stvarajući na taj način 

proteoglikanske agregate (Ross i Pawlina 2010). Hijaluronan je dugačak lanac 

glikozaminoglikana koji se veže na CD44 receptor, specifičan površinski receptor na 

hondrocitima koji ima ključnu ulogu u održavanju homeostaze zglobne hrskavice (Knudson i 

Loeser 2002). Glikozaminoglikani proteoglikana elektrostatski su povezani sa kolagenskim 

vlakancima (Slika 3). Izvanstanični matriks hrskavice također sadrži i ostale proteoglikane 

koji ne grade proteoglikanske agregate, ali doprinose strukturi matriksa. To su dekorin, 

biglikan i fibromodulin (Poole i sur. 2001). U izvanstaničnom matriksu zglobne hrskavice 

nalazimo i velik broj ostalih nekolagenskih i neproteoglikanskih proteina kao što 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 izvanstaničnog matriksa ima važnu ulogu u formaciji i održavanju izvanstaničnog 

matriksa hrskavice (Acharya i sur. 2014). Perlakan sudjeluje u formaciji kolagenskih 

vlakanaca, dok je kolagen tipa VI povezan sa vlakancima kolagena tipa II preko matrilina-1 i 

biglikana (Wiberg i sur. 2003; Y. i sur. 2013).  
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Slika 1. Struktura izvanstaničnog matriksa zgobne hrskavice. Ovaj shematski dijagram 

prikazuje interakciju kolagenskih vlakanaca, proteoglikanskih agregata i hondrocita u 

izvanstaničnom 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 prilagođena prema 

Ross i Pawlina 2010. 

2.2.2. Hondrociti  

Jedini tip stanica koje nalazimo u zglobnoj hrskavici su hondrociti (Slika 1). Hondrociti 

su visokospecijalizirane i metabolički aktivne stanice koje imaju važnu ulogu u izlučivanju, 

održavanju, ali i razgradnji izvanstaničnog 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). Budući da je zglobna 

hrskavica avaskularna, hondrociti dobivaju nutrijente difuzijom iz sinovijalne tekućine. 

Metabolizam ovih stanica radi u uvjetima niskog tlaka kisika, a energiju dobivaju procesom 

glikolize. Unatoč tome, ove stanice mogu biti jako sintetski aktivne (Archer i Francis-West 

2003). Prijašnje 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-α 

(HIF-1α, engl. hypoxia-inducible factor-1-alpha). HIF-1α zatim stimulira transport glukoze 

preko glukoznih transportnih proteina (GLUTs, engl. glucose transporter proteins) i 

angiogenih faktora kao što je vaskularni endotelni čimbenik rasta (VEGF, engl. vascular 

endothelial growth factor) (Schipani i sur. 2001; Schrobback i sur. 2012).  
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Slika 2. Hondrociti zglobne hrskavice. Safranin O bojenje. Povećanje 400 x.  

Svi hondrociti u zglobnoj hrskavici dijele zajedničke genske i proteinske osobine, 

površinske markere i stanični 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 hipertrofičnih hondrocita. Uz to, SOX9 se pokazao kao 

ključan čimbenik u inicijaciji i održavanju fenotipa tijekom diferencijacije mezenhimalnih 

matičnih stanica u hondrocite pri čemu potiče ekspresiju kolagena tipa II, kolagena tipa XI i 

agrekana (de Crombrugghe i sur. 2000; Hino i sur. 2014). Ipak, postoje razlike u 

karakteristikama genske i proteinske ekspresije hondrocita, a povezane su sa položajem 

hondrocita u izvanstaničnom matriksu zglobne hrskavice (Athanasio i sur. 2018). Hondrociti 

površinske zone zglobne hrskavice eksprimiraju proteoglikan 4 (PRG4, engl. proteoglycan 4) 

ili lubricin (Schmidt i sur. 2004). Lubricin je glikoprotein kojeg hondrociti i stanice 

sinovijalne tekućine izlučuju na površini zglobne hrskavice kako bi osigurali podmazivanje 

zgloba i smanjenje trenja u zglobu (Lee i sur. 2018). Hondrociti prijelazne zone eksprimiraju 

hrskavični protein prijelazne zone (CILP, engl. cartilage intermediate-layer protein (Lorenzo 

i sur. 1998) dok hondrociti duboke zone izlučuju veću količinu vimentina za koji se smatra da 

ima ulogu u mehničkom 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 mitotički podijelile (Ross i 

Pawlina 2010). Svaki hondrocit ima lakunu te ga okružuje tanak sloj koji nazivamo 

pericelularni matriks (PM, engl. pericellular matrix). Neke od molekula matriksa, kao što je 

kolagen tipa VI, perlakan, agrekan, hijaluronan, biglikan i kolagen tipa IX nalazimo isključivo 

ili u višim koncentracijama u PM-u u usporedbi sa okolnim izvanstaničnim matriksom. 

Interakcija tih molekula utječe na ultrastrukturu i biomehanička svojstva PM-a (Wilusz i sur. 
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2014). Pericelularni matriks omogućuje komunikaciju između hondrocita i izvanstaničnog 

matriksa. Regija koja okružuje lakune hondrocita ili izogenu grupu hondrocita naziva se 

teritorij. Hondrocit zajedno sa pericelularnim matriksom i teritorijem čini hondron, osnovnu 

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

preostali dio izvanstaničnog matriksa (Slika 2). 

 

Slika 3. Zglobna hrskavica. Hemalaun-eozin bojenje. Povećanje 200x. Hondrocite u zglobnoj 

hrskavici nalazimo zasebno ili u obliku izogenih grupa (označeno pravokutnikom). Svaki 

hondrocit je okružen lakunom (L) u kojoj se nalaze citoplazma i jezgra (J) stanice. Tanak sloj 

koji okružuje hondrocit naziva se pericelularni matriks (PM). Lakune i pericelularni matriks 

su okružene teritorijem (T). Hondrocit zajedno sa teritorijem čini osnovnu funkcionalnu 

jedinicu hrskavice, hondron (H). Područje između grupa hondrocita te okolo teritorija naziva 

se interteritorij (IT). 

2.2.3. Zonalna struktura zglobne hrskavice  

Morfološki razlikujemo 4 zone zglobne hrskavice koje se izmjenjuju od površine do 

suphondralne kosti (Slika 4). To su površinska 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 specifičan je za svaku od navedenih zona (Athanasio i sur. 2018).  

Površinska zona je najtanja te sadrži sploštene elipsoidne hondrocite koji leže paralelno sa 

površinom zglobne hrskavice. Kolagenska vlakanca ove zone (kolagen tipa II i IX) gusto su 

pakirana i položena su paralelno sa zglobnom površinom (Fox i sur. 2009). Hondrociti u ovoj 

zoni sintetiziraju velike količine kolagena i male količine proteoglikana. Voda je prisutna u 
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najvećoj količini u površinskoj zoni (Bhosale i Richardson 2008). Oštećenje ove zone mijenja 

mehanička svojstva zglobne hrskavice što posljedično može dovesti do razvoja osteoartitisa. 

Ispod površinske zone nalazimo prijelaznu zonu koju karakteriziraju hondrociti sferoidnog 

oblika i manje gustoće. Između hondrocita nasumično su raspoređena deblja kolagenska 

vlakanca. U ovoj zoni nalazimo veću količinu proteoglikana. Zatim slijedi duboka ili radijalna 

zona u kojoj su sferoidni hondrociti organizirani u stupiće i nalaze se okomito u odnosu na 

površinu zglobne hrskavice. Kolagenska vlakanca su najdeblja u ovoj zoni te se pružaju 

radijalno. Duboka zona sadrži najviše proteoglikana te najmanje molekula vode. Granična crta 

(engl. tidemark) razdvaja duboku zonu od kalcificirane. Mineralizirana zona sadrži mali broj 

hondrocita koji imaju slabu metaboličku aktivnost. Hondrociti ove zone imaju hipertrofičan 

fenotip i sintetiziraju kolagen tipa X (Karsdal 2016). Ova zona je prijelazna zona prema 

suphondralnoj kosti.  

 

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, povećanje 100x (desno).   

Pripremljeno prema Athanasio i sur. 2018.  

2.3. Hrskavica nosne pregrade  

Nosna pregrada se smatra najvažnijom anatomskom strukturom koja daje stabilnost i 

potporu nosnoj šupljini. Sastoji se od hrskavice i koštanih struktura uključujući laminu 

perpendikularis rešetnice 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 sadrži hondrocite i izvanstanični matriks poput zglobne hrskavice. Hondrociti 



10 
 

hrskavice nosne pregrade imaju različit oblik i metaboličku aktivnost ovisno o tome gdje su 

smješteni. Histološki razlikujemo 3 zone hrskavice nosnog septuma. To je periferna zona koja 

sadrži brojne male sploštene hondrocite orijentirane paralelno na površinu hrskavice. Ovi 

hondrociti podsjećaju na hondrocite površinske zone u zglobnoj hrskavici. U prijelaznoj zoni 

prema središtu nalazimo ovalne hondrocite koji leže peripendikularno na površinu hrskavice i 

njihova je gustoća manja u odnosu na periferne hondrocite. U samom središtu hrskavice 

nosne pregrade, hondrociti su sferoidni i najmanje gustoće te djelomično poredani u stupiće 

(Bleys i sur. 2007). Kod hrskavice nosne pregrade ne nalazimo zonu koja bi odgovarala 

kalcificiranoj zoni zglobne hrskavice. Gušće pakirana kolagenska vlakanca nalazimo u 

perifernoj zoni hrskavice nosnog septuma dok su u središnjem dijelu kolagenska vlakanca 

prisutna u manjoj količini. Kolagen tipa II nalazimo u svim zonama hrskavice nosne pregrade, 

ali veća količina ovog kolegena je prisutna u perifernoj zoni. Dosadašnja istraživanja su 

pokazala da  hrskavica nosne pregrade čovjeka u prosjeku sadrži 77,7 % vode, 7,7 % 

kolagena, 2,9 % glikozaminoglikana i oko 24,9 milijuna stanica na 1 g mokre težine hrskavice 

(Homicz i sur. 2003; Neuman i sur. 2013). Za usporedbu, 1 g mokre težine zglobne hrskavice 

kondila bedrene kosti sadrži 65 do 75 % vode, 15 do 20 % kolagena i 3 do 6 % 

glikozaminoglikana (Homicz i sur. 2003). Može se uočiti da je sastav i omjer komponenata 

hrskavice nosne pregrade i zglobne hrskavice sličan. Zglobna hrskavica sadrži nešto veću 

količinu kolagena tipa II u usporedbi sa hrskavicom nosne pregrade (Jansen i sur. 2010) (Slika 

5). Broj stanica je nešto veći kod hrskavice nosne pregrade u odnosu na zglobnu hrskavicu. 

Do sada zabilježen broj stanica izoliranih iz prijelazne i duboke zone zglobne hrskavice 

odraslog čovjeka iznosio je 18 milijuna stanica/cm3 odnosno 14 milijuna stanica/cm3 za 

ukupnu cijelu debljinu zglobne hrskavice odraslog čovjeka (Neuman i sur. 2013; Stockwell 

1971).  

 
Slika 5. Zglobna hrskavica (A) i hrskavica nosne pregrade (B) nakon imunohistokemijskog 

bojenja za kolagen tipa II. Mjerilo prikazuje 100 µm. 
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2.4. Patelofemoralni zglob 

Patelofemoralni zglob je veoma kompleksna regija koljena. Anatomski se sastoji od 

velikog broja mišića, kosti, ligamenata, tetiva, krvnih žila i živaca koji zajedno doprinose 

funkcionalnosti koljena (LaPrade i sur. 2014). Dvije glavne zglobne površine 

patelofemoralnog zgloba su patela i trohleja. Patela je najveća sezamoidna kost u tijelu 

čovjeka, trokutastog je oblika sa zaobljenim krajevima i njezina je zglobna površina okrenuta 

prema unutrašnjosti zgloba. Hijalina hrskavica koja pokriva patelu jedna je od najdebljih u 

tijelu te doseže debljinu od 5 do 7 mm (Fulkerson i Shea 1990; LaPrade i sur. 2014). Zglobna 

površina distalnog dijela bedrene kosti koja je u kontaktu sa patelom naziva se trohleja. 

Femoralni sulkus, čija dubina i profil imaju utjecaj na stabilnost patele, dijeli trohleju na 

medijalnu i lateralnu fasetu (Fulkerson i Shea 1990) (Slika 6A). Hrskavica koja prekriva 

površinu 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 

površine femura. U tom položaju 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 i mišićima. Daljnom fleksijom povećava se 

kontakt zglobnih površina koji svoj maksimum doseže kod fleksije pri 60°. Nastavkom 

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

    

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 uključuje promjenu položaja patele 

od potpune ekstenzije do fleksije koljena (20° - 135°) tijekom kojeg se kontakt patele sa 

zglobnom površinom femura mijenja.  
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Opterećenje u patelofemoralnom zglobu koje nastaje tijekom svakodnevnih aktivnosti 

veće je i do 6,5 puta od tjelesne mase čovjeka. Ukoliko se oštećenja hrskavice na pateli i 

trohleji ne liječe, normalna distribucija sila u koljenu će biti onemogućena. To će  uzrokovati 

proširenje već postojećih oštećenja, a takva oštećenja su često i predispozicija za razvoj 

osteoartritisa (Astur i sur. 2014).  

 

2.5. Uzroci i tipovi oštećenja zglobne hrskavice  

Oštećenja zglobne hrskavice mogu biti fokalna i degenerativna. Fokalno oštećenje je 

okruženo zdravom hrskavicom i rubovi oštećenja se mogu točno definirati. Fokalna oštećenja 

najčešće su uzorokovana traumom, osteochondritis dissecansom ili osteonekrozom. 

Degenerativna oštećenja su najčešće uzrokovana osteoartitisom, ozljedama meniska ili 

nestabilnošću ligamenta. Kod degenerativnih oštećenja rubovi se ne mogu točno odrediti 

(Falah i sur. 2010).  

Najčešće korišteni sistem za kvalifikaciju i klasifikaciju hrskavičnih oštećenja predložen 

je od strane Outerbridgea još 1960-tih godina, a razvijen je za opis hondromalacije patele 

tijekom meniscektomije. Ova makroskopska klasifikacija promatra izgled i veličinu oštećenja 

kako bi se odredio stupanj oštećenja hrskavice. Prema Outbridgeu razlikujemo četri stupnja 

oštećenja hrskavice, od ranog omekšavanja hrskavice (stupanj I.) do erozije hrskavice do kosti 

(stupanj IV.) (Lasanianos i Kanakaris 2015; Legović i sur. 2003). Danas se često koristi i 

makroskopska ljestvica uvedena od strane Međunarodnog društva za obnovu hrskavice, ICRS 

ljestvica (ICRS, engl. International Cartilage Repair Society) (van den Borne i sur. 2007). 

Oštećenje zglobne hrskavice možemo klasificirati prema mjestu nastanka (npr. 

medijalni ili lateralni kondil), prema veličini te dubini. S obzirom na dubinu razlikujemo 

djelomična hrskavična oštećenja (engl. partial thickness), potpuna (engl. full thickness) i 

koštano-hrskavična oštećenja koja zahvaćaju suphondralnu kost (Madry i sur. 2015).   
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Slika 7. Tipovi oštećenja hrskavice klasificirani prema dubini. A = djelomično hrskavično 

oštećenje, B= potpuno hrskavično oštećenje, C = koštano-hrskavično oštećenje 

 

Oštećenja zglobne hrskavice često se otkrivaju tijekom rutinskih artroskopija koljena. 

Curl i suradnici su prijavili prisutnost hrskavičnih oštećenja kod više od 63 % pacijenata koji 

su pristupili postupku artroskopije na uzorku od 35 000 obavljenih artroskopija u SAD-u. 

Hjelle i sur. u Norveškoj te Widuchowski i sur. u Poljskoj potvrdili su incidenciju hrskavičnih 

oštećenja kod 60 do 61 % obavljenih artroskopija (Lattermann i Luckett 2011). Pronađena 

oštećenja su najčešća na kondilu bedrene kosti (43 do 58 %). Oštećenja na pateli nalazimo 

kod 11 do 36 % svih oštećenja dok su oštećenja trohleje nešto rjeđa (6 do 16%) (Lattermann i 

Luckett 2011). Do čestih koštano-hrskavičnih oštećenja dovodi i dislokacija patele koja je 

odgovorna za 40 do 50 % koštano-hrskavičnih oštećenja. Ovaj tip oštećenja najčešći je kod 

mladih i aktivnih pacijenata izmedu 20 i 40 godina (Falah i sur. 2010). Oštećenja hrskavice 

mogu biti prisutna i kod pacijenata koji nemaju kliničke simptome. Studija u kojoj su 

sudjelovali profesionalni sportaši uključivala je snimanje koljena magnetskom rezonancijom 

kod pacijenata koji ranije nisu prijavili simptome niti ozljede. U ovoj studiji, oštećenja 

hrskavice su otkrivena kod 57 % pacijenata. Među njima, 35 % pacijenata imalo je hrskavično 

oštećenje na pateli, a 25 % pacijenata na trohleji femura (Sherman i sur. 2018).  

˝Kissing˝-oštećenja su poseban tip bipolarnih hrskavičnih i koštano-hrskavičnih 

oštećenja koja se nalaze jedna nasuprot druge i u konstantnom su dodiru (Slika 8). Ova 

kompleksna oštećenja klasificiraju se kao predosteoartritična te su označena kao 

kontraindikacija za liječenje dosadašnjim kirurškim 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˝-oštećenja najčešće nastaju kod ponavljajućih trauma i kao sekundarne 

degenerativne promjene (Hjelle i sur. 2002). Ovaj tip oštećenja je najkompleksniji i najteži za 

liječenje te se kod pacijenata sa ˝kissing˝-oštećenjima većinom razvija osteoartritis (Vasiliadis 

i sur. 2011).  

 

Slika 8. Shema ˝kissing˝-oštećenja u patelofemoralnom zglobu koljena. Hrskavična ili 

koštano-hrskavična oštećenja koja se nalaze jedno nasuprot drugome, u konstantnom su 

dodiru i nastaju često nakon ponavljajućih trauma nazivamo ˝kissing˝-oštećenjima. Ovakva su 

oštećenja česta u području patelofemoralnog zgloba gdje patela i trohleja međusobno 

artikuliraju tijekom fleksije ili ekstenzije koljena.  

 

Najčešći uzrok hrskavičnih i koštano-hrskavičnih oštećenja je trauma nastala zbog 

nesreća ili sportskih ozljeda (Falah i sur. 2010). Fokalne ozljede su često uzrokavane 

osteochondritis dissecansom tijekom kojeg dolazi do odvajanja segmenta suphondralne kosti i 

zglobne hrskavice. Uzrok osteochondritis dissecansa je nepoznat, a mogući uzroci su 

ponavljajuće traume, ishemija i osifikacija kosti. Javlja se kod 15 do 29 na 100 000 pacijenata 

(Zanon i sur. 2014). Osim trauma, najčešći uzrok koštano-hrskavičnih oštećenja je 

osteoartitis. Osteoartritis je degenerativna bolest koja uzrokuje progresivan gubitak zglobne 

hrskavice i povezana je sa promjenama u suphondralnoj kosti (Wolff 2007). To je najčešći tip 

artitrisa i mišićno-koštane 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 povećava nakon četrdesete godine života (Wolff 2007).   
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2.6. Liječenje hrskavičnih i koštano-hrskavičnih oštećenja  

U liječenju oštećenja hrskavice koriste se različite konzervativne i kirurške tehnike. Cilj 

konzervativnih tehnika liječenja je smanjiti simptome boli, ali ne i djelovati na samo 

oštećenje. Kirurške tehnike liječenja možemo podijeliti na palijativne (artroskopski 

debridment), reparacijske (abrazijska hondroplastija, bušenje po Pridieu i mikrofraktura) te 

regeneracijske (mozaikplastika, autologna transplantacija hondrocita). Velik broj razvijenih 

tehnika ukazuje na to da je teško povratiti funkciju jednom oštećene hrskavice (Richter i sur. 

2016).  

2.6.1. Konzervativne tehnike liječenja 

Konzervativne tehnike liječenja najčešće se koriste kod prvih simptoma oštećenja 

hrskavice. Za ublažavanje boli koriste se analgetici i nesteroidni antiupalni lijekovi (da Cunha 

Cavalcanti i sur. 2012). Smanjenje težine, odmor, fizikalna terapija i korištenje medicinskih 

ortopedskih pomagala mogu pomoći u poboljšavanju kliničkog ishoda. Često će koriste i 

dodaci prehrani kao što su hondroprotektivni hondroitin-sulfat, Omega-3, vitamini, kalcij ili 

intraartikularne inekcije steroida. Do danas nije pokazano da konzervativnim tehnikama 

liječenja dolazi do strukturalnih poboljšanja i regeneracije oštećene hrskavice (Falah i sur. 

2010).   

2.6.2. Kirurške tehnike liječenja 

2.6.2.1. Palijativne kirurške tehnike 

Jedna od najčešće korištenih palijativnih tehnika za liječenje oštećenja hrskavice je 

artroskopski debridman. To je postupak koji uključuje odstranjivanje opuštenih, slobodnih 

oštećenih dijelova hrskavice, osteofita te u nekim slučajevima i dijelova meniska kako bi se 

ublažila bol kod pacijenata (Bhosale i Richardson 2008). Rezultati ovog tretmana ovise o 

veličini i degeneraciji same hrskavice te su teško kvalitativno mjerljivi. U današnjoj kliničkoj 

praksi, ovaj se postupak često kombinira sa drugim tehnikama, kao što je mikrofraktura.  

2.6.2.2. Reparacijske kirurške tehnike 

Reparacijske tehnike liječenja oštećenja hrskavice uključuju ulazak u suphondralnu kost 

čime se omogućuje dovod matičnih stanica koštane srži u mjesto oštećenja. Jedna od takvih 

tehnika je postupak bušenja po Pridieu. Postupak uključuje bušenje rupa veličine 2 - 2,5 mm u 

subhondralnoj kosti svrdlom. Liječenje ovom tehnikom rezultira dugim vremenskim 

oporavakom za pacijente, a opisani klinički ishodi su jako varijabilni (Farr i sur. 2011). Prema 

istom principu stimulacije koštane srži razvijena je abrazijska hondroplastija. Ova tehnika 
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uključuje uklanjanje 1 - 3 mm suphondralne kosti što uzrokuje dodatnu traumu i rezultira 

lošom postoperativnom funkcijom koljenskog zgloba u pacijenata (Mirza i sur. 2015).  

Mikrofrakture su kirurški postupak razvijen od strane Steadmana i prvi put opisane 

1994. godine (Steadman i sur. 2010). Ovaj postupak se koristi za liječenje fokalnih i 

degenerativnih oštećenja hrskavice. Postupak se izvodi artroskopski te se najprije 

debridmanom uklone svi zaostali dijelovi oštećene hrskavice sa mjesta oštećenja kako bi se 

otkrila suphondralna kost. Stvaranjem malih fraktura u suphondralnoj kosti potiče se ulazak 

mezenhimalnih matičnih stanica iz koštane srži na mjesto hrskavičnog oštećenja. Pri tome, 

frakture moraju biti međusobno udaljene 3 do 4 mm kako se ne bi oštetila ploča suphondralne 

kosti. Na mjestu oštećenja nakon ovog zahvata nastaje vezivno tkivo koje nema morfološka i 

biomehanička svojstva zdrave hrskavice. Prednosti ove tehnike su jednostavnost, niska cijena, 

minimalna invazivnost i niski kiruški morbiditet. Dosadašnje kliničke studije su pokazale 

poboljšanje i smanjenje boli kod pacijenata nakon liječenja mikrofrakturama. Međutim 

rezultati kliničkih studija su varijabilni i nekonzistetno opisani u literaturi. Mjesta oštećenja 

nakon liječenja mikrofrakturama analizirana su MRI-om i artroskopijom te su otkrivena 

djelomično popunjena oštećenja novonastalim tkivom te prisutnost okoštavanja nakon 18 do 

36 mjeseci. Uz to, klinički ishodi liječenja 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 kirurške tehnike 

Mozaikplastika i autologna transplantacija hondrocita (ACI, engl. autolougous 

chondrocyte implantation) su regeneracijski zahvati kojima se pokušava ostvariti popravak 

hrskavičnih i koštano-hrskavičnih oštećenja.  

Mozaikplastika je postupak koji započinje artroskopskim debridmanom kako bi se 

uklonili dijelovi zaostale oštećene hrskavice. S mjesta koje nije izloženo jakim mehaničkim 

silama uzima se cilindar koštano-hrskavičnog tkiva i transplantira se na mjesto oštećenja. 

Koštano-hrskavični cilindri ispunjavaju oštećenje tako da kreiraju uzorak mozaika. Nedostaci 

ove tehnike su dodatno oštećenje zdravog tkiva, nemogućnost obnove glatke površine 

hrskavice i nedostatak lateralne integracije cilindra sa zdravom hrskavicom (Bhosale i 

Richardson 2008). Klinički ishodi ove tehnike variraju među pacijentima ovisno o starosti, 

spolu i veličini oštećenja pa je povećana stopa neuspješnog liječenja kod pacijenata starijih od 

40 godina,  kod žena i kod pacijenata sa oštećenjima većim od 3 cm2 (Richter i sur. 2016). U 

istraživanju koje je pratilo pacijente 12 godina nakon što su podvrgnuti postupku 
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mozaikplastike pokazana je degeneracija zgloba, ali uz dobre kliničke 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 inženjerstva u ortopediji. Ova tehnika 

uključuje odstranjivanje manjeg dijela zglobne hrskavice s mjesta koje nije opterećeno 

mehaničkim silama, izolaciju hondrocita iz uzetog tkiva hrskavice, umnažanje izoliranih 

hondrocita in vitro, njihovu transplantaciju na mjesto oštećenja te pokrivanje oštećenja 

periostalnim graftom koji je uzet s proksimalnog dijela tibije (Slika 9). Tkivo koje nastaje na 

mjestu oštećenja nakon liječenja ACI metodom nije u potpunosti jednako zdravoj hijalinoj 

hrskavici te ima obilježja fibrokartilaginoznog tkiva (Goyal i sur. 2013; Marlovits i sur. 

2006). Ipak, ova tehnika omogućuje smanjenje boli i poboljšanu funkciju koljena kod 

pacijenata te je do sada primijenjena kod više od 35,000 pacijenata diljem svijeta (Davies i 

Kuiper 2019).  

 

Slika 9. Postupak autologne transplantacije hondrocita. Iz uzetog uzorka zdrave zglobne 

hrskavice izoliraju se i in vitro umnože hondrociti te se suspenzija zglobnih hondrocita 

aplicira na mjesto oštećenja koje se pokriva periostalnim graftom koji je uzet sa proksimalnog 

dijela tibije.  Preuzeto i prilagođeno prema (Robi i sur. 2013).  
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U drugoj generaciji ACI-a kolagenska membrana zamijenila je periost. Treća generacija 

ACI-a ili matriksom potpomognuta autologna transplantacija hondrocita, MACI® (engl. 

matrix-induced autologous chondrocyte) uključuje nasađivanje izoliranih zglobnih hondrocita 

na trodimenzionalan nosač. Hondrociti se nasađuju na nosače nekoliko dana prije 

transplantacije na mjesto oštećenja. Do sada je u kliničkim studijama korišteno više različitih 

tipova nosača za proizvodnju MACI® presatka, uključujući kolagensku membranu Chondro-

Gide (Behrens i sur. 2006; Jacobi i sur. 2011). Studije su pokazale dobre kratkoročne i 

dugoročne kliničke ishode u liječenju lokaliziranih hrskavičnih oštećenja uporabom MACI-a 

uz statistički značajno poboljšanje kvalitete života pacijenata i bolju funkciju koljena u 

usporedbi sa postupkom mikrofrakture (Brittberg i sur. 2018; Gille i sur. 2016). Ipak, 

kompleksna hrskavična i koštano-hrskavična oštećenja kao što su ˝kissing˝-oštećenja još su 

uvijek kontraindikacija za liječenje metodom ACI.  

Iako uspješne u nekim aspektima, sve navedene metode za liječenje i popravak 

hrskavičnih i koštano-hrskavičnih oštećenja, imaju svoja ograničenja te se još uvijek na 

mjestu oštećenja ne uspijevaju stvoriti tkivo koje će se prema strukturi i funkcijama približiti 

zdravoj zglobnoj hrskavici. 

 

2.6.3. Liječenje hrskavičnih i koštano-hrskavičnih oštećenja patelofemoralnog 

zgloba i ˝kissing˝-oštećenja 

Hrskavične i koštano-hrskavične ozljede u patelofemoralnom zglobu su česte i utvrđene 

su kod više od 33 % pacijenata koji su pristupili postupku artroskopije. Međutim, 

biomehanika i kompleksna morfologija patelofemoralnog zgloba otežavaju liječenje oštećenja 

patelofemoralnog zgloba (Brophy i sur. 2017). Za liječenje hrskavičnih i koštano-hrskavičnih 

oštećenja patelofemoralnog zgloba najčešće se predlaže konzervativni tip liječenja, a kirurški 

postupci se koriste kod pacijenata koji imaju stalno pogoršanje simptoma. Razlozi za to su 

nepredvidivi ishodi liječanja s obzirom na kompleksnost ozljeda (Pinkowsky i Farr 2016). To 

objašnjava zašto su Brittberg i suradnici izvjestili o nemogućnosti 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 odličnim rezultatima 

nakon 2 godine i malo bolje rezultate nakon 9 godina, kod 13 od 19 pacijenata koji su liječeni 

kombinacijom anteromedijalizacije tibijalne tuberkule sa staničnim terapijama (Kehr 2015). 

Dosadašnje studije su pokušale utvrditi postoji li najbolji kirurški postupak kojim bi se liječila 

velika (>4 cm) hrskavična oštećenja na pateli ili trohleji koljena kod pacijenata mlađih od 50 

godina. Pokazano je da kod 22 % pacijenata kod kojih je provedena artroplastika koljena, 53 
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% pacijenata liječenih osteohondralnim alograftima i 8 do 60 % pacijenata liječenih metodom 

ACI-a nije došlo do poboljšanja i regeneracije navedenih hrskavičnih oštećenja. Uz to, kod 

sva tri tipa postupaka korištenih za liječenje dogodile su se komplikacije i reoperacije. Uslijed 

toga nije predložen niti jedan postupak kao preporuka za liječenje ovog tipa oštećenja (Noyes 

i Barber-Westin 2016). 

Bipolarna ˝kissing˝-oštećenja patelofemoralnog zgloba su rijetka te je malo opisanih 

tehnika liječenja ovog tipa oštećenja u literaturi (Vijayan i Bentley 2015). Iako su ˝kissing˝-

oštećenja kontraindikacija za liječenje autolognom transplantacijom hondrocita, prva 

generacija ACI-a je korištena za njihovo liječenje u sklopu dosadašnjih istraživanja na 

manjem broju pacijenata. Srednjoročni rezultati za liječenje kompleksnih hrskavičnih 

oštećenja metodom ACI pokazali su značajna poboljšanja u smanjenju boli i kvaliteti života 

za pacijente. Međutim, još ne postoje podaci o dugoročnom kliničkom ishodu (Ossendorf i 

sur. 2011). Za liječenje ˝kissing˝-oštećenja patelofemoralnog zgloba opisana su 2 klinička 

slučaja u kojima je liječenje provedeno kombinacijom dvije regeneracijske tehnike te drugom 

generacijom ACI-a. Prvi slučaj uključuje 23-godišnjeg muškog pacijenta sa koštano-

hrskavičnim oštećenjem na pateli i trohleji. Ovo ˝kissing˝-oštećenje liječeno je kombinacijom 

mozaikplastike i ACI-a. Oštećenje na trohleji je liječeno metodom mozaikplastike dok je 

oštećenje na pateli liječeno prvom generacijom ACI-a uz uporabu kolagenske membrane 

Chondro-Gide. Kombinacija dvije reparacijske tehnike za liječenje ˝kissing˝-oštećenja 

patelofemoralnog zgloba pokazala se uspješnom uz dobre kliničke ishode 10 godina nakon 

tretmana (Vijayan i Bentley 2015). U drugom slučaju ˝kissing˝-oštećenje na području 

patelofemoralnog zgloba veličine 15 mm x 10 mm i stupnja oštećenja III,  uspješno je liječena 

pomoću druge generacije ACI-a uz primjenu kolagenske membrane BioGide (Geistlich, SAD) 

(Ridley i sur. 2017). Međutim, riječ je o malom broju opisanih slučajeva te bi daljnje 

istraživanje trebalo pokazati da li su ovi tipovi liječenja primjereni za takav tip oštećenja.  

 

2.6.4. Kolagenska membrana Chondro-Gide u liječenju hrskavičnih i koštano-

hrskavičnih oštećenja 

Kolagenska membrana Chondro-Gide (Geistlich Pharma AG, Švicarska) je dvoslojna 

membrana izgrađena od kolagena tipa I i kolagena tipa III svinjskog podrijetla. Sastoji se od 

poroznog sloja koji podržava rast stanica i stvaranje novog tkiva te od kompaktnog sloja koji 

djeluje kao barijera i spriječava izlazak transplantiranih hondrocita sa mjesta hrskavičnog 

oštećenja. Ova membrana je komercijalno dostupna i koristi se za prekrivanje hrskavičnog 

oštećenja poslije liječenja metodom ACI-a i nakon stimulacije koštane srži uz pomoć 
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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 

hrskavičnog oštećenja kod transplantacije zglobnih hondrocita (prva generacija ACI-a) 

(Steinwachs i Kreuz 2007), na kolagensku membranu Chondro-Gide se nasađuju izolirani 

zglobni hondrociti i dobiveni presadak se transplantira na mjesto oštećenja (druga generacija 

ACI-a) (Gille i sur. 2016). Rezultati kliničke studije koja je usporedila korištenje kolagenske 

membrane Chondro-Gide sa korištenjem periosta u liječenju hrskavičnih oštećenja metodom 

ACI pokazali su da je novonastalo tkivo bolje kvalitete i sličnije hijalinoj hrskavici kod 

pacijenta kojima su transplantirani zglobni hondrociti prekriveni kolagenskom membranom 

(McCarthy i Roberts 2013). Također, fokalna hrskavična oštećenja uspješno su liječena 

metodom MACI u kojoj je korištena kolagenska membrana Chondro-Gide što je potvrđeno 

dugoročnim kliničkim ishodima (Gille i sur. 2016). Liječenje hrskavičnih oštećenja 

patelofemoralnog zgloba AMIC metodom uz korištenje kolagenske membrane Chondro-Gide 

pokazalo je dobre kliničke ishode 2 godine nakon tretmana, ali uz promjene u suphondralnoj 

kosti (Dhollander i sur. 2014). Kolagenska membrana Chondro-Gide se pokazala uspješnom u 

poticanju regeneracije oštećenog hrskavičnog tkiva, ali još uvijek nije potrvđeno može li 

ostvariti dobre rezultate pri liječenju kompleksnih hrskavičnih i koštano-hrskavičnih 

oštećenja.  

 

2.6.5. Ocijena cijeljenja hrskavičnih i koštano-hrskavičnih oštećenja 

Danas je u uporabi velik broj tehnika za liječenje hrskavičnih i koštano-hrskavičnih 

oštećenja. Stoga su razvijene različite metode i ljestvice za ocijenu cijeljenja hrskavičnih i 

koštano-hrskavičnih oštećenja nakon liječenja kirurškim postupcima ili tkivnim terapijama. 

Struktura tkiva nastalog na mjestu oštećenja nakon liječenja može se procijeniti snimanjem 

magnetskom rezonancijom (MRI, engl. magnetic resonance imaging), histološkom analizom i 

makroskopskom evaluacijom tkiva tijekom artroskopije (van den Borne i sur. 2007). 

Razvijene su različite histološke ljestvice za ocijenu cijeljenja hrskavice kao što su ljestvica 

predložena od strane O'Driscolla i kolega (O'Driscoll score), ljestvica po Bernu (Bern score) i 

histološka ocjenska ljestvica Međunarodnog društva 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). 
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2.7. Tkivno inženjerstvo hrskavice  

Tkivno inženjerstvo je interdisciplinarno područje koje upotrebljava principe biologije i 

inženjerstva kako bi omogućilo obnovu, popravak ili zamjenu oštećenog tkiva ili organa 

(Langer i Vacanti 1993). Tkivno inženjerstvo hrskavice oslanja se na više faktora: odabir 

primjerenog tipa stanica za in vitro rast, korištenje faktora rasta koji će potaknuti 

hondrogenezu te odabir trodimenzionalnih biokompatibilnih nosača koji će podržavati rast i 

umnažanje stanica (Kessler i Grande 2008).  

U tkivnom inženjerstvu hrskavice do sada su u istraživanjima upotrebljavane različite 

vrste stanica: hondrociti, mezenhimalne matične stanice različitog porijekla, embrionalne 

matične stanice, inducirane pluripotentne stanice i fibroblasti (Liu i sur. 2017). Jedan od 

glavnih nedostataka kod korištenja hondrocita kao izvora stanica je limitirana količina stanica 

dostupna nakon izolacije te gubitak hondrogenog fenotipa in vitro (Zhang i sur. 2009). 

Hondrociti u jednoslojnoj staničnoj kulturi dobivaju fenotip fibroblasta kojeg karakterizira 

izdužen oblik stanica i povećana ekspresija kolagena tipa I. Taj proces se naziva dediferencija 

hondrocita (Schnabel i sur. 2002). Ipak, ukoliko se dediferencirani hondrociti stave u 

trodimenzionalni okoliš mogu vratiti svoj fenotip, odnosno dolazi do njihove rediferencijacije 

(Schulze-Tanzil 2009). Hondrociti korišteni za tkivni inženjering hrskavice izolirani su do 

sada iz različitih izvora kao što je hrskavica nosne pregrade, zglobna hrskavica, rebrena 

hrskavica i hrskavica vanjskog uha (Hellingman i sur. 2011; Isogai i sur. 2006). 

Mezenhimalne matične stanice (MSC, engl. mesenchymal stem cells) izolirane iz koštane srži 

i masnog tkiva pokazale su hondrogeni potencijal (Johnstone i sur. 2013). Budući da su do 

sada u studijama korišteni različiti protokoli izolacije MSC-a te različiti faktori rasta za 

poticanje hondrogeneze potrebno je dodatno optimizirati uvjete uzgoja ovih stanica i 

uspostaviti preciziniju karakterizaciju stanica. Ipak, dosadašnje pretkliničke i kliničke studije 

pokazuju da su MSC dobar kandidat za popravak i regeneraciju hrskavice (Zhang i sur. 2009). 

Kako bi se potaknula hondrogeneza u studijama su korišteni različiti faktori rasta poput BMP-

2,4,7, IGF-1, TGF-β, bFGF i HGF (Fortier i sur. 2011). Kao potpora za rast i poticanje 

vijabilnosti i diferencijacije stanica upotrebljavani su nosači različitih strukturnih, mehaničkih 

i biokemijskih svojstava. Nosači koji su korišteni u dosadašnjim istraživanjima građeni su od 

sintetskih ili prirodnih materijala. Najčešći prirodni materijali korišteni za izradu nosača u 

tkivnom inženjerstvu hrskavice su kolagen, kitozan, alginat, fibrin te celuloza. Za izradu 

sintetskih nosača najčešće je korištena poliglikolna kiselina (PGA, engl. polyglycolic acid), 

polietilen glikol (PEG, engl. poly(ethylene glycol), poliuretan (PU, engl. polyurethane) i poli-
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L-laktična kiselina (PLLA, engl.  poly-L-lactic acid). Sintetski nosači daju tkivnom presatku 

dobra mehanička svojstva, ali često uzrokuju citotoksičnost (Grigore 2017). Velik broj nosača 

testiran je in vitro i in vivo u pretkliničkim i kliničkim studijama (Vinatier i sur. 2009). 

Međutim, još uvijek se traga za nosačem kojim bi se ostvarila uspješna regeneracija oštećenog 

hrskavičnog tkiva.   

Principi tkivnog inženjerstva koji se trenutno primjenjuju u kliničkom liječenju 

hrskavice prisutni su u formi ACI metode. ACI uključuje korištenje zglobnih hondrocita kao 

izvora stanica za regeneraciju. Za izolaciju zglobnih hondrocita potrebno je uzeti uzorak 

zdrave zglobne hrskavice sa mjesta koje nije pod direktnim opterećenjem sila u zglobu. 

Pritom se stvara dodatna ozljeda zdrave hrskavice koja se kasnije može proširiti.   

2.7.1. Hondrociti hrskavice nosne pregrade u tkivnom inženjerstvu hrskavice 

Biopsija hrskavice nosne pregrade jednostavan je postupak koji uzrokuje minimalno 

oštećenje na septumu, kraće traje, može se izvesti uz lokalnu anesteziju i manje su 

mogućnosti komplikacija prilikom operacije. Mnoge studije su već pokazale da hondrociti 

izolirani iz hrskavice nosne pregrade imaju mogućnost stvaranja tkiva sličnog 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 mehanička svojstva i veću količinu 

glikozaminoglikana i kolagena tipa II u usporedbi sa tkivom uzgojenim iz zglobnih 

hondrocita. U in vitro i in vivo istraživanjima utvrđeno je da hondrociti hrskavice nosne 

pregrade proliferiraju brže i imaju veći hondrogeni kapacitet nego hondrociti zglobne 

hrskavice (Kafienah et al. 2002). Uz to, hondrociti hrskavice nosne pregrade uspješno se 

oporavljaju nakon izlaganja upalnim uvjetima u usporedbi sa zglobnim hondrocitima (Scotti 

et al. 2013). Mogućnost proliferacije i diferencijacije izoliranih zglobnih hondrocita ovisi o 

starosti donora što može dovesti do različite kvalitete uzgojenih tkivnih presadaka (Barbero et 

al. 2004). Nasuprot tome, količina izoliranih hondrocita iz hrskavice nosne pregrade ne 

smanjuje se sa starošću donora, a hondrociti hrskavice nosne pregrade zadržavaju 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 specifične HOX 

gene. Negativna ekspresija HOX gena u ovim stanicama povezana je sa njihovim boljim 

regenerativnim potencijalom i mogućnošću samoobnove. Potencijal samoobnove hondrocita 

hrskavice nosne pregrade potvrđen je mogućnošću formiranja hrskavičnog tkiva i nakon 

mnogobrojnih izmjena ciklusa dediferancije i rediferencijacije. Reprogramiranje hondrocita 
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hrskavice nosne pregrade potvrđeno je pozitivnom ekspresijom HOX gena nakon njihove 

transplantacije na mjesto hrskavičnog oštećenja u animalnoj studiji (Pelttari i sur. 2014).  

Regenerativni potencijal tkivnih presadaka baziranih na hondrocitima hrskavice nosne 

pregrade potvrđen je u više studija na velikim životinjskim modelima (Mumme, Steinitz, et al. 

2016) te u I. fazi kliničkog istraživanja (Mumme, Barbero, et al. 2016). U navedenom 

kliničkom istraživanju autologni tkivni presadci uzgojeni iz hondrocita hrskavice nosne 

pregrade uspješno su korišteni za liječenje oštećenja zglobne hrskavice veličine 2 - 6 cm2 na 

kondilu bedrene kosti. Ovi autologni presadci trenutno se koriste u II. fazi kliničkog 

istraživanja tijekom kojeg će se usporediti potencijal zrelih i nezrelih autolognih tkivnih 

presadaka u liječenju hrskavičnih oštećenja na 108 pacijenata.  
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3. MATERIJALI I METODE 

3.1. Eksperimentalni model  

Provedba istraživanja na velikom životinjskom modelu odobrena je od strane Državnog 

etičkog povjerenstva Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske i Povjerenstva za etiku u 

veterinarstvu. Povjerenstvo za bioetiku i dobrobit životinja Biološkog odsjeka Prirodoslovno-

matematičkog fakulteta odobrilo je izvođenje eksperimenta u svrhu izrade ove doktorske 

disertacije. Istraživanje je provedeno na velikom životinjskom modelu, ovci koja je 

odgovarajući model za simulaciju koštano-hrskavičnog oštećenja u koljenu. Prilikom 

planiranja i izvedbe istraživanja, u radu sa životinjama osigurana je provedba načela 3R: 

zamjena (engl. replacement), smanjenje (engl. reduction) i poboljšanje (engl. refinement).  

Istraživanje je provedeno na 18 ovaca starosti 3 - 4 godine, ženskog spola, križane pasmine. 

Korišten je akutni model koštano-hrskavičnog oštećenja u koljenu ovce. Model je uključivao 

˝kissing˝-oštećenje sa jednim oštećenjem na pateli, a drugim na trohleji patelofemoralnog 

zgloba (Slika 10 A). Za liječenje oštećenja korištena su 2 različita tkivna presatka te 

kolagenska membrana Chondro-Gide (Geistlich Pharma AG, Švicarska). Životinje su 

nasumično podijeljene u 3 skupine, po 6 ovaca u svakoj skupini (Slika 10 B). Unutar svake 

skupine životinje su dodatno podijeljene na 2 vremenske točke, 6 tjedana i 6 mjeseci (Slika 8 

B).      

 

 

Slika 10. Model koštano-hrskavičnog oštećenja (A), eksperimentalne skupine i broj ovaca po 

skupini (B).  

Skupini N-CAM pripadale su životinje kojima je na mjesto akutnog oštećenja 

transplantiran nezreli autologni tkivni presadak (N-CAM, engl. nasal chondrocyte cell 

activated matrix). Skupina N-TEC su bile životinje kojima je na mjesto akutnog oštećenja 
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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 korištena je 

kolagenska membrana Chondro-Gide (Geistlich Pharma AG, Švicarska). U treću skupinu su 

raspoređene životinje kojima je na mjesto akutnog oštećenja transplantirana samo kolagenska 

membrana Chondro-Gide bez stanica. N-CAM (Slika 11 A) predstavlja nezreli presadak sa 

malom količinom ili bez prisutnosti izvanstaničnog matriksa dok N-TEC (Slika 11 B) 

predstavlja zreli presadak, sa izvanstaničnim matriksom koji sadrži proteine specifične za 

hrskavicu. Kolagenska membrana Chondro-Gide bez stanica (Slika 11 C) je kolagenski 

matriks razvijen za liječenje hrskavičnih i koštano-hrskavičnih oštećenja u koljenu ili kuku 

(Geistlich Pharma AG, Švicarska). 

 

Slika 11. Tip presatka upotrijebljen za liječenje koštano-hrskavičnih oštećenja, tzv. ˝kissing˝-

oštećenja. 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, Švicarska). 

 

3.2. Kirurški postupci  

Tijekom istraživanja, svi kirurški postupci provedeni su u operacijskim dvoranama 

Klinike za kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. 

Ovce su operirane u aseptičnim uvjetima, od strane doktora veterinarske medicine obučenog 

za rad s pokusnim životinjama. U istraživanju su izvedena 3 kirurška postupka: biopsija nosne 

pregrade, transplantacija tkivnih presadaka ili kolagenske membrane na mjesto oštećenja te 

eksplantacija koštano hrskavičnih 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 učinjen 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 pomoć jednokratnog kružnog instrumenta za biopsiju promjera 8 mm (Slika 12 B, C). 

Oštećenje na sluznici rekonstruirano je resorptivnom multifilamentnom niti pojedinačnim 

čvorastim šavovima (Polysorb 3-0, Covidien, SAD) (Slika 12 F). Uzorak uzetog tkiva ispran 

je sterilnom fiziološkom otopinom (Slika 12 D) i stavljen u sterilne tubice koji su sadržavale 

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, Njemačka) uz dodatak 10 %-tnog fetalnog goveđeg seruma (engl. 

fetal bovine serum, FBS, Gibco, SAD), 1 %-tne mješavine penicilina streptimicina L-

glutamina (Gibco, SAD), 1 %-tnog natrijevog piruvata (Sigma-Aldrich, Njemačka) i 1 %-tnog 

HEPES pufera (Gibco, SAD). Tkivo je transportirano i obrađeno u laboratoriju Zavoda za 

molekularnu biologiju Prirodoslovno matematičkog 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 pomoć instrumenta za biopsiju 

(B) te je izvađen uz pomoć pincete (C). Uzeto tkivo promjera 8 mm (D) prebačeno je u 

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

 

3.2.2. Transplantacija tkivnih presadaka i kolagenskog nosača  

U istraživanju se koristio akutni model koštano-hrskavičnog oštećenja na pateli i trohleji 

koljenskog zgloba ovce. Kod svih životinja u eksperimentu, desnom koljenskom zglobu 

pristupilo se medijalnom parapatelarnom artrotomijom. Patela je luksirana lateralno i dodatno 
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zarotirana kako bi se omogućio bolji pristup na zglobnu površinu same patele i trohleje. Uz 

pomoć standardnog instrumenta za mozaikplastiku (Slika 13 A) (COR, DePuy Synthes, 

Warsaw, IN, SAD) učinjena su  koštano-hrskavična oštećenja na pateli i trohleji promjera 6 

mm te dubine 2 do 3 mm. Riječ je o tzv. ˝kissing˝-oštećenju pri čemu je jedno oštećenje 

napravljeno na trohleji femura (Slika 13 B), a drugo na pateli (Slika 13 C) nasuprot oštećenja   

na trohleji. Oštećenja su dodatno oblikovana uz pomoć instrumenta za biopsiju promjera 6 

mm te je zglob ispran fiziološkom otopinom. Nezreli N-CAM i zreli N-TEC tkivni presadci 

početne veličine 1 cm2 te kolagenske membrane početne veličine 20 cm2 izrezani su na 

veličinu oštećenja uz pomoć instrumenta za biopsiju promjera 6 mm (Slika 13 D, E). Tkivni 

presadci i kolagenska membrana transplantirani su na mjesta oštećenja »press fit« metodom 

(Slika 13 F, G) te su pozicionirani nešto ispod površine zglobne hrskavice. Isti tip presatka 

korišten je za transplantaciju kod jednog ˝kissing˝-oštećenja (na pateli i na trohleji)  

patelofemoralnog zgloba desnog koljena životinje. Pozicija svakog tkivnog presatka i 

kolagenske membrane provjerena je nakon 30 pasivnih pokreta punog opsega u koljenu. 

Zatvaranje zglobne kapsule, potkožja i kože izvedeno je standardno. Rana je prekrivena 

sterilnom kompresom.  

 

Slika 13. Transplantacija tkivnih presadaka i kolagenske membrane na mjesta koštano-

hrskavičnih oštećenja patele i trohleje koljenskog zgloba ovce. Oštećenja veličine 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 veličinu oštećenja uz pomoć instrumenta za biopsiju promjera 6 mm te 

su transplantirani na mjesto oštećenja (F, G).  
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3.2.3. Eksplantacija i prikupljanje koštano-hrskavičnih blokova za analizu 

Sve životinje 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 oštećenja. Prethodno je primjenjena opća 

anestezija administracijom 0,1 mg/kg ksilazina (Xylapan, Vetoquinol, Švicarska) i 7,5 mg/kg 

ketamina (Narketan, Vetoquinol, Švicarska) intramuskularno. Nakon eutanazije, pristup 

koljenskom zglobu išao je kroz stari rez, medijalnom parapatelarnom artrotomijom. Na isti 

način učinjen je i dodatni lateralni parapatelarni rez. Koljeno je postavljeno u položaj 

maksimalne fleksije. Napravljen je rez kroz patelarni ligament te je patela izvrnuta kranijalno 

za 180°. Učinjene su fotografije otvorenog zgloba, kao i trohleje i patele zasebno (Slika 17). 

Oscilacijskom pilom izrezani su koštano-hrskavični blokovi veličine 20 mm x 15 mm x 10 

mm koji su sadržavali mjesto oštećenja, okolnu zdravu zglobnu hrskavicu i suphondralnu kost 

(Slika 19 F, G). Također su eksplantirani i koštano-hrskavični 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 fiziološku otopinu. Koštano-hrskavični blokovi fiksirani u 4 %-tnom 

paraformaldehidu korišteni su za histološku analizu, dok su oni pospremljeni u fiziološku 

otopinu snimani magnetskom rezonancijom. U ovoj doktorskoj disertaciji obrađeni su uzorci 

pripremljeni za histološku analizu.  

 

Slika 14. Shema eksplantacije operiranog koljena. Mjesta oštećenja 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 histološku analizu, a druga za 

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

Životinje su dovedene na Kliniku za kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju najmanje 24 h 

prije kirurškog zahvata kako bi se prilagodile na novo okružje. Prilikom dolaska na kliniku 

obavljen je klinički pregled svake životinje kako bi se procijenilo zdravstveno stanje životinje. 

U istraživanju su izvođena 2 anesteziološka protokola.  

Anesteziološki protokol za biopsiju hrskavice nosne pregrade započeo je sedacijom 

ovce intramuskularnom injekcijom i aplikacijom 0,1 mg/kg ksilazina (Xylapan, Vetoquinol, 

Švicarska) i 7,5 mg/kg ketamina (Narketan, Vetoquinol, Švicarska). Nakon početka sedacije, 

uvođenjem intravenske kanile u cefaličnu 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 učinka (Rotexmedica, Njemačka).  

Ovca je intubirana endotrahealnim tubusom, a kompletan monitoring za vrijeme izvođenja 

biopsije hrskavice nosne pretrage nastavljen je od strane anesteziologa. Nakon biopsije nosne 

pregrade, bol je ublažena 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 kirurški postupak transplantacije započela je izdvajanjem životinje, 

njenim sediranjem i aplikacijom 0,1 mg/kg ksilazina (Xylapan, Vetoquinol, Švicarska) i 7,5 

mg/kg ketamina (Narketan, Vetoquinol, Švicarska) pomoću intramuskularne injekcije. 

Početkom sedacije, uvođena je intravenska kanila u cefaličnu venu te je aplicirano 0,25 mg/kg 

midazolama (Torrex Chiesi Pharma Gmbh, Austrija) i 1 µg/kg fentanila (Fentanyl solution, 

Janssen Pharmaceutica N.V., Belgija). Opća anestezija inducirana je intravenoznom 

aplikacijom tiopentala (Thiopetal solution BP 500 mg , Rotexmedica, Njemačka), 5-10 mg/kg 

otopine ili do učinka anestetika. Za vrijeme kirurškog zahvata inhalacijska anestezija je 

korištena kao tehnika opće 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 kirurškog zahvata. Intraoperativna anelgezija je 

održavana konstantnom perfuzijom 0,1 - 0,5 µg/kg/min fentanila. Nakon oporavka, ovce su 

premještene na farmu gdje su držane u prirodnom okolišu, a hrana i voda su im bile dostupne 

ad libitum. Na farmi su ovce bile pod nadzorom ovlaštenog 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 uključivao je izolaciju hondrocita iz 

uzetog tkiva nosne pregrade i njihovo umnožavanje. 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 pomoć sterilne pincete i skalpela odstranjeni su ostaci perihondrija te 

je tkivo usitnjeno na manje komadiće (Slika 16 B). Usitnjeni komadići hrskavice digestirani 

su u 0,15 %-tnoj otopini kolagenaze. Otopina kolagenaze pripremljena je otapanjem 15 mg 

kolagenaze tipa II (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, 

Njemačka), 10 %-tni fetalni goveđi serum (engl. fetal bovine serum, FBS, Gibco, SAD), 1 %-

tna mješavina penicilina, streptimicina i L-glutamina (Gibco, SAD), 1 %-tni natrijev piruvat 

(Sigma-Aldrich, Njemačka) i 1 %-tni HEPES pufer (Gibco, SAD). Uzorak je položen na 

tresilicu u inkubator za staničnu kulturu na 37 °C pri 5 %-tnom CO2, a digestija je trajala 22 h. 

Dobivena suspenzija hondrocita i nedigestiranih komadića hrskavice (Slika 16 C) 

centrifugirana je 5 min na 300 x g. Pelet je resuspendiran u 12 ml proliferacijskog medija te je 

suspenzija prebačena u posudu za staničnu kulturu sa 6 jažica. Proliferacijski medij 

pripremljen je dodavanjem 5 ng/µl  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 %, pasaža I 

(Slika 16 D). Stanice su zatim odvojene od podloge posude za staničnu 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 pomoć 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 prebačena 

u 4 posude za staničnu kulturu volumena 150 cm2. U svaku posudu nasađeno je po 750 000 

stanica. Ostatak stanica je zaleđen u mediju za zaleđivanje koji se sastojao od 90 %-tnog FBS-

a i 10 %-tnog dimetilsulfoksida, DMSO-a (engl. Dimetyl sulfoxide, Sigma-Aldrich, SAD). 

Izmjena proliferacijskog medija vršila se svaka 2 - 3 dana. Nakon 5 dana, stanice su ponovno 

odvojene od podloge posuda za staničnu kulturu procesom tripsinizacije (pasaža II, Slika 16 
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E). Umnažanje hondrocita trajalo je 13 dana. Kolagenska membrana Chondro-Gide orginalne 

veličine 4x5 cm izrezana je na 6 manjih membrana, veličine 1 cm2 (Slika 15 i Slika 16 F). 

Prije nasađivanja hondrocita na kolagensku membranu, membrana se postavila tako da je 

porozni sloj membrane bio okrenut prema gore. Membrana se u tom položaju označila 

odrezivanjem gornjeg desnog ugla i dodavanjem oznake u donjem desnom uglu instrumentom 

za biopsiju promjera 2 mm (Slika 15).  

 

Slika 15. Shema pripreme kolagenske membrane za nasađivanje hondrocita. Kolagenska 

membrana Chondro-Gide početne veličine 4x5 cm postavljena je tako da je porozni sloj 

okrenut prema gore te je uz pomoć skalpela izrezana na 6 manjih membrana veličine 1cm2. 

Svaka manja membrana označena je odrezivanjem gornjeg desnog ugla i dodavanjem oznake 

na donjem desnom uglu instrumentom za biopsiju promjera 2 mm.  

 

Za nasađivanje jedne kolagenske membrane Chondro-Gide veličine 1 cm2 korišteno je 

4,2 milijuna stanica. Nakon određivanja 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 μg/ml humanog inzulina (Santa Cruz Biotechnology, 

SAD)). Na svaku membranu naneseno je 50 μl suspenzije hondrocita dok je ispod nosača 

dodano po 5 μl hondrogenog medija. Stanice su inkubirane na membranama 45 min na 37 °C 

pri 5 %-tnom CO2 u inkubatoru za staničnu kulturu te im je zatim dodano po 4 ml 

hondrogenog medija. Od svakog uzorka tkiva tijekom proizvodnje uzgojeno je 6 tkivnih 

presadaka veličine 1 cm2. 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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Slika 16. Proces uzgoja tkivnih presadaka. Uzorak hrskavice nosne pregrade (A) usitnjen je 

na manje komadiće (B) te digestiran u 0,15 %-tnoj otopini kolagenaze tipa II. Nakon digestije 

izolirani hondrociti i fragmenti hrskavice (C) nasađeni su u posudu za staničnu kulturu i 

umnoženi kroz dvije pasaže (D, E). Kolagenska membrana Chondro-Gide izrezana je na 6 

manjih membrana veličine 1 cm2 (F) te je na svaku membranu nasađeno 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. Određivanje broja stanica i test vijabilnosti tripanskim modrilom 

Test vijabilnosti tripanskim modrilom zasniva se na principu da žive stanice posjeduju 

staničnu membranu koja onemogućuje ulazak tripanskog modrila u stanicu dok će kod stanica 

s oštećenom membranom, odnosno mrtvih stanica, ulazak modrila biti moguć. Miješanjem 

suspenzije stanica sa tripanskim modrilom možemo odrediti broj i vijabilnost stanica 

njihovom vizualizacijom pod svjetlosnim invertnim mikroskopom. Žive stanice tada imaju 

prozirnu citoplazmu dok će mrtve stanice biti obojane u plavo (Strober 2001). Kako bi se 

odredio broj i vijabilnost hondrocita tijekom njihovog umnažanja, suspenzija stanica je 

prikupljena nakon digestije, na kraju prve pasaže stanica i prije nasađivanja hondrocita na 

kolagensku membranu. Prikupljena stanična suspenzija pomiješana je sa 0,4 %-tnim 

tripanskim modrilom (Sigma-Aldrich, SAD) u omjeru 1:1. Nakon 2 min inkubacije na sobnoj 

temperaturi mješavina je nanesena u duplikatu na Neubauerovu komoricu (Slika 15). Stanice 

su vizualizirane svjetlosnim invertnim mikroskopom Zeiss Axiovert 40 CFL (Carl Zeiss 

Microscopy, SAD) pod povećanjem 200x. Brojane su stanice koje se nalaze u 4 velika 
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kvadrata Neubaureove komorice (Slika 17 A), isključujući stanice koje su se nalazile na 

desnom i donjem rubu kvadrata (Slika 17 B). Ukupan broj stanica određen je prema sljedećoj 

formuli: C = (X x d x 104) x V, gdje C predstavlja ukupan broj živih stanica u 1 ml stanične 

suspenzije, X je srednja vrijednost živih stanica u 4 kvadrata, d je faktor razrijeđenja, a V 

ukupan volumen stanične suspenzije. Vijabilnost stanica određena je prema sljedećoj formuli: 

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

i živih).  

             

Slika 17. Shema Neubauerove komorice. A) Veliki kvadrati označeni plavom bojom sastoje 

se od 16 manjih kvadrata. Broje se stanice koje se nalaze unutar 4 velika plava kvadrata. B) 

Svaki plavi kvadrat može uključivati žive stanice (prozirna citoplazma) i mrtve stanice (plava 

citoplazma). Stanice koje padaju na desni i donji rub kvadrata (označene crvenim X-om) ne 

ulaze u konačni broj stanica.  

3.5. Analiza tkivnih presadaka  

Svaki uzorak hrskavice nosne pregrade poslužio je za uzgoj ukupno šest tkivnih 

presadaka. Za transplantaciju na mjesta oštećenja  korištena su 2 tkivna presatka. Ostali tkivni 

presadci korišteni su za molekularnu, histološku, te analizu metodom magnetske rezonacije.  

3.5.1. Histološka analiza tkivnih presadaka  

Tkivni presadci za histološku 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 niže koncentracije (50 %) do apsolutnog alkohola. 

Tkivni presatci su zatim prebačeni u mješavinu alkohola i ksilena. Kako bi se uklonio alkohol, 

a tkivo postalo prozirno, presadci su prebačeni u ksilen i na kraju prožeti i uklopljeni u 

parafin. Uklopljeni uzorci tkiva rezani su na mikrotomu Leitz 1512 (Leitz, Njemačka) na 

rezove debljine 5 μm. Rezovi su postavljeni na pozitivno nabijena stakla Superfrost (Thermo 

Scientific, SAD). Dobiveni histološki prerezi bojani su osnovnim histološkim 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 histološki 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, 

histološki 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 uključivalo 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 mješavinu 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 određivanje prisutnosti i razmještaja proteina u tkivnim presadcima koristila se 

metoda imunohistokemije. Parafinski rezovi na predmetnim stakalcima deparafinizirani su u 

ksilenu, rehidrirani u padajućem nizu alkohola i isprani u destiliranoj vodi i PBS-u. S obzirom 

da proces fiksacije tkiva može dovesti do maskiranja epitopa antigena i težeg vezanja 

antitijela za antigen, kod svakog imunohistokemijskog bojenja korištena je metoda otkrivanja 

epitopa antigena. Za detekciju kolagena tipa II korištena je enzimatska metoda otkrivanja 

epitopa antigena primjenom 0,1 % w/v pronaze (Sigma-Aldrich, Njemačka) kroz 20 min na 

sobnoj temperaturi nakon čega je uslijedila inkubacija tkiva 2,5 %-tnom w/v hijaluronidazom 

(Sigma-Aldrich, Njemačka) kroz 30 min pri 37 °C. Za detekciju agrekana i kolagena tipa VI 

korištena 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, Njemačka) kroz 60 min na 37 °C.   

Kako bi se smanjio pozadinski signal ili lažno vezanje antitijela za antigen te blokiralo  

nespecifično 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 detekciju kolagena tipa II korišteno je monoklonalno primarno antitijelo anti-kolagen 

tipa II IgG1 (Developmental Studies Hybridoma Bank, University of Iowa, SAD) 

proizvedeno u zecu te razrijeđeno 1:200 u PBS-u sa dodatkom 1 % kozjeg seruma (Dako, 

Agilent Technologies, Danska). Antitijelo je inkubirano na uzorcima preko noći pri +4 ᵒC. Za 

detekciju agrekana korišteno je moniklonalno primarno antitijelo anti-agrekan IgG1 (Acris 
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Antibodies GmbH, Njemačka) proizvedeno u mišu te razrijeđeno 1:150 u PBS-u sa 1 % 

kozjeg serumom uz inkubaciju od 2 h na sobnoj temperaturi. Za detekciju kolagena tipa VI 

korišteno je poliklonalno primarno antitijelo anti-kolagen VI (Abcam,Velika Britanija) 

proizvedeno u zecu te razrijeđeno 1:1000 u PBS-u sa 1% kozjim serumom uz inkubaciju 

preko noći na +4 ᵒC.  

Endogena peroksidaza blokirana je kod svih imunohistokemijskih bojanja inkubacijom 

tkiva 3 %-tnom hidrogen peroksidom 10 min na sobnoj temperaturi.  

Svi histološki preparati inkubirani su sekundarnim antitijelom Dako REAL™ 

EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (Dako, Agilent Technologies, Danska) 30 min na sobnoj 

temperaturi prema uputama proizvođača. Sekundarno antitijelo povezano je sa peroksidazom 

hrena (HRP, engl. horseradish peroxidase), proizvedeno u kozi te je specifično za 

imunoglobuline zeca ili miša. Vizualizacija je učinjena pomoću 3,3’ 

diaminobenzidintetrahidroklorida (DAB, engl. 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride). 

Prije nanošenja, DAB je razrijeđen u puferu za supstrat u omjeru 1:50. Inkubacija DAB-om 

trajala je 2 min na sobnoj temperaturi. Smeđe obojenje koje nastaje u tkivu nakon inkubacije 

DAB-om označava 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, histološki preparati su višekratno isprani u destiliranoj vodi 

i kontrastirani hemalaunom 30 sekundi na sobnoj temperaturi. Tkivni prerezi su zatim 

dehidrirani u rastućem nizu alkohola (70 % do 100 %), prožeti ksilenom i poklopljeni  

pokrovnim staklom i uklopnim sredstvom Tissue-Tek® Glas Mounting Medium (Sakura, 

Nizozemska). 

Histološki prerezi zdrave zglobne hrskavice ovce korišteni su kao pozitivna kontrola za 

sva imunohistokemijska bojanja. Također, kako bi se utvrdilo da su antitijela specifično 

vezana za ciljani antigen, korištena je negativna kontrola za IgG1 mišji izotip. Pri tome su 

histološki preparati tkivnih presadaka i zdrave zglobne hrskavice prošli jednak postupak kao i 

ispitivani uzorci, ali uz primjenu mišijeg monoklonalnog antitijela anti-IgG1 kappa 

imunoglobulin razrijeđenog u PBS-u u omjeru koji odgovara koncentraciji istraživanog 

antitijela uz dodatak 1 %-tnog kozjeg seruma. Kako bi se osigurali da pozitivan signal nije 

uzrokovan detekcijskim sistemom ili vezanjem sekundarnog antitijela na antigen, korištena 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  

Histološki preparati tkivnih presadaka pregledani su uz pomoć svjetlosnog mikroskopa 

Olympus B51 (Olympus, Japan). Svaki histološki preparat forografiran je na 6 mjesta 

koristeći 20x objektiv i kameru Olympus DP70. Fotografije su spremljene uz pomoć softvera 

Olympus DP Controller Software (Olympus, Japan). Kvantifikacija imunohistokemijskih 

bojanja provedena je uz pomoć softvera Image J i algoritama Andy's Algorithm-master. 

Postupak kvantifikacije proveden je prema ranije opisanim uputama (Law i sur. 2017). Uz 

pomoć navedenog algoritma, određeno je područje promatranja, ROI (engl. region of 

interest), a obuhvaćalo je samo stanični dio uz međustaničnu tvar tkivnih presadaka. Jezgre 

hondrocita i područje nosača nije uzeto u obzir prilikom kvantifikacije. Najprije je 5 

reprezentativnih fotografija za svako imunohistokemijsko bojenje poslužilo 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 izračunao postotak pozitivnog obojenja, korištena su 2 parametra dobivena nakon 

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

area). Rezultati su dobiveni prema sljedećoj formuli:  
𝑝𝑜𝑧𝑖𝑡𝑖𝑣𝑛𝑎 𝑝𝑜𝑣𝑟š𝑖𝑛𝑎

𝑢𝑘𝑢𝑝𝑛𝑎 𝑝𝑜𝑣𝑟š𝑖𝑛𝑎
 𝑥 100. Za svaki 

histološki preparat kvantificirano je 6 odabranih fotografija te je uzeta u obzir srednja 

vrijednost dobivenih rezultata. Izračunata 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. Izolacija RNA iz hondrocita, tkivnih presadaka, nosne i zglobne hrskavice  

Uzgojeni tkivni presadci određeni za molekularnu analizu homogenizirani su uz pomoć 

Mixer Mill homogenizatora (Retsch, Njemačka). Svaki tkivni presadak prebačen 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 prebačena je u novu epruvetu 

te se nastavilo sa postupkom izolacije RNA. Uzorci nosne i zglobne hrskavice prebačeni su u 

Cellcrusher homogenizator (Cellcrusher, Cork, Irska) i uronjeni u tekući dušik. Nakon što su 

uzorci hrskavice pretvoreni u prah dodan im je 1 ml TriReagenta. Stanični peleti hondrocita, 

skupljeni tijekom uzgoja tkivnih presadaka u fazi pasaže II (prije nasađivanja na kolagensku 

membranu), resuspendirani su u 500 μl 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 ohlađenu epruvetu. Vodenoj fazi je dodano 0,8 

volumena izopropanola i 0,5 µl glikogena nakon čega je RNA istaložena 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 sušen na zraku oko 10 min i otopljen u 30 µl vode tretirane 

dietilpirokarbonatom, (DEPC, engl. diethyl pyrocarbonate, Sigma-Aldrich, SAD). 

Koncentracija RNA izmjerena je na Nanodropu 2000 (Thermo Scientific, SAD). Kakvoća 

RNA provjerena je gel elektroforezom. RNA svakog uzorka pomiješana je s puferom za 

nanošenje uzorka (New England BioLabs, Velika Britanija) u omjeru 2:1 te je mješavina 

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 S i 28 S na gelu.  

3.5.3.2. Uklanjanje zaostale DNA iz uzorka RNA 

Izolirana RNA tretirana je DNazom I (Thermo Scientific, SAD) kako bi se uklonila 

zaostala genomska DNA iz uzorka. Reakcijska mješavina za razgradnju DNA sastojala se od 

deoksiribonukleaze I (DNaze I)  konačne koncentracije 1 U/µl, 10x pufera sa MgCl2  konačne 

koncentracije 1x i vode tretirane DEPC-om. Reakcijskoj mješavini dodan je 1 µg izdvojene 

RNA poznate koncentracije. Dobivena mješavina je vorteksirana i inkubirana na termobloku 

na 37 °C tijekom 60 minuta. Uzorcima je dodan po 1 µl 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) pomoću 

komercijalnog kita za reverznu transkripciju High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems, SAD) prema uputama proizvođača. Reakcijska mješavina za 

transkripciju sastojala se od 10x pufera za reverznu transkripciju, 25x smjese dNTP-a 

(100mM), 10x nasumičnih početnica, reverzne transkriptaze MultiScribe™ (50 U/μl), 

inhibitora Rnaze i vode bez nukleaza (milliQ). Svaki uzorak RNA pomiješan je sa 

reakcijskom smjesom u omjeru 1:1. Dobivena mješavina 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 razrijeđeni s 5 μl vode koja ne sadrži nukleaze (miliQ) te su 

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

Dizajnirane su početnice za gene specifične za hrskavicu kao što je kolagen tipa II, 

agrekan i kolagen tipa X te gen koji nije eksprimiran u hrskavičnom tkivu, kolagen tipa I. 

Najprije su pronađene sekvencije ciljnih gena ovce u Ensemble bazi podataka. U daljnoj 

obradi koristile su se sekvencije u fasta formatu. Određeni su krajevi egzona sekvencija. 

Početnicu su dizajnirane pomoću internetskog programa PrimerQuest (IDT SciTools, SAD) 

poštujući pravila za dizajn početnica (Dieffenbach i sur. 1993). Prema pravilima, duljina 

početnica treba iznositi između 18 i 24 pb. Temperatura mekšanja, Tm (engl. melting 

temperature) treba iznositi između 50 i 65 °C. Početnice trebaju sadržavati oko 45 - 55 % G i 

C nukleotida. Preporuča se da 5' i 3' krajevi početnica počinju ili završavaju s G ili C 

nukleotidima. Vodeći se navedenim pravilima, u PrimerQuest programu zadani su optimalni 

parametri za dizajn početnica. Odabrane početnice analizirane su in silico uz pomoć AmplifX 

softvera (Jullien 2013). Slijed nukleotida početnica za umnažanje GAPDH gena preuzet je od 

(Garza-Veloz i sur. 2013). Proizvođač svih početnica bio je Macrogen (LIGO, Južna Koreja). 

Početnice su dobivene u početnoj koncentraciji od 100 µM te su prije korištenja razrijeđene u 

vodi bez nukleaza (milliQ) na koncentraciju od 10 µM. Odabrani geni, slijed početnica, 

temperatura mekšanja i pripadajuća dužina fragmenta prikazani su u Tablici 2. 

 

Table 2. Slijedovi početnica, temperatura mekšanja (Tm) i očekivana dužina amplikona.  

GEN F/R SLIJED POČETNICE TM (°C) DUŽINA 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 TGA TGC TTC TAT CC 58,4 192 

R CAC AGC TTC TGG TCA ATC TC 58,4 

COL1A1 F CAG CAG ATC GAG AAC ATC C 58 165 

R CTC CAT GTT GCA GAA GAC C 58 

COLX F GCTGCTAATGCTCTTGAACT 62 143 

R ACACGCCTTTACCCTTTATG 60 

GAPDH F GAT TGT CAG CAA TGC CTC CT 58,4 194 

R AAG CAG GGA TGA TGT TTT GG 58,4 

 

3.5.3.5. Analiza ekspresije gena u tkivnim presadcima kvantitativnom lančanom 

reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (qRT-PCR)  

Kvantitativnom lančanom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu, qPCR (engl. 

quantitative Polymerase Chain Reaction) istražila se ekspresija gena kolagena tipa I, II, X i 
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agrekana. Kolagen tipa II i agrekan su markeri hondrogeneze i glavne su komponente 

izvanstaničnog matriksa hrskavice. Kolagen tipa I ne nalazimo u hrskavičnom tkivu, ali ga 

eksprimiraju dediferencirani hondrociti, tj. hondrociti u proliferaciji. Ekspresija kolagena tipa 

X u većim količinama 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 umnažanja, korištena je za 

određivanje ekspresije ciljnih gena. Reakcijska mješavina za kvantitativni PCR u konačnom 

volumenu od 20 µl sastojala se od 1 µl cDNA koncentracije 20 ng, 10 µl 1x Power SYBR® 

Green PCR Master Mix-a (Applied Biosystems, SAD), 0,4 µl 10 µM uzvodnih i nizvodnih 

početnica 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) korišten je kao endogena kontrola. Kao negativne kontrola 

korištena je rekacijska smjesa bez cDNA (NTC, engl. no template control). qPCR je proveden 

na uređaju 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, SAD) uz početne faze od 

po 20 sekundi pri 50 °C i 10 minuta pri 95 °C. Zatim je slijedilo 40 ciklusa od po 15 sekundi 

pri 95 °C i 1 minutu pri 58 °C. Dobiveni podaci spremljeni su u programskom paketu 7500 

Software v2.0.6. i analizirani komparativnom Ct (ΔΔCt) 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, Njemačka). Snimanje je izvedeno u konfiguraciji s dvije zavojnice (Tx/Rx), 

pri čemu je odašiljačka (Tx) zavojnica bila volumna (MT0381, Bruker Biospin, Njemačka), 

dok je prijamna (Rx) zavojnica bila 2-elementna površinska zavojnica prilagođena snimanju 

mišjeg mozga (MT0042, Bruker Biospin, Njemačka). Ova konfiguracija odabrana je radi 

postizanja najboljeg omjera signal-šum s obzirom na veličinu snimanih uzoraka. 

Prije snimanja, tkivni presadak (Slika 18 A) pozicioniran je uz pomoć plastične podloge 

V oblika na sredinu epruvete volumena 2 ml. U epruvetu je dodano 2 ml kompletnog medija 

sa 5 % FBS-a pazeći 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 

numeričkim algoritmom mogla izračunati vrijednost odgovarajućeg vremena relaksacije u 

tkivu. Tkivni presadak je zatim prebačen 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-DTPA2, Magnevist®, Bayer 

Schering Pharma, Njemačka). 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 vraćen 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 

 T1 mapa T2 mapa 

Orijentacija longitudinalna longitudinalna 

Veličina vidnog polja 

(FOV*) 

12 x 2.9 x 3 mm 12 x 2.9 x 3 mm 

In-plane rezolucija u 

snimanom presjeku 

91 x 91 μm 91 x 91 μm 

Debljina presjeka (engl. slice 

thickness) /razmak između 

presjeka (engl. slice gap) 

600 μm / 200 μm (4 slices)  600 μm / 200 μm (4 slices) 

Tip sekvence RARE sekvenca (spin-echo) s 

varijabilnim vremenom TR (RARE-

VTR) sa 7 T1 vrijednosti 

MSME sekvenca (spin-echo) s 

20 odjeka (Multi-Echo)  

TR/TE* 250, 500, 800, 1300, 1900, 2800, 4500} 

ms / 6 ms 

2800 ms /  {8, 16, 24, …, 160} 

ms 

Razmak između odjeka 

(engl. echo spacing) 

6 ms 8 ms 

Faktor ubrzanja (RARE*) 2 - 

Broj usrednjavanja (engl. N 

averaging) 

7 12 

Širina frekvencijskog pojasa 

prijamnika (BW*) 

75000 Hz 35000 Hz 

Vrijeme skeniranja  22, 5min 17,55 min 

*FOV (engl. field of view)= veličina vidnog polja 

*TR (engl. repetition time) = vrijeme ponavljanja 

*TE (engl. echo time)= vrijeme odjeka 

*RARE (engl. rapid imaging with refocused echo) 

*BW (engl. bandwidth) = širina 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 

Veličina vidnog polja (FOV*) 12 x 2,9 x 3 mm  

In-plane rezolucija u snimanom presjeku 91 x 91 μm  

Debljina presjeka (engl. slice thickness) /razmak između 

presjeka (engl. slice gap) 

600 μm / 200 μm (4 slices) 

Tip sekvence  RARE-VTR sekvenca sa 7 T1 

Experiments 

TR/TE* 250, 500, 800, 1300, 1900, 2800, 

4500} ms / 6 ms  

Razmak između odjeka (engl. echo spacing) 6 ms 

Faktor ubrzanja (RARE*) 2 

Broj usrednjavanja (engl. N averaging) 7 

Širina frekvencijskog pojasa prijamnika (BW*) 75000 Hz 

Vrijeme skeniranja  22,5 minuta 

*FOV (engl. field of view)= veličina vidnog polja 

*TR (engl. repetition time) = vrijeme ponavljanja 

*TE (engl. echo time)= vrijeme odjeka 

*RARE (engl. rapid imaging with refocused echo) 

*BW (engl. bandwidth) = širina frekvencijskog pojasa prijamnika 

 

Nakon numeričke obrade dobivenih snimaka u programu Paravision, za svako tkivo bilo 

je moguće očitati T1 i T2 relaksacijsko vrijeme. Na dobivenim snimkama za očitanje su 

odabrana različita područja od interesa, ROI (engl. region of interest) za svaki tkivni 

presadak. Područja kolagenske membrane, staničnog sloja  i okolne tekućine u kojem je tkivo 

bilo uronjeno (Slika 18 C) označena su kao područja od interesa, a na svakom području 

postavljena su 3 mjesta za očitavanje. MR-oslikavanje hrskavice osnaženo kontrastnim 

sredstvom (dGEMRIC, engl. delayed gadolinium-enhanced MRI of cartilage) je neinvazivna 

tehnika s kojom se može odrediti količina glikozaminoglikana u izvanstaničnom matriksu 

hrskavice. Negativno nabijeno kontrastno sredstvo (Gd-DTPA2-) distribuira se proporcionalno 

obrnuto prema koncentraciji negativno nabijenih glikozaminoglikana u izvanstaničnom 

matriksu hrskavice (Tiderius i sur. 2004). Niska količina GAG-a bit će vidljiva po kratkom T1 

signalu i obrnuto, visoka količina GAG-a u hrskavičnom tkivu po dužem T1 signalu. 
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Posljedično, razlika u vremenu relaksacije nakon i prije natapanja tkivnih presadaka u otopini 

gadolinija obrnuto su proporcionalne količini glikozaminoglikana prisutnih u tkivnom 

presatku. Kolagenska membrana Chondro-Gide bez stanica snimana je na istovjetan način 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) Područja interesa, 

ROI (engl. region of interest) označena žutim krugovima koja su poslužila za očitanje 

relaksacijskog vremena prilikom analize T1 postkontrasnih snimaka. Za svaku regiju 

(kolagenska membrana (nosač), stanični sloj i okolnu tekućinu (medij)) označena su 3 

područja od interesa.      

 

3.6. Makroskopska analiza  

Nakon otvaranja i prikaza zglobnih površina napravljene su fotografije zgloba koje su 

poslužile 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). Također su fotografirani koštano-hrskavični 

blokovi eksplantirani za histološku i MRI analizu (Slika 19 F, G). Uz područje koje se 

fotografiralo postavljene su šifrirane oznake sa datumom. Za svako ˝kissing˝-oštećenje 

pripremljeno je 7 fotografija koje su poslužile za ocjenu uporabom makroskopske ICRS 

ljestvice. Ocijenjivanje uzoraka obavila su dva ocjenjivača, specijalisti ortopedije, iskusni u 

primjeni ove ljestvice, kojima su sve fotografije prezentirane nasumično uz šifre. Kriteriji 
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ICRS makroskopske ljestvice prikazani su u Tablici 5. te sadrže 3 kriterija koja se mogu 

ocijeniti bodovima od 0 do 4. Kako bi dobili stupanj cijeljenja, zbrojene su vrijednosti svih 

kriterija.  

 

 

Slika 19. Eksplantacijski postupak. Prvo je prikazan zglob zajedno sa patelom i trohlejom (A) 

te je učinjena fotografija cijelog zgloba. Zatim su napravljene po 2 fotografije trohleje (B, C)  

i patele (D, E). Pri tome je jedna fotografija trohleje (i patele) učinjena paralelno na zglob 

(B,D), a druga pod kutem od 45° (C, E). Na kraju su fotografirani eksplantirani koštano-

hrskavični blokovi uz mjerilo i indentifikacijski broj (F, G). 
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Tablica 5. Ljestvica Međunarodnog društva za obnovu hrskavice, ICRS (engl. International 

Cartilage Repair Society) za makroskopsku analizu i ocjenu cijeljenja hrskavičnog tkiva  

 

KRITERIJ BODOVI 
 

Stupanj cijeljenja 

oštećenja 

u razini s okolnom hrskavicom 4 

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 

graničnu zonu 

potpuna integracija s okolnom hrskavicom 4 

demarkacija < 1 mm 3 

¾ presatka integrirano s okolnom hrskavicom, ¼ s primjetnom 

granicom debljine > 1 mm 

2 

½ presatka integrirano s okolnom hrskavicom, ½ s primjetnom 

granicom debljine > 1 mm 

1 

≤ ¼ presatka integrirana s okolnom hrskavicom 0 

Makroskopski 

izgled 

Intaktna glatka površina 4 

Fibrilirana površina 3 

Male razbacane fisure i pukotine 2 

Više malih ili nekoliko velikih, širokih fisura 1 

Potpuna degeneracija presađenog područja 0 

Cjelokupna ocjena 

cijeljenja 

Stupanj I  normalno 12 

Stupanj II približno normalno 8-11 

Stupanj III  abnormalno 4-7 

Stupanj IV teško oštećenje 1-3 
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3.7. Histološka analiza eksplantata 

Priprema, bojenje i dokumentacija histoloških preparata koštano-hrskavičnih blokova 

provedena je na Zavodu za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Zagrebu od 

strane zaduženog histologa. 

Koštano-hrskavični blokovi eksplantirani za histološku 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 između 15 i 20 tjedana ovisno o veličini i debljini uzorka te gustoći subhondralne 

kosti. Nakon dekalcinacije, uzorci su postfiksirani u 4 %-tnom formaldehidu tijekom 24 h. 

Fiksativ je ispran kroz više izmjena PBS-a i destilirane vode te su uzorci dehidrirani u 

uzlaznim koncentracijama alkohola (70 % do 100 %) i prebačeni u ksilen kako bi tkivo 

postalo prozirno. Uzorci su zatim prožeti i uklopljeni u parafin, a parafinski blokovi su rezani 

na mikrotomu Leitz 1512 (Leitz, Njemačka) na rezove debljine 5 µm. Dobiveni histološki 

prerezi bojani su osnovnim histološkim 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 histoloških preprata obojenih navedenim histološkim 

bojama (po 2 preparata, za svako bojanje). Histološki preparati promatrani su pod svjelosnim i 

polarizacijskim mikroskopom te je cijeljenje hrskavičnog tkiva ocijenjeno od strane dva 

neovisna ocjenjivača. Ocjenjivači su koristili histološku ocjensku ljestvicu Međunarodnog 

društva za obnovu hrskavice, ICRS II (engl. International Cartilage Repair Society) opisanu u 

(Mainil-Varlet i sur. 2010). Parametri za ocjenu cijeljena hrskavičnog tkiva prikazani su u 

Tablici 6. Navedeno je 14 parametara, od kojih je svaki ocijenjivan od 0 % (najlošiji rezultat) 

do 100 % (najbolji rezultat). 
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Tablica  6. Histološka ljestvica za procjenu cijeljena hrskavice Međunarodnog društva za 

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

HISTOLOŠKI PARAMETAR OCJENA 

1. Morfologija tkiva (PLM) 0%: debela kolagenska vlakna 

100%: normalna dvolomnost hrskavice 

2. Obojenost međustanične tvari 

(safranin O/toluidin) 

0%: nema bojenja 

100%: potpuna metakromazija 

3. Morfologija stanica 0%: vretenaste stanice u većini 

100%: okrugle/ovalne stanice u većini 

4. Nakupljanje hondrocita u skupine/klastere 0%: prisutni klasteri 

100%: nema klastera 

5. Arhitektura površine 0%: delaminacija ili velike nepravilnosti 

100%: glatka površina 

6. Bazalna integracija 0%: nema integracije 

100% potpuna integracija 

7. Stvaranje mineralizirane linije 0%: nema linije mineralizacije 

100% potpuna linija mineralizacije 

8. Abnormalnosti suphondralne kosti/fibroza koštane 

srži 

0%: prisutne 

100%: nedostaju/normalna koštana srž 

9. Upala 

(limfociti, plazma stanice) 

0%: prisutna 

100%: odsutna 

10. Abnormalna kalcifikacija/okoštavanje 0%: prisutna 

100%: odsutna 

11. Vaskularizacija 0%: prisutna 

100%: odsutna 

12. Ocjena površine (PLM) 

(gornja trećina hrskavičnog tkiva) 

0%: potpuni gubitak ili prekid 

100%: izgled intaktne zglobne hrskavice 

13. Ocjena srednje/duboke zone (PLM) 0%: vezivno tkivo 

100%: hijalina hrskavica 

14. Cjelokupna ocjena 0%: loše (vezivno tkivo) 

100%: dobro (hijalina hrskavica) 

 

 

 

 



48 
 

3.8. Statistička analiza  

Statistička analiza je provedena koristeći softver GraphPad Prism v.7 (GraphPad 

Software, SAD). Neovisni t-test korišten je kod usporedbe dviju neovisnih grupa. One - way 

ANOVA je korištena za analizu podataka između više od dvije eksperimentalne grupe. 

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. Statistička značajnost je 

prihvaćena pri p<0.05.  
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4. REZULTATI  

4.1. Broj i vijabilnost hondrocita korištenih za uzgoj tkivnih presadaka 

Testom tripanskog modrila utvrđen je potencijal umnažanja, preživljenje 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 preživljenje od 100%. Visoko preživljenje hondrocita zadržano je tijekom cijelog 

postupka umnažanja. Srednja vrijednost preživljenja hondrocita nakon prve pasaže iznosila je 

99,05 ± 0,38 % dok je nakon druge pasaže hondrocita, a neposredno prije nasađivanja na 

kolagensku membranu iznosila 99,38 ± 0,23. (Slika 20 B). Nije uočena razlika u preživljenju 

između hondrocita korištenih 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 unatoč tome 

da su svi prikupljeni uzorci hrskavice nosne pregrade imali jednaku početnu veličinu. Broj 

hondrocita nakon prve pasaže, 9. dan uzgoja, iznosio je od 4 do 9 milijuna. Nakon druge 

pasaže, 14. dan uzgoja, prinos hondrocita bio je između 50 i 95 milijuna. Iako se finalni broj 

hondrocita dobiven umnažanjem razlikovao za svaki uzorak hrskavice nosne pregrade, stopa 

proliferacije nije promijenjena kroz vrijeme te nisu uočene razlike u proliferaciji hondrocita 

izoliranih iz različitih uzoraka hrskavice nosne pregrade (Slika 20 A). Hondrociti su zadržali 

visoku stopu preživljenja i proliferacije tijekom cijelog postupka umnažanja.  

Tablica 12. Ukupan broj hondrocita određen u 3 vremenske točke, 2., 9. i 14. dan uzgoja N-

CAM i N-TEC tkivnih presadaka. Tkivni presadci korišteni su za liječenje koštano-

hrskavičnih oštećenja 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 N-TEC 6 mjeseci  

2.dan 80 000 – 280 000  140 000 – 220 000  212 500-287 000 100 0000-175 000 

9.dan 5 812 000 – 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 – 87 975 000 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 preživljenje hondrocita (B) određeni testom tripanskog modrila tijekom 

postupka umnažanja stanica. Mjerenja su izvršena nakon digestije hrskavice nosne pregrade 

(2. dan uzgoja), nakon prvog odvajanja stanica (9. dan uzgoja) i nakon drugog odvajanja 

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

4.2. Histološka analiza tkivnih presadaka 

4.2.1. Morfologija tkivnih presadaka   

Hemalaun-eozin bojenjem utvrđena je morfologija uzgojenih N-CAM i N-TEC tkivnih 

presadaka. Kod oba tipa presadaka, iznad vlakana kolagenske membrane Chondro-Gide 

uočava se stanični dio tkivnih presadaka (Slika 21 A, B). Vlakna kolaganske membrane na 

pojedinim mjestima ulaze u stanični dio presatka (Slika 21 B) dok hondrocite nalazimo samo 

u površinskim slojevima membrane. N-CAM tkivne presatke karakteriziraju izdužene do 

okrugle stanice bez lakuna te slabije prisutan izvanstanični matriks (Slika 21 A). Podjednaka 

morfologija je prisutna  kod svih uzgojenih N-CAM tkivnih presadaka (Slika 22). N-TEC 

tkivni presadci sadrže većinom ovalne stanice koje se nalaze u lakunama što je obilježje 
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hondrocita nativne hrskavice. Stanice N-TEC tkivnih presadaka međusobno su udaljenije 

jedna od druge te se među njima nalazi veća količina izvanstaničnog matriksa. Hemalaun-

eozin bojenje ne otkriva razlike u morfologiji između svih uzgojenih N-TEC tkivnih 

presadaka (Slika 22).  

 

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

bojanjem. Kod N-CAM tkivnog presatka uočavamo izduženije stanice bez lakuna i s manjom 

količinom izvanstaničnim matriksom, dok kod N-TEC tkivnog presatka uočavamo okrugle 

stanice sa lakunama i većom količinom izvanstaničnog matriksa. Kod oba tipa presatka ispod 

staničnog sloja vidljivi su tračci kolagenske membrane. Strelica označava dio kolagenske 

membrane u staničnom dijelu presatka. Mjerilo prikazuje 200 µm. 

 

Slika 22. Morfologija svih uzgojenih N-CAM i N-TEC tkivnih presadaka korištenih za 

liječenje koštano-hrskavičnih oštećenja u koljenu ovaca. Ovce su podijeljene u 2 skupine: 6 

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

Safranin O bojenjem utvrđena je prisutnost glikozaminoglikana u tkivnim presadcima. 

Na Slici 23 uočavamo da kod N-CAM tkivnih presadaka nije prisutno crveno obojenje u 

staničnom dijelu tkivnog presatka što upućuje na odsutnost glikozaminoglikana u ovom tipu 

presatka. Za razliku od N-CAM tkivnih presadaka, stanični dio N-TEC tkivnih presadaka 

obiluje glikozaminoglikama (Slika 23). Međutim, crveno obojenja nije podjednako prisutno u 

svim N-TEC tkivnim presadcima što može ukazivati i na različitu količinu 

glikozaminoglikana u pojedinom tkivnom presatku.  

 

Slika 23. Safranin O bojanje svih N-CAM i N-TEC tkivnih presadaka korištenih za liječenje 

koštano-hrskavičnih oštećenja u koljenu ovaca. Ovce su podijeljene u 2 skupine: 6 tjedna i 6 

mjeseci. Mjerilo prikazuje 200 µm. 

4.2.3. Prisutnost kolagenskih vlakanaca u tkivnim presadcima 

Kod N-CAM tkivnih presadaka obojanih pikrosirijusem i promatranih pod 

polarizacijskim mikroskopom vidljiva su narančasta do žuta kolagenska vlakna koja pripadaju 

kolagenskoj membrani (Slika 24, gornji red). Ista kolagenska vlakna možemo uočiti i kod N-

TEC tkivnih presadaka. Dodatno se kod N-TEC tkivnih presadaka iznad kolagenske 

membrane mogu uočiti i zelena tanka kolagenska vlakanca prisutna u staničnom dijelu 

presatka (Slika 24, donji red). Ova vlakanca primjećuju se samo u zrelom tipu tkivnog 

presatka i upućuju na složeniju strukturu presatka i morfologiju koja više odgovara nativnoj 

zglobnoj hrskavici.  
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Slika 24. N-CAM (gornji red) i N-TEC (donji red) tkivnih presadci obojeni pikrosirijusem i 

promatrani pod polarizacijskim mikroskopom. Bijele zvjezdice (*) označavaju zelena 

kolagenska vlakna koja nalazimo samo u N-TEC tkivnim presadcima. Mjerilo prikazuje 100 

µm. 

Histološki preparati nativne hrskavice obojeni pikrosirijusem standardno se promatraju 

pod polarizacijskim mikroskopom kako bi se detektirala orijentacija i debljina kolagenskih 

vlakanaca u hrskavici. Međutim, preparati obojeni pikrosirijusem mogu se promatrati i pod 

fluorescencijskim mikroskopom. Kolagenska vlakna obojena pikrosirijusem i promatrana pod 

odgovarajućim filterom fluorescencijskog mikroskopa pokazaju crvenu fluorescenciju dok 

žive stanice imaju jasnu zelenu autofluorescenciju (Vogel i sur. 2015). Prema Slici 25 

možemo uočiti da u staničnom dijelu N-CAM tkivnih presadaka prevladavaju stanice, dok 

kolagenska vlakna nalazimo samo u predjelu kolagenske membrane. Bolju organiziranost i 

veću količinu kolagenskih vlakana nalazimo u staničnom dijelu N-TEC tkivnih presadaka. 

Kod oba tipa tkivnih presadaka prisutan je velik broj stanica koji autofluoresciraju zeleno što 

ukazuje da presadci obiluju živim hondrocitima.  
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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 označava kolagenska vlakna prisutna u kolagenskoj membrani, ali i u staničnom 

dijelu tkivnih presadaka. Zelena boja označava žive stanice. Mjerilo prikazuje 50 µm. 
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4.2.4. Prisutnost proteina specifičnih za hrskavicu u tkivnim presadcima 

4.2.4.1. Kolagen tipa II 

Imunohistokemijskim bojenjem određena je prisutnost kolagena tipa II u tkivnim 

presadcima. Kolagen tipa II prisutan je u staničnom dijelu svih uzgojenih N-TEC tkivnih 

presadaka dok ga ne nalazimo u N-CAM tkivnim presadcima (Slika 26). 

 

Slika 26. N-CAM i N-TEC tkivni presadci nakon imunohistokemijskog bojenja za 

određivanje prisutnosti kolagena tipa II. Negativna kontrola su tkivni presadci tretirani 

primarnim antitijelom za IgG1 mišji izotip. Za pozitivnu kontrolu korištena je nativna 

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

Agrekan je prisutan u oba tipa presadaka. Međutim, bolja organiziranost i veća količina 

agrekana prisutna je u zrelom (N-TEC) tipu presatka u odnosu na nezreli (N-CAM) presadak 

(Slika 27). 

 

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

određivanje prisutnosti agrekana. Negativna kontrola su tkivni presadci tretirani primarnim 

antitijelom za IgG1 mišji izotip. Za pozitivnu kontrolu korištena je nativna hrskavica trohleje 

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

Kolagen tipa VI nalazimo u nativnoj zglobnoj hrskavici neposredno oko hondrocita, u 

području pericelularnog matriksa. Imunohistokemijsko bojenje za određivanja prisutnosti 

kolagena tipa VI u tkivnim presadcima pokazalo je prisutnost ovog kolagena u oba tipa 

presatka. Prema Slici 29 možemo uočiti razliku u ekspresiji ovog proteina u tkivnim 

presadcima. U N-CAM tkivnim presadcima, kolagen VI prisutan je kroz cijeli stanični dio 

uključujući izvanstanični matriks tkivnog presatka te ga nalazimo u većim količinama u 

odnosu na N-TEC tkivne presatke (Slika 28 A). U N-TEC tkivnim presadcima, kolagen tipa 

VI lokaliziran je na područje oko hondrocita, a slabije prisutan u izvanstaničnom matriksu 

(Slika 28 B). Ovakav raspored kolagena tipa VI nalazimo i u nativnoj zglobnoj hrskavici 

(Slika 28C).   

  

 

Slika 28. Imunohistokemijska bojenja N-CAM (A), N-TEC (B) i zglobne hrskavice (C) na 

kolagen tipa VI. Kolagen tipa VI prisutan je kroz izvanstanični matriks N-CAM tkivnih 

presadaka dok ga kod N-TEC tkivnih presadaka i nativne zglobne hrskavice nalazimo samo u 

pericelularnom matriksu oko hondrocita (označeno strelicom). Mjerilo prikazuje 200 µm.  
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Slika 29. N-CAM i N-TEC tkivni presadci nakon imunohistokemijskog bojenja za 

određivanje prisutnosti kolagena tipa VI. Negativna kontrola su tkivni presadci tretirani 

primarnim antitijelom za IgG1 mišji izotip. Za pozitivnu kontrolu korištena je nativna 

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

Rezultati mjerenja pokazali su da kolagen tipa II zauzima 0,66 ± 0,18 % površine 

staničnog dijela N-CAM tkivnih presadaka te 54,24 ± 22,59 % površine staničnog dijela N-

TEC tkivnih presadaka. Potvrđen je vrlo niska ekspresija kolagena tipa II u nezrelim tkivnim 

presadcima. S druge strane, kolagen tipa II zauzima više od pola površine staničnog dijela 

zrelih tkivnih presadaka (Slika 30 A). Nadalje, agrekan zauzima 65,23 ± 14,04 % površine 

staničnog dijela N-CAM te 75,69 ± 19,87 % površine N-TEC tkivnih presadaka. S time je 

potvrđena visoka ekspresija agrekana u staničnom dijelu oba tipa presatka. Iako je ekspresija 

agrekana nešto viša kod N-TEC tkivnih presadaka, statistička analiza nije pokazala značajnu 

razliku u ekpresiji ovog proteina između dva tipa presatka (Slika 30 B). Kolagen tipa VI 

zauzima 59,68 ± 8,91 % površine staničnog dijela N-CAM te 33,53 ± 18,96 % površine 

staničnog dijela N-TEC tkivnih presadaka. Mjerenje je pokazalo da je ekspresija kolagena VI 

niža u N-TEC tkivnim presadcima u odnosu na N-CAM tkivne presatke. Niža ekspresija 

kolagena VI u N-TEC tkivnih presadcima može se objasniti lokalizacijom ovog proteina samo 

u pericelularnom matriksu, a ne i u izvanstaničnom matriksu (Slika 30 C). Statistička analiza 

je pokazala značajnu razliku u ekspresiji kolagena tipa II i kolagena tipa VI između N-CAM i 

N-TEC skupine (t-test, p<0.0001).  

Slika 30. Prisutnost kolagena tipa II (A), agrekana (B) i kolagena tipa VI (C) u N-CAM i N-

TEC tkivnim presadcima određena kvantifikacijom imunohistokemijskih bojenja uz pomoć 

programa Image J i algoritma Andy's Alghoritm. Stupci prikazuju vrijednosti eksprimirane u 

pikselima. Prikazan je postotak pozitivno obojene površine u odnosu na ukupno promatranu 

površinu unutar svake skupine (N-CAM i N-TEC). Rezultati su prikazani kao srednja 

vrijednost ± SD. Statistički značajne razlike: ****p<0.0001.  
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4.3. Molekularna analiza tkivnih presadaka  

4.3.1. Ekspresija gena specifičnih za hrskavicu u tkivnim presadcima  

Relativna ekspresija gena specifičnih za hrskavicu u tkivnim presadcima određena je 

kvantitativnom lančanom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (qRT-PCR). 

Promatrana je ekspresija kolagena tipa II, agrekana, kolagena tipa I i kolagena tipa X. 

Kolagen tipa II je najčešći tip kolagena koji nalazimo u zglobnoj hrskavici dok je agrekan 

najzastupljeniji proteoglikan zglobne hrskavice. Kolagen tipa X nalazimo u najnižem 

kalcificiranom sloju zglobne hrskavice te je marker hipertrofičnih hondrocita. Kolagen tipa I 

je najčešći tip kolagena koštanog tkiva te ne gradi izvanstanični matriks zglobne hrskavice. 

Rezultati RT-qPCR pokazali su da je kolagen tipa II eksprimiran u oba tipa presatka, u 

zglobnoj i u nosnoj hrskavici dok ga u dediferenciranim hondrocitima u proliferaciji nalazimo 

u veoma niskim količinama. Vidljiva je veća ekspresija kolagena tipa II u N-TEC tkivnim 

presadcima u odnosu na N-CAM tkivne presatke, ali statistička analiza nije pokazala značajnu 

razliku u ekspresiji ovog gena između dva tipa presatka (One way ANOVA). Ekspresija 

kolagena tipa II statistički je značajno povećana u oba tipa presadaka u odnosu na 

dediferencirane hondrocite (One way ANOVA, p<0.001). Nije pokazana statistički značajna 

razlika u ekspresiji kolagena tipa II između hrskavice nosne pregrade i oba tipa presadaka, ali 

je ekspresija povećana 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 statistički 

značajnu razliku u ekspresiji agrekana između dva tipa presatka. Viša ekspresija agrekana 

vidljiva je kod presadaka u odnosu na dediferencirane hondrocite i potvrđena je statističkom 

značajnošću (One way ANOVA, p<0.1, p<0.01). Također, agrekan je statistički značajno više 

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. Međutim nalazimo ga u tkivnim 

presadcima i dediferenciranim hondrocitima. Pokazana je statistički značajna manja 

ekspresija kolagena tipa I 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 značajno 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 između dva tipa presatka. 

Rezultati qRT-PCR-a pokazali su da su geni specifični za hrskavicu kao što je kolagen tipa II 

i agrekan eksprimirani kod oba tipa presatka. Također, nalazimo i ekspresiju kolagena tipa I i 

kolagena tipa X koji mogu ukazivati na negativne karakteristike tkivnih presadaka. Međutim, 
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ekspresija ovih gena puno je niža od njihove ekspresije u nativnim hrskavicama kao i 

dediferenciranim hondrocitima. Važno je napomenuti da nije pokazana statistički značajna 

razlika u ekspresiji svih promatranih gena između dva tipa presatka.    

Slika 31.  Relativna ekspresija mRNA kolagena tipa II (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 komparativnom ΔCt metodom. GAPDH je korišten kao 

endogena kontrola. Kod ekspresije kolagena II, kolagena tipa X i agrekana za vanjsku 

kontrolu korištena je nativna hrskavica nosne pregrade. Za ekspresiju kolagena tipa I kao 

vanjska kontrola korišteni dediferencirani hondrociti. Rezultati su prikazani kao srednja 

vrijednost ± SD. Statistički značajne razlike: **** p<0.0001; *** p<0.001; **p<0.1; *p<0.5. 
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4.4. Karakterizacija tkivnih presadaka pomoću magenetske rezonancije 

Snimanje tkivnih presadaka magnetskom rezonancijom korišteno je kako bi se 

neinvazivnom metodom ocijenila kvaliteta i prisutnost GAG-a u tkivnim presadcima. T1 i T2 

snimke nisu pokazale razlike između tkivnih presadaka. Kolagenska membrana Chondro-

Gide na T1 i T2 snimkama pokazuje tanju strukturu u odnosu na tkivne presatke upućujući na 

nedostatak staničnog 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 upućuje na 

ulazak negativno nabijenih iona kontrastnog sredstva na bazi gadolinija u tkivo.   

 

Slika 32. T1, T2 i T1 postkontrastna  snimka tkivnih presadaka N-CAM i N-TEC  te 

kolagenske membrane Chondro-Gide nastale snimanjem magnetskom rezonancijom. Mjerilo 

je prikazano u mm.  

Budući da je stanični sloj bio vidljiv samo kod T1 postkontrastnih snimki N-TEC 

tkivnih presadaka, relaksacijska vremena za ovaj sloj nisu očitana na T1 i T2 snimkama. 

Rezultati mjerenja relaksacijskih vremena na T1 i T2 snimkama pokazali su razliku u 

vrijednostima između samih tkivnih presadaka i okolne tekućine (medija) te između 

kolagenske membrane Chondro-Gide (nosač) i okolne tekućine (Slika 33 A, B, C). Razlika je 

zadržana kod svih skupina. Kod T2 snimke pokazana je statistički značajna razlika (One way 

ANOVA; ***p<0.01) u vrijednostima relaksacijskih vremena između okolne tekućine 

(medija) i tkivnih presadaka i kolagenske membrane (Slika 33 C). Međutim, nije pokazana 

razlika u vrijednostima relaksacijskih vremena T1 i T2 snimke između oba tkivna presatka i 

kolagenske membrane. Vrijednosti relaksacijskih vremena staničnog sloja N-TEC tkivnog 

presatka bile su statistički značajno povišene u odnosu na vrijednosti relaksacijskih vremena 

tkivnih presadaka i kolagenske membrane Chondro-Gide (nosača) i relaksacijskih vremena 

okolne tekućine (One way ANOVA; **** p<0.001, ***p<0.01, **p<0.1) (Slika 33 B). 
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Povišen T1 signal postkontrastne snimke prema dGEMRIC metodi ukazuje na povišenu 

količinu glikozaminoglikana u N-TEC tkivnim presadcima u odnosu na N-CAM tkivne 

presatke i kolagensku membranu. Ovom neinvazivnom metodom potvrđeni su rezultati 

histološke analize bojenjem Safraninom O kojom je prisutnost glikozaminoglikana pokazana 

samo u N-TEC tkivnim presadcima (Slika 23, donji red).  

 

Slika 33. T1, T1 postkontrastne i T2 vrijednosti relaksacijskih vremena određena snimanjem 

N-CAM (n=6) i N-TEC (n=6) tkivnih presadaka i Chondro-Gide membrane (n=2) pomoću 

magnetne rezonancije. Relaksacijska vremena u milisekundama isčitana su nakon numeričke 

obrade dobivenih snimaka u programu Paravision. Vrijednosti su prikazane u obliku srednje 

vrijednosti ± SD. Statistički značajne razlike: **** p<0.001, ***p<0.01, **p<0.1. 
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4.5. Makroskopska analiza  

Mjesta cijeljenja ocijenjena su uporabom makroskopske ljestvice ICRS od strane 2 

ocijenjivača 6 tjedana i 6 mjeseci nakon transplantacije nezrelih i zrelih tkivnih presadaka te 

kolagenske membrane Chondro-Gide.  

4.5.1. Makroskopska analiza cijeljenja 6 tjedana nakon transplantacije  

Makroskopska analiza mjesta cijeljenja 6 tjedana nakon transplantacije pokazala je 

različitu ispunjenost oštećenja tkivom kod tri ispitivane skupine. U N-CAM skupini i skupini 

s kolagenskom membranom može se primjetiti da je oko 50 % dubine većine oštećenja na 

trohleji i pateli ispunjeno tkivom. U tim skupinama oko ¾ novonastalog tkiva na trohleji i na 

pateli integrirano je sa okolnim zdravim tkivom, a ¼ s primjetnom granicom debljine > 1 mm. 

Također je na mjestima oštećenja prisutno više malih fisura ili nekoliko većih fisura. Veće 

fisure prisutne su u jednom oštećenju na trohleji N-CAM skupine te jednom oštećenju na 

pateli skupine s kolagenskom membranom (Slika 34). U N-TEC skupini, ispunjenost 

oštećenja na pateli i trohleji bila je manja u usporedbi sa druge dvije skupine te je oko 25 % 

dubine oštećenja ispunjeno novonastalim tkivom. Polovina novonastalog tkiva integrirala se s 

okolnom zdravom hrskavicom uz primjetnu granicu debljine > 1 mm. Kod N-TEC skupine 

većinom su prisutne veće fisure na mjestu oštećenja. Iznimka je cijeljenje kod jedne ovce iz 

skupine N-TEC gdje je ispunjenost oštećenja na pateli i trohleji i integracija sa okolnim 

tkivom bolja u usporedbi sa ostalim ovcama iz iste skupine (Slika 34).  

 

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 istraživanja. Ovce su podijeljene u tri skupine: N-CAM, 

N-TEC i kolagenska membrana Chondro-Gide. Svaka skupina je sadržavala tri ˝kissing˝-

oštećenja tj. po 3 oštećenja na trohleji i 3 na pateli.   
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Srednja makroskopska ocjena cijeljenja 6 tjedana nakon transplantacije iznosila je 6 ± 2 

za trohleju i 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 i 6 ± 1,63 za patelu. Navedene makroskopske ocjene pokazuju stupanj III cijeljenja 

oštećenja na trohleji i pateli kod sve tri skupine. Najbolje cijeljenje oštećenja na trohleji je 

zabilježeno u skupini sa kolagenskom membranom dok je oštećenje na pateli najbolje cjelilo u 

N-CAM skupini. Međutim, nije pokazana statistički značajna razlika u cijeljenju trohleje i 

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

 

4.5.2. Makroskopska analiza cijeljenja 6 mjeseci nakon transplantacije 

Makroskopska analiza cijeljenja 6 mjeseci nakon transplantacije pokazala je bolju 

ispunjenost oštećenja 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 oštećenja na trohleji i pateli bila je od 

75 % do potpune ispunjenosti oštećenja u razini okolne zdrave hrskavice. U ovim skupinama 

novonastalo tkivo na mjestu oštećenja na trohleji i pateli integrirano je u okolno zdravo tkivo 

uz demarkaciju manju od 1 mm. Također, površina novonastalog tkiva u ovim skupinama je 

vlaknata i većinom bez prisutnosti fisura. U N-CAM skupini primjećena je slabija ispunjenost 

oštećenja u usporedbi sa ostale dvije skupine te je kod trohleje oštećenje 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 ¾ novonastalog tkiva na mjestu oštećenja patele se integriralo sa okolnom 

zdravom hrskavicom. U tkivu nastalom na mjestima oštećenja na trohleji i pateli u N-CAM 

skupini prisutne su bile veće i manje fisure (Slika 35).  



66 
 

 

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 istraživanja. Ovce su podijeljene u tri skupine: N-CAM, 

N-TEC i kolagenska membrana Chondro-Gide. Svaka skupina je sadržavala tri ˝kissing˝-

oštećenja tj. po 3 oštećenja 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 i 9,66 ± 0,47 za patelu. U svim skupinama srednja makroskopska ocjena cijeljenja 

trohleje i patele odgovara stupnju II cijeljenja (približno normalna hrskavica) s iznimkom 

patele u N-CAM skupini čija ocjena cijeljenja spada u stupanj III. Najbolje cijeljenje 

oštećenja na trohleji zabilježeno je u N-TEC skupini dok je najbolje cijeljenje na pateli 

primjećeno u skupini sa kolagenskom membranom Chondro-Gide. Nije pokazana statistički 

značajna razlika u cijeljenju oštećenja 6 mjeseci nakon transplantacije između 3 ispitivane 

skupine.  

Statistička analiza je pokazala da postoji statistički značajna 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 statistički značajna razlika kod N-TEC skupine ako se 

uspoređuju 2 vremenske točke 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 određena ICRS makroskopskom 

ljestvicom 6 tjedana i 6 mjeseci nakon transplantacije N-CAM i N-TEC tkivnih presadaka i 

kolagenske membrane Chondro-Gide na mjesta koštano-hrskavičnih oštećenja. Rezultati su 

prikazani kao srednja vrijednost ±SD. Statistički značajne razlike: **p<0.01, *p<0.5.  

 

4.6. Histološka analiza  

4.6.1. Histološka analiza cijeljenja 6 tjedana nakon transplantacije  

Šest tjedana nakon transplantacije kod sve tri skupine vidljivo je da su mjesta koštano-

hrskavičnih oštećenja 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 može uočiti tkivni presadak sa prisutnim izvanstaničnim matriksom 

bogatim glikozaminoglikanima (Slika 39, N-TEC trohleja). U novonastalom tkivu prisutan je 

velik broj krvih žila kod sve tri skupine (Slika 38 A, D, E, F). Vidljiva je infiltracija upalnih 

stanica u svim skupinama, a količina upalnih stanica osobito je prisutna u N-CAM skupini 

(Slika 38 B, C). U N-CAM skupini može se primjetiti i veća količina višejezgrenih orijaških 

stanica koje nastaju fuzijom makrofaga oko ostataka kolagenske membrane (Slika 38 A). 

Orijaške 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 količinom krvnih žila (Slika 38 E). Tkivo nastalo na mjestima oštećenja u N-

CAM i N-TEC skupini je fibrozno tkivo sa većom količinom izduženih fibroblastičnih stanica 

te uz prisutnost manjeg broja ovalnih stanica koje su većinom dio transplantiranih tkivnih 

presadaka (Slika 38 A, C, D). Površina novonastalog tkiva je razmekšana uz nepravilnosti te 

još nije upostavljena organizacija kolagenskih vlakanaca koju vidimo kod nativne hrskavice u 

površinskom 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). Unatoč tome, abnormalnosti suphondralne kosti ne prevladavaju. 

Javljaju se i znakovi remodeliranja suphondralne kosti. Kod skupine s kolagenskom 

membranom Chondro-Gide ne možemo uočiti prisutnost glikozaminoglikana u novonastalom 

tkivu kod niti jednog oštećenja (Slika 39). U skupinama N-CAM i N-TEC prisutna je manja 

količina glikozaminoglikana, ali samo kod pojedinačnih uzoraka unutar svake skupine (Slika 

39). U sve tri skupine većinom je prisutna dobra integracija okolne zdrave hrskavice sa 

novonastalim tkivom (Slika 40) dok je bazalna integracija prema suphondralnoj kosti nešto 

lošija uz prekide između tkiva i vidljiv prijelaz jednog tipa tkiva u drugi (Slika 37 i 39). 

Također, 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).  

 

Slika 37. Prikaz cijeljenja koštano-hrskavičnih oštećenja 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 mjesta 

oštećenja  ispunjena novonastalim tkivom u svim skupinama. Hemalaun-eozin bojenje.  

Povećanje 10x. 
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Slika 38. Morfologija novonastalog tkiva na mjestima koštano-hrskavičnih oštećenja 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 žila (A), ostaci kolagenske membrane (B) te orijaške stanica koje okružuju ostatke 

kolagenske membrane. U N-TEC skupini vidljivi su ostaci kolagenske membrae (C), krvne 

žile (D) i sinoviociti na površini (D). U skupini s kolagenskom membranom Chondro-Gide 

vidljivo je granulacijsko tkivo uz priusutnost velikog broja krvnih žila (E) i ostatke 

kolagenske membrane (F). Zvjezdicom (*) su označene krvne žile. Crne strelice () označuju 

prisutnost ostataka kolagenske membrane Chondro-Gide u novonastalom tkivu. Crvene 
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strelice () označuju orijaške stanice. Pravokutnik označava sinoviocite. Mjerilo prikazuje 50 

µm.  

 

Slika 39. Prisutnost glikozaminoglikana na mjestu cijeljenja koštano-hrskavičnih oštećenja 

trohleje i patele 6 tjedana nakon transplantacije N-CAM (gornji red), N-TEC (srednji red) 

tkivnih presadaka i kolagenske membrane Chondro-Gide (donji red). Prisutnost 

glikozaminoglikana na mjestu oštećenja vidljiva je samo u N-TEC skupini (trohleja). Safranin 

O bojenje. Povećanje 10x.  

 

 

 



71 
 

 

Slika 40.  Prikaz organizacije kolagenskih vlakanaca na mjestu koštano-hrsakvičnih oštećenja 

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 između 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 narančasto obojena (C, D). U 

skupini s kolagenskom membranom Chondro-Gide na pojedinim područjima ne uočavamo 

kolagenska vlakanca  (E), a prema subhondralnoj kosti vidljiva su deblja kolagenska vlakanca 

koja se pružaju u svim smjerovima. SK=suphondralna kost, NH=nativna hrskavica, 

NT=novonastalo tkivo. Mjerilo prikazuje 200 µm. 

Ukupna ocjena cijeljenja koštano-hrskavičnih oštećenja na trohleji i pateli pomoću 

histološke ljestvice ICRS II nije pokazala statistički značajnu razliku između 3 promatrane 

skupine 6 tjedana nakon transplantacije (One way ANOVA) (Slika 46 A, B).  

4.6.2. Histološka analiza cijeljenja 6 mjeseci nakon transplantacije  

Šest mjeseci nakon transplantacije vidljivo je bolje ispunjenje koštano-hrskavičnih 

oštećenja novonastalim tkivom kod sve tri skupine u usporedbi sa skupinama 6 tjedana nakon 

transplantacije (Slika 41). Većinom se ne uočavaju ostaci kolagenske membrane u 

novonastalom tkivu. Manja količina 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 žile (Slika 
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42). Tkivo koje se formiralo na mjestima oštećenja u svim skupinama ima obilježja hijaline 

hrskavice. U novonastalom tkivu vidljive su većinom 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 stupiće u dubokoj zoni te se udružuju u izogene 

grupe. Površina je većinom glatka uz manje nepravilnosti (Slika 41). U N-TEC skupini u 

jednom uzorku možemo primjetiti nekrozu tkiva što nije vidljivo u ostalim skupinama (Slika 

42 D). Nisu vidljive značajne 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 okoštavanje u hrskavičnom području te je prisutan osteofit (Slika 41 i 43, donji red, patela). 

U svim skupinama prisutna je velika količina glikozaminoglikana u novonastalom tkivu  

(Slika 43). Novonastalo tkivo je većinom 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 najviše je 

vidljiv u N-TEC skupini i skupini s kolagenskom membranom Chondro-Gide (Slika 42 E). 

Tidemark se ipak ne javlja cijelom dužinom oštećenja. 

Kolagenska vlakanca se pružaju paralelno uz površinu u većini uzoraka u svim 

skupinama (Slika 45). U prijelaznom i dubokom sloju vlakanca su orijentirana okomito na 

površinu i nalazimo većinom tanja kolagenska vlakanca u svim skupinama (Slika 45). 

Organizacija kolagenskih vlakanaca najbliža 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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Slika 41. Prikaz cijeljenja koštano-hrskavičnih oštećenja na trohleji i pateli 6 mjeseci 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 mjesta 

oštećenja u potpunosti ispunjena novonastalim tkivom u svim skupinama. Hemalaun-eozin 

bojenje.  Povećanje 10x. 
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Slika 42. Morfologija novonastalog tkiva na mjestima koštano-hrskavičnih oštećenja 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 još uvijek je vidljiva manja količina ostataka kolagenske membrane 

(C). Prevladavaju ovalne stanice, ali u jednom uzorku nalazimo područje nekroze na mjestu 

oštećenja (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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označeno područje nekroze. Crne strelice () označuju prisutnost ostataka kolagenske 

membrane Chondro-Gide u novonastalom tkivu. Crvena strelica () označuje prisutnost 

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

 

Slika 43. Prisutnost glikozaminoglikana na mjestu cijeljenja koštano-hrskavičnih oštećenja 

trohleje i patele 6 mjeseci nakon transplantacije N-CAM (gornji red), N-TEC (srednji red) 

tkivnih presadaka i kolagenske membrane Chondro-Gide (donji red). Prisutnost 

glikozaminoglikana na mjestu oštećenja vidljiva je u svim skupinama. Safranin O bojenje. 

Povećanje 10x. 
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Slika 44. Izgled hijaline hrskavice nastale na mjestu oštećenja 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 

µm. Mjerilo na slikama B, E, F prikazuje 50 µm.  
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Slika 45. Prikaz organizacije kolagenskih vlakanaca na mjestu koštano-hrskavičnih oštećenja 

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 može razaznati granica između nativne zdrave hrskavice i novonastalog tkiva (A, C, 

E, isprekidana bijela linija), prijelaz zdrave hrskavice u novonastalo tkivo je kontinuiran. U 

površinskom sloju vidljiva su kolagenska vlakanca orijentirana uz površinu kao kod nativne 

hrskavice (B, D, F). Orijentacija kolagenskih vlakanaca u prijelaznom i dubokom sloju je 

okomita na površinu kod svih skupina čime se približava 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 (narančasta vlakanca). 

Bazalna integracija prema suphondralnoj kosti odlična je u svim skupinama (B, C, D). 

SK=suphondralna kost, NH=nativna hrskavica, NT=novonastalo tkivo. Mjerilo prikazuje 200 

µm. 

Ukupna ocjena cijeljenja koštano-hrskavičnih oštećenja na trohleji i pateli pomoću 

histološke ljestvice ICRS II nije pokazala statistički značajnu razliku između 3 promatrane 

skupine 6 mjeseci nakon transplantacije (One way ANOVA) (Slika 46), ali je pokazana 

značajna razlika u cijeljenju između dvije dvije vremenske točke, 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 poboljašava u svim skupinama (Slika 46 A, B). 
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Slika 46. Ukupna ocjena cijeljenja trohleje i patele utvrđena histološkom ljestvicom 

Međunarodnog društva 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 koštano- hrskavičnih oštećenja. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ±SD. 

Statistički značajne razlike: *p<0.5, **p<0.1, ***p<0.01.   
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5. RASPRAVA  
 

Ovo istraživanje ima za cilj odgovoriti na pitanje mogu li se kompleksna, još 

neizlječiva, predosteoartrična koštano-hrskavična oštećenja kao što su ˝kissing˝-oštećenja 

liječiti autolognim tkivnim presadcima uzgojenim iz hondrocita hrskavice nosne pregrade.  

Stoga su za liječenje ovih kompleksnih koštano-hrskavičnih oštećenja uzgojeni 

autologni tkivni presadci. Za uzgoj presadaka koristili su se hondrociti izolirani iz uzoraka 

hrskavice nosne pregrade. U većini prijašnjih pretkliničkih i kliničkih istraživanja vezanih za 

regeneraciju hrskavičnih oštećenja korištena 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 najviše proučavan u 

kontekstu regeneracijskog potencijala i tkivnog inženjerstva hrskavice te su do sada utvrđeni 

točni postupci izolacije i umnožavanja 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 istraživanja je provedeno sa 

hondrocitima hrskavice nosne pregrade. Ipak, dosad dostupna istraživanja pokazala su da 

hondrociti hrskavice nosne pregrade imaju bolji regenerativni potencijal u usporedbi sa 

zglobnim hondrocitima što je potvrđeno i kroz nekoliko pretkliničkih i kliničkih studija 

(Mumme i sur. 2016a, 2016b; Pelttari i sur. 2017). U dosadašnjim istraživanjima predloženi 

su različiti postupci za izolaciju hondrocita iz hrskavice nosne pregrade (Candrian i sur. 2008; 

Kojima i sur. 2003; Vedicherla i Buckley 2017). U ovom istraživanju uspješno su izolirani 

hondrociti iz uzoraka hrskavice nosne pregrade, a da je pritom zadržano visoko preživljenje i 

potencijal umnažanja hondrocita nakon njihove izolacije i tijekom cijelog postupka 

umnažanja što je važno za kvalitetu samog presatka. Potvrđen je i rediferencijacijski 

potencijal ovih stanica u trodimenzionalnom okolišu što je opisano i u prijašnjim 

istraživanjima (Fulco i sur. 2014; Kojima i sur. 2002). Uzgojena su dva tipa presatka čiji se 

uzgoj razlikovao u duljini trajanja prekultivacije. Nezreli N-CAM tkivni presadak u 

hondrogenom mediju je držan 2 dana. Kod ovog tipa presatka stanice nisu izlučile 

izvanstanični matriks i nema ekspresije kolagena tipa II što ukazuje da je period od 2 dana 

prekratak za rediferencijaciju hondrocita. S druge strane N-TEC tkivni presadci držani su u 

hondrogenom mediju 14 dana što je hondrocitima omogućilo da izluče izvanstanični matriks 

bogat glikozaminoglikanima i kolagenom tipa II. Ovo se slaže s prijašnjim istraživanjima koja 

pokazuju da je rediferencijacija zglobnih hondrocita i hondrocita nosne pregrade postignuta 

nakon 7, 14 ili 21 dan u 3D okolišu (Kaps i sur. 2006; Twu i sur. 2014). Kolagen tipa VI 
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nalazimo kroz cijeli stanični dio N-CAM tkivnih presadaka dok je kod N-TEC tkivnih 

presadaka prisutan samo u pericelularnom području što odgovara i položaju ovog kolegena u 

nativnoj hrskavici. Utvrđena je povišena količina kolagena tipa VI u N-CAM tkivnim 

presadcima u usporedbi sa N-TEC presadcima. Quarto i sur. su pokazali da je količina 

kolagena VI niska kod dediferenciranih hondrocita te se povećava tijekom diferencijacije 

hondrocita (Quarto i sur. 1993). Uz to, ekspresija kolagena tipa VI povišena je kod hondrocita 

koji su u proliferaciji (Goldring 2012), a sam kolagen VI potiče hondrocite na proliferaciju 

(Smeriglio i sur. 2015). S obzirom da hondrociti u N-CAM tkivnim presadcima nisu još 

počeli izlučivati izvanstanični matriks viša ekspresija kolagena tipa VI u ovim presadcima 

može biti povezana s time da su stanice još bile proliferativno aktivne. Zelenski i sur. potvrdili 

su da nedostatak kolagena tipa VI u pericelularnom matriksu hondrocita mijenja mehanička 

svojstva pericelularnog matriksa što se događa i tijekom razvoja osteoartitisa (Zelenski i sur. 

2015). S tim u vezi može se pretpostaviti da će N-TEC tkivni presadci imati bolja mehanička 

svojstva od N-CAM tkivnih presadaka. Kolagen tipa II i agrekan su tipični markeri 

hrskavičnog tkiva (Hissnauer i sur. 2010), a njihova ekspresija je smanjena kod 

dediferenciranih hondrocita (Cheng i sur. 2012). U ovom istraživanju je također potvrđena 

niža 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 II nalazimo samo u N-TEC tkivnim 

presadcima. N-CAM tkivni presadci pokazuju samo gensku ekspresiju kolagena tipa II. Iako 

kod N-CAM tkivnih presadaka ne vidimo prisutnost glikozaminoglikana i izlučeni 

izvanstanični matriks, prisutna je genska ekspresija markera hrskavice, kolagena tipa II i 

agrekana uz proteinsku ekspresiju agrekana i kolagena tipa VI što ukazuje na to da stanice u 

ovom tipu presatka još uvijek zadržavaju obilježja hondrocita. Genska ekspresija kolagena 

tipa X prisutna je u oba tipa presatka, ali u vrlo malim količinima te uz značajno manju 

ekspresiju nego kod dediferenciranih hondrocita i nativne zglobne hrskavice i hrskavice nosne 

pregrade. Kolagen tipa X marker je hipertrofičnih hondrocita i povezuje se uz pataloške 

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 hipertrofičnih 

hondrocita u presadcima. Kolagen tipa I kao marker koštanog tkiva i negativan marker 

hrskavičnog tkiva značajno je niže eksprimiran u oba tipa presadka u odnosu na 

dediferencirane hondrocite. Genska i proteinska ekspresija markera hrskavice u tkivnim 

presadcima upućuje na to da su stanice tkivnih presadaka zadržale fenotip hondrocita. U 

dosadašnjim istraživanjama pokazana je mogućnost kvantifikacije glikozaminoglikana u 
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hrskavičnom tkivu dGEMRIC metodom (Tiderius i sur. 2004). Dodatno, utvrđeno je da se 

ovom metodom može odrediti prisutnost glikozaminoglikana u tkivnim presadcima 

(Henderson i sur. 2007), ali i kvantificirati njihova količina u hrskavičnim presadcima 

(Barandun i sur. 2015). Snimanjem N-CAM i N-TEC tkivnih presadaka magnetskom 

rezonacijom u ovom istraživanju utvrđena je prisutnost glikozaminoglikana samo kod N-TEC 

tkivnih presadaka. Veća količina GAG-a u N-TEC tkivnim presadcima potvrđena je i Safranin 

O bojenjem. dGEMRIC metoda mogla bi poslužiti kao neinvazivna metoda za određivanje 

kvalitete tkivnih presadaka prije njihove transplantacije. Ipak, prije toga je potrebno utvrditi 

mijenjaju li se karakteristike tkivnih presadaka uvođenjem kontrastnog sredstva na bazi 

gadolinija u tkivo i držanjem tkivnih presadaka na sobnoj temperaturi tijekom njihovog 

snimanja.   

U istraživanju se željelo provjeriti hoće li zrelost tkiva utjecati na regeneraciju 

oštećenog tkiva. Većina dosadašnjih studija je pokazala da se nezreli tkivni presadci lakše 

integriraju u okolno tkivo zbog velikog broja stanica koje nisu okružene 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 našem istraživanju pokazano je da 6 

tjedana nakon transplantacije N-TEC tkivnih presadaka možemo razaznati tkivni presadak od 

ostalog novonastalog tkiva. Ovaj tkivni presadak ne postiže integraciju u ranoj vremenskoj 

točki, ali kroz vrijeme se remodelira i integrira u okolno tkivo. S druge strane, N-CAM tkivni 

presadci 6 tjedana nakon transplantacije pokazuju bolju integraciju. Šest mjeseci nakon 

transplantacije ne uočava se razlika u regeneraciji oštećenog tkiva primjenom jednog od 

tipova presadaka. Dinamika integracije i remodeliranja ova dva tipa presatka različita je kroz 

vrijeme, ali nije utvrđen utjecaj zrelosti tkiva na regeneraciju i konačan popravak oštećenja.  

U ovom istraživanju procijenjivalo se cijeljenje na mjestu oštećenja u 2 vremenske 

točke, 6 tjedana i 6 mjeseci nakon transplantacije autolognih tkivnih presadaka i kolagenske 

membrane. Do sada je pokazano da su rane vremenske točke (od 1 dana do 3 mjeseca) u 

pretkliničkim istraživanjima korisne i pomoću njih dobijemo uvid u zadržavanju presadaka na 

mjestu oštećenja te eventualnim problemima i faktorima koji mogu utjecati na krajnji ishod 

studije (Hurtig i sur. 2011). Većina novonastalog tkiva u ranim fazama regeneracije je još 

nezrela sadržavajući fibrozno i fibrokartilaginozno tkivo (Frisbie i sur. 2003). U periodu od 6 

do 12 mjeseci nakon tretmana može se već promatrati organizacija izvanstaničnog matriksa i 

sazrijevanje stanica karakterističnog za tkivo. To je potvrđeno u ovom istraživanju. Šest 

tjedana nakon transplantacije presadci su zadržani na mjestu oštećenja i vidi se ispunjenost 
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oštećenja novonastalim tkivom. Novonastalo tkivo je većinom granulacijsko i fibrozno tkivo 

bez obilježja hijaline hrskavice. Nakon 6 mjeseci uočava se bolja ispunjenost oštećenja 

novonastalim tkivom, bolja integracija u okolno zdravo tkivo i prisutnost veće količine 

glikozaminoglikana te bolja organizaciju kolagenskih vlakanaca. Budući da veliki životinjski 

modeli poput ovce imaju duži životni vijek i sporiji regenerativni proces u prijašnjim 

studijama su korištene vremenske točke za evaluaciju cijeljenja i do 78 tjedana nakon 

transplantacije (Xing i sur. 2016). U ovom istraživanju nije utvrđena značajna razlika u 

cijeljenju između tri skupine te bi evaluacija cijeljenja u kasnijim vremenskim točkama 

možda bila ključna za dokazivanje razlike u regenerativnom potencijalu tri korištena 

presadka.  

˝Kissing˝-oštećenja su kontraindikacija za liječenje dosadašnjim kirurškim tehnikama i 

metodom ACI-a. Unatoč tome, do sada je primjenjena prva generacija ACI-a za liječenje 

ovog tipa hrskavičnih oštećenja na manjem broju pacijenata te su pokazani dobri srednjoročni 

klinički ishodi nakon liječenja, ali još ne postoje podaci o dugoročnom kliničkom ishodu 

(Ossendorf i sur. 2011). Budući da ˝kissing˝-oštećenja nisu toliko česta još se uvijek 

nedovoljno zna o njihovom liječenju. Postoje klinički primjeri na pojedinačnim pacijentima 

kojima je ˝kissing˝-oštećenje liječeno drugom generacijom ACI-a uz primjenu kolagenske 

membrane BioGide (Geistlich, SAD) (Ridley i sur. 2017) te kombinacijom mozaikplastike i 

prve generacije ACI-a (Vijayan i Bentley 2015). Kolagenska membrana Chondro-Gide koristi 

se u AMIC metodi kao i za uzgoj MACI presadaka za liječenje hrskavičnih i koštano-

hrskavičnih oštećenja već dugi niz godina te je efikasnost ovih metoda dokazana već u ranijim 

studijama (Demange i sur. 2017; Gille i sur. 2016; Niemeyer i sur. 2016; Zhang i sur. 2016). 

Također, do sada je ova membrana korištena u kombinaciji sa hondrocitima hrskavice nosne 

pregrade u dvije kliničke studije (Fulco i sur. 2014; Mumme i sur. 2016a). U tim 

istraživanjima uspješno su liječena hrskavična oštećenja na kondilima bedrene kosti te nosna 

pregrada nakon odstranjivanja tumorskog tkiva. Naše istraživanje pokazuje da autologni 

tkivni presadci uzgojeni iz hondrocita nosne pregrade imaju regenerativni potencijal za 

liječenje koštano-hrskavičnih ˝kissing˝-oštećenja patelofemoralnog zgloba. Ali i sama 

kolagenska membrana Chondro-Gide je pokazala dobar regenerativni potencijal u liječenju 

navedenog tipa koštano-hrskavičnog oštećenja. Makroskopska ocijena cijeljenja koštano-

hrskavičnog oštećenja 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 liječenju i nezreli i 

zreli autologni tkivni presadci uzgojeni iz hrskavice nosne pregrade kao i kolagenska 

membrana Chondro-Gide. Šest mjeseci nakon transplantacije ova 3 tipa presatka vidi se 
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popunjenost koštano - hrskavičnog oštećenja, manja demarkacija i dobra integracija u okolno 

tkivo sa prisutnim manjim fisurama na mjestu oštećenja. Histološka analiza cijeljenja 

potvrdila je makroskopsku analizu. 6 tjedana nakon transplantacije tkivnih presadaka ili 

kolagenske membrane na mjestu oštećenja stvara se većinom granulacijsko i fibrozno tkivo, s 

nedostatkom ili malom količinom glikozaminoglikana. Još uvijek je prisutan velik broj krvnih 

žila i upalnih stanica koje su dio procesa cijeljenja. Oštećenje je ispunjeno fibroblastičnim 

stanicama uz manje prisutstvo ovalnih stanica. Tek nakon 6 mjeseci stvara se tkivo koje se 

morfološki približava nativnoj hrskavici. Vidljiva je veća ekspresija glikozaminoglikana, sa 

velikim brojem hondrocita, pojavom tidemarka na pojedinim područjima i smanjenjem 

vaskularizacije te organizacijom kolagenskih vlakana koja više odgovara nativnoj hrskavici. 

Opet ne vidimo statistički značajnu razliku u cijeljenju između tri tipa transplantata, ali se 

uočava jako lijepo formirana hijalina hrskavica na mjestu oštećenja. Uspoređujući cijeljenje 

patele i trohleje može se uočiti da je cijeljenje patele nešto uspješnije u usporedbi sa trohlejom 

u sve tri grupe. Ovo translacijsko istraživanje je potvrdilo da su oba tipa presatka pogodna za 

liječenje kompleksnih hrskavičnih oštećenja potvrđujući regeneracijski potencijal hondrocita 

hrskavice nosne pregrade pokazan u prijašnjim kliničkim studijama (Fulco i sur. 2014; 

Mumme i sur. 2016a).  

Zanimljivo je da je uporaba Chondro-Gide kolagenske membrane bez hondrocita 

hrskavice nosne pregrade omogućila jednako dobro cijeljenje koštano-hrskavičnih oštećenja u 

patelofemoralnom zglobu. U dosadašnjim pretkliničkim i kliničkim studijama koje su koristile 

tkivne presatke uzgojene iz hondrocita hrskavice nosnog septuma liječila su se samo 

hrskavična oštećenja i to na kondilima bedrene kosti (Mumme i sur. 2016b, 2016a). Jedna od 

limitirajućih čimbenika ove translacijske studije je bio odabrani animalni model čije je 

debljina hrskavice iznosi < 1mm te je zbog toga oštećenje prodiralo i u subhondralnu kost. Na 

taj način su matične stanice koštane srži ulazile putem krvi u mjesto oštećenja. Već prije je 

potvrđen potencijal mezenhimalnih matičnih stanica in vitro i in vivo za diferencijaciju u 

hondrocite i stvaranje hrskavičnog tkiva te su korištene u raznim eksperimentalnim i 

kliničkim studijama kako bi se ostvarali regeneracija hrskavice (Kristjánsson i Honsawek 

2017; Lee i Wang 2017; Narcisi i sur. 2017; Savkovic i sur. 2014). Upravo se i taj potencijal 

koristi kod kirurških metoda mikrofrakture i AMIC metode te je već istražen u klinici 

(Gersoff 2011; Gille i sur. 2013). Prisutstvo mezenhimalnih matičnih stanica u kombinaciji sa 

Chondro-Gide membranom u oštećenjima u ovom istraživanju moglo je doprijeniti dobroj 

regeneraciji koštanog i hrskavičnog tkiva.  
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6. ZAKLJUČCI 
 

Ovo istraživanje potvrdilo da zreli autologni hrskavični presadci uzgojeni iz hondrocita 

hrskavice nosnog septuma omogućuju uspješnu regeneraciju koštano-hrskavičnih oštećenja 

koljena na modelu ovce. Međutim, jednako uspješna regeneracija postignuta je korištenjem 

nezrelih autolognih hrskavičnih presadaka uzgojenih iz hondrocita hrskavice nosnog septuma 

te kolagenskom membranom Chondro-Gide. 

 

 Uspješno su izolirani hondrociti iz hrskavice nosne pregrade te upotrijebljeni za uzgoj 

autolognih tkivnih presadaka 

 Nakon izolacije i tijekom cijelog postupka umnažanja zadražan je visok postotak 

preživljenja i visok potencijal umnažanja hondrocita 

 Potvrđen je diferencijacijski potencijal hondrocita hrskavice nosne pregrade 

 Utvrđena je razlika između nezrelih (N-CAM) i zrelih (N-TEC) autolognih tkivnih 

presadaka u prisutnosti glikozaminoglikana metodom magnetske rezonancije  

 Histološkim i molekularnim metodama utvrđena je razlika između nezrelih (N-CAM) i 

zrelih (N-TEC) autolognih tkivnih presadaka u ekspresiji gena i proteina specifičnih za 

hrskavicu  

 Nije utvrđen utjecaj zrelosti tkivnih presadaka na regeneraciju koštano-hrskavičnih 

oštećenja 

 Potvrđena je regeneracija suphondralne kosti i hrskavice na pateli i trohleji 6 mjeseci 

nakon primjene tkivnih presadaka i kolagenske membrane  

 Sva tri presatka pokazala su regenerativni potencijal u liječenju kompleksnih koštano-

hrskavičnih oštećenja   

 

Autologni tkivni presadci uzgojeni iz hondrocita hrskavice nosne pregrade i kolagenska 

membrana Chondro-Gide mogu se koristiti u liječenju kompleksnih koštano-hrskavičnih 

oštećenja kao što su ˝kissing˝-oštećenja patelofemoralnog zgloba.  
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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 – koštani morfogenetski protein, od engl. bone morfogenic protein 

BW – širina frekvencijskog pojasa prijamnika, od engl. bandwidth 

cDNA – komplementarna DNA, od engl. complementary DNA 

CILP – hrskavični protein prijelazne zone, od engl. cartilage intermediate-layer protein 

COL1 – kolagen tipa I, od engl. collagen type I 

COL2 – kolagen tipa II, od engl. collagen type II 

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

COMP – hrskavični oligomerični protein matriksa, od engl. cartilage oligomeric matrix 

protein 

DEPC – dietilpirokarbonat, od engl. diethyl pyrocarbonate 

dGEMRIC –MR-oslikavanje hrskavice osnaženo kontrastnim sredstvom, od engl. delayed 

gadolinium-enhanced MRI of cartilage  

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

DMEM –  Dulbeccova modifikacija Eaglovog medija, često korišteni medij za stanične 

kulture sisavaca, od engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium  

DMSO – dimetil-sulfoksid, od engl. dimetyl sulfoxide 

DNaze I – deoksiribonukleaza I, od engl. deoxyribonuclease I 

dNTP – deoksiribonukleotid trifosfat, od engl. deoxynucleoside triphosphate 

EDTA – etilendiamintetraoctena kiselina, od engl. ethylenediaminetetraacetic acid 

FBS – fetalni goveđi 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 – veličina 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-DTPA2 – 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 održavanje pH otopine, od engl. hydroxyethyl piperazineethanesulfonic 

acid  

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

HIF-1α – faktor za indukciju hipoksije -1-α, od engl. hypoxia-inducible factor-1-alpha  

HRP – peroksidaza hrena, od engl. horseradish peroxidase 

ICRS – Međunarodno društvo 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 matične 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-laktična) 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 

qRT-PCR – kvantitativna lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu, od engl. 

quantitative real time polymerase chain reaction 

RARE – od engl. rapid imaging with refocused echo 

ROI – područje 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 određivanje spola, od engl. sex-determining region Y (SRY)-

box-9 

TE – vrijeme odjeka, od engl. echo time  

TGF-β – transformirajući faktor rasta β, od engl. transforming growth factor β  

Tm – temperatura mekšanja, 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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