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SaZetak. Prekrivajuci zglobne povrsine zglobna hrskavica osigurava pravilno rasporedivanje i
prenosenje mehanicke sile u zglobu te omogucuje pokretanje uz niski stupanj trenja. Ima
specificnu makroskopsku, mikroskopsku i molekularnu gradu, sto ukljucuje izuzetno mali broj
stanica — hondrocita (2 do 10 % ukupnog volumena tkiva) koje proizvode i odrzavaju integri-
tet velike kolicine medustani¢nog matriksa i to u relativno hipoksi¢nim i hiponutricijskim
uvjetima zbog nedostatka krvnih Zila. Uz to, mitoticka aktivnost i regeneracijski potencijal
hondrocita izuzetno su niski, pa nakon ostecenja zglobne hrskavice ne nastupa potpuna tkiv-
na regeneracija, vec je zamjenjuje biomehanicki manje kvalitetna vezivna hrskavica. Unatoc
razvoju brojnih farmakoloskih i kirurskih procedura lijeCenja ostecenja zglobne hrskavice, po-
kazala su se brojna ogranicenja i trenutno ne postoji idealna terapijska procedura koja bi do-
vela do potpune morfoloske i funkcionalne restauracije ostecene zglobne hrskavice. Ipak, za-
hvaljujuéi napretku stanicne i molekularne biologije kostiju te tkivnog inZenjerstva, ucinjeni
su znacajni pomaci u razumijevanju mehanizama odrZavanja integriteta tkiva i organa koji su
doveli do stvaranja novih koncepata lijeCenja koji se baziraju na temeljnim principima odnosa
elemenata regenerativnog trijasa. U ovom ¢lanku kratko je opisana uloga svakog pojedinog
elementa trijasa: stanica kao produktivnog, nosaca kao konduktivnog i signalnih molekula
kao induktivnog elementa regeneracije.

Kljucne rijeci: cijeljenje hrskavice; regenerativna medicina; tkivno inZenjerstvo; zglobna hr-
skavica

Abstract. Covering articular surfaces, articular cartilage ensures load bearing and low fric-
tional movement in synovial joints. Articular cartilage has a specific macroscopic, microscopic
and molecular structure characterized by an extremely small number of cells — chondrocytes
(2 to 10% of the total volume of tissue), which produce and maintain the integrity of the
large amount of extracellular matrix in the relatively hypoxic and hyponutritional conditions,
due to the lack of blood vessels. In addition, mitotic activity and regeneration potential of
chondrocytes are extremely low, which is why articular cartilage does not show its complete
tissue regeneration after damage, but it is replaced by the biomechanically poorer bonding
cartilage. Despite the development of numerous pharmacological and surgical procedures
for treatment of the damaged articular cartilage, they have shown a number of limitations,
and currently there is no ideal therapeutic procedure that would lead to a complete morpho-
logical and functional restoration of damaged articular cartilage. However, thanks to advanc-
es in cellular and molecular biology and tissue engineering, significant progress in under-
standing mechanisms of maintaining the integrity of tissues and organs have been made,
which led to the creation of new concepts of treatment, based on the fundamental principles
of relations between elements of regenerative trias. This article briefly describes the role of
each element of the trias: productive cells, conductive carrier and signaling molecules as an
inductive element of the articular cartilage regeneration.

Key words: articular cartilage; cartilage repair; regenerative medicine; tissue engineering
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Traumatska, upalna i degenerativha osteéenja
zglobne hrskavice dovode do funkcionalnih pore-
mecaja zglobova, posljedi¢nog gubitka funkcije i
invalidnosti. Ovakva stanja u ortopediji obi¢no za-
vrsavaju ugradnjom totalne proteze zgloba. Do pri-
je 20-ak godina nije bilo mogucnosti uspjesnijeg li-
jecenja takvih stanja, mada je godinama, Sto zbog
starenja populacije, Sto zbog porasta broja sport-
skih i akcidentalnih ozljeda, incidencija ozljeda
zglobne hrskavice i oboljenja zglobova u stalnom
porastu. No zahvaljujuéi ubrzanom razvoju ekspe-
rimentalne i klinicke medicine, uvodenju novih ki-
rurskih tehnika i materijala te narocito zahvaljujudi
implementaciji tkivnog inZenjerstva u ortopediji,
danas postoji sve vise mogucnosti lije¢enja takvih
poremecaja i oboljenja Ciji je osnovni cilj stimulaci-
ja cijeljenja i regeneracije oStecenih tkivnih eleme-
nata zglobova i ostalih dijelova lokomotornog apa-
rata. Sve je viSe eksperimentalnih i klinickih studija
koje dokazuju mogucénost da regenerativna medi-
cina iz temelja promjeni metode lijecenja, narocito
u podrucju ortopedije i traumatologije®?.
Regenerativna medicina i tkivno inZenjerstvo disci-
pline su koje se jako brzo razvijaju. Osnovni cilj im
je popravak, zamjena ili potpuna struktura i funk-
cionalna regeneracija ostecenih tkiva i organa.
Radi se o multidisciplinarnom podrucju koje pri-
mjenom razli¢itih znanstvenih disciplina kao Sto
su biokemija, stani¢na i molekularna biologija, bio-
fizika te biomehanika, kreira i u lijecenje uvodi
nove materijale, nove ljekovite pripravke, mije-
njajuci tako standardne doktrine lijecenja. U ovo-
me Clanku ukratko se opisuju temeljni principi re-
generacije zglobne hrskavice te nova postignuca i
mogucnosti primjene tkivnog inZenjerstva u lije-
¢enju ostecenja zglobne hrskavice kao alternative
klasi¢noj ortopedskoj rekonstruktivnoj kirurgiji.

GRADA, FUNKCIJA | OSTECENJA ZGLOBNE

HRSKAVICE

Zbog specificne makroskopske, mikroskopske i
molekularne grade te posebne uloge koju obavlja,
zglobna hrskavica predstavlja poseban strukturalni
i funkcionalni element zglobova. Zglobna hrskavica
uspostavlja kongruitet zglobnih povrsina, amortizi-
ra, pravilno rasporeduje i prenosi mehanicke sile

na podleze¢u subhondralnu kost te pri pokretanju
zglobova osigurava povrsine niskog stupnja trenja.
Zglobna hrskavica je i elasti¢na i ¢vrsta, Sto omogu-
Cuje reverzibilne deformacije pri djelovanju razlici-
tih biomehanickih sila®>.

Postoji odredena zakonitost u makroskopskoj, mi-
kroskopskoj i molekularnoj gradi potpornih tkiva
koja ih izravno povezuje s prirodom sila kojima su
podvrgnuti®. Zglobna hrskavica najbolji je primjer
takve sprege strukture i funkcije. Obicno je najde-
blja na povrsinama zglobnih tijela koje su podvr-

Buduci da se odrzavanje strukturnog i funkcionalnog in-
tegriteta zglobne hrskavice odvija u relativno hipoksic-
nim i hiponutricijskim uvjetima, zbog niske mitoticke
aktivnosti hondrocita regenerativni kapacitet zglobne
hrskavice izuzetno je slab. Nakon oStecenja zglobna hr-
skavica najcesée se zamjenjuje biomehani¢ki manje
kvalitetnom vezivhom hrskavicom.

gnute vecem mehanickom opterecenju i manje su
kongruentna suceljenoj zglobnoj povrsini. Kao i
ostala potporna tkiva, gradena je od stanica i me-
dustanicne tvari ili matriksa koji kolicinom znatno
premasuje stanicni udio tkiva (slika 1.).

Osnovnu konstrukciju medustanicnog matriksa
¢ini Cvrsta kolagena mreza gradena od izoforme
kolagena tip Il. Kolagena vlakanca dubljih slojeva
pruzaju se vertikalno, potom se lu¢no savijaju u
povrine slojeve gdje leZe paralelno sa slobodnom
povrsinom zglobne hrskavice’. Unutar ove trodi-
menzionalne kolagene mreZe rasporedene su
ostale strukturne komponente matriksa ciju glav-
ninu ¢ine makromolekularni kompleksi proteogli-
kana. Najvazniji medu njima je agrekan, hidrofilni
makromolekularni proteoglikanski kompleks koji
navlaci na sebe vodu i svojom osmotskom aktiv-
nos¢u omogudava transport tvari iz sinovijalne
tekucine u hrskavicu i kroz hrskavicu®. Tako 70 do
80 % tezine zglobne hrskavice Cini voda i glavni je
medij kojim se unutar zglobne hrskavice vrsi tran-
sport tvari, bududi da zglobna hrskavica ne sadrzi
niti krvnih niti limfnih Zila. Osim toga, agrekanska
»Spuzva” medustani¢ne tvari mijenjajuéi sadrzaj
vode Cini hrskavicu fleksibilnom i elasticnom.
Tijekom opterecenja zglobne hrskavice, pa ¢akiu
neoptere¢enom stanju, molekularni sastav me-
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dustani¢nog matriksa pridonosi fizioloskoj ravno-
tezi tkiva koje je otporno na sile naprezanja (kola-
gena mreza) i sile pritiska (proteoglikani), a

ujedno omogucava stalan protok tkivne tekuéine.

Slika 1. Mikrofotografija zglobne hrskavice i subhondralne kosti.

Na slici su oznaceni: povrsinski sloj (*), intermedijarni sloj (**), radijarni
sloj (***), Tide mark (<) i sloj kalcificirane hrskavice (****). Ispod sloja
kalcificirane hrskavice nalazi se subhondralna kost (SB) s prostorima
ispunjenim krvnim Zilama i kostanom srzi (HE, povecanje 200 x).
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Hondrociti ¢ine svega 2 do 10 % ukupnog volu-
mena tkiva i ukopani su u medustani¢ni matriks
pojedinacno ili u skupinama. Hondrociti su hete-
rogena stani¢na populacija te se morfoloski i
funkcionalno razlikuju u pojedinim slojevima (sli-
ka 1A, 1B). Povrsinski sloj Cine pojedinacni, vrete-
nasto izduzeni hondrociti paralelni s povrsinom i
odijeljeni od zglobne Supljine i sinovijalne tekudi-
ne 200 — 500 nm debelim bestani¢nim slojem koji
se naziva lamina splendens. Ovaj sloj Cini povrsi-
nu hrskavice glatkom i skliskom, a ima i utjecaj na
propusnost za difuziju hranjivih tvari iz sinovijal-
ne tekucine u Supljini zgloba. Drugi ili intermedi-
jarni sloj ¢ine okruglasti hondrociti rasporedeni u
manjim nakupinama. Samo u ovom sloju primije-
¢ene su mitoze hondrocita i to u mladih indivi-
dua, a isto tako je ustanovljeno da se tijekom
osteoartritisa prve promjene u smislu stani¢ne
proliferacije odvijaju bas u ovom sloju. Stoga se
pretpostavlja da hondrociti intermedijarnog sloja
imaju najveci mitoticki, pa tako i regeneracijski
potencijal. lako se dugo smatralo da su hondroci-
ti jedina stani¢na populacija zglobne hrskavice,
danas je poznato da zglobna hrskavica sadrzi i
progenitorne stanice koje imaju kapacitet prolife-
racije i diferencijacije u hondrocite, $to znaci i re-
generacije lokalnih mikrolezija, mada je koli¢ina
tih stanica izuzetno mala®. Tredi radijarni sloj Cine
hondrociti poredani u stupovima od 4 do 8 stani-
ca, okomitim na zglobnu povrsinu. Cetvrti, najdu-
blji sloj zglobne hrskavice, kalcificirani sloj, od
prethodnog je odijeljen blago valovitom granic-
nom linijom koja se naziva Tidemark. Hondrociti
kalcificiranog sloja su hipertroficni hondrociti i
Zive u bitno razlic¢itim uvjetima mikrookolisa, bu-
duc¢i da je u okruzujuéem medustani¢cnom ma-
triksu istaloZzena velika koli¢ina anorganskih soli.
Kalcificirani sloj zglobne hrskavice izravno je spo-
jen s podleZzecom subhondralnom kosti i prihva-
¢eno je misljenje da ovaj sloj ima vaznu ulogu te-
melja na kojemu leZe prva tri nekalcificirana sloja
zglobne hrskavice i posredstvom kojega se uspo-
stavlja integritet i interakcija zglobne hrskavice i
subhondralne lamelarne kosti'®*,

Vet je navedeno da je mitoticka aktivnost hon-
drocita niska. Osim toga, u usporedbi s ostalim
potpornim tkivima, zglobna hrskavica ne sadrzi
krvne i limfne Zile i Zivce te hondrociti odrzavaju
homeostazu u relativno hipoksi¢nim i hiponutri-
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cijskim uvjetima. Glavni put dopreme nutrijenata
ovisi o difuziji tvari iz sinovijalne tekucine Supljine
zgloba, a ovisan je o osmotskom tlaku bubrenja
medustani¢ne tvari zglobne hrskavice. Bez obzira
na relativno nepovoljne uvijete mikrookolisa, me-
tabolicka aktivnost hondrocita relativno je visoka.
Relativno jednostavni makroskopski izgled skriva
vrlo sloZenu i pravilnu unutarnju strukturu koja se
odrZava stalnom hondrocitnom aktivno$éu sve do
nastupa degenerativnih promjena ili ozljeda.
Zbog navedenih karakteristika nakon ostecenja
zglobne hrskavice najées¢e ne nastupa njena cje-
lovita tkivna regeneracija, vec¢ je zamjenjuje bio-
mehanicki slabije kvalitetna vezivna hrskavica.

Ostecéenja zglobne hrskavice najcesce nastaju kao
posljedica razlicitih mehanickih ozljeda (traumat-
ske hondralne lezije), upalnih bolesti lokomotor-
nog sustava (reumatoidni osteoartritis i hondritis),
metabolickih i genetskih bolesti (hondrokalcino-
za, uri¢na dijateza) te degenerativnih bolesti zglo-
bova (degenerativni osteoartritis)***, Traumat-
ska ostecenja zglobne hrskavice nastaju kao
posljedica sportskih i drugih ozljeda. Ovisno o
stupnju ostecenja i dubini ozljede, zglobna hrska-
vica moze cijeliti spontano, ali se tkivo zamjenjuje
uglavnom biomehanicki manje vrijednom veziv-
nom hrskavicom®*¢, Kod dubljih traumatskih
osStecenja zglobne hrskavice koje penetrira do sub-
hondralnog kostanog tkiva, cijeljenje vrse stanice
kostane srzi subhondralne kosti koje proliferiraju i
diferenciraju se osteoblaste i hondroblaste, koji
svojim metabolickom aktivnos¢u postupno izgra-
duju medustani¢nu tvar novonastalog tkiva.
Vecina ozljeda zglobne hrskavice dovodi do oslo-
badanja fragmenata hrskavicnog matriksa u sino-
vijalnu tekucinu, Sto posljedic¢no izaziva daljnje
upalne i degenerativne promjene zglobova i do-
vodi do razvoja osteoartritisal’®, Ostecenja
zglobne hrskavice su karakterizirana ili primarnim
promjenama molekularnog sastava medustanic-
ne tvari (proteoglikana), kao Sto je to sluc¢aj u me-
hanicki izazvanom osteoartritisu ili oStecenjem
tkivne i stanicne arhitekture koje dovode do nje-
nog ubrzanog propadanja, kao Sto je to sludaj u
degenerativnom osteoartritisu. Najéesce razliciti
Stetni utjecaji prvo dovode do lokalnih promjena
u smislu gubitka proteoglikanskog sadrzaja i raza-
ranja strukture kolagene mreze medustanic¢ne
tvari, nakon kojih slijede stani¢ne promjene i gu-

bitak hondrocita. lako je isprva metabolicka aktiv-
nost hondrocita pojacana, postupno dolazi do
metabolickih promjena kod kojih katabolicki pro-
cesi dominiraju nad anabolickim te se proteogli-
kanska sinteza progresivno smanjuje i dovodi do
dugotrajnije promjene molekularnog sastava me-
dustani¢ne tvari. Sve to vodi daljnjem oStecenju
tkiva i kona¢nom poremecaju tkivhe homeostaze
s propadanjem funkcije zglobne hrskavice'®?°,
Ostecéenja zglobne hrskavice napreduju najcesce
od povrsnih prema dubokim slojevima te u ko-

Osnovni cilj regenerativne medicine i tkivnog inZenje-
ringa potpuna je struktura i funkcionalna regeneracija
zglobne hrskavice. Primjenom razlicitih znanstvenih dis-
ciplina istraZzuju se nove metode lijeCenja oStecenja
zglobne hrskavice koje se baziraju na interakciji triju
osnovnih elemenata klju¢nih za odrZavanja homeostaze
potpornih tkiva: stanica, matriksa i signalnih bioloskih
molekula.

nacnici dovode do potpunog razaranja zglobne
hrskavice i ogoljavanja subhondralne kosti, srznih
prostora i krvnih Zila. Ukljucivanjem krvnih Zila i
krvnog koaguluma moZe dovesti do spontane re-
generacije zglobne hrskavice, bududi krvlju u de-
fekt dospijevaju prije svega mati¢ne krvne stanice
i veca koli¢ina razlicitih faktora rasta. Temeljem
ovih saznanja moguce je u terapijske svrhe izvesti
ogoljavanje i penetraciju subhondralne kosti s
izazivanjem krvarenja, Sto se uspjesno koristi u
Pridievoj kirurskoj tehnici busenja (engl. Pridie
drilling)** i Steadmanovoj tehnici mikrofraktura
(engl. Steadman microfracture technique)*?*, no
koristi se iskljucivo za tretiranje manjih osStecenja
zglobne hrskavice.

POTICANIJE CIJELJENJA | REGENERACUJE

ZGLOBNE HRSKAVICE

Posljednjih godina ucinjeni su znacajni pomaci u
razumijevanju mehanizama odrzavanja integrite-
ta potpornih tkiva i organa lokomotornog susta-
va. Takoder se zna da su u regeneraciju ukljuceni
isti molekularni i stani¢ni mehanizmi morfogene-
ze koji se odvijaju prilikom embriogeneze. Tri su
temeljna principa morfogeneze, odrzavanja ho-
meostaze i regeneracije potpornih tkiva, pa tako i
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zglobne hrskavice: indukcija, kondukcija i produk-
cija*. Regenerativni ,trijas”, kako ga nazivaju, pri-
kazan je shematski na slici 2. Glavni induktivni
element predstavljaju molekularni morfogeni si-
gnali medustani¢nog okolisa koji djelujuci auto-
krino/parakrino pokrecu i poti¢u odvijanje odre-
denih stanicnih procesa u cilju stvaranja
odredene vrste tkiva. Stanice su glavni produktiv-
ni element i svojom aktivnoséu proliferiraju, dife-
renciraju se u odredeni stanicni fenotip te stvara-
ju odredene komponente medustani¢ne tvari.
Konduktivno djelovanje, odnosno prostorno vo-
denje odredenog morfogenetskog procesa tako-
der je vazno jer omogucuje i stanicama i morfoge-
nim signalima usmjereno djelovanje u odredenom
pravcu. Dakle, u regeneraciji zglobne hrskavice
kljuénu ulogu imaju tri osnovna elementa, to su
stanice, molekularni morfogeni signali medusta-
ni¢nog okolisa te nosaci. Budu¢i da je glavna
funkcija zglobne hrskavice biomehanic¢ka, mnogi
autori se slazu i isti€u takoder i vaznost mehanic-
ke sile kao Cetvrtog vaznog elementa regeneraci-
je zglobne hrskavice?.

Stanice su kljucni element regeneracijskog susta-
va tkiva te svojom aktivnoséu stvaraju, odrzavaju
i obnavljaju strukturu tkiva i aktivni su ,produk-
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Slika 2. Shematski prikaz interakcije elemenata regenerativnog trijasa.
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tivni” element regeneracije. | sama zglobna hr-
skavica sadrzi takve diferencirane stanice koje se
mogu koristiti u regenerativne svrhe, mada su nji-
hov broj i koli¢ina limitirani. Opc¢e je poznata ¢i-
njenica da hondrociti zglobne hrskavice imaju
slab potencijal proliferacije i mali kapacitet rege-
neracije. No uzgoj hondrocita u in vitro uvjetima
omogucuje dobivanje dovoljnog broj funkcional-
nih hrskavicnih stanica stabilnog fenotipa koje se
mogu koristiti u regeneraciji ugradnjom na mje-
sto ostecenja zglobne hrskavice. Ova je metoda
poznata kao autologna transplantacija hondroci-
ta (engl. autologous chondrocytes transplantati-
on/implantation; ATH, ACT/ACI) i prvi su je uveli
Lars Peterson i Matts Brittberg?® i do danas je ra-
zvijena i poboljsana cetvrta generacija ove tehni-
ke. Princip ATH metode je artroskopsko uzimanje
biopsije zdrave zglobne hrskavice oboljelog paci-
jenta, koja se potom u laboratorijskim uvjetima
procesuira s ciljem izolacije i proliferacije hondro-
cita. Na taj nacin dobiva se suficijentan broj stani-
ca u suspenziji koje potom na odredenom nosacu
(najcesce kolagenski nosa¢ u kombinaciji s Cinite-
liima koji poticu hondrogenezu) implantira na
mjestu defekta zglobne hrskavice i pokrije pret-
hodno izoliranim periostom. lako je isprva izgle-
dala obecavajuce, s obzirom na to da ne izaziva
imunolosku reakciju domacina i sprjeava mo-
guénost prenosenja infekcija, ova metoda poka-
zala je odredena ograni¢enja. Naime, prilikom
kultiviranja i transplantiranja hondrocita tesko je
zadrzati stabilan diferencirani hondrocitni feno-
tip, te se u strategiji regeneracije zglobne hrskavi-
ce sve viSe istrazivata usmjerava na koristenje
stanica egzogenog izvora. Osim toga, iako do 2
godine po implantaciji regenerirana hrskavica po-
kazuje biljege hijaline hrskavice (kolagen tip I,
agrekan, oligomerni proteini hrskavi¢nog matrik-
sa (engl. cartilage oligomeric matrix proteins;
COMPs) pojavljuju se i biljezi koji karakteriziraju
stvaranje vezivno-hrskavicnog matriksa (kolagen
tip 1) °. S obzirom na to da zreli hondrociti imaju
limitirani kapacitet proliferacije i regeneracije,
istrazivanja su u meduvremenu usmjerena na
druge izvore stanica. Prilikom odabira vrste stani-
ca za regeneraciju zglobne hrskavice potrebno je
definirati odgovarajuce prekursorske stanice koje
u odgovarajuéim uvjetima mogu proliferirati i di-
ferencirati se u hondrocite te producirati sastojke
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medustani¢nog matriksa. U tijelu postoje brojni
izvori takvih stanica, kao S$to su stanice kambij-
skog sloja perihondrija i periosta?’, stromalne sta-
nice kostane srzi*®%, sinovijalna membrana ¢ahu-
re zgloba®*3l, Osim diferenciranih stanica, u
regenerativne svrhe mogu se koristiti i mezenhi-
malne mati¢ne stanice (engl. mesenchymal
steam cells; MSCs) koje su nediferencirane i pluri-
potentne te u odredenim uvjetima i pod utjeca-
jem razli¢itih vanjskih uvjeta mikrookolisa mogu
proliferirati i diferencirati u odredenu vrstu ter-
minalno diferenciranih stanica potpornog tkiva,
pa tako i u hondrocite. Najcesce se eksperimenti-

tor; bFGF), inzulinu slican Cinitelj rasta tip | (engl.
insulin like growth factor type I; IGF -I) te trombo-
citni Cinitelj rasta (engl. platelet derived growth
factor; PDGF) kombiniranih u razli¢itim odnosima
s ¢lanovima TGFP nadobitelji ¢initelja rasta. Za
¢lanove TGFP nadobitelji dobro je poznato da po-
ticu sintezu kolagena tip 1l i proteoglikana, mada
neki ¢lanovi ove obitelji mogu ¢ak izazvati dedife-
rencijaciju hondrocita u eksperimentalnim uvjeti-
ma. Isto tako pokazano je da TGF -1 i TGF (-2
pojedinacno ne mogu inducirati sintezu za hijali-

Moderni trendovi tkivnog inZenjerstva usmjereni su
prema stvaranju konstrukta koji ¢e sadrzavati sva tri ele-
menta regenerativnog trijasa: nosac koji ima konduktiv-
no djelovanje, signalnu molekulu koja ima induktivno
djelovanje te stanice koje su produktivni elementi rege-
neracije. Cilj ovih metoda je sinergisticko djelovanje
svih triju elemenata regenerativnog trijasa u svrhu pot-
pune morfoloske i funkcionalne regeneracije zglobne

ra s mezenhimalnim mati¢nim stanicama kostane
srzi®2, Takoder se potencira upotreba embrional-
nih mati¢nih stanica (engl. embryonic stem cells;
ESCs) i induciranih pluripotentne mati¢na stanice
(engl. induced pluripotent stem cells; iPSs) ali svi
eticki aspekti njihove primjene jos uvijek su pred-
met rasprava i ograni¢enja®.

Drugi vazan element regeneracijskog sustava su

signalne molekule. To su bioloske molekule koje
poticu proliferaciju, diferencijaciju, apoptozu te
sintetske funkcije stanica. Radi se o malim mole-
kulama stanicnog mikrookolisa koje kontroliraju
embrionalne i postnatalne procese morfogeneze,
a isto tako prilikom ostecenja tkiva i organa akti-
viraju se i kontroliraju stani¢ne procese regenera-
cije. Bududi da su signalne molekule bioinduktiv-
ni signali, one specificno vode tijek regeneracije u
Zeljenom smijeru, stoga strategija tkivnog inZe-
njerstva u regeneraciji zglobne hrskavice ukljucu-
je primjenu odredenih Cinitelja rasta, u kombina-
ciji s odredenim tipom stanica ili nosaca, koji ¢e
specifitno usmjeravati tijek regeneracije u smjeru
razvoja hijaline hrskavice®*3¢. Brojnim istraZivanji-
ma utvrdena je ucinkovitost niza Cinitelja rasta u
poticanju diferencijacije hondrocitnog fenotipa,
hondogeneze i regeneracije zglobne hrskavi-
ce’”*, Poznat je Citav niz Cinitelja rasta koji su
ukljuéeni u proliferaciju i diferencijaciju kao i re-
gulaciju sinteze medustani¢nog matriksa u hon-
drocita. Najvedi broj eksperimentalnih istraziva-
nja usmjeren je na istrazivanje aktivnost ¢lanova
nadobitelji transformirajuéeg Cinitelja rasta tipa
(engl. transforming growth factor 3; TGFf), obi-
telji koStanih morfogenetskih proteina (engl.
bone morphogenetic proteins; BMP), Cinitelja ra-
sta fibroblasta (engl. basic fibroblast growth fac-
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hrskavice.

nu hrskavicu specificnih komponenti medustanic-
nog matriksa te se stoga samo nekoliko kombina-
cija TGF B s odredenim nosa¢ima i stanicama
koriste u in vitro uvjetima za kultiviranje hrskavi-
ce. Clanovi BMP obitelji ¢initelja rasta, narotito
BMP -4, -6 i -7 uspjesnije su koristeni u eksperi-
mentalnim istraZivanjima kao bioaktivne induk-
tivne signalne molekule u regeneraciji hrskavice.
Ovi c¢lanovi BMP obitelji pokazuju hondrogeni
efekt i povecavaju sintezu kolagena tip Il te prote-
oglikana. Za BMP-2 utvrdeno je da sprjecava de-
diferencijaciju hondrocita in vitro, inducira razvoj
hondrocitnog fenotipa poticuci sintezu kolagena
tipa Il B, mada dugorocno izaziva povisenje ma-
triks metaloproteinaza (engl. matrix metallopro-
teinase; MMP), kolagena tip | i osteopontina sto
dovodi do hipertrofije hondrocita i indukcije mor-
fogeneze kostanog tkiva. BMP-2 i BMP-7 proizvo-
de se danas rekombinantnom DNK tehnologijom
i dozvoljeno je njihovo koristenje u klinicke svrhe,
medutim uglavnom se koriste u regeneraciji ko-
Stanog tkiva. Istrazivanja na in vitro modelima ko-
ristila su razlic¢ite kombinacije signalnih molekula
i ostalih elemenata regeneracijskog trijasa zglob-
ne hrskavice; kao $to su; kolagen / stromalne sta-
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nice kostane srzi / TGF 1 “>*!, agaroza / hondro-
citi / FGF-2 %, fibrin / hondrociti / IGF -1 444,
polilaktat / stanice perihondrija / TGF 1. Una-
to¢ dokazanom utjecaju Cinitelja rasta na in vitro
hondrogenezu, naroCito TGFP i BMP, terapijska
primjena ovih cinitelja, in vivo, nije potpuno
uspjesna zbog kratkog poluvremena Zivota ovih
molekula, $to zahtijeva daljnja istrazivanja, naro-
Cito razli¢itih materijala nosaca koji ¢e osigurati
postupno otpustanje ovih molekula u terapijskim
dozama i kroz odredeno vrijeme u kojemu se od-
vija regeneracija zglobne hrskavice. U svakom slu-
Caju, sve bolje poznavanje signalnih molekularnih
signala koji reguliraju metabolizam zglobne hr-
skavice u fizioloskim i patoloskim stanjima doveo
je do kljuénih saznanja neophodnih za razvoj
ucinkovitije strategije u cilju bolje regeneracije
zglobne hrskavice*. Novootkrivena bioaktivna
molekula nazvana kartogenin (KGN) privlaci sve
vecu paznju istraZivaca koji se bave regeneraci-
jom zglobne hrskavice*’. Utvrdeno je da ova mo-
lekula pospjesuje diferencijaciju hondrocita u pri-
marnim kulturama humanih mezenhimalnih
matic¢nih stanica, isto tako potiCe ekspresiju za
hondrogenezu tipi¢nih gena, potice proliferaciju i
stvaranje hrskavic¢nih nakupina u kulturi te potice
hondrocitne funkciju u sintezi i izlu€ivanju kom-
ponenti medustani¢ne tvari. Injiciran intraartiku-
larno na miSjem modelu osteoartritisa, potice re-
generaciju zglobne hrskavice unutar samo
nekoliko tjedana.

Nosacdi (engl. matrix scaffolds) su razli¢iti materi-
jali koji se koriste u tkivnom inZenjerstvu i tijekom
regeneracije tkiva i organa djeluju konduktivno i
u slucaju regeneracije zglobne hrskavice hondro-
induktivno®®. Kondukcija je sposobnost odrede-
nog materijala da omoguci pric¢vrscivanje stanic-
nih elemenata ili bioaktivnih molekula te
omogudi njihovo djelovanje tijekom regeneracije.
Nosa¢ omoguduje prostorni razmjestaj stani¢nih
elemenata i njihovu aktivnost u produkciji kom-
ponenti medustanicne tvari. Nosaci se postupno
potpuno razgraduju i sluze samo kao privremena
trodimenzionalna resetka koja se na kraju potpu-
no zamjenjuje novostvorenim tkivnim matrik-
som. Da bi odredena vrsta nosaca imala dobru
konduktivnost, geometrijska konfiguracija mate-
rijala mora osiguravati odredenu poroznost te
tako osiguravati migraciju stanica, urastanje krv-
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nih i limfnih Zila te difuziju tkivne tekucine. Tako-
der nosa¢ mora imati odredene biomehanicke
osobine u smislu ¢vrstoce i elasti¢nosti da se tije-
kom primjene moZe oduprijeti statickim i dina-
mickim deformacijama bez osSteéenja i gubitka
mase. Osim toga, nosa¢ mora biti biokompatibi-
lan i netoksi¢an kako bi se minimalizirale mogu¢-
nosti izazivanja imunoloskog odgovora, a isto
tako kako bi omogucio dobar kontakt i integracija
sa susjednim tkivom. Nosa¢ mora biti biorazgra-
div, odnosno mora se postupno i kontrolirano
razgradivati simultano s procesom stanicnog i
tkivnog urastanja. Mora imati dobru adhezivnost
za stanice i bioaktivnhe molekule te ih mora postu-
pno otpustati u okolis®. IstraZivana je sposobnost
poticanja cijeljenja i pospjeSivanja regeneracije
zglobne hrskavice velikog broja razli¢itih prirod-
nih biomaterijala proteinskog (kolageni, fibrinski,
gelatinski), karbohidratnog sadrzaja (hijaluronska
kiselina, agaroza, alginat, kitozan, polilakticna i
poliglikolna kiselina, celuloza, dekstrani) i biopoli-
estera (polihidroksialkanoati — PHA, polihidroksi-
butirati — PHB) te sintetskih biopolimeranih nosaca
(dakron, teflon, karbonska vlakna, polietilenmeta-
krilat, hidroksiapatit) i njihovih kombinacija®.
Utvrdeno je da u eksperimentalnim uvjetima i
sam za sebe nosac ima sposobnost pospjesivanja
i podrzavanja spontane regeneracije manjih oste-
¢enja zglobne hrskavice. U novije vrijeme su kon-
struirani i bifazi¢ni nosaci, narocito za potrebe re-
generacije osteohondralnih defekata zglobne
hrskavice. Bifazi¢ni nosaci sastoje se od dvaju ra-
zlicitih materijala: jednog koji je dokazano kon-
duktivan u procesu hondrogeneze i drugog koji
istu sposobnost posjeduje u procesu osteogene-
ze, $to je narocito vazno za regeneraciju osteo-
hondralnog spoja kao cjeline. Svaki od biomateri-
jala koji se mogu koristiti kao konduktivni nosaci
u regeneraciji zglobne hrskavice imaju svoje
prednosti i nedostatke te ne postoji optimalan
nosac koji se moze preporuciti kao standard. | da-
lje se traZe bolja rjeSenja te su istraZivanja usmje-
rena na kombiniranje razli¢itih prirodnih i sintet-
skih materijala te izrade multifazi¢nih nosaca koji
imaju slojevitu strukturu i omogucavaju tijekom
regeneracije migraciju, adheziju, proliferaciju i di-
ferencijaciju stanica po zonama ili slojevima Sto
usmjerava razvoj novostvorene hrskavice u sloje-
vima koji nalikuju normalnoj gradi zglobne hrska-

medicina fluminensis 2015, Vol. 51, No. 4, p. 494-502




S. Zorici¢ Cvek, L. Budari¢, O. Cvijanovi¢ et al.: Primjena bioloskih principa u pospjesivanju cijeljenja i regeneracije zglobne hrskavice

vice. Najveci problem u razvoju novih biomateri-
jala i nosaca i dalje ostaje problem slabe
integracije sa susjednim tkivom zglobne hrskavi-
ce, unatoc sidrenju implantiranog materijala po-
mocu razli¢itih fibrinskih ljepila. Unato¢ bitnom
napretku u razvoju biomaterijala i dalje se traga
za idealnim materijalom nosaca koji ¢e svojim sa-
stavom, fizicko-kemijskim osobitostima, trodi-
menzionalnom strukturom i biomehanickim svoj-
stvima optimalno podrzavati hondrogenezu,
odnosno regeneraciju zglobne hrskavice.
Moderni trendovi tkivnog inZenjerstva usmjereni
su prema stvaranju konstrukta koji nec¢e sadrza-
vati samo jedan element; konduktivni nosac,
induktivnu signalnu molekulu ili produktivne sta-
nice, vec e sadrzavati sva tri spomenuta regenera-
tivna elementa koji ¢e sinergisticki voditi regenera-
ciju u Zeljenom smijeru. Stoga se u istrazivanjima
regeneracije zglobne hrskavice koriste razlicite
kombinacije prethodno opisanih elemenata rege-
nerativnog trijasa®.

Naime, tri su moguca temeljna pristupa u primje-
ni tkivnog inZenjerstva u regeneraciji zglobne hr-
skavice. Prva je mogucnost u potpunosti proizve-
sti regeneracijsko tkivo in vitro te potom potpuno
razvijen tkivni konstrukt ugraditi na mjesto defek-
ta zglobne hrskavice. Prednost ovakvog in vitro
pristupa je mogucnost potpune kontrole stanic-
nog metabolizma, proliferacije i diferencijacije,
ali postoje problemi vezani uz integraciju tkivnog
konstrukta ili njegovu fiksaciju na potrebnom
mjestu. Drugi mogudi pristup, koji je prihvatljiviji
medu istraziva¢ima, je konstrukcija usatka koji se
sastoji od nosaca, homogene populacije stanica i
signalnih bioinduktivnin molekula vezanih za
odredeni nosac tako da se kontrolirano ispusta i
dugotrajno djeluje na mjestu ugradnje te podrza-
va stanicnu aktivnost u regeneraciji. Po ugradniji
na mjesto defekta zglobne hrskavice usadak je
podvrgnut i mehani¢kim silama koje djeluju na
zglob, odnosno zglobnu hrskavicu te se regenera-
cija odvija u gotovo fizioloskim uvjetima, Sto je
dodatno pospjesuje. Regeneracijsko tkivo time se
bolje inkorporira na mjestu ugradnje s okolnim
zdravim tkivom te se postize funkcionalna rege-
neracija. Tredi pristup u poticanju regeneracije je
direktna ugradnja faktora rasta uklopljena s nosa-
¢em u mjesto defekta Sto potic¢e direktnu stanic-
nu regeneraciju in situ, odnosno potice unutarnji
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kapacitet regeneracije koju hondrociti zglobne
hrskavice imaju.

S obzirom na to da mnogi ¢imbenici imaju vaznu
ulogu u rastu, razvoju, odrzavanju i regeneraciji
zglobne hrskavice, te s obzirom na njene specific-
ne strukturne, metabolic¢ke i funkcionalne osobi-
tosti, jos uvijek nije dizajniran optimalan regene-
rativni konstrukt koji bi u potpunosti zadovoljavao
kriterije potpune strukturalne i funkcionalne re-
generacije zglobne hrskavice®. Ipak, sve brZi na-
predak stani¢ne i molekularne biologije te tkiv-
nog inZenjerstva nezaustavljivo vodi u smjeru
razvoja novog koncepta lijeCenja ozljeda, degene-
racija i upala zglobova i ostecenja zglobne hrska-
vice.

Izjava o sukobu interesa: Autori izjavljuju da ne postoji
sukob interesa.
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