Acta Med Croatica, 65 (2011) 227-235 Izvorni rad

HISTOLOSKA PROCJENA CIJELJENJA ZGLOBNE HRSKAVICE
UPOTREBOM SEMIKVANTITATIVNE OCJENSKE LJESTVICE

ANDREJA VUKASOVIC, ALAN IVKOVIC'2, DAVOR JEZEK, IVAN CEROVECKI?, DRAZEN VNUK¢,
MARIO KRESZINGERY, DAMIR HUDETZ!2 i MARKO PECINA?3

Zavod za histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, 'Zavod za ortopediju, Klinicka
bolnica Sveti Duh, Zagreb, 2Odjel za ortopediju, Specijalna bolnica Sv. Katarina, Zabok, *Medicinski fakultet
Sveucilista u Zagrebu i *Klinika za kirurgiju, ortopediju i oftalmologiju Veterinarskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu, Zagreb, Hrvatska

Kao avaskularno, alimfatiéno i aneuralno tkivo sa smanjenom moguénos¢u cijeljenja, hijalina hrskavica je zanimljiv predmet istra-
Zivanja. Ispitivane su brojne metode kojima bi se potakla regeneracija oStec¢ene hrskavice no niti jedna od njih ne daje idealne
rezultate. Rezultate spomenutih metoda potrebno je odgovarajuée ocijeniti. Cilj ove studije bio je analizirati rezultate dobivene
primjenom ugrusaka autologne kostane srzi prethodno transduciranih faktorom rasta TGF-31 na ostec¢enja zglobne hrskavice.
IstraZivanje je provedeno na 28 kostano zrelih ovaca koje su slu¢ajnim odabirom podijeljene u 4 skupine te im je kirurski u¢injeno
ostecenje zglobne hrskavice na nosivoj povrsini medijalnog kondila bedrene kosti. U o$te¢enje je zatim transplantiran autologni
ugrusak kostane srzi transduciran faktorom rasta - TGF-B1 (skupina TGF), zelenim fluorescentnim proteinom - GFP (skupina
GFP), bez genetske promjene (skupina BM) ili nije postavljen nikakav transplantat (skupina NC). Uzorci su pregledani pomoc¢u
svjetlosnog mikroskopa i ocijenjeni primjenom vizualno-histolo$ke ocjenske ljestvice Medunarodnog drustva za istrazivanje hrs-
kavice (ICRS-a). StatistiCka analiza pokazala je znac¢ajnu razliku izmedu skupine TGF i NC. Rezultati pokazuju da je primjenom

ove ljestvice moguce dobiti mjerljive histoloske rezultate.
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UvOD

Hijalina hrskavica visoko je specijalizirano tkivo
koje oblaze zglobna tijela sinovijalnih zglobova i
omogucava njihovo glatko pokretanje. Zglobna hr-
skavica je tkivo bez krvne opskrbe, nije inervirana
niti ima limfne Zile, $to zna¢i da ima smanjenu mi-
toticku aktivnost i smanjenu mogucénost cijeljenja.
Hondrociti okruZeni izvanstani¢nim matriksom
zasti¢eni su i od imunoloskog prepoznavanja. lako
stanice tijekom Zivota stvaraju izvanstani¢ni ma-
triks, na ozljedu ne mogu ucinkovito odgovoriti.
Na ostecenja hrskavice (koja su ograni¢ena na samu
hrskavicu bez prodora u suphondralnu kost) hon-
drociti reagiraju kratko, slabo i neucinkovito. Kad
ostecenje zahvati suphondralnu kost, javlja se upal-
na reakcija s infiltracijom stanica iz kostane srzi i
pokusajem cijeljenja ostecenja. Ipak, takvo cijeljenje
ne dovodi do regeneracije hijaline hrskavice veé do

fibrokartilaginoznog oziljka koji je svojim biome-
hanickim i bioloskim svojstvima manje vrijedan od
nativne hijaline hrskavice (1, 2).

Lokalizirana o$tecenja hrskavice vrlo su cesta u or-
topediji i sportskoj medicini. Prema podacima re-
trospektivne studije na vise od 31 000 artroskopija
u 63% bolesnika, hrskavi¢na su ostecenja utvrdena
u svim dobnim skupinama, i to u prosjeku 2,7 oste-
¢enja na jednom koljenu (3). Druga studija kojom je
obuhvaceno 20 000 artroskopija pokazala je sli¢ne
rezultate, oStecenja su utvrdena u 60% artroskopi-
ranih bolesnika (4).

Slozena i visoko specijalizirana grada normalne hi-
jaline hrskavice ¢ini lije¢enje hrskavi¢nih ostecenja
velikim izazovom kako za znanstvenike temeljnih
znanosti, tako i za klini¢are. Pronadi nacin kojim bi
se potakla regeneracija i poboljsao potencijal cije-
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ljenja hijaline hrskavice predmet je brojnih istrazi-
vanja (5). Trenuta¢no primjenjivane metode su mi-
krofrakture (6, 7), mozaikplastika ili osteohondralni
transfer (8) te autologna transplantacija hondrocita
(ATH) (9-13) ili mezenhimalnih mati¢nih stanica
(14). Otkri¢em i postupnom upotrebom razlic¢itih
¢imbenika rasta zapoceto je sasvim novo razdoblje
moderne ortopedije i upravo je upotreba ¢imbe-
nika rasta u kombinaciji s tkivnim inZenjeringom
metoda ¢ija primjena u svrhu lijecenja hrskavi¢nih
ostecenja najvise obecava (15-19). lako se direktna
primjena ¢imbenika rasta pokazala ucinkovitom,
njihova je klinicka primjena ogranic¢ena prvenstve-
no poteskocama u dovodenju i odrzavanju odgo-
varajuc¢ih koncentracija ¢imbenika rasta na mjestu
cijeljenja hrskavice (20). Pojavom nove tehnologije
kojom je omogucen prijenos gena pojavila se jedin-
stvena mogucnost da se prije navedeni problemi
rijeSe u lokalnoj primjeni ¢imbenika rasta (21-23).
Prema definiciji, genska terapija je tehnika kojom se
mijenja stani¢na genska informacija. To znaci da bi
u slucaju ostecenja hrskavice trebalo prenijeti gen-
ski materijal za kodiranje odredenih ¢imbenika ra-
sta u hondrocite, odnosno progenitorne stanice koje
bi potom proizvodile taj specificni ¢imbenik u te-
rapijski zadovoljavajué¢im koncentracijama tijekom
odredenog razdoblja (24-26).

Jedan od vaznijih aspekata u istrazivanjima vezani-
ma za regeneraciju zglobne hrskavice jest i primjena
odgovaraju¢ih metoda u ocjenjivanju novonastalog
tkiva. lako se danas primjenjuju razli¢ite metode
kojima se ispituju biomehanicka ili biokemijska (sa-
drzaj proteoglikana, kolagena, vode i sl.) svojstva,
histoloska procjena novonastalog tkiva i dalje zau-
zima centralno mjesto u ovom procesu. Histoloska
procjena umnogome ovisi o ocjenjivacu, i kao takvu
ju je tesko kvantificirati, odnosno dobiti relevantne
broj¢ane podatke za statisticku analizu. Iz tog je ra-
zloga Medunarodno drustvo za istrazivanje hrska-
vice (International Cartilage Research Society — ICRS)
predlozilo vizualno-histolosku ocjensku ljestvicu
kojom je moguce dobiti semikvantitativne podatke
(27).

CILJ] STUDIJE

Cilj nase studije je ocijeniti u¢inak primjene genet-
ski promijenjenih transplantata autologne kostane
srZi na cijeljenje ostec¢enja zglobne hrskavice. Tako-
der Zelimo procijeniti moguénost primjene semi-
kvantitativne ocjenske ljestvice u analizi uzoraka
hrskavi¢nog tkiva dobivenih iz pretklinickih studi-
ja koje za cilj imaju ispitivanje moguénosti lijecenja
ostecenja zglobne hrskavice.
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MATERIJALI I METODE

Pokusne Zivotinje

Istrazivanje, odobreno od Etickog povjerenstva
Medicinskog i Veterinarskog fakulteta Sveudilista
u Zagrebu, provedeno je na 28 ovaca zrele kostane
dobi (u dobi 1 do 3 godine). Ovce su operirane u
opcoj anesteziji na Klinici za kirurgiju, ortopediju i
oftalmologiju Veterinarskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu u suradnji s djelatnicima Klinike. U svih Zi-
votinja u¢injena je medijalna parapatelarna artroto-
mija na desnom koljenu te su prikazana oba kondila
bedrene kosti (sl. 1). Standardnim instrumentima za
mozaikplastiku (Smith & Nephew Inc., Andover,
MA, USA) nacinjena su djelomi¢na osteéenja zglob-
ne hrskavice promjera 6,2 mm na nosivoj povrsini
medijalnog kondila bedrene kosti. Ostecenja su na-
¢injena s posebnom pozorno$éu kako ne bi doslo do
ostecenja suphondralne kosti, te da rubovi ostece-
nja budu ¢isti i ravni (sl. 2).

Sl. 2. Umjetno stvoreno ostecenje hrskavice na zglobnoj
poursini kondila bedrene kosti ovce.
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Usporedno s izvodenjem artrotomije, uporabom
seta Trapsystem®Set (H-S Medical, Inc., Boca Raton,
FL, USA) u sterilnim uvjetima, aspirirano je 3 mL
kostane srzi iz grebena bo¢ne kosti svake anestezi-
rane zivotinje.

Ovce su slucajnim odabirom podijeljene u 4 sku-
pine (tablica 1). U kontrolnoj skupini nazvanoj BM
(n=6) zivotinjama je transplantiran nepromijenjeni
ugrusak autologne kostane srzi. Ovcama iz skupi-
ne GFP (n=6) transplantiran je autologni ugrusak
kostane srzi genetski promijenjen da stvara zeleni
fluorescentni protein (GFP). Ovcama iz ispitivane
skupine TGF (n=10) transplantiran je autologni
ugrusak kostane srzi genetski promijenjen da stva-
ra transformirajuci ¢imbenik rasta-p1 (TGF-B). Zi-
votinjama u negativnoj kontrolnoj skupini nazvanoj
NC (n=6) nije postavljen nikakav transplantat.

Sl. 3. Ugrusak kostane srZi transplantiran na mjesto
ostecenja hrskavice kondila bedrene kosti ovce.

Tablica 1.

Pokusne skupine ispitivane u istraZivanju

Skupina Vektor Gen Stanice Namjena
NC Nema Nema Nema Negativna kontrola
I . « u: Pozitivna kontrola (ekvivalent
BM Nema Nema Nepromijenjene stanice koStane srzi mikrofrakturama)
. Genetski promijenjene stanice kostane Pozitivna kontrola (dokaz da
GFP Adenovirus S SrZi transdukcija ne ometa diferencijaciju)
TGF Adenovirus TGF-p1 Genetski promijenje stanice kostane srzi Ispitivana skupina

NC - negativna kontrolna skupina u kojoj nije postavljen nikakav transplantat

BM - kontrolna skupina u kojoj je primijenjen nepromijenjeni ugrusak kostane srzi

GFP - kontrolna skupina u kojoj je primijenjen ugruskak kostane srzi genetski promijenjen da stvara zeleni fluorescentni protein

TGF - ispitivana skupina u kojoj je primijenjen ugruskak kostane srZi genetski promijenjen da stvara transformirajuci cimbenik rasta - f1

Vektori

Prva generacija rekombinantnih vektora rabljenih
u ovom istrazivanju potjece od replikacijski defici-
jentnog adenovirusa tipa 5 kojem nedostaju lokusi
El i E3 (28). Rekombinante adenovirusa i TGF-p1
te GFP-a napravljene su rekombinacijom Cre-lox
upotrebom sustava Hardyja i sur. (29). Potrebne ko-
licine virusne suspenzije odmjerene su i ¢uvane na
-80°C.

Priprema genetski promijenjenog ugruska kostane
srZi za transplantaciju

Neposredno nakon aspiracije, alikvoti od 250 pl ko-
$tane srzi brzo su izmijeSani sa 25ul suspenzije u ko-
joj je bilo 1 x 10" virusnih ¢estica adenovirusa GFP
ili TGF-P1. Mjesavina je ostavljena da koagulira 5
minuta.

Transplantacija ugrusaka

Odgovarajaci ugrusak kostane srzi pazljivo je po-
stavljen na mjesto o$tecenja. Nije nacinjena nikakva
fiksacija ugruska (sl. 3). Nakon 5 minuta provjerena
je stabilnost ugrusaka, a cijeli je zglob ispran fizio-
loskom otopinom. U negativnoj kontrolnoj skupini
ostecenja su ostavljena prazna. Zglobovi su kirurski
pazljivo zasiveni po slojevima.

Prikupljanje i priprema uzoraka za histolosku
procjenu

Sest mjeseci nakon operacije sve Zivotinje eutana-
zirane su intravenskom primjenom prekomjerne
doze barbiturata te je ucinjena nekropsija. Ostece-
nja su pregledana makroskopski te je odstranjen
cijeli medijalni kondil bedrene kosti zajedno s oste-
¢enjem. Tijekom postupka tkivo je ¢uvano u fizio-
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loskoj otopini s fosfatnim puferom (PBS). Uzorci za
histolosku obradu dekalcificirani su sa 10% etilendi-
aminotetraoctenom kiselinom (EDTA), zatim dehi-
drirani u alkoholu, uklopljeni u parafin te rezani na
rezove debljine 5 pm. Od svakog uzorka napravljena
je serija od Cetiri uzduzna reza za histolosku analizu.
Koristene su dvije tehnike bojenja: hemalaun-eozin
za procjenu morfologije te safranin-O za procjenu
izvanstani¢nog matriksa. Svakom od tehnika oboje-
na su dva reza.

Histoloska procjena

Dobivene rezove svakog pojedinog uzorka preg-
ledali smo pomocu svjetlosnog mikroskopa Nikon
Eclipse E200. Ocjenu uzorka donijeli smo s obzirom
na sveukupan nalaz na sva 4 reza koristeci vizualno-
histolosku ocjensku ljestvicu ICRS-a (tablica 2). Oc-
jenjuje se Sest svojstava: povrSina, izvanstani¢ni
matriks, raspodjela stanica, vijabilnost stani¢ne po-
pulacije, suphondralna kost te mineralizacija hrska-
vice. Svako svojstvo ocjenjuje se zasebno. Najveéim
brojem bodova (3) ocjenjuje se idealno zacijeljeno
tkivo, regeneracija, dok se najmanji broj bodova (0)
pridaje najlosije cijeljenom tkivu (27).

Ocjenjivanje su obavila dva neovisna ispitivaca me-
todom slijepog ispitivanja. Dogovorom je odredeno
da se svakom svojstvu, ako ima razlicite elemente
cijeljenja daje niza ocjena, osim ako se na vise od

Tablica 2.

Vizualno-histoloska ocjenska ljestvica ICRS-a

Svojstvo Broj bodova
(score)

1. PovrSina

Glatka/kontinuirana

Diskontinuirana/nepravilna 0
II. Izvanstaniéni matriks

Hijalina hrskavica 3

MijeSavina: hijalina/ vezivna hrskavica 2

Vezivna hrskavica 1

Vezivno tkivo 0
lll. Raspodijela stanica

Stupiéi 3

Mijesano/stupic¢i-nakupine 2

Nakupine (clusters) 1

Pojedinacne stanice/neorganizirano 0
IV. Vijabilnost stani¢ne populacije

Pretezito vijabilne (>50%) 3

Djelomi¢no vijabilne (10 — 50%) 1

<10% vijabilne 0
V. Suphondralna kost

Normalna 3

Povecéano remodeliranje 2

Nekroza kosti/granulacijsko tkivo 1

Otkinuta/lomovi/kalus u dnu 0
VI. Mineralizacija hrskavice (kalcificirana hrskavica)

Normalna 3

Abnormalna/neodgovarajuca lokacija

ICRS - International Cartilage Research Society - Medunarodno
drustvo za istraZivanje hrskavice

Tablica 3.

Rezultati bodovanja primjenom vizualno-histoloske ocjenske ljestvice ICRS-a: medijani i interkvartilni raspon

Ispitivana skupina

ICRS Score NC BM GF TGF

(broj bodova) M IR M IR M IR M IR
Povrsina 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0
Izvanstani¢ni matriks 1,50 2 3,00 1 3,00 2 3,00 0
Raspodiela stanica 1,00 0 2,00 0 2,00 2 2,00* 0
Vijabilnost stani¢ne populacije 0,00 1 1,00 3 0,00 0 0,00 0
Suphondralna kost 2,50 1 3,00 0 3,00 3 3,00 0
Mineralizacija hrskavice 1,50 3 3,00 0 3,00 3 3,00 0

*Kruskal-Wallisov i Mann-Whitneyjev test otkrili su statisticki znacajnu razliku izmedu skupina TGF i NC za raspored stanica (p=0,002). Ta-
koder je primijecena razlika izmedu skupina BM i NC (p=0,026), ali statisticko znacenje je promijenjeno na p<0,008 nakon sto je primijenjena

Bonferronijeva korekcija.

2/3 uzorka nalazi element s veom ocjenom. U
tom je slucaju odredeno svojstvo ocijenjeno ve¢om
ocjenom. Dobiveni podaci obradeni su statistickim
testovima Kruskal-Wallis i Mann Whitney. Vrijed-
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nosti p <0,05 smatrane su statisti¢ki znacajnima.
Koristen je ra¢unalni program SPSS 17.0 za Win-
dows (Chicago, IL, SAD).
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REZULTATI znacajna razlika utvrdena je za raspodjelu stanica.
Primjenom Mann Whitneyjevog testa otkrili smo
Rezultati naSeg istrazivanja prikazani su na slika- statisticki zna¢ajnu razliku izmedu skupina TGF i

ma histoloskih preparata (sl. 4 i 5) i u tablici 3. Od NC (p=0,002). Razlika je uo¢ena i izmedu skupina
ukupno 28 uzoraka ocijenili smo 26. Dva uzorka BM i NC (p=0,026).
isklju¢ena su iz procjene zbog o$tecenja nastalih

prilikom histoloske obrade. Za usporedbu Sest Rezultati istrazivaca bili su 100% podudarni pa
navedenih svojstava izmedu 4 ispitivane skupi- stoga nije bilo potrebe odredivati intraopservacij-
ne koristili smo Kruskal-Wallisov test. Statisticki ske razlike.

Sl. 4. Uzorak zglobne hrskavice medijalnog kondila bedrene kosti ovce, rez debljine 5 um. a) skupina NC: reparacija na
mjestu ostecenja pokazuje nastanak vezivne hrskavice. Ostecenje nije u cijelosti ispunjeno tkivom. ICRS score: povrsina:
0; izvanstanicni matriks: 1; raspodjela stanica: 1; vijabilnost stanicne populacije: 1; suphondralna kost: 2; mineralizacija
hrskavice: 0. b) skupina BM: reparacija na mjestu ostecenja pokazuje nastanak mjesavine vezivne i hijaline hrskavice.
Ostecenje nije u cjelosti ispunjeno tkivom. ICRS score: povrsina: 0; izvanstanicni matriks: 2; raspodjela stanica: 2; vi-
jabilnost stanicne populacije: 0; suphondralna kost: 3; mineralizacija hrskavice: 3. c) skupina GFP: reparacija na mjestu
ostecenja pokazuje nastanak hijaline hrskavice. Ostecenje nije u cijelosti ispunjeno tkivom. ICRS score: povrsina: 0;
izvanstanicni matriks: 3; raspodjela stanica: 2; vijabilnost stanicne populacije: 0; suphondralna kost: 3; mineralizacija
hrskavice: 3. d) skupina TGF: regeneracija na mjestu ostecenja pokazuje nastanak hijaline hrskavice sa stanicama orga-
niziranim u stupice. OSteCenje nije u cijelosti ispunjeno novonastalim tkivom. ICRS score: povrsina: 0; izvanstanicni
matriks 3; raspodjela stanica: 2; vijabilnost stanicne populacije: 0; suphondralna kost: 3; mineralizacija hrskavice: 3.
Bojenje: safranin-0 (a i d) i hemalaun-eozin (b i c); Povecanje: 40x; Mjerilo: 1 mm.
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S1.5. Uzorak zglobne hrskavice medijalnog kondila bedrene kosti ovce, rez debljine 5 um. a) i b): skupina TGF: na lijevoj
polovici prikazano je zdravo tkivo, a desno podrucje cijeljenja ostecenja. Regeneracija oStecenja pokazuje hijalinu hrs-
kavicu istovrijednu zdravoj. (DG - pukotina na mjestu kirurskog reza ostecenja; Hc - hijalina hrskavica sa stanicama
raspodjeljenim u stupice; Bs — suphondralna kost). Bojenje: hemalaun-eozin (a) i safranin-O (b); Povecanje: 100x (a)
i 200x (b); Mjerilo: 100 um. c) i d): skupina BMO wvidiljivo je cijeljenje stvaranjem hijaline i vezivne hrskavice. (H -
hijalina hrskavica; Hf — mjesavina hijaline i vezivne hrskavice; F - vezivna hrskavica Bs — suphondralna kost). Bojenje:
hemalaun-eozin (c), safranin-O (d); Povecanje: 200x; Mjerilo: 100 um.

RASPRAVA

Genska terapija obecavajuca je metoda za lijecenje
ostecenja zglobne hrskavice. Za ocjenu uspjes$nosti
primjene genske terapije u cijeljenju hijaline hrs-
kavice od velike je vaZnosti prikaz morfologije.
Histoloska procjena tkiva deskriptivna je meto-
da te umnogome ovisi o ocjenjivac¢u. Kako bismo
objektivizirali procjenu morfologije novostvorenog
tkiva i statisticki analizirali dobivene podatke pri-
mijenili smo vizualno-histolosku ocjensku ljestvicu
ICRS-a. (tablica 2). Dobiveni rezultati pokazuju da
je primjenom genske terapije moguce posti¢i bolje
cijeljenje hijaline hrskavice osobito $to se tice bitnog
svojstva, tj. raspodjele hrskavi¢nih stanica. U tabli-
ci 3 i statistickom obradom podataka iz navedene
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tablice pokazano je da izmedu negativne kontrolne
skupine i ispitivane skupine u kojoj je primijenjen
genetski promijenjen ugrusak kostane srzi postoji
statisticki znacajna razlika u mnozini hrskavi¢nih
stanica u korist ispitivane skupine na razini p =
0,002. Nasi rezultati o uspjesnosti primjene genet-
ski promijenjene kostane srzi u cijeljenju ostecenja
zglobne hrskavice podudarni su s rezultatima dosa-
dasnjih istraZivanja primjene genske terapije u svr-
hu obnavljanja ostecene hijaline hrskavice (26, 30).

Nasim istrazivanjem potvrdili smo da se primjenom
semikvantitativne ocjenske ljestvice, tj. vizualno-hi-
stoloske ocjenske ljestvice ICRS-a mogu dobiti za-
dovoljavajudi rezultati u ocjeni regeneracije zglob-
ne hrskavice. To se naravno odnosi na histoloska
svojstva novonastale hrskavice dok se za ispitivanje
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ostalih svojstava (biomehanicka i biokemijska svoj-
stva) koriste odgovarajuce specificne metode (26).
Zelimo, medutim, ukazati i na poteskoce na koje
smo naisli tijekom naseg istrazivanja.

Prepreke s kojima smo se susreli primjenjujudi hi-
stolosko-ocjensku ljestvicu vezane su uz histolosku
obradu preparata. Nejednaka obojenost, presavija-
nje tkiva, lomovi i posljedi¢ni gubitak kontinuite-
ta bili su razlog iskljuc¢ivanja pojedinih uzoraka iz
procjene.

Suphondralna kost zahtjevan je materijal za histo-
losku obradu. Prilikom demineralizacije i fiksacije
dolazi do gubitka sadrzaja izvanstani¢nog matrik-
sa te do promjene morfologije stanica (31-33). Pro-
mjene u suphondralnoj kosti nadene tijekom nasih
istrazivanja bile su znak da je tijekom operacijskog
zahvata doslo do neZeljenog odnosno predubokog
ostecenja zglobne hrskavice.

Tijekom naSeg istrazivanja uocili smo i nedostatak
semikvantitativne ocjenske ljestvice, a to je pri-
je svega mali broj ocjena za pojedino svojstvo. To
svakako pridonosi jednostavnosti ljestvice, ali tako-
der otvara veéu moguénost grani¢nih rezultata koji
ne pripadaju ni jednoj postojecoj ocjeni. Poseban
problem koji nije obuhvacen tom procjenskom lje-
stvicom je integracija novonastalog tkiva u okolno
zdravo tkivo Sto bi se moglo utvrditi polarizacij-
skim mikroskopom (9). Ljestvicom nije obuhvacena
zrelost hrskavice. Smatramo da bi ocjena zrelosti
hrskavice pridonijela vecoj vrijednosti procjene za
klinicku primjenu.

Na nekim uzorcima naisli smo na velike promjene
u suphondralnoj kosti sto postavlja pitanje dubine
defekta. Iako su o$tecenja kirurski nacinjena s po-
sebnom pozornoséu da se ne o$teti suphondralna
kost, mozda je do njenog ostecenja doslo poslijeo-
perativno. Nakon operacije ispitivanim Zivotinjama
nije postavljena nikakva imobilizacija te su nakon
zahvata bile slobodne u kretanju i optereéivanju
operiranog ekstremiteta. Kretanje Zivotinja i nedo-
statak imobilizacije takoder su mogudi uzrok odva-
janja ugruska s mjesta implantacije $to je dalo losije
rezultate pri izradi histoloskih preparata.

Prednost vizualno-histoloske ocjenske ljestvice
ICRS-a svakako je njena jednostavnost i laka pri-
mjena. Ljestvica je lako razumljiva te za njenu upo-
rabu nije potrebna visoka strucnost i specijalisti¢cko
znanje. Takoder, bodovanje je moguce ponoviti ne-
ograniceni broj puta. Veca preciznost u ocjenjivanju

moze se postici pregledavanjem vise histoloskih re-
zova jednog uzorka.

Kako bi se poboljsalo primjenu vizualno-histoloske
ocjenske ljestvice ICRS-a, smatramo da je potrebno
tocno odrediti histolosku pripremu i bojenje mate-
rijala te obratiti vise pozornosti obradi kako bi se
smanjio broj ostecenja. PredlaZzemo i da se ljestvica
poprati mapom fotografija s bodovima za pojedino
svojstvo. Za sada je moguce usporediti vlastite fo-
tografije s fotografijama drugih istrazivaca koje su
uglavnom popracene subjektivnim opisom. Sma-
tramo i da bi se prosirivanjem ljestvice, odnosno
povecanjem broja svojstava za ocjenu mogla postici
bolja procjena morfologije.

ZAKLJUCAK

Vizualno-histoloskom ocjenskom ljestvicom ICRS-
a moguce je kvantificirati morfoloske podatke i sta-
tisticki ih analizirati. Vizualno-histoloska ocjenska
ljestvica jednostavna je, lako primjenjiva i jeftina
metoda za procjenu morfologije zglobne hrskavice.
Rezultati dobiveni primjenom ove semikvantita-
tivne metode pokazali su da je upotrebom genski
promijenjenih stanica moguce potaknuti cijeljenje
zglobne hrskavice i rezultati su sukladni rezultati-
ma dosadasnjih istrazivanja. Na osnovi dobivenih
rezultata smatramo vizualno-histolosku ocjensku
jestvicu ICRS vrijednom metodom za procjenu
morfologije hrskavice.
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SUMMARY

HISTOLOGIC ASSESSMENT OF TISSUE HEALING OF HYALINE CARTILAGE
BY USE OF SEMIQUANTITATIVE EVALUATION SCALE

A. VUKASOVIC, A. IVKOVIC'?, D. JEZEK, I. CEROVECKE, D. VNUK*, M. KRESZINGER?, D. HU-
DETZ'? and M. PECINA®

Department of Histology and Embryology, School of Medicine, University of Zagreb, 'Department of
Orthopedics, Sveti Duh University Hospital, Zagreb, *Sv. Katarina Special Hospital, Zabok, *School of
Medicine, University of Zagreb and *‘Department of Surgery, Orthopedics and Ophthalmology,
Faculty of Veterinary Medicine, University of Zagreb, Zagreb, Croatia

Introduction: Articular cartilage is an avascular and aneural tissue lacking lymph drainage, hence its inability of spontaneous repair
following injury. Thus, it offers an interesting model for scientific research. A number of methods have been suggested to enhance
cartilage repair, but none has yet produced significant success. The possible application of the aforementioned methods has
brought about the necessity to evaluate their results. The objective of this study was to analyze results of a study of the effects of
the use of TGF-B gene transduced bone marrow clot on articular cartilage defects using ICRS visual histological assessment scale.
Methods: The research was conducted on 28 skeletally mature sheep that were randomly assigned to four groups and surgically
inflicted femoral chondral defects. The articular surfaces were then treated with TGF-1 gene transduced bone marrow clot (TGF
group), GFP transduced bone marrow clot (GFP group), untransduced bone marrow clot (BM group) or left untreated (NC group).
The analysis was performed by visual examination of cartilage samples and results were obtained using ICRS visual histological
assessment scale. The results were subsequently subjected to statistical assessment using Kruskal-Wallis and Mann-Whitney
tests.

Results: Kruskal-Wallis test yielded statistically significant difference with respect to cell distribution. Mann-Whitney test showed
statistically significant difference between TGF and NC groups (P=0.002), as well as between BM and NC groups (P=0.002 with
Bonferroni correction).

Discussion: Twenty-six of the twenty-eight samples were subjected to histologic and subsequent statistical analysis; two were
discarded due to faulty histology technique. Our results indicated a level of certainty as to the positive effect of TGF-p1 gene
transduced bone marrow clot in restoration of articular cartilage defects. However, additional research is necessary in the field.
One of the significant drawbacks on histologic assessment of cartilage samples were the errors in histologic preparation, for which
some samples had to be discarded and significantly impaired the analytical quality of the others. Defects of structures surrounding
the articular cartilage, e.g., subchondral bone or connective tissue, might also impair the quality of histologic analysis. Additional
analyses, i.e. polarizing microscopy should be performed to determine the degree of integration of the newly formed tissue with
the surrounding cartilage. The semiquantitative ICRS scale, although of great practical value, has limitations as to the objectivity
of the assessment, taking into account the analytical ability of the evaluator, as well as the accuracy of semiquantitative analysis
in comparison to the methods of quantitative analysis.

Conclusion: Overall results of histologic analysis indicated that the application of TGF-31 gene transduced bone marrow clot could
have measurable clinical effects on articular cartilage repair. The ICRS visual histological assessment scale is a valuable analytical
method for cartilage repair evaluation. In this respect, further analyses of the method value would be of great importance.

Key words: hyaline cartilage, cartilage repair, ICRS visual histological assessment scale
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