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1. UVOD



1.1.  Artritis

Artritis je nespecifi¢ni naziv za heterogeni skup poremecaja koji izazivaju akutnu ili kroni¢nu
upalu zgloba. S obzirom na etiologiju i klini¢ke manifestacije najvazniji i najucestaliji oblici artritisa

su:
- Osteoartritis (primarni ili sekundarni)
- Reumatoidni artritis (adultni ili juvenilni)
- Infektivni artritis (akutni ili kroni¢ni)
- Hemofili¢ni artritis

- Psorijati¢ni artritis (1).

1.2.  Osteoartritis
1.2.1. Definicija osteoartritisa

Prema definiciji Medunarodnog druStva za istraZivanje osteoartritisa (engl. Osteoarthritis
Research Society International), osteoartritis (OA) je poremecaj pokretnih zglobova karakteriziran
stani¢nim stresom i degradacijom izvanstani¢nog matriksa iniciran mikro- ili makroozljedom koja
aktivira adaptivne mehanizme popravka koji ukljucuju proinflamatorne putove. Poremecaj se najprije
manifestira na molekularnoj razini (abnormalni metabolizam zglobnih tkiva), zatim slijede anatomski
i fizioloski poremecaji (karakterizirani degradacijom hrskavice, pregradnjom kosti, stvaranjem

osteofita, upalom) §to rezultira gubitkom normalne funkcije zgloba i manifestnom bolescu (2).
1.2.2. Pojavnost i socioekonomsko znacenje osteoartritisa

OA je najucestaliji oblik artritisa - moZe zahvatiti bilo koji zglob, ali klini¢ki manifestni oblik
najcesce zahvaca koljena, kukove i zglobove u podrucju Sake (3). To¢nu stopu pojavnosti OA u
populaciji je teSko utvrditi s obzirom na to da joS§ uvijek nisu utvrdeni jasni dijagnosticki kriteriji
(klini¢ki, radioloski, biokemijski) (4), a postoje 1 zemljopisne i etnic¢ke razlike u pojavnosti OA (5).
U populacijskoj studiji Guillemina i suradnika standardizirana prevalencija OA kuka 1 koljena bila
je 1.9% i 4.7% za muskarce, a 2.5% i 6.6% za Zene (6). Sto je jo§ vaznije, OA kuka i koljena jedan
je od najces¢ih 1 najvaznijih uzroka kroni¢ne boli 1 invaliditeta, osobito u populaciji starije Zivotne
dobi, ozbiljno utjece na kvalitetu Zivota bolesnika, ali predstavlja i znacajno ekonomsko opterecenje
za drustvo (7). Od ukupno 291 rangiranih zdravstvenih poremecaja, OA kuka i koljena zauzima 11.
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mjesto u udjelu u globalnoj invalidnosti, a 38. ako se uzme u obzir parametar godina Zivota s
invalidno$¢u (engl. disability-adjusted life years DLY) (8). Ono §to je nedvojbeno i posebno
zabrinjavajuce je trend globalnog kontinuiranog porasta pojavnosti OA (posljedi¢no i DLY): procjena
porasta slucajeva od 1990 — 2020. je 132,2% za sve vrste OA s projekcijom daljnjeg rasta od 74,9%
za OA koljena i 78,6% za OA kuka do 2050.g. (9).

1.2.3. Etiologija i patofiziologija osteoartritisa

OA se opcenito moze kategorizirati kao primarni (idiopatski) i sekundarni (posljedicni) OA
(10). Uobicajeni uzroci sekundarnog OA ukljucuju traumatske dogadaje, razvojne poremecaje (npr.

displaziju kuka), preboljelu infekciju, upalne ili biokemijske ¢imbenike (11).

Vazno je razumjeti da OA nije patofizioloski jedinstvena bolest, ve¢ heterogeni sindrom s
razli¢itim klinickim fenotipovima koji zahvaca sve zglobne strukture, a Sto na kraju dovodi do
zajednickih klini¢kih manifestacija (12). Isto tako, OA moZemo shvatiti kao sustavnu / metabolicku

bolest koja dovodi do pretezito zglobnih manifestacija (13).

Iako sam naziv OA upucuje na upalni karakter bolesti, tradicionalno je shvacanje da je
primarni OA degenerativna bolest (,,0steoartroza*) uzrokovana troSenjem zglobne hrskavice uslijed
dugotrajnog preopterec¢enja (14). Premda je oStecenje hrskavice najvaznije zavrsno obiljezje bolesti,
sadasnje bolje razumijevanje pokazuje da je OA bolest svih zglobnih struktura - patoloske promjene
ukljuuju ne samo progresivno oSteéenje hrskavice ve¢ 1 sklerozirajuée i cisticne promjene u
subhondralnoj kosti, stvaranje osteofita, sinovijalnu upalu, degeneraciju ligamenata, hipertrofiju
zglobne ¢ahure, promjene u zglobnom masnom tkivu i meniskusima, kao i zahvacanje neuroloskih
putova ukljuc¢enih u obradu boli (15, 16). Do tih promjena dolazi ne samo zbog mehanickog
preopterecenja vec i zbog metabolickih i1 genetskih ¢imbenika koji rezultiraju upalom (17). Dokazi
sve jasnije upucuju na ¢injenicu da je kroni¢na upala niskog intenziteta klju¢na patofizioloska
karakteristika OA (14, 18). Stani¢ni 1 molekularni mehanizmi koji povezuju biomehanicke
¢imbenike, hrskavi¢no oStecenje i1 koStanu degradaciju s upalnim promjenama u ranom OA predmet
su intenzivnih istraZivanja. Recentno je tumacenje da oSte¢ena hrskavica otpusta pro-inflamatorne
citokine i molekule koje stimuliraju osteoklaste i tako pokrecu subhondralno modeliranje kosti (19).
Isto tako, pro-upalne molekule stvorene u osteoblastima subhondralne kosti posljedicno dovode do
daljnjeg ostecenja hrskavice - na taj nacin su kost i hrskavica spregnuti u zajednicki ciklus

progresivnih upalnih 1 degenerativnih promjena (20).



1.2.4. Osteoartritis kuka

OA kuka je jedan od najvaznijih uzro¢nika otezane pokretljivosti i bolova u starijoj populaciji
s procijenjenim 25% rizikom simptomatskog oboljenja do 85. godine Zivota (21) i blizu 10% rizikom
za ugradnju totalne proteze kuka tijekom Zivota zbog OA (22). Pojavnost OA kuka je nesto manja u
odnosu na OA koljena (23), ali u praksi se oni ¢esto razmatraju kao jedinstven klinicki entitet. Treba
napomenuti da je ve¢ina klini¢kih istrazivanja iz kojih proizlaze znanja o patofiziologiji OA
provedena na pacijentima s OA koljena. S obzirom na to da OA kuka i koljena ipak imaju neke

zasebne osobitosti, pitanje je da li je takva ekstrapolacija rezultata uvijek opravdana (19).
1.2.4.1. Klini¢ke manifestacije osteoartritisa kuka

Tipicna klini¢ka slika kod pacijenta s OA ukljucuje vise ili manje izrazene sljedece elemente

(24):

- Bol je najvazniji simptom, najceSce se javlja u preponi s propagiranjem prema straznjici ili

koljenu
- Ukocenost u zglobu kuka koja otezava hod ili prigibanje
- Bol i ukocenost su izrazeniji ujutro ili nakon duzeg sjedenja ili lezanja
- Bol se pogorSava pri intenzivnijoj aktivnosti
- Osjecaj zaglavljivanja zgloba kuka 1 krepitacija pri pokretima
- Smanjen opseg pokreta u kuku
- Sepanje.

Kriteriji koje je postavio American College of Rheumatology za postavljanje dijagnoze OA
kuka temelje se na anamnestickim podacima (dob, bol), klinickom pregledu (opseg pokreta u

zahvacenom kuku), radioloskim i laboratorijskim nalazima (upalni pokazatelji) (25).
1.2.4.2. Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj OA kuka

Rizi¢ni ¢imbenici koji pridonose razvoju primarnog OA kuka, a koji su vezani za oboljelu

osobu su:

- Starija Zivotna dob — vrlo izrazena pozitivna korelacija (26)

- Spol — za razliku od OA koljena, nije dokazana povecana pojavnost kod zenskog spola (27)



- Povecana tjelesna tezina — manje izrazeno nego kod OA koljena, ali joS uvijek, povecanje

indeksa tjelesne mase za pet bodova nosi povecanje rizika za OA kuka od 11% (28)

- Genetsko nasljede — opservacijske studije dokazale su povezanost AO kuka s genetskim

nasljedem — kod jednojajcanih blizanaca genetski doprinos u riziku za razvoj OA je cca 60%
(29), a dokazan je i1 nasljedni obiteljski povecani rizik (19), ipak genetski mehanizam

odgovoran za taj u¢inak nije jos razjasnjen (30)

- Etnicka pripadnost — incidencije OA kuka se znacajno razliku u razli¢itim etnickim skupinama

(19)

- Zanimanje — postoje dokazi o povecanoj incidenciji OA kuka kod profesionalnih sportasa i
ljudi koji rade teske fizicke poslove, medutim nije jasno radi li se o posljedici mehanickih

opterecenja ili opetovanih ozljeda (19).

Osim op¢ih rizi¢nih ¢imbenika za razvoj primarnog OA primjenjivih kod svih zglobova, za
OA kuka mozZemo razmotriti 1 lokalne biomehani¢ke ¢imbenike rizika koji doprinose razvoju i

progresiji bolesti koju u tim sluc¢ajevima mozemo smatrati sekundarnim OA kuka:

- Morfologija zgloba. Postoji sve viSe dokaza koji upucuju na to da je vecina ,,primarnih“ OA

kuka posljedica diskretnih, klini¢ki neuocljivih razvojnih poremecaja koji dovode do mikroostecenja,

femoroacetabularnog sraza i kona¢no razvoja OA (31).

- Razvojna displazija kuka. Plitak i nepravilno orijentiran acetabul dovodi do smanjenja

kontaktne femoroacetabularne povrSine S§to dovodi do redistribucije i1 koncentracije sila u
anterosuperiorni dio acetabula §to dalje vodi u degeneraciju labruma i zglobne hrskavice i pokretanje
kroni¢nog upalnog procesa (32). Ovisno o stupnju displasticnih promjena klinic¢ki izrazeni OA mozZe

nastupiti u ranijoj ili kasnijoj zivotnoj fazi.

- Femoracetabularni sraz (engl. impingement). Femoroacetabularni sraz je zajednicki naziv za
morfoloSke koStane promjene u podru¢ju glave femura i1 acetabula koje za posljedicu imaju
nepozeljno ,,sudaranje®. Brojne su studije pokazale povezanost izmedu prisustva
femoroacetabularnog sraza i oStecenja hrskavice u kuku (19) te da su razli¢iti morfoloski tipovi

femoroacetabularnog sraza povezani s pove¢anom incidencijom OA kuka (33).

- Slabost periartikularne muskulature u regiji kuka. ViSestruka su istrazivanja potvrdila

povezanost slabosti periartikularne muskulature kuka s OA kuka (34). Premda jo§ nedovoljno



dokazana, hipoteza je da periartikularna muskulatura kuka ima ulogu u amortizaciji opterecenja i

zastiti zgloba od nepravilnih pokreta (19).

- Ozljede labruma. Razdor acetabularnog labruma moze biti posljedica akutnog traumatskog

dogadaja ili kroni¢nih degenerativnih promjena, osobito onih povezanih sa sindromom
femoroacetabularnog sraza. Premda je povezanost ozljeda labruma s OA kuka nedvojbena, s obzirom
na nedostatnost postojecih istrazivanja, nije sasvim jasno nastaje li oStecenje hrskavice istodobno s

ostecenjem labruma ili kao njegova posljedica (19).
1.2.4.3. Radioloska dijagnostika i klasifikacija osteoartritisa kuka

Premda se dijagnoza OA kuka vrlo ¢esto moze postaviti samo na temelju anamneze i klinicke
prezentacije, za potvrdu dijagnoze i evaluaciju progresije bolesti standardno se koristi antero-

posteriorni radiogram zdjelice.
Elementi koji su ukljuceni u radioloSku procjenu progresije bolesti su:
- stupanj suzenja zglobne pukotine,
- stvaranje osteofita,
- skelrozacija i cisti¢ne promjene u subhondralnoj kosti,
- deformacija zglobnih tijela.

Na analizi ovih elemenata temelji se i najceSc¢e koriStena radioloska klasifikacija OA, ona po
Kellgrenu i Lawrenceu (11, 35), univerzalno primjenjiva na sve zglobove pa tako i zglob kuka. Po

toj klasifikaciji stupanj OA kuka na radiogramu zdjelice moze biti (Slika 1):
- stupanj 0: nema znakova OA;

- stupanj 1: dvojbeni OA - mozebitno medijalno suzenje zglobne pukotine, diskretno stvaranje

osteofita u podrucju glave femura;

- stupanj 2: blagi OA — nedvojbeno suzenje zglobne pukotine, jasno vidljivo stvaranje

osteofita, neznatna subhondralna skleroza;

- stupanj 3: umjereni OA — znacajno suzenje zglobne pukotine, osteofiti, subhondralna

skleroza i cisticne promjene, deformitet glave femura i acetabula;

- stupanj 4: teski OA — obliteriran zglobni prostor, veliki osteofiti, izraZena deformacija glave

femura 1 acetabula.



Slika 1. Radiolosko stupnjevanje osteoartritisa kuka po Kellgrenu i Lawrenceu: a) stupanj 0; b)
stupanj 1; c¢) stupanj 2; d) stupanj 3; e) stupanj 4 (ilustracija: M. RoSin).

Svakako je vazno spomenuti da nema jasne korelacije izmedu izrazenosti klinicke slike i
radioloskih znakova progresije bolesti — pacijenti s visoko stupnjevanim radiogramom OA kuka
mogu biti asimptomatski (4). Kao dodatna slikovna dijagnosti¢ka metoda kod OA kuka koristi se
magnetska rezonancija (MRI) - osjetljivija je od radiograma u otkrivanju zglobnog izljeva, sinovitisa,
lezija hrskavice, labruma i kosStane srzi. Ipak, zbog teze dostupnosti i slabe korelacije MRI s
klinickom slikom ta je metoda primarno korisna kao biomarker za klinicka ispitivanja koja se bave

ranim OA 1ili za provodenje diferencijalne dijagnostike kod nejasnih stanja (36, 37).
1.2.4.4. Terapijske moguénosti za lijeenje osteoartritisa kuka

Terapijske mogucénosti za lijeCenje OA kuka moZemo podijeliti na ne-farmakoloske mjere,
farmakoloSke mjere 1 kirurSke intervencije. American College of Rheumatology u svojim recentnim
preporukama baziranim na dokazima od ne-farmakoloskih intervencija za OA kuka snazno podrZava

vjezbanje, gubitak tjelesne tezine i hod uz pomo¢ Stapa (38). U istim preporukama snaznu preporuku



djelotvornosti medu farmakoloSkim sredstvima zasada imaju samo simptomatski lijekovi usmjereni
prvenstveno na kontrolu boli i regresiju upale — nesteroidni protuupalni lijekovi i intarrtikularna
aplikacija kortikosteroida (38). Metoda koja jedina uistinu znacajno moze promijeniti kvalitetu zZivota
bolesnika s OA je kiruska — razli¢ite modifikacije totalne zamjene kuka (artroplastika). Treba imati
na umu da je to zapravo amputacijska metoda pri ¢emu se odstranjeno zglobno tkivo zamjenjuje
umjetnim materijalom te je rezervirana za zavr$ne faze bolesti. Indikacije za totalnu zamjenu kuka
su: radioloSki uznapredovale OA promjene kuka (Kellgren i Lawrence stupanj 3 i 4), barem tri
mjeseca neuspjesnog konzervativnog tretmana i prisustvo izrazenih subjektivnih simptoma kojima je
porijeklo u zahvac¢enom zglobu, a znacajno remete kvalitetu zivota (39). Premda su rezultati
artroplastike kuka generalno gledajuci odli¢ni (40), ipak treba uzeti u obzir i izvjesne funkcionalne
limite koje artroplastika pred pacijente postavlja doZivotno, kao i relativno rijetke, ali ozbiljne
komplikacije: infekcija, i$CaSenje, heterotopicka osifikacija, labavljenje proteze, periprostetski
prijelomi.

Vjerojatno najve¢i potencijal za napredak lijeCenja OA lezi u promjeni fokusa — s
palijacijskog lijeCenja zavrSnih stadija bolesti prema etioloSkom lijeenju ranih stadija bolesti (19).
U preglednom ¢lanku iz 2021.g. Vrouwe 1 sur. prikazali su ¢ak aktualne 184 studije usmjerene na
razvoj farmakoloske terapije za OA koja ne bi bila simptomatska ve¢ bi djelovala na progresiju bolesti
(engl. disease modifying OA drugs - DMOADs): lijekovi za modulaciju boli, imunomodulacijski
lijekovi, multipotentne mezenhimalne stromalne stanice, plazma bogata trombocitima (engl. platelet-
rich plasma), lijekovi koji djeluju na metabolizam hrskavice i resorpciju kosti (41). Kako je veé
spomenuto, terapeutski agensi koji ciljaju upalnu komponentu OA vazan su dio istraZivanja u razvoju
medikamenata za bolju kontrolu progresije ove bolesti - u zivotinjskim pokusnim modelima postoje

obecavajuci rezultati, ali njihov potencijal u ljudskom OA nije zasada potvrden (42).

1.3. Sinovijalna ovojnica

1.3.1. Grada sinovijalne ovojnice

Sinovijalna ovojnica (membrana) je naziv za tanki sloj mekoga tkiva koji oblaze ne-
hrskavi¢ne povrSine diartrodialnih zglobova, tetivne ovojnice i burze. Sastoji se od kontinuiranog
povrsinskog sloja stanica koje nazivamo intima i podlezeceg stromalnog tkiva koje nazivamo
subintima. Za razliku od ve¢ine seroznih ovojnica u ljudskom organizmu, sinovija nema bazalnu
membranu (43). Subintima sadrzi krve zile, limfne putove te fibroblastne stanice rasporedene u
kolagenom ekstracelularnom matriksu. Histoloski, sinovijalno tkivo dijelimo u tri glavna podtipa, s

obzirom na strukturu subintimalnog sloja, a to su fibrozni, areolarni 1 adipozni tip, premda valja

8



napomenuti da se subintimalni sloj moZe sastojati i od periosta, perimizija ili ¢ak hijaline hrskavice.
Areolarni tip sinovijalne ovojnice ima povrSinski kontinuirani sloj stanica koji se sastoji od nekoliko
stani¢nih slojeva, tipi¢no je nabran, s brojnim poluotoc¢astim izdancima. Nakon toga slijedi matriks
vezivnog tkiva (pretezno kolagen tip I) isprepleten s kapilarama, arteriolama, venulama, limfati¢nim
kanali¢ima i Ziv€anim tkivom. Vezivni sloj potom prelazi u podlezece tkivo periosta, ligamenta ili
tetive. Adipozni tip sinovijalne ovojnice prekriva zglobne masne jastuc¢i¢e pri ¢emu intimalni sloj
moze biti u direktnom kontaktu s podleze¢im adipocitima ili je pak odijeljen od njih kolagenskim
slojem. Kod fibroznog tipa subintimalni sloj se dominantno sastoji od vezivnog tkiva, Cesto

neodvojivog od okolnog fibroznog i hrskavi¢nog tkiva (43).

1.3.2. Sinovijalne stanice

Stanice koje formiraju intimu sinovijalne ovojnice nazivamo sinoviocitima te ih dijelimo u tip
A 1 tip B stanica. Tip A stanica su makrofazi i imaju fagocitnu funkciju dok su tip B stanice slicne

fibroblastima 1 sluze produkciji sinovijalne tekucine.

U normalnoj sinovijalnoj ovojnici tip A stanica je u manjini u odnosu na fibroblastni B tip stanica,
medutim u upalnim patoloskim stanjima poput reumatoidnog artritisa makrofazi mogu postati
dominantna stani¢na skupina u intimi (i do 80%). Osim u intimi, makrofage nalazimo 1 u subintimi —
zanimljivo je da te dvije populacije makrofaga ne pokazuju identi¢ne markere i biokemijsku aktivnost
(43). Sve je viSe dokaza da su makrofazi vazan ¢imbenik ne samo u aktivaciji upalnih procesa, ve¢ i
u stvaranju 1 podrzavanju bolnog podrazaja u OA dvosmjernim medudjelovanjem s nociceptorima

(44).

Sinoviociti tipa B (tzv. fibroblast-like sinoviociti), dominantna stani¢na linija normalne
sinovijalne membrane iskazuju visoku aktivnost enzima UDP-glukoza-dehidrogenaze (UDPGD)
neophodnog za sintezu hijaluronskih polimera koji su vazni sastojak sinovijalne tekucine.
Fibroblastne stanice nalazimo i u subintimalnom sloju sinovijalne ovojnice, medutim, ti fibroblasti
ne pokazuju znac¢ajnu UDGPD aktivnost. Iz tog razloga, pojam sinovijalni fibroblasti ne bismo trebali

koristiti kao istozna¢nicu za sinoviocite tip B (45).
1.3.3. Sinovijalna upala u osteoartritisu

Upalni proces koji zahvaca sinovijalnu ovojnicu osteoartriticnog zgloba moze se detektirati
slikovnim metodama, artroskopskim pregledom ili histoloSkom analizom. Usprkos tome, OA se
tradicionalno stavljao u skupinu ,,neupalnih® poremecaja zgloba budu¢i da je broj leukocita u

sinovijalnoj tekuéini tipi¢no ispod praga koji definira ,,upalne* promjene zgloba (2000 leukocita u



mm? (46). Rezultati objavljenih istrazivanja sugeriraju da sinovijalna upala moZe biti prisutna i u
ranom OA 1 u uznapredovalom stadiju OA te je ukljucena i u razvoj i progresiju OA. Sinovijalne
stanice koordiniraju proizvodnju molekula koje pokre¢u i odrzavaju sinovijalnu upalu i1 doprinose
oste¢enju hrskavice tijekom progresije OA (47). Histoloske promjene uocene u sinovijalnoj
membrani bolesnika s OA tipi¢no ukljucuju heterogene upalne znacajke s neujednacenom
prostornom distribucijom - proliferaciju sluznice kao 1 infiltraciju imunoloSkih stanica (48). Stupanj
infiltracije upalnih stanica u sinovijalnom tkivu ipak je zna¢ajno manje izrazen u bolesnika s OA u
usporedbi s pacijentima koji boluju od najvaznijeg predstavnika ,,upalnih® artritisa - reumatoidnog
artritisa (49).

Premda je sinovitis nedvojbeno prisutan u OA, patofizioloSki mehanizam koji ga pokrece
ostaje nejasan — jedna od pretpostavki je da OA sinovitis pokrec¢u produkti razgradnje hrskavice 1
upalni medijatori koje proizvode hondrociti (47). Brojna istraZivanja povezala su patofiziologiju OA
s raznim upalnim medijatorima, kao S$to su citokini, kemokini, ¢imbenici rasta, adipokini,
prostaglandini, leukotrieni, dusikov oksid 1 neuropeptidi (42).

Rizi¢ni ¢imbenici povezani s nastankom sinovitisa su raznoliki: starenje, Zenski spol, ozljede,
pretilost, metabolicki poremecaji, nacin prehrane i crijevna flora — pretpostavka je da svi oni direktno
ili indirektno iniciraju tzv. molekularni odgovor povezan s osSteCenjem (engl. damage-associated
molecular patterns — DAMPs) koji potom inicira i podrzava upalni sinovijalni odgovor niskog stupnja

(50), a potom posljedicno 1 osteoartritis (Slika 2).
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Slika 2. Shematski prikaz djelovanja etioloskih faktora u razvoju sinovitisa 1 osteoartritisa

posredstvom molekularnog odgovora povezanog s oste¢enjem (ilustracija: M. RoSin).

Starenje

Starenje je najvazniji rizicni faktor za razvoj OA. Uslijed mitohondrijske disfunkcije,
oksidativnog stresa i nakupljanja oStecenih stani¢nih proteina i DNA, obiljezje ,,ostarjelih® stanica je
povecano stvaranje proinflamatornih i katabolickih medijatora, DAMPs, §to za posljedicu ima razvoj
generaliziranog proinflamatornog stanja niskog intenziteta (to stanje se ponekad naziva engleskim
neologizmom inflammageing) (50, 51).

Ozljeda

OA nakon ozljede moze biti posljedica direktnog mehani¢kog oStec¢enja hrskavice, ali do
njega moze do¢i 1 u slucaju ozljede drugih zglobnih struktura osim hrskavice, pri ¢emu je
najvjerojatniji mehanizam otpustanje proinflamatornih citokina (koji djeluju kao DAMPs) u
sinovijalnu tekuéinu s razvojem kroni¢nog sinovitisa niskog intenziteta koji potom dugotrajnim
djelovanjem generira OA (50, 52). Isto tako, kroni¢na upala kao prethodnica razvoja posttraumatskog

OA moze biti posljedica nakupljanja krvi u zglobu (hemartroze) Sto je Cesta posljedica ozljede (53).

Zenski spol

Zene, osobito nakon menopauze, imaju veéi rizik razvoja OA u odnosu na muskarce (3).

Dokazi upucuju na to da smanjena produkcija estrogena djeluje proinflamatorno (54), a isto tako
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dovodi do smanjenja gusto¢e subhondralne kosti i posljedicno povecanog opterec¢enja na hrskavicu
(55).

Pretilost i metabolic¢ki sindrom

Povezanost izmedu pretilosti 1 rizika za razvoj OA je nedvojbena. Premda se Cini o€itim da je
kod osoba s visokim indeksom tjelesne mase uzrok promjena koje dovode do ostec¢enja hrskavice
prvenstveno mehanicke prirode (povecano mehanicko opterec¢enje hrskavice dovodi do tkivne ozljede
s posljedi¢nim otpustanjem DAMPs), nedvojbeno je dokazano da pretilost inicira razvoj sinovitisa i
OA 1 drugim, nemehanickim sredstvima (56). Incidencija OA povecana je kod pretilih osoba i u
zglobovima koji nisu povezani s prekomjernim optere¢enjem uslijed tjelesne mase (npr. ru¢ni zglob)
(57). Objasnjenje za ovu Cinjenicu nalazi se u proinflamatornom djelovanju makrofaga u adipoznom
tkivu pretilih osoba te stvaranju razlicitih citokina (adipokina) sa sustavnim proupalnim djelovanjem
(50). Osim sustavnih adipokina, oni se mogu stvarati i lokalno u infrapatelarnom masnom tkivu gdje
poticu i odrzavaju sinovijalnu upalu niskog intenziteta (58). Takoder, dokazano je da povisSen nivo
serumskih lipopolisaharida, karakteristi¢an za pretile osobe, dovodi do njihove poviSene prisutnosti
u sinovijalnoj tekuc¢ini §to pak korelira s prisutnos¢u proinflamatornih makrofaga u sinovijalnoj
tekucini (59). Sli¢no, jasnu povezanost s pojavnoséu OA pokazuju i bolesnici s metabolickim
sindromom (abdominalna pretilost, hipertenzija, inzulinska rezistencija, hiperlipidemija) pri ¢emu je,
¢ini se, kljuéni element hiperkolesterolemija s poviSenim razinama lipoproteina niske gustoc¢e (LDL)
koja potice sistemski upalni odgovor, pa tako i1 lokalnu upalu niskog intenziteta u sinovijalnoj ovojnici
1 hondrocitima (60).

Prehrana i crijevna flora

Kalorijski preobilna prehrana ne samo da dovodi do povecanja masnog tkiva i posljedi¢nih
ucinaka adipoziteta 1 povecanog indeksa tjelesne mase, ve¢ pokrece 1 generalizirane intracelularne
stresne signalne mehanizme koji rezultiraju stvaranjem proupalnih medijatora (61).

Poremecaj crijevnog mikrobioma takoder je recentno povezan s nizom bolesti posredovanih
imunosnim mehanizmima (engl. immune-mediated inflammatory diseases - IMID). Smatra se da
crijevna disbioza, stanje u kojem je doslo do bitne promjene bakterijske populacije probavne cijevi,
potic¢e kontinuiranu imunolosku stimulaciju koja potom moze dovesti do patoloskog neinfektivnog
upalnog stanja u drugim organskim sustavima (62). Premda su daljnja istraZivanja potrebna za bolje
razumijevanje, raspolozivi dokazi nedvojbeno upucuju na to da crijevna disbioza ima ulogu u

inicijaciji i progresiji OA (63).
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1.4. Sindekani

Sindekanima nazivamo skupinu od Cetiri slicna transmembranska heparan-sulfat
proteoglikana koje nalazimo u svih kraljeznjaka - zbog medusobne sli¢nosti u gradi sindekan-1
(SDC1) i sindekan-3 (SDC3) se obi¢no definiraju kao ¢lanovi jedne podskupine, a sindekan-2 (SDC2)
1 sindekan-4 (SDC4) druge podskupine (64).

1.4.1. Grada i sinteza sindekana

Sindekani pripadaju grupi proteoglikanskih molekula, Sto znaci da se sastoje od proteinske
jezgre 1 barem jednog glikozaminoglikanskog (GAG) lanca kovalentno povezanog s proteinskom
jezgrom (65) (Slika 3). Proteinska jezgra sindekana je evolucijski konzervirana obitelj proteinskih
molekula Sto se posebno odnosi na citoplazmatsku 1 transmembransku domenu koje su jedinstvene
za sve sindekane, medusobno se razlikuju po ekstracelularnoj domeni koja je specificna za svakoga

¢lana sindekanske obitelji (66).
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Slika 3. Shematski prikaz grade molekule sindekana (ilustracija: M. RoSin).

Na ekstracelularnu proteinsku domenu sindekana vezani su heparan-sulfatni lanci zbog ¢ega
su sindekani Cesto klasificirani kao heparan-sulfatni proteoglikani, premda sindekani -1 i -3 imaju na
sebe vezana i1 dva hondroin-sulfatna glikanska lanca (67). Heparan-sulfati su polisaharidne molekule

koje se sastoje od ponavljaju¢ih sekvenci disaharida N-acetil-D-glukozamina i D-glukuronske
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kiseline (68). Glikanski lanci heparan-sulfata su vjerojatno, kao ko-receptori, odgovorni za razli¢ite
funkcije sindekana (69). Kriticnu ulogu u sintezi i modifikaciji heparan-sulfatnih lanaca imaju
egzostozini (engl. exostosins) 1 N-deacetilaze/N-sulfotransferaze (NDST). Tijekom biosinteze,
egzostozini djeluju kao polimeraze koje u polisaharidne lance naizmjence ugraduju molekule
acetilglukozamina 1 glukuronske kiseline dok N-deacetilaze/N-sulfotransferaze enzimatskim
djelovanjem zamjenjuju acetilnu grupu acetilglukozamina sa sulfatnom grupom, §to je presudno za
stvaranje funkcionalne molekule (70). Ekspresija razlicitih sindekana je Siroko rasprostranjena u vrlo
raznolikim humanim adultnim tkivima (u svim nukleiranim stanicama prisutna je ekspresija barem
jednog sindekana), ali ne uniformno — sindekan-1 dominira u epitelnim tkivima, sindekan-2 u
vezivnim tkivima i endotelnim stanicama, sindekan-3 u neuralnim stanicama dok je ekspresija
sindekana-4 najrasprostranjenija (71, 72). Zanimljivo je da se obiljezja ekspresije sindekana u tkivima

embrija tijekom razlicitih stadija organogeneze znacajno razlikuju od onih u adultnim tkivima (72).
1.4.2. Funkcija sindekana u upali

Sindekani su sposobni za interakciju s razliitim izvanstanicnim ligandima koji ukljucuju
faktore rasta, adhezijske receptore, citokine, kemokine, proteinaze i proteine ekstracelularnog
matriksa (73) ¢ime iniciraju razli¢ite bioloske signale povezane s adhezijom stanica, angiogenezom

(74), upalom i popravkom tkiva (71).

Sindekani u upali imaju vaznu ulogu u ekstravazaciji leukocita i stvaranju citokinskog
gradijenta na mjestu upale, na taj nacin sudjeluju ne samo u pocetnom regrutiranju proupalnih
molekula, ve¢ 1 u kontroli napredovanja upale (75). Istrazivanja sindekana na zivotinjskim modelima
pokazala su da je njihova ekspresija u upalnim stanjima redovno povisena, ali se ¢ini da oni mogu
imati zavr$no i pro-upalno i protu-upalno djelovanje (75, 76). Sindekani i citokini su u upalnim
stanjima uzajamno dvosmjerno povezani - s jedne strane Cini se da sindekani kontroliraju produkciju
citokina, ali da je istovremeno 1 ekspresija sindekana kontrolirana djelovanjem citokina. U nekim
slu¢ajevima isti citokini mogu imati potpuno razli¢iti efekt na ekspresiju razlicitih sindekana, npr. u
eksperimentalnim uvjetima IL-1B i IL-6 smanjuju ekspresiju sindekana-1, a poveéavaju ekspresiju
sindekana-2 (77). Osim ekstravazacije leukocita i1 regulacije citokina, vazan kroni¢ni upalni efekt
posredovan sindekanima je i remodeliranje ekstracelularnog matriksa s posljedi¢nim stvaranjem

fibroze, npr. u plu¢ima ili miokardu (78, 79).

Osim u transmembranskom obliku, sindekani postoje i kao topljive izvanstanicne domene
(80). Proteoliticko jukstamembransko cijepanje sindekana povezano je s upalom, uglavnom kao

rezultat enzimskog djelovanja Sedaza (engl. sheddases), npr. MMP (matriksne metaloproteinaze) i
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ADAMTS (engl. a disintegrin-like and metalloproteinase with thrombospondin motifs) (81).
Sindekani koji su na takav nacin otpusteni u izvanstani¢ni matriks mogu smanjiti transdukciju signala

u stanici, zasititi ligande, ali 1 pokrenuti dodatne signalne putove kao cirkuliraju¢i efektori (71).

Iako je ekspresija sindekana-4 oskudna u normalnoj zglobnoj hrskavici, njegova je ekspresija
snazno pojacana u ljudskoj OA hrskavici kao i u hrskavici u zivotinjskim pokusnim modelima
degenerativnog oSte¢enja zglobova (73, 82, 83). Izlu¢ivanje sindekana-4, posredovano MMP-9,
povecano je u sinovijalnoj tekucini pacijenata s OA, ali ne i u serumu, te je taj nalaz potencijalno
dobar prediktor za ozbiljnost OA (84). Znacaj ekspresije drugih sindekana u OA hrskavici nije jasno
utvrden u postoje¢im studijama (73). Povecana ekspresija sindekana-1 zamijecena je u
mononuklearnim infiltratima sinovijalne ovojnice pacijenata s reumatoidnim i psorijatiénim

artritisom (85).

Koliko mi je poznato, ne postoje prethodne studije koje analiziraju ekspresiju sindekana-1,

sindekana-2 i sindekana-4 u sinovijalnoj membrani teSkog OA kuka.
1.4.3. Sindekani kao potencijalna terapijska meta

S obzirom na ukljucenost u raznolike signalne putove kod razli¢itih bolesti, istrazuju se razna
terapijska sredstva koja bi potencijalno interferirala s ekspresijom i funkcijom sindekana. Sva ova
istrazivanja zasada su u pretklinickim fazama. Jedan smjer istrazivanja je moguci utjecaj heparanaza
na funkciju heparan-sulfatnih proteoglikana kod malignih bolesti (86, 87). Isto tako u onkoloskoj
terapiji, istrazuje se djelovanje oligopeptidnih inhibitora sindekana-1, primjer je sinstatin (engl.
synstatin), selektivni inhibiotor sindekana-1 koji blokira vezivanje avf3 ili avB5 integrina ili IGF-1R
kinaze za sindekan-1 §to smanjuje tumorsku invaziju (86). Postoje i eksperimentalni dokazi da
blokirajuca protutijela za sindekan-4 mogu imati pozitivan u¢inak u prevenciji hrskavi¢nog oste¢enja

kod misjeg modela OA (82).
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1.5. Egzostozini

Egzostozinska obitelj glikoziltransferaza posreduje u sintezi heparan-sulfatnih proteoglikana
(kojima sindekani takoder pripadaju) — dobro je istrazeno da su i egzostozin-1 (EXT1) i egzostozin-
2 (EXT2) potrebni in vivo za produljenje (polimerizaciju) heparan-sulfatnog lanca, klju¢nog
funkcionalnog elementa molekule sindekana te da je njihova ekspresija prisutna u svim tkivima
sisavaca (88). Zanimljivo je da manjak makar jednog egzostozina (1 ili 2) dovodi do prekida sinteze
heparan-sulfatnog lanca, odnosno da su oba proteina neophodna za uspjesnu polimerizaciju i da jedan
ne moze zamijeniti drugoga — zbog toga se pretpostavlja da egzostozin-1 i -2 zapravo djeluju kao ko-
polimeraze (88). Razli¢ite mutacije egzostozina-1 i -2 nedvojbeno su povezane s razvojem nasljednog
multiplog osteohondroma (i ujedno povecanim rizikom za razboj hondrosarkoma), ali mehanizam
tog djelovanja zasada nije razjasnjen (89). Bolesnici s nasljednim multiplim osteohondromom osim
skeletalne patologije Cesto imaju i simptome sli¢ne autizmu, probavne smetnje, misi¢nu slabost 1
progresivnu aterosklerozu, §to je sve vjerojatno povezano s poremecenom sintezom heparan-sulfata

(90).

Za sada ne postoje radovi koji analiziraju ekspresiju egzostozina u sinovijalnoj ovojnici kod

bolesnika s OA.
1.6.  Sulfotransferaze

N-deacetilaze/N-sulfotransferaze (NDST) 1 1 2 kataliziraju reakciju (zamjenu acetilne grupe
sulfatnom grupom) koja dovodi do klju¢ne modifikacije oligosaharidnog lanca heparan sulfata (91).
Dakle, NDST, djeluju¢i nakon egzostozina-1 i -2 stvaraju klju¢an funkcionalni dio molekule svih
sindekana (Slika 4). Ono $to je zanimljivo je da nivo ekspresije egzostozina ima utjecaj na ekspresiju
NDST pri ¢emu jaka ekspresija egzostozina-2 za posljedicu ima poja¢anu NDST ekspresiju, dok
izrazenija ekspresija egzostozina-1 ima obrnuti ucinak (92). Proupalni citokini mogu povecati
ekspresiju NDST, §to kroz povecanu sekvestraciju RANTES (engl. Regulated upon Activation,
Normal T Cell Expressed and Presumably Secreted) moze u konacnici dovesti do ekstravazacije

leukocita na mjestu upale (91).

Istrazujuci dostupnu literaturu, ne postoje radovi koji analiziraju ekspresiju NDST u sinovitisu

kod bolesnika s OA.
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Slika 4. Shematski prikaz djelovanja egzostozina i sulfotransferaza u sintezi polisaharidnih lanaca

heparan sulfata (ilustracija: M. RoSin).
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2. CILJEVI RADA I HIPOTEZE



2.1.

Ciljevi rada
2.1.1. Primarni cilj rada

Primarni cilj rada je imunohistokemijskim metodama usporediti izrazaj transmembranskih

proteoglikana sindekana-1, -2 i -4 te spojeva klju¢nih za njihovu biosintezu (egzostozina-1 i -2 te N-

deacetilaze/N-sulfotransferaze-1 i -2) u sinovijalnoj ovojnici osteoartriticnog kuka u odnosu na

kontrolnu skupinu — pacijente s prijelom vrata bedrene kosti, bez osteoartritisa.

2.2

2.1.2. Sekundarni ciljevi rada
Sekundarni ciljevi rada su:

1. Analizirati razliku u distribuciji sindekana-1, -2 i -4, egzostozina-11i-2 te NDST-11-2 u

histoloskim slojevima sinovijalne ovojnice kuka (intima, subintima, krvne zile).

2. Utvrditi mogucu korelaciju izmedu stupnja izrazaja sindekana-1, -2 i -4, egzostozina-1 1 -
2 te NDST-1 i -2 i stupnja sinovitisa izrazenog standardnim histoloskim stupnjevanjem po

Krennu.

3. Utvrditi mogucu korelaciju izmedu stupnja izrazaja sindekana-1, -2 i -4, egzostozina -1 i
-2 te NDST -1 i -2 u odnosu na klinicke (WOMAC bodovanje, HHS bodovanje, VAS) i

radioloske (Kellgren-Lawrence bodovanje) pokazatelje.
Hipoteze rada

1. Ekspresija svih istraZivanih molekula biti ¢e signifikantno povecana kod svih istrazivanih
molekula (sindekan-1, -2 i -4, egzostozin-1 i -2, NDST-1 i -2) u sinovijalnoj membrani bolesnika

s OA u usporedbi s kontrolama.

2. Zapazeno povecanje ekspresije biti ¢e izraZzenije u istrazivanoj podskupini s veéim

histoloSkim stupnjem sinovitisa u odnosu na skupinu s manjim histoloskim stupnjem sinovitisa.

3. Povecana ekspresija istrazivanih molekula bit ¢e izraZenija u intimi sinovijalne membrane

u odnosu na subintimu.

4. Povecana ekspresija istraZzivanih molekula biti ¢e u pozitivnoj korelaciji s klinickim

pokazateljima izrazajnije bolesti.

5. Postoji jasna pozitivna korelacija u stupnju izrazenosti sindekana u odnosu na egzostozine

i sulfo-transferaze.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI



3.1. Ispitanici

Svi ispitanici uklju€eni u studiju bili su podvrgnuti operaciji artroplastike kuka. U istrazivanje
smo ukljucili 24 ispitanika u istrazivanoj skupini (osteoartritis) i 10 u kontrolnoj skupini (prijelom
vrata bedrene kosti). U istrazivanoj populaciji bolesnika s OA kuka indikaciju za kirurski zahvat
postavili smo na temelju uobicajenih klinickih (neuspje$no konzervativno lije¢enje uz perzistentnu
bol i funkcionalna ogranienja) i radioloskih kriterija za zamjenu kuka. Kriteriji iskljucenja za
skupinu osteoartritisa bili su: signifikantna displazija kuka, povijest prijeloma ili infekcije kuka i
povijest reumatskih stanja. Kontrolnu skupinu ¢inili su bolesnici s indikacijom za artroplastiku kuka
zbog akutnog prijeloma vrata bedrene kosti, pod uvjetom da nisu imali radioloske znakove OA
(Kellgren-Lawrence bodovanje >2) niti dokumentirane prethodne infektivne ili reumatske bolesti
kuka. Skupine osteoartritisa ocjenjivali smo prema radioloskoj Kellgren-Lawrence (K-L) Ijestvici

ocjenjivanja intenziteta OA kuka i klinickim bodovnim ljestvicama:

- bodovanje po Harrisu za procjenu disabiliteta uslijed bolesti ili ozljede kuka (engl. Harris Hip

Score (HHS)) (Slika 5),

- bodovanje subjektivne izraZenosti osteoartritisa po metodi sveuciliSta Western Ontario i
McMaster (engl. Western Ontario and McMaster Universities Arthritis Index (WOMACQC))
(Slika 6),

- vizualno-analogna skala za subjektivnu procjenu intenziteta boli (eng. The Visual Analogue

Scale).

Dob, spol 1 indeks tjelesne mase (engl. body-mass index, BMI) dokumentirali smo za sve

pacijente.
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BOL HODANJE PO STEPENICAMA
Nema je ili je zanemariva 44 N Ino, bez koriftenja rukohvat 4
Blaga, povremena, ne ogranitava u aktimosti 40 . uz korigtenje rukohvata 2
Blaga, povremeno wnjerena bol, pni nelim i Bilo kako 1
aktivmostima 30
- Nemoze 0
Umjerena ali toleranma bol koja utjete na neke 20 =
aktivriost OBUVANJE CIPELAI CARAPA
Znatajna bol, mafajno ogranifenje aktivosti 10 Lako 4
Onesposobljujuda bol, bol 1 u kyevetu, 0 Otezano 1
onemoguéava ustajanje Ne moze 0
et DEFORMITET
Nema ga 1 <30 stupnjeva fleksijske kontrakture DA-NE
Blazo 8| " <10 stupnjeva abdukrije DA-NE
Umjereno 2 <= 10 smapnjeva unitarnje rotacije DA-NE
Tzaienn 9| | Rezlikauduljininogu>32ecm  DANE
s Sva Cetiri odgovoraDA | 4
?Iehmm . iE Jedan do i odgovoraDA | 0
Stap 20 g fefige " | OPSEG POKRETA UKUKU
Stap vedinu vremena 3 Fleksija (norm. 140%)
Jedna itaka 3| | Abdukcija (norm. 409
Dva itapa 2| | Adukcija (nom. 407
Dwije étake ili ne moZe hodati 1} Vanjeka rotacija (sorm. 40%)
L AT Unutamja rotacija (norm. 40%)
Neograniena i Zhroj 211°-300° | 3
Sest blokova k Throj 161°-210° | 4
Dva do tri bloka 5 Throj 101°- 160° | 3
Satho pS Tt : Zhroj 61°-100° | 2
Samo u krevetu ili stolict 1] Zhbrgj 31° - 60° 1
SIEURNIE Zbroj (°-30° | 0
Udobno unormalne] stolici kroz sat wremena 5
U povigeno] stolici do pola sata 3
TN Ze udobno gjedi L1} UKUPN
ﬂL:n;to:{ Uc“iu'();l{:.{) JAVNOG PRIJEVOZA NO (11 106)
(= 70 loe, 70-B0 umjerena, 80-90 dobro, 90-100
Moze 1 odlitno)
L Ne moze 0 J

Slika 5. Upitnik za provodenje bodovanja tegoba u kuku po Harrisu. Maksimalni rezultat je 100,

manji rezultat upucuje na losije klinicko stanje bolesnika (ilustracija: M. RoSin).
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e ™
WOMAC INDEKS OSTEOARTRITISA KUKA
IZRAZENOST TEGOBA
0 = nimalo, 1= malo, 2 =unmyereno. 3 = vrlo prisutno, 4 = ekstremno
BOL 1 | HODANIE 01 |2 |3 |4
543 PENJANJE UZ STEPENICE 0|1 ]2 |3 |4
3. PO NOCI 01112 |3 |4
4. TIUEKOM ODMORA 01112 |3 |4
5. | PRI OPTERECENTU 01 [z]2 ]2
UKOCENOST 1. | UJUTRO 0 [1 ]2 ]3[4
Z: POJAVLIUJE SE THEEOM DANA 01 ]2 |3 |4
FUNKCIJE 1. | SPUSTANIE NIZ STEPENICE 0|1 |2 |3 |4
2. | PENJANJE UZ STEPENICE 0 |1 ]2 |3 |4
3. USTATANIE IZ SJEDECEG POLOZATA 0 |1 ]2 |3 |4
4. STAJANJE 0|1 ]2 |3 |4
5. PRIGIBANIE DO PODA 0|1 ]2 |3 |4
6. HODANIE PO RAVNOM 0|1 ]2 |3 |4
T ULAZAK IIZLAZAK IZ AUTOMOBILA 01112 |3 |4
8. KUPOVINA 01 ]2 |3 |4
9. OBUVANIE CARAPA 0 ]1 ]2 |3 |4
10. | LEZANIJE U KREVETU 0|1 ]2 |3 |4
11. | [ZUVANIE CARAPA 0|1 ]2 |3 |4
12. | USTAJANIE IZKREVETA 0 ]1 ]2 |3 |4
13. | ULAZAK TIZLAZAK IZKADE 0|1 12 1|3 |4
14. | STEDENIE 011 ]2 1|3 |4
15. | SIEDANJE I USTATANIE SA ZAHODA 0|1 ]2 |3 |4
16. | TEZI KUCANSKIPOSLOVI 0|1 ]2 |3 |4
17. | LAGANIII KUCANSKI POSLOVI 0|1 ]2 |3 |4
ZBROJ
REZULTAT = ZBROJ /96 = 9
(visi postotak je losiji)
\_

/

Slika 6. Upitnik za provodenje bodovanja indeksa osteoartritisa kuka po metodologiji razvijenoj na

sveucilistima Western Ontario i McMaster. Rezultat je izraZzen u postotku, maksimum je 100%, veci

rezultat upucuje na losije klini¢ko stanje bolesnika (ilustracija: M. RoSin).
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3.2. Postupci
3.2.1. Kirurski postupci

Svi kirurski zahvati (potpuna ili djelomi¢na zamjena kuka, bilo za lijecenje OA ili prijeloma
vrata bedrene kosti) izvedeni su u spinalnoj anesteziji posterolateralnim pristupom kuka s incizijom
straznje kapsule. Nakon ekstrakcije glave i dijela vrata bedrene kosti, uzorkovali smo sinovijalno

tkivo s donjeg dijela vrata bedrene kosti, uz glavu bedrene kosti.
3.2.2. Histoloski postupci

Uzorke smo pohranjivali u spremnike s formalinskom otopinom i poslali u Zavod za
anatomiju, histologiju 1 embriologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu na histoloSku
analizu. Tkiva smo fiksirali formalinom, umetnuli u parafin i izrezali na dijelove debljine 5 um. Svaki

deseti presjek obojili smo hematoksilinom i eozinom (Slika 7).

Slika 7. Sinovijalna ovojnica: kontrolnih bolesnika (bez osteoartritisa) (a), bolesnika s
osteoartritisom 1 blagim sinovitisom (b) i bolesnika s osteoartritisom i umjerenim sinovitisom (c).
Bojenje hematoksilinom i eozinom. Povecanje x40, mjerna ljestvica = 40 pm. (Fotografije

histoloskih preparata: K. Vukojevic).
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Histoloski stupanj inflamacije sinovijalne ovojnice ocijenjen je metodologijom prema Krennu
(93), procjenjujuci tri znacajke kroni¢nog sinovitisa (povecanje stanicnog sloja intime (sinoviocita)
0-3, stani¢na gustoca strome subintime 0-3, leukocitni infiltrat subintime 0-3) (Slika 8). Nakon
inicijalne histoloSke analize prikupljenih uzoraka, podijelili smo skupinu ispitanika s osteoartritisom
u dvije podskupine, na temelju procijenjenog histoloskog bodovanja sinovitisa prema Krennu — jednu
skupinu ¢inili su bolesnici sa bodovanjem sinovitisa 0-2, a drugu skupinu ¢inili su bolesnici s

bodovanjem sinovitisa >3.

STANIENI

STANIENI
SLOJ INTIME
- O INTI
' 0 bodova i e

" 3 boda

SUBINTIMA
GUSTOCA
STROME

3 boda

SUBINTIMA
GUSTOCA
STROME

0 bodova

SUBINTIMA
LEUKOCITNI
INFILTRAT

3 boda

SUBINTIMA
LEUKOCITNI
INFILTRAT
0 bodova

Slika 8. Histolosko bodovanje sinovitisa po Krennu (93) - shematski prikaz. Boduje se povecanje
stani¢nog sloja intime (sinoviocita) 0-3, stani¢na gustoca strome subintime 0-3 i leukocitni infiltrat

subintime 0-3 (ilustracija: M. RoSin) .
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3.2.3 Imunofluorescencijski postupci

Za imunofluorescencijsko bojanje, rezovi su bili obradeni deparafinizacijom u ksilenu pa
potom rehidracijom u stupnjevano razrijedenom etanolu i destiliranoj vodi. Rezovi su potom zagrijani
u citratnom puferu (pH 6,0) kroz 30 minuta. Nakon hladenja na sobnoj temperaturi, stakalca su
isprana fizioloSkom otopinom puferiranom fosfatom (PBS) i oblozena puferom za blokiranje
(ab64226, Abcam, Cambridge, UK) tijekom 30 minuta. Sljedeéi korak je bio inkubacija preko noci
na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori s primarnim protutijelima. Sljede¢eg dana stakalca su isprana
u PBS-u, a nakon toga su primijenjena odgovaraju¢a sekundarna protutijela tijekom jednog sata
(Tablica 1). Nakon ispiranja u PBS-u, slijedilo je bojanje s DAPI (4'6-diamidino-2-fenilindol),
postavljanje uzoraka u Immu-mount i pokrivanje stakalcima. Stakalca smo pregledali pod
fluorescencijskim mikroskopom (Olympus BX61, Tokio, Japan) i fotografirali digitalnom kamerom

(Nikon, Tokio, Japan) s NIS-Elements F programom.

Kako bismo analizirali ekspresiju SDC1, SDC2, SDC4, EXT1, EXT2, NDST1 i NDST2, uzeli
smo deset nepreklapajucih polja po uzorku, koristenjem objektiva povecanja od 40x. Kako bismo
odredili signal imunofluorescencije promatranih proteina, izraCunali smo postotak povrSine koji je
signal zauzimao na slikama. Koristenjem Lasso alata u Adobe Photoshopu (Adobe, San Jose, CA,
USA), na svim je slikama povrSinski sloj stanica (intima) odvojen od podlezeceg tkiva (subintima).
Za obradu slika koristen je raCunalni program Softver ImageJ (NIH, Bethesda, MD, SAD), s ciljem

izolacije pozitivnog signala.
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Tablica 1. Pregled koriStenih primarnih i sekundarnih protutijela.

Protutijela Porijeklo Sifra Dilucija Proizvodacd
Abcam, Cambridge,
anti-Sdcl mi$ ab34164 1:100
UK
Abcam, Cambridge,
anti-Sdc2 kuni¢ ab191062 1:200
UK
Abcam, Cambridge,
anti-Sdc4 kuni¢ ab24511 1:100
UK
Abcam, Cambridge,
Primarna anti-EXT1 kuni¢ ab126305 1:100 UK
Abcam, Cambridge,
Anti-EXT2 kunié¢ ab102843 1:50
UK
Abcam, Cambridge,
Anti-NDST1 kuni¢ ab151141 1:50

UK

Abcam, Cambridge,
Anti-NDST2 kunié abl1511141 1:100

UK
Rhodamine Jackson Immuno
Red™_X Research Laboratories,
magarac  715-295-151 1:400
Anti-Mouse Inc., Baltimore, PA,
IgG USA
Sekundarna
Alexa Jackson Immuno
Fluor®488 Research Laboratories,
magarac  711-545-152 1:400
Anti-Rabbit Inc., Baltimore, PA,
IgG USA
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3.2.4. Statisticka ras¢lamba

Statisticku ra§¢lambu proveli smo koristec¢i raCunalni program GraphPad Prism verzije 9.0.0.

(GraphPad Software, San Diego, CA, SAD).

Za odredivanje statisticke znacajnosti razlike u imunohistokemijskoj ekspresiji analiziranih
molekula izmedu analiziranih skupina uzoraka koristili smo dvosmjernu analizu varijance (ANOVA)

s Tukeyjevim post hoc testom. StatistiCku znacajnost bila je postavljena na p < 0,05.

Za odredivanje povezanosti radioloskih i klinickih pokazatelja izraZenosti osteoartritisa s
imunohistoloSkom ekspresijom analiziranth molekula izracunali smo Kendallov koeficijent

korelacije. Statisticku znacajnost postavili smo na p < 0,05.
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4. REZULTATI



4.1. Prikaz istrazivanih skupina

Nakon standardnog histoloskog bojenja podijelili smo uzorke OA ispitanika u dvije grupe,
temeljem intenziteta sinovitisa po histopatoloskoj Krennovoj gradaciji: u OA grupu s niZim
bodovanjem sinovitisa (rezultat 0-2) svrstali smo 10 ispitanika (prosjecni rezultat 1,33), a u grupu s
visSim bodovanjem sinovitisa (rezultat >3) svrstali smo 14 ispitanika (prosjecna gradacija 3,46). OA
ispitanici svi zajedno imali su prosjecno bodovanje sinovitisa 2,59 (raspon 0-5) §to je nesto viSe nego
kod bodovanja za OA u originalnom Krennovom radu, ali sa slicnom distribucijom medu grupama
(93). U kontrolnoj skupini sa 10 ispitanika prosje¢no bodovanje sinovitisa po Krennu bilo je 0,62

(raspon 0-1). Detaljnje krakteristike svih skupina ispitanika navedene su u tablici 2 (Tablica 2).

Tablica 2. Karakteristike ispitanika po skupinama. OA (osteoartritis), BMI (indeks tjelesne mase),
K-L grade (radioloSko bodovanje osteoartritisa kuka po Kellgren—Lawrence metodi), HHS (Harris
Hip Score, bodovanje po Harrisu za procjenu disabiliteta uslijed bolesti ili ozljede kuka), VAS
(vizualno-analogna skala za subjektivnu procjenu intenziteta boli), WOMAC (The Western Ontario
and McMaster Universities Osteoarthritis Index - bodovanje izraZenosti osteoartritisa po metodi

sveucilista Western Ontario i McMaster), * p < 0.05, Kruskal-Wallace test.

Kontrolna skupina | OA skupina — | OA skupina - | * p vrijednost
bodovanje bodovanje
n=10 sinovitisa (-2 sinovitisa >3
n=10 n=14
Dob u godinama 72,9 73,3 69,9 0.884
(prosjek, raspon) (64-77) (70-82) (58-82) )
BMI 25.2 28,1 27,0 0.226
(prosjek, raspon) (22,1-29,8) (25,2-35,4) (24,3-34,0) '
K-L 0.5 3 3,3
(prosjek, raspon) (0-1) 2-4) (2-4) <0.0001
Krenn
bodovanje o o> o <0.0001
(prosjek, raspon)
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HHS ] 38,2 46,3 0.272
(prosjek, raspon) (20-49) (18-67) )
VAS 5,7 6,4

(prosjek, raspon) ) (4-7) (3-8) 0.784
WOMAC ] 47.3 49,1 0.918
(prosjek, raspon) (39,1-58,0) (28,1-72,7) )

4.2  Imunohistokemijski rezultati

4.2.1. Sindekan 1

Analizirajuéi uzorak ekspresije SDCI1 u sinovijalnim ovojnicama pacijenata s OA kuka i u
kontrolnoj skupini, pozitivne stanice pronadene su u intimi i subintimi svih analiziranih skupina
(Slika 9). Nije bilo znacajne reaktivnosti u subintimalnim krvnim Zilama. Statisticki, intima je
pokazala ve¢u imunoekspresiju SDC1 (p <0,0001), nego subintima svih analiziranih skupina. Intima
skupine s niskim rezultatom sinovitisa imala je vecu pozitivnost (p < 0,0001) u usporedbi s

kontrolnom i skupinom s vi§im rezultatom sinovitisa (Slika 10).
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Slika 9. Imunoekspresija sindekana-1 (SDC1) u sinovijalnoj membrani bolesnika s osteoartritisom
kuka (OA). A — sinovija kuka bolesnika bez OA (kontrole), B — sinovija kuka bolesnika s niskim
rezultatom sinovitisa (Krenn rezultat 0-2), C — sinovija kuka bolesnika s viS§im rezultatom sinovitisa
OA (Krenn rezultat >3), int — intima, sub — subintima, bv — krvna zila. SDCI1 pozitivne stanice (crveni
signal) mogu se vidjeti u intimi (strelice) i subintimi (vrhovi strelica) svih analiziranih skupina
(A,B,C). 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boji sve stani¢ne jezgre u plavo. SDC1 spojen s DAPI
nuklearnim bojanjem prikazan je u krajnjem desnom stupcu (spojene slike) (preneseno iz: RoSin i

sur. 2024. (94)).
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Slika 10. Statisticke analize imunoekspresije proteina u sinovijalnoj ovojnici bolesnika s
osteoartritisom kuka (OA). INT — intima, SUB — subintima, CTRL — kontrole, LSS — nizak rezultat
sinovitisa OA (Krenn rezultat 0-2), HSS — visi rezultat sinovitisa OA (Krenn rezultat >3). Sve analize
su provedene koriStenjem dvosmjerne ANOVA analize s Tukeyjevim posthoc testom. Stupci
grafikona predstavljaju srednji postotak povrSine signala imunofluorescencije analiziranih proteina,
dok stupci pogresaka predstavljaju standardnu devijaciju. Znacajne razlike oznacene su zvjezdicama:

*p < 0,05, # p < 0,01, #* p < 0,001, **+* p < 0,0001.
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4.2.2. Sindekan 2

Sindekan-2 je pokazao pozitivnost u intimi 1 subintimi sinovijalne membrane bolesnika s OA
kuka i zdravih kontrola (Slika 11). Pozitivnost SDC2 mogla se povremeno vidjeti u nekim stanicama

subintimalnih krvnih Zzila. Nije bilo znacajnih razlika u ekspresiji SDC2 izmedu bilo koje od

analiziranih skupina (Slika 10).

Slika 11. Imunoekspresija sindekana-2 (SDC2) u sinovijalnoj ovojnici bolesnika s osteoartritisom
kuka (OA). A — sinovija kuka bolesnika bez OA (kontrole), B — sinovija kuka bolesnika s niskim

rezultatom sinovitisa (Krenn rezultat 0-2), C — sinovija kuka bolesnika s vi§im rezultatom sinovitisa
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OA (Krenn rezultat >3); int — intima, sub — subintima, bv — krvna zila. SDC2 pozitivne stanice (zeleni
signal) mogu se vidjeti u intimi (strelice) i subintimi (vrhovi strelica) svih analiziranih skupina
(A,B,C). Pozitivnost SDC2 moze se vidjeti u nekim stanicama subintimalnih krvnih zila (A,B,C).
4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boji sve stani¢ne jezgre u plavo. SDC2 spojen s DAPI nuklearnim

bojanjem prikazan je u krajnjem desnom stupcu (spojene slike) (preneseno iz: Rosin i sur. 2024. (94)).

4.2.3. Sindekan 4

Pri analizi ekspresije sindekana-4 (SD4) u sinovijalnoj ovojnici bolesnika s OA kuka i zdravih
kontrola, uocili smo pozitivne stanice u intimi i subintimi svih analiziranih skupina (Slika 12). Nije
bilo znac¢ajne SDC4 imunoreaktivnosti u krvnim Zilama. Intima skupine s vi§im rezultatom sinovitisa
pokazala je znacajno vecu izrazenost u usporedbi sa subintimom i intimom ostalih analiziranih

skupina (p<0,0001) (Slika 10).
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Slika 12. Imunoekspresija sindekana-4 (SDC4) u sinovijalnoj ovojnici bolesnika s osteoartritisom

kuka (OA). A — sinovija kuka bolesnika bez OA (kontrole), B — sinovija kuka bolesnika s niskim
rezultatom sinovitisa OA (Krenn rezultat 0-2), C — sinovija kuka bolesnika s viSim rezultatom
sinovitisa OA (Krenn rezultat >3); int — intima, sub — subintima, bv — krvna zila. SDC4 pozitivne
stanice (zeleni signal) mogu se vidjeti u intimi (strelice) i subintimi (vrhovi strelica) svih analiziranih
skupina (A,B,C). 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boji sve stani¢ne jezgre u plavo. SDC4 spojen
s DAPI nuklearnim bojanjem prikazan je u krajnjem desnom stupcu (spojene slike) (preneseno iz:

Rosin i sur. 2024. (94)).
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4.2.4.NDST 1

Imunoekspresija NDST1 opaZena je u sinovijalnoj ovojnici bolesnika s OA kuka (Slika 13).
NDST1 pozitivne stanice videne su u intimi i subintimi svih analiziranih skupina. Snazna pozitivnost
primijecena je u subintimalnim krvnim zilama skupine s blagim sinovitisom. Statisticki, intima je
pokazala ve¢u imunoekspresiju (p < 0,0001) od subintime svih analiziranih skupina. Intima skupine

s blagim sinovitisom imala je vecu pozitivnost (p < 0,0001) u usporedbi s kontrolnom skupinom i

skupinom s viSim rezultatom sinovitisa (Slika 10).

Slika 13. Imunoekspresija N-deacetilaza/N-sulfotransferaze-1 (NDST1) u sinovijalnoj ovojnici

bolesnika s osteoartritisom kuka (OA). A — sinovija kuka bolesnika bez OA (kontrole), B — sinovija
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kuka bolesnika s niskim rezultatom sinovitisa OA (Krenn rezultat 0-2), C — sinovija kuka bolesnika
s viSim rezultatom sinovitisa OA (Krenn rezultat >3); int — intima, sub — subintima, bv — krvna zila.
NDST]1 pozitivne stanice (zeleni signal) mogu se vidjeti u intimi (strelice) i subintimi (vrhovi strelica)
svih analiziranih skupina (A,B,C). Snazna pozitivnost moZe se primijetiti u subintimalnim krvnim
zilama blage OA skupine (B). 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boji sve stani¢ne jezgre u plavo.
NDSTI1 spojen s nuklearnim bojenjem DAPI prikazan je u krajnjem desnom stupcu (spojene slike)

(preneseno iz: Rosin i sur. 2024. (94)).

4.2.5. NDST2

NDST2 pokazala je pozitivnu ekspresiju u sinovijalnoj ovojnici bolesnika s OA kuka 1
kontrolne skupine (Slika 14). NDST2 pozitivne stanice nadene su u intimi i subintimi svih
analiziranih skupina. Medutim, u usporedbi s NDST1 nije bilo zna¢ajne reaktivnosti u krvnim Zilama.
Statisticki gledano, ekspresija NDST2 bila je znacajno niza u sinovijalnim ovojnicama kontrolnih
skupina u usporedbi sa skupinama s niskim rezultatom sinovitisa 1 vi§im rezultatom sinovitisa (p =
0,001, p = 0,006). Intima obiju OA skupina pokazala je znacajno veéu pozitivnost u odnosu na

subintimu (p = 0,022, odnosno p = 0,043) (Slika 10).
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Slika 14. Imunoekspresija N-deacetilaza/N-sulfotransferaze- 2 (NDST2) u sinovijalnoj ovojnici

bolesnika s osteoartritisom kuka (OA). A — sinovija kuka bolesnika bez OA (kontrole), B — sinovija
kuka bolesnika s niskim rezultatom sinovitisa OA (Krenn rezultat 0-2), C — sinovija kuka bolesnika
s visSim rezultatom sinovitisa OA (Krenn rezultat >3); int — intima, sub — subintima, bv — krvna zila.
NDST?2 pozitivne stanice (zeleni signal) mogu se vidjeti u intimi (strelice) 1 subintimi (vrhovi strelica)
svih analiziranih skupina (A,B,C). 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boji sve stani¢ne jezgre u
plavo. NDST2 spojen s nuklearnim bojenjem DAPI prikazan je u krajnjem desnom stupcu (spojene

slike) (preneseno iz: Rosin 1 sur. 2024. (94)).

39



4.2.6. Egzostozin-1

Uzorak ekspresije egzostozina-1 (EXT1) u sinovijalnoj ovojnici bolesnika s OA kuka
analiziran je i usporeden sa zdravim kontrolama (Slika 15). EXT1 pozitivne stanice videne su u intimi
1 subintimi svih analiziranih skupina. Endotelne stanice subintimalnih krvnih zila pokazale su snaznu
EXT]1 pozitivnost, osobito u pacijenata s OA. Nije bilo statisticki znacajnih razlika u ekspresiji EXT1

izmedu analiziranih skupina. Medutim, intima kontrolne i OA skupine s viSim rezultatom sinovitisa

pokazala je vecu pozitivnost od subintime (p = 0,001, p = 0,029) (Slika 10).
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Slika 15. Imunoekspresija egzostozina-1 (EXT1) u sinovijalnoj ovojnici bolesnika s osteoartritisom
kuka (OA). A — sinovija kuka bolesnika bez OA (kontrole), B — sinovija kuka bolesnika s niskim

rezultatom sinovitisa OA (Krenn rezultat 0-2), C — sinovija kuka bolesnika s vi§im rezultatom
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sinovitisa OA (Krenn rezultat >3); int — intima, sub — subintima, bv — krvna zila. EXT1 pozitivne
stanice (zeleni signal) mogu se vidjeti u intimi (strelice) i subintimi (vrhovi strelica) svih analiziranih
skupina (A,B,C). Endotelne stanice subintimalnih krvnih Zzila pokazuju jaku EXTI1 pozitivnost,
osobito u bolesnika s OA (B,C). 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boji sve stani¢ne jezgre u plavo.
EXT1 spojen s DAPI nuklearnim bojanjem prikazan je u krajnjem desnom stupcu (spojene slike)

(preneseno iz: RoSin i sur. 2024. (94)).
4.2.7. Egzostozin-2

Imunoekspresija egzostozina-2 (EXT2) pronadena je u sinovijalnoj membrani pacijenata s
OA kuka i zdravih kontrola (Slika 16). Intima 1 subintima svih analiziranih skupina sadrzavale su
EXT2 pozitivne stanice. Snazna pozitivnost primijec¢ena je u subintimalnim krvnim zilama skupine s
viSim rezultatom sinovitisa. Statisticka analiza pokazala je zna¢ajno veéu imunoekspresiju EXT2 u
intimi i subintimi skupine s niskim rezultatom sinovitisa (p < 0,0001), u usporedbi s drugim
skupinama. U slucaju skupine s viSim rezultatom sinovitisa, intima je pokazala znacajno vecéu

pozitivnost od subintime (p = 0,001) (Slika 10).
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Slika 16. Imunoekspresija egzostozina-2 (EXT2) u sinovijalnoj ovojnici bolesnika s osteoartritisom
kuka (OA). A — sinovija kuka bolesnika bez OA (kontrole), B — sinovija kuka bolesnika s niskim
rezultatom sinovitisa OA (Krenn rezultat 0-2), C — sinovija kuka bolesnika s viSim rezultatom
sinovitisa OA (Krenn rezultat >3); int — intima, sub — subintima, bv — krvna zila. EXT2 pozitivne
stanice (zeleni signal) mogu se vidjeti u intimi (strelice) i subintimi (vrhovi strelica) svih analiziranih
skupina (A,B,C). Snazna pozitivnost moze se primijetiti u subintimalnim krvnim zilama blage OA
skupine (B). 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boji sve stani¢ne jezgre u plavo. EXT2 spojen s
DAPI nuklearnim bojanjem prikazan je u krajnjem desnom stupcu (spojene slike) (preneseno iz:

Rosin i sur. 2024. (94)).
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4.3. Korelacija imunohistokemijskih rezultata s klinickim i radioloSkim pokazateljima

izrazenosti osteoartritisa

Odnos imunohistokemijskih rezultata s prikupljenim radioloskim (stupnjevanje osteoartritisa
kuka po Kellgrenu i Lawrenceu) i klinickim (bodovanje po Harrisu za procjenu disabiliteta uslijed
bolesti ili ozljede kuka, WOMAC bodovanje subjektivne izraZenosti osteoartritisa (po metodi
Western Ontario i McMaster sveucilista), vizualno-analogna ljestvica boli) pokazateljima bolesti kod
ispitanika s osteoartritisom kuka prikazali smo korelacijskim testovima, odvojeno za intimu i
subintimu sinovijalne ovojnice, za sve testirane molekularne posrednike. Zbog ujednacavanja prikaza
rezultata svih prikazanih klinickih testova po principu “ve¢i rezultat, loSije klinicko stanje”, za

Harrisovo bodovanje smo koristili vrijednost 100-rezultat bodovanja.

Analiziraju¢i povezanost klinickih parametara s ekspresijom analiziranith molekula u
intimalnom sloju sinovijalne ovojnice, zapazamo da svi klinic¢ki pokazatelji pokazuju signifikantnu
pozitivnu korelaciju s ekspresijom sindekana-2 (Slika 17). NeSto manje izrazena signifikantna
pozitivna korelacija postoji s ekspresijom sindekana-4 (izuzevsi WOMAC score). Signifikantna
negativna korelacija prisutna je kod izraZaja sindekana-1 u usporedbi sa subjektivnom ocjenom boli
i radioloskim bodovanjem OA kuka. Za egzostozine i sulfotransferaze nismo nasli signifikantne

korelacije s promatranim klini¢kim parametrima.
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Slika 17. Korelacija radioloskih 1 klinickih pokazatelja izraZenosti osteoartritisa s
imunohistokemijskom izrazeno$¢u sindekana, egzostozina i sulfo-transferaza u intimi sinovijalne

ovojnice bolesnika s osteoartritisom. Broj unutar elipse je Kendallov koeficijent korelacije, ako je
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negativan onda je korelacija obrnuta i elipsa je crvena, §to je broj blize 1 ili -1 to je korelacija jaca i

elipsa je uza. Za elipse u sivim kvadratima p je manji od 0,05.

U subintimalnom sloju sinovijalne ovojnice ponovno je izrazena signifikantna pozitivna
korelacija izmedu ekspresije sindekana-2 1 svih analiziranih klini€kih parametara (Slika 18).
Signifikantna pozitivna korelacija za sve parametre prisutna je i u odnosu na ekspresiju NDST2, dok
je uodnosu na sindekan-1 signifikantna pozitivna korelacija prisutna za subjektivno vrednovanje boli
1 Harrisovo bodovanje za kuk. U subintimalnom sloju sindekan-4 ne pokazuje signifikantnu

povezanost niti s jednim analiziranim klinickim parametrom.
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Slika 18. Korelacija radioloskih 1 klinickih pokazatelja izraZenosti osteoartritisa s
imunohistokemijskom izraZeno$¢u sindekana, egzostozina i sulfo-transferaza u subintimi sinovijalne
ovojnice bolesnika s osteoartritisom. Broj unutar elipse je Kendallov koeficijent korelacije, ako je
negativan onda je korelacija obrnuta i elipsa je crvena, Sto je broj blize 1 ili -1 to je korelacija jaca i

elipsa je uza. Za elipse u sivim kvadratima p je manji od 0,05.
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5. RASPRAVA



Osteoartritis, kao jedan od najc¢es$¢ih i najvaznijih uzroka kroni¢ne boli i invaliditeta, nosi
veliki socioekonomski u¢inak svojim znacajnim utjecajem na kvalitetu zivota bolesnika (7, 95).
Studije koje se baziraju na slikovnim metodama sugeriraju da sinovijalna upala moze biti prisutna i
u ranom osteoartritisu (OA) i u uznapredovalom stadiju OA te da je ukljucena u razvoj i progresiju
OA (96, 97, 98). Sinovijalne stanice pokrecu i1 koordiniraju upalu i doprinose oste¢enju hrskavice
tijekom progresije OA, proizvodnjom razli¢itih signalnih molekula (47). Sinovijalna ovojnica je
gradena od intime u kojoj nalazimo makrofage i stanice sli¢ne epitelu (sinoviocite) dok se subintima
sastoji od vezivnih stromalnih stanica s viSe ili manje upalnog infiltrata, osobito oko krvnih Zila. Iz
tog bi razloga svaka od ovih regija sinovijalne ovojnice mogla imati specificno znacenje u odnosu na
proteine ispitivane u nasoj studiji. Dokazano je da, uz klinicke ¢imbenike kao Sto su starenje, pretilost,
pretrpljena trauma 1 prekomjerno mehanic¢ko opterecenje, razli¢iti biokemijski podrazaji koji mogu
biti intra- ili ekstraartikularnog porijekla reguliraju proizvodnju upalnih medijatora u sinovijalnim
stanicama, ukljucujué¢i bioaktivne lipide, prostaglandine, citokine i druge molekularne uzorke

povezane s oStecenjima (DAMPs) (47).

Nekada se smatralo da je OA primarno posljedica mehani¢kog razaranja i propadanja
hrskavice, ali danas je o€ito da upala niskog stupnja sinovijalne ovojnice (engl. low-grade synovitis,
LGI) zapravo igra srediSnju ulogu u patofiziologiji OA, pridonosi simptomima i progresiji bolesti te
da su imunoloski mehanizmi kljucni u pokretanju upale 1 oSte¢enju tkiva (16, 99, 100, 101). Takoder
je vazno primijetiti da postoji sve viSe dokaza da sinovitis doprinosi stvaranju i odrzavanju boli kod

OA (44, 102, 103).

Kako bismo poboljsali terapijski pristup i smanjili oStecenja 1 bol uzrokovane OA, potrebno
je povecati nasSe znanje 1 razumijevanje uloge sinovitisa u nastanku i1 progresiji OA. Stoga postoji
konsenzus o potrebi za dodatnim studijama koje ¢e otkriti kemijske signalne putove izmedu
sinovijalnih i upalnih i reparativnih stanica kako bi se poboljsale protuupalne terapije, osobito u ranim
stadijima bolesti (47, 104). Uzimajuci u obzir navedeno, cilj moga rada bio je istraZiti ekspresiju 1
potencijalnu ulogu skupine funkcionalno povezanih molekula posrednika upale: ¢lanova obitelji
sindekana (SDC1, SDC2, SDC4), egzostozina (EXT1, EXT?2) i sulfotransferaza (NDST1, NDST?2)
(64, 70, 75, 92) u sinovijalnoj ovojnici kuka bolesnika s OA, te ga usporediti s ekspresijom u
kontrolnoj skupini bolesnika bez OA. Uzimaju¢i u obzir prikazanu vaznost sinovitisa niskog stupnja
u progresiji OA, odlucili smo ispitanike s OA podijeliti u dvije podskupine, ne na temelju radiolo§kog
nalaza, ve¢ na temelju histoloS8kog univerzalno prihvacenog bodovanja sinovitisa koji je razvio
Krenn. U njegovoj izvornoj seriji koja se sastojala od 212 slucajeva OA medijan je bio 2 (raspon 0-

6) (Krenn). U nasoj studiji imali smo 24 slu¢aja OA s prosjecnim Krenn rezultatom od 2,69 (raspon
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0-5). Nismo upotrijebili Krennovu izvornu podjelu u tri skupine (0-1 bez sinovitisa, 2-4 sinovitis
niskog stupnja, 5-9 sinovitis visokog stupnja) zbog ¢injenice da je ovaj sustav bodovanja prvenstveno

osmisljen kako bi se diferenciralo "upalne" (npr. reumatoidni) i "neupalne” sinovitise.

U pokusaju povecanja kvalitete Krenn sustava bodovanja sinovitisa, Najm 1 sur. dodali su
imunokemijske biomarkere stvaraju¢i tako novi sustav bodovanja — IMSYC (eng. IMmunologic
SYnovitis sCore) (105). Zanimljivo je da je u njihovoj seriji nekoliko pacijenata s OA takoder
pokazalo vi§i IMSYC od ocekivanog, sli¢an onom zabiljezenom u seriji s reumatoidnim artritisom,
Sto sugerira da je izrazeniji upalni obrazac u OA povremeno prisutan (105). Daljnje su studije
pokazale da histopatoloSka bodovanja (Krennovo bodovanje sinovitisa 1 IMSYC) opcenito
odrazavaju klinicku aktivnost bolesti u pacijenata s uznapredovalim stadijem reumatoidnog artritisa
(106), ali, koliko je meni poznato, nema dokaza o koristenju ovih bodovanja za kvantificiranje

progresije OA.

Prilikom planiranja istrazivanja, moja hipoteza je bila da ¢emo naci znacajan porast ekspresije
svih ispitivanih molekula u usporedbi s kontrolama, te da ¢e povecanje biti vece u skupini s viSom
gradacijom sinovitisa nego u skupini s nizom gradacijom sinovitisa. Rezultati naseg istraZivanja samo
su djelomi¢no potvrdili tu hipotezu. Ekspresija SDC2 1i, sli¢no, ekspresija EXT1 nisu pokazali
znacajnu razliku izmedu OA skupine 1 kontrolne skupine, pa stoga moZemo spekulirati da SDC2 1
EXT?2 mozda nisu medijatori sinovitisa u OA. Studija Zhua i sur. (107) koji su istrazivali sindekane
u akutnoj ozljedi plu¢a povezanoj sa sepsom dosli su do sli¢nih rezultata: ekspresija gena SDC4 bila
je znacajno visa u upalnoj nego u kontrolnoj skupini, dok su razine SDC2 bile sli¢ne u obje skupine.
Ipak, zanimljivo je da se u nasoj studiji u subintimalnim krvnim Zilama povremeno mogla uoc€iti samo

SDC2 pozitivnost.

SDC1, NDST1 1 EXT2 su pokazali znac¢ajno vecu ekspresiju u OA u usporedbi s kontrolama
bez OA, ali prvenstveno u skupini OA s niskim rezultatom sinovitisa. Povecanje ekspresije SDCI,
NDST1 i EXT2 bilo je slicno u svim skupinama te stoga mozemo pretpostaviti da je povecanje
ekspresije SDC1 posredovano NDST1 i EXT2. SDC4 je, s druge strane, pokazao zna¢ajno poveéanu

ekspresiju prvenstveno u intimi sinovitisa s vi§im upalnim rezultatom.

Prethodna istrazivanja pokazala su slozeno medudjelovanje izmedu egzostozina i NDSTI -
relativne koli¢ine triju enzima (EXT1, EXT2 1 NDST1) odredit ¢e aktivnost NDST-a i utjecati na
kona¢nu strukturu heparan-sulfata. Prekomjerna ekspresija EXT2 pojacala je ekspresiju NDST1 i

rezultirala poviSenim sulfatizacijom heparan-sulfata, dok je prekomjerna ekspresija EXT1 imala
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suprotne ucinke (92). Rezultati mog istrazivanja uskladeni su s ovim nalazima jer smo otkrili da

NDST1 1 EXT2 imaju sli¢an uzorak ekspresije.

PokuSavajuéi objasniti izrazeniju ekspresiju SDC1 u sinovitisu nizeg stupnja nego u sinovitisu
viSeg stupnja, trebali bismo uzeti u obzir da, slicno citokinima, sindekani mogu igrati ulogu i kao
proupalne 1 kao protuupalne molekule. Eksperimentalni podaci podupiru protuupalnu ulogu SDC1
(108, 109, 110). SDC1 ublazava neinfektivne upalne bolesti inhibicijom adhezije leukocita na
aktivirani endotel, smanjenjem ekspresije 1 inhibicijom aktivnosti proupalnih ¢imbenika,
ogranicavanjem infiltracije leukocita na specifi¢na mjesta ozljede tkiva ili uklanjanjem sekvestriranih
kemokina 1 olakSavanjem razrjeSenja upale (111). Kako bi tumacenje bilo jo§ kompliciranije, dok se
¢ini da sindekani kontroliraju upalne citokine, moguce je i obrnuto, pri ¢emu ekspresiju sindekana
reguliraju citokini, a u nekim sluc¢ajevima isti citokini ¢ak imaju suprotne ucinke na ekspresiju
razli¢itih sindekana (77). Uzimaju¢i u obzir navedeno, razumno je pretpostaviti da je mehanizam
povratne sprege ukljucen u ekspresiju sindekana tijekom upale (75). Posljednja zbunjujuca ¢injenica
je da sindekani takoder mogu utjecati na ekspresiju jedni drugih s kompenzacijskim ili suprotnim

ucincima (75).

Duplanci¢ i suradnici, istrazivali su ekspresiju SDC-a, EXT-a i NDST-a u parodontitisu -
SDC1 1 SDC2 pozitivno su korelirali s prisutno$¢u upalnog infiltrata, a za SDC4 nije pronadena
korelacija. Ekspresije enzima biosinteze heparan-sulfata (EXT1, EXT2, NDST1 i NDST2) pokazale
su sli¢ne korelacijske obrasce s prisutnoS¢u upalnog infiltrata u gingivalnom tkivu iz skupine
parodontitisa: EXT1, EXT2 i NDST1 koreliraju pozitivno, dok je negativna korelacija nadena za
NDST?2 (72). Studija Chanalarisa i sur. analizirala je promjene u ekspresiji gena povezanih s heparan-
sulfatima u ljudskoj OA hrskavici. U sindekanskoj obitelji, SDC2, sliéno mojoj studiji, nije bio
razli¢ito reguliran izmedu ispitivanih skupina, dok je ekspresija SDC4 bila smanjena u OA, a
ekspresija SDC1 pak povecana. U istoj studiji ekspresija EXT1 i EXT2 kao i NDST1 povecana je u
ljudskoj OA hrskavici (112). Hattori 1 sur. istrazivali su u€inak intraartikularne injekcije SDC4 u
zglobove koljena miSjeg modela OA. Njihovi rezultati nisu mogli potvrditi proupalne ucinke
egzogenog SDC4 - sinovitis niskog stupnja pojavio se nakon drugog i ¢etvrtog tjedna i poboljSao se
nakon Sest tjedana, ali nije bilo znac¢ajnih razlika u prosje¢nim rezultatima sinovitisa izmedu SDC4 i
kontrolnih skupina u bilo kojem trenutku (113). Treba napomenuti da rezultati iste studije sugeriraju
da lijecenje osteoartritisa zglobne hrskavice sa SDC4 inhibira degeneraciju hrskavice, a predloZeni
mehanizam je smanjena ekspresija ADAMTS-5 (engl. a disintegrin-like and metalloproteinase with
thrombospondin motifs) 1 povecana ekspresija TIMP-3 (engl. tissue inhibitor of metalloproteinase)

(113). Studija Echtermeyera i sur. pokazala je da su miSevi sa suprimiranim SDC4 imali manje
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izrazene destrukcije hrskavice u eksperimentalnom modelu OA, vjerojatno kao rezultat smanjenja
aktivnosti ADAMTS-5 (82), ali ta studija nije procijenila u¢inak SDC4 na OA sinovitis. Porast SDC4
u nasoj studiji u skupini s visSim rezultatom sinovitisa u skladu je s rezultatima Zhaoa 1 sur. koji su
otkrili da je ekspresija SDC4 u sinovijalnom tkivu sli¢na izmedu pacijenata s reumatoidnim artritisom
(koji obi¢no imaju visok rezultat sinovitisa) i OA pacijenata (114). Tome u prilog govori i studija
Godmanna i suradnika na mi§jem modelu reumatoidnog artritisa koja je zakljucila da inhibicija SDC4
dimerizacije za posljedicu ima smanjenu ekspresiju receptora interleukina-1 (IL-1R) na povrSini

fibroblasta i posljedi¢nog protuupalnog djelovanja (115).

Konacno, relativna ekspresija svih ispitivanih medijatora izraZenija je u intimi nego u
subintimi sinovijalne membrane. Taj je nalaz u skladu s objavljenim rezultatima opseZne studije koja
je koristila metodu jednostani¢nog sekvenciranja RNA koju su proveli Chou i sur. da su ¢etiri glavna
citokina povezana s OA (TNF, IL1B, IL1a 1 IL6) 1 glavni ¢imbenik rasta povezan s OA (IGF1)

pretezno aktivni u sinoviocitima (116).

U sekundarnom dijelu istrazivanja, analizirao sam povezanost izrazaja istrazivanih molekula
s pokazateljima radioloskog i1 klinickog stupnjevanja osteoartritisa. Koliko je meni poznato,

prethodnih istrazivanja ove povezanosti nema.

Sto se ti¢e radiolo§kog stupnjevanja osteoartritisa kuka klasifikacijom po Kellgrenu i
Lawrenceu (K-L) istrazivana skupina bolesnika se signifikantno razlikuje od kontrolne Sto je
ocekivano jer je to zapravo ugradeno u dizajn studije — indikacija za ugradnju totalne proteze kuka
kod OA je uglavnom K-L 3-4, dok je kriterij iskljucenja za regrutaciju kontrolne skupine bilo

nepostojanje znacajnih radioloskih znakova osteoartritisa, drugim rije¢ima K-L 0-1.

Za klini¢ko stupnjevanje izraZzenosti OA izabrao sam tri sustava bodovanja - bodovanje po
Harrisu za procjenu disabiliteta uslijed bolesti ili ozljede kuka (eng. Harris hip score, HHS);
bodovanje subjektivne izraZenosti osteoartritisa po metodi sveuciliSta Western Ontario i McMaster
(eng. Western Ontario and McCormac Universities Arthritis Indeks, WOMAC) 1 vizualno-analognu
skalu (VAS) za subjektivnu procjenu intenziteta boli. HHS metoda temeljena je na upitniku kojemu
se znacajniji dio sastoji od subjektivne pacijentove procjene intenziteta tegoba i manjeg dijela
temeljenog na objektivnim parametrima opsega pokreta u kuku (117). Test nije isklju¢ivo razvijen
za OA kuka ve¢ se koristi 1 za procjenu postoperativnog funkcionalnog rezultata nakon totalne
zamjene kuka, neovisno o indikaciji, te je Siroko koriSten usprkos izvjesnim limitima (118). WOMAC
indeks je razvijen kao alat za samoprocjenu funkcionalnog statusa pacijenata s OA kuka ili koljena

te se temelji na subjektivnoj procjeni raznih aspekata boli, ukocenosti i funkcionalnih ograni¢enja
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(119, 120). Premda razlicito struktuirani, analize su pokazale da HHS i WOMAC indeks pokazuju
dobru klini¢ku korelaciju (121). Vizualno-analogna skala boli je univerzalno najprihvaceniji alat za
mjerenje subjektivnog osjecaja boli koji se stoga Cesto koristi 1 u evaluaciji bolnih reumatskih stanja,
ukljucujuci 1 osteoartritis (122). Vazno je primijetiti da se sve tri metode ve¢im dijelom temelje na
pacijentovom subjektivnom dozivljaju intenziteta tegoba te da je upravo taj subjektivni dozivljaj Cesto
presudan ¢imbenik za postavljanje kona¢ne indikacije za kirurSku zamjenu kuka. U mojoj studiji
nema signifikantne razlike u distribuciji ova tri indeksa izmedu grupe s bodovanjem sinovitisa po
Krennu 0-2 i > 3. Iz toga indirektno mozemo zakljuciti da razlike u stupnju sinovitisa ne utjecu
presudno na subjektivni dozivljaj intenziteta bolesti niti, posljedi¢no, na indikaciju za totalnu zamjenu
kuka. Ipak, ¢injenica da u obje grupe pacijenta sa sinovitisom, neovisno o stupnju njegove izrazenosti,
nalazimo pacijente kod kojih je radiolosko K-L bodovanje bilo 2, daje nam za pravo da spekuliramo
da subjektivni osje¢aj boli nije uvijek proporcionalan radioloSkom nalazu, odnosno propadanju

hrskavi¢nog pokrova, §to moZze ukazivati na ulogu sinovitisa u razvoju boli.

Analiziraju¢i stupanj korelacije klini¢kih i radioloskih pokazatelja sa zapaZzenom ekspresijom
sinndekana, egzostozina i sulfotransferaza, iznenaduje da najveci stupanj pozitivne korelacije
nalazimo kod sindekana-2, kako u intimalnom tako 1 u subintimalnom sloju. Taj rezultat ¢ini se u
kontradikciji s nalazom primarnog djela moje studije gdje sindekan-2 nije pokazao signifikantnu
razliku u ekpresiji izmedu ispitivanih skupina i kontrolne skupine. Moguce objasnjenje za takve
kontradiktorne rezultate moglo bi biti da sindekan-2 ima ipak vazniju ulogu u upali sinovijalne
ovojnice kod OA (nego §to se €ini u rezultatima primarnog dijela studije), ali isto tako i u ranoj fazi
upalnog posttraumatskog odgovora kod pacijenata s prijelomom vrata bedrene kosti (kontrolne
skupine mog istrazivanja). Drugo zapazanje je da sindekan-1 pokazuje negativnu korelaciju u
intimalnom sloju i pozitivnu korelaciju u subintimalnom sloju, §to je moguce s obzirom na razli¢itost
stani¢nih populacija u tim slojevima. Ako taj nalaz povezemo s rezultatom koji nam govori da je
sindekan-1 u svim istrazivanim skupinama signifikantno izrazeniji u intimi u odnosu na subintimu
(Slika 10), moZemo spekulirati da povecéan izrazaj sindekana-1 u intimi ima protuupalno (protektivno)
djelovanje dok u subintimi ima proupalno djelovanje. Za sindekan-4 mozemo reci da ima tek blagu
pozitivnu signifikantnu klini¢ku korelaciju u intimalnom sloju, dok u subintimalnom sloju ta
korelacija nije signifikantna. Egzostozini i sulfo-transferaze ne pokazuju signifikantnu korelaciju s
klini¢kim parametrima, vjerojatno stoga Sto je njihovo djelovanje nespecificno, u sintezi i

modifikaciji glikozaminoglikanskih lanaca i drugih molekula, a ne samo sindekana.

Svjestan sam i nekih znacajnih ograni¢enja moje studije. Kontrolnu skupinu ¢ine bolesnici s

prijelomima koji, iako bez klinickih znakova OA, nisu potpuno zdrave osobe zbog Cinjenice da su
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nedavno pretrpjeli znacajnu traumu kuka. Anatomski problemi i problemi povezani sa sigurno$éu
pacijenta ¢ine uzorkovanje sinovijalne membrane u zdravih mladih osoba ili u ranim fazama
osteoartritisa gotovo nemoguc¢im. Relativno mala veliina uzorka ispitivane sinovijalne membrane
takoder moZe igrati ulogu jer je dokazano da sinovitis niskog stupnja kod OA ima nejednaku
distribuciju na razliitim anatomskim mjestima sinovije (123). Nisam istrazivao ulogu topivih
(odvojenih) sindekana u korelaciji s njihovom ekspresijom u sinovijalnih stanica, §to bi mogao biti

vazan in vivo mehanizam djelovanja sindekana (87).
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6. ZAKLJUCCI



Hipoteze moga istrazivanja djelomi¢no su potvrdene, djelomi¢no nepotvrdene te djelomi¢no

odbacane §to bih mogao sazeti ovako:

1. hipoteza: Ekspresija svih istrazivanih molekula biti ¢e signifikantno poveéana kod svih
istrazivanih molekula (sindekan-1, -2 i -4, egzostozin-1 i -2, NDST-1 i -2) u sinovijalnoj membrani
bolesnika s OA u usporedbi s kontrolama. Hipoteza je djelomi¢no potvrdena: signifikantno povecanje
ekspresije pronasli smo za sindekan-1, sindekan-4, NDST1, NDST2 i egzostozin-2, u intimalnom

sloju.

2. hipoteza: Zapazeno povecéanje ekspresije biti Ce izrazenije u istrazivanoj podskupini s vec¢im
histoloskim stupnjem sinovitisa u odnosu na skupinu s manjim histoloskim stupnjem sinovitisa.
Hipoteza je djelomi¢no potvrdena, djelomicno odbacena: potvrdena za sindekan-4, za sindekan-1,
NDST2 i egzostozin-2 potvrdena obrnuta povezanost (veca ekspresija kod manje izraZzenog

sinovitisa).

3. hipoteza: Povecéana ekspresija istrazivanih molekula bit ée izrazenija u intimi sinovijalne
membrane u odnosu na subintimu (stromu). Hipoteza je djelomi¢no potvrdena: za sindekan-1 i

NDSTI1 u oba stupnja sinovitisa, za sindekan-4 i egzostozin-2 samo u skupini izraZenijeg sinovitisa.

4. hipoteza: Povecana ekspresija istrazivanih molekula biti ¢e u pozitivnoj korelaciji s
klinickim pokazateljima izrazajnije bolesti. Hipoteza je potvrdena za sindekan-2, djelomicno
potvrdena za sindekan-1 (negativna korelaciju u intimalnom sloju i pozitivna korelaciju u

subintimalnom sloju).

5. hipoteza: Postoji jasna pozitivna korelacija u stupnju izrazenosti sindekana u odnosu na
egzostozine i sulfo-transferaze. Hipoteza je djelomiCno potvrdena: Sli¢an obrazac ekspresije 1
pozitivna korelacija prisutni su za sindekan-1, NDST-1 i egzostozin-1 dok ostale istrazivane molekule

to ne pokazuju.

Uzimajuéi u obzir zna€ajnu socioekonomsku 1 medicinsku vaznost OA, istrazuju se brojni
nacini poboljSanja farmakoloskih intervencija s ciljem smanjenja progresije bolesti i boli u bolesnika
s OA, ukljucuju¢i imunomodulatore usmjerene na sinovitis i bol (41, 124). Moduliranje komunikacije
izmedu stanica u zglobu radi smanjenja upale predstavlja atraktivan pristup u pogledu tog cilja (50).
Moje je istrazivanje pokazalo da su SDC1 1 SDC4, kao i molekule koje su uklju¢ene u regulaciju
sindekana (egzostozini, sulfotransferaze) pokazale povecanu ekspresiju kod sinovitisa povezanog s
OA u usporedbi s kontrolama. Interpretacija rezultata je teSka zbog delikatne interakcije izmedu

ispitivanih molekula i zbog njihovih potencijalnih pro- i protuupalnih uc¢inaka. Ipak, zakljucujem da
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sindekani (SDC1, SDC4), egzostozini (EXT?2) 1 sulfotranferaze (NDST1) igraju ulogu u progresiji i
kontroli sinovitisa te su stoga potencijalna terapijska meta. Sindekani su ve¢ istrazivani kao
potencijalni terapijski cilj za brojne kroni¢ne upalne bolesti (86, 87) ukljucuju¢i OA, ali bez konacnih
rezultata. Bez obzira na to, misljenja sam da moj rad dokazuje potrebu za nastavkom istrazivanja ovih

molekularnih putova u regulaciji upalnog odgovora sinovijalne ovojnice.
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7. SAZETAK



Pozadina istrazivanja: Uvrijezeno je misljenje da je postupno propadanje zglobne hrskavice
sredi$nji dogadaj u nastanku i progresiji osteoartritisa (OA), no nedavne su studije pokazale iznimnu
vaznost sinovitisa niskog stupnja u progresiji OA. Poznato je da sindekanska (SDC) obitelj
membranskih proteoglikana sudjeluje u regulaciji upale, ali postoje ogranic¢eni dokazi koji razmatraju
ulogu sindekana u OA sinovitisu. Cilj mog rada bio je istraZiti obrasce ekspresije sindekana-1
(SDC1), sindekana-2 (SDC2) i sindekana-4 (SDC4) u sinovijalnoj membrani (intimi i subintimi) OA
kuka, kao 1 egzostozina (EXT) 1 sulfotransferaza (NDST) (enzima ukljuc¢enih u polimerizaciju i

modifikaciju heparan-sulfatnih lanaca sindekana).

Metode: kirurSki prikupljene uzorke sinovijalne ovojnice pacijenata s OA podijelio sam u
dvije skupine s obzirom na izraZenost sinovitisa ocijenjenog histoloskim bodovanjem sinovitisa po
Krennu. Zatim sam analizirano imunohistokemijsku ekspresiju SDC1, SDC2, SDC4, EXT1, EXT?2,
NDSTI1 i NDST2 u sinovijalnoj intimi i subintimi i potom je usporedio s kontrolnom skupinom
(pacijenti s prijelomom vrata bedrene kosti, bez OA). Dodatno sam istrazio povezanost ekspresije

ovih molekula s klini¢kim i radioloskim pokazateljima teZine osteoartritisa kuka.

Rezultati: prema mojoj studiji, imunoekspresija SDC1, NDST1 i EXT2 znacajno je povecana
u stanicama intime OA sinovijalne membrane u bolesnika s nizim histoloskim rezultatom sinovitisa,
1 SDC4 u bolesnika s visSim rezultatom sinovitisa, u usporedbi s kontrolama bez OA. Razlika u
ekspresiji SDC2 izmedu OA i1 ne-OA skupine je beznacajna. Nasuprot tome, klinicki i radioloski
pokazatelji tezine OA najbolje koreliraju s ekspresijom sindekana-2, od svih ispitivanih molekula,

kako u intimalnom tako i u subintimalnom sloju sinovijalne ovojnice.

Zakljucci: ¢ini se da SDC1, SDC4, NDST1 i EXT2 imaju ulogu kao moderatori upale u OA
sinovitisu niskog stupnja. Tumacenje rezultata je teSko zbog delikatnih interakcija izmedu testiranih
molekula i njihovih potencijalnih pro- i1 protuupalnih u€inaka. Usprkos tome, miSljenja sam da
rezultati moje studije dokazuju da bi upalne mehanizme povezane sa sindekanima trebalo dodatno

istraziti kao potencijalne markere progresije bolesti i terapijskog cilja u OA.
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8. SUMMARY



Syndecans, exostosins and sulfo-transpherases as potential synovial inflammation moderators

in patients with hip osteoarthritis

Background: The gradual deterioration of articular cartilage was thought to be the central
event in osteoarthritis (OA), but recent studies demonstrated importance of low-grade synovitis in
progression of OA. Syndecan (SDC) family of membrane proteoglicans is known to be involved in
regulation of inflammation but there is a limited evidence considering the role of syndecans in OA
synovitis. The aim of my study was to investigate hip OA synovial membrane expression patterns
(intimal and subintimal) of syndecan-1 (SDC1), syndecan-2 (SDC2), and syndecan-4 (SDC4) as well
as exostosins (EXT) and sulfotransferases (NDST) (enzymes involved in polimerisation and

modification of syndecans’ heparan-sulfat chains).

Methods: surgically collected synovial membrane samples of patients with OA were divided
into two groups according to their Krenn synovitis score grading. Immunohistochemical expression
of SDC1, SDC2, SDC4, EXT1, EXT2, NDSTI1, and NDST2 in synovial intima and subintima was
then analyzed and compared with control group (patients with femoral neck fracture, without OA).
Additionally, I investigated the association of the expression of these molecules with clinical and

radiological indicators of hip osteoarthritis severity.

Results: according to my study, immunoexpression of SDCI1, NDST1 and EXT2 is
significantly increased in intimal cells of OA synovial membrane in patients with lower histological
synovitis score, and SDC4 in patients with higher synovitis score, in comparison with non-OA
controls. Difference in expression of SDC2 among OA and non-OA group is insignificant. Contrary,
clinical and radiological indicators of OA severity correlate best with syndecan-2 expression, of all

investigated molecules, both in intimal and subintimal layers of synovial membrane.

Conclusions: SDC1, SDC4, NDST1 and EXT2 seem to be involved as inflammation
moderators in low-grade OA synovitis. The interpretation of the results is difficult due to the delicate
interactions between the tested molecules and their potential pro- and anti-inflammatory effects.
However, I am of the opinion that the results of my study prove that syndecan related inflammation
pathways should be further investigated as potential markers of disease progression and therapeutic

goal in OA.
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- Laparoskopska kirurgija koledokusa, Bjelovar 2005.
- Rane: postupci lijecenja, Zagreb 2007.
- Metode lijecenja vaskularne 1 endovaskularne kirurgije, Supetar 2008.
- AO trauma course: Principles in Operative Fracture Management, Zagreb 2009.
- AO trauma course: Pelvis and Acetabulum, Graz 2010.
- Polytrauma Symposium, Zagreb 2013.

- AO trauma Advanced Course — Pelvic (with practical excersises on human specimens), Graz

2013.
- Special problems in Upper and Lower Extremity Surgery Symposium, Split 2014.
- AO trauma Course — Upper Extremity, Zagreb 2014.
- AO trauma Course — Lower Extremity, Zagreb 2015.
- AO foundation — Faculty education program, Prag, 2017.

- AO Trauma Course — Acetabular and Pelvis Fracture Management, Rijeka, 2019.
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EDUKACIJSKE AKTIVNOSTI
- Medicinski fakultet u Splitu, Katedra za kirurgiju, asistent u nastavi, 2013 — 2024.

- AO Trauma — predavac i demonstrator na osnovnim i naprednim medunarodnim tecajevima

iz ortopedske traumatologije 2016 - 2024.

- Federation of Orthopaedic and Trauma Trainees in Europe (FORTE) 7th Summer School,
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POSEBNI INTERESI U STRUCI
- prijelomi zdjelice i acetabula

- politrauma

CLANSTVO U STRUCNIM UDRUGAMA
- Hrvatski lije¢nicki zbor
- Hrvatsko traumatolo$ko drustvo

- AO foundation / AO Trauma

MATERINSKI JEZIK

- hrvatski jezik

OSTALI JEZICI

- engleski jezik
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