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SAZETAK
Uvod

Terapija udarnim valom (engl. extracorporeal shock wave therapy, ESWT) pronasla je
svoje mjesto u lijeCenju raznih bolesti lokomotornog sustava, kao Sto su: akutni prijelom, ne
zacjeljujuéi prijelom, kroni¢ni tendinitis i pseudoartroza. Fokusirani udarni val ( engl. focused
extracorporeal shock wave, fESW) omogucuje maksimalnu energiju u terapijskoj zoni kao i
mogucnost podesavanja dubine penetracije. Radijalni udarni val (engl. radial extracorporeal
shock wave, rESW) najviSe djeluje na povrsna tkiva, a energija opada sa udaljenos¢u od
aplikatora.
Cilj istrazivanja

Cilj je bio analizirati kvalitetu tkiva tijekom cijeljenja kosti, miSi¢a i tetive te ispitati
razliku u u¢inkovitosti primjene radijalnog i fokusiranog udarnog vala na cijeljenje.
Materijal i metode

Istrazivanje je provedeno na 84 Wistar Stakora, Zenskog roda, podijeljenih u fESWT
skupinu (n=36), rESWT skupinu (n=36) i kontrolnu skupinu (n=12). Zivotinje su tretirane fESW
razli¢ite gustoée energije te rESW razli¢itog pritiska. U imunohistokemijskoj analizi kalusa
koristena su poliklonalna zecja protutijela: anti - BMP - 7, anti - GDF -5 i anti - VGF - A, a u
analizi tetive koriSteno je anti — VGF - A protutijelo. Povrsina popre¢nog presjeka kalusnih tkiva
mjerena je metodom histomorfometrije.
Rezultati

U ESWT skupini nadena je veéa povrsina kostanih gredica u odnosu na kontrolu. Post-
hoc analizom utvrdena je najveéa povriina poprecnog presjeka (PPP) kostanih gredica (1.7 mm?),
a najmanja povrdina hrskavice (0.04 mm?), u rESWT skupini 22. dan. Histoloka analiza

oporavka miSi¢a upucuje na dobru organizaciju misi¢nih vlakana 15. dan cijeljenja rESW i 22.
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dan cijeljenja fESW. Tijekom cijeljenja tetive se 15. dan cijeljenja rESW opaza znacajno
umnazanje kolagenih vlakana, kakvo se vidi 22. dan cijeljenja fESW. Djelovanjem na kost
Stakora rESW utvrden je najveéi postotak VEGF - A pozitivnih vaskularnih prostora i BMP - 7
pozitivnih fibrocita/fibroblasta 15. dan cijeljenja. Imunohistokemijskom analizom tetive Stakora
nadena je najveca ekspresija VEGF - A pozitivnih vaskularnih prostora 15. dan cijeljenja rESW.
Zakljucak

Reparacija koStanog prijeloma duge kosti je poboljSana u ESWT grupi. Usporedbom
izmedu fESW i rESW utvrdeno je da rESW jace stimulira procese okoStavanja kalusa nego
fESW. rESW se pokazao najucinkovitijim u procesu cijeljenja prijeloma trupa fibule Stakora te u

poticanju oporavka m. peroneusa i patelarne tetive.

Kljuéne rijedi: Cijeljenje kosti; Prijelom fibule; Stakori; Udarni val.



SUMMARY
Background

Extracorporeal shock wave therapy (ESWT) has found its place in the medical treatment
of various diseases of the locomotor system such as: acute fracture, nonunion, chronic tendinitis
and pseudoarthrosis. Focused ESWT (fESWT) enables maximum energy in the therapeutic zone
and depth of penetration can be adjusted. Radial, unfocused pressure shock wave therapy
(rESWT) is the most efficient on the superficial tissues, and its energy decreases by the distance
of the applicator.
Aim

The aim was to analyze the quality of the tissue during healing of the bone, muscle and
tendon, and to examine the difference in the effectiveness of the application of rESW and fESW
on healing.
Materials and methods

For the purpose of this investigation 84 female Wistar rats were divided in fESWT group
(n=36), rESWT group (n=36) and controls (n=12). Animals were treated with fESW of the
different density of energy and rESW with different pressures. In imunohystochemical analysis of
the callus, rabbit polyclonal antibodies: anti - BMP - 7, anti - GDF - 5 and anti - VGF - A were
used, and in the analysis of the tendon anti — VGF - A antibody was used. Cross-sectional area
(CSA) of the tissues in the callus was measured by histomorphometry.
Results

ESWT group had the largest CSA of the bone trabeculae compared to controls. Post-hoc
analyses revealed the largest CSA of the bone trabeculae (1.7 mm?) and the smallest CSA of the
cartilage (0.04 mm?) at 22" day of the rESWT group. Histological analyses of muscle recovery

points to a good organization of muscle fibers on the 15" day of the healing by the rESW and on
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the 22" day of the healing by the fESW. During tendon healing, significant amplification of
collagen fibers was observed on the 15" day by the rESW healing, as seen on the 22™ day by the
fESW healing. By acting on bone with rESW, the highest percentage of the VEGF - A positive
vascular space and BMP - 7 positive fibrocite / fibroblast was found on 15" day of healing.
Immunohystochemical analysis of the rat's tendon revealed the highest expression of the VEGF -
A positive vascular spaces on 15" day of the healing by rESW.
Conclusion

Long bone fracture repair is enhanced in ESWT group. Comparison between fESW and
rESW suggests that rESW strongly stimulates processes of the callus ossification than fESW.
rESW is the most effective during process of healing of fractures of the rat’s fibula and in

stimulating recovery of the m. peroneus and patellar tendon.

Key words: Bone fracture healing; Fibula fracture; Rats; Shock wave
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1.UVvOD

70-tih godina dvadesetog stolje¢a pocCeo se uspjeSno upotrebljavati udarni val sa
svrhom litotripsije, dakle, u neoperativnom razbijanju urinarnih kamenaca, poznat po nazivu
,.Extracorporeal shockwave lithotripsy- ESWL*. Kasnije se poc¢eo upotrebljavati takoder za
razbijanje zu¢nih 1 salivarnih kamenaca. Glavna uloga udarnog vala bila je ciljano unistiti
kamence u organizmu, bez Stetnog djelovanja na okolna tkiva. Tijekom kasnih osamdesetih
godina udarni val — ESWT, Extracorporeal shockwave therapy, pofeo se primjenjivati u
lije¢enju raznih kroni¢nih stanja na mekim tkivima lokomotornog sustava, kao §to su kronicni
sindromi prenaprezanja, ponajprije na tendinopatije, sa ili bez kalcificiraju¢ih depozita. 1992.

god. Dahmen je prvi opisao udarni val u lijeCenju kalcificirajuc¢ih tendinopatija (1).

Ovisno o nacinu stvaranja udarnog vala razlikujemo dvije vrste udarnih valova:
fokusirani — fESWT (engl. focused extracorporeal shockwave therapy) i radijalni — rESWT

(engl. radial extracorporeal shockwave therapy) udarni val.

Za razliku od jasnog mehanizma destrukcije urolita, do danas tofan mehanizam
djelovanja udarnog vala na kostano cijeljenje i meka tkiva lokomotornog sustava nije potpuno
jasan i joS je u fazi eksperimentalnih istrazivanja sa Cesto kontradiktornim rezultatima.
NajceS¢e spominjani bioloski ucinci jesu reaktivna hiperemija, angiogeneza, stimulacija
fibroblasta, tenocita, osteoblasta i hondrocita, te mehanizam mehanodestrukcije (1,2).
Istrazivanja su se provodila vec¢inom sa fokusiranim oblikom udarnog vala, izborom
raznolikih fizikalnih parametara vala. Rezultati djelovanja radijalnog udarnog vala istrazivani

su sporadicno.



1.1. STVARANJE KOSTANOG TKIVA | KOSTANO CIJELJENJE

Kost je dinami¢no tkivo koje se tijekom zivota neprestano pregraduje. Uloga koStanog
sustava u organizmu vrlo je vazna: daje tijelu oblik i potporu, zajedno sa misi¢nim tkivom
omogucava kretanje, Stiti vitalne organe, rezervoar je mnogih kemijskih tvari nuznih za
normalno funkcioniranje organizma (poput iona kalcija i fosfora). Zbog specifi¢nosti u svojoj
gradi kosStano tkivo se odlikuje ¢vrstoom i tvrdo¢om te sloZzenom arhitekturom. Ono moze
odoljeti razli¢itim mehani¢kim optereCenjima, tlaénim i vlacnim silama, torziji, savijanju i

smicanju, a hrskavi¢no tkivo ima veéu sposobnost pruzanja otpora stresu.

Kostano tkivo izgradeno je od stanica I puno veée mase tvrde, mineralizirane
medustani¢ne tvari- matriksa, koja je odgovorna za sve funkcionalne znacajke kostanog tkiva
kao potpornog tkiva. KoStano tkivo sadrzi tri vrste stanica: osteoblaste, osteocite i

osteoklaste.

Osteoblasti nastaju iz vezivne strome. Potjecu od osteoprogenitorskih stanica iz koStane
srzi. To su mononuklearne stanice koje nemaju sposobnost dijeljenja, ali stvaraju oko sebe
medustani¢nu tvar. Uvijek su smjeSteni na povrSini kostanog tkiva, poredani u jednoslojnom
nizu, poput stanica jednoslojnog epitela. Sadrze koStani izoenzim alkalne fosfataze, receptore
za parathormon (PTH) i vitamin D3 (1,25-dihidroksikolekalciferol). Nakon obavljene funkcije
osteoklasta, osteoblasti se smjeStaju na povrsini koStane gredice. U Supljinu na povrsini kosti
koja je nastala resorptivnom aktivno$¢u osteoklasta, osteoblasti sintetiziraju nove organske
sastojke medustani¢ne koStane tvari: kolagen tipa I, proteoglikane i glikoproteine. Izlucuju 1
osteonektin i osteokalcin koji su vazni u procesu mineralizacije koStanog matriksa. Tijekom
procesa sinteze koStanog matriksa, osteoblasti su kubi¢nog ili prizmati¢nog oblika, izrazito
bazofilne citoplazme s velikom koncentracijom alkalne fosfataze. Smanjenjem njihove

aktivnosti, opada bazofilija citoplazme 1 smanjuje se koliCina alkalne fosfataze. Funkcijom
2



osteoblasta nastaje sloj novog joS neovapnjelog matriksa koji se naziva osteoid. Osteoid se

postepeno mineralizira odlaganjem kalcijevih soli (3).

Kada se osteoblast potpuno okruzi tek izlu¢enim matriksom postaje osteocit. Osteociti su
najbrojnije stanice koStanog tkiva. Osteociti su izduzene i spljoStene stanice, oblika poput
kosStica bundeve, s brojnim dugackim, citoplazmatskim izdancima, a nalaze se u malim
Supljinama unutar mineralizirane koStane medustani¢ne tvari (lat. lacunae osseae) (4). Svaka
lakuna sadrzi samo jedan osteocit. Citoplazmatski izdanci se pruzaju kroz uske koStane
kanali¢e u svim smjerovima i tako medusobno stanice komuniciraju. Kroz kanale i kanali¢e
struji tkivna tekucina koja nastaje iz okolnih kapilara. To je put prehrane osteocita, a s druge
strane putem sustava kanala i kanali¢a osteociti komuniciraju medusobno i sa povrSinom kosti
na koju djeluju misiéne 1 ostale sile i tako se prenosi signal s povrSine u dubinu do svih
kostanih stanica. Ti podrazaji odrzavaju zivot koStanih stanica. Stare stanice propadaju te
zapocinje proces razgradnje kosti. Svojim metabolizmom osteociti odrzavaju koStani matriks,
a njihovim propadanjem matriks se resorbira. Apoptoza osteocita je znak za pocetak koStane
razgradnje. Dogada se fizioloSki tijekom uredne koStane pregradnje dok u patoloSkim

uvjetima se dogada ili odgodeno ili pojacano.

Osteoklasti su stanice koje su odgovorne za resorpciju kosti uklanjanjem mineraliziranog
matriksa i razgradnjom organskog dijela kosti. Nastaju stapanjem viSe monocita iz krvi te
pripadaju mononuklearnom fagocitnom sustavu. To su velike, multinuklearne stanice (mogu
imati od 5 do 50 jezgara), pokretne, s mnogo izdanaka. IzluCuju kiselu tartarat rezistentnu
fosfatazu - TRAP (engl. tartarat resistent acid phosphatase) i katepsin - K. Sposobnost
izazivanja resorpcije ovisi 0 pokretljivosti osteoklasta i njihovoj sposobnosti stvaranja kisele
sredine u okolini stanice. Diferencirani osteoklasti prilijezu uz koStanu povrSinu nabranim

rubom staniéne membrane, kojeg karakteriziraju nepravilni, razgranati izdanci koji

3



povecavaju aktivnu resorptivnu povrSinu. Na tim mjestima izlucuju kolagenazu i druge
proteoliticke enzime koji razgraduju koStani matriks. Na mjestima razgradnje kosti nastaju
udubljenja koja se zovu Howshipovim lakunama (3). Aktivnost osteoblasta i osteoklasta je
neophodna za procese rasta kosti (koStano modeliranje) i trajno odrzavanje koStane strukture i

funkcije, a to je koStana pregradnja.

Medustanic¢na tvar (koStani matriks) je oblikovana u formi lamela izmedu kojih se nalaze
slojevi osteocita. Sastoji se od organskog i anorganskog dijela. Gotovo 90 % organskog dijela
matriksa ¢ine kolagena vlakna (koja izgraduje kolagen tipa I), a preostalih 10 % organskog
matriksa ¢ine mala koli¢ina proteoglikana, nekolageni proteini (osteonektin, osteokalcin) i
glikoproteini. Na anorganski dio medustani¢ne tvari otpada oko 50 % suhe mase koStanog
matriksa. NajviSe ima kalcija i fosfora koji tvore kristale hidroksiapatita, a sadrzava i
bikarbonate, citrate, kalij, natrij i magnezij. Kristali hidroksiapatita odlozeni su duz kolagenih
vlakana i okruzeni su amorfnom osnovnom tvari. loni na povrSini hidroksiapatita su
hidratirani te se oko kristala nalazi sloj vode i iona. To je hidratacijska ljuska, koja olakSava
izmjenu iona izmedu Kristala i tjelesnih teku¢ina. Mineralna tvar u matriksu daje kosti
potrebnu tvrdocu te se kost ne moze stisnuti ili saviti, dok kolagena vlakna daju kosti ¢vrstocu

i elasti¢nost (4).
» Principi stvaranja koStanog tkiva jesu:
e intramembransko stvaranje kosti je stvaranje kosti direktno iz mezenhima. Osifikacija
je bez intermedijarnog stvaranja hrskavice. Karakteristi¢no je za kosti krova lubanje,
neke kosti lica 1 ve¢i dio kljucne kosti. Odigrava se veoma brzo i karakteristi¢no je za

kosti od kojih se iziskuje zastita (kao npr. pljosnate kosti krova lubanje).



e enhondralno stvaranje kosti, desava se na prethodnom hrskaviénom modelu. Odigrava
se u kostima baze lubanje, nekim kostima lica, kraljeznici, zdjelici 1 kostima
ekstremiteta. Mnogo je sporiji proces od intramembranskog stvaranja kosti. U
primarnim centrima osifikacije postepeno se hrskavica zamjenjuje koStanim tkivom,

proces napreduje prema periferiji, tj. kod dugih kostiju, od dijafize prema epifizi.

Kostani prijelom je djelomicno ili potpuno naruSenje neprekidnosti kosti kao posljedica
djelovanja mehanickih sila, redovito udruzen s oSte¢enjem mekih tkiva razlicitog stupnja.
Kost moze prsnuti pod izravnim djelovanjem velike sile ili pak u¢inkom manjih vanjskih sila
razli¢itih smjerova koji djeluju zdruzeno. Mehanicke sile $to djeluju na kost rezultiraju
kinetickom energijom koja uzrokuje naprezanja i izoblienje kostanog tkiva a kada vanjska
sila nadvlada kohezijske sile koStanog tkiva nastaje raskinuce cjelovitosti koStane grade te se
govori o prijelomu. Ukoliko je mjesto djelovanja mehani¢ke sile udaljeno od mjesta
prijeloma, govorimo o posrednom (indirektnom) ko3tanom prijelomu. Sto se oblika prijeloma
tiCe, viSeiverni prijelom je posljedica strizucih sila, kosi prijelom je posljedica savijanja,
torzijski prijelom nastaje djelovanjem zavijajuéih sila, a prijelomi u obliku slova T 1 Y
posljedica su uzduznog djelovanja sila na kost. Ovisno o pomicnosti kostanih ulomaka
prijelom ¢e biti stabilan, odnosno nestabilan. Minimalna nestabilnost rezultira pojacanim
stvaranjem kalusa, dok povecana nestabilnost reapsorpcijom krajeva kostanih ulomaka Sto ¢e
jos viSe povecati ve¢ postojeci instabilitet. Ako takvo stanje potraje duze vremena, izgledi za

kostano cijeljenje su minimalni i Cesto takav prijelom prelazi u pseudoartrozu (3).

> Kostano cijeljenje veoma je spor proces koji ovisi o nizu faktora. Predstavlja
kompleksni fenomen u koji su ukljuceni razni stani¢ni i molekularni procesi, pod utjecajem
faktora rasta, biomehanickih sila i drugih sistemskih faktora. Ovisno o stupnju mirovanja

kostanih ulomaka, kost ¢e cijeliti primarno ili sekundarno ili uopée nece zacijeliti.
5



. primarno kostano cijeljenje nastaje u idealno reponiranih te medusobno stabilno
fiksiranih kostanih ulomaka bez moguénosti pomaka. Znaci, potrebna je anatomska repozicija
I apsolutno mirovanje kada ne postoje niti mikrokretnje unutar frakturne pukotine. Prisutno je
kod zglobnih i jednostavnih prijeloma. Takvo je koStano cijeljenje u Zivotinja prvi opazio
Krompecher 1935. god. i nazvao ga primarnim ili angiogenim koStanim cijeljenjem. Poslije
su, 1963. godine, Schenk i Willinegger dokazali primarno koStano cijeljenje na
eksperimentalnim zivotinjama i u Covjeka (5). Ovisno o tome jesu li koStani ulomci u
kontaktu ili medu njima postoji pukotina, primarno kostano cijeljenje moze biti kontaktno ili
pukotinsko. Bez obzira na tip primarnog kostanog cijeljenja, osnovna karakteristika koja
razlikuje primarno kosStano cijeljenje od sekundarnog je izostanak stvaranja periostalne
reakcije odnosno kalusa (lat. callus, oziljak), te izostanak resorpcije prijelomne povrsine.

a. kontaktno primarno kosStano cijeljenje: sastoji se od izravnog urastanja osteona iz
jednog kostanog ulomka u drugi. Ono progredira kao normalno osteonalno koStano
remodeliranje. Osteon nastaje uzajamnim djelovanjem osteoblasta i osteoklasta i uvjet je za
normalno kostano cijeljenje. Osteoklasti, koji se nalaze na vrhu osteona, otapaju kostano tkivo
i stvaraju kanal u koji uraStava krvna kapilara. Iz prateceg pluripotentnog vezivnog tkiva
diferenciraju se osteoblasti koji stvaraju osteoid u koji se odlazu mineralne soli i stvara se
lamelarna kost. Takvo se koStano cijeljenje naziva Haversovom pregradnjom, a sastoji se u
istodobnom spajanju i rekonstrukciji kosti.

b. pukotinasto primarno kostano cijeljenje: pukotina se ispunjava koStanim tkivom, a
zatim pregraduje po principu Haversove pregradnje kao i tijekom kontaktnog primarnog
kostanog cijeljenja. Sto je pukotina medu kostanim ulomcima veéa, to je proces kostanog
cijeljenja duzi. Zbog navedenog treba teziti anatomskoj repoziciji ulomaka, kako bi medu

njima bilo Sto manje pukotina a Sto viSe zona kontakta. lako je prema nekim autorima
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primarno kosStano cijeljenje cilj lijeCenja prijeloma, ono ne predstavlja osobitu prednost u

odnosu na sekundarno jer je vrlo sporo, osobito kod odraslih (5).

o sekundarno kostano cijeljenje naziva se i cijeljenje posredovano stvaranjem kalusa.
To je prirodni nacin cijeljenja kosti. Prisutno je kod dijafizarnih i kominutivnih prijeloma.
Osnovna je znacajka sekundarnog koStanog cijeljenja da koStani ulomci nisu u stanju
mirovanja ve¢ su medusobno pomi¢ni. Kod sekundarnog cijeljenja vazna je funkcijska
repozicija i relativna stabilnost. O velicini te nestabilnosti ovisi daljnja sudbina prijeloma.
Ako je nestabilnost minimalna, kost ¢e na nestabilnost reagirati pojacanim stvaranjem kalusa
— to je sekundarno koStano cijeljenje. Stvaranje kalusa omogucuje mirovanje frakturnih
ulomaka, Sto omogucuje proces osteonalnog remodeliranja kao i kod primarnog koStanog
cijeljenja kroz mjesto prijeloma, nakon ¢ega slijedi resorpcija periostalnog kalusa. Ako je
nestabilnost iznad bioloSkih granica imobilizacije i cijeljenja, kost ¢e reagirati resorpcijom
krajeva kostanih ulomaka, $to ¢e jo$S viSe povecati prvobitnu nestabilnost. Ako navedeno
stanje potraje duZze, izgledi za kostano cijeljenje su minimalni i takav prijelom ili osteotomija
prelazi u pseudoartrozu. Sekundarno cijeljenje kosti se odvija u tri preklapajuce faze: upalna,

reparativna i faze remodeliranja (5).

Upalna faza pocinje upalnom reakcijom koja imobilizira prijelom: bol uzrokuje da
bolesnik $titi ozlijedeni dio. Uslijed ozlijede dolazi do propadanja kosStanih stanica i oSte¢enja
medustanicne tvari. Na mjestu prijeloma, kao posljedica traume, pucaju brojne krvne Zile $to
rezultira ve¢im ili manjim izljevom krvi, stvara se tzv. frakturni hematom. U pojedinim
sluc¢ajevima (pri multiplim prijelomima, prijelomima zdjelice i bedrene kosti) on moze
uzrokovati i teSka krvarenja pa i hemoragi¢ni Sok. Hematomi se mogu spustiti duz

intermuskularnih septa i u udaljena distalna podru¢ja. Neposredno nakon ozljede javlja se



vegetativni podrazaj terminalninh ogranaka krvnih zila traumatizirane regije Sto rezultira
vazokonstrikcijom i stazom u kapilarnom krvotoku. Cirkulacija se postupno ponovno
uspostavlja i ve¢ na kraju drugog dana zamjecuju se znakovi izdasne opskrbe ozlijedene
regije. Razvije se posljedicna reaktivna hiperemija koja obi¢no traje i do nekoliko tjedana (6).
Kod prijeloma bez dislokacije medularna cirkulacija moze ostati netaknuta te u vrijeme
cijeljenja ima glavnu ulogu, dok je reakcija periostnog krvozilja i okolnog misi¢ja neznatna.
Ako je pak nastala dislokacija ulomaka s ozljedom medularne cirkulacije, javlja se snazna
reakcija krvozilja okoline. Osobita se vaznost pridaje krvnim zilama koje dolaze iz miSica.
Krvne Zile periosta i muskulature se prosiruju, uz pojavu i novih krvnih Zila koje penetriraju u
kompaktno kostano tkivo (korteks) stvarajuci anastomoze s ostacima medularne cirkulacije.
Prema Holdenu (6) u procesu revaskularizacije vrlo velika uloga pripada adaptacijskoj
sposobnosti krvnih zila koStanog sustava. Naime, centrifugalni tip cirkulacije krvi unutar
kompaktnog kostanog tkiva mijenja se u centripetalni. Na taj nacin krvna opskrba ozlijedenog
podrucja primjetno poraste, a proces sanacije se ubrza. Uz postupnu normalizaciju cirkulacije
iSCezava 1 centripetalna reakcija. Ako osim nutricijskom Ccinitelju dodamo i izravni udio
angioblasta u osteogenezi, mozemo zakljuciti da je upravo za krvozilje koStanog sustava
vezan najveci dio zbivanja u procesu sanacije prijeloma. Vaskularno oste¢enje je od najvece
vaznosti za tijek cijeljenja. Osteociti ostaju bez metabolickog supstrata i odumiru. Time oba
kraja prijelomne pukotine odumiru jer ne sadrze zive stanice. TeSko oSteceni periost i kostana
mozdina, kao i okolna meka tkiva, mogu doprinijeti stvaranju dodatne koli¢ine nekroti¢nog
materijala. Upravo prisutnost obimnog nekroti¢nog materijala potice akutni upalni odgovor.
Na tkivnoj razini, upalna faza jednaka je tipicnom upalnom odgovoru vecine tkiva na
traumatski dogadaj. Vazodilatacija i hiperemija, posredovani histaminom, prostaglandinima i
raznim citokinima, prati invaziju mjesta ozljede neutrofilima, bazofilima i fagocitima koji

sudjeluju u c¢is¢enju nekroti¢nog debrisa. Frakturni hematom organizira se kao razvijajuca
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fibrinska mreza koja stvara puteve za stani¢nu migraciju. Vrsak upalne faze je unutar 48 sati i
gotovo potpuno nestaje tjedan dana nakon prijeloma.

Reparativna faza zapocinje unutar nekoliko dana nakon prijeloma i traje nekoliko
mjeseci. Glavna znacajka ove faze je stvaranje reparativnog tkivnog kalusa unutar i oko
mjesta prijeloma, koji postepeno prelazi u hrskavi¢no tkivo, a potom u kost. Kalus se sastoji
od hrskavice, vezivnog tkiva, osteoida, nezrele, vlaknaste kosti i krvnih zila. U ozlijedenu
regiju urasSta granulacijsko tkivo, urastaju krvne zile, dopremaju se stani¢ni elementi
(angioblasti, fibroblasti), vezivne stanice izlucuju kolagena vlakna. Nastaje lokalna nekroza
kosti. Umnazaju se osteoklasti i zapo€inju razgradnju nekroti¢ne kosti. Hematom se
postepeno razgraduje, a granulacijsko tkivo zamjenjuje gredicama hrskavi¢nih stanica. Tako
nastaje hrskavi¢ni kalus (enhondralno okostavanje) koji fiksira mobilne krajeve Kkosti.
Postepeno dolazi do odlaganja mineralnih soli u medustani¢nu tvar hrskavice ¢ime prestaje
difuzija i dolazi do propadanje hondrocita. Slijedi osteogena faza stvaranja koStanog tkiva.
Prema hipertrofi¢nim i propalim hondrocitima zarobljenim u mineraliziranom matriksu (luce
alkalnu fosfatazu) bujaju mezenhimatske stanice koje se diferenciraju u hondroklaste odnosno
osteoklaste i za sobom dovode krvne stanice odnosno krvne kapilare. Osteoklasti resorbiraju
ostatke hrskavice i u nastale Supljine uraStaju krvne Zile koje vuku oko sebe i mezenhimatske
stanice koje se diferenciraju kao osteoprogenitorne stanice u osteoblaste. U ovoj fazi krvne
Zile se intenzivno formiraju i oko njih nastaje novo primarno kostano tkivo.

Kalcifikacija kalusa tece od osteoblasta kao direktna koStana formacija ili kao
enhondralna osifikacija, $to ovisi o koncentraciji 1 koli¢ini kisika. Tipi¢no, rast velikog kalusa
brzi je od rasta urastaju¢ih krvnih Zila, $to uzrokuje prevladavanje enhondralne osifikacije.
Kod malih, mehanicki stabilnih defekata, kao kod rupe nakon busenja kosti, prevladava

primarna intramembranozna vlaknasta (nezrela) formacija kosti.



Stani¢ne komponente kalusa uglavnom potje¢u od koStane mozdine i periosta. Broj
osteoblasta i osteocita prisutnih u trenutku prijeloma nije dovoljan da zadovolji visoke
anabolicke zahtjeve rastu¢eg kalusa. Diferencijacija pluripotentnih mezenhimalnih stanica,
fibroblasta i hondroblasta glavni je izvor kalusnih stanica.

Gredice primarnog koStanog tkiva su nepravilne te se naziva i nezrelo kostano tkivo. U
krajnjoj, remodelirajucoj fazi, nezrelo kostano tkivo se postepeno procesom remodeliranja
zamjenjuje sekundarnim ili zrelim koStanim tkivom (7). Rezultat remodeliraju¢e faze je
postepena modifikacija frakturnog podrucja, pod utjecajem mehanickog opterecenja sve dok

se ne postigne optimalni oblik, sli¢an obliku koji je kost imala prije prijeloma.

U svim tkivima zrelih jedinki prisutne su mati¢ne stanice koje su presudne za
zdravlje, odrzavanje (oCuvanje) zdravlja i odgovor na ozljedu ili bolest tijekom zivota.
Mati¢ne stanice razviju se u progenitorske stanice i razlikuju se od njih po svojem kapacitetu
samoobnove procesom asimetricne stani¢ne diobe. Progenitorske stanice, po definiciji, imaju
limitiranu mogucénost samoobnove 1 opéenito se diferenciraju u jedan ili viSe fenotipa.
Mati¢ne 1 progenitorske stanice su uzlazne komponente sistema kontinuiranog stani¢nog
obnavljanja u svim humanim tkivima. Taj proces je najevidentniji u tkivima koja se brzo
obnavljaju, kao 5to su epitelne stanice gastroenteroloSkog trakta (obnavljaju se svaka 3 dana)
ili koze (svaka 2 tjedna). U kostima je obnova mnogo sporija. Osteociti, stanice koje
karakteriziraju kosStano tkivo, mogu prezivjeti u humanoj kostanoj mozdini 20 godina.
Kontinuirano remodeliranje zahtijeva stvaranje mnogih novih osteoblasta. Osteoblasti se
kontinuirano stvaraju od broj¢ano mnogo manjih preosteoblasta i osteoprogenitor (koStano
progenitorskih) stanica. Broj odgovaraju¢ih mati¢nih stanica potrebnih za taj proces je vrlo
malen (u prosjeku manje od jedne stanice za 20 000 stanica sa jezgrom u kostanoj srzi). Kod

ozljeda, kao §to su prijelomi kosti, postoji veoma ubrzana aktivacija mati¢nih stanica i
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proliferacija koStanih progenitor stanica u nove osteoblaste. Friedenstein je dokazao da je
nova kost formirana od stanica nastalih proliferacijom stanica  koStane srzi sli¢nih
fibroblastima (8). Zanimljivost mnogih tkiva, ukljucujué¢i misi¢nokostani sustav, jeste da su
progenitorske stanice Cesto multipotentne. Mati¢ne stanice proizasle iz kosti, koStane
mozdine, peritrabekularnih tkiva u spongioznoj kosti, periosta, hrskavice, misi¢a, masnog
tkiva, sposobne su diferencirati se u mnoge fenotipe, ukljucujuci kost, hrskavicu, tetive,
ligamente, mast, miSice i Zivce. To je veoma vazno u konceptu tkivnog inzenjeringa, u kojem
stanice proizasle iz jednog tkiva mogu biti korisne u stvaranju drugih vrsta tkiva.
Progenitorske stanice vezivnog tkiva proizasle iz koStane mozdine sposobne su diferencirati
se u Sirok raspon fenotipova, uklju¢ujuéi kost, vezivno tkivo, mast, misi¢e, hrskavicu,

moguce i zivéano tkivo, jetru i sr¢ani misi¢ (9-14).

U stvaranju kalusa sudjeluju svi elementi vezivnog tkiva u podrucju prijeloma. Veé
postojeci frakturni hematom predstavlja medij u koji urascuje granulacijsko tkivo 1 gdje preko
fibroznog veziva i vezivne hrskavice ulaganjem kristala apatita na kolagene fibrile nastaje
mrljasta kost. Ove promjene su posljedica aktivnosti osteoblasta koji nastaju iz pluripotentnih
mezenhimalnih stanica. Kada se stvori ¢vrsta veza medu koStanim ulomcima, dolazi do
kalcifikacije hrskavice koja se nalazi medu ulomcima. Krvne zile uraS$¢uju iz periferije i s
pomocu osteoklasta i osteoblasta dolazi do kosStane pregradnje. Stvaranje kalusa prirodan je
mehanizam imobilizacije koStanih ulomaka bez koje ne moze do¢i do Haversove pregradnje

kosti.

Prijelomi dugih kosti donjih ekstremiteta Cesto podlijezu riziku produZzenog koStanog
cijeljenja ili razvoju pseudoartroza. Rizik je ucestaliji kod bolesnika sa metabolickim
poremecajima kao $to su dijabetiCari, alkoholi¢ari, kod bolesnika sa osteoporozom, koji se

lijeCe zbog imunodeficijentnih bolesti, uzimaju imunosupresivne lijekove (transplantirani
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bolesnici), kod bolesnika sa perifernom vaskulopatijom, malnutricijom. Produzeno kostano
cijeljenje se manifestira bolovima zbog cfega postoji nemoguénost punog optereéenja
ozlijedenog ekstremiteta i otezana pokretljivost. Radioloski se dokaze smanjeno stvaranje
kalusa i konsolidacije kosti. Vecina prijeloma zaraste unutar 6 mjeseci od ozlijede. Ako nakon
6 mjeseci perzistira navedena simptomatologija, govorimo o produzenom koStanom cijeljenju.
Ako nakon 9-12 mjeseci uz postojec¢e simptome rentgenoloski dokazemo odsutne znakove

konsolidacije, govorimo o pseudoartrozi.

Osim klasi¢nog radioloSkog snimanja kosti, u danasnje vrijeme se sve ¢eSce koristi i
kompjuterizirana tomografija (CT), tomografsko ili slojevno snimanje kosti pomocu
rendgenskih zraka te imunohistokemijske pretrage u svrhu dokazivanja angiogeneze i
osteogeneze na osnovi indikatora rasta i proliferacije. Cijelokupni metabolizam Kkosti,
stvaranje i resorpcija kostanog tkiva, reguliran je brojnim sistemskim i lokalnim ciniteljima

(15,16).

VEGF (engl. vascular endothelial growth factor), vaskularni endotelialni ¢initelj
rasta, poznat i kao VPF (engl. vascular permeability factor) vaskularni faktor propustljivosti i
kao VEGF-A, snaZzan je mediator angiogeneze i vaskulogeneze fetusa i odraslih jedinki.
Stimulira proliferaciju novih krvnih Zila. Pripada PDGF/VEGF obitelji (engl. platelet-derived
growth  factor/vascular endothelial growth factor)- faktor rasta izveden iz
trombocita/vaskularni endotelialni faktor rasta (16,17). Cesto postoji u obliku disulfid-
vezanog homodimera. VEGF - A je vazan protein koji specificno djeluje na stanice endotela.
Sudjeluje u vaskulogenezi ( u de novo stvaranju krvoZilnog sustava embrija) i angiogenezi
(razvoju novih krvnih Zila iz ve¢ postojecih). Dio je sustava koji omogucava dostavu kisika
tkivima kod neadekvatne prokrvljenosti. Kod nedostatka kisika, stanica stvara HIF (engl.

hypoxia-inducible factor), hipoksijom inducirani faktor. HIF stimulira oslobadanje VEGF - A,
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uz ostale radnje (ukljucujuci povecanu eritropoezu). Cirkuliraju¢éi VEGF - A veze se na
VEGF receptore na stanicama endotela, stimulirajuéi tirozin-Kinazu koja vodi u angiogenezu.
Njegova uobicajena funkcija je tvorba novih krvnih Zila tijekom embriogenog razvoja, nakon
ozljeda, te Kkolateralne cirkulacije nakon ucinjene premosnice. Poveéava vaskularnu
permeabilnost, poti¢e angiogenezu, vaskulogenezu i rast endotelialnih stanica, promice
migraciju stanica, inhibira apoptozu i utjece na tumorski rast. Takoder je i vazodilatator koji

povecava mikrovaskularnu permeabilnost.

Povecano stvaranje VEGF - A moZe dovesti do bolesti. Solidni tumori ne mogu rasti
iznad odredenih granica bez adekvatne prokrvljenosti; tumori koji mogu stvarati VEGF - A
imaju sposobnost rasta i stvaranja metastaza (18). VEGF - A se takoder oslobada u upalnim
reumatskim bolestima kao Sto je reumatoidni artritis kao odgovor TNF-u, povecavajuci
propusnost endotela i pojavu oteklina, te stimuliraju¢i angiogenezu (formiranje kapilara) (19).

Lijekovi poput bevacizumaba inhibiraju stvaranje VEGF - A.

Kod kostanih prijeloma, vece koli¢ine VEGF - A nadene su u ranoj fazi cijeljenja u
frakturnom hematomu, dok u kasnijim fazama nisu nadene. Izlucuju ga endotelijalne stanice i
osteoblasti, te osim angiogeneze takoder podrzava osteoblasti¢nu funkciju. Dokazano je da
osteoblasti sadrze receptore za VEGF - A (20,21). Dakle, VEGF - A ne posreduje samo u
vaskularizaciji koStanog tkiva, ve¢ takoder utje¢e i na diferencijaciju progenitor stanica u
osteoblaste i hipertrofi¢éne hondrocite (22). Dokazano je da VEGF - A sudjeluje u konverziji
hrskavi¢nog u kostani kalus tijekom koStanog cijeljenja. In vitro ispitivanjima su pokazala da
VEGF - A djeluje kao autokrini faktor na diferencijaciju osteoblasta, ali takoder utjece na rast

endotelnih stanica dokazujuci time svoj parakrini utjecaj na razvoj novih krvnih Zila (23).
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BMPs (engl. bone morphogenetic proteins), koStani morfogenetski proteini su
novootkriveni Cinitelji rasta i diferencijacije (24-29). Pridaje im se posebna paznja zbog
njihove moguce klinicke primjene. Izolirani su iz koStanog matriksa razli¢itih vrsta sisavaca,
ali su pronadeni i u dentinu te u koStanim tumorima. Imaju jedinstvenu sposobnost poticanja
stvaranja nove kosti in vivo (30-33). Unato¢ maloj koncentraciji (1 pg/kg kosti) oni su snazni
autokrini i parakrini lokalni ¢initelji koji mogu potaknuti stvaranje kosti na mjestu defekta, ali
i na ektopi¢cnom mjestu (34-36). Imaju vaznu ulogu u embrionalnom razvoju brojnih tkiva,
daju induktivni signal za diferencijaciju mnogih vrsta stanica kao npr. osteoblasta,
hondroblasta, epitelnih stanica i dr. te stoga reguliraju ranu organogenezu (37-43). U
postnatalnom Zivotu sposobni su obnoviti izgubljenu kost i to tako da ponove isti mehanizam
aktiviranja stanica kao i u embrionalnom razvoju (30). Prisustvo osteogenih proteina u kosti
sposobnih da potaknu enhondralno stvaranje kosti, prvi je opisao Urist 1965. god. (44).
Pokazalo se da koStano morfogenetski proteini, prisutni u matriksu demineralizirane Kkosti,
uzrokuju diferencijaciju i proliferaciju mezenhimalnih mati¢nih stanica u osteogene stanice
koje sudjeluju u koStanom cijeljenju. Ovo svojstvo je dovelo do koriStenja BMPs u

terapeutske svrhe kod bolesti i ozljeda skeleta (45-49).

Stanicni odgovor na BMP =zapocinje njihovim vezanjem za transmembranske
receptore, Cija citoplazma se fosforilira u specifi¢ne serin 1 treonin rezidue, te se uslijed toga

aktivira intracelularni odgovor (50).

Yang i Jin (51) su dokazali da su BMP poredani duz kolagenih vlakana u normalnoj
kosti, u stanicama periosta i mezenhimalnim stanicama kostane srzi. Nesto BMP moze se naci
u kosStanim stanicama lamelarne kosti ili u kalcificiranom koStanom matriksu. BMP je naden i

u citoplazmi tumorskih stanica osteosarkoma i hondrosarkoma (51).
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In vitro, u avaskularnim uvjetima, niske doze BMP-a stimuliraju nezrele mezenhimske
stanice da se diferenciraju u hrskavicu; visoke doze BMP-a induciraju diferencijaciju
stvaranja kosti bez hrskavicne medufaze (52). U koStanom tkivu BMPs djeluju na

perivaskularne nediferencirane maticne stanice iz strome kostane srzi.

Takoder sudjeluju u morfogenezi 1 organogenezi mnogih drugih neskeletnih tkiva i
organa (bubreg, mozak, zubi, srce, koza). Imaju viSestruku ulogu ne samo tijekom
embriogeneze vec 1 postnatalno tijekom cijeljenja i regeneracije tkiva i organa, prvenstveno
kosti, ali i drugih tkiva i organa koji se stvaraju putem mezenhimsko-epitelijalnog

medudjelovanja (53-57).

Izolirano je 15 ¢lanova BMP obitelji od kojih je za 9 utvdeno da pojedinacno poticu
stvaranje hrskavice i kosti in vivo i in vitro (58-66) (tablica 1). Svi ¢lanovi BMP obitelji, osim
BMP - 1, pripadaju nadobitelji preobrazavajuc¢eg Cinitelja rasta tipa beta, TGF B (engl.

transforming growth factor beta) (67, 68).
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Tablica 1. Obitelj koStanih morfogenetskih proteina

podobitelj BMP genericko ime BMP oznaka
BMP -2/-4 BMP - 2A BMP -2
BMP - 2B BMP -4
BMP -3 Osteogenin BMP -3
GDF -1 BMP - 3B
- BMP -5
vgr-1 BMP - 6
OP-1 BMP -7
BMP - 7 (OP - 1) OP-2 BMP - 8
OP-3 BMP - 8B
GDF -2 BMP -9
- BMP - 10
GDF-11 BMP - 11
CDMP - 3/GDF -7 BMP - 12
GDF-5,-6,-7 CDMP -2/ GDF -6 BMP - 13
CDMP -1/GDF -5 BMP - 14
- BMP - 15

U kostano cijeljenje su ukljuceni brojni lokalni i sistemni regulatorni Cinitelji. Tijekom
rane faze kosStanog cijeljenja, samo manji broj primitivnih stanica odrazavaju koStane
morfogenetske proteine u koSanom kalusu. Kako proces enhondralne osifikacije napreduje,

prisutnost koStanih morfogenetskih proteina i njihovih receptora dramati¢no se povecava,
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narocito u nezrelim mezenhimalnim stanicama i hondrocitima. Kako hrskavica sazrijeva, sve
je manje nezrelih stanica te posljedicno i sve manje stanica sa ekspresijom koStanih
morfogenetskih proteina. Kako se u hrskavicnom matriksu pocinju odlagati osteoblasti, ti
osteoblasti ispoljavaju koStane morfogenetske proteine i njhove receptore. Medutim, BMP
pocinju opadati kako koStano tkivo sazrijeva i poprima lamelarnu strukturu. Sli¢no se dogada
i kod intramembranozne osifikacije. Na pocetku koStanog cijeljenja, stanice periosta i
osteoblasti pokazuju jaku ekspresiju koStanih morfogenetskih proteina i njihovih receptora.
Kako se nezrelo kostano tkivo zamjenjuje sa zrelim lamelarnim koStanim tkivom, ekspresija

kostanih morfogenetskih proteina opada (50,68-77).

Kostani morfogenetski protein BMP - 7 ili OP - 1 (engl. osteogenic protein-1),
osteogeni protein - 1, je osteoinduktivni morfogen koji sudjeluje u skeletogenezi embrija i u
koStanom cijeljenju. BMP - 7 je osteogenetski BMP koji igra vaznu ulogu u transformaciji
mezenhimalnih stanica u osteogene i hondrogene stanice. U ljudi je BMP - 7 lokaliziran u
periostu i perihondriju embrija, hipertroficnim  hondrocitima, podru¢jima oko
intervertebralnih diskusa, osteoblastima, periostu i centrima osifikacije. U koStanim modelima
bez kostanog cijeljenja, lokalna ugradnja rekombiniranog humanog OP - 1 (rhOP - 1) dovodi
do potpunog cijeljenja. Den Boer i sur. (78) ispitali su sposobnost rhOP - 1 da ubrza
fizioloSko kosStano cijeljenje. Kao model posluZile su koze sa prijelomom tibije fiskiranim
vanjskim fiksatorom. Injiciran im je rhOP - 1, kolageni matriks i rhOP - 1 sa kolagenim
matriksom. U 2. i 4. tjednu evaluirano je kostano cijeljenje rentgenoloski, trodimenzionalnim
CT- om, denzitometrijski, biomehani¢kim testovima i histoloski. U 2. tjednu dijametar i
volumen kalusa, te mineralni sastav kosti bio je zna¢ajno veci U grupama tretiranim sa rhOP -
1. Kao znak ubrzanog sazrijevanja kalusa, savijanje i torzijska snaga su bile jace, te koStano

premoStavanje frakturne pukotine vece u grupi tretiranoj sa thOP - 1. Grupa tretirana sa rhOP
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- 1 i kolagenim matriksom nije pokazala bolja biomehani¢ka svojstva ili koStano
premoStavanje u 2. tjednu. U 4. tjednu nije bilo razlike medu grupama, izuzev veceg
volumena kalusa u grupi koja je dobila rhOP - 1 i kolageni matriks u usporedbi sa kontrolnom
skupinom. Sve grupe su pokazale uznapredovali stadij cijeljenja u 4. tjednu. To dokazuje da

se kostano cijeljenje moze ubrzati lokalnom aplikacijom rhOP - 1.

Ishemija kod koStanih prijeloma dovodi do odgodenog zarastavanja ili nezaraStavanja.
Lu i sur. (79) su ispitali djelovanje BMP - 7 na koStano cijeljenje u ishemi¢nim uvjetima.
MiSevima je u€injena resekcija femoralne arterije te potom prijelom tibije. Neposredno nakon
kirurS§kog zahvata u podrucje prijeloma apliciran je rekombinirani humani BMP - 7 (rhBMP -
7) u dozi od 50 pg. Sedam dana nakon ozlijede uocili su bolju vaskularizaciju u prijelomima
tretiranim sa rhBMP - 7. Histomorfometrijske analize su pokazale da rhBMP - 7 izaziva vece
stvaranje hrskavice u 7. danu, viSe kostanog kalusa 14. i 28. dana, te viSe masnog tkiva i
vezivnog tkiva 7, 14. i 28. dana u usporedbi sa kontrolnom skupinom. Svi prijelomi tretirani
sa rhBMP - 7 su zarasli 28. dana, dok su kod kontrolne grupe samo tri od pet pokazali njezno
koStano premostavanje. Dokazali su da rhBMP - 7 znacajno povecava koli¢inu hrskavice
potvrduju¢i i njegovo hondrogeno djelovanje. Presadivanjem koStane srzi, nisu dokazani
osteociti ili hondrociti donatora u rhBMP - 7 tretiranim prijelomima, $to sugerira da rhBMP -
7 ne regrutira mezenhimalne mati¢ne stanice iz kosStane srzi u podrucje prijeloma. Zaklju¢no
tome, dokazali su da je rhBMP - 7 obe€avaju¢i nacin lijeCenja u prijelomima sa ozbiljnim

poremecajima opskrbe krvlju.

Marsell i Einhorn (80) nalaze da BMP - 2 i BMP - 4 imaju ve¢ ranu ekspresiju u
pocetnoj upalnoj fazi, ali se nalaze i u hondrogenoj fazi cijeljenja. BMP - 3b (GDF 1) i BMP -
6 pokazuju najvecu koli¢inu 7. dana, kada se obilno nalaze i BMP - 3, 4 i 5. U osteogenoj fazi

visok nivo ekspresije pokazuju BMP -1, 2, 3, 3b, 4,5, 6 ,7 i 8A. U osteogenoj fazi BMP - 3 i
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BMP - 4 pokazuju svoj najvisi nivo, BMP - 7 i 8A se gotovo isklju¢ivo nalaze izmedu 14. i

21. dana cijeljenja.

Ishidou i sur. (81) su utvrdili da 7. dana nakon koStanog prijeloma, BMP - 2, BMP - 4
i BMP - 7 intenzivno rastu u hondroprogenitornim stanicama te se povecava broj hondrocita
uz frakturnu pukotinu gdje se zbiva enhondralno okoStavanje, a opada s daljnjim
sazrijevanjem hondrocita. Bojenje na BMP - 7 je vrlo oskudno, a ponekad i odsutno, u
hondrocitima hrskaviénih oto€i¢a 14. dana prijeloma. Medutim ekspresija BMP - 2 i BMP - 4
je prisutna stalno u hrskavi¢nom tkivu do kasne faze kostanog cijeljenja. To dokazuje da BMP
- 2 i BMP - 4 imaju vaznu ulogu u koStanom cijeljenju i remodeliranju kosti. BMP - 7 je
takoder prisutan ali sa razli¢itom vremenskom ekspresijom, Sto sugerira da pojedini BMP

imaju razlicite uloge u hondroosteogenezi.

Ishidou i sur. (81) su imunohistokemijskim tehnikama ispitali i ekspresiju BMP
receptora tijekom kostanog cijeljenja u Stakora. Kod zdrave kosti ekspresija BMP tip 1A i tip
IB receptora se uocava u osteoblastima periosta. Kod prijeloma bedrene kosti, 3 dana nakon
ozlijede ekspresija BMP tip 1A i tip IB receptora je pod nadzorom osteogenih stanica periosta
blizu krajeva kostanih ulomaka. To je ista lokacija gdje su Bostrom i sur. (82) i Ishidou i sur.
(81) uocili pojac¢anu ekspresiju BMP-a, a Nakase i sur. (83) porast BMP4 mRNA. U toj ranoj
fazi uoceni su tip 1A receptori i u fibroblastima. Sedmog dana nakon ozlijede, tip 1A i tip 1B
receptori uoceni su u vretenastim stanicama slicnim fibroblastima, hondrocitima i centrima
enhondralne osifikacije te u osteoblastima novostvorene trabekularne kosti. Ekspresija BMP
tip IA receptora je bila jaca od BMP tip IB receptora u osteogenom sloju 3. dana te u
osteoblastima trabekularne kosti 7. dana. Imunohistokemijsko bojenje hondrocita bilo je
manjeg intenziteta nakon diferencijacije. Ekspresija tip IA receptora pokazala se 14. dana

nakon ozlijede na istim lokacijama, ali manjeg intenziteta. Bojenje tip Il receptora je bilo
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manje intenzivno od BMP tip 1A i tip IB receptora. Receptori za aktivin- aktivin receptor I,
aktivin receptor IB, aktivni receptor II i aktivin receptor IIB imali su razli¢itu ekspresiju u
nezrelim i zrelim hondrocitima hrskavice uz frakturnu Supljinu gdje se aktivin slabo oboji.
Aktivin receptori, izuzev aktivin receptor IB, mogu djelovati kao receptori za koStane
morfogenetske proteine. Isti rezultati sugeriraju da BMP receptori, naro¢ito BMP tip |
receptori, ostvaruju interakcije razli¢itih kostanih morfogenetskih proteina tijekom kosStanog

cijeljenja.

Hu i sur. (84) su opisali djelovanje BMP - 7 na stvaranje kalusa ex vivo na Stakorima
sa prijelomom mandibule sa usporenom osteogenezom. Stakori su podijeljeni u tri grupe:
prvoj grupi u podrucju distrakcije mandibule su injicirane autologne mezenhimalne mati¢ne
stanice koStane mozdine obiljezene sa BMP - 7, drugoj neobiljeZene mezenhimalne mati¢ne
stanice, a tre¢oj fiziolo§ka otopina. Stakori su Zrtvovani nakon 2 i 6 tjedana, te su uéinjene
radioloske, histoloske i imunohistokemijske pretrage, skenirajuc¢e analize elektronskim
mikroskopom, te je mjeren omjer kalcij/fosfor. Grupa A je pokazala vece stvaranje kalusa i
raniju mineralizaciju kalusa, dok izmedu grupa B i C nije bilo razlike. Ekspresija BMP - 7 je
bila mnogo ja¢a u A grupi. Rezultati ove studije sugeriraju da BMP - 7 apliciran putem
mezenhimalnim mati¢nih stanica moze ubrzati stvaranje kalusa kod produzenog kostanog
cijeljenja te olakSava konsolidaciju. Lokalna genska terapija moZe biti alternativno ili
dopunsko lijecenje kod produzenog kostanog cijeljenja, pogotovo kod bolesnika kod kojih je
osteogeni potencijal kompromitiran npr. osteoporozom, teSkim traumama, terapijom

zra¢enjem kod onkoloskih bolesnika.

BMP - 14 je manje poznati hondrogenetski BMP iz skupine cinitelja rasta i
diferencijacije GDF ( engl. growth and differentiation factor) koji su izolirani iz hrskavi¢nog

matriksa te su nazvani i hrskavi¢no proizaslim proteinima CDMP (engl. cartilage derived
20



morphogenetic proteins). Poznat je i kao GDF - 5 ili CDMP - 1. Izoliran je iz zglobne
hrskavice goveda i pokazuje homologiju sa grupom BMP - 5, - 6 i - 7. Osim Sto je poznata
njegova uloga u stvaranju kosti i cijeljenju tetiva, dokazano je da utjece na enhondralnu
osifikaciju (85). Budu¢i da je enhondralno cijeljenje prirodni nacin cijeljenja kostiju, kada su
kostani ulomci pomicni, vjerojatno je da ¢e deficit BMP - 14 usporiti koStano cijeljenje.
Dokazano je da njegova ektopi¢na implantacija intramuskularno uzrokuje stvaranje hrskavice

I kosti (86). BMP - 14 potice proliferaciju i hipertrofiju hondrocita (85,87).

Cheng i sur. (88) su dokazali da BMP-14 moZe potaknuti osteogenezu u zrelih
osteoblasta. Brahipodi (bp) miSevi imaju mutaciju u genu za BMP - 14. Bp miSevi pokazuju
anomalije u duzini i broju kostiju ekstremiteta, ali bez anomalija aksijalnog skeleta.
Ekspresija BMP - 14 je naglaSena u podru¢ju buducih sinovijalnih zglobova (89). Posljedi¢no
tome, u bp miSeva se uocavaju dislokacije u koljenom i noznom zglobu. Smatra se da su te

kosStane anomalije, barem djelomi¢no, uzrokovane poremacajima u hondrogenezi (90).

Chabra i sur. (91) su ispitali utjecaj BMP - 14 na kostano cijeljenje prijeloma bedrene
kosti u bp miSeva. Prijelom je stabiliziran intramedularnim ¢avlom. Kontrolnu grupu ¢inili su
zdravi, heterozigotni miSevi. Ispitivanja su uéinjena 4, 7, 10, 14, 21, 28, 35. i 42. dan.
HistoloSka analiza potvrdila je radioloske i biokemijske analize, dokazujuéi razliku u
cijeljenju grupe bp misSeva i kontrolne grupe. Dokazana je razlika u koli¢ini hrskavice i
zastupljenosti stanica izmedu ispitane i kontrolne grupe u svim vremenskim razdobljima, ali
najveca razlika se uocavala 7. i 10. dan. U bp grupi 7. dan dokazan je znatan kalus, ve¢inom
saCinjen od fibroblasta i upalnih stanica, rijetki hondrociti i vrlo malo hrskavi¢nog tkiva. U
kontrolnoj grupi kalus je bio sadinjen uglavnom od hondrocita, obilna crveno obojena
hrskavica i pocetno stvaranje nove kosti. U kontrolnoj grupi 10. dan vecinu kalusa ¢inile su

guste nakupine hondrocita okruzene slojem novoformirane kosti. Kalus je bio izraZenije
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crveno obojen nego 7. dana, pokazujuci hipertrofiju hondrocita i povecano Stvaranje
hrskavice. U bp grupi 10. dan kalus je vrlo malo sazrio, sa neznatno vise hondrocita. U
kontrolnoj grupi 14. dan kalus je bio formiran od trabekularne neorganizirane kosti, sa
ostacima hrskavice u sredistu koStanog kalusa. U bp grupi 14. dan uocavalo se pocetno
stvaranje koStanog tkiva, koje je bilo dezorganizirano, s jos obilnim prisustvom hrskaviénih i
vezivnih stanica. Kontrolna grupa 21. dan pokazala je daljnju progresiju kostanog cijeljenja i
uspostave kontinuiteta kosti, te potpunu resorpciju kalusa 35. dan. U bp grupi potpuno
spajanje koStanih fragmenata se nije uocilo do 28. dana, normalna koStana arhitektura se nije
uspostavila do kraja studije sa joS prisutnim koStanim defektom 42. dan. Biokemijske analize
su pokazale porast glukozaminoglikana 7. dana, maksimalne vrijednosti 10. dana te pad
vrijednosti 14. dana u obje grupe. Medutim, kontrolna grupa je imala 3x ve¢u maksimalnu
vrijednost glukozaminoglikana od bp grupe. Takoder je uocena statisticki znacajna razlika
izmedu bp i kontrolne grupe 7. i 10.dana. Radioloske pretrage takoder su pokazale u
kontrolnoj grupi brze i vece stvaranje kalusa. U bp grupi je zapaZen manji kalus koji se poceo
formirati 1 do 2 tjedna kasnije od kontrolne grupe. Najveca razlika izmedu dviju grupa uoc¢ena
je 14. dana. Zaklju¢no, kod BMP - 14-deficitnih miSeva dokazano je radioloski, histoloski i
biokemijski usporeno kosStano cijeljenje. RadioloSke pretrage su pokazale kvalitativno i
kvantitativno usporeno stvaranje kalusa. Histoloski, kod BMP - 14-deficitnih miSeva kalus je
bio dezorganiziran, sadrzavao je vise vezivnih i upalnih stanica, manje hrskavi¢nog matriksa,
s odgodenim stvaranjem kosti. Ove razlike su bile najevidentnije u ranoj fazi cijeljenja.
Resorpcija kalusa prosje¢no je bila odgodena 2 tjedna, kod bp grupe zavrSno 42 dana, kod
kontrolne grupe 28 dana. Dobiveni rezultati dokazuju vaznu ulogu BMP - 14 u koStanom

cijeljenju.
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U ranoj fazi cijeljenja manjak BMP - 14 moze promijeniti stani¢nu zastupljenost i
diferencijaciju hondrocita i time promijeniti uobicajeni mehanizam koStanog cijeljenja.
Manjak BMP - 14 dovodi do abnormalnosti u hondrogenezi i sazrijevanju hondrocita. Zna se
da BMP - 14 utjeCe na hondrogenezu tako da povecava proliferaciju hondrocita kao i

stani¢nu adheziju u ranoj hondrogenezi (90).

Dosadasnja istrazivanja potvrduju da BMP - 14 pokazuje ekspresiju u ranijoj fazi
cijeljenja za vrijeme trajanja hondrogeneze dok BMP - 7 pokazuje najja¢u ekspresiju u fazi
osteogeneze za vrijeme najintenzivnijeg formiranja kosti i resorpcije kalcificirane hrskavice
(92). BMP - 14 utjece na enhondralno kostano cijeljenje. Deficit BMP - 14 sprijecava koStano

cijeljenje time $to usporava, odgada stani¢nu obnovu i diferencijaciju hondrocita (91).

Tsumaki i sur. (93) su ispitivanjem na misevima utvrdili da BMP - 14 inducira
hipertrofiju hondrocita. U toj studiji je dokazano da BMP - 14 ima jaku ekspresiju kod ne-
hipertrofi¢nih hondrocita, te u manjoj mjeri kod hipertroficnih hondrocita, osteoblasta i

ponekih osteocita.

Kwong i sur. (94) su ispitali regionalnu i stani¢nu distribuciju BMP - 2 i BMP - 14, te
njihovih inhibitora noggina i chordina, u kostanog prijeloma kod bolesnika koji su podvrgnuti
kirurskom lijeCenju. HistoloSke analize su pokazale heterogenost kostanog cijeljenja.
Prikazana su podrucja hematoma, vezivnog tkiva, nezrelog koStanog tkiva i zrele lamelarne
kosti, te hrskavice. Zato je stvaranje kalusa grupirano u 3 stadija: 1. stadij hematoma i
granulacijskog tkiva; 2. stadij definitivno stvorenog matriksa sa stvaranjem hrskavice i /ili
kosti; 3. stadij remodeliranja matriksa. Imunohistokemijske analize su pokazale poveéanu
ekspresiju sva Cetiri proteina u podru¢ju enhondralne osifikacije, sa neSto varijacija u

stani¢noj zastupljenosti. Oba BMP inhibitora, noggin i chordin, pokazali su jacu ekspresiju u
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podru¢jima formiranja hrskavice i nije bilo znacajne razlike u u njihovoj ekspresiji izmedu
hipertroficnih 1 ne-hipertroficnih hondrocita. Medutim, ekspresija noggina pokazala se u
aktivnim osteoblastima u podru¢ju formiranja kosti te je njegova ekspresija bila takoder
izrazena u endotelnim stanicama novostvorenih krvnih zila u koStanom kalusu. Ekspresija
chordina u osteoblastima je bila minimalna. Ekspresija BMP - 2 i BMP - 14 bila je jace
izrazena u podru¢jima stvaranja hrskavice dok je u podrucju formiranja kosti bila slabijeg
intenziteta. Unutar podrucja formiranja hrskavice, ekspresija BMP - 2 i BMP - 14 bila je jace
izrazena u ne-hipertrofiénim hondrocitima. Od sva cetiri proteina BMP - 14 je pokazao
najjacu ekspresiju u koStanom cijeljenju. Veéi broj ne-hipertroficnih hondrocita bilo je
imunopozitivno na BMP - 14 i intenzitet bojanja takoder jaci nego u hipertrofi¢nih
hondrocita, sa statisticki znaajnom razlikom. Ekspresija BMP - 14 prikazana je i u
osteoblastima i fibroblastima, ali je najjaca ekspresija ipak bila u podru¢jima stvaranja

hrskavice.

U 1. i. 3. stadiju cijeljenja nije uocena ekspresija BMP ili njihovih inhibitora. Tu
ukazuje da ne postoji endogena ekspresija BMP - 2 i BMP - 14, noggina i chordina u fazi
hematoma i remodeliranja matriksa. Ekspresija BMP - 2 i BMP - 14 bila je stalno izrazena
kod osteoblasta te povremeno i osteocita. Ekspresija noggina, te u manjoj mjeri i chordina,
takoder je bila u osteoblasta, dok nije bila evidentirana u osteocita. Ekspresija odnosa BMP i
BMP inhibitora bila je ja¢a u podrucjima u kojima su dominirali ne-hipertrofi¢ni hondrociti,
usporedujuci sa podru¢jima gdje su dominirali hipertrofi¢ni hindrociti. Kwong i sur. na osnovi
dobivenih rezultata ekspresije BMP i njihovih inhibitora u podru¢jima formiranja hrskavice,
zakljucuju da postoji snizeni gradijent BMP liganda kada hondrociti mijenjaju morfologiju iz
ne-hipertrofi¢nih u hipertrofi¢ni fenotip. Zakljuéuju da odnos BMP i njihovih inhibitora moze

utjecati na trajanje enhondralnog koStanog cijeljenja.
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Osim §to je vazan faktor u razvoju kostiju i zglobova, BMP - 14 ima vaznu ulogu i u
razvoju srediSnjeg ziv€anog sustava. Povecava prezivljavanje neurona koji reagiraju na
neurotransmiter dopamin Sto se potencijalno moze iskoristiti u lije¢enju Parkinsonove bolesti

(95).

1.2. CIJELJENJE MISICA I TETIVA

Nakon ozljede tetive uslijedi upalna reakcija, zatim reparatorni procesi i procesi
remodeliranja novog tkiva. Ozljeda tetive rezultira oSteCenjem stanica i matriksa, Sto dovodi
do upale tetive. Upala ukljuéuje vaskularni i celularni odgovor koji brani organizam od
infekcije, uklanja nekroticno tkivo i1 poti¢e procese cijeljenja. U pocetnoj, upalnoj fazi,
eritrociti i ostale upalne stanice, narocito neutrofili, migriraju u mjesto ozljede. U prva 24 sata
nakon ozljede, dominiraju monociti i makrofazi, te se odvija fagocitoza nekroti¢nog tkiva.
Oslobadaju se vazoaktivne i kemotaksi¢ne supstance te povecava vaskularna permeabilnost,
zapoCinje angiogeneza, stimulira se proliferacija tenocita i mobilizira viSe upalnih stanica.
Jedan od srediSnjih procesa u cijeljenju tkiva predstavlja angiogeneza, tj. nastanak krvnih Zila
iz ve¢ postoje¢ih. Jedan od najvaznijih ¢imbenika koji modulira angiogenezu je VEGF - A.
Tenociti postepeno putuju prema mjestu povrede, te zapocinje sinteza kolagena tipa III.
Nakon nekoliko dana zapocinje proliferativna faza. Sinteza kolagena tipa III doseze svoj
vrhunac i traje par tjedana. Povecana je koncentracija glukozaminoglikana i vode. Nakon
otprilike Sest tjedana zapocinje faza pregradnje kada opada broj stanica i smanjuje se sinteza
kolagena i glukozaminoglikana. Ova treca faza moze se podijeliti u fazu konsolidacije i fazu
sazrijevanja. Faza konsolidacije zapocinje oko 6. tjedna i traje do 10. tjedna. U tom razdoblju
sve je manje celularnih elemenata a sve vise fibroznih vlakana. Metabolizam tenocita je
povisen, te se tenociti 1 kolagena vlakna nalaze rasporedeni duz crte ozljede. U tom razdoblju

stvara se viSe kolagena tip 1. Nakon 10 tjedana nastupa faza sazrijevanja kada se vezivno
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tkivo postepeno zamijenjuje oziljkastim tkivom tetive i traje oko godinu dana. U drugoj

polovici ove faze opada vaskularizacija i metabolizam tenocita (96-105).

U cijeljenju se aktivira ¢itavi niz isprepletenih radnji a sve zapoc€inje nakupljanjem
fibrina koji popunjava nastali defekt u tetivnom tkivu. Daljnjim procesima dolazi do stvaranja
kolagenog vlakna, a tkivni makrofagi poticu neovaskularizaciju i transformaciju fibrina u
fibrovaskularno granulacijsko tkivo. Ozljedeno tkivo bude proZeto fibroznim tkivom koje ima
malu snagu rastezanja tetive. Krajnji rezultat cijeljenja, odnosno reparacije je formiranje
vezivnotkivnog oZiljka s longitudinalno usmjerenim vlaknima kolagena tipa I. Kolagen tipa |
proizvod je deferenciranijih tenocita. Ovo tkivo moZe vratiti tetivi njen kontinuitet, ali joj ne
osigurava dovoljno snage i elasticiteta. Takoder postoji mogucnost nastanka adhezija koje
potom ugrozavaju fiziolosku funkciju tetive. Cijeljenje obuhvaca i niz reakcija tkiva koje

okruzuje ozljedenu tetivu. Rezultat je fibroplazija mase kolagenog oziljkastog tkiva.

Cijeljenje tetive se odvija proliferacijom tenocita ili prodorom stanica iz susjedne
sinovije. Tenociti proizvode vece koli¢ine i zrelija kolagena vlakna od stanica epitenona
(106). Stanice epitenona sintetiziraju kolagen na pocetku cijeljenja tetive, dok stanice

endotenona sintetiziraju kolagen u kasnijoj fazi (107,108).

Proces cijeljenja misic¢a takoder zapoc€inje upalnom reakcijom na mjestu ozljede koja
dovodi do uklanjanja oStecenog tkiva nakon Cega se nastavljaju procesi cijeljenja. Krvarenje
koje nastaje u podru¢ju ozljede predstavlja osnovu za proces zarastanja ozlijedenih misi¢nih
vlakana. U ranoj fazi miSi¢ne ozljede, aktiviraju se mononuklearne stanice, prvenstveno
upalne stanice. Aktivacijom upalnih stanica u ozlijedenom misi¢u odasilje se kemotaksi¢ni
signal i cirkuliraju¢im upalnim stanicama (109,110). Kao i kod ozljede tetive, neutrofili su

prve upalne stanice koje se pojavljuju u ozlijedenom misi¢u, a potom dominiraju makrofagi.
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Makrofagi infilitriraju ozlijedeno podrucje i fagocitiraju stani¢ni detritus te utjeCu na misi¢nu
regeneraciju aktivirajuéi miogene stanice (111,112). Slijede procesi reparacije u kojima
stani¢na proliferacija ima vaznu ulogu. Uslijedi aktivacija miogenih stanica koje proliferiraju,
deferenciraju, Sto rezultira stvaranjem novih miofibrila. Novija istrazivanja podupiru
vjerojatnu ulogu mati¢nih stanica u procesu regeneracije misica. Mati¢ne stanice proizasle iz
kostane srzi i miSi¢a doprinose stvaranju satelitskih stanica i novih miofibrila nakon ozljede.
Aktivacija odraslih satelitskih stanica je klju¢ni element u ovom procesu. Satelitske stanice, ili
miosatelitske stanice, su male vretenaste stanice sa jednom jezgrom, gotovo bez citoplazme,
koje se uslijed podrazaja (npr. ozljede) aktiviraju te stapaju u nova misi¢na vlakna. Nalaze se
u zrelom miSiéu, u stanicnoj membrani (sarkolemi), stisnute izmedu vanjskog (bazalne
membrane) i1 unutrasnjeg sloja (stanicna membrana ili plazmalema) stanicne membrane.
Sposobne su povecati postoje¢a misi¢na vlakna kao i stvoriti nova vlakna. One predstavljaju
najstariju znanu mati¢nu stanicu. Uklju¢ene su u normalan razvoj misic¢a kao i u regeneraciju
miSi¢a nakon ozljede ili bolesti. U zdravom, neoSte¢enom misi¢u, veéina satelitskih stanica
miruje, dok se kod ozljeda one aktiviraju. Kada se misi¢no vlakno osteti i propadne satelitske
stanice prezive. Oslobadaju se mirne satelitske stanice koje se nalaze ispod bazalne
membrane, postaju aktivne i uklju¢uju se u stani¢ni ciklus. Dijele se i diferenciraju u nove
forme. IGF - 1 (engl. insulin-like growth factor-1), inzulinu-slican ¢imbenik rasta, potice
proliferaciju satelitskih stanica. Jedna od prvih opisanih uloga IGF - 1 bila je uloga u
proliferaciji i diferencijaciji satelitskih stanica. Iz satelitskih stanica nastaju mioblasti koji se
onda spoje u miotubus i iz toga nastaje novo vlakno. Stvaraju se nova misSi¢na vlakna.
Temeljne morfoloske karakteristike vidljive na poprecnom presjeku miSi¢a su novostvorene
miofibrile koje su manjeg promjera i centralno smjestene jezgre. Cesto su bazofilne, 3to
odrazava visoku sintezu proteina. U kasnijoj fazi reparacije miSi¢a, miofibrile su veceg

promjera a jezgra putuju prema periferiji misi¢nog vlakna.
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1.3. UDARNI VAL

Tijekom kasnih osamdesetih godina udarni val poceo se primjenjivati u lijeCenju
raznih kroni¢nih stanja na mekim tkivima lokomotornog sustava - za kroni¢ne sindrome
prenaprezanja, ponajprije za inzercijske i neinzercijske tendinopatije, sa ili bez kalcificirajucih
depozita. NajéeS¢e je primjenjivan kod bolnog ramena (sindrom rotatorne manZete,
kalcificirajuci tendinitis), epikondilitisa lakta, plantarnog fascitisa, petnog trna, upale Ahilove
tetive (113-117). Kasnije se udarni val poceo primjenjivati i kod odgodenog koStanog
cijeljenja, pseudoartroza, asepticne nekroze glave nadlakti¢ne kosti i glave bedrene kosti,
osificiraju¢eg miozitisa (118-125). Za razliku od lijecenja u urologiji, glavni terapijski cilj u
fizijatriji 1 ortopediji nije destrukcija tkiva ve¢ stimulirati regeneraciju tkiva. To je moguce
zahvaljuju¢i moguc¢noscu konverzije mehanicke stimulacije u niz bioloskih reakcija na
tkivnom nivou. Taj mehanizam se ispoljava u svim stanicama koje reagiraju na fizicku
stimulaciju. Udarni valovi proizvode mikrotraume koje poti¢u bioloske procese obnove tkiva:
povectava se sposobnost samoobnove tkiva, poboljSava se metabolizam, povecava

vaskularizacija te se ozlijedeno tkivo regenerira.

Udarni valovi su u osnovi zvu¢ni valovi koji putuju kroz tkivnu tekuc¢inu brzinom
zvuka. To su zvucni valovi visoke energije, proizvedeni od specificnih generatora koji se
putem posebnog prijenosnog sitema prenose u tijelo i precizno se fokusiraju na podrucje koje
se zeli tretirati. To su zvuéni valovi poput npr. zvuka groma, buke eksplozije, aplauza mase,

zrakoplova koji probija zvu¢ni zid.

Od klasi¢nog ultrazvuka se razlikuju po frekvenciji i po tome §to mogu doseé¢i mnogo
vece gradijente tlaka, i do 1000 puta vece. KinetiCka energija se pretvara u akusti¢nu energiju

valova visoke amplitude, kratkog trajanja i naglog povecanja tlaka. Karakterizirani su
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velikim pozitivnim 1 malim negativnim tlakom (slika 1). Specifi¢ni su po brzom porastu
amplitude vala i kratkom trajanju (u milisekundama). Definiraju se kao puls tlaka slijedecih

karakteristika:

o veliki pozitivni-mali negativni tlak

o nagli porast amplitude vala, tj. naglo povecanje tlaka (u vremenu od 5-10 ns)
o kratko vrijeme trajanja (1 ps do 20 us)

o visoka pozitivna amplituda tlaka

10 do 100 MPa = 100 do 1000 bar (1 bar = 10° Pa)

o niska negativna amplituda tlaka (do - 10 MPa)

o Sirok spektar frekvencija od 1 Hz do 1 MHz

p tlacna komponenta

maksimalnitlak
10-100 MPa

vlaéna komponenta

L 3 |
|
vrijeme porasta

<1ps P =110P,

Slika 1. Karakteristike udarnog vala (1)
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Puls tlaka velike amplitude generira se izvan pacijentova tijela, a njegova se energija
koncentrira na ciljano podrucje u tijelu. Bez vecih gubitaka prolazi kroz vodeni medij (gel) i
prodire u meko tkivo. Pozitivna amplituda udarnog vala op¢enito je mnogo veca od negativne.
Za terapijsku primjenu ove vrijednosti su nize, posebno maksimalna amplituda tlaka iznosi
otprilike 15 MPa, duljina impulsa od 10 do 20 ps, a frekvencija od 1 do 25 Hz. Postoje viSe
vrsta uredaja koji proizvode fESW i1 rESW, sa moguénos$¢éu pojedinacne i kombinirane
primjene (slika 2). Tretman se u pravilu provodi bez lokalne anestezije i traje od oko 15 do 30

minuta. Preporucen broj tretmana je 3 - 5, frekvencija tretmana unutar 5 - 10 dana (1).

Wia o)

4 i

A 1]

A £
=

|

Swiss DolorClast’ I —

Slika 2. Prikazan je uredaj SWISS DUOCLAST® (EMS - Electro Medical Systems),
koji ima dva aplikatora: DOLORCLAST za radijalni udarni val i PIEZOCLAST za fokusirani

udarni val. Generator fokusiranog udarnog vala je piezoelektri¢ni.
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Postoje Cetiri na¢ina stvaranja udarnog vala (slika 3).

fESW stvaraju se:
. elektrohidraulicki
o elektromagnetski i
o piezoelektricki,

a rESW stvaraju se

o pneumatskim kompresorom

.'.I"'.- '_;IL 1' : qll.r:': 1_‘.
. s
e
A - . —— Ir‘:'_:...‘.‘1 —
- — — -
ot
= elektro- piezoelektricru elektro- -
T hidraulicki magnetski pneumaticn
= |
z — 1o
g folktusiram radijalm
udarm wval udarni val

Slika 3. Nacini stvaranja udarnog vala

Elektrohidraulicki generator - sustav sacinjavaju dvije elektrode smjeStene unutar
komore ispunjene vodom. Ukljucenje elektroda u strujni krug dovodi do trenutne evaporacije
vode sa formiranjem pozitivnog tlacnog vala koji se potom reflektira na tretirano podrucdje.
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Ovi su generatori relativno jeftini, ali mogu tretirati manje povrsine zbog ¢ega se postizu vece
koncentracije energije u tkivima kroz koja prolazi val da bi dostignuo ciljano podrucje.
Takoder dolazi do troSenja elektroda Sto ima kao posljedicu nepravilnu produkciju udarnog
vala.

Elektromagnetski generator - sustav sacinjavaju plocasta ili cilindri¢na bobina. Prolaz
struje kroz bobinu putem indukcije magnetskog polja izaziva ekspanziju membrane koja ju
okruzuje. fESW fokusira se na ciljano podrucje.

Piezoelektricni generator - sustav saCinjavaju piezokeramicki elementi smjesteni na
jednoj hemisferi. Djelovanjem elektricnog polja na kristale uzrokuju se mehanicke
deformacije koje generiraju udarne valove. Raspored piezoelektri¢nih elementa na povrSinu
oblika hemisfere omogucuje fokusiranje valova, sa smanjenjem energije dalje od fokusa.

Najveéu razliku medu generatorima ¢ini veli¢ina fokusa. Sto je manji fokus preciznija

je isporuka energije to¢no na mjesto oste¢enja uz minimalni rasap energije na okolno tkivo.

fESW, stvoreni od raznih generatora, konvergiraju u centralnu to¢ku zvanu spot ( engl.
mjesto, mrlja; fokus, ciljna tocka) u kojoj se emitira maksimalna tlatna energija. Spot
predstavlja terapijsku zonu. Spot moze biti razli¢itih veli¢ina i oblika, ovisno o upotrebljenoj
tehnologiji raznih aparata udarnih valova. Spot je trodimenzionalni volumen, npr. ovoidan ili
cilindri¢an, koji ima jednu vecu os i dvije manje osi sli¢nih dimenzija. To ne znaci da se
fizi¢ki utjecaji fESW odraZzavaju samo u podrucju spota, ve¢ se odrazavaju i izvan njega, ali
manjeg intenziteta. Pozitivan visoki tlak i brzi uspon vala odgovorni su za direktno djelovanje
ESW i odrazava se u podrucju tkiva razli¢itih gusto¢a, kao §to su npr. meka tkiva i
mineralizirana tkiva. PoSto kalcifikati ne posjeduju jednu organiziranu strukturu tipa protein-
minerali, fragilniji su od koStanog tkiva. Visoki tlak i kratko vrijeme porasta amplitude

uzrokuju vrlo veliku napetost na povrSini te se struktura materijala lomi. Negativan tlak je
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odgovoran za indirektan ucinak. Negativan val dovodi do lokalne redukcije tlaka te nastaju
kavitacijski mjehuri¢i. Pod utjecajem velikog pozitivnog tlaka komprimira se mjehur radijusa
1 mm unutar nekoliko ps. Kada se mjehur komprimira, tlak unutar mjehura raste te moze doc¢i
do prskanja mjehura. Mjehuri nekontrolirano kolabiraju, a ti kolapsi generiraju nove udarne
valove. Interakcija izmedu udarnih valova i mjehura naslonjenih na povrSinu tkiva generira
tzv. ,, water jets“ (engl. mlazove tekucine) (slika4). Ako tako kreirani mlaz teku¢ine dode u

dodir sa povr§inom materijala (ili tkiva) kreirat ¢e otvor u povrsini.

Slika 4. Kavitacijski mjehuri - visoki pozitivan tlak i brzi porast amplitude vala izazivaju
veliku napetost na povrSini mjehura. Kada se mjehur komprimira, tlak unutar mjehura raste te
moze do¢i do prskanja mjehura. Negativan tlak uzrokuje lokalnu redukciju tlaka, stvaraju se

kavitacijski mjehuri koji zbog produZenog negativnog tlaka rastu.

fESW se apliciraju putem aplikatora (slika5). Izmedu aplikatora i terapijskog podruéja

postavi se transmiter, tj. vrecica ispunjena vodom ili gelom, koja ima ulogu prijenosa udarnih
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valova, ali i regulacije dubine prodiranja. Pojedini aparati imaju mogucnost mjenjanja
koli¢ine tekucine u transmiteru, dok drugi imaju moguénost mijenjanja samog transmitera
raznih veli¢ina i oblika, da bi se postigla zeljena dubina prodiranja udarnih valova. Dubina
prodiranja moze se precizno odrediti u zoni izmedu 5-60 mm ispod povrSine koZe. To ovisi 0

veli¢ini transmitera, ali i 0 gustoéi energije udarnog vala.

Slika 5. Aplikator za fokusirani udarni val

TERAPIJSKI PARAMETRI fESW:

e gustoca energije - izrazava energiju preneSenu po jedinici povrsine na terapijsku zonu
(spot). Mijeri se u mJ/mm2. Na osnovi gusto¢e energije ESW se djele na udarne

valove male energije, srednje energije i velike energije (tablica 2).
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Tablica 2. Gustoca energije fokusiranog udarnog vala

Energija mJ/mm?
mala 0.005-0.12
srednja 0.12-0.28
velika 0.28-15

e Dbroj udara - po tretmanu mora biti programiran, uobic¢ajeno od 1000 — 5000 udara.
Ovisi o patologiji i o tkivu koje se tretira. Kod upalnih bolesti upotrebljava se manji
broj udara (1000 - 2000), a veéi (> 3000) kod npr. pseudoartroza.

o frekvencija - generatori mogu dostaviti impulse razli¢itih frekvencija, $to je vazno
zbog bolje podnosljivosti bolesnika u tretmanima sa velikom gusto¢om energije. U tim
slu¢ajevima bolesnik moze manifestirati nelagodu ili bol, te je omoguceno da se
smanji bol smanjivanjem frekvencije impulsa. Frekvencija impulsa varira uglavnom
od1-10 Hz.

e dubina prodiranja - 0 - 60 mm, regulira se putem transmitera.

U novijem vrijeme pocinju se koristiti aplikatori koji proizvode nefokusirani ili rESW,
Pneumaticni kompresor proizvodi balisticki zra¢ni udar koji potiskuje zrno u aplikatoru na
njegovu povrsinu (npr. proizvodi se isti balisti¢ki zra¢ni udar kao kod ubrzavanja metka u

cijevi oruzja) (slika 6).
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Slika 6. Balisticka tehnika stvaranja radijalnog udarnog vala

Energija se radijalno rasprSuje iz aplikatora u dodirno tkivo. Najveéa energija
proizvodi se na povrsSini aplikatora pa je snazan atak na samu kozu i potkozje, a
proporcionalno opada sa udaljeno$¢u od aplikatora (slika 7). Aplikator se pomice po bolnim
tockama aficiranog segmenta. Radijalnom primjenom se iskoriStavaju prvenstveno troficke
sposobnosti i izazivanje hiperemije, a manje destruktivne sposobnosti udarnog vala. Cilj
tretmana je pojacati vaskularizaciju i pospjesiti prirodni ,,wash-out* organizma- otplavljuju se

Stetne a donose hranjive tvari.
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Slika 7. Aplikator za radijalni udarni val

TERAPIJSKI PARAMETRI rESW:

e gustoca energije — varira od 0,01 - 0,23 mJ/mm?

o tlak-1-4bara

e broj udara — po tretmanu od 10 - 2000 udara ukupno. Uglavnom se aplicira od 400 do
500 udara po tocki aplikacije.

o frekvencija- 1-10Hz

e dubina prodiranja - 0 - 35 mm, regulira se putem transmitera.

Prednosti lijeCenja ESW su §to je to neinvazivna metoda lijeCenja koja se dobro
podnosi, tijelo se ne ostecuje lijekovima (osim kratkotrajnog ucinka ev. lokalne anestezije),

pruza mogucnost izbjegavanja kirurSkih zahvata 1 popratnih rizika.

37


http://www.google.it/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&docid=GBbmtIvxUIkk2M&tbnid=JD8UXKn7TuHWeM:&ved=0CAgQjRwwAA&url=http://shockmaster.preview.sanmax.be/it/shockwave-therapy&ei=q8HFUbDvN6uO4gSqjIDQCg&psig=AFQjCNEq52DgzymTKf65DRitlnFR4imPtw&ust=1372001067967603
http://www.google.hr/url?sa=i&rct=j&q=&source=images&cd=&cad=rja&docid=nbN8W7bvDnlYfM&tbnid=IVinMDSG3idtyM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.spirehealthcare.com/alexandra/eswt/&ei=KYDFUe-BEMGZtAalqoH4Dg&bvm=bv.48293060,d.bGE&psig=AFQjCNFOQEGv1EQN0cVELUcuSLA0myhavw&ust=1371984263137113

Moguce nuspojave nakon tretmana udarnim valom su:

e crvenilo i oteklina na tretiranom podrucju
e privremeni gubitak osjeta i svrbez
e trenutno pojacanje boli odmah nakon tretmana

e hematom, petehije, oStecenje koze ukoliko su se prije terapije udarnim valom koristili

kortikosteroidi.

Nuspojave nastaju najcesce zbog djelovanja povecane gustoce energije na vaskularno i
ziv€ano tkivo, koje se samim tretmanom mogu oStetiti. Zbog toga se udarni val ne smije
koristiti u blizini kicmene mozdine, na kranijumu i grudnom kosu. Kod tretmana gdje se
koristi veéa gustoca energije, npr. kod primjene na kostano tkivo, na mjesto aplikacije mogu
se stvoriti manja potkozna krvarenja (petehije). Zbog djelovanja na nervne strukture moguce
su hiperestezije u podrucju inervacije doticnog zivca. Ipak, u vecine slucajeva ne registriraju

Se nuspojave.

Kontraindikacije primjene ESW su :

e prisutnost artificijalnog elektrostimulatora srca

e blizina struktura osjetljivih na ultrazvuk kao §to su mozak, ki¢mena mozdina, gonade,
epifize

e trudnoda, infekcije, neoplazme, koagulopatije, tromboflebitisi, i sl.

e Kortikosteroidna ili antikoagulantna terapija

Kada se aplicira na miSice ili tetive tretman je manje bolan ili ¢ak bezbolan, ali kada
udarni val pogada kosStano tkivo moze biti bolan zbog nadrazaja periosta koji je posebno

bolno osjetljiv. Uglavhom se intenzitet boli neposredno nakon tretmana smanjuje, da bi se
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nakon nekoliko sati (u vecernjim satima i tijekom noci) ponovno povecao, te slijedecih dana
po tretmanu progresivno smanjivao. Redukcija bolne komponente prethodi bioloSkom
oporavku tkiva Sto treba imati na umu, pogotovo kod sportasa, prilikom fizickih i sportskih

aktivnosti.

Do danas to¢an mehanizam djelovanja ESW na meka tkiva lokomotornog sustava nije
potpuno jasan (za razliku od jasnog mehanizma destrukcije urolita). Najces¢e spominjani
bioloski udinci jesu reaktivna hiperemija, angiogeneza, stimulacija fibroblasta, tenocita,
osteoblasta i hondrocita, te mehanizam mehanodestrukcije (1). Pozitivan visoki tlak i kratko
vrijeme porasta vala odgovorni su za direktni efekt- stvara se vrlo velika napetost na povrsini
tako da se struktura materijala lomi. Analgetski ucinak ESW objaSnjava se

hiperstimulacijskom analgezijom.

Mehanicki poticaj izaziva niz bioloskih reakcija na nivou tkiva (slika 8). Jedan od
glavnih bioloskih odgovora na mehanicku stimulaciju ESW jeste stvaranje dusi¢nog oksida
(nitric oxide, NO), koji poti¢e angiogenezu (stvaranje novih krvnih Zzila iz ve¢ postojecih
kapilara) (126). Angiogeneza je sama po sebi vazna faza u cijeljenju tkiva a uzrokovana je

raznim faktorima rasta i angiogenim faktorima (127).

Pojedine studije sugeriraju da mehanicki poticaj stvoren ESW- om moze imati
direktni u€inak na izvanstani¢ni matriks, S$to kasnije izaziva reakcije citoplazme i jezgre,
ovisne o eksperimentalnom modelu, gustoéi energije, broju impulsa i vrsti stanica (128).
ESW moze izazvati razne biokemijske reakcije stanica, koje utjeCu na rast, razvoj,

diferencijaciju, regulaciju apoptoze i ekspresiju gena (129).
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Slika 8. Bioloski mehanizmi kao posljedica djelovanja udarnog vala na misi¢nokostano tkivo

Endotelne stanice su posebno osjetljive na mehanicke podrazaje. Mehanicki podrazaji

induciraju hemodinamski odgovor endotelnih stanica u razli¢itim vremenskim periodima:

-rani odgovor: unutar nekoliko sekundi/minuta, karakteriziran aktivacijom ionskih

kanala i sekundarnih glasnika, kao np. NO;

- intermedijarni odgovor: unutar nekoliko minuta/sati, karakteriziran endocitozom,

stani¢nom diobom, genskom regulacijom;

- kasni odgovor: unutar nekoliko sati/dana, kada se prati strukturalna i funkcionalna

prilagodba endotelnih stanica posredovana NO (130).
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U literaturi postoji mnogo radova o rezultatima lijeCenja entezopatija, ali nedovoljno o
djelovanju ESW na kostano cijeljenje, uglavnhom ucinjena na eksperimentalnim zivotinjama

(131-133).

Kod pseudoartroza koje su lijeCene udarnim valom pocetno je dokazano odvajanje
periosta sa stvaranjem mikrofisura u kortikalnoj kosti i pucanje trabekula spongiozne kosti, te
subperiostalne hemoragije i stvaranje hematoma u mozdinskoj Supljini. U kasnijem tijeku
zbog hiperemije i neoangiogeneze izrazeno je protu-upalno djelovanje (,,wash-out* sistem -

otplavljuju se Stetne a donose hranjive tvari) (1,134).

Wang i sur. (131) svojim istrazivanjima su dokazali da fESW znacajno poboljSava
kostano cijeljenje nakon prijeloma. U ispitivanju na zeCevima sa prijelomom bedrene kosti,
fiksiran intramedularnom Kirschnerovom zicom, primijenjen je fESW gustoce energije 0,47
mJd/mm’, 2000 impulsa. Zivotinje su Zrtvovane u 12. tjednu. Dokazana je znacajno veéa jakost
kosti i povecano stvaranje kortikalne kosti, pojacana neovaskularizacija 1 angiogeneza.
Imunohistokemijske pretrage pokazale su poviSene faktore angiogeneze i osteogeneze -

VEGF - A, eNOS, PCNA i BMP - 2.

Wang i sur. (132) takoder su evaluirali djelovanje razlicitih doza fokusiranog udarnog
vala na koStanu masu i1 koStanu jakost nakon prijeloma bedrene kosti u zeceva. Podjeljeni su
u dvije grupe- grupu koja je dobivala ESW srednje energije 0,18 mJ/mmz2, 2000 impulsa i
grupu koja je dobivala ESW velike energije 0,47 mJ/mm?, 4000 impulsa. Ucinjena je
radioloska evaluacija, mjerena mineralna gustoca kosti, biomehanicka testiranja, mjerena
koli¢ina kalcija. U grupi koja je dobivala ESW velike energije dokazano je vece stvaranje

kalusa i viSe kalcija nego u grupi koja je dobivala ESW srednje energije i u kontrolnoj grupi.
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Biomehanicka mjerenja takoder su pokazala vecu cvrstocu i elasticnost u grupi koja je

dobivala ESW velike energije. U¢inak ESW pokazao se ovisan o primijenjenoj dozi.

Hsu i sur. (133) ispitali su djelovanje fESW na zeCevima sa prijelomom tibije.
Tretirani su fESW energije 0,32 mJ/mmz2, 5000 impulsa, frekvencije 1 - 2,5 Hz. Ze€evi su
podijeljeni u nekoliko grupa ovisno o broju tretmana- 2 odnosno 3, te ovisno o vremenu
zrtvovanja. Ucinjena su biomehanicka testiranja, radiografska evaluacija, mjerena mineralna
gustoca kosti te histoloSke analize. Dokazano je pozitivno djelovanje fESW na rano cijeljenje
koStanih prijeloma, dok su za kasnije djelovanje fESW potrebna daljnja ispitivanja Nije bilo
statisticki znaCajne razlike izmedu druge i tre¢e primjene udarnog vala. Biomehanicka
testiranja takoder su pokazala povoljno djelovanje fESW u ranijoj fazi, ali bez statisticki

znacajne razlike kod kasnijih ispitivanja.

Poznato je da ESW stimulira diferencijaciju mezenhimalnih mati¢nih stanica u
osteoprogenitorske stanice i inducira ekspresiju osteogenih Cinitelja rasta. Van der Jagt 1 sur.
(135) ispitali su da li i kako ESW djeluje na koStanu izgradnju, mikroarhitekturu kosti i na
mehanicka svojstva zdrave kosti u Stakora. Na tibiji je primijenjen fESW jakosti 0,3 mJ/mmg2,
1000 udara, frekvencije 3 Hz. U¢injen je SPECT i mikro-CT, histoloSke analize. Mjerena je
kostana izgradnja pomocu tehnecijum metilen difosfonata (99mTc - MDP). ESW je doveo do
izrazenog porasta 99mTc - MDP. Mikro-CT je pokazao porast trabekularne i kortikalne kosti
Sto je rezultiralo u povecanoj jakosti kosti. HistoloSke analize pokazale su oStecenje mekih
Cesti intramedularno i de novo stvaranje kosti sa aktivnim osteoblastima i osteoidom u
koStanoj moZzdini. Analiza koStanih mikrofraktura tretirane i kontrolne grupe nije pokazala

signifikantu razliku.
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Van der Jagt i sur. (136) ispitivali su moguénost upotrebe udarnog vala u lijeCenju
osteoporoze. Ispitivanje je izvrSeno na Stakorima kod kojih je ucinjena ovarijektomija u cilju
simuliranja osteoporoze ili je ucinjena lazna-ovarijektomija, te fraktura fibule. Analizirano je
djelovanje fokusiranog udarnog vala jakosti 0,16 mJ/mmz2, 5 Hz, 1000 i 2000 impulsa, na
kostano cijeljenje kod ovarijektomiranih i lazno-ovarijektomiranih Zzivotinja. Ucinjeni su
mikro - CT i histoloska ispitivanja. Dobiveni rezultati ukazali su na pozitivno djelovanje

nefokusiranog udarnog vala u ostepeniji i osteoporozi.

Wang i sur. (137) evaluirali su i djelovanje udarnog vala na ljudima . U bolesnika sa
prijelomima donjih udova (bedrena i goljeni¢na kost), kirurski lije¢eni vanjskim ili unutarnjim
fiksatorom, primijenjen je udarni val velike energije 0,62 mJ/mmz2, 6000 impulsa. Ispitan je
intenzitet boli VAS skalom, hod bolesnika (tj. koriStenje Staka). Standardna rentgenoloska i
CT obrada pokazala je bolje i brze zaraStavanje kao i manji postotak razvoja pseudoartroze
nakon 12 mjeseci. Takoder su ispitali djelovanje udarnog vala na koncentraciju dusi¢nog
oksida, angiogene (VEGF, VWF, FGF i TGF - betal), osteogene (BMP - 2, osteokalcin, AF,
DKK - 1, IGF) i protuupalne faktore (sSICAM, sVCAM) (138). Ispitivanje je izvrSeno na
bolesnicima sa osteonekrozom glave bedrene kosti, apliciran je udarni val 6000 impulsa.
Dobiveni rezultati pokazali su signifikantno poviSene vrijednosti NO, angiogenih, osteogenih
1 protuupalnih faktora mjesec dana od primjene udarnog vala, ali bez statisticki znacajnih
razlika nakon 3, 6 i 12 mjeseci. Drugi radovi takoder su dokazali djelotvornost udarnog vala

na kostano cijeljenje (139,140).

Waguespack i sur. (141) evaluirali su djelovanje udarnog vala na akcesorni ligament
tetive dubokog fleksora prsta na konjima. Ucinjena je lezija tetive injiciranjem kolagenaze
tipa I. Nakon ehografske analize, primijenjen je udarni val jakosti 0,15 mJ/mm?2, 1000 udara.

Nakon 15 tjedana ispitana je mikrostruktura, razina mRNA kolagena tipa | i Ill, te sadrZaj
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kolagena i glukozaminglikana. U grupi koja je dobivala udarni val dokazana je signifikantno
veca razina kolagena tip I mRNA dok ostali ispitani parametri nisu pokazali signifikantne

razlike.

Silveira i sur. (142) su ispitali djelovanje udarnog vala na cijeljenje povrsnih rana na
prednjim ekstremitetima konja, u projekciji 11l metakarpalne kosti. Primijenjen je radijalni
udarni val, 625 udara. Biopsija mekih Cesti ucinjena je tjedno tijekom 6 tjedana te je
evaluirana epitelizacija, fibroplazija, neovaskularizacija, upalna reakcija a imunohistokemijski
obradeni miofibroblasti. Udarni val nije ubrzao tijek cijeljenja ali tretirane Zivotinje su imale
manje granulacijskog tkiva sa manje izrazenom kroni¢énom upalnom reakcijom, $to dovodi do

zakljucka potrebne daljnjih studija.

VEGF - A i SDF - 1 (engl. stromal cell-derived factor 1) bitni su u aktivaciji
cirkuliraju¢ih EPCs (engl. endothelial progenitor cells), endotelnih progenitornih stanica,
tijekom akutne ishemije. Medutim u kroni¢noj ishemiji njihova ekspresija je manje izraZena,
Sto rezultira nedovoljnom mobilizacijom EPC u zahva¢enom tkivu. Aicher i sur. (143) ispitali
su na Stakorima dali djelovanje fokusiranog udarnog vala, 0,05 mJ/mm2, 500, 1000 i 2000
impulsa, dovodi do bolje mobilizacije EPC u zdravom i kroni¢no ishemi¢nom tkivu. Tretirani
su straznji ekstremiteti. Ekspresije mMRNA SDF - 1 faktora bila je zna¢ajno povecana nakon
tretmana sa 1000 i 2000 udara. Histoloski broj VEGF - A u miocitima signifikantno je
porastao nakon tretmana urdarnog vala od 2000 udara. U zdravom tkivu kao i kroni¢no
ishemi¢nom tkivo, tretiranim udarnim valom, dolazi do aktivacije EPCs, Sto moze koristiti u

lijeCenju kroni¢ne ishemije.

Hausdorf i sur. (144) ispitali su djelovanje udarnog vala klinicki i in vitro na

oznacenim stanicama poput fibroblasta i osteoblasta kod koStanih prijeloma. Fibroblasti i
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osteoblasti podvrgnuti su udarnom valu 250/500 udara, intenziteta 25 kV. Razina faktora rasta
FGF - 2 i TGF — B (1) odredena je ELISA testom. Fibroblasti i osteoblasti nakon tretiranja
udarnim valom proizveli su ve¢u koli¢inu FGF - 2, kao vaznog faktora rasta u formiranju

nove kosti. Razina TGF - B (1) nije pokazala statisti¢ki znacajne razlike.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Dosadasnja istrazivanja ukazuju na povoljno dijelovanje ESW na cijeljenje koStanih
prijeloma, kao i pretpostavku da veci broj udara ESW ima bolji utjecaj na kostano cijeljenje.

Cilj naSeg istrazivanja bio je:

@) ispitati utjecaj udarnog vala na tijek cijeljenja duge kosti Stakora u
odnosu na fiziolosko cijeljenje kosti

(2) histoloSkom i imunohistokemijskom metodom analizirati kvalitetu tkiva
tijekom cijeljenja kosti, miSica i tetive

(3)  ispitati razliku u ucinkovitosti primjene radijalnog i fokusiranog
udarnog vala na cijeljenje kosti i mekih tkiva (misic i tetiva)

(4)  ispitati razliku u primjeni razlicitih jakosti radijalnog i fokusiranog

udarnog vala.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. MATERIJAL

Ispitivanje je provedeno na laboratorijskim zivotinjama, na grupi od 84 Wistar Stakora,
zenskog spola, starosti 3 mjeseca, prosjecne tjelesne tezine 250 g. Kao ciljni organ koristena
je lisna kost (fibula) te okolno meko tkivo - patelarni ligament (lig. patellae) i peronealni
misi¢i (m. peroneus longus i m. peroneus brevis). Nakon $to su Zivotinje anestezirane 3,6%
kloral hidratom, zarezana je koza i potkozno tkivo kirurSkim nozem br. 10. OStrim dvozubim
kukicama razmaknuto je tkivo te se pristupilo fibuli s lateralne strane. Preparir Skarama- po
Metzenbaum-Fino, zakrivljenosti 5%/4“, u¢injen je prijelom fibule (dijametra 1mm) na mjestu
trupa kosti. S obzirom da fibula nije nosiva kost, nije bilo potrebno nakon prijeloma fiksirati
koStane ulomke da bi se potaknulo cijeljenje. Takoder je prerezan i patelarni ligament oStrim
nozem br. 11. Koza je Sivana trobridom oStrom iglom za kozu, vel. 19 mm, zakrivljenost 3/8,
standardnim iglodrza¢em od 14,5 cm. Upotrebljen je sintetski kozni konac, neresorptivni 4/0,

monofilamentni.

Zivotinje su podijeljene u 2 eksperimentalne i kontrolnu grupu:

1. Eksperimentalna grupa 1 sastojala se od 36 zivotinja, podjeljenih u 3 podgrupe od po 12
zivotinja, tretirane fokusiranim udarnim valom razli¢ite gustoce energije.

2. Eksperimentalna grupa 2 sastojala se od 36 zivotinja, podjeljenih u 3 podgrupe od po 12
Zivotinja, tretirane radijalnim udarnim valom razli¢itog tlaka.

Kod obje grupe primijenjena su 3 tretmana u vremenskom razmaku od 5 dana - 3, 8. 1 13.

postoperativni dan. Tretirano podrucje kosti i okolnih tkiva iznosi 3 cm. 1z svake podgrupe

pola zivotinja je Zrtvovano 15. te ostale zivotinje 22. postoperativni dan.
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3. Kontrolna grupa sastojala se od 12 zivotinja kod kojih je takoder uc¢injen prijelom fibule te
ozlijedeno okolno meko tkivo ali nisu tretirane udarnim valom. Grupa je takoder
podijeljena u 2 podgrupe od po 6 Zivotinja. 6 Zivotinja prve podgrupe je Zrtvovano

15.dan, preostalih 6 zivotinja druge podgrupe 22.dan.

3.2. METODE

3.2.1. Udarni val

Za terapiju udarnim valom koriSten je uredaj SWISS DUOCLAST® (EMS - Electro
Medical Systems) koji ima dva aplikatora: DOLORCLAST aplikator za rESW i
PIEZOCLAST za fESW. Generator fESW je piezoelektri¢ni a koriStene su razli¢ite gustoce
energije: male gustoc¢e 0,1 mJ/mm?; srednje gustoc¢e 0,2 mJ/mm?; velike gustoce 0,3 mJ/mm?,
500 udara po tretmanu, frekvencije 5 Hz. Koristili smo aplikator sa transmiterom ¢ime smo
postigli dubinu prodiranja valova od 15 mm, sa djelovanjem na okolna tkiva u radijusu od 30
mm. U terapiji rESW Koristili smo razlicite tlakove: 1,6; 2,2; 3,0 bara, 500 udara po tretmanu,

frekvencije 5 Hz. Koristili smo aplikator dijametra 15 mm.

3.2.2. Pripremanje uzorka

Pojac¢anom dozom anestetika, Zivotinje su Zrtvovane i uzet je proksimalni dio
fibule te okolni dio miSi¢a i dio patelarnog ligamenta. Kostani uzorci su podvrgnuti procesu
dekalcinacije. MiSiéni i tetivni uzorci su odmah fiksirani u 4% paraformaldehidu nakon ¢ega

su uklapani u parafin i rezani u serijske rezove debljine 5 pm.
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Nakon Sto su dekalcinirani u Osteodek-u (Biooptika), koStani uzorci su sukcesivno
ispirani u fizioloskoj tekucini, a potom fiksirani u 4% paraformaldehidu i dehidrirani u seriji
etanola rastu¢ih koncentracija (50%, 75%, 80%, 90%, 100% etanol). Na kraju su proZzeti sa
ksilolom, te uklopljeni u parafin. Nakon uklapanja u parafin, blokovi tkiva izrezani su
pomoc¢u Leica RM550 rotacionog mikrotoma. Serijski uzduzni rezovi, debljine 5 pm
napravljeni su u intervalima od 150 um u srednje dijelu uzorka te su se koristili za
imunohistokemiju i histologiju. Dobiveni rezovi montirani su na silanizirana stakla i suseni u

termostatu na 37°C do obrade za mikroskopiju.

3.2.3. Histoloska bojenja

Tkivni rezovi su bojeni standardnim histoloskim bojenjem toluidin blue i hemalaun

eozin po slijede¢em protokolu:

» Tkivno bojanje toluidin blue

Tkivni rezovi se deparafiniziraju, rehidriraju u seriji alkohola padajucih koncentracija
(100% 96% 75%) i dovedu se do vode. Slijedi bojenje tkivnih rezova 1% otopinom toluidin
blue kroz 5 minuta i ispiranje vodom. Dehidratacija tkivnih rezova vrsi se u acetonu, a ne u
alkoholu jer se boja otapa u alkoholu. Nakon bistrenja u ksilolu, obojeni rezovi se uklapaju u
balzam. Rezultat bojenja je modro ljubiasto bojenje medustanicne tvari bogate

proteoglikanima (kost), citoplazma stanica se boji svijetlo plavo, jezgre tamno plavo.

» Tkivno bojanje hemalaun eozin

Tkivni rezovi se deparafiniziraju, rehidriraju u seriji alkohola padajucih koncentracija
(100% 96% 75%) i dovedu se do vode. Slijedi bojenje tkivnih rezova 1% otopinom

hematoksilina kroz 2 minute i ispiranje vodom. Dehidratacija tkivnih rezova vrsi se u acetonu.
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Nakon bistrenja u ksilolu, obojeni rezovi se uklapaju u balzam. Rezultat je crveno bojenje

citoplazme stanica a jezgre se boje tamno plavo.
3.2.4. Histomorfometrijska analiza

Histomorfometrija je ucinjena pomocu svjetlosnog mikroskopa Olympus BHA
(Olympus, Tokyo, Japan) na koji je adaptirana digitalna Sony kamera (Sony, Yokohama,
Kanagawa). Pomocu ove kamere snimljene mikrografije histoloskih rezova prenesene su na
monitor kompjuterskog sistema za kvantitativnu analizu mikroskopske slike. Mikrografije su
obradene koriStenjem kompjutorskog programa Issa (VAMS, Zagreb, Croatia). Mjerena je
povriina popre¢nog presjeka (PPP, u mm?): hrskavice, mineralizirane hrskavice, kotanih
gredica u hrskavici, koStanih gredica i kalusa. U 5 vidnih polja se prvo oznacilo 100 % stanica

od interesa, a medu njima je utvrden postotak imunopozitivnih stanica.
3.2.5. Imunohistokemijska analiza

Za imunohistokemijsku analizu, tkivne rezove postavili smo na predmetna stakla
oblozena s 3-aminopropiltrietoksilanom (APES, Sigma, St. Louis, MO, USA) i potom su
suSeni u termostatu na 40°C preko noéi. Stakla su se ¢uvala na sobnoj temeraturi do postupka
bojanja metodom indirektne imunoperoksidaze. Postupak bojanja obuhvaca deparafiniranje
tkivnih rezova u ksilolu i postupno rehidriranje u alkoholu. Slijedi 0,5 M TrisEDTA ph 9 kroz
10 min. na 60°C. Nespecifiéno vezivanje protutijela je blokirano u 10% ne-imunom
svinjskom serumu kroz 15 min. Tkivni uzorci su potom inkubirani s primarnim protutijelom
preko noc¢i na +4°C. KoriStena su slijedeca protutijela: primarna poliklonalna ze¢ja anti-BMP-
7 protutijela (Santa Cruz, CA, USA), anti-VEGF-A protutijela i anti-GDF-5 protutijela
(Abcam PLC, Cambridge, UK) u razrjedenju 1:200. Nakon ispiranja uslijedila je inkubacija sa

sekundarnim biotiniziranim protutijelom te blokada aktivnosti endogene peroksidaze. Nakon
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toga je primjenjen DAB (DakoCytomation, Denmark) koji sluzi za vizualizaciju. Jezgre se

kontrasno boje hematoksilinom. Preparat se uklapa u entelan i mozZe se mikroskopirati.

3.3. ETICKI ASPEKTI ISTRAZIVANJA

Istrazivanje je bilo u skladu s vazeéim zakonskim propisima te bioetiCkim
standardima o provodenju pokusa na eksperimentalnim Zivotinjama (izbjegavanje nepotrebnih
pokusa i1 patnje eksperimentalne Zivotinje) te u skladu s osnovama tzv. 3R pristupa:
Replacement (nadomjesStanje zivotinja), Reduction (smanjenje broja zivotinja) i Refinement
(oplemenjivanje postupaka prema zivotinjama).

3.4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka analiza provedena je uz pomo¢ kompjutorskog programa Statistica 10.
(StatSoft, Inc, Tulsa, US). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz 95%- tne granice
pouzdanosti. Nakon S$to je utvrdena normalna distribucija rezultata pristupilo se statistickoj
analizi parametrijskim testovima. Za svaki parametar, razlike medu grupama testirane su
uporabom analize varijanci One-way ANOVA i Repeated measures ANOVA. Koristen je
Fisher Highly Significant Difference (HSD) test za post hoc analizu kako bi se utvrdile

specificne razlike izmedu skupina. Rezultati su smatrani statistiCki znacajnima na razini

p<0.01.
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4. REZULTATI

4.1. HISTOMORFOMETRIJSKA ANALIZA CIJELJENJA KOSTI

Mijerena je povrSina poprec¢nog presjeka (PPP): hrskavice, mineralizirane hrskavice,
koStanih gredica u hrskavici, koStanih gredica i kalusa. Statistickom analizom ponovljenih
mjerenja utvrdeno je da se vrijednosti povrSina popre¢nog presjeka u skupini Zivotinja
tretiranih udarnim valom, kao i u kontrolnoj skupini znacajno razlikuju (F, 144y = 176 ;
p<0.01, slika 9). Statisti¢ki znacajne razlike (p<0,01) utvrdene su 15. i i 22. dan izmedu
kontrolne skupine i Zivotinja tretiranih fESW ili rESW te izmedu skupine tretirane fESW i
skupine tretirane rESW (F s, 35y = 579.51) (slika 10). Op¢im trendom utvrdena je najveca PPP
kalusa 15. dan cijeljenja kosti fESW (slika 11A), do¢im je najmanja PPP hrskavice opaZzena

22. dan cijeljenja kosti rESW (slika 12B).
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Slika 9. Srednje vrijednosti povrSine poprecnog presjeka hrskavice, mineralizirane
hrskavice, kostanih gredica u hrskavici, koStanih gredica i kalusa u grupama tretiranim

fokusiranim i radijalnim udarnim valom te kontrole
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Slika 10. Srednje vrijednosti PPP u skupini fokusiranog i radijalnog udarnog vala i u kontroli

kontrola 15. dan (1); kontrola 22. dan (2); fESW 15. dan (3); fESW 22. dan (4); rESW 15.
dan(5); rESW 22. dan(6)
fESW — fokusirani udarni val, rESW - radijalni udarni val

Najmanja PPP hrskavice (PPP = 0.04 mm?) i najmanja PPP kalusa (PPP = 2.17 mm?)
utvrdeni su 22. dan cijeljenja kosti rESW, §to je statisticki znacajno razli¢ito (p<0,01) u
odnosu na cijeljenje kosti fESW i kontrolnu skupinu te u odnosu na 15. dan cijeljenja kosti
rESW (tablica 3, slike 10,11,12). Najve¢a PPP mineralizirane hrskavice opazena je 15. dan
cijeljenja kontrole (PPP = 0.52 mm?), §to se statisti¢ki znadajno razlikuje (p<0,01) u odnosu
na cijeljenje kosti fESW i rESW te u odnosu na 22. dan cijeljenja kontrole (tablica 3, slika

10). Najveca vrijednost PPP koStanih gredica u hrskavici izmjerena je 15. dan cijeljenja kosti
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fESW (PPP = 1.13 mm?), §to je statisticki znacajno razli¢ito (p<0,01) u odnosu na kontrolu,

rESW te u odnosu na 22. dan cijeljenja fESW (tablica 3, slika 10).

Slika 11. Histoloski nalaz 15. dana cijeljenja fibule Stakora, bojenje Toluidin blue, povecéanje

100x

A) Fokusirani udarni val; B) Radijalni udarni val; C) Kontrola
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Slika 12. Histoloski nalaz 22. dana cijeljenja fibule Stakora, bojenje Toluidin blue, povecanje
100x

A) Fokusirani udarni val; B) Radijalni udarni val; C) Kontrola
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Tablica 3. Prikaz srednjih vrijednosti mjerenih povrSina poprecnog presjeka preparata

PPP (mm?) Kontrola 1l | Kontrola 2 fESW 1 fESW 2 rESw 1 rESw 2 P - vrijednost
) 0.58+0.23 0.31+0.1 | 0.75+0.23* | 0.22+0.15* | 0.45+0.12% | 0.04+0.02* P <0.01
Hrskavica
Mineralizirana | 0.52+0.12 | 0.33+0.15 | 0.41+0.15" | 0.19+0.23* | 0.3+0.11% | 0.08+0.01* P <0.01
hrskavica
g'f‘e’;tlggi 0.5740.22 | 0.52+0.11 | 1.13+0.13" | 0.39+0.22* | 0.38+0.13* | 0.36+0.12* P <0.01
hrskavici
Kostane 0.63+0.17 | 0.96+0.21 | 0.84+0.11% | 1.17+0.15* | 1.39+0.21% | 1.7+0.24* P <0.01
gredice
Kalus 2.31+0.18 | 1.63+0.14 | 2.98+0.1" 1.9+0.22* | 2.62+0.22% | 2.17+0.3* P <0.01

fESW - fokusirani udarni val, rESW - radijalni udarni val; 1 — 15. dan; 2 — 22. dan

statisti¢ki znacajna razlika kontrole 1 u odnosu na fESW i rESW 15. dan cijeljenja kosti ()

statisti¢ki znacajna razlika kontrole 2 u odnosu na fESW i rESW 22. dan cijeljenja kosti (*)

Najveca vrijednost PPP koStanih gredica izmjerena je 22. dan cijeljenja kosti rESW

(PPP = 1.7 mmP), $to je statisticki znacajno razli¢ito u odnosu na fESW i kontrolu te u odnosu

na 15. dan cijeljenja kosti rESW.
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4.2. HISTOLOSKE PROMJENE TIJEKOM CIJELJENJA MISICA I TETIVE

Rezultati histoloske analize oporavka misi¢a upucuju na dobru organizaciju misi¢nih
vlakana 15. dan cijeljenja rESW. Takva se organizacija miSi¢nih vlakana postize tek 22. dan
cijeljenja fESW (slika 13A). Sli¢an nalaz utvrden je tijekom cijeljenja tetive, gdje se 15. dan
cijeljenja rESW opaza znacajno umnazanje kolagenih vlakana, kakvo se vidi tek 22. dan
cijeljenja fESW (slika 13B). UmnaZanje kolagenih vlakana je u skupini Zivotinja tretiranoj

udarnim valom znacajno veée nego u kontrolnoj skupini.
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4.3. IMUNOHISTOKEMIJSKA ANALIZA CIJELJENJA FIBULE STAKORA

Statistickim analizom mjeren je postotak VEGF-A pozitivnih vaskularnih

prostora, BMP-7 pozitivnih osteocita, osteoblasta i fibroblasta te GDF-5 pozitivnih hondrocita

kalusa kosti tretirane fESW i rESW te kalusa kontrolne skupine.
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Slika 14. Postotak VEGF - A pozitivnih vaskularnih prostora u kalusu

# - statisticki znacajna razlika izmedu fokusiranog i radijalnog udarnog vala

" us
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25
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$ - statisti¢ki znacajna razlika izmedu fokusiranog udarnog vala i kontrole

& - statisticki znacajna razlika izmedu radijalnog udarnog vala i kontrole
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Petnaesti dan cijeljenja kosti utvrden je statisticki znacajno veéi broj VEGF-A
pozitivnih vaskularnih prostora kalusa tretiranog rESW u odnosu na kalus tretiran fESW
(p<0,01). Nadalje, utvrden je statisticki znacajno veci (p<0,01) broj VEGF-A pozitivnih
vaskularnih prostora kalusa tretiranog fESW i rESW u odnosu na kontrolu (slika 14). 1 22,
dan cijeljenja kosti utvrden je statisticki znacajno veci broj VEGF-A pozitivnih vaskularnih
prostora kalusa tretiranog rESW u odnosu na kalus tretiran fESW (p<0,01). Nadalje, utvrden
je statisticki znacajno veci broj VEGF-A pozitivnih vaskularnih prostora kalusa kontrolnih
Zivotinja u odnosu na kost tretiranu fESW (p<0,01) te statisticki znacajno veci (p<0,01) broj
VEGF-A pozitivnih vaskularnih prostora kalusa tretiranog rESW u odnosu na kontrolu (slika

14).
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Slika 15. Postotak BMP - 7 pozitivnih osteocita u kalusu

# - statistiki znacajna razlika izmedu fokusiranog i radijalnog udarnog vala

$ - statisti¢ki znacajna razlika izmedu fokusiranog udarnog vala i kontrole

& - statisticki znacajna razlika izmedu radijalnog udarnog vala i kontrole

fokusirani val 15. dan
radijalni val 15. dan
kontrola 15. dan
fokusirani val 22. dan
radijalni val 22. dan
kontrola 22. dan

Petnaesti dan cijeljenja kosti utvrden je statisticki znacajno vec¢i broj BMP-7

pozitivnih osteocita kalusa tretiranog fESW u odnosu na kalus tretiran rESW te u odnosu na

kalus kontrolne skupine (p<0,01). Nadalje, utvrden je statisti¢ki znacajno veci (p<0,01) broj

BMP-7 pozitivnih osteocita kontrole u odnosu na kalus tretiran rESW (slika 15). 22. dan

cijeljenja kosti utvrden je statisticki znacajno veci broj BMP-7 pozitivnih osteocita kalusa

tretiranog rESW u odnosu na kalus tretiran fESW i kontrolu (p<0,01). Nadalje, utvrden je

statisti¢ki znacajno veci (p<0,01) broj BMP-7 pozitivnih osteocita kalusa tretiranog fESW u

odnosu na kontrolu (slika 15).
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Slika 16. Postotak BMP - 7 pozitivnih osteoblasta u kalusu

# - statisti¢ki znacajna razlika izmedu fokusiranog i radijalnog udarnog vala

$ - statisti¢ki znacajna razlika izmedu fokusiranog udarnog vala i kontrole

& - statisticki znacajna razlika izmedu radijalnog udarnog vala i kontrole

fokusirani val 15. dan
radijalni val 15. dan
kontrola 15. dan
fokusirani val 22. dan
radijalni val 22. dan
kontrola 22. dan

Petnaesti dan cijeljenja kosti utvrden je statisticki znacajno veéi broj BMP-7

pozitivnih osteoblasta kalusa tretiranog fESW u odnosu na kalus tretiran rESW i u odnosu na

kontrolnu skupinu (p<0,01). Nadalje, utvrden je statisticki znacajno vec¢i (p<0,01) broj BMP-7

pozitivnih osteoblasta kalusa kontrolne skupine u odnosu na kalus tretiran rESW (slika 16).

22. dan cijeljenja kosti nije utvrdena statisti¢ki znaCajna razlika broja BMP-7 pozitivnih

osteoblasta kalusa tretiranog fESW u odnosu na kalus tretiran rESW (P=0,856). Utvrden je

statisti¢ki znacajno vec¢i broj BMP-7 pozitivnih osteoblasta kalusa tretiranog fESW (p<0,01) i

rESW (p<0,01) u odnosu na kontrolu (slika 16).
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Slika 17. Postotak GDF-5 pozitivnih hondrocita/hondroblasta u kalusu

# - statisti¢ki znacajna razlika izmedu fokusiranog i radijalnog udarnog vala
$ - statisti¢ki znacajna razlika izmedu fokusiranog udarnog vala i kontrole

& - statisticki znacajna razlika izmedu radijalnog udarnog vala i kontrole

Petnaesti dan cijeljenja kosti utvrden je statisticki znac¢ajno veci (p<0,01) broj GDF-5
pozitivnih hondrocita kalusa tretiranog fESW u odnosu na kalus tretiran rESW i kontrolnu
skupinu (slika 17). Nadalje, utvrden je statisticki znacajno ve¢i (p<0,01) broj GDF-5
pozitivnih hondrocita kalusa kontrolne skupine u odnosu na kalus tretiran rESW (slika 17).
22. dan cijeljenja kosti utvrden je statisticki znacajno veéi broj GDF-5 pozitivnih hondrocita
kalusa tretiranog fESW u odnosu na kalus tretiran rESW (p<0,01) te je utvrden statisticki
znacajno veci (p<0,01) broj GDF-5 pozitivnih hondrocita kontrolne skupine u odnosu na

kalus tretiran fESW i kalus tretiran rESW (slika 17).
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Slika 18. Postotak BMP-7 pozitivnih fibrocita/fibroblasta u kalusu

# - statisti¢ki znacajna razlika izmedu fokusiranog i radijalnog udarnog vala
$ - statisti¢ki znacajna razlika izmedu fokusiranog udarnog vala i kontrole

& - statisticki znacajna razlika izmedu radijalnog udarnog vala i kontrole

Petnaesti dan cijeljenja kosti utvrden je statisticki znacajno veci (p<0,01) broj BMP-7

pozitivnih fibrocita kalusa tretiranog rESW u odnosu na kalus tretiran fESW i kontrolnu
skupinu (slika 18). Nadalje, utvrden je statisticki znacajno veci (p<0,01) broj BMP-7
pozitivnih fibrocita kontrole u odnosu na fESW (slika 18). 22. dan cijeljenja kosti utvrden je
statisticki znacajno veéi broj BMP-7 pozitivnih fibrocita kalusa tretiranog fESW u odnosu na
kalus tretiran rESW i u odnosu na kontrolnu skupinu (p<0,01). Nije utvrdena statisticki
znacajna razlika (p=0,669) u broju BMP-7 pozitivnih fibrocita izmedu kalusa tretiranog

rESW i kontrolne skupine (slika 18).
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Histomorfometrijskom analizom i imunohistokemijskom analizom nisu utvrdene
razlike u kvaliteti tkiva (kost, misi¢, tetiva) nakon primjene energije razli¢ite gustoce fESW te

nakon primjene razli¢itog pritiska rESW.

Slika 19. Prikazano je podrucje kalusa 15. dan cijeljenja fibule $takora tretirane
fokusiranim udarnim valom. Kontrastno bojenje DABom. Povecéanje 200X. Strelica pokazuje

BMP-7 pozitivne osteocite u novostvorenim koStanim gredicama.
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Slika 20. Prikazano je podrucje kalusa 15. dan cijeljenja fibule Stakora tretirane

radijalnim udarnim valom. Kontrastno bojenje DABom. Povecanje 400X.

Slikom dominiraju novostvorene koStane gredice u kojima su BMP-7 pozitivni osteociti
ukopani u lakunama. Strelica pokazuje BMP-7 pozitivne osteoblaste na povrsini koStanih

gredica.
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Slika 21. Prikazano je podru¢je kalusa 22. dan cijeljenja fibule Stakora tretirane

fokusiranim udarnim valom. Kontrastno bojenje DABom. Povecanje 100X.

U srediSnjem dijelu kalusa dominiraju BMP-7 imunopozitivni progenitori (*).
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Slika 22. Prikazano je podrucje kalusa 22. dan cijeljenja fibule Stakora tretirane

radijalnim udarnim valom. Kontrastno bojenje DABom. Povecanje 200X.

U kalusu dominiraju BMP-7 imunopozitivni progenitori koji ispunjavaju periferno podrucje

prema staroj kosti. Hrskavi¢no tkivo je reducirano.
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4.4. IMUNOHISTOKEMIJSKA ANALIZA CIJELJENJA TETIVE

Slika 23. Prikazano je podrucje cijeljenja tetive 15. dan nakon tretiranja fokusiranim

udarnim valom. Kontrastno bojenje DABom. Povecéanje 200X.

Na mjestima intenzivnog umnazanja kolagenih vlakana nadene su VEGF-A pozitivne krvne

zile.
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Slika 24. Prikazano je podrucje cijeljenja tetive 22. dan nakon tretiranja fokusiranim

udarnim valom. Kontrasnto bojenje DABom. Poveéanje 200X.

Na mjestima intenzivnog umnazanja kolagenih vlakana vidi se ve¢i broj VEGF-A pozitivnih

krvnih Zila nego 15. dan cijeljenja fESW.
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Slika 25. Prikazano je podrucje cijeljenja tetive 15. dan nakon tretiranja radijalnim

udarnim valom. Kontrastno bojenje DABom. Povecéanje 200X.

U odnosu na fESW intenzitet bojanja VEGF-A pozitivnih stanica je jac¢i. Na mjestima

umnazanja kolagenih vlakana vide se brojne VEGF-A pozitivne krvne Zile (strelica).
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Slika 26. Prikazano je podrucje cijeljenja tetive 22. dan nakon tretiranja radijalnim

udarnim valom. Kontrastno bojenje DABom. Povecanje 200X.

Intenzitet reakcije je slabiji nego 15. dan tretiranja rESW. Kolagena vlakna su brojnija a

VEGF-A pozitivnih krvnih Zila je manje (strelica).
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5. RASPRAVA

Histomorfometrijskom analizom utvrdena je najmanja PPP hrskavice (PPP = 0.04
mm?) i najmanja PPP kalusa (PPP = 2.17 mm?) 22. dan cijeljenja kosti rESW. Najveéa PPP
mineralizirane hrskavice opazena je 15. dan cijeljenja kosti kontrolne skupine (PPP = 0.52
mm?), do&im je najveéa vrijednost PPP kostanih gredica u hrskavici izmjerena 15. dan
cijeljenja fESW (PPP = 1.13 mm?). Najveca vrijednost PPP kostanih gredica utvrdena je 22.

dan cijeljenja rESW (PPP = 1.7 mm?).

Imunohistokemijskom analizom utvrden je najveéi postotak VEGF — A pozitivnih
vaskularnih prostora cijeljenjem kosti rESW. Tako je 15. dan cijeljenja kosti utvrdeno 75% a
22. dan cijeljenja 85% pozitivnih vaskularnih prostora. Najveci postotak BMP — 7 pozitivnih
osteocita (80%) naden je 15. dan cijeljenja kosti fESW (slika 19) i 22. dan cijeljenja kosti
rESW (95%). Najveéi postotak BMP-7 pozitivnih osteoblasta utvrden je 15. dan cijeljenja
kosti fESW (50%). Najveci postotak GDF — 5 pozitivnih hondrocita / hondroblasta naden je
15. dan cijeljenja kosti fESW (70%), a najveéi postotak BMP — 7 pozitivnih

fibrocita/fibroblasta 22. dan cijeljenja fESW (85%)).
5.1. UDARNI VAL I CIJELJENJE KOSTI

U dosada objavljenoj literaturi malo je podataka o djelovanju ESW na cijeljenje kosti
covjeka. Ispitivanja su ucCinjena uglavnom na eksperimentalnim zivotinjama. Rijetke su
studije kao ona koju su proveli Wang i sur. (137) kada su evaluirali djelovanje ESW u
bolesnika s prijelomima donjih udova (bedrene i goljeni¢ne kosti). Na prijelom kosti, Kirurski
lijecen vanjskim ili unutarnjim fiksatorom, primijenjen je fESW velike energije 0,62 mJ/mm?,
6000 impulsa. Standardna rentgenoloSka i CT obrada pokazala je bolje i brze zaraStavanje kao

I manji postotak razvoja pseudoartroze nakon 12 mjeseci.
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Brojnim eksperimentalnim studijama utvrdena je djelotvornost ESW na koStano
cijeljenje (131-136,139,140). Vecina do sada objavljenih rezultata odnosi se na utjecaj fESW
na cijeljenje duge kosti Zivotinje. Malo je istrazivanja kojima se ispitalo djelovanje rESW na
cijeljenje kosti, a gotovo da i ne postoje podaci cijeljenja kosti kojima se usporedilo

ucinkovitost djelovanja fESW u odnosu na rESW.

Ovom studijom usporedujemo djelovanje fESW i rESW na cijeljenje prijeloma duge
kosti Stakora. Histomorfometrijskom analizom kvantificirali smo PPP hrskavi¢nih i kostanih
struktura, ¢ija dinamika promjena upucuje na brzinu okoStavanja kalusa. Do sada objavljene
slicne studije na zivotinjama svojim rezultatima visestruko potvrduju da ESW djeluje

povoljno na cijeljenje duge kosti.

Nas rezultat najvece vrijednost PPP koStanih gredica u hrskavici, 15. dan cijeljenja
kosti fESW usporediv je s rezultatom Wanga i sur. (131) te Hsua i sur. (133) koji su metodom
radiografije, koStanom denzitometrijom i biomehani¢kim testiranjima potvrdili da kost bolje

cijeli tretmanom fESW u odnosu na kontrolu.

Nadalje, ovim smo istrazivanjem utvrdili najve¢u vrijednost PPP koStanih gredica
(PPP = 1.7 mm?), najmanju PPP hrskavice (PPP = 0.04 mm?) i najmanju PPP kalusa (PPP =

2.17 mm?) 22. dan cijeljenja kosti rESW.

Do sada nije provedena eksperimentalna studija kojom bi se kvantificiralo promjene
cijeljenja duge kosti rESW te je stoga naS rezultat jako vazan posebno Sto se rESW u

usporedbi s fESW i kontrolom pokazao najboljim tijekom cijeljenja fibule Stakora.

Tijekom cijeljenja duge kosti eksprimirane su molekule koje imaju klju¢nu
ulogu u usmjeravanju cijeljenja prema fazi koja slijedi. Najbolje istrazene molekule su
angiogene kao Sto je VEGF - A; osteogene kao Sto su BMP - 2 i -7, osteokalcin te hondrogene

kao Sto je GDF - 5.
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Angiogeneza, tj. nastanak krvnih zila iz ve¢ postojecih, predstavlja sredisnji proces u

cijeljenju kosti. Najvazniji ¢cimbenik koji modulira angiogenezu je VEGF - A.

Ovim smo istrazivanjem utvrdili najve¢i postotak VEGF-A pozitivnih vaskularnih
prostora cijeljenjem kosti rESW. Tako je 15. dan cijeljenja kosti utvrdeno 75%, a 22. dan
cijeljenja 85% pozitivnih vaskularnih prostora. Tijekom prve faze cijeljenja duge kosti, koja
je upalna faza i traje od 0-5 dana, uslijed hematoma koji je nastao, zbog ostecenja krvnih zila,
buja vezivno tkivo s krvnim kapilarama, krvna opskrba ozlijedenog podrucja primjetno
poraste, a proces sanacije se ubrza. Dopremaju se stani¢ni elementi (angioblasti, fibroblasti).
Potom se stvara granulacijsko tkivo te povezuje ulomke kosti i premosc¢uje mjesto ostecenja.
Vezivne stanice izlu¢uju kolagena vlakna. Hematom se postepeno razgraduje, a granulacijsko

tkivo zamjenjuje gredicama hrskavi¢nih stanica.

U prvoj fazi fizioloskog cijeljenja kosti, o¢ekivan je visoki postotak VEGF - A
pozitivnih vaskularnih prostora. Nas nalaz velikog postotka VEGF - A pozitivnih krvnih zila
15. dan cijeljenja kosti rESW, povezan je s novim stvaranjem i prodiranjam krvnih Zila u
hrskavi¢ni model kalusa. U najve¢em postotku krvne zile dolaze iz periosta. Posljedice toga
su veliki dotok kisika i progenitornih stanica koje krvnim Zilama dolaze u to podrucje. Veliki
postotak krvnih zila indirektno potvrduje nalaz velikog postotka (80%) BMP - 7 pozitivnih
fibrocita/fibroblasta (slika 18). To su mezenhimatske stanice koje se diferenciraju u

hondroklaste, odnosno osteoklaste i za sobom dovode krvne stanice odnosno krvne kapilare.

Krvlju u hrskavi¢ni kalus dolaze brojni autokrino — parakrini, ali i sistemski faktori
koji usmjeravaju cijeljenje prema osteogenezi (slika 20). Tu se prvenstveno misli na koStane
morfogenetske proteine, medu kojima izrazita osteoinduktivna svojstva imaju BMP — 7 te
BMP - 2 i — 4 (slika 21). Slijedom toga, 22. dan cijeljenja kosti rESW dolazi do nagle

proliferacije i diferencijacije BMP — 7 pozitivnih osteoblasta (65%) (slika 16). Postotak BMP
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— 7 pozitivnih osteocita (95%) odgovara postotku osteoblasta, Sto ide u prilog direktnoj ili

dezmalnoj osifikaciji, odnosno brzem cijeljenju duge kosti Stakora (slika 22).

Iako kroni¢no nedostaje dokaza kojima bismo potkrijepili gore navedene rezultate
cijeljenja kosti rESW, na$ nalaz visokog postotka osteocita i osteoblasta koji znacajno
doprinose dezmalnoj osifikaciji, indirektno potkrijepljuje ¢injenica da BMP - 7 apliciran
putem mezenhimalnih mati¢nih stanica moze ubrzati stvaranje kalusa kod produzenog

kostanog cijeljenja (84).

Imunohistokemijskom analizom utvrden je mali postotak VGF — A pozitivnih krvnih
Zila (20%) 15. dan cijeljenja kosti fESW. Medutim 15. dan cijeljenja kosti fESW, utvrden je

veliki postotak GDF — 5 pozitivnih hondroblasta (70%).

GDF - 5 dokazano pokazuje ekspresiju u ranijoj fazi cijeljenja za vrijeme trajanja
hondrogeneze, a najjacu ekspresiju pokazuje u fazi osteogeneze za vrijeme najintenzivnijeg
formiranja kosti i resorpcije kalcificirane hrskavice (92). Manjak GDF — 5 inhibira koStano
cijeljenje, usporava stani¢nu obnovu i diferencijaciju hondrocita. Stoga GDF — 5 ima vaznu

ulogu tijekom enhondralnog kostanog cijeljenja.

Visoki postotak GDF — 5 pozitivnih hondrocita/hondroblasta te rezultat najvece PPP
kostanih gredica u hrskavici 15. dan cijeljenja fESW (slike 10 i 17, tablica 3), zajedno
podupiru ¢injenicu da je najjaca ekspresija GDF - 5 za vrijeme najintenzivnijeg formiranja

kosti.

Mali postotak VEGF - A pozitivnih vaskularnih prostora ide u prilog slabom dotoku
kisika i progenitora u hrskavi¢ni model kalusa. Napredovanjem vaskularizacije s 20 % 15. dan

cijeljenja kosti fESW na 65 % 22. dan cijeljenja dolazi do znacajnog pada hondroprogenitora.
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To se dogada u srediSnjem dijelu kalusa (slika 12) kojim dominiraju otoci¢i hrskavice.
Subperiostalno povecan je broj BMP — 7 pozitivnih fibroblasta (85%). Ovdje opisana
dinamika stani¢nih zbivanja govori u prilog tomu da tretmanom fESW fibula Stakora cijeli

hondralnom osifikacijom.

Ovim istrazivanjem smo utvrdili da uc¢inak ESW nije ovisan o primijenjenoj
dozi. Za tretman fESW koriStene su frekvencije razli¢itih gustoca (male gusto¢e 0,1 mJ/mm?;
srednje gustoce 0,2 mJ/mm?; velike gustoc¢e 0,3 mJ/mm?, 500 udara po tretmanu, frekvencije
5 Hz), a za tretman rESW koristen je razlicit tlak (1,6; 2,2; 3,0 bara, 500 udara po tretmanu,

frekvencije 5 Hz).

Do sada objavljeni rezultati su kontradiktorni pa su tako Wang i sur. (132) nasli
razli¢ite promjene tijekom cijeljenja duge kosti zeca nakon primjene fESW velike energije
0,47 mJ/mm?, 4000 impulsa, u odnosu na val srednje energije 0,18 mJ/mm?, 2000 impulsa.
Drugi autori sli¢cno nama, nisu nasli razlike u cijeljenju duge kosti Zivotinje, ovisno o ja¢ini

primjenjene energije fESW (133,139,140).

5.2. TERAPIJSKE MOGUCNOSTI RADIJALNOG UDARNOG VALA

Nefokusiranim ili rESW energija se radijalno rasprSuje iz povrSine aplikatora u
dodirno tkivo. Kako se najveca energije proizvodi na povrSini aplikatora, najjaci je udar na
samu kozu i potkozje, a proporcionalno opada s udaljeno$¢u od aplikatora. Tako se
primjenom rESW iskoriStavaju njegove troficke sposobnosti i izazivanje hiperemije. U
terapiji rESW cilj je pojacati vaskularizaciju i prirodni ,,wash — out” organizma (otplavljuju se
Stetne a donose hranjive tvari). Dosada su provedena istrazivanja kojima je utvrdeno da se
rESW mogu lijeciti stanja kao Sto su: epikondilitis, kalcificiraju¢i tendinitis i kroni¢ni

plantarni fascitis.
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Poznato je da udarni val stimulira diferencijaciju mezenhimalnih mati¢nih stanica u
osteoprogenitorske stanice i inducira ekspresiju osteogenih Cinitelja rasta. Stoga se opravdano
postavlja pitanje moguce terapijske primjene udarnog vala u bolestima kostanog deficita kao

Sto su su osteopenija i osteoporoza.

U istrazivanju koje su proveli Van der Jagt i sur. (136) ispitana je mogu¢nost upotrebe
udarnog vala u lijeenju osteoporoze. Ispitivanje je izvrSeno na Stakorima kod kojih je
ucinjena ovarijektomija da se simulira osteoporoza ili je uinjena laZna-ovarijektomija, te
fraktura fibule. Analizirano je djelovanje rESW jakosti 0,16 mJ/mmz2, 1000 i 2000 impulsa, 5
Hz, na koStano cijeljenje kod ovarijektomiranih i lazno-ovarijektomiranih zivotinja. U¢injeni
su mikro-CT i histoloSka ispitivanja. Dobiveni rezultati upucuju na pozitivno djelovanje
rESW u ostepeniji i osteoporozi. U osteoporozi je regeneracijski potencijal koStanog tkiva
smanjen te akumuliraju¢e mikrofrakture u trabekularnom pretincu kod povecanih
biomehanickih zahtjeva rezultiraju s prijelomom kosti. Obzirom da rESW djeluje povrsno i
dokazano dovodi do hiperemije, mogao bi naé¢i primjenu u palijativnom lijeGenju osteoporoze,

djelujuci na istureni dio skeleta, recimo na podlakticu i/ili vrat bedrene kosti.

Za ocekivati je da rESW potice periostalno stvaranje kortikalne kosti, $to je vazno u
osteoporozi a posebno u starijoj zivotnoj dobi kada kortikalna kost preuzima vise od 70%

biomehanic¢kog opterec¢enja duge kosti.
5.3. TERAPIJSKE MOGUCNOSTI FOKUSIRANOG UDARNOG VALA

Dubina prodiranja fESW moze se precizno odrediti u zoni izmedu 5 — 60 mm ispod
povrsine koze (1), s time da se najveca energija postize ispod koze, na Zeljenoj dubini dok su
sama koza i potkozje postedeni od iritacije visokih energija. Najvazniji terapijski parametar

predstavlja gustoca energije.
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Histomorfometrijskom analizom smo utvrdili najvece povrSine presjeka: hrskavice
(PPP = 0.75 mm?), kostanih gredica u hrskavici (PPP = 1.13 mm?) i kalusa (PPP = 2.98 mm?),
15. dan cijeljenja kosti fESW, Sto uz imunohistokemijski nalaz visokog postotka GDF — 5

pozitivnih hondrocita, ide u prilog hondralnoj osifikaciji.

fESW djeluje dubinski i dokazano poti¢e koStano tkivo na reparaciju, izazivanjem
mikrofraktura, Sto je lokalni poticaj remodeliranju. Tome u prilog idu rezultati istrazivanja
koje su proveli Van der Jagt i sur. (135). Ovi su istrazivaci ispitali da li i kako ESW djeluje
na koStanu izgradnju, mikroarhitekturu kosti i na mehanicka svojstva zdrave kosti u Stakora.
Na tibiji je primijenjen fESW jakosti 0,3 mJ/mm?, 1000 udara, frekvencije 3 Hz. U€injen je
SPECT i mikro-CT, histoloske analize. Mjerena je kosStana izgradnja pomocu tehnecijum
metilen difosfonata (99mTc-MDP). fESW doveo je do izrazenog porasta 99mTc-MDP.
Mikro-CT pokazao je porast trabekularne i kortikalne kosti §to je rezultiralo u povecanoj
jakosti kosti. Histoloske analize pokazale su oStecenje mekih Cesti intramedularno i de novo
stvaranje kosti sa aktivnim osteoblastima i osteoidom u koStanoj mozdini. Analiza koStanih

mikrofraktura tretirane i kontrolne grupe nije pokazala signifikantu razliku.

Imaju¢i na umu razultate potonjeg istrazivanja, moguce je razmisljati da se tijekom
cijeljenja kosti javljaju mikrofrakture novostvorene kosti koje predstavljaju kontinuirani
podrazaj za remodeliranje, a u konacnici 1 kvalitetniju kost. Time bismo mogli objasniti visoki
postotak fibroprogenitora (85%) 22. dan cijeljenja kosti te najve¢u PPP kalusa 15. dan

cijeljenja kosti fESW.

Pretpostavljaju¢i mogucu primjenu fESW u lijeenju bolesti kostanog deficita,
pozitivan odgovor se o¢ekuje u osteopeniji (136), gdje je remodeliranje promijenjeno, ali

koStane stanice joS uvijek imaju fizioloSki potencijal reparacije mikrofraktura.
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5.4. UTJECAJ UDARNOG VALA NA CIJELJENJE MISICA | TETIVE

Nakon ozljede tetive uslijedi upalna reakcija, zatim reparatorni procesi i procesi
remodeliranja novog tkiva. Ozljeda tetive rezultira oSteCenjem stanica i matriksa, Sto dovodi
do upale tetive. Upala i ovdje kao i kod cijeljenja kosti ukljucuje vaskularni i celularni
odgovor. Oslobadaju se vazoaktivne i kemotaksi¢ne supstance te se povecava vaskularna
permeabilnost, zapocCinje angiogeneza, stimulira se proliferacija tenocita i mobilizira vise
upalnih stanica. Jedan od srediSnjih procesa u cijeljenju tetive je angiogeneza a indikator
angiogeneze je VEGF - A (slike 23, 24). Nakon toga slijedi proliferativna faza karakterizirana

ubrzanom sintezom kolagena tipa 111 (102-108).

Proces regeneracije misic¢a takoder zapocinje upalnom reakcijom na mjestu 0zljede
koja dovodi do uklanjanja oSteéenog tkiva nakon cega se nastavljaju procesi regeneracije.
Krvarenje koje nastaje u podrucju ozljede predstavlja osnovu za proces zarastanja ozlijedenih

misi¢nih vlakana.

Do danas to¢an mehanizam djelovanja ESW na meka tkiva lokomotornog sustava nije
potpuno jasan. Naj¢eS¢e spominjani bioloski ucinci jesu reaktivna hiperemija, angiogeneza,
stimulacija fibroblasta, tenocita, osteoblasta i hondrocita, te mehanizam mehanodestrukcije
(1). Veliki pozitivan tlak i nagli porast amplitude vala odgovorni su za direktni efekt- stvara

se vrlo velika napetost na povrsini tako da se struktura materijala lomi.

Rezultati histoloske analize oporavka miSi¢a upucuju na dobru organizaciju
misiénih vlakana 15. dan cijeljenja kosti rESW. Takva se organizacija miSi¢nih vlakana
postize tek 22. dan cijeljenja fESW. Sli¢an nalaz utvrden je i tijekom cijeljenja tetive, gdje se
15. dan cijeljenja rESW opaza znacajno umnazanje kolagenih vlakana, kakvo se vidi tek 22.
dan cijeljenja fESW (slike 25, 26). Umnazanje kolagenih vlakana je u grupi tretiranoj ESW

znacajno vece nego u kontrolnoj skupini.
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Potonji rezultat u skladu je s istrazivanjem koje su proveli Waguespack i sur. (141).
Ovi istrazivaci su evaluirali djelovanje udarnog vala na akcesorni ligament tetive dubokog
fleksora prsta na konjima. U€injena je lezija tetive injiciranjem kolagenaze tipa I. Nakon
ehografske analize, primijenjen je ESW jakosti 0,15 mJ/mm?, 1000 udara. Nakon 15 tjedana
ispitana je mikrostruktura, razina mRNA kolagena tipa | i Ill, te sadrzaj kolagena i
glukozaminglikana. U grupi koja je dobivala ESW dokazana je signifikantno vecéa razina
kolagena tip | mRNA dok ostali ispitani parametri nisu pokazali signifikantne razlike.

Orhan i sur. (145) ispitali su djelovanje udarnog vala u lijecenju parcijalne rupture
Ahilove tetive kod Stakora. KoriSten je ESW jednokratno drugi postoperativni dan, 500
udara, intenziteta 15 kV. Histopatoloske studije pokazale su obilno stvaranje granulacija sa
gustim infiltracijama upalnih stanica i mnogobrojnim multinuklearnim gigantskim stanicama.
Takoder je dokazan bolji tijek cijeljenja sa smanjenjem fibrilarne dezorganizacije, jatom
infiltracijom limfocita i histiocita. Povecana je razina hidroksiprolina, kao markera

regeneracije tkiva. BiomehaniCke analize takoder su pokazale bolje rezultate u tretiranoj

grupi.

Nas rezultat imunohistokemijske analize tetive upucuje na najjacu ekspresiju VEGF -
A pozitivnih krvih Zila 15. dan tretmana rESW (slika 25). VEGF - A pozitivne krvne Zile se
pojavljuju na mjestima umnaZzanja kolagenih vlakana, $to govori da angiogeneza prati

proliferacijsku fazu cijeljenja tetive Stakora.
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6. ZAKLJUCCI

1. Djelovanjem na kost Stakora fESW utvrden je mali postotak VEGF — A pozitivnih

krvnih Zila te veliki postotak GDF — 5 pozitivnih hondroblasta 15. dan cijeljenja, Sto ide u
prilog slabom dotoku kisika i progenitora u hrskaviéni model kalusa. 22. dan cijeljenja kosti
dolazi do znacCajnog pada hondroprogenitora te je subperiostalno povecan broj BMP — 7
pozitivnih fibroblasta. Ovakva dinamika stani¢nih zbivanja govori u prilog tomu da

tretmanom fESW kost cijeli hondralnom osifikacijom.

2. Histomorfometrijskom analizom 15. dan cijeljenja kosti Stakora utvrdene su najvece
PPP kalusa kojega c¢ine hrskavica i koStane gredice u hrskavici Sto zajedno sa

imunohistokemijskim pokazateljima dodatno potvrduje nalaz enhondralnog okostavanja.

3. Djelovanjem na kost Stakora rESW utvrden je najveéi postotak VEGF — A
pozitivnih vaskularnih prostora i BMP - 7 pozitivnih fibrocita/fibroblasta 15. dan cijeljenja,
Sto govori u prilog stvaranju i prodiranju novih krvnih Zila, a s njima kisika, progenitornih
stanica 1 osteoinduktivnih proteina u hrskavi¢ni model kalusa. Potvrda je 22. dan cijeljenja
kada je utvrden najveci postotak BMP — 7 pozitivnih osteoblasta i osteocita u kalusu. Ovakav
tijek stani¢nih zbivanja govori u prilog tomu da tretmanom rESW kost cijeli brZe tj.

direktnom ili dezmalnom osifikacijom.

4. Histomorfometrijskom analizom utvrdene su najvece PPP koStanih gredica 15. dan
I 22. dan cijeljenja kosti Stakora, Sto uz najmanju PPP hrskavice 15. dan i 22. dan, dodatno

potvrduje da tretiranje kalusa rESW dovodi do brzeg cijeljenja kosti.

5. Analiza oporavka miSica i tetive upucuje da se najbolji oporavak postize nakon

tretmana rESW.
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6. Imunohistokemijskom analizom tetive Stakora nadena je najveca ekspresija VEGF —
A pozitivnih vaskularnih prostora 15. dan cijeljenja rESW. Ovaj nalaz je potvrda vaznosti

angiogeneze za dobar oporavak tetive Stakora.

7. rESW se pokazao najucinkovitijim u procesu cijeljenja prijeloma trupa fibule

Stakora te u poticanju oporavka m. peroneusa i tetive.
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