MIKROSTRUKTURNE PROMENE ZGLOBNE HRSKAVICE I SUBHONDRALNE
KOSTI USLED REUMATOIDNOG ARTRITISA I OSTEOARTRITISA KOD
PACIJENATA KOJI SU LECENI TOTALNOM ARTROPLASTIKOM KOLENA

1. Uvod

Gonartroza je hroni¢no progresivno oboljenje kolena koje predstavlja globalni javno-
zdravstveni problem. Jedan je od vode¢ih razloga smanjenja kvaliteta Zivota i Cesto zahteva
operativno lecenje (1). MozZe biti klasifikovana kao primarna osteoartroza (OA) kolena, odnosno
idiopatsko degenerativno stanje koje se javlja tokom starenja, ili sekundarna, kada se oStecenje
zglobnih povrS$ina povezuje sa prethodnim povredama, infekcijama ili inflamatornim artropatijama
kao $to je reumatoidni artritis (RA) (2).

Ranije se smatralo da gonartroza dominantno zahvata samo zglobnu hrskavicu, dok novija
saznanja ukazuju da se ovo oboljenje odrazava na sve strukture zgloba naruSavaju¢i njegovo
funkcionisanje. Istrazivanja ukazuju da subhondralna kost igra znacajnu ulogu u etiopatogenezi
oboljenja (3). Dva razli¢ita kompartmana ulaze u sastav subhondralne kosti: subhondralna
kortikalna ploca (koja predstavlja tanku kompaktnu koStanu lamelu pomocu koje se ostvaruje
komunikacija izmedu zglobne hrskavice i ostale kosti) i subhondralna trabekularna kost (koja je
saCinjena od potpornih trabekula koje igraju znaCajnu ulogu u prenoSenju opterecenja i
apsorbovanju mehanickih sila) (4,5). Hrskavica i subhondralna kost formiraju jedinstvenu
strukturu nazvanu osteohondralni spoj, u kome se deSavaju biomehanicke i biohemijske interakcije
(6). Promene koje se deSavaju u jednom delu osteohondralnog spoja ne mogu biti posmatrane
nezavisno, ve¢ utiCu na ceo spoj ukazujuci na njihove slozene odnose koji su izuzetno vazni za
razumevanje patogeneze gonartroze (4). UoCeno je da odstupanje od fizioloSke osovine kolena
znacajno utic¢e na distribuciju opterecenja u okrajcima femura i tibije. Angularni deformiteti kolena
utiCu na ekscentricno pomeranje mehanicke osovine ¢ime dolazi do nejednake raspodele prenosa
sila na kostano-zglobne strukture kolena, Sto se smatra jednim od klju¢nih faktora u razvoju artroze
(7).

lako savremena literatura sadrzi znacajan broj istraZzivanja o mikrostrukturnim
karakteristikama proksimalnog okrajka butne kosti , kvantitativna analiza regionalne distribucije
mikroarhitekture subhondralne kosti proksimalne tibije i distalnog femura kod osoba sa OA i RA
kolena 1 dalje je nedovoljno istrazena (8). Dostupni podaci ukazuju da je gustina ispitivane
subhondralne kosti povefana u regionima blizu oSte¢ene hrskavice kod pacijenata sa
osteoartrozom 1kukai kolena (1). Eksperimentalne studije ukazuju da degenerativno izmenjena
hrskavica ima manji kapacitet za apsorbovanje mehani¢kog optere¢enja u odnosu na zdravu
hrskavicu. Sa progresijom oboljenja razvija se zacarani krug izmedu stepena deformiteta i
subhondralne skleroze koja nastaje kao odgovor na povecano opterecenje (9,10). Ne postoji
uniforman stav o tome da li promene u mikroarhitekturi subhondralne kosti uti¢u na pocetak
oboljenja ili nastaju kao sekundarni efekat degeneracije hrskavice zgloba kolena (3).

Metod izbora u leCenju uznapredovalih stadijuma gonartroze je totalna artroplastika kolena
(Total Knee Arthroplasty, TKA) - zamena zglobnih povrSina vestackim zglobom. Iako je TKA
uglavnom efikasna procedura, postoje stalni napori i potreba da se poboljSa dugovecnost
implantata u bioloskom okruzenju. Jedan od neophodnih uslova za uspesnu hirur§ku intervenciju
je postizanje adekvatne 1 trajne fiksacije implantata za kost. Detaljna evaluacija mikrostrukture
subhondralne kosti kolena je klju¢na u razumevanju i odrzanju ovog kostano-implantacionog spoja
kod razli¢itih populacija pacijenata (11).

Dosadasnje studije o mikrostrukturnim promenama kolena kod osoba sa OA i RA (11-15)
imaju brojne limitacije: razliCiti dijagnosticki kriterijumi za dijagnozu OA 1 RA, varijabilan broj



ispitanika ukljucenih u studiju, analiziranje samo jedne grupe ispitanika ili uklju¢ivanje samo
individua sa OA ili samo RA u poredenju sa kontrolama, zanemarivanje znacaja kovarijantnih
faktora (pol, uzrast, fizicka aktivnost, indeks telesne mase i drugo), analiziranje samo jednog
skeletnog mesta (samo femur ili samo tibija) i koriS¢enje razliCitih metodoloskih pristupa
(ograni¢ena prostorna rezolucija skenera, dvodimenzionalnost analize, ograniCena zapremina
analizirane kosti i drugo). Svi navedeni nedostaci dostupnih istrazivanja ukazuju na neophodnost
dodatnog detaljnog ispitivanja mikrostrukturnih promena subhondralne kosti i hrskavice kolena
kod osoba sa OA 1 RA.

2. Radna hipoteza

Postoji znacajna razlika u mikroarhitekturnim parametrima kortikalnog i1 trabekularnog dela
subhondralne kosti i u debljini zglobne hrskavice kolena medu bolesnicima sa RA kolena, OA
kolena 1 ispitanika bez oboljenja kolena.

Postoje regionalne razlike u mikrostrukturnim karakteristikama subhondralne kosti i debljini
hrskavice kolena bolesnika sa RA 1 OA.

Angularni deformiteti kolena (varus/valgus koleno) uti¢u na distribuciju debljine zglobne
hrskavice 1 mikroarhitekturnih parametara kortikalnog 1 trabekularnog dela subhondralne kosti
kolena kod bolesnika sa RA i OA.

3. Ciljevi istraZivanja

Specificni ciljevi naseg istrazivanja e biti:

1. da se ispita znacajnost razlika u mikrostrukturnim promenama subhondralne kosti i zglobne
hrskavice kolena u grupi bolesnika sa RA 1 OA kolena koji su hirurski leceni, kao i zdravih
individua istog pola koju nisu imali oboljenje kolena.

2. dase ispita znaCajnost razlika u mikroarhitekturnim parametrima kortikalnog i trabekularnog
dela subhondralne kosti i znacajnost razlika u debljini zglobne hrskavice kolena kod
bolesnika sa razli¢itim stadijumima RA i OA kolena.

3. da se utvrdi postojanje regionalnih specifi¢nosti mikrostrukturnih karakteristika kortikalnog
i trabekularnog dela subhondralne kosti i hrskavice kolena bolesnika sa RA i OA koje mogu
uticati na dugotrajnost fiksacije hirurSkih implantata.

4. da se ispita znaCajnost regionalno-specifi¢nih razlika u debljini zglobne hrskavice i
mikroarhitekturnim parametrima kortikalnog 1 trabekularnog dela subhondralne kosti kod
bolesnika sa RA i OA koji imaju razli¢ite angularne deformitete (varus/valgus koleno).

4. Materijal i metode
4.1. Dizajn studije i izbor ispitanika

Istrazivanje ¢e biti sprovedeno u formi retrospektivne studije koja ¢e analizirati 360 kostanih
uzoraka (240 uzoraka proksimalne tibije 1 120 uzoraka sa distalnog femura) sakupljenih od 60
odraslih osoba oba pola koje ¢e biti podeljene u tri grupe: kontrolna grupa, OA grupa i RA grupa.

OA grupa ¢e se sastojati od pacijenata koji ¢e biti leCeni na Institutu za ortopediju Banjica
ugradnjom totalne endoproteze kolena zbog primarne artroze u periodu od 2023. do 2025. godine
(n=20). RA grupu ¢e ¢initi pacijenti koji su takode leCeni na Institutu za ortopediju Banjica
ugradnjom totalne endoproteze u istom periodu, ali zbog sekundarne artroze kolena posredovane
RA (n=20). Dijagnoza kod OA i RA pacijenata bi¢e postavljena na osnovu istorije bolesti,
klinickog 1 radiografskog nalaza. Uzorci kontrolne grupe istog pola bi¢e sakupljeni od
kadaveri¢nih donora bez makroskopskih znakova i/ili heteroanamnestickih/medicinskih podataka
o degenerativhom oboljenju kolena (n=20).



Kriterijumi za isklju¢ivanje iz studije obuhvataju pozitivnu anamnezu bolesti koja direktno
ili indirektno uti¢u na koStano-zglobni sistem (bolesti jetre i bubrega, poremecaj paratiroidne,
nadbubrezne Zlezde, gonada, prisustvo malignog oboljenja, osteomijelitisa, podaci o potpunoj
invalidnosti 1 prethodnim osteoporotskim prelomima) i upotrebu lekova za osteoporozu,
antiepileptika, hemioterapije ili hormonske terapije. Takode, pacijenti sa povredama kolena,
ligamentarnom nestabilno$¢u, kao i oni koji ne budu u stanju da daju potpisan pristanak
informisanog pacijenta ili imaju kognitivni deficit ¢e biti iskljuceni iz studije. Pacijenti kod kojih
je prethodno primenjena intraartikularna terapija (viskosuplementacija i/ili kortikosteroidna
injekcija), kao 1 oni kod kojih postoji hroni¢na zloupotreba alkohola ili psihoaktivnih supstanci
nece biti uklju€eni u studiju. Za sprovodenje ovog istrazivanja bice zatrazena saglasnost Etickog
odbora Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, po odobrenju etickog odbora Instituta za
ortopediju Banjica pod brojem I-113/3 od 23.03.2023. godine.

4.2. Procena  trabekularne i kortikalne mikroarhitekture kosti pomocu
mikrokompjuterizovane tomografije
Pribavljeni uzorci kosti bi¢e ¢uvani u standardnom rastvoru formaldehida na konstantnoj
temperaturi, manuelno ociS¢eni od mekih tkiva 1 iseCeni radi izdvajanja po Sest cilindri¢nih
uzoraka (pre¢nika 1cm) od svakog ispitanika: dva uzorka distalnog femura (jedan iz medijalnog i
jedan iz lateralnog kondila) i1 Cetiri uzorka proksimalne tibije (jedan iz prednjeg i jedan iz zadnjeg
dela medijalnog kondila, kao i jedan iz prednjeg i jedan iz zadnjeg dela lateralnog kondila). Svaki
kostani uzorak bi¢e postavljen i fiksiran za nosa¢ kako bi se izbegli artefakti usled pomeranja,
umotan u parafinski film kako bi se spreCilo isuSivanje tkiva i bi¢e skeniran primenom
mikrokompjuterizovane tomografije izotropne rezolucije od 10 um (mikro-CT sistem SkyScan
1172, Bruker, Belgija) u Centru za biologiju kosti, Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.
Koristicemo kombinovani aluminijumski i bakarni filter, 2K kameru, izotropnu rezoluciju od 10
um, odgovarajuci stepen rotacije i trostruko skeniranje po frejmu. Dobijene projekcijske slike
¢emo rekonstruisati koris¢enjem NRecon softvera (Bruker microCT, Belgija) na InstaRecon
platformi (/nstaRecon, SAD) sa adekvatnim Gausovim izgladivanjem (Gaussian smoothing),
korekcijom termiCkog drifta (thermal drift correction), kompenzacijom loSeg poravnanja
(misalignment compensation), kao 1 korekcijama prstenastih artefakata (ring artifact correction) 1
o¢vrscavanja zraka (beam hardening corrections). Proces segmentacije podrazumevace manuelno
konturisanje regiona od interesa (ROI) na razliitim presecima, sa interpolacijom kako bi se dobili
trodimenzionalni volumeni od interesa (VOI). VOI subhondralne kortikalne kosti ¢e obuhvatati
300 ru¢no obelezenih ROI-a (priblizno 0,3cm? kortikalne kosti po uzorku), dok ¢e VOI distalnijeg
trabekularnog dela subhondralne kosti obuhvatati 701 presek (centralni presek +350 preseka,
priblizno 0,7cm? trabekularne kosti po uzorku). Pomoéu softvera za 3D histomorfometriju (CT.4n
2020; 1.20.30.0 ver, Skyscan, Belgija) bi¢e analizirani slede¢i kortikalni mikroarhitekturni
parametri: totalna kortikalna poroznost (Ct. Po.tot, %), separacija kortikalnih pora (Ct. Po.Sp, mm),
dijametar kortikalnih pora (Ct.Po.Dm, pm) i debljina korteksa (Ct.7h, mm). Takode, bice
analizirani 1 slede¢i parametri mikrostrukture trabekularne kosti: zapreminska frakcija
trabekularne kosti (BV/TV, %), broj trabekula (7h.N, 1/mm), debljina trabekula (7b.Th, pm),
trabekularna separacija (75.Sp, mm), gustina trabekularnih spojeva (Conn.Dn, 1/mm?), fraktalna
dimenzija (D, bez jedinice), stepen anizotropije (DA, bez jedinice) i indeks strukturnog modela
(SMI, bez jedinice).

4.3. Procena debljine hrskavice pomoéu mikrokompjuterizovane tomografije
Zglobna hrskavica bi¢e segmentirana na istim rekonstruisanim snimcima uzoraka, koriste¢i
prag nivoa sive u vrednostima izmedu 20 1 90 (kako bi se iz analize iskljucio vazduh, koStana srz



1 koStano tkivo) 1 semiautomatski nacin odredivanja granica ROI-a hrskavice. Za analizu debljine
hrskavice (Cg. Th, um) koristice se 64-bit softver za 3D histomorfometriju (CT.An 2020, 1.20.30.0
version, Skyscan, Belgija).

4.7. Statisticka analiza

Velicina uzorka: Veli¢ina uzorka je odredena primenom statistickog softvera G*Power
(verzija 3.1., za Windows operativni sistem) koriste¢i preliminarne rezultate o srednim vrednostima
1 standardnoj devijaciji za primarni parametar od interesa (zapremiska frakcija rabekularne kosti,
BV/TV) u tri ispitivane grupe (parametarski test), sa ciljem postizanja jacine studije od 80% pri
nivou znacajnosti od 5% (f=0.2 i a=0.05).

Statisticka analiza podataka: Kolmogorov-Smirnov test ¢e biti primenjen za procenu
normalnosti raspodele, dok ¢e Levenov test biti koris¢en za procenu homogenosti varijansi
podataka. U slucaju normalno rasporedenih podataka, bi¢e koriS¢eni parametarski testovi za
procenu znacajnosti razlike medu grupama (RA, OA i kontrolna grupa), medu ispitivanim
skeletnim mestima (butna kosti i tibija), kao 1 znacanost njihove interakcije (jednofaktorska analiza
varijanse za ponovljena merenja (engl. one-way repeated measures ANOVA) sa Bonferoni post
hoc korekcijom. Da bi se ispitao potencijalni kovarijatni efekat starosti 1 indeksa telesne mase u
ispitivanju znacajnosti razlike parametara kortikalne i trabekularne mikrostrukture bi¢e koris¢ena
analiza kovarijanse (engl. ANCOVA) sa Bonferoni post hoc korekcijom za procenu znacajnosti
razlike medu pacijentima sa RA i OA koji imaju angluarni deformitet (varus/valgus koleno), medu
ispitivanim skeletnim mestima (butna kosti 1 tibija), kao 1 znacanost njihove interakcije. Metode
Pirsonove korelacije i1 linearne regresije ¢e biti koriS¢ene za procenu postojanja i jacine
povezanosti koStanih mikroarhitekturnih parametara koji prate normalnu raspodelu. Ukoliko
podaci ne prate normalnu raspodelu primenjivace se adekvatni neparametarski testovi za procenu
znacCajnosti razlike medu ispitivanim grupama bolesnika, medu stadijumima gonartroze, medu
razli¢itim angularnim deformitetima kolena 1/ili medu ispitivanim skeletnim mestima (Kruskal-
Wallis test i Mann-Whitney U test). Sve analize ¢e biti obavljene u SPSS statistickom softveru
(verzija 27, za Windows operativni sistem) na nivou znac¢ajnosti od 5 % (0,05).

Procena kandidata o potencijalnom nau¢nom doprinosu

S obzirom da dosadasnje studije o mikrostrukturnim promenama kod OA i RA kolena imaju brojne
limitacije, bazi€na ispitivanja trabekularnog i kortikalnog dela subhondralne kosti i zglobne
hrskavice koja ¢e biti sprovedena u okviru ove teze neophodna su u cilju potpunog razumevanja
ove teme. Dodatno, u savremenoj literaturi ne postoji ni analiza regionalnih razlika u parametrima
mikroarhitekture subhondralne kosti 1 u debljini hrskavice kolena koji su uzrokovani angularnim
deformitetima kolena kod osoba sa OA i RA. NaSe istrazivanje ¢e ukazivati na znacaj promena
kortikalnog 1 trabekularnog dela subhondralne kosti u patogenezi oboljenja i pruziti osnov za dalja
klini¢ka istrazivanja usmerena na razvoj novih terapijskih pristupa lecenju ovih oboljenja. Takode,
na osnovu ovog ispitivanja steci ¢e se bolji uvid u gradu subhondralne kosti kolena koja je klju¢ni
element u fiksaciji 1 stabilnosti implantata tokom TKA.
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