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SAZETAK

Nakon puknuca prednje ukrizene sveze (LCA),
fiksacija tetivnog presatka u kostanom tunelu je najsire
koriStena metoda rekonstrukcije LCA-a. Hipoteza ovih
istrazivanja bila je da primjena BMP-7 na spoju kosti i
tetive omogucuje bolju integraciju slobodnog tetivnog
presatka u okolnu kost. U tu svrhu provedena je kontro-
lirana laboratorijska studija.

LCA je rekonstruiran na straznjem koljenu 30
ovnova starih godinu dana upotrebom slobodnog tetivnog
presatka. Rekombinantni humani BMP-7 (25 pg) je nane-
sen u kostanom tunelu na spoj kosti i tetive kod 15 zivo-
tinja metodom slucajnog odabira, te otapalo kod 15 kon-
trolnih Zivotinja. Nakon 3. tjedna Zrtvovano je 10 zivo-
tinja iz svake skupine, a ostatak ovnova je zrtvovano 6
tjiedana nakon operacije. Provedene su histoloske analize i
mehanicko testiranje. U jo$ jednoj skupini od 20 ovnova
proveden je isti postupak, ali je mehanicko testiranje
provedeno nakon 3 tjedna.

Mehanicka testiranja su pokazala vecu otpornost na
silu (368 N) kod uzoraka tretiranih BMP-7, nego kod
kontrolnih uzoraka (214 N). Nije bilo razlike izmedu
uzoraka mehanicki testiranih 3 i 6 tjedana nakon
operacije. Kod svakog koljena tretiranog BMP-7 formi-
ralo se viSe kosti na spoju kosti i tetive nego kod histo-
loski usporedenih sli¢nih podrucja kod kontrolnih Zivo-
tinja, gdje su se stvorila podrucja guste trabekularne mre-
ze 8 izrazito dubljim prodiranjem tetivnog vlaknastog tki-
vaupodru¢je mozdine.

BMP-7 potice potpunu integraciju tetivnog presatka
u okolnu novo formiranu trabekularnu kost prilikom
rekonstrukcije LCA-a u koljenu ovce i sigurno je da bi
mogao biti uspjesno koristen u rekonstruktivnoj kirurgiji
ukrizenih sveza koljena u ljudi.

Kljucne rijeci: rekonstrukcija prednje ukrizene sveze,

tetive hamstringsa, BMP-7, urastanje teti-
ve ukostanom tunelu
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SUMMARY

After anterior cruciate ligament (ACL) rupture,
tendon graft fixation into a bone tunnel is a widely used
method for ACL reconstruction. The hypothesis of the
research was that BMP-7 applied to the bone tendon
interface enables better integration of a free tendon graft
into the surrounding bone. To test the hypothesis we have
conducted controlled laboratory study.

ACL was reconstructed in right rear knees of 30, one-
year old, male sheep using a free tendon graft.
Recombinant human BMP-7 (25ug) was applied ran-
domly to the bone tendon interface in 15 animals, and
vehicle in 15 control animals. At 3 weeks 10 animals from
each group were killed, and the remaining sheep were
killed at 6 weeks following surgery. Subsequently histo-
logical analysis and mechanical testing were performed.
In another group of 20 sheep the same procedure was used
and mechanical testing was performed after 3 weeks.

Mechanical testing showed greater strain resistance
to force (368 N) in the BMP-7 treated, than in control
specimens (214 N). There was no difference between
mechanical testing of samples from 3 and 6 weeks
following surgery. In all BMP-7 treated knees more new
bone was formed at the bone-tendon interface as com-
pared histologically to similar areas in control animals,
creating areas of dense trabecular network with signifi-
cantly greater invasion of the tendon fibrous tissue into the
bone marrow space.

BMP-7 promotes complete tendon graft integration
into the newly formed surrounding trabecular bone in the
reconstruction of the ACL in the knee of the sheep and it
certain that it could be successfully used in reconstructive
surgery of ligaments in the human knees.

Keywords: anterior crutiate ligament recosntruction,
hamstrings tendons, BMP-7, tendon incor-
poration into the bone tunnel
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UvVOD

Slobodni tetivni presadak je standardni postupak u
rekonstrukciji prednje ukrizene sveze (LCA) prilikom
kojeg se najceS¢e koristi patelarna sveza ili tetivna
hamstringsa’. Integracija tetivnog presatka koristenog za
zamjenu LCA je jos uvijek nezadovoljavajuca u oko 13 %
sluéajeva' i moze se povezati s postooperativnom laba-
vo$éu i propadanjem (19, 20). U sluéaju patelarne tetive s
komadom kosti sa svake strane presatka dolazi do zacje-
ljenja kosti za kost, dok kod koljene tetive (dvostruko,
trostruko ili Cetverostruko savijanje) dolazi do zacjeljenja
tetiva za kost. U nekoliko izvjestaja se spominje da proces
inkorporacije tetive ukljucuje prodiranje Sharpeyevih
vlakana iz koStanog tunela (10,14,28,34).

Potpuno zacjeljenje tetivnog presatka nastupa nakon
nekoliko mjeseci, ali rehabilitacija po€inje odmah nakon
operacije, kao $to se preporucuje u studijama Shelbourne
et al (32). U ranim stadijima rehabilitacije moze do¢i do
nepozeljnih posljedica kao $to su efekt elasticne gume
(bungee) ili efekt vjetrobranskog brisa¢a (whiper) (5,30).
To je znacajno i zbog toga Sto se profesionalni sportasi
jako zele vratiti u igru Sto prije mogucée. Uzevsi sve u
obzir, vazno je prona¢i metodu koja bi poboljsala
integraciju tetivnog presatka.

Kostani morfogenetski proteini (BMP) su faktori
rasta i diferencijacije koji imaju veliki osteoinduktivni i
osteogeni kapacitet (21). Oni su ¢lanovi TGF-B super-
obitelji i izvorno su dobili ime, kao dijelovi deminera-
lizirane ko$tane matrice, prema svojoj sposobnosti da
poticu endohondralno stvaranje kosti na izvanskeletnim
mjestima. Oni se najcesce izrazavaju kao podrucja epite-
lialno- mezenhimalne interakcije 1 imaju ulogu signalnih
molekula tijekom embriogeneze i morfogeneze sisavaca
(13, 37) iz Cega proizlazi da imaju sposobnost diferencija-
cije mezenhimalnih stanica u hondrocite i osteoblaste (26,
35, 36, 38, 42). Studije kultura organa i knock-out studije
pokazuju da BMP-7 ima klju¢nu ulogu tijekom razvoja
skeleta. BMP-i su do sada s uspjehom koristeni u rege-
neraciji kostanih defekata (7, 9, 12, 25), poticanju urasta-
vanja kosti u meko tkivo ili metalne implantate, te rege-
neraciji defekata zglobne hrskavice kod vecih eksperi-
mentalnih Zivotinja (15, 16, 18, 24). Ostali clanovi obitelji
BMP proteina, faktor diferencijacije rasta 5 (GDF 5,
BMP-14) i GDF 6 (BMP-13), su uspjesno primjenjivani
za poticanje zarastanja tetive (8). Zabiljezeno je da bi
ligamenti mogli osificirati nakon izloZenosti BMP-ima
(11,33). Stovise, pokazano je na zivotinjskom modelu da
BMP-2 potice urastavanje transplantirane tetive uz
pomo¢ procesa nastajanja nove kosti na spoju kosti i tetive
ukostanom tunelu (20,27,39,40).

U ovoj smo studiji ispitali sposobnost BMP-7 da
potice integraciju slobodnog tetivnog presatka u okolnu
novonastalu trabekularnu kost u koStanom tunelu nakon
rekonstrukcije LCA. T histoloski i biomehanicki dokazi
pokazuju da BMP-7 primijenjen lokalno postize potpunu
integraciju tetivnog presatka s kosti u koStanom tunelu
prilikom rekonstrukcije prednje ukrizene sveze kod ovaca
3 tjedna nakon operacije (22).

MATERIJALIIMETODE
Protokolistrazivanja
Protokol za studiju je uklju¢ivao 2 skupine ovaca.

Prva skupina se sastojala od 30 jednu godinu starih
zivotinja, prosjecne tezine 38 kg, dok se druga skupina

sastojala od 20 jednu godinu starih ovaca, prosjecne tezine
36 kg. Sve su ovce podvrgnute operaciji desnog koljena,
pri ¢emu im je odstranjen LCA i rekonstruiran slobodnim
tetivnim presatkom uzetim od peroneus tertius misica
istog koljena. Prva skupina od 30 zivotinja je podijeljenau
2 podskupine od po 15 Zivotinja: (1) 15 zivotinja je
primalo 25 pg BMP-7 preko upijajuce kola-genske
spuzve zajedno s tetivnim presatkom u ko§tanim tunelima
izmedu femura i tibije, dok je ostalih (2) 15 Zivo-tinja
primalo upijaju¢u kolagensku spuzvu natopljenu
acetatinim puferom kao otapalom. Po deset zivotinja iz
svake podskupine je Zrtvovano nakon 3 tjedna, dok je
preostalih 5 Zivotinja iz svake podskupine Zrtvovano 6
tjiedana nakon operacije. Uzorci dobiveni nakon 3. tjedna
su upotrijebljeni za histolosku analizu, dok su uzorci od 6.
tjedna upotrijebljeni za mehanicko testiranje. Druga sku-
pina od 20 ovaca je takoder podijeljena u 2 podskupine od
po 10 zivotinja. Jedna je uz presadak u kostanom tunelu
dobila BMP-7 u istoj dozi i prema istom postupku kao i
kod prve skupine, a druga je dobila samo acetatni pufer. Te
su Zivotinje Zrtvovane nakon 3 tjedna, a koljena su upo-
trijebljena za mehanicko ispitivanje. Vremenski period od
3 tjedna je izabran na temelju prethodnih studija iz kojih
proizlazi da BMP-7 ubrzano potice stvaranje trabekularne
kosti u pretklinickim studijama (6).

Doza od 25 ng BMP-7 (Stryker Biotech, Hopkinton
MA) je rastopljena u 0,2 mL 20mM acetatnog pufera na
pH 4,5 i natopljena u kolagensku spuzvu kao nosac
(Helistat Integra LifeSciences, New Yersey, USA).

Kirurskipostupak

Sve su zivotinje operirane pod opéom anestezijom
(Kethalar, Ketamin hydrochloride; 5 mg/ml) prema stan-
dardnom postupku u Klinici za kirurgiju Veterinarskog
fakulteta, Sveucilista u Zagrebu. Desno koljeno je otvo-
reno medijalnim parapatelarnim rezom. Masni jastucic i
prednja ukrizena sveza su izrezani. Presadak dugacak 6
cm je uzet s misi¢a peroneus tertius i umetnut u podrucje
anatomskog plazista i hvatista LCA. Presadak je ucvrséen
duplim Vycril 0 Savovima na obje strane. Izdubeni su
tuneli (4.5 mm u promjeru) u tibiji i femuru na anatom-
skim hvati§tima izrezane sveze. Presadak je umetnut u
tunel i fiksiran S§avovima i privezan oko ekstra-artikularno
smjestenih kortikalnih vijaka. Kad je presadak namjesten,
razmak izmedu kortikalne strane kostanog tunela kod
femura ili tibije 1 pocetka ili kraja tetivnog presatka u
kostanom tunelu je bio 5-6 mm. Kod prve (n=15) i druge
eksperimentalne skupine (n=10) taj je prostor popunjen sa
25 pg rekombinantnog humanog BMP-7 na Helistat
spuzvi pripremljenoj prema uputama proizvodaca (Inte-
gra LifeSciences, New Yersey, USA). Kod prve (n=15) i
druge kontrolne skupine (n=10) Helistat spuzva je
natopljena samo acetatnim puferom (Slika 1). Kortikalni
krajevi oba tunela su zapecaceni koStanim voskom.
Utisnuta tetiva je sprjecavala curenje BMP-7 ili kontrol-
nog acetatnog pufera. Rana je zatvorena Vycrilom i previ-
jena.

Zivotinje svake skupine po zavrSetku pokusa su
zrtvovane smrtonosnom dozom natrij-pentobarbitala.

Biomehanicko testiranje

Kako bi brzina istrgnu¢a bila kontrolirana i
neprekidna koriSten je jednoosovinski stroj na vijak za
ispitivanje vucne ¢évrstoée (uniaxial tensile testing
machine - UTM) Messphysik BETA 50-5 (Messphysik,
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Altenmarkt, Austria). Biomehanicko testiranje je
provedeno na 10 desnih koljena ovaca, 5 iz svake grupe 6
tjedana nakon operacije, te na 20 dodatno operiranih
desnih koljena ovaca, 10 iz svake grupe 3 tjedna nakon
operacije, primjenjujuci isti postupak. Tijekom operacije
je izmjerena duzina koStanog tunela i duZzina tetivnog
dijelaumetnutog u kostani tunel kako bi se standardiziralo
podrucje spoja kosti i tetive. Nakon Sto su zivotinje
zrtvovane, svo meko tkivo, uz izuzetak rekonstruiranog
ACL-a, je odstranjeno. Koljena iz oba vremenska perioda
su zamrznuta na -80°C do trenutka testiranja. U vrijeme
biomehani¢kog testiranja udovi su odmrznuti i fiksirani
na stroj prikladnim klinovima koji su proksimalno
umetnuti u femur i distalnu tibiju. Tijekom biomeha-
nickog testiranja koljena su postavljena u ispruzeni
polozaj i zabiljezena su opterecenja i trganje ligamenata
kroz vrijeme. Vuéna sila je primjenjivana u omjeru od 0, 1
N svake sekunde, pocevsi od sile od 0 N. Kod svakog ko-
ljena je ispitivanje zavrSeno kada je tetiva iSCupana iz
kostanog tunela, ili kada je optere¢enje rezultiralo puk-
nuéem tetive. Ni kod jednog ispitanog koljena klinovi
nisu iS€upani iz kosti, niti su se slomili kost ili klinovi.
Tijekom cijelog ispitivanja za svaki je uzorak zabiljezeno
ukupno optereéenje koje je izazvalo istrgnuce i snaga, a
maksimalna sila je ukljucena u statisticku analizu. Rezul-
tati su analizirani Wilcoxon testom, a stupanj vaznosti je
bio p<0.05.

Histoloska i histomorfometrijska analiza

Operirana koljena su izvadena, obradena, fiksirana i
nedekalcificirana umetnuta u smjesu metil-metakrilata
(38). Izrezani su blokovi koji prikazuju cijelu duzinu
kostanog tunela s tetivnim presatkom i obojani toluidin
plavilom i van Kossa bojenjem. Napravljeni su presjeci
debeli 5 mikrometara u koronalnoj ravni kroz kostani
tunel.

Histomorfometrijska analiza je provedena za svaki
uzorak na 2 presjeka u razmaku od po 50 mikrometara na
optimalnoj ravni koja prikazuje cijeli kosStani tunel.
Staticki histomorfometrijski parametri su izmjereni na
trabekularnoj kosti duz cijelog podrucja spoja kost-tetiva
kostanog tunela, te takoder na ekvivalentnom podrucju
najudaljenijeg mjesta trabekularne kosti presjeka.
Namjera ovakvog pristupa je da se usporede trabekularna
kost na podrucju zacjeljenja formiranja kosti, tj. kostanog
tunela, i trabekularna kost podvrgnuta uobicajenom remo-
deliranju kosti. Izracunati su slijede¢i histomorfomet-
rijski parametri: volumen kosti (BV/TV, %), trabekularna
debljina (Tb.Th, um), trabekularni broj (Tb.N, mm-1), i
trabekularna separacija (Tb.S, um), prema preporukama
Odbora za histomorfometrijsku nomenklaturu
Americkog druStva za istrazivanje kosti i minerala
(American Society of Bone and Mineral Research
Histomorphometry Nomenclature Committee™). Integra-
cija tetivnih vlakana je utvrdena mjerenjem perpendi-
kularne razdaljine (um) prodiranja vlaknastog tkiva s ruba
kostanog tunela na 6-10 jednako udaljenih mjesta duz
obje strane zavisno o duljini tunela. Sva mjerenja je
obavio jedan od autora (V.K.) i srednja vrijednost
izmjerenih vrijednosti za svaki uzorak je koriStena u
daljnjim izracunima. Histomorfometrijska analiza je
izvedena uz pomo¢ poluautomatskog sistema za analizu
prikaza (Vamstec, Zagreb, Croatia) s povec¢anjem od 40 x.

Tablica 1. Histomorfometrijski parametri za koStano
tkivo na spoju kosti i tetive i podru¢ja dalje
normalne kosti kod uzoraka tretiranih BMP-7
(n=10) i kontrolnih uzoraka (n=10). Podaci su
izneseni u obliku srednje vrijednosti i krajnjih
vrijednosti. Prikazani su rezultati testa
Wilcoxon uparivanja za svaki histomorfo-
metrijski parametar izmedu spoja kostii tetive i

dalje normalne kosti.

Grupe BV/TV TbTh TbN TbS

%) (wm)  (mm)  (um)
KONTROLA (n=10)
Zonal 30,6+7 119,5+18 2,6£0,3 277,4+54
Zona2 19,5+7 84,0+17 2,3+0,5 379,0+£125
BMP-7 (n=10)
Zonal 41,5+5* 131,619 3,2+0,7* 189,0+43*
Zona2 21,0£5" 91,0+14 23403 349,0+53

BV/TV = volumen kosti, Tb.Th= gustoca kosti,
Tb.N = trabekularni broj,

Tb.S = trabekularna separacija

Zona 1 = spoj tetive i kosti

Zona 2 = periferna kost

*P<(.05 vs kontrola
"P<0.05 vs kontrolna zona 1
“P<0.01 vs BMP-7 zona 1IREZULTATI

Mehanicko testiranje

Biomehanicko testiranje je pokazalo viSu snagu
istrgnuéa na podru¢jima tretiranim BMP-7 u svim
vremenskim periodima. Uzorci uzeti radi mehanickog
testiranja tri i Sest tjedana nakon operacije su pokazali da
se nacin puknuca presatka razlikuje kod kontrolnih uzo-
raka i onih tretiranih BMP-7. Kod uzoraka tretiranih
BMP-7 tetiva je puknula na sredini, izvan kostanog tu-
nela, dok je kod kontrolne skupine i§¢upana iz kostanog
tunela, ve¢inom iz tibije (Tablica 2). Otpor je, dakle, bio
veci na femoralnoj strani presatka. Prosjecna sila loma u
bilo kom vremenskom periodu kod uzoraka tretiranih
BMP-7 je bila 368+37 N, a kod kontrolnih 214+£36 N
(Tablica 2). Nije bilo razlike izmedu Zivotinja zZrtvovanih
tri ili Sest tjedana nakon operacije, Sto pokazuje da se
presadak uspjes$no usadio u kostani tunel ve¢ tri tjedna
nakon operacije (Tablica 2).

Tablica2. Izrast tetivnih vlakana i mehanicko ispitivanje
presatka u kostanom tunelu

GRUPE KONTROLA| BMP-7
(OP-1)
Izrast tetivnih vlakana (m)
(n=30) Srednja vrijednost (m) 486 995%*
Krajnje vrijednosti (m) 364-832 | 621-1813
Silaistrgnuca (N)
3 tjedna (n=20) 212428 |350+40%*
6 tjedana (n=10) 215+44 |380+33*

*P<0.01 vs kontrola
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Slika 1. Tehnika rekonstrukcije ACL-a. Presadak je bio
umetnut u femoralni i tibijalni tunel, a prostor
izmedu presatka i tunela je ispunjen Helistat
spuzvom i BMP-7 ili Helistat spuzvom i
acetatnim puferom.

collagen N\
N\

X

BMP-%

o
collagen

Slika2 Histologija pri manjem povecéanju (x10) otkriva
razliku u izgledu izmedu kosti (b) i tetive (t) na
spoju kosti i tetive kod kontrolnih uzoraka (A) i
onih tretiranih BMP-7 (B) (toluidin plavo
bojenje), s gustom trabekularnom mrezom oko
kostanog tunela kod B. Manje nove kosti je
pronadeno kod kontrolne skupine (C) pri vecem
poveéanju (x40) a guScée trabekule s manjim
prostorom za mozdinu su pronadene na spoju
kosti i tetive kod BMP-7 skupine (D) (van Kossa
bojenje). Resorpcija kosti (strelice) i endostealna
podrucja sa slabijim formiranjem kosti su
prisutna kod kontrolne skupine (E). Izrazito
remodeliranje kosti, ve¢inom s nastankom kosti,
Siroki osteoidni Savovi (0) i nizovi osteoblata
(strelica) su bili karakteristicni za BMP-7
skupinu (F), poveéanje x200.

Histoloska i histomorfometrijska analiza

Stvaranje i remodeliranje kosti oko koStanog tunela
su znacajno potaknuti kod zivotinja tretiranih BMP-7
(Slika 2A-F). Histoloski pregled je pokazao da je oko
tetiva kod kojih je nova kost dodana blize tetivi poja¢ano
stvaranje kosti kod koljena tretiranih BMP-7 za razliku od
kontrolnih koljena. Sloj stani¢nog vlaknastog tkiva je
nastao izmedu tetive i kosti duz koStanog tunela. Taj bi se
sloj trebao razviti i reorganizirati tijekom procesa rege-
neracije. Endostealna povrSina na spoju kosti i tetive i
najbliza trabekularna kost su bile prekrivene osteoidima i
osteoblastima, a imale su brojne erozivne Supljine s osteo-
klastima $to ukazuje na pojacano remodeliranje kosti.
Trabekule su na tom podrucju bile gusce, a prostor za
mozdinu manji u usporedbi s daljom normalnom kosti,
koja je pokazivala skoro nikakav proces remodeliranja.
Nova kost nastala na spoju kosti i tetive je stvorila gustu
trabekularnu mrezu (Slika 2B, 1D) koja je bila znacajno
manje izrazena kod kontrolnih uzoraka. Nepostojanje
hrskavice ili njenih kalcificiranih dijelova je pokazivalo
da je nova kost nastala izravnom intramembranoznom
osifikacijom. Kod Zivotinja tretiranih s BMP-7 se gusto
vlaknasto tkivo povezano s tetivom protezalo duboko u
prostor kostane mozdine izmedu dvije trabekule (Slike
2B, 1D). Presadak u koStanom tunelu je imao normalan
histoloski izgled bez ocitih kostanih formacija unutar
same tetive. Pronadeni su i rastrkani otoci¢i miSi¢nih
vlakana i periferne zone ispunjene masnim stanicama i
krvnim zilama. Spojni dio, dio izmedu tetive i koStanog
tunela, je bio ispunjen vlaknastim tkivom koje je sadrza-
valo brojne krvne zile i kolagenska vlakna koji su izlazili
iz tetive (Slika 2F).

Histomorfometrijska analiza (Tablica 1) je pokazala
da su volumen kosti i trabekularni brojevi na spoju kosti i
tetive veéi (P<0.05) kod BMP-7 grupe nego kod kontrol-
nih Zivotinja. Razlika u statickim histomorfometrijskim
parametrima izmedu spoja kosti i tetive i normalne kosti je
bila veca kod grupe tretirane BMP-7 (P<0.01) nego kod
kontrolne grupe (P<0.05). Prodiranje tetivnog vlaknastog
tkiva u prostor mozdine je bio veéi (P<0.01) kod grupe
tretirane BMP-7 nego kod kontrolne grupe ovaca.

RASPRAVA

Rezultati ove studije pokazuju da je LCA rekonstru-
iran tetivnim presatkom u kos§tanom tunelu ispunjenom
BMP-7 bolji od standardnog postupka na eksperimen-
talnom modelu ovce. Kod svih koljena tretiranih BMP-7
nastalo je viSe nove kosti na spoju kosti i tetive, uz
nastanak podrucja guste trabekularne mreze sa znacajno
ve¢im prodiranjem tetivnog vlaknastog tkiva u prostor
mozdine. Mehanicko testiranje je pokazalo vecu otpor-
nost na silu (368 N) kod uzoraka tretiranih BMP-7 nego
kod kontrolnih uzoraka (214 N). To je prvi dokaz da mala
doza BMP-7 povecava nastanak trabekularne kosti i
integraciju tetivnog presatka u kostanom tunelu. Za
razliku od ove studije bilo je demonstrirano da u zatvo-
renoj kostanoj mikro-sredini poput kostane komore i kos-
tanog rova BMP-7 u veéim dozama moze izazvati pove-
¢anu vaskularizacijuiresorpciju kosti (17).

Zivotinje su zrtvovane nakon 3 tjedna kako bi se
dokazalo hoce li BMP-7 potaknuti integraciju tetive u ra-
nijem vremenskom periodu u usporedbi s kontrolnim
zivotinjama, kako bi se opravdala njegova potencijalna
uporaba kod bolesnika s puknutim LCA, a posebice kod
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profesionalnih sportasa. Period od 6 tjedana je izabran
kako bi se biomehanicki ispitalo hoce li u kasnijem vre-
menskom periodu pocetno poboljSanje biti kompen-
zirano kod kontrolnih Zivotinja.

Sliénim modelom rekonstrukcije ACL-a kod ovaca
jeveé prije ustanovljen normalan tijek zacjeljenja i trans-
formacije tetive (31). 6 tjedana nakon operacije na pres-
jecima kostanog tunela su postojali znakovi Siroke zone
novo formirane matrice koja je podsjecala na hondro-
osteoid s vlaknima slicnim Sharpeyevim formiranim na
spoju kosti i tetive. Nakon 12 tjedana bili su prisutni
hondrociti, a nova kolagenska vlakna su bila postavljena
u smjeru pritiska, dok je nakon 26 tjedana presadak imao
izgled normalne ukrizene sveze. Ovakav proces moze
trajati ¢ak do 12 mjeseci (2, 28). Upotreba BMP-2 u
lijecenju tetive je ve¢ opisana na modelu pasa (27). Tetiva
nije postavljena intra-artikularno, ve¢ kroz kostani tunel
u tibiju. Navedeno je da do izljeCenja dolazi putem
urastavanja kosti u fibrovaskularno tkivo izmedu pre-
satka i1 koStanog tunela, slicno procesu ve¢ opisanom u
ovom izvje§taju. Nakon progresivne mineralizacije fib-
rovaskularnog tkiva, doSlo je do uraStavanja kosti u
presadak, a kolagenska su vlakna povezala tetivu i okol-
nu kost, §to je rezultiralo ¢vrstom integracijom presatka
(28). Autori navode da je neophodno barem 8 tjedana
zaStite prije nego $to se operirano koljeno moze izloziti
stresu.

U komparativnoj studiji na psima o unutar-kos-
tanom zaljeCenju patelarne tetive i fleksorne tetive/tetive
miSi¢a aductora kod rekonstrukcije ACL-a, takoder je
proizaSlo da vlakna slicna Sharpeyevima ucvr$éuju
fleksornu tetivu/tetivu misica aductora nakon 12 tjedana,
dok se kostani ¢ep presatka patelarne tetive fiksira za kost
domacina unutar 6 tjedana. Biomehanicki test je pokazao
da je na fleksornoj tetivi/tetivi miSi¢a adductora naj-
slabija tocka povrsinski dio presatka na izlazu iz tunela,
dok je to kod patelarne tetive bio koStani cep i svjeze tkivo
kojeje okruzivalo presadak. Kona¢no opterecenje koje su
izdrzale fleksorne tetive/tetive miSi¢a je bilo znacajno
manje nego kod patelarnih tetiva nakon 3 tjedna (34), Sto
potvrduje koStano-patelarno ligamentni-koStani
presadak kao «zlatni standard» kod ljudi. Doduse, neki
kirurzi preferiraju presadak tetive hamstringsa, buduci da
ona nema patelarni morbiditet i bolja je simetrija pre-
satka. Kao $to je navedeno u nasim rezultatima, male ko-
licine BMP-7 ubrzavaju inkorporaciju tetivnog presatka i
mogle bi u konaénici biti jednako korisne kao i kod stimu-
liranja zarastanja kost na kost, $to bi moglo biti od poseb-
nog znacaja i za profesionalne sportase. Doza od 25 pg
BMP-7 je mala u usporedbi s dozama od stotinu mikro-
grama do nekoliko miligrama koje su se koristile u pred-
klini¢kim i klini¢kim studijama (6, 9).

Utjecaj BMP-a na izolirano zacjeljenje tetive je ve¢
ispitano umetanjem malih doza (5-10 ng) BMP-7, BMP-
13, CDMP-2 (3) u ostecenje Ahilove tetive kod Stakora
(8). Nakon 14 dana hiperstani¢no svjeze tkivo se pojavilo
kod zivotinja tretiranih (8) BMP-13 i CDMP-2, dok je
kod tetiva tretiranih BMP-7 nastala kost. U ovoj studiji

nismo primijetili nastanak kosti unutar tetivnog presatka,
koji bi ina¢e mogao smanjiti mehanicka svojstva pre-
satka. Tetivno zadebljanje koje je nastalo pod utjecajema
CDMP-2 nakon 14 dana je bilo ¢vrs¢e i kruée nego
izvorna tetiva, a rendgenska snimka nije pokazala zna-
kove osifikacije. Iz ovih otkri¢a proizlazi da bi CDMP-i
mogli poticati proliferaciju tetivnih vlakana i regene-
raciju kod rekonstrukcije LCA-a. Ako ih se upotrijebi
zajedno s BMP-ima, inkorporacija ligamenta i meha-
nicka otpornost na stres bi mogli biti maksimalni. U slu-
¢aju implantacije presatka kost-ligament-kost, dolazi do
izravne osifikacije kostanog Cepa u koStanom tunelu.
Mnogi kirurzi preferiraju presadak tetive hamstringsa,
buduéi da on ima neke prednosti. Tetivni presadak se
ucvrséuje u kostanom tunelu preko Sharpeyevih vlakana,
ali taj proces uobicajeno traje izmedu 6 i 12 tjedana.
Nepozeljne nuspojave, kao Sto su efekt elasticne gume
(bunge) ili efekt vjetrobranskog brisaca (screen wiper),
produzuju zacjeljenje ili ¢ak dovode do propadanja
presatka (5, 30). Zbog toga je vrlo vazno bolje i sigurnije
fiksiranje presatka. Rehabilitacija pocinje drugi dan na-
kon operacije, a neki autori se zalazu za intenzivnu, ¢ak i
agresivnu rehabilitaciju (32). Tijekom prvih 6 tjedana na-
kon operacije presadak je izlozen jakom naprezanju. No-
ve tehnike operacije jamce bolju poloZenost tunela za to¢-
nu izometriju, dok uredaji za fiksiranje jamce ¢vrstu fik-
saciju koja je $to je blize moguce otvoru zgloba. U ovom
slu¢aju BMP-7 ne samo §to je poticao nastanak nove kosti
oko presatka, ve¢ su Sharpeyeva vlakna bila duza kod
koljena tretiranih BMP-7.

U komparativnoj studiji dobro fiksiranje tetive u

kostanom tunelu je postignuto upotrebom 90-360 pg
BMP-2 (27). Znacajno manja doza BMP-7 upotrijebljena
u ovoj studiji je bila dovoljna da izazove ¢vrsto fiksiranje
tetive u kostanom tunelu, i dovede do dobrog fiksiranja
nakon 3 tjedna i solidne mehanicke stabilnosti 3 i 6
tjedana nakon operacije. Srednje vrijeme vezanja BMP-7
na kolagenski nosa¢ je u prosjeku 3-5 dana, $to je
utvrdeno jodiranim preparatima BMP-7 (29). Taj je rezul-
tat postignut unato¢ tome $to su Zivotinje pocele izlagati
koljena punom optereé¢enju odmah nakon operacije, jer je
ova bila izvedena tek jednostrano. I precizna histomorfo-
metrijska analiza i biomehanicko testiranje, koje nije bilo
provedeno uranijim radovima s BMP-2, su pokazali bolje
fiksiranje kod Zzivotinja tretiranih BMP-7, bez znacajnih
razlika 3 ili 6 tjedana nakon operacije. Zajedno, ti
rezultati potvrduju da BMP-i, osobito u manjim dozama,
mogu biti uspjesno koristeni kod rekonstrukcije LCA-au
postupku presadivanja u kostani tunel, i tako skratiti
vrijeme potrebno za rehabilitaciju.
Smatramo da manje doze BMP-7 poboljSavaju integra-
ciju transplantiranog tetivnog presatka u kostani tunel na-
kon rekonstrukcije LCA-a kod ovaca te bi stoga mogle
biti korisne za poticanje inkorporacije presatka kod paci-
jenata koji su podvrgnuti rekonstrukciji LCA-a, osobito
Sto se ti¢e profesionalnih sportasa koji se mogu ranije vra-
titi na teren.
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