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SAŽETAK 

KOŠTANI MORFOGENETSKI PROTEINI U REGENERACIJI KOSTI NA MODELU 

SEGMENTALNOG DEFEKTA LAKATNE KOSTI KUNIĆA 

Segmentalni defekti dugih kostiju predstavljaju velik terapijski izazov u humanoj i 

veterinarskoj ortopediji jer nadilaze prirodni regeneracijski potencijal koštanog tkiva. Iako 

autologni koštani presadak predstavlja zlatni standard liječenja, njegova je primjena ograničena 

morbiditetom donorskog mjesta i ograničenom dostupnošću tkiva. Koštani morfogenetski 

proteini imaju ključnu ulogu u regeneraciji kosti, a rekombinantni humani BMP6 (rhBMP6) 

pokazuje izražen osteoinduktivni potencijal zbog relativne rezistencije na inhibitor noggin. 

Cilj istraživanja bio je ispitati učinkovitost osteoinduktivnog implantata koji sadrži rhBMP6 

primijenjen u autolognom krvnom ugrušku, s dodatkom ili bez biomehanički otpornog 

materijala, u cijeljenju segmentalnog defekta lakatne kosti na modelu kunića. Također je 

analiziran utjecaj kemijskog sastava kalcij-fosfatnih keramičkih čestica (trikalcij-fosfat i 

bifazična keramika) te uspoređena vrijednost različitih radioloških metoda u procjeni cijeljenja. 

U istraživanje su uključena 22 kunića s kirurški induciranim segmentalnim defektom 

lakatne kosti duljine 15 mm raspoređena u četiri pokusne i dvije kontrolne skupine. Cijeljenje 

je praćeno rendgenskim snimanjem in vivo, a završna evaluacija ex vivo provedena je 

rendgenom, CT-om, mikro-CT-om i histološkom analizom. Rezultati su pokazali da implantati 

koji sadrže rhBMP6 u kombinaciji s keramičkim česticama postižu značajno bolju regeneraciju 

kosti u odnosu na formulacije bez biomehaničke potpore i kontrolne skupine, uz pouzdano 

premoštenje defekta i organiziranu trabekularnu strukturu.  

Zaključno, kombinacija rhBMP6, autolognog krvnog ugruška i kalcij-fosfatne keramike 

predstavlja učinkovitu i translacijski perspektivnu strategiju za liječenje kritičnih segmentalnih 

defekata dugih kostiju. 

Ključne riječi: segmentalni defekt kosti; koštana regeneracija; osteoindukcija; koštani 

morfogenteski proteini; rhBMP6; autologni krvni ugrušak; keramičke čestice; trikalcij-fosfat; 

bifazična keramika; rendgen; CT; mikro-CT; histološka analiza; regeneracija kosti; tkivno 

inženjerstvo. 

 

 

 



EXTENDED ABSTRACT 

BONE MORPHOGENETIC PROTEINS FOR BONE REGENERATION IN RABBIT 

ULNAR SEGMENTAL DEFECT MODEL 

Introduction 

Segmental bone defects of long bones represent one of the most challenging conditions 

in both human and veterinary orthopedics due to the limited intrinsic regenerative capacity of 

bone tissue. These defects most commonly arise as a consequence of trauma, tumor resection, 

infection, or congenital malformations and frequently exceed the threshold for spontaneous 

healing. In such cases, physiological bone repair mechanisms are insufficient, resulting in 

delayed union, non-union, or fibrous tissue formation. 

Autologous bone grafting remains the clinical gold standard for the treatment of critical-

size segmental defects, owing to its osteogenic, osteoinductive, and osteoconductive properties. 

However, its clinical application is associated with significant limitations, including donor site 

morbidity, limited availability of graft material, prolonged operative time, blood loss, and 

chronic pain. These drawbacks have stimulated extensive research into alternative regenerative 

strategies, particularly those based on osteoinductive biomolecules and tissue engineering 

approaches. 

Bone morphogenetic proteins (BMPs), members of the transforming growth factor-β 

(TGF-β) superfamily, play a pivotal role in skeletal development and bone regeneration. Among 

them, recombinant human BMP6 (rhBMP6) has emerged as a particularly promising 

osteoinductive factor, demonstrating superior biological activity compared to BMP2 and 

BMP7. Importantly, BMP6 exhibits relative resistance to noggin, a major extracellular 

antagonist of BMP signaling, which may contribute to more effective and controlled 

osteogenesis at lower, physiologically relevant doses. 

Recent advances have highlighted the importance of delivery systems and 

biomechanically supportive matrices in BMP-based therapies. Autologous blood coagulum 

(ABC) has been proposed as a biologically favorable BMP carrier due to its high protein-

binding capacity, autologous origin, and minimal immunogenicity. However, in load-bearing or 

mechanically demanding environments such as segmental bone defects, the addition of a 

compression-resistant matrix (CRM) is required to preserve implant integrity and spatial 

stability during the regenerative process. Calcium phosphate-based ceramics, including 



tricalcium phosphate (TCP) and biphasic calcium phosphate (BCP), are widely used for this 

purpose due to their biocompatibility, osteoconductivity, and resorption profiles. 

Aim of the Study 

Hypothesis 

An osteoinductive device containing recombinant human bone morphogenetic protein 

6 (rhBMP6), applied within an autologous blood coagulum combined with ceramic particles, 

will be superior to formulations without ceramic particles in the healing of a segmental ulnar 

bone defect in rabbits. 

General Objective 

To investigate the efficacy of different osteoinductive implants containing bone 

morphogenetic proteins, using a protein carrier with and without a biomechanically resistant 

material, in bone healing in a rabbit segmental ulnar defect model. 

Specific Objectives 

1. To compare the capabilities of different radiological methods (X-ray, CT, and micro-

CT) in analyzing the outcomes of segmental bone defect healing. 

2. To investigate the dynamics of segmental bone defect healing following the 

application of different osteoinductive therapies based on bone morphogenetic 

proteins. 

3. To evaluate the effect of adding a biomechanically resistant material to an 

osteoinductive implant on the outcome of bone defect healing. 

4. To investigate the effect of the chemical composition of ceramic particles used as a 

biomechanically resistant material on the outcome of segmental bone defect healing. 

Materials and Methods 

A total of 22 male New Zealand White rabbits (lat. Oryctolagus cuniculus), aged five 

months and weighing approximately 3 kg, were included in the study. A standardized critical-

size segmental defect measuring 15 mm was surgically created in the diaphysis of the right ulna 

of each animal and stabilized using a fixation plate to simulate clinical conditions. 

Animals were allocated into six experimental groups receiving different implant 

formulations: 



A) rhBMP6 in autologous blood coagulum combined with TCP ceramic particles  

B) rhBMP6 in autologous blood coagulum combined with BCP ceramic particles, 

C) rhBMP6 in autologous blood coagulum, 

D) rhBMP2 delivered on an absorbable collagen sponge, 

E) autologous blood coagulum with TCP (control), 

F) autologous blood coagulum with BCP (control). 

In vivo radiographic examinations were performed at 4 and 8 weeks postoperatively to 

monitor the progression of bone healing. At 17 weeks, animals were euthanized and ex vivo 

analyses were conducted using conventional radiography, computed tomography (CT), and 

high-resolution microCT. Quantitative microCT analysis was used to assess bone volume, 

ceramic replacement material volume and trabecular microarchitecture parameters, including 

trabecular thickness, number, and separation. 

Histological evaluation was performed on undecalcified bone sections using standard 

staining techniques to assess bone quality, osteointegration, and ceramic resorption.  

Results 

The results demonstrated that implants containing rhBMP6 combined with ceramic 

particles resulted in significantly enhanced bone regeneration compared to formulations 

without a compression resistant matrix and control groups. These groups exhibited more 

consistent defect bridging, increased bone volume, and well-organized trabecular architecture. 

Differences were observed between ceramic compositions. TCP-containing implants showed 

faster ceramic resorption and earlier replacement by newly formed bone, whereas BCP-

containing implants provided prolonged structural support due to slower resorption, 

contributing to sustained mechanical stability. MicroCT proved to be the most sensitive and 

precise imaging modality for quantitative assessment of bone microstructure, enabling 

objective evaluation of trabecular parameters and residual ceramic material. Conventional 

radiography and CT provided reliable assessment of defect bridging and overall bone continuity 

but were less informative regarding microarchitectural details. Histological findings were 

compatible with imaging results, revealing advanced osteointegration, mature lamellar bone 

formation, and minimal inflammatory response in rhBMP6-treated groups. 

 



Discussion 

The findings of the study emphasize the pivotal role of biomechanically supportive 

matrices in the successful implementation of BMP-based bone regeneration strategies, 

particularly in the context of critical-size segmental defects. Recombinant human BMP6 

(rhBMP6) delivered within an autologous blood coagulum demonstrated intrinsic 

osteoinductive potential, confirming its capacity to initiate de novo bone formation in the 

absence of additional scaffolding. However, the incorporation of calcium phosphate ceramics 

as a carrier material significantly augmented the regenerative outcomes. This enhancement can 

be attributed to the dual function of the ceramic matrix: providing mechanical stability to the 

defect site and serving as an osteoconductive scaffold that facilitates cellular infiltration, 

vascularization, and the orderly deposition of new bone tissue. Comparative analysis further 

revealed that rhBMP6/ceramics-based constructs consistently outperformed implants 

formulated with rhBMP2, underscoring the critical importance of careful BMP selection, and 

the consideration of protein-specific biological activity in the design of regenerative therapies. 

In this research, rhBMP2 on an absorbable collagen sponge demonstrated inferior regenerative 

performance compared with the rhBMP6/ceramics-based composite implants. Radiological, 

microCT, histological, and biomechanical analyses showed that healing was less consistent, 

with incomplete or delayed defect bridging, lower bone volume, and a less organized trabecular 

microarchitecture. The newly formed tissue in this group was more heterogeneous reflecting 

insufficient spatial stability within the defect. In contrast to the ceramic-reinforced rhBMP6 

formulations, the collagen carrier lacked compression resistance, allowing collapse of the 

implant and loss of defect geometry, which compromised orderly bone formation. 

Consequently, rhBMP2/ACS exemplified the limitations of first-generation BMP therapies in 

critical-size segmental defects, where biological stimulation alone proved inadequate to achieve 

robust, structurally competent regeneration. Importantly, the rabbit ulnar segmental defect 

model employed in this study proved to be a highly reproducible and clinically relevant 

preclinical platform, allowing for rigorous evaluation of osteoinductive strategies under 

conditions that closely mimic human bone healing processes. These findings collectively 

highlight the necessity of integrating biomechanical support, osteoconductive scaffolding, and 

BMP selection to maximize the efficacy of bone regenerative interventions and provide a 

framework for the rational design of next generation osteoinductive implants. Notably, the 

ceramic particles used as control groups in this study, including tricalcium phosphate (TCP) 

and biphasic calcium phosphate (BCP), lacked intrinsic osteoinductive activity and were unable 



to induce de novo bone formation in the absence of a biologically active osteogenic stimulus 

such as BMPs. 

Conclusion 

This study demonstrates that effective regeneration of critical-size segmental defects in 

long bones requires the synergistic integration of osteoinduction, osteoconduction, and 

biomechanical stability. The most successful outcomes were achieved using recombinant 

human BMP6 delivered in an autologous blood coagulum and reinforced with calcium 

phosphate ceramic particles. This composite consistently enabled reliable defect bridging and 

generated newly formed bone that closely resembled native tissue in morphology, 

microarchitecture, and biomechanical performance. In contrast, osteoinductive stimulation 

without adequate mechanical support resulted in delayed, disorganized, and mechanically 

inferior healing, underscoring that biological signaling alone is insufficient in load-bearing 

environments. Both tricalcium phosphate and biphasic calcium phosphate ceramics proved 

effective when combined with rhBMP6, with differences primarily in resorption dynamics and 

microstructural organization. Overall, the combination of rhBMP6, autologous blood 

coagulum, and biomechanically resistant ceramic material represents an optimal and 

translationally relevant strategy for the treatment of critical-size long-bone defects, providing a 

strong foundation for future clinical application in human and veterinary orthopedics. 

Keywords: segmental bone defect; bone regeneration; osteoinduction; bone morphogenetic 

proteins; rhBMP6; autologous blood coagulum; ceramic particles; tricalcium phosphate; 

biphasic ceramic; X-ray; CT; micro-CT; histological analysis; bone regeneration; tissue 

engineering. 

 

 

 

 

 

  



POPIS OZNAKA I KRATICA 

 

3R – Zamjena, smanjenje i poboljšanje (engl. Replacement, Reduction, Refinement) 

ABC – autologni krvni ugrušak (engl. Autologous Blood Coagulum) 

ACS – absorptivna kolagena spužvica (engl. Absorbable Collagen Sponge) 

AP – antero-posteriorna projekcija 

BCP – bifazična keramika (engl. Biphasic Calcium Phosphate) 

BMP –  koštani morfogenetski proteini (engl. Bone Morphogenetic Protein) 

BMP2 – koštani morfogenetski protein 2 

BMP6 – koštani morfogenetski protein 6 

BMP7 – koštani morfogenetski protein 7 

CaP – kalcij fosfat (engl. Calcium Phosphate) 

CRM – materijal otporan na kompresiju  (engl. Compression Resistant Matrix) 

CSD – segmentalni defekt (engl. Critical Size Defect) 

CT – kompjuterizirana tomografija (engl. Computed Tomography) 

FDA – Food and Drug Administration 

GDF – faktor rasta i diferencijacije (engl. Growth Differentiation Factor) 

HA – hidroksiapatit (engl. Hydroxyapatite) 

LL – latero-lateralna projekcija 

MRI – magnetska rezonanca (engl. Magnetic Resonance Imaging) 

mikro-CT – mikro kompjuterizirana tomografija (engl. Micro Computed Tomography) 

NHP – primati osim čovjeka (engl. Non-human Primates) 

PCL – polikaprolakton (engl. Polycaprolactone) 

PEG – polietilen glikol (engl. Polyethylene Glycol) 

PGA –  poliglikolna kiselina (engl. Polyglycolic Acid) 



PLA – polilaktična kiselina (engl. Polylactic Acid) 

PLGA – polilaktično-glikolna kiselina (engl. Poly(lactic-co-glycolic acid) ) 

PLF – posterolateralna fuzija (engl. Posterolateral Spinal Fusion) 

PPF – polipropilen fumarat (engl. Polypropylene Fumarate) 

RTG – rendgensko snimanje 

TCP – trikalcij-fosfat (engl. Tricalcium Phosphate) 

TGF-β – transformirajući faktor rasta beta (engl. Transforming Growth Factor Beta) 
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 UVOD 

Regeneracija velikih koštanih defekata i dalje predstavlja jedno od ključnih neriješenih 

pitanja u ortopediji i regenerativnoj medicini. Iako kost posjeduje inherentnu sposobnost 

reparacije, taj potencijal postaje nedostatan u situacijama opsežnog gubitka tkiva, osobito kod 

segmentalnih defekata dugih kostiju. Takvi defekti, najčešće uzrokovani traumom, infekcijom 

ili onkološkom resekcijom, povezani su s produženim liječenjem, visokom stopom 

komplikacija i značajnim funkcionalnim opterećenjem za bolesnika. Standardni terapijski 

pristupi, uključujući autologne presatke, iako učinkoviti, ograničeni su dostupnošću tkiva i 

morbiditetom na donorskom mjestu. Time je otvoren prostor za razvoj biološki utemeljenih 

terapija koje nadilaze ograničenja konvencionalnih kirurških metoda (HERNIGOU i sur., 

2014.). 

U tom kontekstu, koštani morfogenetski proteini zauzimaju središnje mjesto kao snažni 

modulatori osteogeneze. Njihova sposobnost usmjeravanja diferencijacije mezenhimskih 

stanica pozicionirala ih je među najperspektivnije molekule u području koštane regeneracije. 

Međutim, iskustva s ranije uvedenim rekombinantnim koštanim proteinima pokazala su da 

visoka osteoinduktivnost ne jamči i kliničku prihvatljivost (KARIPIDOU i sur., 2025.). 

Nuspojave povezane s nekontroliranim otpuštanjem proteina, uključujući ektopičnu osifikaciju 

i izražene upalne reakcije, naglasile su važnost optimizacije doziranja, nosača i lokalne 

biodistribucije aktivne tvari. Time se fokus istraživanja pomaknuo s isključive biološke 

potentnosti prema uravnoteženju učinkovitosti i sigurnosti. 

Razvoj formulacija temeljenih na rekombinantnom humanom BMP6 predstavlja 

pokušaj odgovora na navedene izazove. Biološka svojstva ovog proteina, uključujući otpornost 

na endogene antagoniste, upućuju na njegov potencijal u postizanju stabilnijeg osteogenog 

odgovora (VUKICEVIC i sur., 2020.). Kombinacija rhBMP6 s autolognim krvnim ugruškom 

kao nosačem omogućuje fiziološki mikrookoliš i potencijalno kontroliraniju kinetiku 

otpuštanja, dok integracija keramika osigurava mehaničku potporu nužnu za primjenu u 

biomehanički opterećenim segmentima skeleta. Dosadašnji pretklinički rezultati ukazuju na 

obećavajuću osteoinduktivnost ove formulacije, no njezina učinkovitost u modelu 

segmentalnog defekta, koji predstavlja jednu od zahtjevnijih indikacija, zahtijeva dodatnu 

potvrdu (STOKOVIC i sur., 2020. STOKOVIC i sur., 2022., STOKOVIC i sur., 2026.). 

S obzirom na to da uspješnost regenerativne terapije ne ovisi isključivo o indukciji 

koštanog tkiva, već i o kvaliteti, arhitekturi i biomehaničkoj integraciji novonastale kosti, nužna 
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je primjena pouzdanih i kvantitativnih metoda evaluacije. Standardizirani animalni modeli 

segmentalnih defekata omogućuju translacijsku procjenu terapijskog učinka, dok suvremene 

slikovne tehnike, osobito mikrokompjuterizirana tomografija, osiguravaju objektivnu analizu 

trodimenzionalne mikrostrukture regeneriranog tkiva (PERIĆ i sur., 2015., STOKOVIC i sur., 

2022.). 

Polazeći od ograničenja postojećih terapijskih rješenja i sigurnosnih izazova ranije 

primijenjenih BMP-temeljenih lijekova, ovo istraživanje usmjereno je na sustavnu pretkliničku 

evaluaciju osteoinduktivne terapije temeljene na rhBMP6 u modelu segmentalnog defekta. 

Time se nastoji doprinijeti razvoju biološki i biomehanički optimiziranog terapijskog pristupa 

koji ima potencijal translacije u kliničku praksu humane i veterinarske medicine. 
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 PREGLED DOSADAŠNJIH ISTRAŽIVANJA 

2.1. Koštani morfogenetski proteini i njihovi nosači 

 Koštani morfogentski proteini 

Koštani morfogenetski proteini (engl. Bone Morphogenetic Proteins, BMP) skupina su 

signalnih molekula koje imaju ključnu ulogu u različitim biološkim procesima, s primarnim 

naglaskom na razvoj i održavanje koštanog i hrskavičnog tkiva (STOKOVIC i sur., 2022.). Oni 

su podskup superobitelji proteina transformirajućeg čimbenika rasta-beta (eng. Transforming 

Growth Factor-β; TGF-β). Koštani morfogenetski proteini  prvobitno su istraživani zbog svoje 

sposobnosti  induciranja stvaranja kosti i hrskavice u pokusnim studijama (BRAGDON i sur., 

2011.).  

Iako su u početku identificirani u kontekstu regeneracije koštanog tkiva, naknadna 

istraživanja pokazala su da sudjeluju u brojnim biološkim procesima te imaju važne uloge u 

različitim tkivima i organima  (SAMPATH i REDDI, 2020.). Dr. Marshall Urist je 1965. godine 

prvi otkrio da demineralizirana kost može inducirati formiranje nove kosti kada se implantira u 

mišić. Ovo otkriće dovelo je do identifikacije specifičnih proteina odgovornih za ovaj proces, 

koji su nazvani koštani morfogenetski proteini (URIST, 1965.). Koštani morfogenetski proteini, 

mogu se, s obzirom na svoju primarnu ulogu i biološka svojstva, podijeliti u nekoliko skupina.. 

Izražena osteoinduktivna svojstva imaju proteini koji pripadaju u prvu skupinu (BMP2 i 

BMP4), drugu skupinu (BMP5, BMP6 i BMP7) i treću skupinu (BMP9 i BMP10) dok proteini 

iz skupine GDF5, GDF6 i GDF7 ne induciraju stvaranje kosti, već stvaranje hrskavičnog tkiva 

(CHEN i sur., 2004.; MIYAZONO i sur., 2010.). S druge strane, BMP3 djeluje kao inhibitor 

stvaranja koštanog tkiva.  

 Nosači koštanih morfogenetskih proteina 

Nosači koštanih morfogenetskih proteina dijele se u četiri skupine: prirodni polimeri, 

sintetski polimeri, anorganski materijali, te njihove kombinacije. U skupinu prirodnih polimera 

pripada kolagen, tkoji  je najčešće korišteni nosač BMP-a u znanstvenim istraživanjima te  u 

kliničkoj primjeni, primjerice kao sastavni dio lijeka Infuse TM (SEEHERMAN i WOZNEY, 

2005.) (Slika 1). Osim kolagena, u skupinu prirodnih polimera spadaju i hijaluronska kiselina, 

želatina, fibrin, kitozan, alginat te svila (EL BIALY i sur., 2017.). U skupinu sintetskih polimera 

pripadaju: polilaktična kiselina (engl. Polylactic Acid, PLA), poliglikolna kiselina (engl. 

Polyglycolic Acid, PGA), polilaktično-glikolna kiselina (engl. Poly (lactic-co-glycolic Acid), 

PLGA), polietilen glikol (engl. Polyethylene Glycol, PEG), polikaprolakton (engl. 

Polycaprolactone, PCL), polipropilen fumarat (engl. Polypropylene Fumarate, PPF) te blok ko-
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polimeri. Treća skupina nosača koštanih morfogenetskih proteina su anorganski materijali 

poput kalcijevih ortofosfata (keramika i cement), kalcijeva sulfata (cement) i biostakla. Ipak, 

najčešće primjenjivani nosači pripadaju četvrtoj skupini koju čine kombinacije prethodno 

navedenih nosača pri čemu se najčešće koriste kombinacije polimera s anorganskim 

materijalima (ŠTOKOVIĆ, 2022.).  

 Osteogrow 

Osteogrow je novi lijek za regeneraciju kosti koji se sastoji od rekombinantnog 

humanog koštanog morfogenetskog proteina 6 (rhBMP6) i autolognog krvnog ugruška (engl. 

Autologous Blood Coagulum; ABC) kao nosača (VUKICEVIC i sur., 2020.) (Slika 1). Važno 

je istaknuti kako su nedavna istraživanja pokazala superiornost BMP6 u odnosu na BMP2 i 

BMP7 zbog relativne rezistencije na noggin, izvanstanični antagonist koštanih morfogenetskih 

proteina (BAE i sur., 2011.). Autologni krvni ugrušak je nosač koji zbog velikog broja proteina 

plazme čvrsto veže BMP, a s obzirom da je riječ o autolognom nosaču, na mjestu aplikacije 

izaziva minimalnu upalnu reakciju i ne nosi rizik od prijenosa bolesti (GRGUREVIĆ i 

VUKIČEVIĆ, 2018., CHIARI i sur., 2020.). Osteogrow je opsežno istražen u pretkliničkim 

studijama na životinjskim modelima u štakora, kunića i ovaca gdje je potvrđena sigurnost i 

učinkovitost njegove primjene (VUKICEVIC i sur., 2020.; GRGUREVIC i sur., 2020.). Kako 

bi se lijek Osteogrow mogao primjenjivati u indikacijama gdje su prisutne kompresivne sile 

nužno je dodavanje biomehanički otpornog materijala (engl. Compression Resistant Matrix; 

CRM) radi poboljšanja biomehaničkih svojstava implantata. Na samom početku pretkliničkih 

istraživanja kao CRM je korišten koštani alograft te je formulacija lijeka s alograftom 

(Osteogrow-A) uspješno testirana na modelima posterolateralne spinalne fuzije (engl. 

Posterolateral Spinal Fusion; PLF) u kunića i ovaca (VUKICEVIC i sur., 2020.; GRGUREVIC 

i sur., 2020.). Ipak, primjenu alografta prate rizici, poput  imunogenosti i rizika prijenosa virusa, 

te se zbog toga ne smatra idealanim biomehanički otpornim materijalom. Zbog navedenih 

razloga započela je potraga za alternativnim CRM-om te je razvijen Osteogrow-C, 

osteoinduktivni lijek koji se sastoji od rhBMP6, autolognog krvnog ugruška sa sintetskom 

keramikom građenom od kalcijeva fosfata kao CRM-om (VUKICEVIC i sur., 2014.; 

VUKICEVIC i sur., 2020., ŠTOKOVIĆ i sur., 2024) (Slika 1). Keramičke čestice se po veličini 

mogu podijeliti na male (74–420 μm), srednje (500–1700 μm) i velike (1000–4000 μm) čestice 

dok se po kemijskom sastavu dijele na trikalcij-fosfat (engl. Tricalcium Phosphate; TCP), 

hidroksiapatit (engl. Hydroxyapatite; HA) i dvofaznu keramiku (engl. Biphasic Calcium 

Phosphate; BCP), koja sadrži TCP i HA u različitim omjerima (STOKOVIĆ i sur., 2020.). U 
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istraživanjima na modelu potkožne ugradnje u štakora je evaluiran utjecaj veličine i kemijskog 

sastava keramičkih čestica na osteogenezu te je dokazano kako količina i mikroarhitektura 

novostvorene kosti ovise o veličini keramičkih čestica dok kemijski sastav čestica determinira 

brzinu resorpcije čestica nakon ugradnje Osteogrow-C implantata (STOKOVIC i sur., 2020.). 

Također, u dosadašnjim pretkliničkim istraživanjima je dokazana efikasnost primjene lijeka 

Osteogrow-C u modelima PLF-a u kunića i ovaca (STOKOVIC i sur., 2020. STOKOVIC i sur., 

2022., STOKOVIC i sur., 2026.). Prethodno navedeni rezultati sugeriraju kako bi Osteogrow-

C mogao biti efikasno terapijsko rješenje i za liječenje segmentalnih defekata dugih kostiju te 

je zbog toga potrebno provesti pretkliničku evaluaciju Osteogrow-C u odgovorajućem 

animalnom modelu. 

 

Slika 1: Shematski prikaz postupka pripreme različitih osteoinduktivnih implantanta, 

uključujući pripremu implantata koji se sastoji od rhBMP2 primijenjenog na kolagenskoj 

spužvici (1), te implantata koji se sastoje od rhBMP6 u autolognom krvnom ugrušku bez (2) i 

sa sintetskim keramičkim česticama (TCP ili BCP) (3). Prilagođeno i preuzeto uz dozvolu iz: 

Regeneration of a Rabbit Segmental Defect with a New Bone Therapy: Autologous Blood 

Coagulum with Bone Morphogenetic Protein 6 and Synthetic Ceramics. 
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 Klinička primjena koštanih morfogenetskih proteina 

U kliničkoj primjeni do sada su se koristila dva osteoinduktivna lijeka temeljena na 

koštanim morfogenetskim proteinima (BMP2 i BMP7) dostavljenim na goveđem kolagenu kao 

nosaču. 

2.1.4.1. Infuse Bone Graft 

Infuse Bone Graft je osteoinduktivni lijek koji se sastoji od rhBMP2 na goveđoj 

kolagenoj spužvici kao nosaču. Infuse je osteoinduktivni medicinski preparat koji se koristi 

najčešće u spinalnim fuzijama i drugim ortopedskim zahvatima. BMP2 je vrlo učinkovit u 

poticanju stvaranja nove kosti, što može dovesti do bržeg i potpunijeg zarastanja u usporedbi s 

tradicionalnim metodama poput koštanih transplantata. Upotreba Infuse-a može biti povezana 

s nekoliko nuspojava, uključujući oticanje, bol, upalu i prisutnost heterotopičnih osifikacija 

(SCHULTZ, 2008., IVANJKO i sur., 2023.). Zbog navedenih komplikacije Američka agencija 

za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration; FDA) u lipnju 2008. godine izdala je 

upozorenja o rizicima vezanim za upotrebu lijeka Infuse, posebice kada se koristi izvan 

odobrenih indikacija. Ovo upozorenje se prvenstveno odnosilo na upotrebu lijeka Infuse u 

vratnoj kralježnici zbog brojnih prijavljenih komplikacija, uključujući oticanje mekih tkiva, što 

može dovesti do problema s disanjem, gutanjem i oštećenjem živaca (KARIPIDOU i sur., 

2025.). Pretpostavlja se da te komplikacije potječu od nekontroliranog oslobađanja velikih 

količina rhBMP2 koje značajno premašuju fiziološke razine (COTTRILL i sur., 2023.). 

2.1.4.2.  Osigraft     

Osigraft je osteoinduktivni lijek koji se sastoji od rhBMP7 u kombinaciji s goveđim 

koštanim kolagenom kao nosačem (OP1 - Putty). Osigraft sadrži koštani morfogenetski protein 

7 (BMP7) te se koristio u raznim ortopedskim i stomatološkim zahvatima. Međutim, njegova 

je uporaba povezana s komplikacijama kao što su heterotopične osifikacije, alergijske reakcije, 

kompresija živaca, rizik od infekcije, lokalna upala i odgođeno cijeljenje ili nezarastanje. Osim 

toga, Osigraft je bio kontraindiciran u bolesnika s aktivnim infekcijama na mjestu liječenja, kod 

trudnica, osoba s preosjetljivošću na BMP7, pacijenata s aktivnim zloćudnim bolestima, kod 

sustavnih poremećaja koji utječu na cijeljenje kosti te kod djece ili adolescenata (CALORI i 

sur., 2015.). Dodatni sigurnosni problemi pojavili su se kod specifičnih oblika primjene. 

Osigraft je prvobitno bio odobren za određene kirurške indikacije, no pokazalo se da njegova 

primjena u nekim slučajevima nije bila sigurna (LEACH i BITTAR, 2009.). Osigraft je povučen 

iz kliničke primjene zbog sumnje u sigurnost njegove primjene. Glavni razlog za povlačenje ili 
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ograničenje njegove upotrebe bio je niz ozbiljnih nuspojava i komplikacija poveznih s 

njegovom primjenom, uključujući povećan rizik od neželjenih reakcija poput ozbiljnih upala, 

infekcija, heterotopične osifikacije, te edema ili oštećenja živaca (DELAWI i sur., 2016.).  

2.2.  Biomehanički otporni materijal  

Kako bi se osteoinduktivni implantati mogli primjenjivati u indikacijama gdje su 

prisutne kompresivne sile potreban je dodatak biomehanički otpornog materijala. Do sada su 

razvijene brojne biokompatibilne tvari koje poboljšavaju biomehanička svojstva te sprječavaju 

kompresiju ili pomak osteoinduktivnog implantanta (STOKOVIC i sur., 2020., AHN i sur., 

2022.).  

Uspješnost biomehanički otpornog materijala ovisi o nizu karakteristika koje 

osiguravaju njihovu funkcionalnost, sigurnost i dugotrajnost. Neke od njih su: 

biokompatibilnost, optimalna biomehanička svojstva, sposobnost integracije s okolnim 

tkivima, kemijska stabilnost i optimizacija površinske topografije (STOKOVIC i sur., 2022.). 

Optimalan biokompatibilni materijal mora biti u potpunosti inertan prema okolnom tkivu, 

odnosno ne smije uzrokovati različite biološke i imunološke reakcije kao što su opći 

citotoksični učinak, aktivacija neutrofila, formiranje granulacijskog i fibroznog tkiva, 

proizvodnja antitijela, odgovori imunoloških stanica, akutna preosjetljivost tj. anafilaksa, 

odgođena preosjetljivost, mutageni odgovori, genotoksičnost te reproduktivna toksičnost 

(WILLIAMS, 2008.). 

U indikaciji segmentalnog defekta postoji nekoliko opisanih i primjenjivih 

biomehanički otpornih materijala. Koštani alograft posjeduje vrlo dobra biomehanička svojstva 

jer se radi o istovjetnom tkivu (BETZ, 2002.). Alografti su ključni u mnogim kirurškim 

zahvatima zbog njihove sposobnosti da podrže regeneraciju tkiva iako postoje određeni 

nedostaci povezanih s potencijalnim prijenosom virusa i povećanim rizikom od razvoja 

infekcije (HABIBOVIC i GROOT, 2007.). Zbog prethodno navedenih nedostataka, javila se 

potreba za razvojem sintetskog materijala koji je u potpunosti biokompatibilan te ima optimalna 

biomehanička svojstva za kliničku primjenu. Sintetske keramike građene od kalcijevih 

ortofosfata predstavljaju biokompatibilne materijale sa širokom primjenom u medicini. 

Najčešće korišteni su trikalcij-fosfat (TCP, Ca3(PO4)2) i hidroksiapatit (HA, Ca10(PO4)6OH2), 

čija se najveća razlika očituje u različitoj resorptivnosti u živom organizmu, pri čemu se TCP 

relativno brzo resorbira, dok je HA otporan na resorpciju. Kako bi se postigla željena 

dugovječnost u organizmu, razvijen je koncept bifazične keramike, koja uključuje i TCP i HA 
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u različitim omjerima, ovisno o potrebnoj dugovječnosti nakon implantacije (STOKOVIC i sur., 

2021.). 

Sintetske keramike se koriste kao nosači koštanih morfogenetskih proteina, te su 

testirane u različitim modelima, uključujući ektopičnu osteogenezu kod miševa i štakora, 

posterolateralnu spinalnu fuziju kod kunića i ovaca, te modele koštanih defekata (STOKOVIC 

i sur., 2021., IVANJKO i sur., 2023.). Osim toga, keramike se koriste kao dodatak prirodnim i 

sintetskim polimerima radi poboljšanja biomehaničkih svojstava nosača. Istraživanja su 

pokazala ekvivalentnost TCP-a i HA-a u poticanju stvaranja kosti nakon ugradnje s 

rekombinantnim BMP-om (SULAIMAN i sur., 2013.). Velika prednost keramika je njihova 

raznolikost u veličinama i oblicima, što omogućuje prilagodbu specifičnim potrebama. 

Specifična površinska topografija čestica doprinosi poboljšanju osteokonduktivnih svojstava 

(Slika 2).  

 

Slika 2. Prikaz čestica TCP, HA i BCP u tri raspona veličine (74–420 μm, 500–1700 μm i 1000–

4000 μm), s razlikama u morfologiji i površinskoj topografiji relevantnima za osteokonduktivna 

svojstva. Prilagođeno i preuzeto iz: Autologous bone graft substitute containing rhBMP6 within 

autologous blood coagulum and synthetic ceramics of different particle size determines the 

quantity and structural pattern of bone formed in a rat subcutaneous assay. 
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2.3. Segmentalni defekt 

2.3.1. Humana medicina  

Koncept koštanog defekta kritične veličine (engl. Critical Size Defect, CSD) razvijen je 

prije više od četvrt stoljeća s ciljem standardizacije pristupa istraživanju materijala za poticanje 

regeneracije kosti. Inicijalno je koncept bio usmjeren na identifikaciju minimalnih defekata koji 

ne bi spontano zacijelili tijekom prirodnog životnog vijeka životinje (SCHEMITSCH, 2017.). 

U tom kontekstu, cijeljenje je bilo definirano kao nedostatak formiranja kosti, potencijalno 

rezultirajući stvaranjem fibroznog tkiva na okrajcima kosti (WILDEMANN i sur., 2021.). 

Proširivanjem razumijevanja cijeljenja kosti, koncept CSD-a kasnije je redefiniran kako bi 

obuhvatio sve defekte koji pokazuju manje od 10% regeneracije kosti unutar jedne godine 

(HOLLINGER i KLEINSCHMIDT, 1990.). Ovaj prag odražavao je pretpostavku da bi 

nedostatak regeneracije tijekom jedne godine implicirao nedostatak regenerativnog potencijala 

kostiju tijekom životnog vijeka životinje, te se takvi defekti smatrali relevantnim za CSD 

kategorizaciju. Zbog ograničenog životonog vijeka ekperimentalnih životinja, CSD koncept 

nedavno je revidiran kako bi se fokusirao na minimalne veličine defekta koji ne bi spontano 

zacijelili bez intervencije unutar određenog vremenskog okvira (COOPER i sur., 2010.). 

Segmentalni defekti dugih cjevastih kostiju predstavljaju veliki izazov u ortopediji jer fiziološki 

mehanizmi cijeljenja kosti nisu dostatni za potpunu koštanu regeneraciju (KEATING i sur., 

2005., WILDEMANN i sur., 2021.). Autologni koštani presadak (autograft) trenutno 

predstavlja zlatni standard za liječenje segmentalnih defekata te se za defekte duljine do 5 cm 

najčešće koristi autograft crijevne ili goljenične kosti (DUMIC-CULE i sur., 2015., DAHLT i 

sur., 2021.). Opisana metoda, iako učinkovita, ima brojne nedostatke koji uključuju stvaranje 

nove kirurške rane, veći gubitak krvi i kroničnu bol na mjestu uzimanja presadaka 

(HERNIGOU i sur., 2014.). Zbog navedenih nedostataka postojećeg  zlatnog standarda javila 

se potreba za razvojem učinkovitijih terapijskih pristupa  za liječenje navedene indikacije, pri 

čemu metode regenerativne medicine predstavljaju potencijalno poboljšanje trenutnih 

protokola. 

Segmentalni defekt u humanoj medicini kod odraslih pacijenata definiran je kao gubitak 

koštane makrostrukture u opsegu većem od 50% ili duljine veće od 2 cm. Nastanak 

segmentalnih defekata najčešće je posljedica traume, infekcije, resekcije tumora i kongenitalnih 

defekata. Cijeljenje kritičnih segmentalnih defekata varira ovisno o dobi pacijenta, 

cjelokupnom zdravlju i veličini defekta (NAUTH i sur., 2011.; DAHLT i sur., 2021.). Tijekom 

posljednjih 10-ak godina pojavile su se nove tehnike i strategije, uključujući i primjenu koštanih 
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morfogenetskih proteina, dajući nove perspektive efektnijeg liječenja. Intramedularni uređaji 

za produljenje, bioaktivne membrane, osteoinduktivni proteini i tkivni inženjering nove su 

metode koje imaju prednosti u odnosu na trenutni zlatni standard (LASANIANOS i sur., 2010., 

DURDEVIC i sur., 2020.). 

2.3.2. Veterinarska medicina 

U veterinarskoj medicini, za razliku od humane, liječenje segmentalnih defekata  

primjenom koštanih autografta i osteoinduktivnih proteina ne izvodi se rutinski. Primjena 

prethodno navedenih metoda najčešće se provodi u eksperimentalne svrhe ili kao posljednja 

opcija ukoliko alternativni zahvat uključuje amputaciju ekstremiteta ili nepovoljan ishod 

liječenja. Najčešća ograničenja u izvođenju zahvata uključuju težu dostupnost lijekova i/ili 

kirurških implantata i visoku cijenu operativnog zahvata. Postoji nekoliko opisanih slučajeva u 

kojima se postiglo uspješno cijeljenje segmentalnog defekta (DOREA i sur., 2005., TOOMBS 

i WALLACE, 1985.). U kontekstu veterinarske medicine, dokumentiran je primjer operativnog 

zahvata za sanaciju segmentalnog defekta bedrene kosti u kojemu se koristio cilindrični 

mrežasti kavez izrađen od titana, komplementiran spongioznim koštanim transplantatom. 

Primjenom spomenute metode uspješno je rehabilitiran segmentalni defekt bedrene kosti 

duljine i 71 mm (SHANI i SEGEAL, 2010.). U veterinarskoj medicini koštani morfogenetski 

proteini korišteni su u kliničkom slučaju psa s multifragmentarnim prijelomom nadlaktične 

kosti nastalim kao posljedica nastrijelne rane. Prijelom se nalazio u distalnoj trećini dijafize 

nadlaktične kosti te je uključivao defekt koštane makrostrukture u opsegu od jedne trećine 

ukupne duljine kosti. S obzirom na neuspjeh postizanja koštanog cijeljenja nakon prvog 

kirurškog zahvata primjenom konvencionalnih metoda, a kako bi se izbjegla nužnost 

amputacije, u revizijskom kirurškom postupku upotrijebljen je vanjski fiksator uz implantaciju 

koštanog morfogenetskog proteina 6 na nosaču autolognom krvnom ugrušku obogaćenim 

dodatkom biomehanički otpornog materijala trikalcij-fosfata u koštani defekt. Cijeljenje je bilo 

uspješno, a formacija koštanog kalusa potvrđena je radiološkim metodama 2 mjeseca nakon 

provedenog kirurškog zahvata (PECIN i sur., 2021.). 
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2.4.  Animalni modeli u razvoju lijekova za regeneraciju kosti 

U istraživanjima novih terapija za regeneraciju kosti i segmentalnih defekata su, kroz 

posljednjih nekoliko desetljeća, korišteni brojni animalni modeli uvažavajući etička načela i 3R 

pravilo (engl. Replacement (zamjena), Reduction (smanjenje) i Refinement (poboljšanje)). 

Animalni modeli mogu se kategorizirati na osnovi vrste životinja, testne indikacije te stupnja 

pretkliničkog istraživanja (GRIMM i sur., 2023.). Stupanj pretkliničkog istraživanja može se 

podijeliti na početno, srednje i napredno istraživanje. Stupanj razvoja korištene životinjske vrste 

najčešće proporcionalno prati stupanj pretkliničkog razvoja. Tako se, primjerice, za istraživanja 

početnog stadija najčešće koriste modeli glodavaca, za srednje napredna testiranja najčešće se 

koriste modeli kunića, dok se u završnoj fazi pretkliničkog istraživanja koriste psi, ovce i 

primati (engl. Non-human Primates, NHP) (PERIĆ i sur., 2015., STOKOVIC i sur., 2022.).  

Segmentalni defekt lakatne kosti kod kunića često se koristi kao pokusni animalni model 

za istraživanje novih metoda liječenja koštanih defekata (Slika 3). Indukcija defekta se postiže 

kirurškim putem u sterilnim uvjetima. Prednosti modela uključuju sličnost s ljudskom 

fiziologijom, kontrolirane uvjete eksperimenata i brzo cijeljenje kostiju. Mane uključuju  

razlike u veličini kosti i specifične fiziološke razlike između kunića i ljudi (MILLS i sur, 2012.). 

 

Slika 3. Shematski prikaz eksperimentalnih segmentalnih koštanih defekata: (A) femoralni, (B) 

ulnarni (ili radijalni) i (C) tibijalni defekt, koji se koriste u animalnim modelima za istraživanje 

regeneracije kosti i procjenu učinkovitosti novih terapijskih pristupa. Prilagođeno i preuzeto uz 

dozvolu iz: Bone morphogenetic proteins, carriers, and animal models in the development of 

novel bone regenerative therapies. 
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2.5. Radiološke metode u evaluaciji koštanog cijeljenja 

Slikovna dijagnostika igra ključnu ulogu u procjeni cijeljenja kosti, pružajući 

neophodne informacije za eksperimentalne i kliničke slučajeve. Različite metode omogućuju 

vizualizaciju koštane strukture i praćenje progresije zacjeljivanja. Rendgenske snimke, kao 

osnovna metoda, nude brzu procjenu prijeloma i formiranja koštanog kalusa. Kompjuterizirana 

tomografija (engl. Computed Tomography; CT) pruža detaljnu analizu složenih prijeloma, dok 

magnetska rezonancija (engl. Magnetic Resonance Imaging; MRI) omogućava uvid u meka 

tkiva. Nuklearna medicina i ultrazvuk također doprinose evaluaciji, pružajući specifične 

informacije o metabolizmu kosti i vaskularizaciji. Sve ove metode zajedno omogućuju 

sveobuhvatno praćenje cijeljenja (MORSHED, 2014.). U eksperimentalne svrhe često 

najprecizniju metodu predstavlja mikrokompjuterizirana tomografija (engl. Micro Computed 

Tomography; mikro-CT) koja omogućuje visokorezolucijsko snimanje unutarnje strukture 

objekata na mikrometarskoj razini te se često koristi za analizu malih uzoraka u znanstvenim 

istraživanjima (Slika 4) (O'NEILL i sur., 2012.). 

 

 Slika 4. Usporedni prikaz primjenom različitih slikovnih dijagnostičkih metoda: (A) 

macerirana kost, (B) rendgenska snimka (RTG), (C) CT rekonstrukcija, (D) mikro-CT 3D 

rekonstrukcija. Prilagođeno i preuzeto uz dozvolu iz: Diagnostic Imaging of the Skeletal 

System: Overview of Applications in Human and Veterinary Medicine. 
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 Rendgensko snimanje 

Rendgenska tehnologija temelji se na korištenju rendgenskih zraka, vrste 

elektromagnetskog zračenja s kratkim valnim duljinama, koje mogu prodrijeti kroz tijelo. Kada 

prolaze kroz tkiva, rendgenske zrake se apsorbiraju različito ovisno o gustoći materijala, 

omogućujući vizualizaciju unutarnjih struktura. Wilhelm Conrad Röntgen otkrio je rendgenske 

zrake 1895. godine (ROENTGEN, 1895.). Njegovo otkriće omogućilo je revolucionaran uvid 

u unutarnje strukture tijela bez potrebe za kirurškim zahvatima. Prva medicinska primjena 

dogodila se ubrzo nakon otkrića, a nedugo nakon toga postaje neizostavan dio različitih vrsta 

znanstvenih istraživanja. Prednosti rendgena uključuju brzu izvedbu, dostupnost i nisku cijenu 

te dobru vizualizaciju koštane makrostrukture (JAVOR i sur., 2025.). Nedostatci rendgena 

uključuju izloženost zračenju koja, iako niska, kumulativno može biti štetna. Klinički nedostaci 

uključuju ograničenu vizualizaciju mekih tkiva te efekt superpozicije, odnosno projekcijsko 

preklapanje više anatomskih struktura u dvodimenzionalnoj rendgenskoj slici, zbog čega 

prostorno odvojeni koštani elementi mogu biti projicirani na isto mjesto. Nadalje, redgenska 

dijagnostika pokazuje nižu preciznost u otkrivanju manjih fraktura i ranih faza koštanih 

promjena (RUSSO, 2017.). 

 Kompjuterizirana tomografija 

Kompjuterizirana tomografija koristi rendgenske zrake za stvaranje detaljnih presjeka 

unutarnjih struktura. Kombinacija rendgenskih snimaka iz različitih kutova omogućuje 

računalno generiranje trodimenzionalnih rekonstrukcija. CT je razvijen 1970-ih godina i 

predstavlja veliki napredak u slikovnoj dijagnostici i vrlo brzo je pronašao svoje mjesto u 

svakodnevnom kliničkom radu. CT skeniranje omogućuje izradu preciznih trodimenzionalnih 

presjeka organa, kostiju i mekih tkiva, što olakšava dijagnosticiranje različitih stanja kao što su 

tumori, infekcije ili traume. Osim visoke rezolucije, CT je relativno brza i efikasna metoda 

slikovne dijagnostike, pružajući jasne rezultate u relativno kratkom vremenu. To je posebno 

važno u hitnim situacijama kao što su traume i akutni medicinski slučajevi (JAVOR i sur., 

2025.). Još jedna prednost CT-a je njegova sposobnost snimanje iz više kutova, što omogućuje 

detaljno  trodimenzionalno mapiranje kompleksnih anatomskih struktura. Za razliku od nekih 

drugih slikovnih metoda CT može pružiti informacije o gustoći i strukturi tkiva. Jedan od 

glavnih nedostataka CT-a je izloženost pacijenta ionizirajućem zračenju. Osim toga, visoka 

razlučivost slika koju pruža CT može biti ograničena u vizualizaciji određenih mekih tkiva, kao 

što su mozak, živčani sustavi ili organi sličnih gustoća. Najveća prednost u procjeni koštanog 

cijeljenja je izbjegavanje efekta superpozicije, tj. vizualizacija anatomskih struktura u tri 
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dimenzije. Nadalje, uvelike je olakšana procjena formiranja kalusa zbog preciznijih informacija 

o gustoći i strukturi tkiva (CHOPLIN i sur., 2019.). U kontekstu veterinarske medicine, glavni 

nedostatak u odnosu na konvencionalno rendgenološko snimanje je potreba da životinje budu 

u potpunoj anesteziji za ovaj dijagnostički postupak što samu dijagnostiku čini nešto 

invazivnijom (WILLEMS i sur., 2022.). 

 Mikro-CT 

Mikro-CT (mikrokompjuterizirana tomografija) predstavlja naprednu tehniku slikovne 

dijagnostike koja koristi rendgenske zrake za stvaranje iznimno detaljnih trodimenzionalnih 

prikaza unutarnje strukture tkiva na mikrometarskoj skali. Glavna prednost mikro-CT-a leži u 

njegovoj iznimno visokoj prostornoj rezoluciji, koja višestruko nadmašuje mogućnosti 

klasičnih kliničkih CT uređaja, omogućujući vizualizaciju fine mikroarhitekture 

mineraliziranih tkiva, osobito trabekularne i kortikalne kosti (CHOPLIN i sur., 2019.). Takva 

razlučivost omogućuje preciznu kvantifikaciju parametara kao što su volumen kosti, debljina 

trabekula, njihov broj, razmak između trabekula te stupanj mineralizacije, što je ključno za 

objektivnu procjenu kvalitete novostvorene kosti (JAVOR i sur., 2025.). 

Glavni nedostatak mikro-CT pretrage predstavlja ograničenje dimenzija uzorka, zbog 

čega se ova metoda primarno primjenjuje u eksperimentalnim i pretkliničkim istraživanjima na 

manjim životinjskim modelima ili na izdvojenim uzorcima. Osim toga, izloženost rendgenskom 

zračenju, iako relativno niska, može predstavljati problem za osjetljive biološke uzorke te 

ograničiti mogućnost ponovljenih in vivo snimanja tijekom duljih vremenskih razdoblja 

(RITMAN, 2011.). 

U kontekstu evaluacije cijeljenja kosti, mikro-CT ima iznimnu vrijednost jer omogućuje 

izravno i trodimenzionalno (3D) prikazivanje strukture novostvorene kosti bez potrebe za 

destruktivnom obradom uzorka. Ova metoda omogućuje objektivno, brzo i visoko 

reproducibilno mjerenje trodimenzionalne trabekularne arhitekture, separacije trabekula, 

povezanosti koštane mreže te integriteta kortikalne kosti u automatiziranom analitičkom 

sustavu. Budući da je nedestruktivna za koštanu makrostrukturu, mikro-CT omogućuje 

provedbu višestrukih analiza na istom uzorku, uključujući naknadna biomehanička ispitivanja 

i histološku obradu, čime se osigurava sveobuhvatna i komplementarna procjena procesa 

koštane regeneracije (JIANG i sur., 2005.).  
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Zbog svega navedenog možemo zaključiti kako radiološke metode imaju ključnu ulogu 

u praćenju cijeljenja koštanih defekata i evaluaciji različitih terapijskih strategija za postizanje 

koštane regeneracije. Svrha ove disertacije je primjenom prethodno opisanih radioloških 

metoda evaluirati sigurnost i efikasnost novog terapijskog rješenja za koštanu regeneraciju koji 

se sastoji od rhBMP6 u autolognom krvnom ugrušku s keramičkim česticama na modelu 

segmentalnog defekta kod kunića. Na navedenom modelu istraživane su razne formulacije 

osteoinduktivnih terapija uz primjenu različitih nosača i doza koštanih morfogenetskih proteina 

(YAMAMOTO i sur., 2006.; BAE i sur., 2011., FUJITA i sur., 2012.; SUN-WOONG i sur., 

2012.; YAMAMOTO i sur., 2015.; GRGUREVIC i sur., 2019.; HUANG i sur., 2021.). 

Uzimajući u obzir ključnu ulogu osteoinduktivnih čimbenika i osteokonduktivnih nosača u 

procesu regeneracije kosti, pretpostavlja se da kombinacija koštanih morfogenetskih proteina s 

odgovarajućom strukturnom potporom može značajno unaprijediti cijeljenje kritičnih 

segmentalnih defekata.  
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 OBRAZLOŽENJE TEME 

Koštani morfogenetski proteini u autolognom krvnom ugrušku predstavljaju inovativan 

pristup koji omogućuje poticanje osteogene diferencijacije stanica na mjestu segmentalnog 

defekta. Međutim, jedan od važnih izazova u razvoju takvih osteoinduktivnih implantata je 

osigurati odgovarajuću biomehaničku potporu tijekom procesa regeneracije kosti. U tom 

kontekstu, keramiče čestice, osobito kalcij-fosfatne keramike, koriste se kao osteokonduktivni 

i biomehanički otporni materijali koji mogu poboljšati stabilnost implantata i osigurati 

privremeni strukturni okvir za stvaranje nove kosti. Kemijski sastav i mikrostruktura 

keramičkih čestica mogu značajno utjecati na njihovu resorpciju, interakciju s tkivom te na 

konačni ishod regeneracije.  

Procjena cijeljenja kosti zahtijeva pouzdane slikovne metode. Konvencionalna 

rendgenološka evaluacija i kompjuterizirana tomografija široko su primjenjivane u kliničkoj 

praksi, dok mikro-CT omogućuje detaljnu trodimenzionalnu analizu mikroarhitekture 

novostvorene kosti i predstavlja važan alat u prekliničkim istraživanjima.  

Očekivani znanstveni doprinos ovog istraživanja ogleda se u nekoliko aspekata. 

Istraživanje će omogućiti bolju procjenu učinkovitosti osteoinduktivnog lijeka koji sadrži 

rhBMP6 u kombinaciji s različitim komponentama implantata u modelu segmentalnog defekta 

kosti. Rezultati će pružiti nove spoznaje o ulozi keramičkih čestica i njihovog kemijskog sastava 

u poboljšanju biomehaničke stabilnosti i osteogene regeneracije. Usporedna analiza radioloških 

metoda doprinijet će optimizaciji slikovnih pristupa u procjeni cijeljenja kosti u 

eksperimentalnim modelima. Dobiveni rezultati mogu imati značajan translacijski potencijal te 

pridonijeti razvoju novih terapijskih strategija u ortopediji, traumatologiji i regenerativnoj 

medicini. 
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HIPOTEZA 

Osteoinduktivni lijek koji sadrži rekombinantni humani koštani morfogenetski protein 6 

(rhBMP6) primijenjen u autolognom krvnom ugrušku s česticama keramike biti će superiorniji 

u odnosu na formulacije lijeka bez keramičkih čestica u cijeljenju segmentalnog defekta lakatne 

kosti u kunića. 

 

CILJEVI  

OPĆI CILJ: Istražiti efikasnost različitih osteoinduktivnih implantata koji sadrže koštane 

morfogenetske proteine, nosač proteina s i bez biomehanički otpornog materijala u cijeljenju 

kosti u modelu segmentalnog defekta lakatne kosti u kunića. 

SPECIFIČNI CILJEVI: 

1. Usporediti mogućnosti različitih radioloških metoda (rendgen, CT i mikro-CT) u analizi 

ishoda cijeljenja segmentalnog defekta kosti. 

2. Istražiti dinamiku cijeljenja segmentalnog defekta kosti primjenom različitih 

osteoinduktivnih terapija temeljenih na koštanim morfogenetskim proteinima. 

3. Istražiti utjecaj dodatka biomehanički otpornog materijala u osteoinduktivni implantat na 

ishod cijeljenja defekta kosti. 

4. Istražiti utjecaj kemijskog sastava keramičkih čestica primijenjenih kao biomehanički otporni 

materijal na ishod cijeljenja segmentalnog defekta. 
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 MATERIJALI I METODE 

4.1. Plan istraživanja i pokusni dizajn 

 U ovom istraživanju, koristeći pohranjene uzorke iz pokusa na modelu segmentalnog 

defekta lakatne kosti u kunića (lat. Oryctolagus cuniculus), evaluirano je cijeljenje kosti 

pomoću osteoinduktivnih implantata koji sadrže rekombinantni humani koštani morfogenetski 

protein 6 (rhBMP6) u autolognom krvnom ugrušku sa sintetskom keramikom građenom od 

kalcijeva fosfata (engl. Calcium Phosphate; CaP) kao CRM-om i uspoređeno s cijeljenjem kosti 

nakon ugradnje osteoinduktivnih implantata bez CRM-a odnosno implantata koji sadrže 

rhBMP6 u autolognom krvnom ugrušku i rhBMP2 na kolagenskoj spužvici (engl. Absorbable 

Collagen Sponge; ACS). U istraživanju je evaluirana jedna veličina čestice (sve testirane čestice 

su bile u rangu od 1000 do 1700 µm) i dva različita sastava CaP keramike: trikalcij-fosfat i 

bifazična keramika s omjerom trikalcij-fosfata i hidroksiapatita 40/60. Također, u istraživanju 

su korištene 2 kontrolne skupine koje sadržavaju samo keramičke čestice u autolognom krvnom 

ugrušku bez BMP-a. 

Sumarno, u istraživanju su korištene slijedeće formulacije implantata raspoređenih u 6 

pokusnih skupina: 

Skupina A: osteoinduktivni implantat koji sadržava 100 µg rekombinantnog humanog 

koštanog morfogenetskog proteina 6 (rhBMP6) u autolognom krvnom ugrušku (ABC; 1 mL) 

kao nosaču uz dodatak 200 mg keramičkih čestica građenih od trikalcij-fosfata (TCP; veličina 

čestica 1000-1700 µm) kao biomehanički otpornog materijala. 

Skupina B: osteoinduktivni implantat koji sadržava 100 µg rekombinanatnog humanog 

koštanog morfogenetskog proteina 6 (rhBMP6) u autolognom krvnom ugrušku (ABC; 1 mL) 

kao nosaču uz dodatak 200 mg keramičkih čestica građenih od bifazične keramike (BCP; 

TCP/HA 40/60; veličina čestica 1000-1700 µm) kao biomehanički otpornog materijala.  

Skupina C: osteoinduktivni implantat koji sadržava 100 µg rekombinantnog humanog 

koštanog morfogenetskog proteina 6 (rhBMP6) u autolognom krvnom ugrušku (ABC; 1 mL) 

kao nosaču.  

Skupina D: osteoinduktivni implantat koji sadržava 100 µg rekombinantnog humanog 

koštanog morfogenetskog proteina 2 (rhBMP2) na kolagenskoj spužvici (ACS) kao nosaču.  
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Skupina E:  kontrolna skupina sadržava autologni krvni ugrušak (ABC; 1 mL) uz dodatak 200 

mg keramičkih čestica građenih od trikalcij-fosfata (TCP; veličina čestica 1000-1700 µm) kao 

biomehanički otpornog materijala.  

Skupina F: kontrolna skupina sadržava autologni krvni ugrušak (ABC; 1 mL) uz dodatak 200 

mg keramičkih čestica građenih od bifazične keramike (BCP; TCP/HA 40/60; veličina čestica 

1000-1700 µm) kao biomehanički otpornog materijala. 

Nakon kirurškog zahvata i ugradnje implantata na mjesto segmentalnog defekta, 

pokusne životinje su praćene pomoću in vivo rendgenskih snimanja 4 i 8 tjedana nakon 

operacije. Na kraju pokusa, 17 tjedana nakon operacije,  uzorci su analizirani rendgenom, CT-

om i mikro-CT. Također, nakon snimanja radiološkim metodama, izdvojene lakatne kosti 

kunića su podvrgnute histološkoj obradi radi analize mikroarhitekture novostvorenog koštanog 

tkiva. Broj implantata u pokusnim skupinama je određen na osnovi varijabilnosti naših 

prethodnih eksperimenata te literaturnim preporukama za provođenje pokusa u ovom modelu 

te iznosi 4-5 implantata po pokusnoj skupini. Budući da se na temelju literaturnih podataka u 

kontrolnim skupinama ne očekuje uspješno premoštenje, broj implantata u tim skupinama je 

bio minimalan radi poštivanja 3R načela. U Tablici 1. prikazan je pokusni dizajn a u nastavku 

su detaljno opisani svi dijelovi istraživanja. 
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Tablica 1. Pokusni dizajn 

 
  

Opis pokusnih skupina 

 

n 

 

0. dan  

 

4. tjedan  

 

8. tjedan 

 

17. tjedan 

 

A 

 

ABC + TCP + rhBMP6  

 

5 

 

 

In vivo RTG 

 

 

 

In vivo RTG 

 

In vivo RTG 
Ex vivo RTG, 

mikro-CT i CT 

 

B 

 

ABC + BCP + rhBMP6 

 

5 
In vivo RTG In vivo RTG In vivo RTG 

Ex vivo RTG, 

mikro-CT i CT 

 

C 

 

ABC + rhBMP6 

 

4 
In vivo RTG In vivo RTG In vivo RTG 

Ex vivo RTG, 

mikro-CT i CT 

 

D 

 

ACS + rhBMP2 

 

4 
In vivo RTG In vivo RTG In vivo RTG 

Ex vivo RTG, 

mikro-CT i CT 

  

Opis kontrolnih skupina 
     

 

E 

 

ABC + TCP  

 

2 
In vivo RTG In vivo RTG In vivo RTG 

Ex vivo RTG, 

mikro-CT i CT 

 

F 

 

ABC + BCP  

 

2 
In vivo RTG In vivo RTG In vivo RTG 

Ex vivo RTG, 

mikro-CT i CT 
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4.2. Pokusne životinje 

 U pokusu su korištena 22 laboratorijska kunića (lat. Oryctolagus cuniculus) soja New 

Zealand porijeklom iz Charles River laboratorija (Francuska). Korišteni su mužjaci, starosti 5 

mjeseci i tjelesne mase oko 3 kg. Kunići su bili smješteni u standardne kaveze za kuniće s 

okolišnim obogaćenjem u konvencionalnim laboratorijskim uvjetima (temperatura 18–24 °C, 

relativna vlažnost 50–70%, razina buke 60 dB i osvjetljenje 12 sati dnevno) u registriranoj 

nastambi za životinje Laboratorija za mineralizirana tkiva (Medicinski fakultet Sveučilišta u 

Zagrebu).  U sklopu ranije odobrenog projekta temeljem zahtjeva Medicinskog fakulteta 

Sveučilišta u Zagrebu uz prethodno odobrenje Etičkih povjerenstava Veterinarskog i 

Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu izdano je pozitivno mišljenje za odobrenje 

projekta „Nove formulacije BMP6 za liječenje segmentalnog defekta kosti“ u sklopu projekta 

Reproduktivna i regenerativna medicina – istraživanje novih platformi i potencijala (EP 

332/2021). Etičko povjerenstvo Veterinarskog fakulteta izdalo je Suglasnost o etičkoj 

prihvatljivosti za istraživanje uzoraka (Kl. 640-01/23-02/06, Ur. br. 251-61-01/139-23-18).  

4.3. Priprava implantata 

U skupinama A-C krv se izvadila iz uške kunića u plastičnu tubu u kojoj se nalazio 

otopljeni rhBMP6 te se nakon toga krv navukla u praznu injekciju (grupa C) ili injekciju u kojoj 

su se nalazile keramičke čestice građene od TCP-a (grupa A) ili BCP-a (grupa B). Nakon što je 

krv koagulirala, a neposredno prije ugradnje, implantat se izvadio iz injekcije i kirurški aplicirao 

u prethodno pripremljeni segmentalni defekt lakatne kosti. Skupina D: Otopina rhBMP2 se 

nanijela na kolagensku spužvicu te se nakon 15 minuta natapanja spužvica kirurški aplicirala u 

pripremljeni defekt. Skupine E-F: krv se izvadila iz uške kunića u plastičnu tubu te se nakon 

toga krv navukla u injekciju u kojoj su se nalazile keramičke čestice građene od TCP-a (grupa 

E) ili BCP (grupa F) i ostavila da koagulira. 

4.4. Kiruški zahvat i kliničko praćenje 

Svi zahvati na životinjama u sklopu istraživanja bili su obavljeni na Klinici za kirurgiju, 

ortopediju i oftalmologiju Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu uz primjenu 

odgovarajućih protokola anestezije i analgezije. Premedikacija se provodila u skladu s 

tjelesnom masom svake pojedine jedinke koristeći i.m. primjenu kombinacija ketamina u dozi 

od 30mg/kg, ksilazina u dozi 3,5 mg/kg i butorfanola u dozi 0,1 mg/kg. Nakon premedikacije, 

održavanje anestezije vršilo se inhalacijom 2-3% izoflurana u kombinaciji sa zrakom. Operacija 

je izvedena u sterilnim uvjetima kirurške sale te su životinje bile prekrivene sterilnom 
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kirurškom prekrivkom uz vizualizaciju kirurškog polja gdje je napravljen bočni rez duljine cca. 

2,5 cm kroz kožu, potkožje, fasciju i mišićno tkivo kako bi se prikazala dijafiza lakatne kosti. 

Na središnjem dijelu dijafize lakatne kosti napravljen je segmentalni defekt duljine 15 mm u 

koji su dodani implantati sukladno pokusnom dizajnu. Kako bi se simulirali klinički uvjeti i 

radi stabilizacije defekta korištena je kirurška pločica. Na svakoj životinji operiran je desni 

prsni ud. Životinjama je tijekom postoperativnog praćenja snimljen RTG prednjeg desnog uda 

in vivo 4 i 8 tjedana nakon operacije u svrhu evaluacije procesa cijeljenja. Također, snimanje je 

obavljeno kako bi se odredilo trajanje pokusa prije žrtvovanja životinja. Životinje je 

svakodnevno pregledavao veterinar radi praćenja kliničkog stanja i prisutnosti potencijalnih 

komplikacija.  

Pokusne životinje su na kraju pokusa eutanazirane na način da su primarno sedirane 

intramuskularnom primjenom kombinacije ketamina (Narketan, Vetoquinol, Belp Bern, 

Švicarska) u dozi 20 mg/kg i ksilazina (Xylapan, Vetoquinol, Belp Bern, Švicarska) u dozi 3 

mg/kga nakon čega je intravenski primijenjen preparat T-61 (1ml/kg). Nakon radioloških 

snimanja i uzorkovanja lakatne i palčane kosti, životinje su neškodljivo uklonjene. Uzorci 

lakatne kosti su na kraju pokusa fiksirani u 10% formalinu te su arhivirani u 23% otopini etanola 

na Veterinarskom fakultetu Sveučilišta u Zagrebu. Na lakatnim kostima s kirurškim pločicama 

snimljen je ex vivo rendgen i mikro-CT. Nakon te dvije pretrage uslijedilo je skidanje kirurških 

pločica pomoću kirurške pile i kliješta.  Nakon skidanja kirurških pločica uzorci su snimljeni 

rendgenom, CT i mikro-CT-om te je nakon toga dio uzoraka histološki obrađen nedekalcificiran 

a ostatak nakon dekalcifikacije.  
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4.5. Metode evaluacije 

4.5.1.Rendgenološko snimanje  

Lakatne kosti su snimljene rendgenološkim uređajem (Siemens Multix Fusion, 

Njemačka) u standardnim projekcijama (LL: latero-lateralna projekcija; AP: antero-posteriorna 

projekcija) u Zavodu za rendgenologiju, ultrazvučnu dijagnostiku i fizikalnu terapiju 

Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Evaluacija cijeljenja napravljena je tijekom 

pokusa koristeći RTG snimanje lakatnih i palčanih kosti u standardnim projekcijama (DUMIC-

CULE i sur., 2015.). Svi uzorci analizirani su i gradirani primjenom Cookove skale za procjenu 

uspješnosti koštanog cijeljenja. Radiološka procjena koštanog cijeljenja predstavlja ključan dio 

evaluacije uspješnosti pokusnih i kliničkih zahvata na kostima, jer omogućuje neinvazivno 

praćenje dinamike cijeljenja kroz vrijeme. Kako bi se smanjila subjektivnost interpretacije 

rendgenskih snimaka, razvijeni su standardizirani sustavi bodovanja koji kvantificiraju stupanj 

formiranja kalusa i uspostave kontinuiteta kortikalne kosti. Primjenom validiranih skala 

moguće je uspoređivati rezultate između različitih vremenskih točaka, jedinki i terapijskih 

pristupa te statistički analizirati tijek cijeljenja. Preliminarni rezultati analizirani su primjenom 

REBORNE skale, pri čemu je utvrđeno da je njezina pouzdanost suboptimalna zbog djelomično 

ograničene vizualizacije korteksa uzrokovane prisutnošću kirurške pločice. Budući da se 

REBORNE skala temelji na procjeni kortikalnog premošćenja i stupnja remodelacije, izrazito 

je ovisna o kvaliteti i projekciji rendgenoloških snimaka. Prisutnost kirurških implantata, poput 

pločica i vijaka, može djelomično ili potpuno onemogućiti prikaz korteksa, čime se smanjuju 

pouzdanost i reproducibilnost procjene (GOMEZ-BARRENA i sur., 2020.). Zbog toga je u 

ovom istraživanju korištena Cookova skala za procjenu cijeljenja koštanog defekta. Cookova 

skala (Tablica 2) predstavlja standardizirani sustav radiološke procjene stupnja koštanog 

cijeljenja koji se temelji na kvalitativnoj procjeni cijeljenja i kontinuiteta novonastale kosti 

unutar defekta. Obuhvaća raspon vrijednosti od 0 do 6, pri čemu niži stupnjevi označuju 

odsutnost promjena ili rane znakove mineralizacije, dok viši stupnjevi ukazuju na postupno 

premoštenje kortikalnih kostiju i formiranje homogeno organizirane nove kosti. Procjena se 

temelji na vidljivosti kalcifikacija, ujednačenosti intenziteta kosti te kontinuitetu kortikalne 

kosti na jednoj ili više strana defekta, čime se omogućuje praćenje progresije cijeljenja od 

početne faze stvaranja kalusa do potpune koštane rekonstrukcije i remodeliranja (COOK i sur., 

1994.). 
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Tablica 2. Cookova skala za radiološku procjenu koštanog cijeljenja 

Stupanj Opis 

0 Nema promjena u odnosu na neposredni postoperativni izgled. 

1 Prisustvo tragova sjena intenziteta kosti unutar defekta. 

2 Flokulentne sjene kosti s mrljama kalcifikacija. 

3 
Defekt je premošten u barem jednoj točki s materijalom neujednačene 

radiogustoće. 

4 
Defekt je premošten na medijalnoj i lateralnoj kortikalnoj kosti s materijalom 

ujednačene radiogustoće, uz vidljive završetke kortikalne kosti. 

5 
Kao stupanj 3, ali najmanje jedan od četiri korteksa premošten je 

uniformnom novom kosti. 

6 
Defekt je potpuno premošten jednoličnom novom kosti, bez vidljivih 

završetaka kortikalne kosti. 

 

4.5.2.Kompjuterizirana tomografija  

Nakon uklanjanja kirurške pločice s lakatne kosti uzorci su bili snimljeni CT uređajem 

SOMATOM go.Now (Siemens AG, Njemačka) u Zavodu za rendgenologiju, ultrazvučnu 

dijagnostiku i fizikalnu terapiju Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu, radi analize 

stupnja cijeljenja segmentalnog defekta lakatne kosti. Pločice su uklonjene kako bi se izbjeglo 

stvaranje artefakata zbog prisutnosti metala (GJESTEBY i sur., 2016.). CT snimanje provedeno 

je prema protokolu: 130 kV, 100 mAs, pitch (pomak stola tijekom jedne rotacije podijeljen s 

debljinom sloja) 0,8 te debljina presjeka 0,60 mm. Na dobivenim CT presjecima analizirana je 

struktura kosti i postojanje eventualnih heterotopičnih osifikacija. Izrađene su 3D 

rekonstrukcije u svrhu vizualizacije koštanog kalusa te detekcije potencijalnih komplikaciju 

poput heterotopičnih osifikacija.  

4.5.3.Mikro-CT snimanje 

Mikro-CT uređaji omogućavaju puno veću rezoluciju snimanja u odnosu na 

konvencionalne CT uređaje. Zbog toga su radi analize mikrostrukture novostvorene kosti uzorci  

snimljeni mikro-CT uređajem SkyScan 1076 (Bruker, Massachusetts, SAD) u Laboratoriju za 

mineralizirana tkiva Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Rezolucija snimanja je 

podešena na 18 μm jer se u dosadašnjim pokusima ta rezolucija pokazala optimalnom za analizu 

koštanog tkiva (GRGUREVIC i sur., 2020.). Također, radi boljeg prikaza koštanog tkiva 



25 
 

korišten je aluminijski filter debljine 0,5 mm. Nakon završetka snimanja, dobivene snimke su 

rekonstruirane pomoću programa NRecon (Bruker, Belgija) a cjelokupna mikro-CT analiza je 

napravljena korištenjem programa CTAn (Bruker, Belgija). Pomoću mikro-CT analize određeni 

su volumen i trabekularni parametri (debljina trabekula, broj trabekula, separacija trabekula) 

novostvorene kosti te volumen neresorbiranih keramičkih čestica.  

4.5.4.Histologija  

Neposredno nakon uzorkovanja uzorci su pohranjeni u 4%-tnu otopinu formalina radi 

fiksacije. Nakon fiksacije tkiva uzorci su histološki obrađeni. Dio uzoraka procesiran je 

nedekalcificirano (2 uzorka po pokusnim skupinama i 1 uzorak po kontrolnoj skupini) a 

preparati su izrađeni u laboratoriju Ratliff Histology Consultants (Franklin, Tennessee, USA) 

prema standardnom protokolu (IVANJKO i sur., 2023., STOKOVIC i sur., 2025., STOKOVIC 

i sur., 2026.). Preostali uzorci su podvrgnuti procesu dekalcifikacije i histološkoj obradi u 

Laboratoriju za mineralizirana tkiva Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Uzorci koji 

se procesiraju nedekalcificirani su prvo dehidrirani pomoću stupnjevanih otopina etilnog 

alkohola (70%, 80%, 95% i 100%) i automatiziranog sustava za obradu tkiva (ASP300S, Leica 

Biosystems, Buffalo Grove, Illinois, SAD). Nakon toga, uzorci su uklopljeni u rezin te su 

pomoću automatiziranog mikrotoma (SM2500, Leica Biosystems, Buffalo Grove, Illinois, 

SAD) narezani histološki rezovi debljine 5 μm, koji su se zatim fiksirali na mikroskopska 

stakalca (GOLDSCHLAGER, i sur., 2010.).  Histološki rezovi su deplasticirani u sklopu 

pripreme za histološka bojenja. Uzorci koji su bili obrađeni dekalcifikacijom su stavljeni 20 

dana u otopinu za dekalcifikaciju (14% EDTA u 4% otopini formalina). Nakon procesa 

dekalcifikacije, uzorci su uklopljeni u parafin, te su mikrotomom narezani histološki rezovi 

debljine 5-6 μm. Histološki rezovi su obojani standardnim bojenjima koja se primjenjuju za 

analizu koštanog tkiva (Goldner, hematoksilin-eozin i Von Kossa) (SCHNEIDER, 2021., 

RENTSCH i sur., 2014.). Histološki preparati su snimljeni pomoću programa cellDimensions 

(Olympus, Japan) u kombinaciji s mikroskopom Olympus BX53 (Olympus, Japan). Na 

histološkim preparatima analizirana je oseointegracija novostvorene s nativnom kosti, 

mikroarhitektura novostvorene kosti kao i stupanj resorpcije sintetske keramike (IVANJKO i 

sur., 2023.). Mikroskopiranje i analiza histoloških preparata provedeno je u Laboratoriju za 

mineralizirana tkiva Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu.  

  



26 
 

4.6. Statistička obrada podataka 

Broj uzoraka u pokusnim skupinama određen je snagom testa od 80% (G-power 

program), te na osnovi literaturnih smjernica i varijabilnosti rezultata prethodnih pokusa u 

navedenom modelu. Normalnost raspodjele podataka testirana je adekvatnim testom 

(Kolmogorov – Smirnov test). U slučaju normalne distribucije primijenjena je jednostrana ili 

dvostrana analiza varijance (ovisno o pokusu) uz odgovarajući post-hoc test. Prilikom ne - 

Gaussove raspodijele, primijenili su se neparametrijski testovi (Kruskal – Wallis test) uz 

odgovarajući post-hoc test (Mann - Whitney U - test). Dobiveni rezultati su se prikazali kao 

prosječna vrijednost +/- standardna devijacija (Gaussova raspodjela) ili kao medijan s 

interkvartilnim rasponima (ne – Gaussova raspodjela). Značajnima su se smatrale P vrijednosti 

manje od 0.05. 
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 REZULTATI 

 

5.1. Rendgenološko snimanje 

Rendgenološko snimanje lakatnih kostiju provodilo se u četiri vremenske točke: 0.dan, 

4. tjedan, i 8. tjedan in vivo, te 17. tjedan ex vivo.  

 Vremenska točka snimanja 0. dan 

Na laterolateralnoj projekciji podlaktice kunića in vivo vizualizirao se oštro ograničeni 

koštani defekt duljine 15 milimetara u proksimalnoj trećini dijafize lakatne kosti (Slika 5). Na 

lateralnoj margini kortikalne lakatne kosti je bila vidljiva sjena intenziteta metala koja odgovara 

kirurškoj pločici učvršćenoj s dva kortikalna vijka proksimalno i dva kortikalna vijka distalno 

od segmentalnog defekta. Primarna svrha rendgenskog snimanja 0. dan bila je provjera pozicije 

implantata. U uzorcima koji sadrže keramiku (rhBMP6/ABC/TCP, rhBMP6/ABC/BCP, 

ABC/TCP i ABC/BCP) u segmentalnom defektu vizualizirale su se milimetarske čestice 

intenziteta sjene jače od sjene kosti (keramičke čestice). 

                                        

Slika 5. Laterolateralne projekcije podlaktice kunića in vivo 0. dan sa segmentalnim koštanim 

defektom duljine 15 mm u proksimalnoj trećini dijafize lakatne kosti, stabiliziranim pločicom 

i vijcima. Na slici su prikazane pokusne životinje tretirane implantatima koji su sadržavali 

rhBMP6/ABC/BCP odnosno rhBMP6/ABC.  
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 Vremenska točka snimanja 4. tjedan 

Na laterolateralnoj projekciji podlaktice kunića in vivo vizualizirao se segmentalni 

koštani defekt duljine 15 milimetara u proksimalnoj trećini dijafize lakatne kosti. U uzorcima 

pokusnih skupina (rhBMP6/ABC, rhBMP2/ACS, rhBMP6/ABC/TCP i rhBMP6/ABC/BCP) 

bila je vidljiva formacija koštanog tkiva unutar segmentalnog defekta različite distribucije i 

radiodenziteta (Slika 6). U uzorcima koji su sadržavali keramiku (rhBMP6/ABC/TCP i 

rhBMP6/ABC/BCP) bila je vidljiva sjena intenziteta kosti integrirana između keramičkih 

čestica (Slika 6). Novostvorena kost u uzorcima koji su sadržavali rhBMP6/rhBMP2 na 

odgovarajućem nosaču (rhBMP6/ABC, rhBMP2/ACS) bila je trabekularnog izgleda. U 

kontrolnim skupinama (ABC/TCP i ABC/BCP) nije bilo značajnog premoštenja kortikalne niti 

trabekularne kosti (Slika 6). Evaluacijom prema Cookovoj skali u četvrtom tjednu nakon 

implantacije rezultati su pokazali značajno bolje rezultate u životinja tretiranih rhBMP6/ABC 

implantatima uz dodatak sintetičke keramike u usporedbi s onima tretiranima samo s 

rhBMP6/ABC (Slika 9). Konkretno, Osteogrow-C implantati omogućili su premošćivanje 

defekta, iako bez potpune obnove kortikalne kosti. S druge strane, kontrolne skupine koje su se 

sastojale od uzoraka bez BMP-a (ABC/TCP i ABC/BCP) nisu pokazale značajne promjene u 

odnosu na 0. dan. 

 

Slika 6. Laterolateralne projekcije podlaktice kunića in vivo 4. tjedan sa segmentalnim koštanim 

defektom duljine 15 mm u proksimalnoj trećini dijafize lakatne kosti, stabiliziranim pločicom 

i vijcima. Pokusne životinje su tretirane implantatima koji su sadržavali rhBMP6/ABC/BCP, 

rhBMP6/ABC/TCP, rhBMP6/ABC, rhBMP2/ACS, ABC/BCP i ABC/TCP. 
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 Vremenska točka snimanja 8. tjedan 

Na laterolateralnoj projekciji podlaktice kunića u osmom tjednu in vivo u segmentalnim 

defektima lakatne kosti kunića koji su pripadali pokusnim skupinama (rhBMP6/ABC, 

rhBMP2/ACS, rhBMP6/ABC/TCP i rhBMP6/ABC/BCP) bila je vidljiva sjena intenziteta kosti 

u području defekta različitog radiodenziteta (Slika 7). Bilo je vidljivo početno stvaranje 

kortikalne kosti u pokusnim uzorcima koji su sadržavali keramiku (rhBMP6/ABC/TCP i 

rhBMP6/ABC/BCP), dok se u uzorcima koji su sadržavali rhBMP6/rhBMP2 na odgovarajućem 

nosaču (rhBMP6/ABC, rhBMP2/ACS) vizualizirala sjena intenziteta kosti isključivo u 

području medularnog kanala te je bila trabekularnog izgleda. U kontrolnim uzorcima nije bilo 

značajnog stvaranja koštanog tkiva u segmentalnom defektu (Slika 7). Osam tjedana nakon 

implantacije, evaluacijom prema Cookovoj skali (Slika 9), kortikalna kost bila je značajno 

obnovljena u životinja tretiranih s obje Osteogrow-C formulacije. S druge strane, uzorci s 

rhBMP6/ABC i rhBMP2/ACS omogućili su premošćivanje defekta, ali bez potpune obnove 

kortikalne kosti. Defekti tretirani implantatima bez BMP-a (ABC/TCP i ABC/BCP) nisu 

postigli premošćivanje defekta, iako je zabilježeno povećanje radiodenziteta u odnosu na 

postoperativno stanje. 

 

Slika 7. Laterolateralne projekcije podlaktice kunića in vivo 8. tjedan sa segmentalnim koštanim 

defektom duljine 15 mm u proksimalnoj trećini dijafize lakatne kosti, stabiliziranim pločicom 

i vijcima. Pokusne životinje su tretirane implantatima koji su sadržavali rhBMP6/ABC/BCP, 

rhBMP6/ABC/TCP, rhBMP6/ABC, rhBMP2/ACS, ABC/BCP i ABC/TCP. 
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 Vremenska točka snimanja 17. tjedan 

Na laterolateralnim projekcijama podlaktica kunića u sedamnaestom tjednu ex vivo u 

segmentalnom defektu pokusnih skupina (rhBMP6/ABC, rhBMP2/ACS, rhBMP6/ABC/TCP i 

rhBMP6/ABC/BCP) bilo je vidljivo popunjavanje segmentalnog defekta lakatne kosti sjenom 

intenziteta kosti gotovo homogenog izgleda (Slika 8). Kortikalne kosti su bile prisutne i 

kontinuirane. U uzorcima koji su sadržavali trikalcij-fosfatne keramičke čestice bila je zamjetna 

djelomična resorpcija istih (rhBMP6/ABC/TCP i ABC/TCP). U kontrolnim uzorcima 

(ABC/TCP i ABC/BCP) nije bilo značajnog stvaranja koštanog tkiva. Evaluacijom prema 

Cookovoj skali sedamnaest tjedana nakon operacije, defekti tretirani Osteogrow-C 

formulacijama pokazali su potpuno premošćivanje segmentalnog defekta. Nadalje, primjena 

rhBMP2/ACS i rhBMP6/ABC rezultirala je zadovoljavajućom obnovom kortikalne kosti. S 

druge strane, životinje koje su pripadale kontrolnim skupinama (ABC/TCP i ABC/BCP) nisu 

postigle zarastanje segmentalnih defekata. 

 

Slika 8. Laterolateralne projekcije podlaktice kunića ex vivo 17. tjedan sa segmentalnim 

koštanim defektom duljine 15 mm u proksimalnoj trećini dijafize lakatne kosti, stabiliziranim 

pločicom i vijcima. Pokusne životinje su tretirane implantatima koji su sadržavali 

rhBMP6/ABC/BCP, rhBMP6/ABC/TCP, rhBMP6/ABC, rhBMP2/ACS, ABC/BCP i 

ABC/TCP. 
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 Evaluacija prema Cookovoj skali 

Sumarno, evaluacija prema Cookovoj skali pokazala je vremenski ovisno poboljšanje 

cijeljenja u skupinama tretiranima Osteogrow-C formulacijama. Već u četvrtom tjednu uočen 

je trend boljeg premošćivanja defekta u skupinama s dodatkom sintetičke keramike u odnosu 

na rhBMP6/ABC bez keramike, dok kontrolne skupine bez BMP-a nisu pokazale značajan 

napredak cijeljenja. Nakon osam tjedana zabilježena je izraženija obnova kortikalne kosti u 

Osteogrow-C skupinama, dok su rhBMP6/ABC i rhBMP2/ACS omogućili premošćivanje 

defekta bez potpune kortikalne restitucije. U sedamnaestom tjednu Osteogrow-C formulacije 

postigle su potpuno premošćivanje segmentalnog defekta, uz bolje rezultate u odnosu na ostale 

pokusne skupine, dok u kontrolnim skupinama nije došlo do zadovoljavajućeg zarastanja. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 9. Grafički prikaz praćenja pokusnih skupina po vremenskim točkama po Cookovoj skali. 

Raspodjela RTG ocjene regeneracije prema Cookovoj skali (1-6) kroz vremenske intervale. 
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5.2. Kompjuterizirana tomografija  

CT snimanje provedeno je na uzorcima lakatnih i palčanih kostiju ex vivo, prije i nakon 

uklanjanja kirurške pločice i kortikalnih vijaka. Kvaliteta snimaka i 3D rekonstrukcija bila je 

značajno poboljšana nakon uklanjanja metalnih implantata. Prisutnost metala uzrokovala je 

stvaranje opsežnih artefakata na snimkama. Nakon uklanjanja kirurških pločica i kortikalnih 

vijaka, CT snimke izoliranih lakatnih i palčanih kostiju su revidirane, a trodimenzionalne 

rekonstrukcije evaluirane. Artefakt uzrokovan metalnom pločicom u CT dijagnostici odnosio 

se na greške ili smetnje koje su se javljale u prikazu slike zbog prisutnosti metalnih objekata 

odnosno kirurške fiksacijske pločice. Artefakt se prikazivao u vidu svijetlih traka ili linija na 

slici, koje su se protezale od pločice prema okolnom području. Na slici 10 prikazan je artefakt 

uzrokovan metalnom kirurškom pločicom i kortikalnim vijcima na trodimenzionalnoj CT 

rekonstrukciji. Metalna pločica stvara radijalne (zrakaste) artefakte koji onemogućuju 

pouzdanu procjenu cijeljenja segmentalnog koštanog defekta. 

 

 

Slika 10. Trodimenzionalna rekonstrukcija CT snimke uzorka kosti u koji je ugrađena kirurška 

osteosintezna pločica s vijcima. Prisutnost metalnog implantata uzrokuje izražene radiološke 

artefakte koji značajno narušavaju kvalitetu prikaza okolnih anatomskih struktura. 
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 Pokusna skupina A (rhBMP6/ABC/TCP) 

U segmentalnom defektu bilo je vidljivo potpuno koštano premoštenje u svim uzorcima, 

s kortikalnim kostima pravilnih margina (Slika 11). Detaljna vizualizacija unutar segmentalnog 

defekta otkrila je prisutnost sitnih, nepravilnih, okruglastih čestica promjera u milimetrima, 

koje su bile raspoređene difuzno unutar regenerirane kosti. Ove čestice histološki i radiološki 

odgovarale su implantiranoj keramici (TCP). Osim toga, u nekim područjima bila je moguće 

uočiti razliku u gustoći i radiopacitetu između novonastale koštane mase i očuvanih keramičkih 

struktura, što je omogućilo diferencijaciju između regeneriranog tkiva i implantiranog 

materijala. Trodimenzionalni prikazi također su prikazali kontinuitet korteksa kroz većinu 

segmenta, s diskretnim lokalnim zadebljanjima i nepravilnostima u strukturi koje su korelirale 

s prisutnošću keramičkih čestica. 

 

Slika 11. Trodimenzionalni prikaz lakatne i palčane kosti u pokusnoj skupini A 

(rhBMP6/ABC/TCP) pokazivao je potpuno koštano premoštenje defekta s kontinuiranim 

kortikalnim konturama. Unutar regenerirane koštane mase bile su vidljive brojne sitne, difuzno 

raspoređene okruglaste čestice koje su odgovarale neresorbiranim keramičkim česticama. 
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 Pokusna skupina B (rhBMP6/ABC/BCP) 

U segmentalnom defektu uočavalo se potpuno koštano premoštenje u svim analiziranim 

uzorcima. Kortikalna kost je bila očuvana i imala je pravilne margine, bez vidljivih znakova 

resorpcije ili fragilnosti (Slika 12). U nekim dijelovima zacijeljenog segmentalnog defekta, 

osobito u središnjim područjima, bile su prisutne nepravilne, okruglaste milimetarske čestice 

koje su odgovarale implantiranoj keramici (BCP). Te čestice bile su razmjerno raspoređene, 

djelomično integrirane u okolno koštano tkivo i bile su vidljive kao fragmenti unutar 

novonastale kosti. Kontinuitet kortikalne kosti bio je potpun duž cijele dužine zacijeljenog 

segmentalnog defekta, bez znakova destrukcije ili nepravilne mineralizacije. Na 3D 

rekonstrukcijama jasno se vidjela pravilna simetrija kortikalne kosti (Slika 12). Osim toga, 

uočavala se homogena gustoća mineralizacije duž cijelog premoštenog segmenta, a rubni 

dijelovi kosti pokazivali su uredan prijelaz između nativne  i nove kosti. 

 

Slika 12. Trodimenzionalni prikaz lakatne i palčane kosti u pokusnoj skupini B 

(rhBMP6/ABC/BCP) pokazivao je potpuno koštano premoštenje defekta s očuvanim, glatkim 

kortikalnim konturama. Unutar regenerirane kosti bile su vidljive okruglaste milimetarske 

čestice koje su odgovarale neresorbiranim keramičkim česticama. 
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 Pokusna skupina C (ABC/rhBMP6) 

Analiza uzoraka pokazala je potpuno koštano premoštenje segmentalnog defekta u 

skupini tretiranoj s rhBMP6/ABC (Osteogrow), uz restauraciju kortikalnih slojeva i uspostavu 

kontinuiteta s okolnom nativnom kosti (Slika 13). Trodimenzionalna rekonstrukcija potvrdila 

je regeneraciju defekta s uspostavom strukturnog i funkcionalnog kontinuiteta kosti (Slika 13). 

Valja istaknuti i kako u jednom uzorku nije došlo do potpunog cijeljenja defekta što korelira s 

djelomično nepravilno ugrađenom implantatu u toj životinji.   

 

Slika 13. Trodimenzionalni prikaz lakatne i palčane kosti u pokusnoj skupini C (rhBMP6/ABC) 

pokazivao je potpuno koštano premoštenje segmentalnog defekta uz očuvan kontinuitet 

regenerirane kosti. 
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 Pokusna skupina D (rhBMP2/ACS) 

U segmentalni defekt bila je implantirana kombinacija goveđe kolagenske spužvice 

(ACS) i rekombinantnog ljudskog koštanog morfogenetskog proteina 2 (rhBMP2). Analizom 

3D rekonstrukcija uzoraka uočeno je potpuno koštano premoštenje segmentalnog defekta (Slika 

14). Regenerirana koštana struktura pokazivala je homogenost u kontinuitetu i integritetu, no 

valja istaknuti i kako je na jednom uzorku bila vidljiva gotovo potpuna koštana povezanost 

lakatne i palčane kosti duž cijele duljine segmentalnog defekta. 

 

Slika 14. Trodimenzionalni prikaz lakatne i palčane kosti u pokusnoj skupini D (rhBMP2/ACS) 

pokazivao je potpuno koštano premoštenje segmentalnog defekta uz očuvan kontinuitet 

regenerirane kosti. 

  



37 
 

 Kontrolna skupina E (ABC/TCP) 

U segmentalnom defektu bile su vidljive nepravilne, okruglaste milimetarske čestice 

koje su odgovarale implantiranoj keramici. Defekt se i dalje vizualizirao, a kortikalne kosti nisu 

bile kontinuirane u području segmentalnog defekta (Slika 15). Zaobljenost rubova nativne kosti 

sugerirao je završetak aktivne osteogene faze te trajnu prisutnost segmentalnog defekta. 

 

Slika 15. Trodimenzionalni prikaz lakatne i palčane kosti u kontrolnoj skupini E (ABC/TCP) 

prikazuje segmentalni defekt bez znakova koštanog premoštenja. U segmentalnom defektu 

bile su vidljive okruglaste čestice koje odgovaraju keramičkim česticama.  
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 Kontrolna skupina F (ABC/BCP) 

U segmentalnom defektu bile su vidljive nepravilne, okruglaste milimetarske čestice 

koje su odgovarale implantiranoj keramici. Defekt se i dalje vizualizirao, a kortikalna kost nije 

bila kontinuirana u području segmentalnog defekta (Slika 16). Zaobljenost rubova nativne kosti 

sugerirao je završetak aktivne osteogene faze te trajnu prisutnost segmentalnog defekta. 

 

Slika 16. Trodimenzionalni prikaz lakatne i palčane kosti u kontrolnoj skupini F (ABC/BCP) 

prikazuje segmentalni defekt bez znakova koštanog premoštenja. U segmentalnom defektu bile 

su vidljive okruglaste čestice koje odgovaraju keramičkim česticama (BCP). 
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5.3. Mikro-CT snimanje   

Rezultati analize cijeljenja segmentalnog defekta korištenjem mikro-CT snimaka bili su 

u skladu s nalazima dobivenima rendgenskom analizom te su pokazali jasne razlike u stupnju 

cijeljenja koštanog defekta između ispitivanih skupina. U skupinama liječenim formulacijama 

Osteogrow-C koje su sadržavale TCP i BCP keramiku utvrđeno je potpuno cijeljenje koštanog 

defekta uz obnovu kortikalnih kontura i uspostavu kontinuiteta kosti. Novostvorena kost 

ispunjavala je područje defekta, a morfologija rekonstruirane kosti upućivala je na uspješnu 

regeneraciju. U skupinama liječenim pomoću rhBMP2/ACS i rhBMP6/ABC također je 

zabilježeno izraženo cijeljenje defekta s gotovo potpunom obnovom korteksa i značajnim 

ispunjenjem defekta novostvorenom kosti. Suprotno tome, u skupinama liječenim ABC/TCP i 

ABC/BCP zabilježeno je tek sporadično stvaranje nove kosti unutar defekta, bez obnove 

kortikalnih struktura i bez uspostave kontinuiteta koštanog tkiva. Defekti u tim skupinama nisu 

pokazivali znakove potpunog cijeljenja. 

 

Slika 17. Sagitalni mikro-CT presjeci prikazuju razlike u koštanom volumenu i stupnju 

resorpcije keramike između ispitivanih formulacija. Formulacije rhBMP6/ABC i rhBMP2/ACS 

pokazuju manji koštani volumen u usporedbi rhBMP6/ABC/BCP i rhBMP6/ABC/TCP. 

Pokusna skupina rhBMP6/ABC/BCP i kontrolna skupina ABC/BCP pokazuje veći udio 

neresorbiranih keramičkih čestica u odnosu na pokusnu skupinu rhBMP6/ABC/TCP i kontrolnu 

skupinu ABC/TCP.  
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 Mikro-CT analiza 

Koštani volumen određen je pomoću mikro-CT analize u pokusnim i kontrolnim 

skupinama (Slika 18). U pokusnim skupinama najviše vrijednosti bile su zabilježene u skupini 

rhBMP6/ABC/TCP, koja je pokazala statistički značajno veći koštani volumen u usporedbi sa 

skupinom rhBMP2/ACS (p < 0,01) te sa skupinom rhBMP6/ABC (p < 0,05). Kontrolne skupine 

pokazale su niske vrijednosti bez statistički značajnih razlika među njima, što je potvrdilo 

limitiranu osteogenezu. 

U pokusnim skupinama, rhBMP6/ABC/BCP imao je statistički značajno veći CRM 

volumen u usporedbi s rhBMP6/ABC/TCP (p < 0,01). Vrsta keramičkih čestica imala je 

izraženiji utjecaj na zadržavanje volumena materijala u uvjetima prisutnosti osteoinduktivnog 

čimbenika rhBMP6. Volumen keramičkih čestica unutar kontrolnih skupina (ABC/BCP i 

ABC/TCP) nije pokazao statistički značajnu razliku, iako je u skupini ABC/BCP bio zabilježen 

trend viših vrijednosti u odnosu na ABC/TCP. 

 

 

 

Slika 18. Grafički prikaz raspodjele vrijednosti koštanog volumena i CRM volumena u 

pokusnim i kontrolnim skupinama. 
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Broj trabekula nije pokazao statistički značajne razlike između pokusnih skupina (Slika 

19). Skupina rhBMP2/ACS pokazala je najviše medijalne vrijednosti te širi raspon rezultata, 

što upućuje na veću interindividualnu varijabilnost. Skupine rhBMP6/ABC i 

rhBMP6/ABC/TCP imale su niže i relativno ujednačene vrijednosti, s uskim intervalom 

raspona i minimalnim odstupanjima. Skupina rhBMP6/ABC/BCP pokazala je intermedijarne 

vrijednosti uz umjerenu varijabilnost.  

Separacija trabekula nije pokazala statistički značajne razlike među pokusnim 

skupinama (Slika 19). Analiza distribucije vrijednosti ukazuje na određene trendove među 

skupinama. Skupina rhBMP6/ABC/TCP pokazala je tendenciju viših vrijednosti separacije 

trabekula uz najveću disperziju rezultata. Skupine rhBMP2/ACS i rhBMP6/ABC/BCP imale su 

intermedijarne vrijednosti s umjerenom varijabilnošću. Najujednačenija raspodjela vrijednosti 

zabilježena je u skupini rhBMP6/ABC, koja je pokazala najuži raspon rezultata. 

Analiza debljine trabekula pokazala je razlike između pokusnih skupina (Slika 19). 

Najviše vrijednosti debljine trabekula zabilježene su u skupini rhBMP6/ABC/TCP. Analiza je 

pokazala da je debljina trabekula bila značajno veća u skupini rhBMP6/ABC/TCP u usporedbi 

sa skupinom rhBMP2/ACS (p < 0,05) te u usporedbi sa skupinom rhBMP6/ABC/BCP (p < 

0,01). Između ostalih pokusnih skupina nisu utvrđene statistički značajne razlike. Distribucija 

vrijednosti unutar skupina pokazala je umjerenu varijabilnost, pri čemu su rhBMP2/ACS i 

rhBMP6/ABC/BCP skupine imale niže medijalne vrijednosti debljine trabekula, dok je skupina 

rhBMP6/ABC pokazala intermedijarne rezultate. 

 

Slika 19. Grafički prikaz raspodjele vrijednosti broja, debljine i separacije trabekula pokusnih 

skupina. 
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5.4. Histologija 

 Pokusna skupina A (rhBMP6/ABC/TCP) 

U uzorcima koji su sadržavali rekombinantni humani koštani morfogenetski protein 6 

na nosaču autolognog krvnog ugruška uz dodatak trikalcij-fosfata bilo je vidljivo potpuno 

cijeljenje korteksa u području segmentalnog defekta u proksimalnoj trećini dijafize lakatne 

kosti, uz izraženo stvaranje kosti između lakatne i palčane kosti (Slika 20). U meduli je bio 

vidljiv veći broj keramičkih čestica (TCP). Oko i unutar keramičkih čestica vizualizirali su se 

otočići koštanog tkiva. Korteks je bio kontinuiran, a unutar medule bila je vidljiva umjerena 

trabekularizacija kosti (Slika 20).  

 

Slika 20. Histološki preparati segmentalnog defekta lakatne kosti kunića tretiranog pomoću 

rhBMP6/ABC/TCP obojeni su metodama po Goldneru (A, B) i po Von Kossi (C, D). Na 

preparatima obojenima po Goldneru (A, B) prikazano je područje defekta s novonastalim 

koštanim tkivom i integracijom implantata, dok preparati obojeni po Von Kossi (C, D) 

naglašavaju mineralizirane strukture unutar istog područja defekta. 
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 Pokusna skupina B (rhBMP6/ABC/BCP) 

U uzorcima koji su sadržavali rekombinantni humani koštani morfogenetski protein 6 

na nosaču autolognog krvnog ugruška uz dodatak bifazične keramike bilo je vidljivo potpuno 

cijeljenje korteksa u području segmentalnog defekta u proksimalnoj trećini dijafize lakatne 

kosti (Slika 21). Na lateralnom korteksu bio je vidljiv manji defekt koji je bio posljedica 

uklanjanja kirurške pločice. Korteks je bio kontinuiran i uniforman, a cijeljenje je bilo potpuno. 

Bio je vidljiv vrlo mali udio rezidualnih keramičkih čestica (BCP). Koštano tkivo bilo je 

obojano zelenom bojom (Goldner) i crnom bojom (Van Kossa) (Slika 21).  

 

Slika 21. Prikazani su histološki presjeci segmentalnog defekta lakatne kosti kunića tretiranog 

pomoću rhBMP6/ABC/BCP s prijelazom iz nativne u novostvorenu kost. Preparati A - D 

obojeni su po Goldneru, a E - H po Von Kossi.  
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 Pokusna skupina C (ABC/rhBMP6) 

Histološki rezovi obojeni po Goldneru prikazivali su u području segmentalnog defekta 

izraženo stvaranje koštanog tkiva koje je kontinuirano premošćivalo defekt (Slika 22). 

Dominirala je obilna trabekularna mreža nezrele kosti (zelena boja), s izraženim osteoidnim 

zonama i aktivnim koštanim remodeliranjem. Bile su prisutne široke koštane grede s 

međusobno povezanom spongioznom arhitekturom. Uzorci obojeni po Van Kossi (C-D) pri 

odgovarajućim povećanjima potvrdili su opsežnu mineralizaciju novonastalog koštanog tkiva. 

Crno obojena područja mineralizirane kosti formirala su kontinuirani most preko defekta, s 

dobro razvijenom trabekularnom strukturom i progresivnim prijelazom prema zrelijoj 

lamelarnoj kosti (Slika 22). Uočavao se smanjeni udio nemineraliziranog tkiva i izražena 

konsolidacija defekta, što je ukazivalo na učinkovitu osteoinduktivnu aktivnost ABC/rhBMP6 

terapije. 

 

Slika 22.  Histološki prikaz područja segmentalnog defekta lakatne kosti kunića tretiranog s 

rhBMP6/ABC. Histološki preparati su obojeni po Goldneru (A, B) odnosno Von Kossi (C, D).  
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 Pokusna skupina D (rhBMP2/ACS) 

U uzorcima koji su sadržavali rekombinantni humani koštani morfogenetski protein 2 

na nosaču goveđe kolagenske spužvice bilo je vidljivo potpuno cijeljenje korteksa u području 

segmentalnog defekta u proksimalnoj trećini dijafize lakatne kosti (Slike 23 i 24). Na 

histološkim presjecima bio je vidljiv jednostrani korteks. Lateralni korteks nije bio prisutan 

zbog odlomljenja tijekom uklanjanja pločice. Na slikama je vidljiv primjer heterotopične 

osifikacije između lakatne i palčane kosti. Na svim uzorcima bili su vidljivi defekti od 

kortikalnih vijaka proksimalno i distalno od segmentalnog defekta, koji su bili okruženi 

novostvorenim koštanim tkivom. Kontinuitet korteksa bio je potpun, mjestimično nešto tanji u 

odnosu na nativnu kost.  

 
 

Slika 23. Histološki prikaz područja segmentalnog defekta lakatne kosti kunića tretiranog s 

rhBMP2/ACS.  Na slici A prikazan je pregledni prikaz preparata, dok slike B i C predstavljaju 

veća povećanja označenih regija; na B su vidljivi defekti kortikalnih vijaka, a na C koštano 

premoštenje lakatne i palčane kosti kao znak heterotopične osifikacije. 
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Slika 24. Histološki preparati uzorka rhBMP2/ACS bojani po Goldneru prikazuju segmentalni 

defekt s jednostrano formiranim novostvorenim korteksom (B) te područje koštanog 

premoštenja između lakatne i palčane kosti s heterotopičnom osifikacijom (C). U većim 

povećanjima jasno je vidljiv dobro organiziran novostvoreni korteks (D, E). 
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 Kontrolna skupina E (TCP/ABC) 

Histološki preparati lakatne kosti uzorka tretiranog s TCP/ABC obojani po Goldneru 

prikazali su segmentalni defekt bez značajnih znakova cijeljenja (Slika 25). U području defekta 

prevladavalo je nemineralizirano fibrovaskularno tkivo, uz izostanak stvaranja novog koštanog 

tkiva i bez vidljivog premošćivanja defekta novonastalom kosti. Mineralizirana kost bila je 

očuvana prvenstveno na rubovima defekta, gdje su bili prisutni tek ograničeni i lokalizirani 

znakovi osteoiduktivnog odgovora.  

Na većim povećanjima uočena je neorganizirana struktura tkiva sa sporadičnim 

područjima osteoidne formacije, ali bez razvoja zrele trabekularne arhitekture. Središnji dio 

defekta ostao je ispunjen vezivnim tkivom s oskudnom mineralizacijom, što je ukazivalo na 

izostanak učinkovite osteointegracije i ograničenu osteokonduktivnu aktivnost implantiranog 

materijala. Nisu uočeni izraženi znakovi upalne reakcije, što je sugeriralo zadovoljavajuću 

biokompatibilnost materijala, ali istodobno i nedovoljnu osteoidukciju potrebnu za uspješnu 

regeneraciju kosti. 
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Slika 25. Histološki preparati lakatne kosti uzorka tretiranog s TCP/ABC obojanih po Goldneru 

prikazuju segmentalni defekt bez značajnih znakova cijeljenja (A). Prikazan je defekt u 

kortikalnoj kosti posljedično kortikalnom vijku (B). Vidljivi su minimalni znakovi cijeljenja 

periferno u području kortikalne kosti (C). 
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 Kontrolna skupina F (BCP/ABC) 

Histološki preparati uzorka BCP/ABC bojani po Goldneru prikazali su segmentalni 

defekt bez značajnih znakova cijeljenja (Slika 26). U području defekta dominiralo je vezivno 

tkivo uz ograničenu prisutnost novostvorene mineralizirane kosti, koja je bila vidljiva periferno 

uz rubove defekta. Novostvorena kost pojavljivala se sporadično i uglavnom je bila lokalizirana 

uz rubne dijelove defekta, bez jasnog premošćivanja središnjeg područja.  

Između čestica keramike prevladavalo je fibrovaskularno tkivo, bez izražene upalne 

reakcije ili formiranja fibrozne kapsule, što je upućivalo na zadovoljavajuću biokompatibilnost 

materijala. Međutim, ograničen izravan kontakt između keramike i novonastale kosti te 

izostanak značajnije trabekularne organizacije sugerirali su slabiju osteokonduktivnu aktivnost 

i izostanak koštane regeneracije u promatranom vremenskom razdoblju. 
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Slika 26. Histološki preparati uzorka tretiranog s BCP/ABC obojan po Goldneru prikazuju 

segmentalni defekt lakatne kosti bez značajnih znakova cijeljenja (A). U području defekta 

dominira vezivno tkivo uz ograničenu prisutnost novostvorene mineralizirane kosti, koja je 

vidljiva periferno uz rubove defekta. Na slikama B i C uočava se prisutnost čestica keramike 

okruženih vezivnim tkivom. 
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 RASPRAVA 

Traumatske ozljede muskuloskeletnog sustava predstavljaju jedno od najvećih 

opterećenja zdravstvenih sustava u svijetu, odmah nakon kardiovaskularnih bolesti, pri čemu 

se znatan udio troškova odnosi na liječenje prijeloma kostiju (VUKICEVIC i sur., 2014.). 

Godišnje se bilježe milijuni prijeloma, od kojih značajan postotak pokazuje odgođeno ili 

poremećeno cijeljenje, uz posljedične kliničke komplikacije. Očekivani porast broja prijeloma, 

povezan sa starenjem populacije, dodatno naglašava potrebu za unaprjeđenjem terapijskih 

pristupa. Suvremeni ortopedski zahvati temelje se na razumijevanju molekularnih mehanizama 

koštane regeneracije, što predstavlja ključnu osnovu za razvoj novih bioloških strategija 

liječenja u slučajevima neuspješne fiziološke reparacije. 

Koštani morfogenetski proteini predstavljaju ključne regulatorne molekule u procesu 

osteogeneze i regeneracije koštanog tkiva (VUKICEVIC i sur., 2009.). Ovi faktori rasta, koji 

pripadaju obitelji transformirajućih čimbenika rasta beta (TGF-β) igraju ključnu ulogu u 

diferencijaciji mezenhimalnih matičnih stanica u osteoblaste te potiču formiranje novog 

koštanog tkiva. Zbog svojih osteoinduktivnih svojstava, koštani morfogenetski proteini se 

intenzivno istražuju u različitim pokusnim modelima s ciljem procjene njihove učinkovitosti i 

sigurnosti u kliničkoj primjeni (KIM i sur., 2025.,; YADAV i sur., 2025.; REICHERT i sur., 

2009.; YAMAMOTO i sur., 2006.; BAE i sur., 2011.; FUJITA i sur., 2012.; YAMAMOTO i sur., 

2015.; GRGUREVIC i sur., 2019.; HUANG i sur., 2021.). S ciljem  procjene i međusobne 

usporedbe različitih formulacija koštanih morfogenetskih proteina, nosača i biomehanički 

otpornog materijala proveden je pokus u svrhu izrade ove disertacije. 

Pokusni modeli omogućuju detaljno proučavanje mehanizama djelovanja BMP-a u 

različitim indikacijama, uključujući liječenje segmentalnih koštanih defekata, spinalnih fuzija, 

ortopedske rekonstrukcije i dentalnu implantologiju. Njihova primjena u pokusnim uvjetima 

doprinosi razumijevanju optimalnih doza, načina dostave i interakcije s biomaterijalima, što je 

ključno za translaciju u kliničku praksu (MONT i sur., 2004.; SANDHU i KHAN 2002.; 

STOKOVIC i sur., 2021.; REICHERT i sur., 2009.). U ovoj disertaciji korišten je model 

segmentalnog defekta lakatne kosti kunića u cilju intermedijarne evaluacije osteoinduktivnog 

materijala za regeneraciju koštanog tkiva. Segmentalni defekt u kunića može se izvoditi na 

lakatnoj, palčanoj i bedrenoj kosti. Prednosti lakatne i palčane kosti u odnosu na bedrenu je što 

model ne zahtjeva vanjski fiksator (STOKOVIC i sur., 2021.; BODDE i sur., 2008.). 

Formulacija lijeka Osteogrow-C do sada je istražena u indikaciji posterolateralne spinalne 
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fuzije gdje su rezultati pokazali uspješno cijeljenje u navedenim indikacijama, kao i sigurnost 

primjene (IVANJKO i sur., 2023.). 

Kroz zadnjih nekoliko desetljeća provedena su brojna istraživanja u procjeni cijeljena 

segmentalnog defekta nakon implantacije raznih formulacija koštanih morfogenetskih proteina. 

Defekti lakatne kosti veličinom variraju od 15 mm (BAE i sur., 2011.; GRGUREVIĆ i sur., 

2019.; STOKOVIC i sur., 2025.) do 2 cm (YAMAMOTO i sur., 2006.;  FUJITA i sur.,  2012.; 

YAMAMOTO i sur., 2015.; HUANG i sur., 2021. VUKICEVIC i sur., 2019.). Kritičnim 

segmentalnim defektom smatraju se svi defekti kod kojih fiziološkim procesima ne bi došlo do 

cijeljenja (DAHLT i sur., 2021.). Za segmentalni defekt palčane kosti  također je prihvaćena 

duljina od 15 mm  (LUCA i sur., 2011.; HOU i sur., 2012.; KIM i sur., 2014.). Lakatna i palčana 

kost kunića anatomski su specifične jer su djelomično spojene membranoznim tkivom i dijele 

funkcionalno opterećenje prednje noge. Segmentalni defekti se najčešće induciraju na 

dijafizalnim dijelovima ovih kostiju, pri čemu defekt lakatne kosti može biti stabiliziran 

neovisno, dok defekt palčane kosti ponekad zahtjeva dodatnu fiksaciju kako bi se očuvala 

stabilnost ekstremiteta. Ključna razlika između ovih modela leži u biomehaničkoj ulozi; lakatna 

kost služi kao potporna kost koja može cijeliti i bez potpune rekonstrukcije, dok defekt na 

palčanoj kosti značajnije utječe na funkciju prednje noge i zahtijeva bržu i potpuniju 

regeneraciju (BODDE i sur., 2008.). S druge strane, značajne razlike se ogledaju u njihovoj 

funkcionalnoj opterećenosti i obliku: lakatna kost, koja je više izložena kompresijskim silama, 

može zahtijevati drugačiji pristup stabilizaciji defekta u odnosu na palčanu kost koja je 

osjetljivija na rotacijske sile. Te razlike u biomehanici te u lokalnoj anatomiji definiraju 

specifične izazove pri modeliranju i evaluaciji terapijskih intervencija (MILLS i SIMPSON, 

2012.). U našem pokusu na segmentalnom defektu lakatne kosti kunića primijenjen je defekt 

duljine 15 mm u proksimalnoj trećini dijafize. S obzirom da je model segmentalnog defekta 

duljine 15 mm višestruko potvrđen nije bilo potrebe za dokazivanjem neuspješnog cijeljenja 

bez intervencije (LEI i sur., 2025.).  

  U područje defekta ugrađena je kirurška pločica učvršćena kortikalnim vijcima. Iako 

segmenalni model lakatne kosti ne zahtjeva kiruršku stabilizaciju, pločica je implantirana u 

svrhu replikacije kliničkih modela te eventualne interakcije koštanih morfogenetskih proteina, 

nosača ili sintetske keramike s kirurškim metalom (ZHU i sur., 2022.). Titanijeve legure su 

najčešće korišteni metalni materijali za ortopedske implantate zbog svoje visoke čvrstoće, 

otpornosti na koroziju i biološke inertnosti. Međutim, upravo ta inertnost smanjuje njihovu 

biološku aktivnost, što otežava integraciju s koštanim tkivom. Kao rezultat, može doći do 
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formiranja praznine između implantata i kosti, što povećava rizik od neuspjeha koštane 

regeneracije (SUL i sur., 2002.; GEETHA i sur., 2009.; LI i sur., 2021.). U provedenom pokusu 

nije zamijećena signifikantna interakcija niti jedne formulacije lijeka s implantiranom 

kirurškom pločicom. Brzina cijeljenja približna je do sada opisanim rezultatima s i bez vanjske 

kirurške stabilizacije. U dostupnoj literaturi se opisuje i potencijalni sinergistički učinak 

titanijskih legura i endogenih koštanih morfogenetskih proteina (BIAO i sur., 2017.). 

Tijekom pokusa, osnovna metoda praćenja cijeljenja segmentalnog defekta lakatne kosti 

kunića s implantacijom različitih formulacija osteoinduktivnih lijekova bila je rendgenska 

dijagnostika u standardnim projekcijama. Rendgenska dijagnostika ima brojne prednosti u 

praćenju cijeljenja kosti, ali i određene nedostatke. Prednosti uključuju široku dostupnost, 

relativno nisku cijenu i mogućnost procjene položaja koštanih ulomaka, formiranja kalusa te 

potencijalnih komplikacija poput heterotopičnih osifikacija i malpozicije (JAVOR i sur., 2025.). 

Također, rendgen omogućuje serijsko praćenje napretka cijeljenja bez invazivnih postupaka. 

Međutim, njegova glavna mana je ograničena sposobnost prikaza ranih faza cijeljenja, posebno 

mekih tkiva i početnog stvaranja osteoida, zbog čega može biti potrebno primijeniti dodatne 

slikovne metode, poput CT-a ili MR-a. Također, kvaliteta snimke ovisi o kutu i tehnici 

izvođenja, a višestruko izlaganje zračenju može biti štetno, osobito kod ugroženih skupina 

(CHOPLIN i sur., 2019., MOZA i sur., 2024.).  

U ovom istraživanju preliminarna procjena cijeljenja kosti inicijalno je provedena 

primjenom REBORNE skale, pri čemu je utvrđeno da je njezina pouzdanost bila ograničena u 

slučajevima prisutnosti kirurške pločice. Kao što je prethodno navedeno, REBORNE skala 

primarno se temelji na procjeni kortikalnog premošćenja i remodelacije, zbog čega je izrazito 

ovisna o jasnoj vizualizaciji pojedinih korteksa na radiografskim snimkama. Prisutnost 

keramike i kirurške pločice uzrokovala je djelomičnu opstrukciju kontura kortikalne kosti, čime 

je otežana objektivna evaluacija te smanjena reproducibilnost procjene (GOMEZ-BARRENA 

i sur., 2020.). 

Zbog navedenih ograničenja u daljnjoj analizi odabrana je Cook-ova skala, koja nije 

usmjerena isključivo na procjenu korteksa, već omogućuje evaluaciju cjelokupne kosti i procesa 

regeneracije unutar defekta. Takav pristup manje ovisi o potpunoj vizualizaciji pojedinih 

kortikalnih rubova te je stoga prikladniji za postoperativnu procjenu cijeljenja u prisutnosti 

keramičkih čestica i metalnih kirurških pločica (COOK i sur., 1994.). 

 



54 
 

U provedenom istraživanju rendgensko snimanje provodilo se 0. dan, tj. po samom 

završetku operativnog zahvata u svrhu provjere pozicije kirurške pločice i implantata. Pozicija 

svih implantata u pokusu je bila zadovoljavajuća. Sljedeća točka u kojoj je provedeno snimanje 

bila je 4. tjedan in vivo. U ovoj fazi zamjetne su incipijentne promjene u vidu cijeljenja kosti. 

Iako je poznato da rendgensko snimanje u ranim fazama ne daje najpreciznije rezultate, u ovoj 

fazi pokusa već je zamjetno raslojavanje skupina u procjeni cijeljena po Cookovoj skali 

(SCHWARZENBERG i sur., 2020.). Tako su uzorci s dodatkom trikacijfosfata 

(rhBMP6/ABC/TCP) s već u ranoj fazi pokusa pokazuju superiorne znakove cijeljenja 

(prosječna ocjena 3,4) u odnosu na uzorke bez sintetske keramike (rhBMP6/ABC - prosječna 

ocjena 2). Postoje brojna istraživanja koja dokazuju, no i opovrgavaju osteoinduktivna svojstva 

TCP-a (KNABE i sur., 2019.; OKADA i sur., 2016.; DAMLAR i sur., 2015.; CHENG i sur., 

2025.; GARCIA i sur., 2025.). S obzirom da se u ovome pokusu TCP pokazao kao superirorna 

keramika u odnosu na BCP u ranoj fazi pokusa, rezultati sugeriraju prisutnost određene 

osteoinduktivne aktivnosti od strane samih čestica sintetske keramike ili superiornu 

osteokonduktivnost. Trikalcij-fosfat primarno pokazuje osteokonduktivna svojstva, djelujući 

kao trodimenzionalni nosač za urastanje novostvorene kosti. Iako se tradicionalno ne smatra 

osteoinduktivnim materijalom, određene visoko porozne TCP keramike mogu pokazivati 

ograničenu materijalom posredovanu osteoinduktivnost, vjerojatno putem adsorpcije 

endogenih faktora rasta. Ipak, u vremenskom periodu provođenja ovog istraživanja TCP 

samostalno (kontrolna skupina ABC/TCP) nije uspio postići potpuno cijeljenje segmentalnog 

defekta od 15 mm što sugerira da za indikaciju segmentalnog defekta duge cjevaste kosti 

potencijalna osteoinduktivna svojstva ove sintetske keramike nisu dostatna da bi uzrokovala 

cijeljenje. Cijeljenje uzoraka rhBMP6/ABC/TCP i rhBMP6/ABC/BCP  brže je i uspješnije zbog 

rezistencije na kompresivne sile te posljedično tomu dolazi do bolje distribucije 

osteoiduktivnog lijeka u segmentalnom defektu te ranijim rendgenološkim znakovima cijeljenja 

kosti (STOKOVIC i sur., 2020.). U indikacijama s izraženim kompresivnim silama preporučuje 

se dodatak materijala rezistentnih na kompresivne sile kako bi se osigurali optimalni uvjeti 

cijeljenja. Postoje mnogobrojne opisane metode učvršćivanja segmentalnog defekta, poput 

bioaktivnog stakla, uz prethodno navedene formulacije korištene u pokusu (SHIBAHARA i 

sur., 2023., CANNIO i sur., 2021. ). Budući da 4. tjedan cijeljenja predstavlja početnu fazu 

formiranja tvrdog (koštanog), a ujedno i rendgenološki vidljivog kalusa, moguće je 

pretpostaviti da je sami koštani segmentalni defekt značajnije ispunjen hrskavičnim tkivom te 

je stabilniji nego što sama rendgenska snimka prikazuje (TURUNEN i sur., 2014.). Zbog 

poštivanja 3R principa u ovoj fazi pokusa nije provođeno žrtvovanje životinja (VERDERIO i 
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sur., 2023.). Uzorci s dodatkom bifazične keramike (rhBMP6/ABC/BCP) u ovoj fazi pokusa 

pokazali su nešto nižu prosječnu vrijednost u odnosu na uzorke s dodatkom TCP-a 

(rhBMP6/ABC/TCP - 3,4 / rhBMP6/ABC/BCP - 2,3). S obzirom da dodatak sintetske keramike 

značajno otežava interpretaciju u ranoj fazi cijeljena nije moguće sa sigurnošću potvrditi 

objektivnost ove komparacije sintetske keramike u ranoj fazi gdje je primarna vizualizacija 

novostvorene kosti u meduli, a ne korteksu. Za idealne uvjete interpretacije potreban je razvoj 

modificirane skale za procjenu liječenja segmentalnog defekta kosti koja će u obzir uzeti i 

prisutnost radiodenziteta posljedično prisutnosti keramike. Dosadašnja istraživanja pokazuju 

približno sličnu uspješnost obiju formulacija uz blagu superiornost TCP-a (OGOSE i sur., 

2005.). Bez obzira na konfliktne literaturne podatke o uspješnosti RTG-a u ranoj fazi procjene 

cijeljenja, u svrhu logitudinalnog praćenja u ovom pokusu, RTG se pokazao kao 

zadovoljavajući modalitet slikovne dijagnostike za procjenu cijeljenja. U interpretaciji uzoraka 

s dodatkom sintetske keramike u ranoj fazi pokusa otežana je objektivna procjena cijeljenja po 

Cookovoj skali jer su čestice sintetske keramike sličnog intenziteta sjene intenzitetu sjene kosti.   

 Sljedeća vremenska točka rendgenološke procjene cijeljenja lakatne kosti je bila u 8. 

tjednu. U ovoj fazi očekuje se napredna faza formiranja tvrdog (koštanog) kalusa i početak 

remodeliranja (LITTLE i SCHINDELER, 2007.). Koštana makrostruktura postaje vidljivija 

zbog progresivne mineralizacije. U ovoj fazi po Cookovoj skali uzorci s dodatkom trikalcij-

fosfatne sintetske keramike (rhBMP6/ABC/TCP) i dalje dominiraju s najuspješnijim rezultatom 

cijeljenja s prosječnim rezultatom 4,6. Za razliku od TCP-a, uzorci s dodatkom bifazične 

keramike (rhBMP6/ABC/ BCP) ostvaruju prosječni rezultat od 3,5. Iako nešto niži u odnosu na 

TCP, oba uzorka su pokazala povećanje prosječne ocjene u istom omjeru. U ovoj fazi je 

zamjetna signifikatna resorpcija čestica trikalcij-fosfata (TCP) dok čestice bifazične (TCP/HA) 

sintetske keramike perzistiraju. Ovi rezultati podudaraju se sa rezultatima u dostupnoj literaturi 

(DACULSI i LEGEROS, 2006., BOULER i sur., 2017.). Čestice hidroksiapatita ostaju 

neresorbirane kod nekih pacijenata čak i 20 godina nakon implantacije, dok čestice trikalcij-

fosfata već nakon nekoliko tjedana pokazuju znakove resorpcije (TANAKA i sur., 2017.). Iz 

navedenog se da zaključiti da obje formulacije keramike daju dostatnu čvrstoću i biomehaničku 

otpornost kosti u ranim fazama cijeljenja te na taj načim pospješuju osteointegraciju i djelovanje 

BMP6. Uzorci rhBMP2/ACS u ovoj fazi pokusa imaju prosječne rezultate od 3,5. Ovi uzorci 

su u početnoj fazi pokusa pokazali relativno visok rezultat po Cookovoj skali (3,25) Početni 

visoki rezultat može se pripisati  visokoj razini otpuštanja BMP-2 u primijenjenoj formulaciji. 

Iako intenzivnija rana osteogeneza može djelovati povoljno u smislu bržeg formiranja nove 
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kosti, takav ubrzani proces osifikacije može imati i negativnu konotaciju. Naime, naglašena 

rana aktivacija osteogeneze povezana je s povećanim rizikom razvoja hiperostoza, što može 

nepovoljno utjecati na konačni morfološki i funkcionalni ishod cijeljenja u kliničkoj primjeni 

(VON BENECKE i sur., 2024.). Iako rendgenska slika pokazuje značajan napredak u ovoj fazi, 

kost još uvijek može imati smanjenu mehaničku čvrstoću, pa je važno izbjegavati prerano 

opterećenje kako bi se spriječio rizik od refrakture (DUDA i sur., 2023.).  

Sljedeća vremenska točka u kojoj se provodila RTG dijagnostika je 17. tjedan. Kunići 

su inicijalno snimljeni in vivo u svrhu procjene dostatnosti trajanja pokusa. Nakon što je 

inicijalnim snimanjem utvrđen dostatan stupanj cijeljenja životinje su žrtvovane koristeći 

standardne protokole. Nakon žrtvovanja desne lakatne kosti kunića snimljene su u standardnim 

projekcijama. Procjenom prema Cookovoj skali u kasnoj koštanoj fazi cijeljenja najviši rezultat 

i dalje su pokazivali uzorci s dodatkom TCP-a (rhBMP6/ABC/TCP - 4,6). S obzirom da je 

većina uzoraka već u drugoj fazi pokusa imala gotovo potpuno formirane kortekse te 

signifikantnu prisutnost koštanog tkiva između čestica sintetske keramike, cijeljenje u ovoj 

vremenskom intervalu pokusa je bilo u završnoj fazi (WULSTEN i sur., 2011.).  

U svim vremenskim točkama prilikom evaluacije po Cookovoj skali kontrolne skupine nisu 

pokazale signifikantno cijeljenje segmentalnog defekta lakatne kosti u kunića. Komparativna 

usporedba između kontrolnih skupina pokazala je u svim fazama pokusa bolje rezultate  

ABC/TCP implantata u odnosu na ABC/BCP implantate. 

Rendgenološka usporedba pokusnih skupina u ovom istraživanju jasno pokazuje da 

kombinacija rekombinantnog koštanog morfogenetskog proteina 6 (rhBMP6) s autolognim 

krvnim ugruškom i keramikom (TCP ili BCP) daje najpovoljnije uvjete za kvalitetno i 

anatomski uredno cijeljenje segmentalnog defekta lakatne kosti kunića. U skupinama A i B 

(rhBMP6/ABC/BCP i rhBMP6/ABC/TCP) zabilježeno je potpuno koštano premoštenje uz 

kontinuirane i pravilno oblikovane kortekse, a preostale čestice keramike očekivano su se 

zadržale u području implantacije zbog sporijeg resorpcijskog profila (DACULSI i LEGEROS, 

2006., BOULER i sur., 2017.). Ovakva morfološka slika sugerira da porozna keramika djeluje 

kao učinkovit osteokonduktivni nosač koji stabilizira ugrušak i osigurava ujednačenu 

distribuciju i zadržavanje rhBMP6 unutar defekta. Ovi rezultati potvrđuju da je mehanička 

stabilnost i volumno održanje implantacijskog materijala kritično za pravilnu osteoindukciju 

BMP6 u indikaciji segmentalnog defekta laktne kosti kunića. Boulder i suradnici u svom 

istraživanju 2017. godine potvrđuju da idealan materijal rezistentan na kompresivne sile mora 

objedinjavati ključna biološka svojstva kako bi se mogao usporediti s autolognim graftom, 
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uključujući biokompatibilnost, osteokonduktivnost i bioaktivnost. Osim toga, mora omogućiti 

sanaciju velikih defekata, osigurati mehaničku stabilnost te biti postupno resorptivan kako bi 

se omogućila osteogeneza tijekom remodeliranja kosti te da se u tom kontekstu BCP keramike 

široko se koriste u različitim kliničkim indikacijama. Skupina tretirana BMP2 na kolagenoj 

spužvici (skupina D) pokazala je snažan osteoinduktivni odgovor, ali uz izraženu heterotopičnu 

osifikaciju, uključujući formiranje kosti izvan anatomskih granica i mjestimično gotovo 

spajanje lakatne i palčane kosti. Ovakav nalaz u skladu je s poznatom tendencijom BMP2 da 

inducira intenzivnu, ali često nekontroliranu osteogenezu, osobito u kombinaciji s mekim 

nosačima poput kolagenih spužvica koje ne ograničavaju širenje osteoinduktivnog signala 

(SCHULTZ, 2008., COTTRILL i sur., 2023.). Kontrolne skupine bez BMP-a (E i F) nisu 

pokazale adekvatno cijeljenje unutar promatranog razdoblja, što potvrđuje da keramika sama 

po sebi nema dovoljan osteoinduktivni potencijal te da su BMP proteini ključna komponenta 

efektivne regeneracije segmentalnih defekata. 

U ovom istraživanju CT se pokazao iznimno korisnim alatom za procjenu kvalitete koštane 

regeneracije, osobito nakon uklanjanja metalnih pločica i vijaka, koji su uzrokovali izražene 

radijalne artefakte i značajno ograničili mogućnost procjene defekta (GJESTEBY i sur., 2016.; 

ROUSSELLE i sur., 2020.). Nakon eksplantacije, CT je omogućio visoku razinu morfološke 

preciznosti u procjeni kontinuiteta korteksa, stupnja premoštenja, prisutnosti heterotopične 

osifikacije te neresorboranih keramičkih čestica. U usporedbi s rendgenskim snimanjem, CT je 

nudio superiornu prostornu rezoluciju i eliminirao problem preklapanja struktura, osobito važan 

u anatomiji lakatne kosti kunića gdje se lakatna i palčana kost preklapaju u dvodimenzionalnom 

prikazu (JAVOR i sur., 2025.). Dok je RTG prikladan za osnovnu orijentacijsku evaluaciju 

mineralizacije i položaja implantata, njegova dijagnostička vrijednost u segmentalnim 

defektima ovakvog tipa je ograničena. Mikro-CT, iako zlatni standard u analizi trabekularne i 

kortikalne mikroarhitekture, primarno je pogodan za ex vivo analizu zbog tehničkih 

ograničenja, uključujući nemogućnost snimanja uz prisustvo metala i ograničenja u veličini 

skenera (CLARK i sur., 2021.).  

Mikro-CT analizom određeni su volumen keramičkih čestica, koštani volumen i 

mikroarhitekturni parametri novonastale kosti. U pokusnim skupinama skupina 

rhBMP6/ABC/BCP imala je statistički značajno veći CRM volumen u usporedbi sa skupinom 

rhBMP6/ABC/TCP (p < 0,01), dok u kontrolnim skupinama nije bilo statistički značajnih 

razlika. Koštani volumen bio je statistički značajno veći u skupini rhBMP6/ABC/TCP u 

usporedbi sa skupinom rhBMP2/ACS (p < 0,01) te sa skupinom rhBMP6/ABC (p < 0,05). 
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Između kontrolnih skupina nisu utvrđene značajne razlike. Analiza debljine trabekula pokazala 

je statistički značajno veće vrijednosti u skupini rhBMP6/ABC/TCP u odnosu na rhBMP2/ACS 

(p < 0,05) i rhBMP6/ABC/BCP (p < 0,01). Za broj i separaciju trabekula nisu utvrđene 

statistički značajne razlike među pokusnim skupinama. U segmentalnom defektu lakatne kosti 

to upućuje na učinkovitiju osteoindukciju i bržu zamjenu biomaterijala novonastalom kosti. S 

druge strane, veći volumen preostalog keramičkog materijala u skupini rhBMP6/ABC/BCP 

ukazuje na sporiju resorpciju i dulje zadržavanje nosača. U kliničkom smislu, to može biti 

prednost u situacijama kada je potrebna produljena mehanička potpora defektu, ali istodobno 

može usporiti potpunu zamjenu biomaterijala vitalnom kosti. U segmentalnom defektu lakatne 

kosti, gdje je cilj postići što bržu i kvalitetniju rekonstrukciju koštanog segmenta, dinamičnija 

resorpcija TCP-a u kombinaciji s rhBMP6 pokazala se povoljnijom. Izostanak značajnih razlika 

u broju i separaciji trabekula, uz razlike u njihovoj debljini, sugerira da primarna razlika među 

skupinama nije bila u količini formiranih trabekularnih struktura, već u njihovoj maturaciji i 

reorganizaciji (NEETESON i sur., 2020.). 

Histološka analiza, kao zlatni standard za procjenu kvalitete novostvorenog koštanog tkiva, 

pružila je najdetaljniji uvid u faze cijeljenja i organizaciju regeneriranog koštanog tkiva. Unatoč 

svojoj mogućnosti razlikovanja svih komponenti koštanog tkiva (osteoid, zrela kost, koštana 

srž, vaskularizacija), glavni nedostatak je da se histologija može provoditi isključivo ex vivo, 

što onemogućuje longitudinalno praćenje istog uzorka tijekom vremena te zahtijeva eutanaziju 

životinja (FINZE i sur., 2023.).  

Uzorci koji su sadržavali rekombinantne koštane morfogenetske proteine, uključujući 

rhBMP6/ABC/TCP (A), rhBMP6/ABC/BCP (B), rhBMP6/ABC (C) i rhBMP2/ACS (D), 

pokazali su značajan stupanj regeneracije kosti. U svim skupinama s aktivnim BMP-ovima 

defekt je bio potpuno premošten, uz jasno formirane kortekse i rekonstrukciju medularnog 

kanala ispunjenog koštanom srži. Posebno je zabilježena prisutnost hematopoetskih stanica i 

adipocita unutar srži, što ukazuje na visoki stupanj maturacije regeneriranog tkiva (LI i sur., 

2018.). 

Skupine rhBMP6/ABC/TCP i rhBMP6/ABC/BCP (A i B), odnosno Osteogrow-C 

formulacije, pokazale su gotovo potpunu restauraciju kontinuiteta kosti s nativnim tkivom. U 

svim uzorcima zabilježene su dobro organizirane trabekule, kao i novoformirana koštana srž, 

što ukazuje da dodavanje keramičkih čestica u kombinaciji s rhBMP6 i ABC stvara optimalno 

mikrookruženje za osteogenezu. 
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Slično tome, rhBMP6/ABC (C) i rhBMP2/ACS (D) potaknuli su formiranje zrele, 

lamelarne kosti. Međutim, u ovim skupinama nije bilo dodatne keramičke potpore, pa su 

regenerirane strukture bile nešto homogenije, bez prisutnih keramičkih čestica. Nadalje, u 

blizini pozicija prethodnog fiksatora vidljiva je lokalno tanja kortikalna kost, što se može 

pripisati djelomičnom oštećenju kosti prilikom vađena kirurških pločica. 

U kontrolnim skupinama koje su sadržavale samo ugrušak i keramičke čestice ABC/TCP 

(E) i ABC/BCP (F) nije došlo do potpunog cijeljenja defekta. Histološki su vidljive izolirane 

formacije koštanog tkiva na površinama i između keramičkih čestica, no ove strukture nisu 

dosegle razinu organizacije ili kontinuitet korteksa kao u skupinama s BMP-ovima. Ovi 

rezultati potvrđuju da keramika sama po sebi pruža osteokonduktivnost, ali nedostaje snažan 

osteinduktivni signal koji omogućuju koštani morfogenetski proteini (LEGEROS i sur., 2003.). 

Dodavanje keramičkih čestica (TCP ili BCP) u kombinaciji s koštanim morfogenetskim 

proteinima (skupine A i B) rezultiralo je regeneracijom kosti, uključujući i koštanu srž, te 

potpunu obnovu kortikalne i trabekularne arhitekture. Keramičke čestice su služile kao 

privremena mineralna strukturalna potpora, potičući prostorno organiziranu osteogenezu 

(STOKOVIC i sur., 2021.). Nasuprot tome, uzorci bez keramičkih čestica (skupine C i D) 

pokazali su uredno cijeljenje, ali s nešto homogenijom koštanom arhitekturom i bez dodatnih 

mineralnih depozita koji se inače nalaze između keramičkih granula. Navedeni rezultati 

koreliraju s dostupnom literaturom gdje brojna istraživanja potvrđuju potrebu za dodatkom 

materijala otpornog na kompresivne sile u indikacijama segmentalnog defekta dugih cjevastih 

kostiju (MOLINA i sur., 2014.). U histološkim presjecima nisu uočene negativne interakcije 

niti reakcije s okolnim koštanim tkivom što potvrđuje da TCP i BCP kao keramičke čestice 

zaslužne za očuvanje cjelovitosti i otpornosti na kompresivne sile posjeduje potrebna svojstva 

biokompatibilnosti, sposobnosti integracije s okolnim tkivima, kemijske stabilnosti i optimalne 

površinske topografije (WILLIAMS, 2008.). 

 Histološka analiza provedena na nedekalcificiranim preparatima obojenima po von 

Kossa-i i Goldner-u omogućila je vrlo pouzdanu procjenu regeneracije kosti u pokusnim 

skupinama tretiranim različitim implantatima. Upotreba nedekalcificiranih preparata pokazala 

se ključnom metodološkom prednosti, budući da je očuvanje mineralne faze omogućilo visoku 

morfološku rezoluciju, precizne kvantifikacije i izbjegavanje artefakata karakterističnih za 

dekalcificirana tkiva (PARK i sur., 2015.). 
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 ZAKLJUČCI 

Osteoinduktivni lijek koji sadrži rekombinantni humani koštani morfogenetski protein 6 

(rhBMP6) primijenjen u autolognom krvnom ugrušku s keramičkim česticama pokazao je 

superioran učinak u cijeljenju segmentalnog defekta lakatne kosti u kunića u usporedbi s 

formulacijama lijeka bez keramičkih čestica, što se očitovalo pojačanim stvaranjem 

novostvorene kosti, boljom strukturnom organizacijom regenerirane kosti te uspješnijom 

integracijom s nativnim koštanim tkivom. Dobiveni rezultati potvrdili su osteoinduktivni 

potencijal testirane formulacije te je time potvrđena hipoteza istraživanja. Provedbom 

istraživanja ostvareni su postavljeni opći i specifični ciljevi te su doneseni zaključci prikazani 

u nastavku. 

1. Uspješnost osteoinduktivne terapije segmentalnog defekta lakatne kosti kunića ovisi o 

sastavu implantata, odnosno o istodobnoj prisutnosti osteoinduktivne komponente 

(rhBMP), autolognog krvnog ugruška kao biološkog nosača te biomehanički otpornog 

keramičkog materijala. 

2. Implantati koji su sadržavali rhBMP6 u autolognom krvnom ugrušku uz dodatak 

keramičkih čestica kalcijeva fosfata (BCP i TCP) pokazali su superiorne ishode u 

odnosu na implantate bez biomehaničke potpore te u odnosu na ostale ispitivane 

terapijske pristupe. Ova kombinacija rezultirala je ranijim početkom osteogeneze, bržim 

formiranjem koštanog kalusa te progresivnim i ujednačenim premoštenjem defekta. 

3. Trikalcijev fosfat pokazao je bržu resorpciju i intenzivniju zamjenu keramičkog 

materijala novostvorenom kosti, dok je bifazična keramika osigurala dugotrajniju 

mehaničku potporu i stabilnost defekta.  

4. Implantat koji je sadržavao rhBMP2 na kolagenskoj spužvici pokazao je sposobnost 

induciranja koštanog cijeljenja, ali uz veću varijabilnost ishoda i manju predvidljivost u 

usporedbi s formulacijama temeljenima na rhBMP6. 

5. Rendgensko snimanje pokazalo se prikladnim za longitudinalno in vivo praćenje 

dinamike cijeljenja i procjenu formiranja kalusa te kontinuiteta kortikalne kosti. 

Kompjuterizirana tomografija omogućila je precizniju trodimenzionalnu evaluaciju 

premoštenja defekta, raspodjele novostvorenog koštanog tkiva i detekciju 

heterotopičnih osifikacija. Mikro-CT se potvrdio kao najpreciznija metoda za 

kvantitativnu i kvalitativnu analizu regenerirane kosti te predstavlja zlatni standard u 

pretkliničkoj radiološkoj evaluaciji koštane regeneracije. 
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6. Kombinacija rhBMP6, autolognog krvnog ugruška i biomehanički otpornog 

keramičkog materijala predstavlja optimalnu i translacijski relevantnu strategiju za 

regeneraciju segmentalnih defekata dugih kostiju. 
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