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1 UVvOD

Mehanizam djelovanja nesteroidnih protuupalnih lijekova tek je nedavno otkriven kada je
dokumentirana njihova sposobnost inhibicije cijeljenja kosti. Ro i suradnici 1976. godine
uodili su znacajno usporeno cijeljenje kosti u Stakora terapiranih indomethacinom. Iste godine
muskarac od 64 godine sa luksacijom i lomom gleZnja terapiran je indometacinom s
namjerom sprecavanja tvorbe kalusa za vrijeme c¢ekanja operacije (SUDMANN i sur.,
1976).Medutim, u ovom slucaju lom nije zacijelio u 9 tjedana unato¢ vanjskom imobilizatoru.
Ove pocetne tvrdnje pokrenule su niz istrazivanja na koja su utjecala i istovremena otkrica
ciklooksigenaze-2 (COX-2) i bioloskih mehanizama cijeljenja kosti. Danas se NSPUL
smatraju djelotvornim inhibitorima stvaranja kostiju u eksperimentalnim modelima lijecenja
prijeloma, spinalnoj fuziji, urastanju kostiju u implantate, mehani¢ki induciranom
remodelacijom kostiju i heterotopnoj osifikaciji (O'CONNOR i sur., 2008). Po¢etkom ovoga
stoljeCa pojam ,,0steoimunologija“ prvi je put upotrijebljen u opisivanju kompleksne
komunikacije izmedu imunosnog sustava i kostura. Ovo interdisciplinarno znanstveno polje
ve¢ nekoliko godina proucava interakcije signalnih molekula, faktora transkripcije i receptora
izmedu skeletnog i imunosnog sustava.Pokazanoje da postoji jasna poveznica izmedu
imunoloskog sustava, upalnih bolesti i gustoce kostiju (RAUNER i sur. 2007; RIEGEL i sur.
2012). Nadalje, navodi da prostaglandini i upalni proteini imaju vazan utjecaj na razvitak i
diferencijaciju strukture kostiju, dok upalni proteini mogu imati vazan utjecaj na razvoj i
diferencijaciju osteoblasta i osteoklasta. Protuupalni prostaglandini i modulatorni upalni
proteini sposobni su inhibirati formiranje osteoklasta. Stoga, imunoloski sustav bi mogao
predstavljati poveznicu izmedu formiranja kosti i resorpcije kosti (NAKASHIMA i sur., 2009;
ANANDARAJAH i sur. 2009).Trenutno lijeCenje bolesti kostiju ¢esto ukljucuje upotrebu
protuupalnih lijekova (NSPUL-a). NSPUL mogu biti upotrebljeni kao analgetici ili
protuupalni agensi kod postoperativnih ortopedskih zahvata i cijeljenja kosti. (Ne)selektivni
NSPUL utjecu na metabolizam prostaglandina inhibirajuéi sintezu COX 1 1/ili 2. Moguce
posljedice na probavni sustav su dobro proucene i zabiljezene: NSPUL mogu imati erozivni
utjecaj na sluznicu zeludca, duodenuma, tankog crijeva i kolona. Dugotrajna upotreba moze
dovesti do krvarenja, upale i perforacija (BJARNASON i sur., 2009). Nespecifi¢ni i COX-2
selektivni nesteroidni protuupalni lijekovi (NSPUL) djeluju inhibiraju¢i ciklooksigenazne
izoenzime i efektivno smanjuju¢i bol i upalu povezanu s akutnom ili kroni¢nom
misi¢énokostanom patologijom. Medutim, smatra se kako upotreba NSPUL-a kao analgetika

negativno pridonosi cijeljenju kosti. Ovaj rad tezi pridonosenju detaljnih nepristranih analiza



dosadasnjih istrazivanja provedenih na Zivotinjama i ljudima u pogledu NSPUL-a i njihovih
utjecaja na cijeljenje kosti.Uloga COX-2 u regeneraciji kosti mora biti bolje definirana kako
bi detaljnije mogli utvrditi utjecaj NSPUL-a na cijeljenje kosti.



2 CIJELJENJE KOSTI

Cijeljenje kosti slozeni je fizioloski proces koji podrazumijeva koordinirano djelovanje veceg
broja stanica i njihovih prekursora kao odgovor na ozljedu, a rezultira potpunom obnovom
kosStanog tkiva te preuzimanjem fizioloske funkcije istog. U tijeku cijeljenja dolazi do reakcije
Cetiri razli¢ita ¢Cimbenika: periosta, kosti, koStane srzi i okolnog mekog tkiva. Osim navedenih
¢imbenika optimalno cijeljenje kosti ovisi 1 o prisutnosti ¢imbenika rasta, hormona,
nutrijenata, opskrbi kisikom, ph, te mehanickoj stabilnosti na mjestu ozljede (SMOLEC,
2008). Kostanu reakciju, histoloski gledano moZemo podijeliti na primarno i sekundarno

kostano cijeljenje.
2.1 Primarno (angiogeno) kostano cijeljenje

Na primarno (direktno ili angiogeno) kostano cijeljenje ukazano je jo§ 1935. godine, a 1963.
godine dokazali su ga na eksperimentalnim Zivotinja i u ¢ovjeka. Primarno kostano cijeljenje
je moguée samo u uvjetima gotovo potpunog mirovanja ulomaka, S$to podrazumijeva
odgovarajucu operacijsku tehniku i metodu koja ¢e ostvariti anatomsku repoziciju i stabilnu
osteosintezu s infragmentarnom kompresijom. Obzirom na razmaknutost lomne pukotine
primarno koStano cijeljenje podijelili smo na kontaktno i1 pukotinasto cijeljenje. Pri
kontaktnom cijeljenju mezenhimalni elementi ne urastaju niti od strane periosta, niti od strane
endosta, a rengenoloski se u prva Cetiri tjedna ne uocavaju nikakve promjene u podrucju
prijeloma. Nakon Cetvrtog tjedna osteon izravno urasta iz jednog kostanog ulomka u drugi pri
¢emu je usmjeren aksijalno na uzduznu osovinu kosti. Na rubovima osteona pojavljuju se
osteoblasti 1 deponiraju osteiod stvaraju¢i na taj nacin lamelarnu kost. Opisani proces
nazivamo Haversovom pregradnjom, a ona  podrazumijeva istodobno spajanje i
rekonstrukciju kosti. Ukoliko na mjestu direktnog kontakta zaostaju pukotine govorimo o
pukotinskom cijeljenju gdje osteoblasti deponiraju osteoid unutar pukotine tijekom prvih
osam dana. U istom razdoblju u pukotinu urastaju krvne zZile a lamelarna kost se stvara
okomito na uzduznu osovinu kosti. Zatim se popre¢no postavljene lamele pregraduju
aksijalno usmjerenim osteonima po nacelu Haversove pregradnje istim procesom kao i
prilikom kontaktnog primarnog cijeljenja Sto objaSnjava znatno duze vremensko trajanje
pukotinastog cijeljenja. Znacajka pukotinastog i kontaktnog primarnog koStanog cijeljenja je
odsutnost stvaranja kalusa i primarna osifikacija bez stvaranja hrskavice i veziva, a brzina
kostanog cijeljenja u ovom slucaju ovisit ¢e o odnosu povrSine kontakta i Sirine pukotine

izmedu ulomaka (SISLJAGIC, 2000).



2.2 Sekundarno kostano cijeljenje

Sekundarno kosStano cijeljenje zasniva se na reakciji kosti, okolnog mekog tkiva te periosta
kao vjerojatno najvaznijeg ¢imbenika tog procesa (ONI, 1997).Medudjelovanje navedenih
struktura predstavlja podlogu za urastanje kapilara i fibroblasta iz periosta, koStane srzi i
okolnog mekog tkiva. Tada zapocinje fibroblasti¢na reparacija oko mjesta prijeloma. U
nastavku dolazi do migracije hondroblasta i osteoblasta iz periosta i endosta, ali i fibroblasta
koji se pod utjecajem raznih ¢imbenika rasta mogu diferencirati u hondroblaste i osteoblaste.
Krajem prvog tjedna novoumnozene stanice stvaraju privremenu koStanu vezu izmedu
ulomaka koju nazivamo hrskaviéni kalus, ili prokalus(SISLJAGIC, 2000). Taj mekani kalus
nastao je enhondralnom osifikacijom i nalazimo ga unutar prijelomne pukotine za razliku od
tvrdog kalusa koji je nastao intramembranoznom osifikacijom i nalazi se u perifernom dijelu
prijeloma (EINHORN, 1998). Sekundarno kostano cijeljenje traje vremenski znatno duze od
primarnoga. Stvaranje kalusa kod konzervativnog lijecenja poZeljna je pojava djelujuéi s
jedne strane kao bioloska udlaga, a sa druge strane predstavlja bioloski potencijal za

regeneraciju kostanog tkiva (SISLJAGIC, 2000).

2.3 Stadiji cijeljenja kosti

Neposredno poslije prijeloma dolazi do znatnoga krvarenja iz traumatski prekinutih krvnih
zila unutar kosti, oSteenog periosta i okolnog mekanog tkiva, a krvni ugrusak okruzuje
slomljeno kostano tkivo i okolne dijelove mekanog tkiva (SISLJAGIC, 2000).Inicijalni stadij
krvarenja dovodi do stvaranja fibrinskog ugruska izmedu prijelomnih ulomaka uz
uspostavljanje slabe pocetne mehanicke stabilnosti.U prva dva dana dolazi do progresivnog
raspadanja eritrocita S$to osigurava trajan sterilni upalni podrazaj koji dovodi do vazodilatacije
okolnih krvnih Zila (hiperemija), edema 1 infiltracije leukocitima(uglavnom neutrofilima).
Poslije dva dana neutrofilima se pridruzuje veliki broj makrofaga, koji zapo€inju fagocitozu
nekroti¢noga i devitaliziranoga tkiva (SISLJAGIC, 2000). Novostvoreni fibrinski ugrusak
predstavlja izvor molekula koje dovode do kaskade stani¢nih promjena vaznih u cijeljenju
kostanih prijeloma.Glavnu ulogu u pocetnoj fazi cijeljenja imaju citokini (IL-1, IL-6),
trombociti, kostani morfogenetski proteini i mezenhimalne zametne stanice. Upalne stanice

secerniraju 1L-1, IL-6 i TNFalfa koji djeluju kemotaksijski na druge upalne stanice i



aktivaciju zametnih stanica. Koncentracija IL-1 i IL-6 najveca je prvog dana nakon prijeloma
dok je tre¢i dan gotovo neznatna.lstodobno, trombociti aktivirani trombinom i
subendotelijalnim kolagenom secerniraju signalne molekule PDGF i TGF-B, koje su vazne u
regulaciji stani¢ne proliferacije 1 diferencijacije te poti¢u procese kemotaksije 1 angiogeneze
putem kojih se stvaraju nove krvne Zile i uspostavlja cirkulacija kao osnovni preduvjet
kostanog cijeljenja. Osim toga, urastanje novih krvnih zila u formirajuci kalus regulirana je sa
FGF, VEGF i angiopoetinom 1 i 2 (GERSTENFELD, 2003).Sljede¢i ¢imbenik vazan kod
cijeljenja kosti su mezenhimske zametne stanice koje se nalaze u kambijskom sloju periosta.
Pod utjecajem BMP-ova pocinje diferencijacija zametnih u osteoprogenitorske stanice.
Dokazano je da BMP 2,6 i 9 imaju vaznu ulogu pri diferencijaciji mezenhimalnih zametnih
stanica u osteoprogenitorske stanice.U sljedecoj fazi osteoprogenitorske stanice pod utjecajem
BMP 2,4,7 i 9 postaju osteoblasti te kona¢no osteociti (EINHORN, 1998). Auxhasen je 1907.

godine utvrdio da se cijeljenje kosti odvija u pet faza: 1.faza upale
2.faza stvaranja granulacijskog tkiva

3.faza stvaranja kalusa

4.faza preoblikovanja

5.faza oblikovanja

Moguca uloga markera kostiju u procjeni napretka cijeljenja, rizika odgodenog srastanja ili
nesrastanja i utjecaj inovacija u ubrzavanju cijeljenja prijeloma ne smije se zanemariti.
Kvantitativne promjene u skeletnoj pregradnji mogu se jednostavno i neinvazivno procijeniti
mjerenjem markera kostiju. Oni se obi¢no dijele u tri kategorije; 1) markere resorpcije kostiju,
2) regulacijski proteini osteoklasta i 3) markeri za stvaranje kostiju. Mnogobrojna nova
saznanja o biokemiji kosti matriksa koriste se u interpretaciji i karakterizaciji razli¢itih faza
cijeljenja prijeloma. Rano poznavanje pojedina¢nog napretka prijeloma moglo bi pomo¢i u
izbjegavanju odgodenog srastanja ili nesrastanja kosti, omogucuju¢i modifikaciju
domacinovog bioloSkog odgovora. Razine koStanih markera variraju tijekom trajanja
cijeljenja prijeloma. Uobicajeni biomarkeri koStane pregradnje: koStana alkalna fosfataza
(BALP) i osteokalcin (OC) kao indikatori stvaranja kostiju i C-terminalni telopeptid (CTx)
tipa | kolagena kao marker resorpcije kostiju (EINHORN i sur., 2010).



3 NESTEROIDNI PROTUUPALNI LIJEKOVI, PROSTAGLANDINI,
CIKLOOKSIGENAZE

Nesteroidni protuupalni lijekovi (NSPUL) su nenarkoti¢ni lijekovi koji imaju analgetsko,
protuupalno i antipiretsko djelovanje (HANSON, 2002). Klasificirani su po svojoj kemijskoj
strukturi, kao 1 prema njihovoj specificnoj inhibitorskoj aktivnosti za enzime povezane s
proizvodnjom eikozanoida (npr. produkcija prostaglandina, prostaciklina, leukotriena,
lipoksina...). S boljim razumijevanjem vaznosti upravljanjem boli kod malih Zivotinja
uporaba NSPUL-a je konstantno u porastu. NSPUL se obilno propisuju u kontroli boli i upale
povezanih s osteoartritisom, traumom i operacijama. Prednost nad narkoticima im predstavlja
¢injenica da ne uzrokuju sedaciju ili ataksiju, te omogucuju brzi oporavak od anestezije. U
situacijama gdje se zahtjeva bolja analgezija (npr. ortopedske operacije) NSPUL se mogu
kombinirati s narkotickim analgeticima. Takav multimodalni pristup omogucuje smanjenje
doze narkotika. Sigurnost NSPUL-a je relativno dobro poznata. Postoje odredene varijacije u
nuspojavama kod razli¢itith NSPUL-a ovisno o njihovom specificnom mehanizmu djelovanja.
Medutim, najce$¢e nuspojave jesu gastrointestinalne, renalne i hepaticke. Osim toga, neki
NSPUL utjecu na aktivnost trombocita i mogu produziti vrijeme krvarenja.Postoji i vrsna
specificnost NSPUL-a u pogledu enzimske specificnosti, farmakokinetike, metabolizma i
sigurnosonog profila (HANSON, 2002). Stoga se u obzir mora uzeti izbor prikladnog

pacijenta i monitoring prilikom odabira NSPUL -a.



3.1 Mehanizam djelovanja NSPUL-a

Mehanizam djelovanja NSPUL-a ukljucuje inhibiciju nekoliko medijatora upale u kaskadi
arahidonske kiseline. Eikozanoidi se formiraju iz arahidonske kiseline djelovanjem COX i
lipoksigenaze (LOX). Djelovanje COX-a dovodi do produkcije prostaglandina, prostaciklina i
tromboksana, dok djelovanje LOX-a dovodi do produkcije leukotriena i lipoksina. Trenutno
se zna da sintezu prostaglandina kataliziraju barem dva oblika cikooksigenaza: COX-1 i
COX-2 (HANSON, 2002). COX su prisutne u svim stanicama osim u zrelim krvnim
stanicama. Medutim, ometanje aktivnosti COX-a medu i unutar tkiva vrlo je heterogeno.
COX-1 je konstitutivno izrazena i enzimatski aktivna u razli¢itim tkivima, ukljucujuci
zeludac, crijeva, bubrege 1 trombocite. Aktivnost COX-1 primarno je fizioloska, ukljucuje
zaStitu Zelud¢ane sluznice, renalni krvotok 1 vaskularnu homeostazu. U nekim slucajevima
COX-1 moze imati upalno djelovanje, ali to nije njena glavna uloga. Ciklooksigenaza-2 je
primarno inducirana medijatorima(posrednicima) poput serumskog faktora rasta, citokina i
mitogena. Aktivnost COX-2 primarno je povezana s patoloskim procesima (bol, upala,
groznica/temperatura). COX-2 ima i fiziolo§ko djelovanje povezano s odrzavanjem renalnog
krvotoka, reprodukcijom i signalizacijom stanica, ali aktivnost joj je najviSe izrazena prilikom
upala. Nedavno je pronadena i treca ciklooksigenaza, COX-3, medutim njena to¢na uloga
ostaje nepoznata. Postoje dokazi da ¢e 1 dodatne varijante COX-a biti opisane u buduénosti.
Drugi vazni produkt metabolizma arahidonske kiseline su leukotrieni, ¢ija je produkcija
posredovana enzimom LOX(lipoksigenaza), koju pronalazimo u plu¢ima, trombocitima i
bijelim krvnim stanicama (HANSON, 2002). Pretpostavljeno je da su NSPUL-i manje
djelotvorni kao protuupalni agensi od glukokortikosteroida, jer prekursorni posrednici upale
mogu slobodno u¢i u put lipoksigenaze, te i dalje stvarati upalu. Iako se tvrdi da neki NSPUL-
i, kao §to je ketoprofen, takoder inhibiraju lipoksigenazu in vitro, ovaj uc¢inak ima tendenciju
biti ovisan o vrsti i tkivu i nije dokazan s klinickim dozama in vivo. Noviji dvojni COX/LOX
inhibitori proucavani su za ljudsku upotrebu, s jednim, tepoksalin, koji se korsiti u
veterinarskoj medicini. Ipak, do danas nije dokazano da takvi lijekovi imaju vecu klinicku
ucinkovitost i sigurnost od ¢istih COX inhibitora (HANSON, 2002).



3.2 Ciklooksigenaze

Ciklooksigenaze kataliziraju prva dva koraka u biosintezi prostaglandina iz arahidonske
kiseline kako bi formirali PGG2 na kojeg onda djeluju razliiti enzimi i1 proizvode
prostanoide; prostaciklin sintetaza proizvodi prostaciklin (PGI2), tromboksan sintetaza
proizvodi tromboksan i prostaglandin izomerazaproizvodi PGE2 i PGF2 kao i druge
prostaglandine. Arahidonska kiselina je nezasi¢ena masna kiselina s 20 ugljikovih atoma,
sastoji se od stani¢nih fosfolipida i sintetizirana je iz esencijalnih masnih kiselina linoleinske i
linolenske kiseline. Kada se oStete membrane otpustaju se endogeni peptidi lipokortini Koji
aktiviraju fosfolipazu A2 (HANSON, 2002). Ovo otpustanje je potaknuto Stetnim podrazajem
na membranu od strane infekcije, traume, temperature ili nakupljanja trombocita. Otpusta se
arahidonska kiselina iz membraninih fosfolipida putem djelovanja fosfolipaze A2 i C. Kada je
otpustena, arahidonska kiselina ulazi na otvor enzimskog kanala ciklooksigenaze gdje se
oksigenira i oslobada se slobodni radikal. Rezultat je ciklicka struktura s 5 ugljika koja
karakterizira prostaglandine. Kao $to je navedeno ranije postoje dvije glavne izoforme
ciklooksigenaze: COX-1 i COX-2. Obje izoforme sastoje se od dugog i uskok kanala sa
zakrivljenim krajem. U ljudi, COX-2 ima valin na mjestu izoleucina koji je prisutan u COX-
1. To stvara prostornu promjenu u COX-2 enzimskom kanalu ¢ine¢i ga Sirim. NSPUL-i koji
inhibiraju COX c¢ine to na nacin Sto blokiraju enzimski kanal i spreCavaju aktivaciju
arahidonske kiseline. Neselektivni NSPUL, oni koji inhibiraju i COX-1 i COX-2 imaju uzu
konformaciju §to im omogucuje okupiranje i blokadu oba enzimska kanala (HANSON, 2002).
Oni koji selektivno inhibiraju COX-2 imaju Siru konfiguraciju $to im omogucuje uspjesno
blokiranje COX-2 kanala, ali slabije djelotvorno blokiraju COX-1 kanal. Postoje primjetne
razlike u Kinetici vezanja NSPUL-a na COX-1 i COX-2. COX-1 inhibicija podrazumijeva
hidrogeno vezanje, ono je momentalno i generalno je kompetitivno reverzibilno. Medutim,
utjecaj moze biti i ireverzibilan, kao kod aspirina kojiinducira acetilaciju u COX-1 veznom
kanalu i ireverzibilno inaktivira trombocitnu COX-1. COX-2 inhibicija moze ukljucivati
kovalentno vezanje i moze rezultirati konformacijskom promjenom. Ovisna je o vremenu i

spora do nereverzibilna(nepovratna) (HANSON, 2002).



3.3 Prostaglandini, ciklooksigenaze i metabolizam kosti

Kostano tkivo je u stalnom procesu destrukcije starog i sinteze novog tkiva u procesu koji se
naziva koStana remodelacija. Disbalans u koStanom remodeliranju moze dovesti do
osteoporoze i osteopetroze (O'CONNOR i sur.,, 2008). Prostaglandini, sintetizirani od
arahidonske kiseline putem aktivnosti ciklooksigenaze, posreduju koStanoj destrukciji i
formaciji. Ciklooksigenaza (COX) je poCetni enzim u pretvorbi arahidonske Kiseline u
prostaglandine. Izolirana su dva razlicita oblika ciklooksigenaza, COX-1 i COX-2. COX-1 je
konstitutivan i ukljucen u fizioloske funkcije poput probavne zastite i homeostaze, dok je
COX-2 induktivnog karaktera i ukljucen u patofizioloske procese poput boli, upale i groznice.
Dok molekularne 1 fizioloSke povezanosti koje bi mogle objasniti paradoks koStane
destrukcije i formacije inducirane prostaglandinima nisu dobro istrazene i shvaéene, osnova
paradoksa lezi u €injenici da prostaglandini mogu nezavisno stimulirati aktivnost osteoblasta i
osteoklasta do te mjere da razaraju i sintetiziraju kost (RADI i sur., 2005). S obzirom na
ocigledan utjecaj prostaglandina na normalnu kostanu fiziologiju, postavlja se pitanje uloge
metabolizma ciklooksigenaza i nesteroidnih protuupalnih lijekova (NSPUL-a), koji inhibiraju
aktivnost ciklooksigenaza tokom cijeljenja kosti kada se nova kost brzo stvara i preoblikuje u

zrelu lamelarnu kost.



3.4 Inhibitori ciklooksigenaze

Nesteroidni protuupalni lijekovi obi¢no se koriste za ublazavanje akutnih i kroni¢nih bolova u
misSi¢ima i kostima. Akutne ozljede miSica i kosti karakteriziraju lokalizirano otecenje, upala i
bol, a Cesto ukljucuje i abnormalnu distenziju ili parcijalnu rupturu ligamenata i tetiva ili
loma kosti. Kroni¢na oboljenja koStanoga i misSi¢noga tkiva poput osteoartritisa ili Pagetove
bolesti takoder prati lokalizirana upala i otok tkiva. Terapija NSPUL-ovima smanjuje lokalnu
upalu i bol inhibirajuéi ciklooksigenaze. Tradicionalni NSPUL-i inhibiraju i COX-1 i COX-2
gotovo jednako i mogu izazvati mnoge nuspojave. NSPUL mogu utjecati na koagulacijske
parametre, krvni tlak, funkciju bubrega, a naj¢esce gastrointestinalni sustav (LANGFORD i
sur., 2006). Naime, upotreba NSPUL-a moZe izazvati gastrointestinalna krvarenja i
perforacije koje mogu biti smrtonosne. Nuspojave NSPUL-a pripisuju se inhibiciji COX-1 jer
se konstitutivno izrazava i funkcionira u zastiti ZeluCane sluznice i regulaciji agregacije
trombocita (GONZALEZ i sur., 2010; LANAS, 2010) . Novi oblik ciklooksigenaznog enzima
otkriven je 1989., COX-2 (SIMMONS i sur., 1989; O'BANION i sur., 1991; FLETCHER i
sur.,, 1992). Ovo otkrice potaknulo je interes za definiranje veze izmedu aktivnosti
ciklooksigenaze i upale kako bi se razumjela uporaba NSPUL-a i njihove nuspojave.Utvrdeno
je da je ekspresija COX-2 inducirana ozljedom tkiva,te nakon $tetnih podrazaja povezanih s
upalom (SALVEMINI i sur., 1993; ZHANG i sur., 1997; SIMMONS i sur., 2004). Ubrzo
nakon toga, pretpostavilo se kako NSPUL terapija smanjuje bol i upalu tako $to primarno
inhibira COX-2, a ne COX-1. Posljedi¢no tome razvijeni su novi lijekovi koji selektivno
inhibiraju COX-2. Pretpostavljalo se kako ovi COX-2 selektivni inhibitori smanjuju
gastrointestinalne i druge nuspojave jer homeostatske funkcije COX-1 ostaju ocuvane.
Celekoksib i rofekoksib postali su prvi COX-2 selektivni inhibitori dostupni za klini¢ku
upotrebu. S obzirom da se NSPUL ¢esto koriste u terapiji oboljenja koStanomi$iénog sustava
i boli, njihov utjecaj na cijeljenje loma kosti istrazivan je u posljednjih 35 godina (RO i sur.,
1976; BARATIERI i sur., 1979; SUDMANN i sur., 1979; ALLEN i sur., 1980; ENDO i sur.,
2002; SIMON i sur., 2002; ENDO i sur., 2005; DIMMEN i sur., 2009; O'CONNOR i sur.,
2009). Ova istrazivanja su pokazala da primjena NSPUL-a i COX-2 selektivnih NSPUL-a

moze narusiti ili produziti cijeljenje kosti 1 smanjiti mehanicki integritet kosti koja cijeli.
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4 NSPUL UTJECAJ NA EKSPERIMENTALNIM MODELIMA
CIJELJENJA KOSTI

4.1. Utjecaj tradicionalnih NSPUL-a na cijeljenje kosti

Mnoga istrazivanja pokazala su da tradicionalni NSPUL-i (nespecifi¢ni) poput aspirina,
indomethacina i ibuprofena ometaju cijeljenje kosti na raznim zivotinjskim modelima.(tablica
1)(HUUSKO i sur., 1975; RO i sur., 1976; SUDMANN i sur., 1979; ELVES i sur., 1982;
TORNKVIST i sur., 1984; SATO i sur., 1986; GOODMAN i sur., 2002; LONG i sur., 2002;
GIORDANO i sur., 2003; RIEW i sur., 2003; LEONELLI i sur., 2006; KARACHALIOS i
sur., 2007; KRISCHAK i sur., 2007). Ro i sur. 1976prvi su opisali utjecaj tradicionalnih
NSPUL-a na ishod cijeljenja kosti. U ovom istrazivanju Kkoristili su se zatvorenim,
nestabilnim lomovima bedrene kosti u stakora kako bi dokazali da indomethacin odgada
cijeljenje kosti. Specifi¢nije, indomethacin je usporavao razgradnju hematoma prijeloma i
narusavao biomehanicka svojstva kosti. Nedugo potom, (ALLEN i sur.,1980) poduprli su ove
zakljucke dokazavsi da indomethacin i aspirin uzrokuju prolongirano cijeljenje kosti kod loma
radiusa i ulne $takora (Tablica 3).Daljnja istrazivanja u desetlje¢ima koja su slijedila nastavila
su podrzavati rezultate tih ranijih istrazivanja i snazno naglaSavala negativne ucinke
tradicionalnin NSPUL pri cijeljenju kosti. Ibuprofen (30mg/kg na dan) i indomethacin
(1mg/kg na dan) dovode do smanjenja mehanickih svojstava i produzenog sazrijevanja kalusa
(ALTMAN i sur.,, 1995). U modelu lomagoljenicestakora, terapija indomethacinom
uzrokovala je smanjenje mineralne gustoc¢e kosti (BMD) na mjestu loma nakon 2tjedna
(DIMMEN i sur., 2009). Smanjena BMD korelira sa smanjenim kona¢nim momentom
savijanja i krutosti savijanja u tre¢em tjednu (DIMMEN i sur., 2009).Isto tako dokazano je da
indomethacin primjenjen na modelu loma bedrene kosti $takora smanjuje mehanicka svojstva
kalusa u 4.-om i 6.-om tjednu nakon loma. Medutim, biomehanicka svojstva kalusa izmedu
kontrolne skupine i indomethacinom tretirane skupine bila su vrlo sli¢na do 8. tjedna (SIMON
i sur.,, 2002). Druga istrazivanja pokazala su dai smanjena snaga kostiju, povezana sa
terapijom indomethacinom u ranijoj fazi, nestaje do12.og tjedna nakon loma (BROWN i sur.,
2004; MULLIS i sur., 2006). Ovi rezultati pokazuju da neselektivni NSPUL-ovi odgadaju
zacjeljivanje prijeloma, ali nemaju nikakvih Stetnih utjecaja na krajnji ucinak cijeljenja
prijeloma u tim Zivotinjskim modelima. Vecina istraZzivanja koja su koristila osteotomiju
dokazala suda indomethacin i ibuprofen usporavaju cijeljenje kosti (HUUSKO i sur., 1975;
ELVES i sur., 1982; TORNKVIST i sur., 1984; SATO i sur., 1986; KRISCHAK i sur., 2007,
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REIKERAAS i sur., 1998). Nasuprot tome, samo nekoliko studija ukazuje na to da NSPUL-
ovi imaju malo ili nikakav utjecaj na ishod iscjeljenja prijeloma(RO i sur., 1978; MBUGUA i
sur., 1989; MORE i sur., 1989; HUO i sur., 1991; AKMAN i sur., 2002). Jedna studija
zakljuCuje da lijeenje indomethacinom nije imalo utjecaja na kortikalno cijeljenje kosti
nakon malog o$tec¢enja busenjem (promjera 2 mm)(KELLER i sur., 1990). Medutim, opseg
ove studije bio je ograni¢en na testiranje vremenski(6 tjedana) te kvantitativnim parametrima.
Druga istrazivanja pokazuju kako neselektivni NSPUL usporavaju cijeljenje loma u veéih
zivotinjskih modela poput zeceva i pasa(BARATIERI i sur., 1979; SUDMANN i sur., 1979;
O'CONNOR i sur.,, 2009). Kostana resorpcija i formacija moze biti regulirana
prostaglandinom E2(BLACKWELL i sur., 2010).Dokazano je da se prostaglandini E i F
takoder otpustaju nakon loma(DEKEL i sur., 1981).Terapiranje neselektivnim ili COX-2
specificnim  NSPUL-ovima u dozama usporedivim s dozama namijenjenim ljudima
(diclofenac, 5mg/kg ili celekoksib, 4mg/kg) smanjuju razine prostaglandina E2 i F2 o u
kalusu te negativno utjeCu na cijeljenje kosti (SIMON i sur., 2007). Smatra se da smanjenje

koli¢ine prostaglandina u okolini loma doprinosi losijem cijeljenju kosti.
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Tablica 1Utjecaj NSPUL-a na cijeljenje kosti:

animalni modeli

Vrsta, Doza(e)
NSPUL el ML Mg/kg/ | Primjena Test VTS, Ishod Ref.
spol, kosti d period
- an
tezina
Stakor |  Lom 100, Inhibicija E
Aspirin 3,45 radiusa 200, PO 21 dan Histoloski 22 dana kod najvece E
dana i ulne 300 doze ©
o
Zatvoreni, Nz
Misevi, o Histoloski, 8 ¢
. . stabilni 10, ) ) S -
Celekoksib | 8-10tj., PO, pelete Mehanicki 12 tjedana | Bez ucinka C
lom 50 w
~25g o test
goljenice
Stakor, | Zatvoreni, Histoloski, (é
) 3, stabilni mehani¢ki ] o g
Celekoksib . 4 PO 8 tjedana Inhibicija -
6-9mj., | lom bedr. test, §
~580g kosti RTG ™
. Zatvoreni, Histologki, 2
Stakor, o O
stabilni mehanicki ) =
Celekoksib 3, 3 PO 12 tjedana | Bez ucinka pd
lom bedr. test, ~
3009 ) =
kosti RTG K
) Inhibicija u w
. Zatvoreni, ) z
Stakor, o 2, RTG, svim o)
stabilni ) >
Celekoksib Q, 4, PO mehanicki 8 tjedana dozama, ne ~
lom bedr. y =]
~270g . 8 test prije 5.09 9
kosti
dana
Stakor, ) J7§
0 Zatvoreni, Histoloski, 3
> o
) stabilni mehani¢ki ) o I
Celekoksib 250- 4 PO 5 tjedana Inhibicija )
lom bedr. test, =
3009 . o
kosti RTG
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4.2 Utjecaj COX-2 selektivnih inhibitora na cijeljenje kosti

S pojavom COX-2 selektivnin NSPUL-a i njihove nominalne prednosti u odnosu na
tradicionalne NSPUL, lijecnici su ih poceli koristiti za akutno i kroni¢no lijecenje boli. Kao
rezultat toga znanstvenici su poceli proucavati utjecaj COX-2 selektivnih NSPUL na
cijeljenje kosti. U¢inci COX-2 inhibitora na cijeljenje kosti i dalje su diskutabilni. Mnoga
postoje¢a istrazivanja pronaSla su inhibitorno djelovanje istih (FORWOOD i sur., 1996;
MARTIN i sur., 1999; SIMON i sur., 2002; GOODMAN i sur., 2002; GERSTENFELD i sur.,
2003; BERGENSTOCK i sur., 2005; GOODMAN i sur., 2005, MULLIS i sur., 2006;
MURNAGHAN i sur., 2006; KARACHALIOS i sur., 2007; SIMON i sur., 2007;), ali
nekoliko istrazivanja je pokazalo da nemaju trajne negativne posljedicena cijeljenje kostanoga
tkiva. (HO i sur., 1998; LONG i sur., 2002; BROWN i sur., 2004; MULLIS i sur., 2006).
Glavni ¢imbenici koji mogu Ciniti razliku izmedu tih studija su varijabilnost doziranja lijeka,
trajanje doziranja, broj zivotinja koriStenih u svakoj studiji, dob Zivotinje, vrsta modela
prijeloma te vrjednovanje rezultata.Simon i sur. pokazali su da je cijeljenje loma bedrene kosti
znatno pogorsano kod COX-2 knockout miseva (pokusni miSevi sa inaktiviranim genom)i kod
Stakora tretiranih celekoksibom ili rofekoksibom; dodatno utvrduju¢i vaznost COX-2 za
cijeljenje kosti(SIMON i sur., 2002). Rendgensko i histolosko ispitivanje cijeljenja loma
bedrene kosti kod COX-1 knockout miseva i COX-2 knockout miSeva pokazao je obilan kalus
koji podlijeZe endohondralnoj osifikaciji. Cijeljenje loma bedrene kosti kod Stakora kojima je
davan rofekoksib(3mg / kg, QD) takoder je znatno pogorSano na osnovi radioloskih i
histoloskih promatranja. Nasuprot tome, lijeCenje celekoksibom (4 mg / kg, QD) izgledalo je
manje Stetno za lijeCenje loma bedrene kosti kod Stakora temeljeno na analizi torzionog
mehanickog ispitivanja(SIMON i sur., 2002). Podaci ostalih istrazivanja podupiru ove
rezultate dokazuju¢i da COX-2 inhibitori poput celekoksib, rofekoksib, parekoksib i
meloksikam djeluju nepovoljno na cijeljenje loma u miseva i stakora(GERSTENFELD i sur.,
2003; BERGENSTOCK i sur., 2005; GOODMAN i sur., 2005; MURNAGHAN i sur., 2006;
KARACHALIOS i sur., 2007). Primjerice, Gerstenfeld i sur 2003. pokazali su da je peroralna
doza parekoksib-a (1,5 mg / kg) uzrokovala zakasnjelo cijeljenje loma bedrene kosti U
muzjaka Stakora smanjujué¢i materijalna svojstva kosti tri tjedna nakon loma i strukturnih
svojstava u petom tjednu nakon loma. Nasuprot tome, nekoliko studija je pokazalo da
inhibitori COX-2 nemaju trajan ucinak na cijeljenje loma bedrene kosti(LONG i sur., 2002;
BROWN i sur., 2004; MULLIS i sur., 2006). Brown i sur. ispitali su ucinke celekoksib-a (3
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mg / kg / dan) na lom bedrene kosti stakora(BROWN i sur., 2004) (Tablica 1). Lijekovi su
davani dnevno u hrani pocevs$i jedan dan nakon loma kosti i nastavljeni do Zrtvovanja.
Cijeljenje je utvrdivano kvalitativnom histologijom, radiografski i mehanic¢kim testiranjem u
4, 8 i 12 tjedana nakon prijeloma. Rezultati su pokazali da celekoksib dovodi samo do ranih,
negativnih histoloSkih promjena koje nisu pokazale znacajne razlike u dvanaestom tjednu
istrazivanja.Provedeno je istrazivanje gdje su miSevi s lomom goljenice hranjeni peletama s
celekoksibom (10mg/kg i 50mg/kg) i rofekoksibom (1mg/kg i 5mg/kg) na dan (MULLIS i
sur., 2006).Cijeljenje je mjereno histoloSkom analizom u drugom tjednu i biomehani¢kim
testiranjem u ¢etvrtom, osmom i 12.-om tjednu.Niske doze rofekoksiba (1 mg / kg) dovele su
do smanjenja mehanickih svojstava u osmom tjednu nakon prijeloma, ali nakon 12 tjedana
nije nadena nikakva razlika (Tablica 2). Da bi se rijeSila ta odstupanja, provedena je
sveobuhvatna studija za odredivanje doza i vremenski ovisnih uc¢inaka COX-2 selektivnih
NSPUL na lijeCenje prijeloma u Stakora(SIMON i sur., 2007). Prethodne studije, koje su
testirale ucinke celekoksiba na lijeCenje prijeloma, koristile su muske Stakore u kojima
celekoksib ima vrijeme eliminacije od priblizno ¢etiri sata(SIMON i sur., 2002; LONG i sur.,
2002; GERSTENFELD i sur., 2003; BROWN i sur., 2004; MULLIS i sur., 2006;
MURNAGHAN i sur., 2006). Nasuprot tome, ova studija koristila je Zenske Stakore jer je
vrijeme uklanjanja celekoksib-a kod zenskih stakora priblizno 11 sati, §to je vrlo sliéno onom
kod ljudi(SIMON i sur., 2007). Podaci iz ove studije pokazali su da je celekoksib apliciran u
terapijskoj dozi za ljude (4 mg / kg, BID) tijekom ranih faza cijeljenja prijeloma, znacajno
smanjio mehanicka svojstva kalusa bedrene kosti u kasnijim fazama cijeljenja i povecao broj
nesrastenih kostanih ulomaka kostiju (SIMON i sur., 2007). Ova studija je takoder pokazala
da odgadanje primjene celekoksiba do sedam ili vise dana nakon prijeloma poboljsava
cijeljenje. Druge studije podupiru ove rezultate $to upucuje na to da bi izbjegavanje primjene
NSPUL u ranoj fazi lijeCenja prijeloma moglo smanjiti negativne u¢inke(GERSTENFELD i
sur., 2003; VIRCHENKO i sur., 2004).0vo istrazivanje pokazalo je da negativni uéinci
celekoksib-a na lijecenje prijeloma ovise o dozi lijeka, duljini lijeenja te vremenu primjene
celekoksib-a od nastanka loma kosti. Na kraju, podaci potkrepljuju zaklju¢ak da primjena

COX-2 selektivnih NSPUL-a negativno utjece na cijeljenje loma.

15



Tablica 2.

Vrsta,
Doza(e) .
dob, Model o Vremenski
NSPUL . Mg/kg/ | Primjena Test ) Ishod Ref.
spol, kosti period
dan
teZina
MiSevi, | Zatvoreni, Nz
- Histoloski, L 3 C
) 3, stabilni 1, . . Inhibicijau |& =
Rofekoksib ) PO, pelete | mehanic¢ki 12 tjedana ] —
8-10tj., lom 5 8t]. w
o test

~25¢g goljenice
Stakor, | Zatvoreni, Histoloski, w
_ g, 6- stabilni mehanicki ) o %
Rofekoksib . 3 PO 8 tjedana Inhibicija >
9mj., lom test, ~
o
~580g bedr.kosti RTG N
. Zatvoreni, N
Stakor, o g m
_ stabilni Histoloski, ] o & Q
Rofekoksib 3, 8 PO 4 tjedna Inhibicija P
lom bedr. RTG —
3009 ) -
kosti )
) Otvoreni, N X
Kunig¢, o S >
3 nestabilni Histoloski, ~ g
Rofekoksib ) lom 0,5 PO mehanicki 6 tjedana Inhibicija 9
3mj., >
lakatne test —
3.5kg . o
kosti w
Kuni¢, ) PO 3xna | Histoloski, o Q
_ Fibula, _ o 8 8
Rofekoksib 3, . 50 dan, mehanicki 12 tjedana Inhibicija © >
osteotomia =
3.5kg 28 dana test %
Otvoreni, N X
.- S >
) Kuni¢, | nestabilni, Histoloski, N T
Meloksika _ _ L >
3, 3mj., lom 0,3 PO mehanicki 6 tjedana Inhibicija Q

m
3.5kg lakatne test E
. )
kosti w
Misevi, | Zatvoreni, Nz
o Histolo§ki, o S ¢
d, 8- stabilni o _ Inhibicijau  |® =
Ketorolac . 2 PO, pelete | mehanicki 12 tjedana ) —
10tj., lom 4tj. w
o test
~25¢g goljenice
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Tablica 3.

Vrsta,
Doza(e) )
dob, . o VremenskKi
NSPUL Model kosti Ma/kg/ | Primjena Test . Ishod Ref.
spol, period
dan
teZina
3. o =
_ Pas, POBID 8 | Histoloski, , s Z
Indometacin metakarpalna 5 8 tjedana Bez u¢inka %)
12-21kg dana RTG c
kost >
» X
Kuni¢, Otvoreni, Histoloski, § %
Indometacin | &, 3mj., | nestabilni lom 2 PO mehanicki 6 tjedana Inhibicija | ™ (:B
3.5kg lakatne kosti test >
o
U vodi za =
onvorer e, -
voreni, ice,
| Kunig, - - | o
Indometacin 35k nestabilni lom 12.5 dana prije | Histoloski 6 tjedana Bez udinka )
-9Kg o "
goljenice operacije, §
o
PO
Kuniéi, g 6'
31 Q, Otvoreni, 2
] . o Mehanicki ) o %
Indometacin 4mj., nestabilni lom 5 PO (et 8 tjedana Inhibicija <
es =
2.1- bedrene kosti 4
3.5kg
y . Histoloski, N m
Stakor, Zatvoreni, S =
) o mehanicki ) & Q
Indometacin 3, stabilni lom 1 PO et 12 tjedana Bez u¢inka §
est, :
~300g bedrene kosti
RTG
Stakor, Zatvoren 1, Inhibicija | & Z
c
Indometacin 3, nestabilni lom 2, PO 21 dan | Histoloski 22 dana kodsvih | < E
45 dana podlaktice 4 doza )
. Histoloski, -
. Zatvoreni, ®)
) Stakor, o mehanicki o -
Indometacin nestabilni lom 2 PO 24 dana Inhibicija ©
o) ) test, >
bedrene kosti
RTG

* PO = post-op; BID = 2x na dan.
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5 ISTRAZIVANJA UCINAKA NSPUL-A NA CIJELJENJE |
FORMIRANJE KOSTI U LJUDI

Terapija NSPUL moze imati klinicki vazan utjecaj na formiranje kosti u ljudi. Negativan
utjecaj NSPUL-a pri formiranju kosti kod Zivotinja dobro je dokumentiran. Medutim, puno se
manje zna 0 uéinku NSPUL-a u osteogenezi u ljudi. U jednom opseznom istrazivanju
pokazano je da primjena NSPUL —a moze inhibirati osteogenezu smanjujuci koli¢inu ili
ucestalost stvaranja heterotopnog kostanoga tkiva nakon prijeloma bo¢nog zgloba i vrata
bedrene kosti te nakon artroplastike bo¢nog zgloba(MCLAREN, 1990; GEBUHR i sur., 1995;
MOORE i sur., 1998; BURD i sur., 2001. Mehanizam koji se temelji na NSPUL-induciranoj
redukciji heterotopnog stvaranja kostiju ostaje nepoznat. Trenutno ne postoje znacajna
istrazivanja koja proucavaju u¢inak NSPUL-a na cijeljenje lomova kod ljudi. Medutim,
nekoliko manjih studija ispitalo je djelovanje NSPUL-a na cijeljenje kosti u ljudi (Tablica 4).
Retrospektivne studije pokazuju da NSPUL terapija moze znatno narusiti cijeljenje prijeloma
kod ljudi. U retrospektivnoj studiji osmisljenoj kako bi se procijenili ucinci
reaminga(proSirenja) na rezultate iscjeljivanja loma bedrene Kkosti, utvrdeno je da je
najznacajnija varijabla koja utjeCe na uspjesno iscjeljivanje loma bedrene kosti bila upotreba
NSPUL-a(GIANNOUDIS i sur., 2000). Ispitani su podaci 377 pacijenata s lomom bedrene
kosti, a u 32 su pronadeni nezarasli lomovi. Od ostatka bolesnika, 67 je imalo usporedive
ozljede, ko-morbiditete, i povijest lijeCenja, ali u tih bolesnika bedrena kost je zacijelila. Od
32 bolesnika s nesrastenim kostima 62.5% je koristilo NSPUL, dok je samo 13.4% bolesnika
sa zacijeljenom bedrenom kosti koristilo NSPUL. Uvjerljivu retrospektivnu studiju izveli su
Burd i sur. (BURD i sur., 2001). Prije toga, ova skupina je izvr$ila randomizirano ispitivanje
kako bi se usporedila ucinkovitost lokalizirane terapije zraenjem nasuprot sistemske
indomethacinske terapije u smanjenju ucestalosti ili tezine heterotopne osifikacije nakon
acetabularnih prijeloma(BURD i sur., 2001). Koriste¢i istu skupinu pacijenata, Burd et al. su
se zapitali da li je terapija indomethacinom utjecala na cijeljenje dodatnih lomova dugih kosti
u istrazivanim pacijentima(BURD i sur., 2003). Pronasli su 7% nesraStenih kostiju u
lokaliziranoj terapiji zraéenjem i 26% nesrastenih kostiju u grupi terapiranoj indomethacinom.
Jedna retrospektivna studija, medutim, nije uspjela identificirati bilo koji negativni uc¢inak
uporabe NSPUL-a na cijeljenje humerusa(BURD i sur., 2003). Otprilike 10% od 9995
bolesnika u studiji s lomom humeralne osovine koristilo je NSPUL u jednom trenutku u

razdoblju od 90 dana nakon loma. Samo je 105 od 9995 bolesnika podleglo operaciji sanacije
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nesraStenih kostiju, a 33 od tih 105 pacijenata s nesraStenim kostima je Kkoristilo NSPUL.
Druga istrazivanja takoder ukazuju da uporaba NSPUL-a mozZe poveéati rizik prijeloma i
smanjiti mineralnu gustoc¢u kostiju(BAUER i sur., 1996; VAN STAA i sur., 2000). Nemamo
saznanja o bilo kakvim humanim istrazivanjima koja su specifi¢no ispitala djelovanje COX-2

selektivnih inhibitora na cijeljenje lomova kosti.
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Tablica 4.Utjecaj NSPUL-a na cijeljenje kosti: humana istrazivanja

Broj Zahvat, VremenskKi
NSPUL . Dob . Doza(e) ) Rezultat Ref.
pacijenata ozljeda period

Exp:28% | 2
Lom, _ 8 3
) ) Exp:21 ) ) 20mg/kg/dan ) zahtjevalo -
Piroksikam 63 distalni ) 12 tjedana B T
Kont:21 ] 8 tjedana operaciju =
radius o
Kont: - =z
Inhibicija | B @
s 2
Exp:32 Exp:35 Razlicite, ) Exp: 10.74 P
Ibuprofen Lom _ 7+ mj. ] %
Kont:67 Kont:38 1-21tjedan omjer c
_— . O
vjerojatnosti »
Inhibicija, W
c
Lom Exp:29% By
Exp:74 Exp:39.5 25mg QID _ O
Indometacin acetabuluma ) 3-11mj. nesrastenih N
Kont:36 | Kont:38.6 o 6 tjedana 3
zdjelice Kont:7% w

nesrastenih
Nema w
” >
zastitnog %
Exp:893 Exp:74 5-7x na ] ucinka na 2
NSPUL-i Lom . 24 mj. ] o=
Kont:5781 | Kont:74 tjedan naknadni ©

rizik od

prijeloma
<
Lom 25mg, 3x na 8
Exp:41 Exp:43 ) Nema 3
Indometacin acetabuluma dan, 12m;. . m
Kont:34 Kont:47 o ) razlike -
zdjelice 6 tjedana 8
e}

*Exp = eksperimentalna skupina; Kont = kontrola; QID = 3x na dan.
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6 ULOGA COX-2 U CIJELJENJU KOSTI

Ocito je da je COX-2 pozitivan reglulator u cijeljenju lomova kosti. Medutim, mehanizmi
kojima COX-2 potice cijeljenje ili kojima COX-2 otezava cijeljenje kosti su nepoznati.
Vjerojatno je da gubitak funkcije COX-2 zbog NSPUL-a mijenja mnoge stani¢ne Signalne
putove potrebne za cijeljenje kostiju . Jedna teorija objasnjava da je djelovanje COX-2
esencijalno za pretvorbu mezenhimalnih stanica u osteoblaste koji su potrebni za normalno
cijeljenje kosti. Stoga je ocekivano da inhibicija aktivnosti COX-2 negativho utjeCe na
osteogenezu.Zhang i sur. otkrili su da kultura stanica kostane srzi COX-2 knockout miseva
(onih s inhibiranim/izbacenim COX-2) proizvodi manje osteoblasta nego divlji miSevi,
(ZHANG i sur., 2002). Takoder je pokazano da COX-2 doprinosi BMP-2 induciranoj
osteoblastickoj diferencijaciji in vitro i in vivo tijekom ektopi¢ne formacije kosti(CHIKAZU i
sur., 2002). Medutim, COX-2 knockout miSevi su normalno formirali kosture i pokazali
zadovoljavaju¢i postnatalni rast $to ukazuje da gubitak aktivnosti COX-2 inherentno ne
sprjecava diferencijaciju mati¢nih stanica u osteoblaste.

Druga teorija objasnjava da analgetski u¢inak NSPUL-a omogucuje eksperimentalnim
zivotinjama da se prijevremeno i Cesto oslanjaju na ozlijedeni ud, $§to dovodi do ponovne
ozljede i produzenog cijeljenja. Ova teorija testirana je na Stakorima s lomom bedrene kosti
koriste¢i celekoksib (3mg/kg/dan ili 6mg/kg/dan) i acetaminopen (60mg/kg/dan ili
300mg/kg/dan) za ublazavanje boli u trajanju od 10 dana nakon loma(BERGENSTOCK i
sur., 2005). Rezultati istrazivanja pokazali su da je celekoksib inhibirao cijeljenje, dok
acetaminopen nije utjecao na cijeljenje. Drugo istrazivanje Kkoristilo je acetaminopen,
celekoksib i SC10-469 (COTTRELL i sur., 2009). Svi su lijekovi pruzali znacajno olakSanje
boli, medutim samo celekoksib je za rezultat imao otezano cijeljenje kosti.Ovi podacipokazali
su da sama analgezija nije dovoljan uzrok negativnih utjecaja celekoksib-a ili NSPUL terapije
u cijeljenju loma. Stoga teorija ponovno ozljedivanje zbog analgetskog u¢inka NSPUL-a nije
podrzana trenutnim eksperimentalnim dokazima. Trea teorija kaze da COX-2 ovisni
prostaglandini poti¢u angiogenezu koja je potrebna za cijeljenje loma(EINHORN i sur., 1995;
HAUSMAN i sur., 2001). Istrazivanja su pokazala da prostaglandini i COX-2 reguliraju
angiogenezu koja je od vitalne vaznosti za osteogenezu (KATOH i sur., 2010). Murnaghan i
sur. poduprli su ovu teoriju dokazavsi da primjena rofekoksib-a reduciraprotok krvi u
podru¢ju lomne pukotine i otezava cijeljenje kosti na modelu loma kosti kod
miSa(MURNAGHAN i sur., 2006). S druge strane dokazano je da terapiranje COX-2
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knockout miseva prostaglandin E2 receptor 4 (EP4) agonistom povecava prokrvljenost kalusa
i pojacava cijeljenje kosti(XIE i sur., 2009). Ovi podaci ukazuju da COX-2 ima ulogu u
poticanju angiogeneze tijekom cijeljenja loma. Cetvrta teorija govori da gubitak ili inhibicija
COX-2 skrece arahidonsku kiselinu u 5-lipoxygenazu (5-LO) put koji mijenja upalni odgovor
i negativno utjece na cijeljenje kosti[99]. Lipooksigenaza (5-LO) je klju¢ni enzim u produkciji
leukotriena iz arahidonske kiseline i inhibicija 5-LO ubrzava cijeljenje loma u
Stakora(COTTRELL i sur., 2009). Leukotrieni mogu smanjiti proliferaciju osteoblasta i
njihovu aktivnost in vitro, te stimulirati formaciju i aktivnost osteoklasta(REN i sur., 1991;
GALLWITZ i sur., 1993; GARCIA i sur., 1996; BONEWALD i sur., 1997; TRAIANEDES i
sur., 1998; MAXIS i sur., 2006). Razina leukotriena B4 u kalusu veca je 4,4 puta u COX-2
knockout miseva.Ovi podaci ukazuju da aktivnost 5-LO inhibira cijeljenje loma, a gubitak
COX-2 povecava aktivnost 5-LO. To zna¢i da smanjena koncentracija COX-2 uzrokuje
otezano cijeljenje kosti.

U modelu cijeljenja bedrene kosti Stakora primjena celexosiba znacajno utjece na cijeljenje na
nekoliko nacina(COTTRELL i sur., 2009). Primjena celekoksiba utje¢e na proliferaciju
stanica kalusa, ali ne utjeCe na brojnost stanica.Celekoksib takoder dovodi do poveéanja
razine agrekana i tip Il kolagen mRNA, koji ukazuju na diferencijaciju hondrocita i stvaranje
hrskavice. Ovo je u skladu s histoloskim i histomorfometrijskim mjerenjima koja pokazuju
stvaranje hrskavi¢nog kalusa u modelima Zzivotinja s nedostatkom COX-2. Medutim, razina
tipa X kolagen mRNA bila je znacajno smanjena u odnosu na Vvisoku razinu tipa Il kolagena i
agrekan mRNA.To nam govori da kalusni hondrociti u Stakora koji su primali celekoksib
nisupodlegli  hipertrofiji Sto reducira formiranje Kkalcificirane hrskavice, narusava
endohondralnu osifikaciju te u konacnici sprjecava cijeljenje. lako postoje mnoge teorije o
ulozi COX-2 u lijeCenju lomova, pitanja i dalje ostaju neodgovorena. Primjerice ne znamo
kada ili u kojim stanicama nastajeCOX-2 tokom cijeljenjaloma.Nadalje,niti znamo tipove
prostaglandina i drugih eikozanoida proizvedenih tijekom cijeljenja loma te kako gubitak
funkcije u jednom od enzima koji metabolizira arahidonsku kiselinu utje¢e na aktivnost
preostalih enzima. Razumijevanje tih i drugih osnovnih parametara metabolizma arahidonske
kiseline tijekom cijeljenja prijeloma pruzit ¢e kljuéne informacije potrebne za proc¢is¢avanje

hipoteza, koje se mogu testirati, za razjasnjenje funkcije COX-2 tijekom regeneracije kostiju.
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7 RASPRAVA

Iako NSPUL negativno utjecu na cijeljenje kosti, ne postoje dovoljan broj istrazivanja za
nekoriStenje NSPUL-a prilikom lomova i ortopedskih zahvata u domacih Zivotinja. Naravno,
lomovi i osteotomije mogu zacijeliti prilikom upotrebe NSPUL-a i oni su vazni zbog njihovog
protuupalnog i analgetsko djelovanja. Medutim, kada su brzina i djelotvornost cijeljenja kosti
od velike vaznosti, kao Sto je to slucaj prilikom odgodenog cijeljenja, nemogucnosti
zacjeljenja, ili kod pacijenata gdje se ocekuje usporeno cijeljenje kosti, razborito je razmotriti
dostupne podatke o djelovanju NSPUL-a. Kod modela stakora, COX-2 selektivni NSPUL ne
pomazu prilikom cijeljenja kosti u usporedbi s neselektivnim NSPUL-ima. U ljudi
najvjerodostojnija studija koja pokazuje klinicki relevantan ucinak na cijeljenje kosti je ona s
indomethacinom, neselektivnim NSPUL-om (BURD i sur., 2003). U pasa cijeljenje kosti
inhibirao je carprofen, COX-2 selektivni NSPUL (OCHI i sur., 2009). Odluka o koriStenju
COX-2 selektivnih ili neselektivnin NSPUL trebala bi se svoditi na druge kriterije poput
Stetnih nuspojava, cijene i dostupnosti. Recentna literatura navodi da visoke doze i dulja
primjena NSPUL-a ima negativan ucinak na cijeljenje kosti. Takoder postoje dokazi koji
podrzavaju tvrdnju da NSPUL inducirana inhibicija cijeljenja kosti moZe biti reverzibilna
kada se prekine upotreba NSPUL-a. Istrazivanja koja pokazuju inhibiciju cijeljenja kosti kod
ljudi i pasa ukljuuju dugotrajnu upotrebu NSPUL-a. Stoga je smisleno ukinuti terapiju
NSPUL-ima u razumnom vremenu nakon ozlijede, ako NSPUL vise nije potreban kao
analgetik. Mnogi lokalni i sustavni ¢imbenici takoder mogu utjecati na cijeljenje kosti, te tako
dodatno otezati identifikaciju nezavisnog uc¢inka NSPUL-a. Lokalni ¢imbenici ukljucuju tip
loma, lomnu pukotinu, fiksacijsku tehniku (polozaj, stabilnost), prisutnost infekcije, te stupanj
prokrvljenosti. Sustavni ¢imbenici ukljucuju dob, spol, metaboli¢ki 1 nutritivni status,
istovremene bolesti (endokrinopatije, neoplazije, imunodeficijencija, kroni¢ne upalne bolesti,
primarne misi¢noskeletne bolesti), lijekovi (kortikosteroidi, kemoterapeutici, antibiotici,
antikoagulansi), i dr.(POUNTOS i sur., 2008). Upotreba NSPUL-a moze imati negativne,
dodatne, ili sinergisticke ucinke na cijeljenje kosti u kombinaciji s drugim uvjetima ili
okolisnim ¢imbenicima. Do danas je dostupno malo informacija koje istrazuju ove
kombinirane ucinke ili identificiraju pacijente s ve¢im rizikom od usporenog cijeljenja loma
induciranog NSPUL-ima.Dugi niz godina NSPUL-i su igrali vaznu ulogu u kontroliranju
posttraumatske boli. Medutim, nekoliko autora istaknulo je da NSPUL-i mogu inhibirati
proces cijeljenja kosti. Dostupni podaci koji su dobiveni istraZzivanjima na animalnim

modelima procjenjuju svojstva novoformirane kosti u zivotinja koje su primale NSPUL u
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razli¢itim dozama i trajanju. Ocekivani su jednoliki rezultati. Ali naprotiv, rezultati su
raznoliki 1 kontradiktorni. Postavlja se pitanje kako brojna istrazivanja nisu mogla donijeti
jasno objasnjenje utjecaja i nacina djelovanja NSPUL-a na cijeljenje kosti u zivotinja. Razlike
nisu bile samo izmedu vrsta, doza i trajanja primjene lijeka, ve¢ i medu identi¢nim
parametrima. Na primjer, 30mg/kg/dan ibuprofena davanog peroralno $takorima nije imalo
utjecaja na prijelom bedrene kosti (HUO i sur., 1991). Dok su Altman i sur. 1995. uodili
sporiji proces cijeljenja i znacajne razlike mehanickih i histoloskih svojstava bedrene kosti u
Stakora. Mnogi istrazivaci koristili su dugotrajnu primjenu ili visoke doze NSPUL-a. Na
primjer, Leonelli i sur. usporedili su utjecaj 30mg/kg/dan ibuprofena i 8mg/kg/dan
rofekoksiba na zatvorenom lomu bedrene kosti na modelu Stakora (LEONELLI i sur., 2006).
Njihovi rezultati pokazali su 64.7% nezacjeljenja kod stakora koji su primali rofekoksib i
17.6% ko stakora koji su primali ibuprofen, ali doza rofekoksiba bila je 10 puta veca nego
doza koja se daje ljudima prilikom akutne boli. Takoder je nejasno je li ova raznolikost
rezultata rezultat medu- ili unutar- vrsnih razlika, kompenzacijskih lokalnih i sistemskih
¢imbenika, ili ¢ak razlic¢ite farmakokinetike lijekova u laboratorijskim modelima u usporedbi
s ljudima. Moguce je i1 da sekundarni ¢imbenici utje¢u na konacni rezultat. SloZzenost loma
takoder predstavljaju vazan ¢imbenik koji bi mogao objasniti razlike izmedu istrazivanja.
Slozenost loma, koriStena sila, ozljeda mekih tkiva i stabilnost loma mogu utjecati na konacni
rezultat. Ovu tvrdnju dodatno potvrduje i istrazivanje Engebretsena i sur. koji su pokazali da
je indomethacin djelovao negativno kod nestabilnih lomova, dok kod stabilnih nije imao
znacajan utjecaj u usporedbi s kontrolama (REIKERAAS i sur., 1998). Moguce je, na primjer,
da NSPUL interferira samo u endohondralnoj osifikaciji, stoga, ako je prijelom
multifragmentalan i vrlo nestabilan, NSPUL-ovi mogu imati $tetan ucinak na proces
konsolidacije, dok bi u stabilnijem prijelomu NSPUL-ovi mogli biti potpuno neucinkoviti.
Jedino pozitivna mogla bi biti Cinjenica da je ve¢ina studija na Zivotinjama ukljucivala male
zivotinje, to jest glodavce i1 kunicée, dok raspoloZiva ispitivanja koja ukljucuju koze i pse ne
pokazuju nikakav uc¢inak na cijeljenje kostiju (MBUGUA i sur., 1989; VAN DER HEIDE i
sur., 2008). To bi mogao biti vaZan nalaz jer karakteristi¢ne razlike medu vrstama s obzirom
na sastav kostiju, gustocu kostiju, mehanicku sposobnost i stanice kostiju postoje i izrazenije
su kod malih glodavaca, (AERSSENS i sur., 1998). S druge strane, farmakokinetika NSPUL-
a mogla bi biti razli¢ita kod Zivotinja 1 ljudi. I dapace, istrazivanja koja analiziraju kineticke
parametre NSPUL-a pokazuju znacajne razlike (RAHAL i sur., 2008; MIYATAKE i sur.,
2009). Ipak, potrebna su dodatna istraZivanja za potvrdivanje ovih pretpostavki. Takoder je i u

in vitro istraZivanjima teSko objasniti dobivene rezultate. Neke studije pokazuju snazan
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uc¢inak NSPUL-a na potencijal osteoprogenitornih stanica da proliferiraju i diferenciraju
prema osteogenoj lozi, dok druge studije to opovrgavaju. Odlucujuéi ¢imbenik moze biti
koriStenje stanica razli¢itih vrsta koje ukljucuju stanice glodavaca, kokosi, konja, pasa, svinja
i ljudskih stanica (TORNKVIST i sur., 1984; MULLER i sur., 2011). Ova raznolikost mogla
bi biti kljucna jer stanice zivotinja mogu reagirati drugacije nego ljudske stanice. Razlike
mogu postojati i izmedu istih osteoprogenitornih stanica izoliranih od ljudi s prijelomom i
onih bez prijeloma, jer se aktiviraju sustavni signali koji prisiljavaju stanice na proliferaciju ili
diferencijaciju u odredenom smjeru kao rezultat traumatskog poticaja (POUNTOS i sur.,
2008). Vrijedi re¢i da NSPUL mogu utjecati na osteoprogenitorne stanice putem daleko
razli¢itim od inhibicije COX-1 i COX-2 enzima, stoga bi razlike u parametrima kulture tkiva

mogle utjecati na konacni rezultat. Ovaj takozvani ,,ne-COX efekt* nazalost je slabo shvacen.
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8 ZAKLJUCAK

Nesteroidni protuupalni lijekovi zbog svoje sposobnosti inhibicije produkcije prostaglandina,
ublazavaju lokalni upalni odgovor, desenzibiliziraju¢i periferne receptore boli. lako su dobri
analgetici, neke studije pokazale su da mogu inhibirati cijeljenje kosti, dok se druge studije ne
slazu s tom tvrdnjom. To je izazvalo Sirok raspon odgovora medicinske zajednice, od
preporucivanja opreznog koriStenja do preporuka izbjegavanja nesteroidnih protuupalnih
lijekova kod prijeloma. U nedostatku ¢vrstih znanstvenih dokaza koji se odnose na uporabu
NSPUL-a nakon prijeloma, ne moze se donijeti konacan sud u pogledu njihove upotrebe.
Medutim, na temelju dostupne literature, mogu se izdati neke jednostavne pazljivo izvedene
preporuke. Prema misljenju autora, postoje slabi dokazi koji bi bili uzrok kontraindiciranosti
primjeneNSPUL-a nakon loma. Klinicari bi ih trebali koristiti kod pacijenata niskog rizika i
koristiti ne duZe od tjedan dana nakon loma. Potrebna su dodatna dobro kontrolirana klinicka
ispitivanja. Odabir, randomizacija pacijenata i nacini prevladavanja etickih problema su
klju¢ni. Osim toga, definiranje puta kojim NSPUL utjecu na stanice kosti bio bi od najvece

vaznosti.

26



9 SAZETAK

Ovaj pregled nastojao je pruziti nepristranu analizu trenutne literature o nesteroidnim
protuupalnim lijekovima i njihovom utjecaju na cijeljenje kosti. Istrazivanja pokazuju da
NSPUL-i inhibiraju ili odgadaju cijeljenje prijeloma u veéoj ili manjoj mjeri OViSnO 0
specifi¢cnom lijeku, na¢inu primjene, trajanju primjene i sposobnosti inhibicije COX-2. Veéina
animalnih studija i nekolicina humanih studija koje postoje podrzavaju ovaj zaklju¢ak. Buduci
da je sve jasnije da je funkcija COX-2 kriti¢na za regeneraciju kosti, dobro bi bilo definirati
omjer rizika i koristi za uporabu NSPUL-a. Potrebno je uzeti u obzir opce stanje pacijenta,
kao Sto je tezina prijeloma, starost, dijabetes i kardiovaskularno zdravlje prilikom procjene
omjera rizika i Koristi. Daljnja istrazivanja potrebna su za definiranje uloge COX-2 u
regeneraciji kostiju i hoée 1i NSPUL terapija dodatno otezati cijeljenje frakture ili druge
regenerativne procese s obzirom na opce stanje pacijenta. Istrazivanja na glodavcima i
kuni¢ima pokazala su jasne dokaze da NSPUL-i negativno utjecu na cijeljenje kosti. Klinicka
vaznost ovog ucinka ostaje upitna u pogledu veterinarske i humane medicine. Buduca
eksperimentalna klini¢kaistrazivanja na domacéim Zivotinjama su potrebna kako bi uputila
veterinare koje NSPUL-e, kada, u kojoj dozi i koliko dugo Koristiti u pacijenata s lomom
kosti.
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10 SUMMARY

EFFECT OF NON-STEROIDAL ANTI-INFLAMMATORY DRUGS ON
BONE HEALING

This review strived to provide an unbiased analysis of the current literature in regard to
nonsteroidal anti-inflammatory drugs and their effect on bone healing. Overwhelmingly, this
review demonstrates that NSAIDs inhibit or delay fracture healing to a greater or lesser
degree, depending on the specific drug, mode of administration, administration period and
ability to inhibit COX-2. The majority of animal studies and the few human studies that exist
support this conclusion. Since it is increasingly clear that the function of COX-2 is critical for
bone regeneration, defining the risk-benefit ratio for NSAID use is critical. Patient co-morbid
conditions, such as, fracture severity, advanced age, diabetes, and cardiovascular health, will
need to be considered when assessing the risk-benefit ratio. Future research is needed to
define the role of COX-2 in bone regeneration and whether NSAID therapy will further
impair fracture healing or other regenerative processes in the presence of these co-morbid
conditions. Research using rodent and rabbit models provides strong evidence that NSAID

negatively affect bone healing. Whether this effect is clinically important is controversial in
both human and veterinary medicine. Further experimental and clinical trials involving
domestic species and veterinary NSAID are needed to guide veterinarians as they decide
which, when, atwhat dose, and for how long NSAID should be prescribed after bone injury.
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