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1. UVOD

1.1. Svrha rada

Osteoartritis (OA) je jedan od najc¢escih uzroka kroni¢nog invaliditeta u odraslih uslijed boli i
izmjenjene zglobne funkcije $to je posljedica karakteristi¢nih patoloskih promjena u zglobnim

tkivima i njihovog biopsihosocijalnog konteksta.

Posttraumatski osteoartritis (PTOA) u znacajnoj mjeri narusava kvalitetu Zivota i radnu
sposobnost bolesnika, te zbog toga predstavlja veliki zdravstveni i socijalno-ekonomski
problem, osobito s obzirom da ¢esto zahvaca relativno mladu i radno aktivnu populaciju.
Definitivna terapija razvijenog PTOA sastoji se u protetskoj zamjeni zgloba $to predstavlja
skupi 1 invazivni postupak koji je optere¢en brojnim mogucéim komplikacijama, te znacajno

financijski optere¢uje svaki zdravstveni sustav.

Dostupna farmakoloSka terapija OA usmjerena je na bol, dok ni za jedan terapijski agens nije
dokazano da mijenja strukturnu progresiju bolesti. S obzirom da dosadasnja istraZivanja nisu
ponudila farmakolosko rjesenje koje bi sprijecilo ili usporilo razvoj PTOA, niti omogucilo
regresiju ve¢ razvijenog PTOA [1], te na brojne pozitivne rezultate istrazivanja primjene
pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje razli¢itih ozljeda i tkiva [2-12], nametnuta je potreba

za ovim istrazivanjem.

Ocekivani znanstveni doprinos ovog istraZzivanja trebao bi se ocitovati u sprjecavanju ili
usporavanju razvoja PTOA primjenom pentadekapeptida BPC 157 ili, s druge strane, u
regresiji ve¢ razvijenog PTOA. Osim toga takve pozitivne uinke na PTOA trebalo bi
pokazati i na drugim modelima u daljnjim istrazivanjima, §to bi u konac¢nici dovelo i do
klini¢ke primjene pentadekapeptida BPC 157 kod posttraumatskog osteoartritisa, a i drugih

osteoartritisa u ljudi.



1.2. Osteoartritis

1.2.1. Definicija

Standardizacija definicije osteoartritisa (OA) jo$ uvijek je predmet rasprave pod okriljem
Osteoarthritis Research Society International (OARSI) koji je predlozio sljedecu definiciju:
OA je poremecaj pokretnih zglobova karakteriziran stanicnim stresom i1 degradacijom
ekstracelularnog matriksa pokrenut mikroskopskim i makroskopskim ozljedama koje
aktiviraju loSe prilagodbene odgovore popravka uklju¢ujuéi proinflamatorne puteve
prirodenog imuniteta. Poremecaj se isprva manifestira kao molekularni poremecaj
(abnormalni metabolizam zglobnog tkiva) kojeg slijedi anatomski i/ili fizioloski poremecaj
(karakteriziran degradacijom hrskavice, koStanim remodeliranjem, stvaranjem osteofita,

upalom zgloba i gubitkom normalne funkcije zgloba) koji moze kulminirati u bolest. [13]

U svakodnevnoj klinickoj praksi u upotrebi su i druge, jednostavnije i prakti¢nije definicije
OA. Primjerice, Moskowitz i sur. OA definiraju kao najucestaliji oblik bolesti zglobova Kkoji
predstavlja vrlo heterogenu skupinu stanja koja rezultiraju istovjetnim histopatoloskim 1

radioloskim promjenama [14].

1.2.2. Klasifikacija

OA se moze klasificirati prema zahva¢enim zglobovima, dobi u kojoj pocinje, radiografskom
izgledu (,,hipertrofi¢ni“ nasuprot ,,atroficnom®), pretpostavljenoj etiologiji (npr. ,,sekundarni
posttraumatski* OA), 1 stupnju progresije. Vise klasifikacijskih sustava je predlozeno, svaki
sa svojim prednostima i nedostacima. Klasifikacija osteoartritisa Ameri¢ckog Reumatoloskog
Drustva (ACR) je klasifikacijski sustav u najsiroj upotrebi [15], i osteoartritis temeljno dijeli
na idiopatski ili primarni (sa potpodjelom na lokalizirani i generalizirani) i na sekundarni (sa
potpodjelom na PTOA, OA u kongenitalnim ili razvojnim bolestima, OA u bolestima
odlaganja kalcija, OA u drugim poremecajima kostiju i zglobova, te OA u drugim bolestima)
(Slika 1).



Osteoartritis (OA)
|

I
Idiopatsk(i) (frimami) Sekundarni OA

e Posttraumatski
[ Lokalizirani | osteoartritis (PTOA)

Generalizirani OA u sklopu
——| kongenitainih’razvojnih
bolests

OA u =klopu bolesti
odlaganja kaleyja

OA u sklopu drugih bolesti
koztiju i zlgobova

OA u zkiopu drugih
sustavnih bolestt

Slika 1. Klasifikacija osteoartritisa prema Americkom reumatoloskom drustvu*
*preuzeto iz Altman R, Asch E, Bloch D, Bole G, Borenstein D, Brandt K, i sur. Development of criteria for the classification

and reporting of osteoarthritis. Classification of osteoarthritis of the knee. Diagnostic and Therapeutic Criteria Committee of
the American Rheumatism Association. Arthritis Rheum. 1986;29(8):1039-49.

1.2.3. Rizi¢ni ¢imbenici i moguci uzroci

OA je isprva smatran normalnom posljedicom starenja sto je dovelo do naziva ,,degenerativna
bolest zgloba*. Medutim, prema danasnjem shvacanju OA nastaje zbog sloZene interakcije
brojnih ¢imbenika ukljucujuéi integritet zgloba, genetiku, lokalnu upalu, mehanicke sile, te

stani¢ne i biokemijske procese [16].
Brojni riziéni ¢imbenici i moguci uzroci povezani su sa OA u epidemioloskim studijama:

» dob - starija dob jedan je od najjac¢ih rizi¢nih ¢imbenika povezanih sa razvojem OA
(prema americkom National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES)
prevalencija ove bolesti je manja od 0,1 % medu ispitanicima izmedu 25 1 34 god.,
dok je medu ispitanicima starijim od 55 god. prevalencija iznad 80 %) [17-20],

» spol - prema brojnim studijama zenski spol povezan je sa povisenim rizikom za razvoj
OA [17-22], cak u tolikoj mjeri da ¢e Zene sa OA, vjerojatnije od muskaraca, dozivjeti

brza strukturna oStecenja zgloba i biti podvrgnute protetskoj zamjeni zgloba [23],



pretilost - vjerojatno najja¢i ¢cimbenik rizika za razvoj OA na koji se moZe utjecati u
smislu prevencije [17-20, 22], prema jednom istrazivanju svaki gubitak na indeksu
tjelesne mase (BMI) znacajno korelira sa smanjenjem rizika za razvoj simptomatskog
OA [19],

izostanak osteoporoze - vec¢a koStana masa povezana je sa ve¢im rizikom razvoja OA

kuka u starijih zZena [24-26],

zanimanje - odredena zanimanja koja ukljuc¢uju neke ponavljajuce pokrete u zglobu ili
prolongirani polozaj zgloba povezana su sa razvojem OA pojedinih zglobova, npr.
klecanje ili penjanje uz stepenice sa OA koljena [27],

sportske aktivnosti - odredeni sportovi povezani su sa povisenim rizikom za razvoj

OA pojedinih zglobova, npr. nogomet (koljeno, glezanj, stopalo), gimnastika (rame,
lakat, ru¢ni zglob), biciklizam (patelofemoralni zglob), itd. [28],

ranije ozljede - pospjesuju razvoj OA, npr. koljena (studije su pokazale povezanost
ligamentarne ili meniscealne ozljede koljena ili kirurSke meniscektomije i poviSenog

rizika za razvoj OA [29, 30],

miSi¢na slabost - dokazi koji podupiru ulogu misi¢ne slabosti kao rizi€nog ¢imbenika

za razvoj OA jesu nalazi da je slabost miSi¢ne skupine kvadricepsa kojoj prethodi bol
u koljenu i miSi¢na atrofija esta u bolesnika s OA [31], te da je prediktor ozbiljnosti
radiografskog i simptomatskog OA koljena [32],

propriocepcijski deficiti - primjeceni su kod bolesnika s OA koljena i smatra se da su

izraz oStecenja mehanoreceptora u zahva¢enom zglobu ili oko njega, a ne podlezeceg

generaliziranog neuroloskog deficita [33],

genetski ¢imbenicl - Siroki ,,Screening“ genoma nesrodne zenske populacije Britanki i
Kanadanki europskog podrijetla s OA koljena i kontrola pokazao je reproducibilnu
povezanost sa markerom unutar gena LRCH1 [34], dok su brojne studije pokazale
povezanost mutacija gena COL2A1 na kromosomu 12 koji kodira kolagen tip Il sa
generaliziranim OA, te ga oznacile kao potencijalni ,,osteoartriticki gen* [35-37],
akromegalija - povezana je sa razvojem sekundarnog OA uslijed ucinaka povisenih
razina hormona rasta na kost i hrskavicu [38],

bolest odlaganja kristala kalcija - intraartikularni depoziti kristala koji sadrze kalcij

poput kalcij pirofosfat dihidrata (CPPD) i1 bazi¢nog kalcij fosfata (BCP) povezani su s

oStecenjem hrskavice u bolesnika s OA [39].



1.2.4. Patogeneza

OA je isprva smatran jednostavnim degenerativnim ,,potro$nim* procesom (eng. “wear and
tear”), te pogreSno nazivan degenerativnom zglobnom boles¢u. Medutim, patogeneza OA je
puno slozenija od ,,troSenja“, tako da je sufiks ,,itis* u nazivu koji je indikativan za upalni
proces zapravo toCan [40, 41]. Razli¢iti ¢imbenici igraju vaznu ulogu u patogenezi OA,
ukljucuju¢i biomehanicke ¢imbenike, proupalne medijatore, te proteaze. Razumijevanjem
mehanizama koji dovode do destrukcije zglobnog tkiva u OA, te odredivanjem klju¢nih
¢imbenika involviranih u patoloski proces, nastaju novi terapijski ciljevi u svrhu usporavanja

ili zaustavljanja progresije OA [42].

Upalni artritis je, standardno, dijelom definiran stani¢nim upalnim odgovorom predstavljenim
poviSenim brojem leukocita u zahva¢enim zglobnim tkivima i sinovijalnoj tekuéini. Klasi¢ni
stani¢ni upalni odgovor nije istaknut u OA jer je broj leukocita u sinovijalnoj tekuéini obi¢no
nizak i rijetko prelazi 1000-2000 stanica po mililitru, $to je u suprotnosti s oblicima upalnog
artritisa (npr. RA) gdje taj broj uglavnom prelazi 2000 i pracen je jacom infiltracijom sinovije
leukocitima, te proliferacijom sinovijalnih fibroblasta i stvaranjem panusa. lako je sinovijalna
upala prisutna i kod OA, upalna komponenta OA je izrazenija na molekularnoj razini i
karakterizirana je prisutno$cu proupalnih medijatora poput citokina i kemokina koji su dio
prirodenog imunog odgovora na ozljedu zglobnih tkiva [41]. Proupalni medijatori poticu
stvaranje proteolitickih enzima odgovornih za degradaciju ekstracelularnog matriksa Sto
dovodi do destrukcije zglobnih tkiva. lako je destrukcija i gubitak zglobne hrskavice glavna
sastavnica OA, sva zglobna tkiva su na neki nadin zahvacena Sto ukazuje na to da je OA
bolest zgloba kao organa [43]. I mehanicki ¢imbenici imaju ulogu u OA jer prekomjerno ili
abnormalno opterec¢enje zgloba takoder stimulira stanice zglobnih tkiva na proizvodnju

proupalnih faktora i proteaza koji posreduju u destrukciji.

Patoloske promjene u OA zahvacaju sva zglobna tkiva i prisutne su u razli¢itom stupnju kod
svih ljudi s OA, sto sugerira jedinstveni odgovor zgloba na razli¢ite nokse. Redoslijed
zahvacanja pojedinih zglobnih tkiva ovisi o uzro¢nom ¢imbeniku i izuzev posttraumatskog
OA koji pocinje akutnom ozljedom odredene zglobne strukture tesko je odrediti koje zglobno
tkivo je zahvaceno prvo. Patoloske promjene vidljive RTG obradom ukljucuju gubitak
hrskavice koji rezultira suzenjem zglobnog prostora i pojavu subhondralne koStane skleroze i

cista, te nastanak osteofita, i znak su uznapredovalosti OA. Rane patoloSske promjene poput



promjena u ekstracelularnom matriksu, sinovitisa, lezija koStane srzi i degenerativnih
promjena okolnih mekih tkiva, ligamenata i meniska mogu se detektirati MRI obradom [43,
44].

Zglobna tkiva zahvacena patoloSkim promjenama u OA su sljedeca:

» zglobna hrskavica - najranije patoloske promjene u OA su obi¢no vidljive na povrsini

zglobne hrskavice kao ZariSta nepravilnosti u podrucjima pod najve¢im opterecenjem,
edem hrskavice posljedi¢no razlabavljenju kolagenske mreze koje dopusta hidrofilnim
proteoglikanima da navla¢e vodu. Hondrociti su jedini tip stanica prisutan u hrskavici,
1 normalno su u stanju mirovanja. To su aktivne stanice koje odrzavaju hrskavicu kroz
uobicajene anabolicke i katabolicke procese. S razvojem OA aktivnost tih procesa se
znacajno ubrzava. Hondrociti proliferiraju uz formiranje grozdova, vjerojatno kao
odgovor na gubitak matriksa, dok se barem jedan dio stanica pretvara u hipertroficne
hondrocite koji su sli¢ni stanicama pronadenim u hipertroficnim podru¢jima zone
rasta, i koje proizvode kolagen tip X i metaloproteinazu matriksa 13 (MMP-13). Kako
OA napreduje dolazi do opsezne degradacije i1 gubitka matriksa radi stalne proizvodnje
proteaza potaknute proupalnim citokinima i dijelovima proteina matriksa koji poput
povratne sprege poticu hondrocite na daljnju proizvodnju citokina i proteaza. Znacajno
ostecenje matriksa dovodi do smrti hondrocita, te se pojavljuju podru¢ja matriksa
liSena stanica. [41, 43],

> Kkost - zadebljanje subhondralne kosti (subhondralna skleroza) nastaje radi pojacane
proizvodnje kolagena koji je neadekvatno mineraliziran. Osteofiti (koStani izdanci) se
formiraju na rubovima zgloba, naj¢eS¢e na hvatiStima tetiva ili ligamenata. Kako OA
napreduje pojavljuju se kostane ciste, dok erozije kosti nisu tipi¢no vidljive. Lezije
kostane srzi, vidljive na MRI, naj¢eS¢e su prisutne u podruc¢jima nadlezeéeg gubitka
hrskavice gdje su mehanicka optereCenja najveca. Patoloski, te lezije se sastoje od
mikrostrukturalnog oste¢enja kosti pracenog lokaliziranom nekrozom i fibrozom. [45],

» sinovija - u veéini slucajeva simptomatskog OA prisutan je odredeni stupanj sinovitisa
(sinovijalne upale) i sinovijalne hipertrofije [46, 47], Sto pridonosi pojavi bolnosti i
progresiji OA (ukljucujuéi destrukciju hrskavice) kroz proizvodnju proupalnih faktora
i proteina [41, 43],

» meka tkiva - OA zahvaca i mekotkivne komponente zgloba poput ligamenata, zglobne

kapsule, ili meniska (koljeno), te remeti i njihov ekstracelularni matriks i dovodi do



gubitka stanica. Takoder, i periartikularni misi¢i i zivci su zahvaéeni OA §to rezultira

slabo$¢u i bolnosc¢u [48].

Opisane patoloske promjene osteoartriticnih zglobova su prisutne, osobito u uznapredovalom

stadiju OA, bez obzira na uzro¢ni ¢imbenik koji inicira razvoj bolesti.

Medijatori upale imaju ulogu u patogenezi OA kao potencijalni pobudivaci destrukcije
zglobnog tkiva. Lista proupalnih medijatora pronadenih u sinovijalnoj tekucini i tkivima
neprekidno raste. Ranije studije bile su usmjerene na ulogu citokina interleukina 1 (IL-1)
inicijalno nazvanog ,katabolin®“ radi njegove sposobnosti stimulacije katabolicne aktivnosti
hrskavice koja dovodi do degradacije matriksa. Uloga IL-1 u OA bila je dvojbena radi toga
Sto su razine pronadene u OA zglobovima bile puno nize od onih potrebnih za degradaciju
hrskavice. Drugi citokini su prisutni u OA sinovijalnoj tekuéini u znatno vi§im razinama od
IL-1, poput interleukina 6 (IL-6), proteina kemotaksije monocita 1 (MCP-1), interferonom

induciranog proteina 10 (I1P-10), te monokina induciranog interferonom (MIG). [49]

Brojni drugi citokini, kao i kemokini, pronadeni su u sinovijalnoj tekucini, ili je zamije¢eno
onkostatin M (OSM), s rastom povezan onkogen (GRO)-alfa, kemokin (C-C-motif) ligand 19
(CCL19), makrofagni upalni protein (MIP)-1beta i TGF-alfa [41, 43]. Vazna pitanja proizasla
su iz Siroke liste upalnih medijatora pronadenih u OA zglobovima. Strucnjaci su ispitivali §to
uzrokuje da zglobna tkiva proizvode proupalne medijatore, i koji su najvazniji pobudivaci
destrukcije zglobnog tkiva koji bi mogli biti cilj terapijske intervencije. Brojni su dokazi koji
povezuju OA sa aktivacijom prirodenog imunosnog odgovora pokrenutog oStecenjem tkiva
[41, 50]. Medijatori pronadeni u OA zglobu sli¢ni su onima pronadenim kod kroni¢nih rana
koje ne cijele. Destrukcija zglobnog tkiva u OA takoder je posredovana brojnim proteinazama
ukljuéujuci nekoliko metaloproteinaza matriksa (MMP), cistein proteinaze poput katepsina K,

te serin proteinaze [51].

Napredak u razumijevanju mehanizama nastanka i progresije OA omogucuje razvoj ciljanog
lijecenja usmjerenog na specificne medijatore. Sve dok se ne pronade agens koji ciljaju¢i na
specifi¢ni medijator dovodi do usporavanja ili zaustavljanja strukturne progresije OA nece biti

jasno koji medijatori su klju¢ni za nastanak i progresiju OA.



1.2.5. Klinic¢ka slika

Glavne klinicke manifestacije OA su bolnost i ukoc¢enost zgloba, te funkcionalno ogranicenje.
Druge klinicke manifestacije u bolesnika s OA ukljucuju raznolike sekvele poput slabosti
miSic¢a i gubitka ravnoteze [52], pojave komorbiditeta poput fibromijalgije [53], depresivne

simptomatologije [54], poremecaja spavanja [55], itd.
Simptomi i znakovi koji se mogu uociti kod bolesnika s OA su sljedeci:

» bol - pogorsava se kretnjama zgloba, dok popusta odmorom,

> osjetljivost (eng. tenderness) - u razini zglobne linije sugerira artikularnu patologiju,
dok dalje od zglobne linije sugerira patologiju periartikularnih mekih tkiva,

> ograni¢ena pokretljivost - smanjenje opsega pokreta (aktivnog i pasivnog) uglavnom

nastaje zbog rubnih osteofita i zadebljanja zglobne kapsule, medutim ni sinovijalna
hiperplazija i efuzija nije zanemariv uzrok,

> kostani edem - odraz je remodeliranja kosti i hrskavice s obje strane zgloba i rubnih
osteofita,

» deformacija zgloba - znak je uznapredovalog ostecenja zgloba,

> instabilitet - prvenstveno je odraz misi¢ne slabosti, ali mozZe biti povezan s pravom

nestabilnos¢u zgloba.

Karakteristicne klinicke manifestacije povezane su sa zahva¢anjem odredenih zglobova. OA
predilekcijski zahvaca koljena, kukove, interfalangealne zglobove, prve karpometakarpalne
zglobove, prve tarzometatarzalne zglobove, te apofizealne male zglobove donje vratne i donje

lumbalne kralje$nice [56].

1.2.6. Dijagnosticke pretrage

Dijagnoza OA je prvenstveno klini¢ka, bazirana na karakteristicnim simptomima i znakovima
opisanim u prethodnom poglavlju. Za potvrdu klini¢ke dijagnoze i za potrebe diferencijalne
dijagnostike, te procjene stupnja uznapredovalosti OA na raspolaganju je nekoliko slikovnih

pretraga:



» radiografija (RTG) - konvencionalna radiografija je najSire koriStena slikovna metoda

kod OA i omogucuje detekciju karakteristi¢nih obiljezja OA poput rubnih osteofita,
suzenja zglobnog prostora, subhondralne skleroze i subhondralnih cista [57, 58],
medutim radiografske promjene kod OA nisu senzitivne, osobito u ranim stadijima
bolesti, i ¢esto lose koreliraju sa simptomima [59-61],

» magnetska rezonanca (MRI) - za vecinu bolesnika sa simptomima OA nije potrebna,

medutim moze otkriti OA u ranijim stadijima (oSte¢enja hrskavice i koStane srzi), prije
nego radiografske promjene postanu vidljive, a takoder moze koristiti kod procjene
patologije drugih zglobnih struktura koje se ne vizualiziraju radiografski poput izljeva,
sinovije i ligamenata,

» ultrasonografija (UZV) - korisna je za detekciju sinovijalne upale i efuzije, kao i

osteofitoze, medutim ne moze se koristiti za procjenu dubljih zglobnih struktura i

subhondralne kosti.

1.2.7. Diferencijalna dijagnoza

Diferencijalna dijagnoza OA uvelike ovisi o lokalizaciji zahvaéenog zgloba ili zglobova, kao i
0 prisutnosti ili odsutnosti dodatnih sustavnih simptoma. Nekoliko je alternativnih dijagnoza
koje dolaze u razmatranje u odredenom klinickom kontekstu, medutim najcesce ih nije tesko

razlikovati od OA:
reumatoidni artritis (RA),
psorijaticni artritis,

artritis uzrokovan odlaganjem kristala,

YV V VYV V

infektivni artritis.

Dijagnoza OA moze se postaviti bez koriStenja radiografije i/ili laboratorijskih pretraga u
prisustvu tipi¢nih simptoma i znakova u rizi¢noj dobnoj skupini. OA perifernog zgloba moze
sa sigurnoS¢u biti dijagnosticiran samo na klinickoj osnovi ukoliko je prisutno sljedece:
stalna, sa kretnjama povezana bol u jednom ili vise zglobova, dob >45 godina, te jutarnja
ukocenost <30 minuta. Prisutnost drugih klinickih karakteristika OA pojacava sigurnost
dijagnoze. Ovakav pristup klinickoj dijagnozi podupire Cinjenica da radioloski procjenjene

strukturne promjene mogu biti prisutne u odsutnosti simptoma i obratno. [59, 60, 62]



1.2.8. LijeCenje

Bol u zglobu i poremecaj funkcije glavne su znacajke OA. Bolnost povezana sa OA rezultat je
viSeCimbenicnog biopsihosocijalnog procesa u kojem su ne-hrskavi¢ne strukture (sinovija,
subhondralna kost, periartikularne strukture) ukljucene i pod utjecajem psihosocijalnih i
okoli$nih ¢imbenika. Periferna i centralna senzibilizacija nociceptivnih putova vodi prema
trajnoj bolnosti, te time do kroni¢nih aspekata bolesti. Bolnost povezana sa OA negativno

utjeCe na raspolozenje i spavanje, te radne i rekreativne aktivnosti. [63]

Komponente lijeCenja OA su brojne, i kre¢u se U rasponu od pristupa najées¢im s OA
povezanim stanjima (poput depresije, poremecaja spavanja, socijalnih problema, itd.) do
zglobno-specifiénih intervencija (nefarmakoloskih, farmakoloskih i kirurskih opcija). U
konacnici, intervencije su uglavnom usmjerene na smanjenje bolnosti i funkcionalnih
ograni¢enja. Unato¢ brojnim pokusajima, lije¢enje usmjereno na modifikaciju tijeka bolesti za

sada se nije pokazalo uc¢inkovitim.

Ciljevi lijecenja OA su minimaliziranje boli i optimiziranje funkcije, uz eventualni benefit
modificiranja procesa oStecenja zgloba. Primarni cilj klini¢ara trebali bi biti ¢imbenici rizika
na koje se moze utjecati [64]. lako, za sada, nema farmakoloske terapije koja bi modificirala
tijek bolesti, dostupne su brojne intervencije usmjerene na bol i funkciju [65]. Takoder,
lijecenje bi trebalo biti individualizirano i1 usmjereno na promjenjive ¢imbenike koji pridonose

bolnosti (poput zglobne inkongruencije, miSi¢ne slabosti, prekomjerne tjelesne tezine, itd.).
Modaliteti lijecenja OA su sljedeci:

» nefarmakoloska terapija - osnova je lijeCenja OA i uvijek treba biti pokusana prva, uz

eventualnu primjenu lijekova za smanjenje boli (gdje je neophodno). Nefarmakoloska
terapija ukljucuje regulaciju tjelesne tezine i vjezbanje, edukaciju, udlage i ortoze za
pogodne bolesnike, te upotrebu drugih ortopedskih pomagala [66]. Ucinkovitost
vjezbanja na bol i funkciju slicna je ucinkovitosti nesteroidnih antiinflamatornih
lijekova (NSAIL) [67]. Gubitak najmanje 10 % tjelesne tezine kombinacijom dijete i
vjezbanja povezan je sa 50 %-tnim smanjenjem skora boli u bolesnika sa OA koljena i
prekomjernom tjelesnom tezinom odnosno pretilos¢u u periodu od 18 mjeseci [68].
Pomagala za hodanje i koljenske ortoze u bolesnika sa zglobnom inkongruencijom i

OA koljena imaju u¢inak na smanjenje boli [65],
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» farmakoloska terapija - koristi se kod bolesnika sa simptomatskim OA bez adekvatnog

odgovora na inicijalne nefarmakoloske mjere ili istodobno s njima. Farmakolosku
terapiju trebalo bi upotrebljavati samo tijekom razdoblja prisustva simptoma obzirom
da za nijedan agens nije dokazano da modificira bolest. Glavni lijekovi koji se koriste
za farmakoloSku terapiju OA su topic¢ki 1 peroralni NSAIL, topicki kapsaicin,
duloksetin, te intraartikularni kortikosteroidi [65]. Kod bolesnika sa zahva¢enim samo
jednim 1ili tek nekoliko zglobova (osobito kod OA koljena ili Sake) farmakoloSku
terapiju treba zapoceti sa topickim NSAIL obzirom na sli¢nu efikasnost u usporedbi sa
peroralnim NSAIL, a uz bolji sigurnosni profil [69]. Peroralni NSAIL potrebni su kod
bolesnika sa neadekvatnim olakSanjem simptoma tijekom upotrebe topickih NSAIL,
kod simptomatskog OA koji zahvaca vise zglobova, te kod OA kuka. Ostali navedeni
lijekovi koriste se uglavnhom kod bolesnika kod kojih je kontraindicirana primjena
peroralnih NSAIL, ili kod posebnih skupina bolesnika.

» kirurska terapija - u kirurSkom tretmanu OA dominantna je potpuna protetska zamjena

zgloba, koja je visoko uc¢inkovita u bolesnika sa uznapredovalim OA koljena i kuka
kada se konzervativnim tretmanima ne postigne adekvatno olaksanje boli [70].
Medutim, pregled 14 studija pokazao je da 9-20 % bolesnika koji su podvrgnuti
potpunoj protetskoj zamjeni kuka i koljena pati od umjerene do jake dugorocne
poslijeoperacijske boli [71]. Prijeoperacijska razina boli, prisutnost komorbiditeta i
depresije, te prisutnost konkomitantne boli drugih zglobova povezana je sa poviSenim
rizikom nepovoljnog bolnog ishoda nakon kirurskog tretmana [72]. Dodatno, bolesnici
mogu dozivjeti ozbiljne komplikacije i revizijski kirurski tretman, posebno s obzirom
na sve nizu dob u kojoj se pristupa kirurS§kom tretmanu [73]. Artroskopska kirurgija
kod OA koljena je bez klini¢ki znacajnih benefita nad konzervativnim tretmanom ili
placebo kirur§kim tretmanom [74]. S druge strane, artroskopija kuka pokazala je
odredene prednosti u nekim sluéajevima [75].

» druge alternativne terapije - druge terapije pokusane su u lije¢enju OA ukljucujuéi

akupunkturu, tradicionalnu kinesku medicinu i transkutanu stimulaciju zivaca (TENS).
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1.3. Posttraumatski osteoartritis

1.3.1. Etiologija i epidemiologija

Posttraumatski osteoartritis (PTOA) je osteoartritis koji se razvija kao posljedica zglobne
ozljede i uzrok je dozivotne bolnosti i invaliditeta velikog broja ljudi. Akutna zglobna ozljeda
i rezidualne posttraumatske abnormalnosti zgloba, prvenstveno instabilitet i inkongruentnost
zglobne povrsine, dovode do progresivnog gubitka zglobne hrskavice, koStanog remodeliranja
i promjena u okolnim mekim tkivima, te u konac¢nici do razvoja PTOA. Danasnje terapijske

opcije u tretiranju zglobnih ozljeda ¢esto su bezuspjesne u prevenciji PTOA. [76-79]

PTOA nastaje uslijed sinovijalne degeneracije pokrenute mehanickim ozljedama zgloba koje
dovode do lokaliziranih i ,,sve-zglobnih“ bioloskih odgovora (uz otpustanje medijatora upale)
koji pridonose destrukciji tkiva, kao i mehanizmima ,,popravka“ [76, 80-84]. Takve ozljede
ukljucuju iSCasenja zgloba, puknuée zglobnih ligamenata i kapsule, ozljede meniska,
intraartikularne prijelome, te tupe ozljede odnosno kontuzije zglobne povrsine [76, 80, 85-89].
Znatan udio (otprilike 12 %) ukupne pojavnosti OA kuka, koljena i gleznja posljedica je
zglobne ozljede [77, 90].

Klini¢ke 1 epidemioloSke studije pokazuju da zglobne ozljede znacajno povecavaju rizik za
pojavu OA [91, 92]. Studija provedena na 1321 ispitaniku (bivsi studenti medicine) pokazala
je da 13,9 % onih koji su imali ozljedu koljena (meniscealnu, ligamentarnu ili koStanu)
tijekom adolescencije ili mlade odrasle dobi imaju razvijen OA koljena u usporedbi sa 6 %
onih koji nisu imali ozljedu koljena [92]. Druge studije pokazuju da unato¢ primjeni najboljeg
dostupnog tretmana svaki Cetvrti pacijent nakon prijeloma acetabuluma razvije OA kuka [93,
94], 23-44 % pacijenata razviju OA koljena nakon intraartikularnog prijeloma [95-97], dok
OA gleznja razvije viSe od 50 % pacijenata sa prijelomom koji zahvaca zglobnu povrsinu
distalne tibije [98-100]. Studije s dugoro¢nim pracenjem pokazuju da pacijenti s ozljedama
ligamenata ili meniska koljena imaju deseterostruko visi rizik za razvoj OA od pacijenata bez
takvih ozljeda [101].

S obzirom da je ucestalost zglobnih prijeloma i drugih zglobnih ozljeda koje zahtijevaju
medicinsku intervenciju 8,7 na 100 osoba godisnje [102], broj osoba pod rizikom za razvoj

PTOA je znatan, te je pojavnost PTOA zasigurno veéa nego S§to je priznato [92]. Studija
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provedena na Sveucilistu lowa pokazala je da je 1,6 % pacijenata s OA kuka, 9,8 % pacijenata
s OA koljena, te 79,5 % pacijenata s OA gleznja u anamnezi imalo jednu ili vise zglobnih
ozljeda [77, 103]. Ekstrapolacija ovih rezultata sugerira da je ukupan broj pacijenata u SAD-u
sa onesposobljavaju¢im PTOA gotovo Sest milijuna 1 da PTOA generira oko 12 % drustvenih
troSkova OA kao cjeline. Dodatno, za razliku od drugih oblika OA, PTOA cesto pogada
mladu odraslu populaciju kod koje protetska zamjena zgloba nije pozZeljan tretman. Navedena
studija [77], pokazala je da su pacijenti sa anamnezom zglobnih ozljeda 10 godina mladi u

vrijeme klini¢ke prezentacije u odnosu na one bez takvih ozljeda u anamnezi.

Vrijeme proteklo od ozljede do razvoja PTOA varira. Nakon ozbiljnih zglobnih ozljeda (npr.
zglobnih prijeloma) PTOA se moze razviti u manje od godine dana, dok kod manje ozbiljnih
ozljeda (npr. ligamentarnih ili meniscealnih) razvoj PTOA moze trajati desetlje¢ima. Uz
najbolji moguéi tretman znacajnih zglobnih ozljeda rizik za razvoj PTOA tijekom zivota
krece se od oko 20 % pa sve do viSe od 50 %. Unato¢ napretku kirurSkih metoda zbrinjavanja

zglobnih ozljeda rizik razvoja PTOA nije se znacajno smanjio. [76, 104]

1.3.2. Mehanizmi nastanka i sadasnje terapijske mogucnosti

Klini¢ko iskustvo i eksperimentalni rezultati pokazuju da se mehanicki uzroci PTOA mogu
svrstati u dvije kategorije: akutno strukturalno oSteéenje izazvano velikim silama koje se
javljaju u trenutku zglobne ozljede, 1 postupno strukturalno ostecenje i degradacija hrskavice
uslijed kroni¢nih abnormalnih opterec¢enja ozlijedenih zglobova. Uz strukturalno oStecenje,
vec¢ina akutnih zglobnih ozljeda uzrokuje klinicki vidljivu zglobnu upalu. Po pitanju zglobnih
abnormalnosti odgovornih za postupno i progresivno oStecenje i degradaciju tkiva, dva
uobiCajena uzroka su nestabilnost zgloba i rezidualna zglobna inkongruencija i ukljucuju

jasno dokumentirane poviSene razine kroni¢nog lokalnog kontaktnog stresa [76, 105-107].

Akutne zglobne ozljede visokog intenziteta koje pokrecu degeneraciju zgloba ukljucuju
oStecenje zglobne povrsine. To oSteCenje Cesto ukljucuje makroskopski strukturalni prekid
zglobne hrskavice i subhondralne kosti odnosno intraartikularni prijelom. Nedavne studije
artikularnih prijeloma distalne tibije u ljudi pokazale su da je rizik nastanka PTOA nakon
akutne ozljede zglobne povrsine usko povezan s koli¢inom mehanicke energije absorbirane u

trenutku nastanka ozljede [108]. Medutim, mnoge akutne zglobne ozljede uzrokuju osteéenje
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tkiva, ¢ak 1 bez vidljivog prekida zglobne povrSine [76, 109]. U ovim primjerima, akutno
ostecenje moze biti ograni¢eno na promjene u sastavu ili mikrostrukturi matriksa, pra¢ene
lokaliziranom stani¢nom smréu [104, 110-112]. Rezultati in vitro studija pokazuju da akutne
hrskavi¢ne ozljede pokrecu bioloske odgovore koji uzrokuju progresivnu smrt stanica sa
Sirenjem iz mjesta ozljede [76, 113]. Dodatno, stanice koje prezive u oSte¢enoj hrskavici
imaju izrazene metabolicke poremecaje koji pojacavaju inicijalne, mehanicki uzrokovane
strukturalne prekide i dovode do daljnjeg slabljenja hrskaviénog matriksa, kao i njegove
tolerancije mehani¢kog stresa [76, 81, 113]. Jedan od najvaznijih recentnih napredaka u
razumijevanju PTOA bilo je shvacanje da dok mehanicka ozljeda uzrokuje izravno oStecenje
tkiva, PTOA nije izravna ili neizbjezna posljedica inicijalnog mehani¢kog oste¢enja. Npr., in
vitro studija intraartikularnih prijeloma gleznja u ljudi pokazala je da ¢ak i zglobna ozljeda
visoke energije ,,ubije relativno malo hondrocita, ali razmjer stani¢ne smrti koji stalno raste
kroz 48 sati nakon ozljede sugerira da medijatori otpuSteni iz oStecene hrskavice uzrokuju
progresivnu smrt stanica [114]. Druge in vitro studije pokazale su da inhibicija ili blokiranje
medijatora otpustenih iz oStec¢ene hrskavice dovodi do smanjenja ozljedom uzrokovane smrti
hondrocita [76, 81, 83, 84, 113, 115-117]. Prema navedenim studijama progresivne stani¢ne
smrti uslijed hrskavi¢ne ozljede, rastuci broj dokaza pokazuje da zglobni bioloski odgovori na
mehanicku ozljedu (ukljucujuci otpustanje upalnih medijatora) imaju klju¢nu ulogu u pocetku
I progresiji gubitka hrskavice nakon ozljede [76, 81, 113-116, 118-122]. Ovo shvacanje, u
kombinaciji sa in vitro identifikacijom posttraumatskih bioloskih medijatora progresivne
degradacije matriksa i disfunkcije 1 smrti hondrocita [76, 81, 113, 116, 123], te poboljSanog
razumijevanja kako povecanje kontaktnog stresa zglobne povrSine dovodi do gubitka
hrskavice, omogucuje razvoj novih bioloskih 1 mehanickih intervencija za smanjenje rizika

nastanka PTOA [76].

Drugi glavni uzrok PTOA je postupno strukturalno propadanje uzrokovano dugotrajnim
(kroni¢nim) abnormalnim opterecenjima koja uglavnom proizlaze iz posljedica akutne
ozljede. Na osnovi klinickog iskustva kirurzi su pretpostavljali da rezidualna zglobna
inkongruencija uslijed intraartikularnog prijeloma i nestabilnost zgloba uslijed ligamentarne,
meniscealne ili kapsularne ozljede povecava rizik za razvoj PTOA. Nedavna studija potvrdila
je ulogu inkongruencije u nastanku PTOA, i da gubitak zglobne hrskavice prvo nastaje u
podruc¢jima najjaceg kumulativnog kontaktnog stresa [108]. Iako klini¢ko iskustvo pokazuje
da nestabilnost zgloba uslijed ligamentarne ozljede poveéava rizik nastanka PTOA,

kvantifikacija mehani¢ke nestabilnosti zgloba u ljudi 1 njenog odnosa prema PTOA ostaje

14



izazov. Istrazivanje razliCitih stupnjeva nestabilnosti koljena u zeCeva uslijed parcijalne
odnosno kompletne transekcije prednje ukrizene sveze koljena (ACL) pokazalo je izravnu
povezanost povisenog stupnja nestabilnosti s razvojem histoloski vidljivog ostecenja zglobne
hrskavice [107]. Eksperimentalne studije podrzavaju klini¢ku impresiju da nestabilnost zgloba
povecava kontaktni stres, kao i stopu kontaktnog stresa tijekom vremenu, te time vodi prema
PTOA. Takoder, eksperimentalne studije predlozile su ulogu nestabilnosti zgloba uslijed
ozljede kao uzroka oste¢enja zgloba, medutim nisu izmjerile stupanj nestabilnosti, ili pokazale
da li je poviSena nestabilnost zgloba povezana s povecanjem oSteCenja zgloba tijekom
vremena. Da bi razjasnili ovo vazno pitanje, Tochigi i sur. razvili su in vivo model varijabilne
nestabilnosti u kojem je zakocenost zgloba mogla biti mjerena, kako za kompletnu, tako i za
stupnjevitu parcijalnu ACL transekciju [107]. Ta je studija pokazala vezu izmedu povisene
nestabilnosti zgloba 1 povecane hrkavicne degeneracije, kontinuirano u rasponu povecanja

nestabilnosti.

Kod nekih pacijenata s PTOA prisutna je kombinacija inicijalnog o$te¢enja tkiva uslijed jake
akutne ozljede i kroni¢ne posttraumatske abnormalnosti zgloba, dok ostali imaju primarno
prvi ili drugi uzrok. Npr., pacijenti sa kominutivnim intraartikularnim prijelomima nisu
pretrpjeli samo ozljedu zgloba visokog intenziteta, nego u mnogim sluéajevima imaju i
rezidualnu inkongruenciju zgloba. Nasuprot tome, blaze ligamentarne ili kapsularne ozljede
ne moraju uzrokovati klinic¢ki vidljivu ozljedu zglobne povrsine ili upalu zgloba, ali mogu
dovesti do PTOA tijekom vremena, vjerojatno uslijed povecCane nestabilnosti zgloba. S
obzirom da putevi kojima dva glavna mehanicka uzroka PTOA (akutna ozljeda i kroni¢no
abnormalno opterecenje) dovode do degeneracije zgloba nisu u potpunosti razjasnjeni, i da
cesto nije mogucée razdvojiti njihove ucinke u studijama ozljeda zglobova u ljudi, tesko je
razviti metode evaluacije akutne ozljede zgloba koje bi to¢no predvidjele koji pacijenti ¢e
progredirati prema PTOA. Ova nesigurnost otezava pokuSaje osmisljavanja boljih rjeSenja u
sprijecavanju, ublaZzavanju, ili prevenciji te progresije. lako postoji preklapanje izmedu dva
glavna mehanic¢ka uzroka PTOA, znacajna je razlika izmedu PTOA koji primarno nastaje
uslijed akutne jake ozljede zgloba, i PTOA koji primarno nastaje uslijed nestabilnosti ili
inkongruencije zgloba (kroni¢no). Akutna ozljeda zgloba je jedan izdvojeni dogadaj koji
uzrokuje neposredno strukturalno oStecenje i smrt stanica, te time poti¢e akutne upalne
odgovore i mehanizme popravka. Nasuprot tome, PTOA koji primarno nastaje uslijed
rezidualne nestabilnosti ili inkongruencije rezultat je ponavljanih, manjih mehanickih ozljeda,

1 ne ukljucuje znacajniju stani¢nu smrt ili upalne odgovore, nego postupnu degradaciju

15



stani¢éne metabolicke funkcije i slabljenje odrzavanja sastava i strukturalnog integriteta
matriksa. [124]

Trenutno, lijecnici temelje postupke lijeCenja, s namjerom prevencije PTOA, na klinickom
utisku i ste¢enom iskustvu. Na raspolaganju je malo temeljnih znanstvenih i bioinzenjerijskih
istrazivanja koja bi usmjeravala klinicku praksu. S obzirom da bioloski odgovor zglobnih
tkiva na ozljedu nije dobro razjasnjen, molekurani i stani¢ni tretmani za minimaliziranje
progresivnog oSte¢enja zgloba trenutno nisu dio zbrinjavanja ozljeda. Ortopedski 1 trauma
kirurzi rutinski poduzimaju ekstenzivne kirurSke zahvate u pokuSaju ponovne uspostave
osovine zgloba i kongruentnosti zglobnih povrSina nakon intraartikularnih prijeloma [125].
Svrha ovih postupaka anatomske rekonstrukcije je smanjenje rezidualne inkongruencije
zgloba, te na taj nafin smanjenje to¢aka kontaktnog stresa za koji se pretpostavlja da je
odgovoran za razvoj PTOA. Medutim, kirurski pristup, te redukcija i fiksacija frakturirane
zglobne povrsine moze dovesti do ozbiljnih komplikacija poput nekroze kosStanih fragmenata i
mekih tkiva, infekcije, te ozljeda Zivaca 1 krvnih zila. U nekim slucajevima komplikacije
kirurskog lijecenja prijeloma zglobnih povrsina mogu dovesti do invaliditeta, ili u ekstremnim
slu¢ajevima do amputacije ekstremiteta. KirurSke mogucnosti ponovne uspostave stabilnosti
zgloba 1 kongruencije zglobnih povrSina dramati¢no su napredovale u zadnjih 25 godina.
Medutim, brojne studije klini¢kog pracenja pokazale su da 20-50 % pacijenata ipak razvije
PTOA nakon sada$njih kirurskih tretmana uobicajenih ozljeda zglobne povrsine 1 ligamenata
[94, 104, 126], sto sugerira da i trenutno najbolja moguca kirurSka uspostava stabilnosti i
kongruencije zgloba sama po sebi ne prevenira, a mozda niti znacajno ne smanjuje rizik
razvoja PTOA tijekom Zivota za mnoge pacijente. Kirur§ke moguénosti lijecenja zglobnih
ozljeda ¢e i dalje napredovati, ali bolje razumijevanje nacina na koji mehanic¢ke ozljede
dovode do razvoja PTOA ima potencijal dovesti do novih metoda lijecenja zglobnih ozljeda
koje kombinirane s kirurSkim postupcima mogu smanjiti i prevenirati progresivni gubitak

zglobne povrsine. [124]

Danasnje klinicke i eksperimentalne, in vivo i in vitro studije odnosa izmedu ozljedujucih
mehanickih sila koje djeluju na sinovijalne zglobove i zglobne povrSine i gubitka zglobne
hrskavice, znacajno su pridonijele razumijevanju PTOA. Epidemioloske studije potvrdile su
snaznu povezanost izmedu ozljede zgloba 1 PTOA. Jacina akutnih i ponavljaju¢ih (kroni¢nih)
mehanickih sila koje uzrokuju PTOA u pacijenata sa prijelomima tibijalnog platoa je jasno
definirana. Bioloski medijatori destrukcije hrskavice, ukljucuju¢i medijatore upale, potaknuti

mehani¢kim silama su identificirani 1 brojni agensi koji inhibiraju djelovanje tih medijatora

16



pokazali su potencijalnu korist u smanjenju degradacije zglobne hrskavice. Ova zapazanja
sugeriraju da novi kirurski tretmani zglobnih ozljeda koji minimaliziraju posttraumatsku
zglobnu inkongruenciju i novi bioloski tretmani zglobnih ozljeda koji inhibiraju djelovanje
bioloSkih medijatora hrskavi¢ne destrukcije imaju potencijal smanjenja rizika za nastanak

PTOA uslijed Sirokog raspona zglobnih ozljeda. [124]

1.3.3. Pregled animalnih modela

Izbor animalnog modela za istrazivanje PTOA je izazovna odluka. Specifi¢an aspekt razvoja
PTOA ili intervencije koja ¢e biti promatrana mora biti uzet u obzir zajedno sa prakticnim
pitanjima cijene i tehnicke sposobnosti. KoriStenje zivih zivotinja za bilo koje znanstveno
istrazivanje mora udovoljiti smjernicama humanog postupanja sa svakom zivotinjom u svakoj
fazi protokola, i1 najniza vrsta na filogenetskoj skali koja je podobna za predlozenu studiju
mora biti izabrana [127]. U dosada$njim istrazivanjima koriSteni su raznovrsni animalni
modeli. Razmatranje prednosti i nedostataka pojedinih vrsta mora se uzeti u obzir pri izboru
animalnog modela. Mali animalni modeli PTOA ukljucuju miseve, Stakore i zamorce. Srednje
veliki animalni modeli PTOA ukljuc¢uju zeceve i macke. Veliki animalni modeli PTOA
ukljuéuju pse, ovce, koze, mini svinje i svinje. Svaka kategorija veli¢ine animalnog modela

ima svoje prednosti i nedostatke [128].
Mali animalni model (npr. Stakor):

» prednosti - niska cijena, dostupnost genetski modificiranih modela ili prirodnih sojeva
uz dosljednu genetsku pozadinu, razvoj PTOA u relativno kratkom vremenu

» nedostatci - mala veli¢ina, ograni¢ene koli¢ine tkiva i prikupljenih biouzoraka, potreba
za mikroskopom i specijaliziranim instrumentima, moguénost vecih kirurskih razlika

izmedu pojedinih studija
Srednje veliki animalni model (npr. zec):

» prednosti - relativno niska cijena, veci zglobovi, brojni izvjestaji u literaturi, nastanak

lezija slinih klinicki uocenim hrskavi¢nim defektima
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> nedostatci - veéi relativni kapacitet cijeljenja u odnosu na ljudske zglobove, kostana
zrelost dostignuta sa 10 mjeseci, jedinstveni biomehanizam hoda uz vece optereéenje

lateralne strane zgloba, nepogodnost za studije koje ukljucuju vjezbe
Veliki animalni modeli (npr. pas):

» prednosti - moguce longitudinalne studije, veliki zglobovi, brojni izvjestaji u literaturi,
pogodnost za studije koje ukljucuju vjezbe zbog moguceg dresiranja
> nedostatci - percepcija javnosti, visoka cijena, ograni¢ena dostupnost reagensa (npr.

antitijela), genetska raznolikost izmedu jedinki

Animalni modeli posttraumatskog OA temeljno se dijele na kirurske modele (otvoreni zglob)
i impakcija/ozljeda modele (zatvoreni zglob). Kirurski modeli PTOA se dalje dijele na modele

zglobne nestabilnosti i na modele zglobnog prijeloma (Slika 2).

PTOA

Y

\
Impakcija/ozljeda

irurski modeli i
Kirurski mode model
|

l . i ] v

Impakeijz u

. Model zglobnog Model zglobnog e ;
i i ACL ozljeda

Model zglobne nestabilnosti orjeloma rifeloms OZIIetili \r;\eknh |

Y ¥ Y Y ¥ y

ACL AcLtranselopa | | Destabilzacia Ozljeda } Prijelom s ) ACL ozljeda s

. kroz ubodnu medijalnog ) Osteotomija . . Impakcija . .
transekcija iy anitbs meniska impakcijom impakcijom

Slika 2. Podjela animalnih modela posttraumatskog osteoartritisa*

*preuzeto iz Olson SA, Guilak F, ur. Post-Traumatic Arthritis: Pathogenesis, Diagnosis and Management. 1. izd. New York:
Springer Science+Business Media; 2015.

18



Za ovo istrazivanje treba napomenuti neke znacajke kirurSkog modela zglobne nestabilnosti
uslijed transekcije ACL-a i destabilizacije medijalnog meniska na malom animalnom modelu:
izrazene promjene u smislu PTOA u periodu od 4 do 8 tjedana, hrskavi¢ne lezije u straznjem
dijelu tibije, subhondralne koStane erozije tibije kroz plocu rasta u periodu od 8 tjedana,

povisena celularnost i infiltracija sinovije [128, 129].

1.3.4. Biomarkeri u pretklinickim istrazivanjima

Modeli PTOA (in vivo i in vitro) korisni su i za definiranje biomarkera ranog OA, i za

promatranje odgovora na farmakolosku i nefarmakolosku (ukljucujuéi kirurSku) terapiju.

In vitro optereéenje eksplantata hrskavice moze omoguéiti koristan uvid u biomarkere
generirane ozljedom, te u kojem sustavu testirati efikasnost intervencija kreiranih za
prevenciju razvoja PTOA. Prema jednoj studiji, jatina mehani¢kog stresa u rasponu od
fizioloskih do hiperfizioloskih vrijednosti proporcionalno povecava otpusStanje hrskavi¢nog
oligomeri¢nog proteina matriksa (COMP), glukozaminoglikana (GAG), keratan sulfata i
hondroitin sulfata, dok smanjuje sintezu proteina i proteoglikana pri najvi$oj razini
mehanickog stresa [130]. Nedavna studija pokazala je da jedan izolirani udar dovodi do
Stetnih uc¢inaka na viabilnost stanica i otpustanja GAG i prostaglandina E2 koji su primarno

ovisni o stresu [131].

Gotovo svi animalni modeli OA su zapravo modeli PTOA. Zbog toga, pazljivo razmatranje
analiza biomarkera i intervencija u ovim modelima moze omogu¢iti znac¢ajan uvid u kontrolu

i prevenciju PTOA u ljudi.

Nedavna studija na mini svinjama pokazala je da se prilagodba naviSe gena koji kodiraju
proteine sposobne za degradaciju hrskavicnog ekstracelularnog matriksa pojavljuje u prvih
nekoliko dana nakon ACL ozljede, te da se taj odgovor javlja u hondrocitima, stanicama
sinovije, ligamentu i oziljnom tkivu izmedu ozlijedenih krajeva ligamenta [132]. U istoj
studiji je navedeno da se koncentracija fragmenata degradacije kolagena (C2C) u zglobnoj

sinovijalnoj tekucini gotovo udvostrucuje u prvih pet dana nakon ozljede.

Kod soja miseva MRL/MpJ (tzv. superhealer soj) u usporedbi s drugim sojevima zastita od

PTOA je povezana sa nizim razinama proteina IL-1 alfa i IL-1 beta u sinoviji, serumu i
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zglobnim tkivima, viS§im sustavnim razinama protuupalnih citokina IL-4 i IL-10, snizenom
genskom ekspresijom faktora nekroze tumora (TNF) alfa, IL-1 beta, makrofagnih upalnih
proteina i kemokina (CCL22) u sinovijalnom tkivu, te reducirane rane i kasne makrofagne
sinovijalne infiltracije [133, 134]. Ovi podatci ukazuju na jaku povezanost upale zglobnih
tkiva sa razvojem i progresijom PTOA u miseva, te sveukupno prikazuju holisticki odgovor
zgloba na ozljedu. Rezultati takoder podupiru hipotezu da akutna zbivanja, nastala u trenutku
ozljede, igraju glavnu ulogu u osjetljivosti prema razvoju PTOA dugoroc¢no, te da bi trebala

biti neutralizirana radi prevencije PTOA.

Misji model zglobnog prijeloma podrzava ulogu upale i citokina u akutnoj ozljedi zgloba,
pokazuju¢i da su akutna zglobna patologija i sinovijalna upala povezane s ozbiljnoscu
zglobnog prijeloma u koljenu misa. Nadalje, ovaj model je omogucio daljnju podrsku hipotezi
0 ulozi akutnih zbivanja u trenutku ozljede u razvoju PTOA jer je jednokratna primjena male
koli¢ine (0,9 mg) IL-1Ra intraartikularno znacajno smanjila degeneraciju hrskavice i upalu
sinovije. Takoder, intraartikularna primjena prociS¢enih mezenhimalnih mati¢nih stanica u
ovom modelu prevenirala je PTOA. S obzirom da su mezenhimalne mati¢ne stanice sposobne
inhibirati proliferaciju in vitro stimuliranih splenocita, autori su pretpostavili da je njihov

nacin djelovanja imunomodulatoran. [135-138]

Intraartikularna primjena IL-1 nakon ozljede zgloba dovela je do brzeg i izrazitijeg artritisa na
animalnim modelima [139]. IL-1 se oslobada kao dio akutnog upalnog odgovora uslijed
ozljede tkiva i uzrokuje lokalno povisenje razine proinflamatornih citokina IL-6, TNF alfa i
TGF betal [140]. TGF betal je profibrozni citokin kljuan za normalno cijeljenje rane i za
razvoj i progresiju fibroze tkiva [141-143]. Ovi citokini doprinose upali i fibrogenezi tako da
stimuliraju miofibroblaste, fibroblaste i ekstracelularne nakupine kolagena i fibronektina [144,
145].

Sveukupno, ovi podatci pokazuju da su upala i bioloski faktori kljuéni u razvoju PTOA nakon
ozljede. Razumijevanje ovih neposrednih i ranih molekularnih zbivanja i njihovog
vremenskog tijeka trebalo bi dovesti do profiliranja molekularnih biomarkera koji bi mogli
sluziti za predvidanje razvoja i osjetljivosti na PTOA. Takoder, stalno rastuéi broj bioloSkih
agenasa s inhibicijskim u€inkom na te biomarkere, npr. na klju¢ni citokin povezan sa OA (IL-

1), omogucuje nove puteve prevencije PTOA.
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1.4. Pentadekapeptid BPC 157

Pentadekapeptid BPC 157 (GEPPPGKPADDAGLYV, M.W. 1419., PL 14736) dio je sekvence
proteina BPC izoliranog iz humanog zelu¢anog soka sa 99 % dCistoce koja je potvrdena
visokotlatnom teku¢om kromatografijom (HPLC). Radi se o izrazito stabilnom Zzelu¢anom
peptidu koji se nije razgradio niti nakon 24 sata inkubacije u Zelu¢anom soku za razliku od
drugih peptida (npr. h-EGF i h-TGF a) koji se razgraduju ve¢ nakon nekoliko minuta [146].
Potpuno je topiv u vodi (pri pH 7.0), te u fizioloskoj otopini. Djeluje bez nosaca i ué¢inkovit je
u cijeljenju razli¢itih tkiva pri sustavnoj i lokalnoj primjeni, te je smatran medijatorom
citoprotekcije. U dosada$njim istrazivanjima primjenjivan je u rasponu doza od ng do pg, te
se pokazao kao vrlo siguran preparat s obzirom da nema toksi¢nih ucinaka, nuspojava u

testiranjima, i da letalna doza nije dostignuta. [147, 148]

Razmatranjem mogucih molekularnih mehanizama djelovanja uoc¢eno je da BPC 157 potice
aktivaciju gena egr-1 (early growth response-1), te stimulira ekspresiju egr-1 prema naB2
(nerve growth factor 1-A binding protein-2), sto bi uz naB2 antagonist mogao biti mehanizam
pozitivne povratne sprege pri cijeljenju razli¢itih tkiva [149-151]. Takoder je uoéeno da ebr-1
inducira proizvodnju citokina i ¢imbenika rasta, te rano stvaranje ekstracelularnog matriksa i
kolagena. Dosadasnja istrazivanja pokazala su vezu izmedu BPC 157 i vaznih obrambenih
sustava, poput dopaminskog, serotoninskog i NO sustava [152-154]. BPC 157 modulira
aktivnost NO sustava tako da prilikom njegove blokade primjenom L-NAME u potpunosti
ponistava njen ucinak, dok se kod primjene sa L-Argininom (supstrat NO sustava) ne postize
potencijacija u¢inka [155]. Kao posebnost cijeljenja potpomognutog primjenom BPC 157
spominje se gotovo potpuna funkcionalna i histoloska restitucija organa i tkiva [11, 152, 156-

158] sto nije pokazano u istrazivanjima u kojima su koristeni drugi peptidi [159, 160].

Inicijalna istrazivanja pokazala su dobrobit sustavne i lokalne primjene BPC 157 u cijeljenju
duboke kozne opekline, te posljedi¢ne stresne zelucane lezije [157, 161-167]. Takoder je
vazno naglasiti pozitivne ucinke lokalne primjene BPC 157 u vidu blokiranja negativnih
ucinaka sustavne primjene kortikosteroida na cijeljenje kozne opekline [157]. U¢inci BPC
157 na strukturu granulacijskog tkiva prilikom cijeljenja rane jasno su pokazani i prvenstveno
se pripisuju snaznom angiogenom djelovanju [168]. Takoder je iznimno vaZan njegov

antiinflamatorni uéinak. Naime, uoceno je da primjena BPC 157 smanjuje otpustanje upalnih
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medijatora u serumu i tkivima, te da ne izaziva osifikaciju i metaplaziju okolnih tkiva koja se

javlja kod primjene nekih faktora rasta [161].

Daljnja istrazivanja pokazala su pozitivne ucinke BPC 157 na cijeljenje razlicitih tkiva. Na
modelu segmentalnog kostanog defekta (pseudoartroze) radijusa u kuni¢a primjena BPC 157
dovela je do znaCajnog ubrzanja premostenja defekta u usporedbi sa implantacijom koStane
srzi i autologne kortikalne kosti [12]. Model transekcije Ahilove tetive u Stakora pokazao je
da sustavna primjena BPC 157 poboljsava cijeljenje presjecene tetive [11]. Takoder je, na
Stakorskim modelima, pokazano da sustavna primjena BPC 157 poboljsava cijeljenje kirurski
odvojenog tetivno-kostanog hvatiSta Ahilove tetive [10], kao i potpune transekcije miSi¢a
kvadricepsa [9], transekcije medijalnog kolateralnog ligamenta koljena [3], te traumatske
ozljede Zivca [5]. Pokazano je i da primjena BPC 157 potice i ubrzava cijeljenje intestinalnih
anastomoza (npr. ileo-ileo i kolo-kolo) [152, 158, 169], te raznih vrsta fistula (npr. kolokutane
i ezofagokutane) [152, 170].

BPC 157 je u fazi klini¢kih ispitivanja u istrazivanjima za upalne bolesti crijeva (PL-10, PLD-
116, PL 14736, Pliva, Hrvatska) i multiplu sklerozu [147, 148, 152, 155, 158, 171].

Za ovo istrazivanje vazno je istaknuti pokazano smanjenje otpustanja upalnih medijatora u
serumu i tkivima primjenom pentadekapeptida BPC 157 [161], $to bi s obzirom na dokazanu
vaznu ulogu akutnog upalnog odgovora s otpusStanjem proinflamatornih citokina u razvoju i
progresiji PTOA [139-145], moglo razjasniti jedan dio mehanizama nastanka pozitivnih
uc¢inaka primjene BPC 157 na PTOA. Drugi dio tih mehanizama mogla bi razjasniti pokazana
sposobnost neutralizacije NO sustava primjenom pentadekapeptida BPC 157 [155], s obzirom
na dokazanu ulogu NO sustava u indukciji apoptoze in vitro, kao i destrukciji hrskavice na
Stakorskom modelu OA [172]. Takoder, za razmatranje mehanizama nastanka pozitivnih
ucinaka primjene pentadekapeptida BPC 157 neizostavno je njegovo snazno angiogeno

djelovanje [168].

22



2. HIPOTEZA | CILJEVI
ISTRAZIVANJA

2.1. Hipoteza

Primjena pentadekapeptida BPC 157

> sprijecit ¢e ili usporiti razvoj i progresiju posttraumatskog osteoartritisa

» dovest ¢e do regresije ve¢ razvijenog posttraumatskog osteoartritisa

na Stakorskom modelu posttraumatskog osteoartritisa koljena.
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2.2. Ciljevi istrazivanja

2.2.1. Op¢i cilj

Op¢i cilj ovog istrazivanja je istraZziti i analizirati u¢inke primjene pentadekapeptida BPC 157
na razvoj i progresiju PTOA, te na regresiju ve¢ razvijenog PTOA na stakorskom modelu
PTOA koljena, i to na razini funkcionalnog ishoda, na razini radioloskog ishoda, te na razini

morfoloSkog ishoda (makroskopskog i mikroskopskog).

2.2.2. Specificni ciljevi

Specifi¢ni ciljevi ovog istraZivanja su sljedeci:

> istraziti ima li BPC 157 pozitivne uéinke na o¢uvanje funkcijskog integriteta noge

izrazenog analizom hoda i testom pritiska ekstenzora,
» istraziti ima li BPC 157 pozitivne uéinke na razvoj kontrakture koljena,
» istraziti smanjuje li BPC 157 pojavnost radioloskih znakova osteoartritisa,
» istraziti smanjuje li BPC 157 pojavnost makroskopskih znakova osteoartritisa,
» istraziti sSmanjuje li BPC 157 pojavnost histoloskih znakova osteoartritisa,
» istraziti postoje li razlike ovisno o nacinu primjene (peroralno, intraartikularno),

> istraziti postoje li razlike ovisno o primjenjenoj dozi (10 pg/kg, 10 ng/kg).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Dizajn istraZivanja
3.1.1. Pokusne zivotinje

Za ovo istrazivanje koriStene su zenke Wistar albino Stakora prosjecne tezine 200 g i dobi 8-
10 tjedana iz uzgojne stanice Zavoda za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu. Istrazivanje je provodeno pod laboratorijskim uvjetima i pravilima Zavoda, a u
skladu s dobrom laboratorijskom praksom. Pokusne Zivotinje su do pocetka istrazivanja
boravile u stali, na ujednacenoj sobnoj temperaturi, u uvjetima prirodnih ciklusa svjetla i
mraka, uz slobodan pristup paletiranoj hrani i vodi, a njihova aktivnost bila je ad libitum.
Zivotinje su bile smjestene u standardnim kavezima. IstraZivanje je odobreno od strane

Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.1.2. Operacijski protokol pokusa

Kao model posttraumatskog osteoartritisa koristen je kirurski model osteoartritisa koljena
(model zglobne nestabilnosti) kojeg je razvio Henry 2004. godine [173], i kojeg su potom
koristili i drugi istrazivaci u svojim radovima. Opca anestezija provodena je prema preporuci
nadleznog eti¢kog povjerenstva (Ketamine-HCI (Ketantest, Parke-Davis GmbH, Berlin,
Njemacka) 50-60 mg/kg i.p. + Xylazine-HCI (Rompun, Bayer AG, Leverkusen, Njemacka) 5-
10 mg/kg i.p.). Nakon standardne kirurske pripreme operacijskog polja (brijanje, pranje i
dezinfekcija povidon jodidom) medijanom incizijom koze i potkozja, te lateralnim
odmicanjem patele pristupilo se na zglobnu kapsulu desnog koljena. Potom je ucinjena
incizija zglobne kapsule i transekcija medijalnog kolateralnog ligamenta (MCL) u visini
zglobne pukotine. Na taj nacin je otvoren koljenski zglob i prikazan medijalni menisk (MM).
Slijedilo je odstranjenje MM-a i prikaz prednjeg kriznog ligamenta (ACL). Nakon transekcije
ACL-a postignuta je jasna nestabilnost koljenskog zgloba. Na kraju je operacijska incizija
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zatvorena u dva sloja, i to zglobna kapsula produznim Vycril 3.0 Savom, dok je koza Sivana
produznim Ethilon 3.0 savom (Ethicon Inc., Johnson&Johnson, Somervile, SAD) (Slika 3).

Slika 3. Tijek operacijskog zahvata

A) ucinjena incizija koze i potkoZja, B) ucinjena transekcija MCL-a, C) ucinjena medijalna
meniscektomija, D) medijalni menisk (MM), E) prikaz ACL-a, F) ucinjena transekcija ACL-a,
G) zatvaranje zglobne kapsule, H) zatvorena operacijska incizija (fotografije su snimljene
digitalnim fotoaparatom Canon Digital Ixus 130, Canon, Tokio, Japan).
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Prije, za vrijeme i nakon zahvata zivotinje su bile grijane, promatrane i prevrtane sa strane na
stranu do uspostave stabilne sternalne rekumbencije, te nakon prve primjene pentadekapeptida
BPC 157 za tretirane skupine, odnosno fizioloSke otopine za kontrolne skupine, vracene U
vivarij, u uvjete identi¢ne onima u kojima su boravile i prije pokusa. U istom kavezu mogle su
biti smjeStene samo zivotinje iz iste pokusne skupine. Sve zivotinje su dobivale analgeziju,

ketoprofen (Ketonal, Lek d.d., Ljubljana, Slovenija) 5 mg/kg s.c. prema potrebi.

3.1.3. Djelatna tvar i pokusne skupine

Kao djelatna tvar koristen je pentadekapeptid BPC 157 (GEPPPGKPADDAGLYV, M.W,
1419, Diagen d.o.o., Ljubljana, Slovenija) Cistoce 99 %, kako je odredeno visokotlacnom
kromatografijom (HPLC), otopljen u fizioloskoj otopini (Pliva d.0.0., Zagreb, Hrvatska) u
dozama 10 pg/kg 1 10 ng/kg tijekom cijelog trajanja pokusa. Navedene doze pentadekapeptida

BPC 157 izabrane su sukladno dosad objavljenim radovima [2-12].

U istraZivanju je koriSteno ukupno 90 Zivotinja koje su randomizacijom rasporedene u tri
serije, 30 zivotinja po seriji (kotretman, 4 tjedna; kotretman, 8 tjedana; posttretman). Serije su
formirane sukladno dosadasnjim radovima u kojima je pokazano da koriSteni operacijski
model unutar 2-4 tjedna od operacije dovodi do razvoja umjerenog osteoartritisa, a unutar 8

tjedana do razvoja uznapredovalog osteoartritisa [128, 129, 174].

Po ucinjenom kirurSkom zahvatu pokusne zivotinje svake pojedine serije su metodom
slu¢ajnog odabira rasporedene u Sest skupina po pet zivotinja. Formirane su dvije kontrolne
skupine s obzirom na put primjene pentadekapeptida BPC 157 (peroralna i intraartikularna
primjena), te Cetiri tretirane skupine s obzirom na put primjene pentadekapeptida BPC 157 1
primjenjenu dozu djelatne tvari (10 pg/kg i 10 ng/kg). Na taj nacin je metodom sluc¢ajnog

odabira formirano 18 skupina (svaka sa po pet zivotinja) (Tablica 1).
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Tablica 1. Pokusne skupine

kotretman, | kotretman, | posttretman
4 tjedna 8 tjedana
BPC 157 10 pg/kg p.o. N=5 N=5 N=5
BPC 157 10 ng/kg p.o. N=5 N=5 N=5
kontrola (voda za pice) p.o. N=5 N=5 N=5
BPC 157 10 pg/kg i.a. N=5 N=5 N=5
BPC 157 10 ng/kg i.a. N=5 N=5 N=5
kontrola (0,9 % NaCl) i.a. N=5 N=5 N=5

N = broj zivotinja po skupini

Peroralna primjena, sukladno dosadasnjim istrazivanjima, provodena je pentadekapeptidom
BPC 157 otopljenim u vodi za pice, u koncentraciji 0,16 pg/ml za dozu 10 pg/kg odnosno
0,16 ng/ml za dozu 10 ng/kg (12 ml/stakor/dan), svakodnevno do zrtvovanja. Kontrolne

zivotinje, tijekom jednakog vremenskog intervala, dobivale su ¢istu vodu za pice. [175]

Intraartikularna primjena, sukladno dosadasnjim istrazivanjima, provodena je instilacijom 0,1
ml otopine pentadekapeptida BPC 157 u fizioloskoj otopini, u koncentraciji 20 pg/ml za dozu
10 pg/kg odnosno 20 ng/ml za dozu 10 ng/kg, inzulinskom iglom u operirani koljenski zglob
nakon operacijskog zahvata, prije budenja iz anestezije, te potom svaka dva tjedna. Zadnja
aplikacija dva tjedna prije Zrtvovanja. Kontrolnim zivotinjama, u jednakim vremenskim

intervalima i na isti nacin, instilirano je 0,1 ml fizioloske otopine intraartikularno. [175]

U posttretmanu primjena je, u navedenim intervalima, pocela nakon 4 tjedna od operacijskog
zahvata. Zrtvovanje Zivotinja provedeno je u opéoj anesteziji, dvostrukom dozom koristenog

anestetika, 28. dan (kotretman, 4 tjedna), te 56. dan (kotretman, 8 tjedana i posttretman).
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3.2. Funkcionalna testiranja

Tijekom trajanja pokusa funkcionalna testiranja provodena su sukladno ranije objavljenim
radovima [3, 4, 6-11], i to 1., 7., 14., 21. i 28. poslijeoperacijski dan za kotretirane serije
pokusnih Zivotinja (takoder 42. i 56. dan za seriju 8 tjedana). Za posttretiranu seriju pokusnih
zivotinja funkcionalna testiranja provodena su 28., 42. i 56. poslijeoperacijski dan. Za
funkcionalna testiranja koristena su tri testa: analiza hoda (eng. gait analysis), test pritiska

ekstenzora (EPT, Extensor Postural Thrust) i test za procjenu kontrakture koljena.

3.2.1. Analiza hoda

De Medinaceli i sur. 1982. godine [176], opisali su indeks za procjenu funkcionalnog stanja
ishijadi¢nog zivca Stakora na osnovu parametara mjerenih iz otisaka stopala Zzivotinja
dobivenih koriStenjem drvene staze za hodanje dimenzija 10x100 cm koja je bila pokrivena
bijelim papirom i vodila je u tamni odjeljak. Straznja stopala Zivotinja bila su umocena u
metilensko modrilo i pri hodu su ostavljala otiske na bijelom papiru. 1z dobivenih otisaka
mjerena su po tri parametra za operiranu (E, eng. experimental) i neoperiranu (N, eng. non-
operated) nogu: PL (print-length), TS (toe-spread) i IT (intermediary toe-spread) (Slika 4).
Indeks je nazvan SFI (Sciatic Functional Index), a slozenu formulu za njegovo raunanje

opisali su Bain i sur. 1989. godine [177].

Za analizu hoda u ovom istrazivanju koristen je samo jedan od triju navedenih parametara, i
to duljina otiska (PL) mjerena iz videozapisa snimljenog digitalnom kamerom i izrazena u
mm. Test je izvoden koristenjem prozirne staze za hodanje dimenzija 10x100 cm ispod koje je
bila postavljena digitalna kamera (Canon Digital Ixus 130, Canon, Tokio, Japan). Stakor je
naveden na pravocrtni hod i snimljen je videozapis koji je potom analiziran na racunalu uz

adekvatnu programsku podrsku (VAMSTEC Software Company, Zagreb, Hrvatska). [178]
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Slika 4. Parametri iz otiska stopala stakora™
(PL - print-length, TS - toe-spread, ITS - intermediary toe-spread)

*preuzeto iz Silva DN, Silva AC, Aydos RD, Viterbo F, Pontes ER, Odashiro DN, i sur. Nerve growth factor with fibrin glue
in end-to-side nerve repair in rats. Acta Cir Bras. 2012;27(4):325-32.

Rezultat analize hoda prikazan je kao indeks oporavka hoda (WRI, walking recovery index),
¢ija je vrijednost (izraZena u mm) dobivena iz formule WRI=NPL-EPL. PL neoperirane noge
oznacen je kao NPL, dok je PL operirane noge ozna¢en kao EPL. Oporavak hoda je tim bolji

Sto je WRI vrijednost niza. [3]

3.2.2. Test pritiska ekstenzora

Test pritiska ekstenzora (EPT, Extensor Postural Thrust/MFI, Motor Function Index) opisali
su Thalhammer i sur. 1995. godine [179], a Koka i Hadlock [180] su dokazali da se moze
upotrebljavati kao potpuno dostatna metoda za pracenje oporavka motoricke funkcije
traumatizirane straznje noge Stakora. Test su izvodila dva ispitivaca. Prvi je ispitiva¢ drzao
torzo zivotinje cijelom $akom, dok je malim prstom pridrzavao neispitivanu nogu. Pritom je
zivotinja bila u uspravnom polozaju. Slobodno viseca ispitivana noga bila je postavljena na
digitalnu vagu (preciznosti 0,001 g) ravne povrsine. U trenutku kontakta stopala s ravnom

plohom vage Stakor se instinktivno odguruje od plohe upotrebljavaju¢i silu ekstenzornih
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misica potkoljenice. U tom trenutku drugi ispitiva¢ ocitavao je rezultat toga pritiska kao masu
na skali digitalne vage. EPT vrijednost dobivena je koriStenjem formule EPT=(NEPT-
EEPT)/NEPT, i krece se izmedu 0 i 1. EPT neoperirane noge oznacen je kao NEPT, dok je
EPT operirane noge oznacen kao EEPT. Deficit motoricke funkcije je to manji Sto je EPT

vrijednost niza.

3.2.3. Test za procjenu kontrakture koljena

Za procjenu kontrakture koljena koriSten je test kojeg je opisao Bojani¢ [181], kako slijedi.
Test su izvodila tri ispitivaca. Prvi ispitiva¢ drzao je Zivotinju straga, lijevom rukom ispod
prednjih nogu, pazeéi pritom da se zivotinja ne iskrivljuje, dok je desnom rukom drzao rep.
Drugi je ispitiva¢ postupno ispruzao straznje noge do maksimalne ekstenzije. U tom trenutku
tre¢i je ispitiva¢ oznadio na neoperiranoj nozi to¢ku do koje doseZze maksimalno istegnuta
operirana noga svojim palcem. Potom se pomi¢nom mjerkom mjerilo od oznacene to¢ke na
neoperiranoj nozi do vrha palca te noge. Dobivena vrijednost (mm) izrazavala je nedostatak

ekstenzije operirane noge odnosno tezinu kontrakture koljena (Slika 5).

Slika 5. Test za procjenu kontrakture koljena (fotografija je snimljena digitalnim
fotoaparatom Canon Digital Ixus 130, Canon, Tokio, Japan)
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3.3. Makroskopska procjena

Neposredno nakon zrtvovanja zivotinja pristupalo se makroskopskoj procjeni operiranog
koljena. Zrtvovanje nije vrieno iskljudivo za potrebe makroskopske procjene, veé se nakon te

procjene pristupalo RTG obradi i pripremi preparata za histoloSku analizu.

Nakon zrtvovanja kirurSki se odstranilo operirano koljeno zajedno sa distalnim dijelom
natkoljenice i proksimalnim dijelom potkoljenice eksperimentalne zivotinje. Potom se, po

.....

procjena i makroskopsko skoriranje (Slika 6).

Slika 6. Makroskopska procjena (fotografija je snimljena digitalnim fotoaparatom Canon
Digital Ixus 130, Canon, Tokio, Japan)

Za makroskopsku procjenu promatralo se i opisivalo femoralnu i tibijalnu zglobnu povrsinu,
te potom vrsilo stupnjevanje koriste¢i skor 0-2, sukladno dosad objavljenim radovima [174]
(Tablica 2).

32



Tablica 2. Stupnjevanje (skoriranje) za makroskopsku procjenu

stupanj 0 | glatke i sjajne zglobne povrSine

stupanj 1 | plitke abrazije zglobnih povrsina i
manje nakupine vezivnog tkiva
stupanj 2 | duboke abrazije zglobnih povrSina i
opsezne nakupine vezivnog tkiva

3.4. Radioloska obrada (RTG)

Radioloska obrada vrSena je, sukladno dosad objavljenim radovima [182], tako da je kirurski
odstranjeno koljeno snimljeno RTG-om (Siemens OPTI 150/30/50 HC-100, Siemens AG,
Miinchen, Njemacka) u dvije projekcije (AP - anteroposteriorna i LL - laterolateralna). RTG
snimke analizirane su u suradnji sa radiologom. Stupanj tezine promjena izrazen je
standardiziranom radiolo§kom klasifikacijom osteoartritisa koljena po Kellgren-Lawrence-u
(stupanj 0-4) [183] (Tablica 3).

Tablica 3. Radioloska klasifikacija osteoartritisa koljena (Kellgren-Lawrence)

stupanj 0 | uredan nalaz

stupanj 1 | moguce suzenje zglobnog prostora i mogucéi rubni osteofiti

stupanj 2 | jasno suZenje zglobnog prostora i jasna prisutnost osteofita

stupanj 3 | jasno suzenje zglobnog prostora, brojni umjereno veliki osteofiti,
nesto skleroze 1 moguc¢a deformacija koStane konture

stupanj 4 | znacajno suzenje zglobnog prostora, brojni veliki osteofiti,
izrazena skleroza i jasna deformacija kostane konture
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3.5. Mikroskopska procjena (histoloska obrada)

Nakon ucinjene makroskopske procjene i RTG obrade pristupalo se pripremi preparata za
histolosku analizu. Priprema preparata vrsena je na nacin da je kirurski odstranjeno koljeno
fiksirano u 10 %-tnoj puferiranoj otopini formaldehida, te nakon dekalcinacije Shandon TBD
otopinom i dehidratacije uklopljeno u parafinski blok. Potom su uc¢injeni serijski tangencijalni
presjeci debljine 4 um. Uzorci su obojani hemalaun-eozinom. Analizirana je zglobna povr$ina
medijalnog platoa tibije, sukladno ranijim istrazivanjima [174, 184-186]. Za morfometrijsku
analizu koristeni su softverski programi SFORM i ISSA (VAMSTEC Software Company,
Zagreb, Hrvatska). Patohistoloska analiza ucinjena je na mikroskopu tipa Olympus BX51
(Olympus Corporation, Tokio, Japan). Uzorke su analizirali iskusni promatraci koji nisu bili

upoznati s podrijetlom materijala.

Za odredivanje stupnja tezine promjena koristen je OARSI (Osteoarthritis Research Society
International) sustav temeljen na histoloskim karakteristikama progresije osteoartritisa
(stupanj 0-6) [187] (Tablica 4).

Tablica 4. Histoloska klasifikacija stupnja tezine osteoartritisa (OARSI sustav)

stupanj 0 | uredan nalaz

stupanj 1 | pravilna povrsina,
poremecena morfologija hrskavice
stupanj 2 | povrsinske nepravilnosti

stupanj 3 | vertikalne fisure (pukotine)

stupanj 4 | povrsinske erozije

stupanj 5 | denudacija

stupanj 6 | deformacija
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3.6. Statisticka analiza podataka

Za statisticku analizu koristen je racunalni program STATISTICA 13.3 (StatSoft Inc., Tulsa,

SAD). Rezultati analize interpretirani su na najmanje 5 %-tnoj razini znacajnosti (a=0,05).

Obzirom na mali broj pokusnih zivotinja po skupinama nije provodeno testiranje normalnosti
distribucije kvantitativnih obiljezja funkcionalnih testiranja (WRI, EPT, kontraktura), kao i
radioloSkog (Kellgren-Lawrence) i histoloskog (OARSI) skoriranja, te su njihove distribucije

prikazane kao medijan uz naznac¢en minimum i maksimum.

Razlike u distribuciji kvantitativnih obiljezja po skupinama analizirane su Kruskal-Wallis
ANOVA testom. Multiple usporedbe vrijednosti srednjih rangova izmedu parova skupina

analizirane su Bonferroni-Dunn testom uz korekciju P vrijednosti prema formuli:
P =P'x k x (k-1), gdje je P’= P vrijednost testa, k = broj skupina.

Distribucije kvalitativnih obiljezja makroskopskog skoriranja prikazane su po skupinama u
tablicama kontingencije. Razlike u njihovoj distribuciji analizirane su koriStenjem Freeman-

Halton ekstenzije Fisherovog egzaktnog testa.
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4. REZULTATI

Rezultati ovog istrazivanja pregledno su prikazani tako da je prikaz rezultata podijeljen u Sest
poglavlja. Poglavlja su formirana tako da svako poglavlje zasebno prikazuje rezultate skupina
ovisno o trenutku pocetka i duljini trajanja primjene pentadekapeptida BPC 157 (kotretman 4
tjedna, kotretman 8 tjedana, posttretman), te ovisno o na¢inu primjene pentadekapeptida BPC
157 (peroralno, intraartikularno). U svakom poglavlju prikazani su rezultati skupina ovisno o
primjenjenoj dozi pentadekapeptida BPC 157 (10 ug/kg, 10 ng/kg) uz rezultate pripadajuce

kontrolne skupine.

Unutar svakog pojedinog poglavlja zasebno su prikazani rezultati s obzirom na promatrane

pokazatelje:

analiza hoda,

test pritiska ekstenzora,

test za procjenu kontrakture koljena,
makroskopska procjena,

radioloska obrada,

YV V V V V V

histoloska obrada.
Rezultati svakog pojedinog pokazatelja razmatrani su u tri dijela:

» kratki opis rezultata,
» prikaz rezultata grafikonom ili tablicom,

» statisticka analiza rezultata uz naznaku statisticke znacajnosti.

Radi preglednosti i uskladenosti prikaza rezultata statisticka analiza funkcionalnih pokazatelja
provodena je samo za rezultate dobivene u zadnjem mjerenju prije Zrtvovanja. Rezultati svih

ponavljanih mjerenja po poslijeoperacijskim danima su vidljivi na prikazu grafikonom.
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4.1. Kotretman, 4 tjedna, peroralna primjena

Analiza hoda

Rezultati analize hoda izrazeni kao WRI vrijednost (mm) pokazali su razliku izmedu
kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od 5 do 6 mm
tijekom 4 tjedna pracenja, dok se medijan tretiranih skupina kretao od 5 do 2-3 mm tijekom

istog vremenskog razdoblja (Slika 7).

WRI, kotretman, 4 tjedna, p.o.
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[Imed

min

1. ‘ 7. ‘14.‘21.‘28. 1. ‘ 7. ‘14.‘21. 28 1. ‘ 7. ‘14.‘21. 28.

Kontrola*

BPC 10 pg/kg**
poslijeoperacijski dani

BPC 10 ng/kg***

* Cista voda za pice; ** 0.16 pg/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/Stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; 1 - P<0,05

Slika 7. WRI vrijednosti (mm) po poslijeoperacijskim danima za kotretiranu seriju Zivotinja (4
tiedna, peroralna primjena, BPC 157 otopljen u vodi za pice, svakodnevno do zZrtvovanja).
Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki znacajne
razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji WRI vrijednosti
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=10,71; P=0,005. Post-hoc analiza
pokazala je statisti¢ki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znac¢ajna razlika nije pokazana.
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Test pritiska ekstenzora

Rezultati testa pritiska ekstenzora izrazeni kao EPT vrijednost pokazali su razliku izmedu
kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od 0,6 do 0,5
tijekom 4 tjedna pracenja, dok se medijan tretiranih skupina kretao od 0,5 do 0,2-0,3 tijekom

istog vremenskog razdoblja (Slika 8).

EPT, kotretman, 4 tjedna, p.o.
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* Cista voda za pice; ** 0.16 pg/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/Stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; 1 - P<0,05

Slika 8. EPT vrijednosti po poslijeoperacijskim danima za kotretiranu seriju Zivotinja (4
tjiedna, peroralna primjena, BPC 157 otopljen u vodi za pice, svakodnevno do Zrtvovanja).
Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki znacajne
razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki zna¢ajnu razliku u distribuciji EPT vrijednosti
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=10,54; P=0,005. Post-hoc analiza
pokazala je statisti€ki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine 1 tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znacajna razlika nije pokazana.
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Test za procjenu kontrakture koljena

Rezultati testa za procjenu kontrakture koljena izrazeni kao kontraktura (mm) pokazali su
razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od
12 do 9 mm tijekom 4 tjedna pracenja, dok je medijan tretiranih skupina iznosio 0 mm
tijekom istog vremenskog razdoblja (Slika 9).
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* Cista voda za pice; ** 0.16 pg/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/Stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; 1 - P<0,05

Slika 9. Kontraktura (mm) po poslijeoperacijskim danima za kotretiranu seriju Zivotinja (4
tiedna, peroralna primjena, BPC 157 otopljen u vodi za pice, svakodnevno do zZrtvovanja).
Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki znacajne
razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji kontrakture
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=13,36; P=0,001. Post-hoc analiza
pokazala je statisti€ki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine 1 tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znac¢ajna razlika nije pokazana.
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Makroskopska procjena

Rezultati makroskopske procjene izrazeni kao makroskopski skor (0-2) pokazali su razliku

izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Nijedna kontrolna Zzivotinja nije skorirana

skorom 0, dok nijedna tretirana Zivotinja nije skorirana skorom 2 (Tablica 5, Slika 10).

Tablica 5. Makroskopski skor za kotretiranu seriju Zivotinja (4 tjedna, peroralna primjena,
BPC 157 otopljen u vodi za pice, svakodnevno do zrtvovanja). Rezultati su prikazani kao

tablica kontingencije.

Makroskopski Kontrola* BPC 157 10 pg/kg** | BPC 157 10 ng/kg***
skor
stupanj 0 N=0 N=3 N=2
stupanj 1 N=3 N=2 N=3
stupanj 2 N=2 N=0 N=0

* gista voda za pice; ** 0,16 pg/ml (12 ml/$takor/dan); *** 0,16 ng/ml (12 ml/Stakor/dan)

N

broj zivotinja sa pojedinim skorom

Analiza nije pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji makroskopskog skora izmedu

skupina, Freeman-Halton ekstenzija Fisherovog egzaktnog testa: df=4; P=0,167.
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Slika 10. Makroskopski izgled koljena stakora (kotretman, 4 tjedna, peroralna primjena, 10
ng/kg). A) otvoreno koljeno tretirane Zivotinje (vidljive su glatke i sjajne zglobne povrsine -
makroskopski skor 0). B) otvoreno koljeno kontrolne Zivotinje (vidljive su plitke abrazije
zglobnih povrsina i manje nakupine vezivnog tkiva - makroskopski skor 1). Fotografije su
snimljene digitalnim fotoaparatom Canon Digital Ixus 130, Canon, Tokio, Japan.
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Radioloska obrada

Rezultati RTG obrade izrazeni kao radioloski skor (0-4) prema radioloSkoj klasifikaciji
osteoartritisa koljena (Kellgren-Lawrence) pokazali su razliku izmedu kontrolne skupine i
tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine iznosio je 2 (uz minimum 1 i maksimum 2),

dok je medijan tretiranih skupina iznosio 1 (uz mininum 0 i maksimum 2) (Slika 11).

RTG, kotretman, 4 tjedna, p.o.
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* Cista voda za pice; ** 0.16 pg/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/Stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum

Slika 11. Kellgren-Lawrence skor za kotretiranu seriju Zivotinja (4 tjedna, peroralna
primjena, BPC 157 otopljen u vodi za pice, svakodnevno do Zrtvovanja). Rezultati su
prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum.

Analiza srednjih rangova nije pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji vrijednosti
radioloskog skora izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=5,15; P=0,076.
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HistoloSka obrada

Rezultati histoloSke obrade izrazeni kao histoloski stupanj (0-6) prema OARSI Klasifikaciji
stupnja tezine osteoartritisa pokazali su razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina.
Medijan kontrolne skupine iznosio je 3 (uz minimum 2 i maksimum 4), dok je medijan

tretiranih skupina iznosio 1 odnosno 2 (uz mininum 0 i maksimum 2) (Slika 12).

Histologija, kotretman, 4 tjedna, p.o.
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BPC 10 pg/kg** | BPC 10 ng/kg***
poslijeoperacijski dani

Kontrola*

* Cista voda za pice; ** 0.16 pg/ml (12 ml/stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/Stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum

Slika 12. OARSI stupanj za kotretiranu seriju zivotinja (4 tjedna, peroralna primjena, BPC
157 otopljen u vodi za pice, svakodnevno do zZrtvovanja). Rezultati su prikazani kao medijan
uz naznacen maksimum i minimum.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji vrijednosti
OARSI stupnja izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=6,89; P=0,032.
Medutim, post-hoc analiza nije pokazala statisticki znac¢ajnu razliku izmedu kontrolne skupine

i tretiranih skupina.
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4.2. Kotretman, 8 tjedana, peroralna primjena

Analiza hoda

Rezultati analize hoda izrazeni kao WRI vrijednost (mm) pokazali su razliku izmedu
kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od 6 do 7 mm
tijekom 8 tjedana pracenja, dok se medijan tretiranih skupina kretao od 5 do 1-2 mm tijekom
istog vremenskog razdoblja (Slika 13).
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Kontrola*® BPC 10 pg/kg**
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BPC 10 ng/kg***

* Cista voda za pice; ** 0.16 pg/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; } - P<0,05

Slika 13. WRI vrijednosti (mm) po poslijeoperacijskim danima za kotretiranu seriju Zivotinja
(8 tjedana, peroralna primjena, BPC 157 otopljen u vodi za pice, svakodnevno do
Zrtvovanja). Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki
znacajne razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki zna€ajnu razliku u distribuciji WRI vrijednosti
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=11,75; P=0,003. Post-hoc analiza
pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znacajna razlika nije pokazana.
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Test pritiska ekstenzora

Rezultati testa pritiska ekstenzora izrazeni kao EPT vrijednost pokazali su razliku izmedu
kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od 0,7 do 0,4
tijekom 8 tjedana pracenja, dok se medijan tretiranih skupina kretao od 0,5 do 0,1-0,2 tijekom
istog vremenskog razdoblja (Slika 14).
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* Cista voda za pice; ** 0.16 pg/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; } - P<0,05

Slika 14. EPT vrijednosti po poslijeoperacijskim danima za kotretiranu seriju Zivotinja (8
tjedana, peroralna primjena, BPC 157 otopljen u vodi za pice, svakodnevno do zZrtvovanja).
Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki znacajne
razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisti¢ki znacajnu razliku u distribuciji EPT vrijednosti
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=10,40; P=0,006. Post-hoc analiza
pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znac¢ajna razlika nije pokazana.
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Test za procjenu kontrakture koljena

Rezultati testa za procjenu kontrakture koljena izrazeni kao kontraktura (mm) pokazali su
razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od
12 do 10 mm tijekom 8 tjedana pracenja, dok je medijan tretiranih skupina iznosio 0 mm

tijekom istog vremenskog razdoblja (Slika 15).
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* Cista voda za pice; ** 0.16 pg/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; } - P<0,05

Slika 15. Kontraktura (mm) po poslijeoperacijskim danima za kotretiranu seriju Zivotinja (8
tjedana, peroralna primjena, BPC 157 otopljen u vodi za pice, svakodnevno do zZrtvovanja).
Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki znacajne
razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji kontrakture
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=13,32; P=0,001. Post-hoc analiza
pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znac¢ajna razlika nije pokazana.
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Makroskopska procjena

Rezultati makroskopske procjene izrazeni kao makroskopski skor (0-2) pokazali su razliku

izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Nijedna kontrolna Zzivotinja nije skorirana

skorom 0, dok nijedna tretirana zivotinja nije skorirana skorom 2 (Tablica 6, Slika 16).

Tablica 6. Makroskopski skor za kotretiranu seriju Zivotinja (8 tjedana, peroralna primjena,
BPC 157 otopljen u vodi za pice, svakodnevno do zrtvovanja). Rezultati su prikazani kao
tablica kontingencije. Statisticki znacajne razlike oznacene su simbolom .

Makroskopski Kontrola* BPC 157 10 pg/kg** | BPC 157 10 ng/kg***
skor T T
stupanj 0 N=0 N=3 N=1
stupanj 1 N=1 N=2 N=
stupanj 2 N=4 N=0 N=0

* Cista voda za pice; ** 0,16 pg/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0,16 ng/ml (12 ml/Stakor/dan)

N = broj zivotinja sa pojedinim skorom; f - P<0,05

Analiza je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji makroskopskog skora izmedu

skupina, Freeman-Halton ekstenzija Fisherovog egzaktnog testa: df=4; P=0,015.
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Slika 16. Makroskopski izgled koljena stakora (kotretman, 8 tjedana, peroralna primjena, 10
ug/kg). A) otvoreno koljeno tretirane zivotinje (vidljive su glatke i sjajne zglobne povrsine -
makroskopski skor 0). B) otvoreno koljeno kontrolne Zivotinje (vidljive su duboke abrazije
zglobnih povrsina i opsezne nakupine vezivnog tkiva - makroskopski skor 2). Fotografije su
snimljene digitalnim fotoaparatom Canon Digital Ixus 130, Canon, Tokio, Japan.
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Radiolo$ka obrada

Rezultati RTG obrade izrazeni kao radioloski skor (0-4) prema radioloskoj klasifikaciji
osteoartritisa koljena (Kellgren-Lawrence) pokazali su razliku izmedu kontrolne skupine i
tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine iznosio je 4 (uz minimum 3), dok je medijan

tretiranih skupina iznosio 1 odnosno 2 (uz minimum 1) (Slika 17 i 18).
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* Cista voda za pice; ** 0.16 pg/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; } - P<0,05

Slika 17. Kellgren-Lawrence skor za kotretiranu seriju Zivotinja (8 tjedana, peroralna
primjena, BPC 157 otopljen u vodi za pice, svakodnevno do Zrtvovanja). Rezultati Su
prikazani kao medijan wuz naznacen maksimum i minimum. Statisticki znacajne razlike
oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji vrijednosti
radioloSkog skora izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=10,02; P=0,007.
Post-hoc analiza pokazala je statisti¢ki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih

skupina. Izmedu tretiranih skupina statisti¢ki znacajna razlika nije pokazana.
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Slika 18. Radioloski izgled koljena stakora (kotretman, 8 tjedana, peroralna primjena, 10
19/kg). A) RTG snimke koljena tretirane Zivotinje (moguce suZenje zglobnog prostora i
moguci rubni osteofiti - Kellgren-Lawrence skor 1). B) RTG snimke koljena kontrolne
Zivotinje (jasno suzenje zglobnog prostora, brojni umjereno veliki osteofiti, nesto skleroze i
moguca deformacija kostane konture - Kellgren-Lawrence skor 3). RTG snimke ucinjene su
na uredaju Siemens OPTI 150/30/50 HC-100, Siemens AG, Miinchen, Njemacka.
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Histoloska obrada

Rezultati histoloske obrade izrazeni kao histoloSki stupanj (0-6) prema OARSI klasifikaciji
stupnja tezine osteoartritisa pokazali su razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina.
Medijan kontrolne skupine iznosio je 5 (uz minimum 4 i maksimum 6), dok je medijan

tretiranih skupina iznosio 2 (uz mininum 1 i maksimum 3) (Slika 19).
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* Cista voda za pice; ** 0.16 pg/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; } - P<0,05

Slika 19. OARSI stupanj za kotretiranu seriju zivotinja (8 tjedana, peroralna primjena, BPC
157 otopljen u vodi za pice, svakodnevno do Zrtvovanja). Rezultati su prikazani kao medijan
uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki znacajne razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji vrijednosti
OARSI stupnja izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=9,93; P=0,007.
Post-hoc analiza pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine 1 tretiranih

skupina. Izmedu tretiranih skupina statisticki znacajna razlika nije pokazana.
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4.3. Kotretman, 4 tjedna, intraartikularna primjena

Analiza hoda

Rezultati analize hoda izrazeni kao WRI vrijednost (mm) pokazali su razliku izmedu
kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od 5 do 7 mm
tijekom 4 tjedna pracenja, dok se medijan tretiranih skupina kretao od 5 do 3 mm tijekom
istog vremenskog razdoblja (Slika 20).
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*0.9 % NaCl (0.1 ml/aplikacija); ** 20 pg/ml (0.1 ml/aplikacija); *** 20 ng/ml (0.1 ml/aplikacija)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; 1 - P<0,05

Slika 20. WRI vrijednosti (mm) po poslijeoperacijskim danima za kotretiranu seriju Zivotinja
(4 tjedna, intraartikularna primjena u dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 %
NaCl, prva aplikacija odmah nakon operacijskog zahvata, zadnja aplikacija dva tjedna prije
Zrtvovanja). Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki
znacajne razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki zna€ajnu razliku u distribuciji WRI vrijednosti
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=10,52; P=0,005. Post-hoc analiza
pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znacajna razlika nije pokazana.
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Test pritiska ekstenzora

Rezultati testa pritiska ekstenzora izrazeni kao EPT vrijednost pokazali su razliku izmedu
kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od 0,6 do 0,5
tijekom 4 tjedna pracenja, dok se medijan tretiranih skupina kretao od 0,5 do 0,2-0,3 tijekom
istog vremenskog razdoblja (Slika 21).
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med - medijan; max - maksimum; min - minimum; 1 - P<0,05

Slika 21. EPT vrijednosti po poslijeoperacijskim danima za kotretiranu seriju Zivotinja (4
tjedna, intraartikularna primjena u dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 % NacCl,
prva aplikacija odmah nakon operacijskog zahvata, zadnja aplikacija dva tjedna prije
Zrtvovanja). Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki
znacajne razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisti¢ki znacajnu razliku u distribuciji EPT vrijednosti
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=10,44; P=0,005. Post-hoc analiza
pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znacajna razlika nije pokazana.
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Test za procjenu kontrakture koljena

Rezultati testa za procjenu kontrakture koljena izrazeni kao kontraktura (mm) pokazali su
razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od
12 do 10 mm tijekom 4 tjedna pracenja, dok je medijan tretiranih skupina iznosio 0 mm
tijekom istog vremenskog razdoblja (Slika 22 i 23).

Kontraktura, kotretman, 4 tjedna, i.a.
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1. ‘ 7. ‘14.‘21.‘23.

Kontrola*

88888 E E B85
1_T7_T14T2J23T1_T7_T1J2J28

BPC 10 pg/kg** BPC 10 ng/kg***
poslijeoperacijski dani

- |

*0.9 % NaCl (0.1 ml/aplikacija); ** 20 pg/ml (0.1 ml/aplikacija); *** 20 ng/ml (0.1 ml/aplikacija)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; 1 - P<0,05

Slika 22. Kontraktura (mm) po poslijeoperacijskim danima za kotretiranu seriju Zivotinja (4
tjedna, intraartikularna primjena u dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 % NaCl,
prva aplikacija odmah nakon operacijskog zahvata, zadnja aplikacija dva tjedna prije
Zrtvovanja). Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki
znacajne razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji kontrakture
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=13,29; P=0,001. Post-hoc analiza
pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znacajna razlika nije pokazana.
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Slika 23. Kontraktura koljena u stakora (kotretman, 4 tjedna, intraartikularna primjena, 10
ug/kg). A) nema vidljive kontrakture koljena kod tretirane Zivotinje. B) prisutna jasno vidljiva

kontraktura koljena kod kontrolne Zivotinje. Fotografije su snimljene digitalnim fotoaparatom
Canon Digital Ixus 130, Canon, Tokio, Japan.
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Makroskopska procjena

Rezultati makroskopske procjene izrazeni kao makroskopski skor (0-2) pokazali su razliku
izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Nijedna kontrolna zivotinja nije skorirana

skorom 0, dok nijedna tretirana zivotinja nije skorirana skorom 2 (Tablica 7).

Tablica 7. Makroskopski skor za kotretiranu seriju Zzivotinja (4 tjedna, intraartikularna
primjena u dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0,9 % NaCl, prva aplikacija odmah
nakon operacijskog zahvata, zadnja aplikacija dva tjedna prije Zrtvovanja). Rezultati su
prikazani kao tablica kontingencije.

Makroskopski Kontrola* BPC 157 10 pg/kg** | BPC 157 10 ng/kg***
skor
stupanj 0 N=0 N=2 N=1
stupanj 1 N=2 N=3 N=4
stupanj 2 N=3 N=0 N=0

[EEN

* gista voda za pice; ** 0,16 pg/ml (12 ml/$takor/dan); *** 0,16 ng/ml (12 ml/Stakor/dan)

broj zivotinja sa pojedinim skorom

Z

Analiza nije pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji makroskopskog skora izmedu

skupina, Freeman-Halton ekstenzija Fisherovog egzaktnog testa: df=4; P=0,126.
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Radiolo$ka obrada

Rezultati RTG obrade izrazeni kao radioloski skor (0-4) prema radioloskoj klasifikaciji
osteoartritisa koljena (Kellgren-Lawrence) pokazali su razliku izmedu kontrolne skupine i
tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine iznosio je 2 (uz maksimum 3), dok je medijan

tretiranih skupina iznosio 1 odnosno 2 (uz maksimum 2) (Slika 24).

RTG, kotretman, 4 tjedna, i.a.

= max
[Imed
1 4 M min

Kellgren-Lawrence skor
(%]

28.dan 28.dan

28.dan
Kontrola* BPC 10 pg/kg**

poslijeoperacijski dani

BPC 10 ng/kg***

*0.9 % NaCl (0.1 ml/aplikacija); ** 20 pg/ml (0.1 ml/aplikacija); *** 20 ng/ml (0.1 ml/aplikacija)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum

Slika 24. Kellgren-Lawrence skor za kotretiranu seriju Zivotinja (4 tjedna, intraartikularna
primjena u dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 % NaCl, prva aplikacija odmah
nakon operacijskog zahvata, zadnja aplikacija dva tjedna prije Zrtvovanja). Rezultati su
prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum.

Analiza srednjih rangova nije pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji vrijednosti
radioloSkog skora izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=5,97; P=0,051.
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HistoloSka obrada

Rezultati histoloske obrade izrazeni kao histoloSki stupanj (0-6) prema OARSI klasifikaciji

stupnja tezine osteoartritisa pokazali su razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina.

Medijan kontrolne skupine iznosio je 3 (uz minimum 2 i maksimum 4), dok je medijan

tretiranih skupina iznosio 1 odnosno 2 (uz mininum 1 i maksimum 2) (Slika 25 i 26).

OARSI stupanj

Histologija, kotretman, 4 tjedna, i.a.

= max
I T CImed
= min
28.dan 28.dan 28.dan
Kontrola*® BPC 10 pg/kg** | BPC 10 ng/kg***

poslijeoperacijski dani

*0.9 % NaCl (0.1 ml/aplikacija); ** 20 pg/ml (0.1 ml/aplikacija); *** 20 ng/ml (0.1 ml/aplikacija)

med - medijan; max - maksimum; min - minimum

Slika 25. OARSI stupanj za kotretiranu seriju zZivotinja (4 tjedna, intraartikularna primjena u
dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 % NaCl, prva aplikacija odmah nakon
operacijskog zahvata, zadnja aplikacija dva tiedna prije Zrtvovanja). Rezultati su prikazani
kao medijan uz naznacen maksimum i minimum.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji vrijednosti
OARSI stupnja izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=7,17; P=0,028.

Medutim, post-hoc analiza nije pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine

i tretiranih skupina.
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Slika 26. Histoloski izgled zglobne povrsine medijalnog kondila tibije Stakora (kotretman, 4
tjedna, intraartikularna primjena, 10 ug/kg). A) histoloski uzorak tretirane Zivotinje pokazuje
intaktnu zglobnu povrsinu, no prisutan je edem hrskavice i gubitak orijentacije hondrocita, te
blaga proliferacija hondrocita u povrsinskom sloju hrskavice, promjene zahvacaju do 30 %
povrsine (stupanj 1, stadij 3 - ukupan OARSI skor 3). B) histoloski uzorak kontrolne Zivotinje
pokazuje gubitak kontinuiteta zglobne povrsine s vertikalnim fisurama koje se u dubljim
slojevima granaju i zahvacaju povrsinski, srednji i pocetno duboki sloj hrskavice, uz prisutan
gubitak i proliferaciju hondrocita, kao i naglaseni gubitak orijentacije, promjene zahvacaju
vise od 50 % povrsine (stupanj 3, stadij 4 - ukupan OARSI skor 12). HE (10x). Fotografije su
snimljene digitalnim fotoaparatom Olympus DP71, Olympus Corporation, Tokio, Japan.
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4.4. Kotretman, 8 tjedana, intraartikularna primjena

Analiza hoda

Rezultati analize hoda izrazeni kao WRI vrijednost (mm) pokazali su razliku izmedu
kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od 6 do 7 mm
tijekom 8 tjedana pracenja, dok se medijan tretiranih skupina kretao od 4-5 do 2 mm tijekom
istog vremenskog razdoblja (Slika 27).

WRI, kotretman, 8 tjedana, i.a.

WRI {mm)
w ~
—@
+—1

1. ‘ 7. ‘14.‘21.‘28.‘42.‘56. 1. ‘ 7. ‘14.‘21.‘28.‘42.‘56. 1. ‘ 7. ‘14.‘21.‘28.42.‘56.

Kontrola* BPC 10 pg/kg**

poslijeoperacijski dani

BPC 10 ng/kg***

*0.9 % NaCl (0.1 ml/aplikacija); ** 20 pg/ml (0.1 ml/aplikacija); *** 20 ng/ml (0.1 ml/aplikacija)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; 1 - P<0,05

Slika 27. WRI vrijednosti (mm) po poslijeoperacijskim danima za kotretiranu seriju zivotinja
(8 tjedana, intraartikularna primjena u dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 %
NaCl, prva aplikacija odmah nakon operacijskog zahvata, zadnja aplikacija dva tjedna prije
Zrtvovanja). Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki
znacajne razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki zna€ajnu razliku u distribuciji WRI vrijednosti
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=10,55; P=0,005. Post-hoc analiza
pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znac¢ajna razlika nije pokazana.
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Test pritiska ekstenzora

Rezultati testa pritiska ekstenzora izrazeni kao EPT vrijednost pokazali su razliku izmedu
kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od 0,6 do 0,4
tijekom 8 tjedana pracenja, dok se medijan tretiranih skupina kretao od 0,5 do 0,1-0,2 tijekom
istog vremenskog razdoblja (Slika 28).

EPT, kotretman, 8 tjedana, i.a.
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42.‘56.

1. ‘ 7. ‘14.‘21.‘28.‘42.‘56. 1 ‘ 7. ‘14.‘21.‘28.

Kontrola* BPC 10 pg/kg**

poslijeoperacijski dani

BPC 10 ng/kg***

*0.9 % NaCl (0.1 ml/aplikacija); ** 20 pg/ml (0.1 ml/aplikacija); *** 20 ng/ml (0.1 ml/aplikacija)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; 1 - P<0,05

Slika 28. EPT vrijednosti po poslijeoperacijskim danima za kotretiranu seriju Zivotinja (8
tjedana, intraartikularna primjena u dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 % NaCl,
prva aplikacija odmah nakon operacijskog zahvata, zadnja aplikacija dva tjedna prije
Zrtvovanja). Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki
znacajne razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znac¢ajnu razliku u distribuciji EPT vrijednosti
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=8,39; P=0,015. Post-hoc analiza
pokazala je statisti€ki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine 1 tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znac¢ajna razlika nije pokazana.
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Test za procjenu kontrakture koljena

Rezultati testa za procjenu kontrakture koljena izrazeni kao kontraktura (mm) pokazali su
razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od
12 do 11 mm tijekom 8 tjedana pracenja, dok je medijan tretiranih skupina iznosio 0 mm

tijekom istog vremenskog razdoblja (Slika 29).

Kontraktura, kotretman, 8 tjedana, i.a.
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Kontrola*®

BPC 10 pg/kg**
poslijeoperacijski dani

BPC 10 ng/kg***

*0.9 % NaCl (0.1 ml/aplikacija); ** 20 pg/ml (0.1 ml/aplikacija); *** 20 ng/ml (0.1 ml/aplikacija)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; 1 - P<0,05

Slika 29. Kontraktura (mm) po poslijeoperacijskim danima za kotretiranu seriju Zivotinja (8
tjedana, intraartikularna primjena u dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 % NacCl,
prva aplikacija odmah nakon operacijskog zahvata, zadnja aplikacija dva tjedna prije
Zrtvovanja). Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki
znacajne razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisti¢ki znaCajnu razliku u distribuciji kontrakture
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=13,32; P=0,001. Post-hoc analiza
pokazala je statistiCki zna€ajnu razliku izmedu kontrolne skupine 1 tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znac¢ajna razlika nije pokazana.
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Makroskopska procjena

Rezultati makroskopske procjene izrazeni kao makroskopski skor (0-2) pokazali su razliku
izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Nijedna kontrolna Zzivotinja nije skorirana

skorom 0, dok nijedna tretirana zivotinja nije skorirana skorom 2 (Tablica 8, Slika 30).

Tablica 8. Makroskopski skor za kotretiranu seriju Zivotinja (8 tjedana, intraartikularna
primjena u dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0,9 % NaCl, prva aplikacija odmah
nakon operacijskog zahvata, zadnja aplikacija dva tjedna prije Zrtvovanja). Rezultati su
prikazani kao tablica kontingencije. Statisticki znacajne razlike oznacene su simbolom 7.

Makroskopski Kontrola* BPC 157 10 pg/kg** | BPC 157 10 ng/kg***
skor T T
stupanj 0 N=0 N=1 N=0
stupanj 1 N=0 N=4 N=5
stupanj 2 N=5 N=0 N=0

* gista voda za pice; ** 0,16 pg/ml (12 ml/$takor/dan); *** 0,16 ng/ml (12 ml/Stakor/dan)
N = broj zivotinja sa pojedinim skorom; f - P<0,05

Analiza je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji makroskopskog skora izmedu

skupina, Freeman-Halton ekstenzija Fisherovog egzaktnog testa: df=4; P=0,001.
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Slika 30. Makroskopski izgled koljena stakora (kotretman, 8 tjedana, intraartikularna
primjena, 10 ng/kg). A) otvoreno koljeno tretirane Zivotinje (vidljive su plitke abrazije
zglobnih povrsina i manje nakupine vezivnog tkiva - makroskopski skor 1). B) otvoreno
koljeno kontrolne Zivotinje (vidljive su duboke abrazije zglobnih povrsina i opsezne nakupine
vezivnog tkiva - makroskopski skor 2). Fotografije su snimljene digitalnim fotoaparatom
Canon Digital Ixus 130, Canon, Tokio, Japan.
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Radiolo$ka obrada

Rezultati RTG obrade izrazeni kao radioloski skor (0-4) prema radioloskoj klasifikaciji
osteoartritisa koljena (Kellgren-Lawrence) pokazali su razliku izmedu kontrolne skupine i
tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine iznosio je 4 (uz minimum 4), dok je medijan

tretiranih skupina iznosio 2 (uz minimum 1 odnosno 2) (Slika 31 i 32).

RTG, kotretman, 8 tjedana, i.a.
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Kontrola* BPC 10 pg/kg**

poslijeoperacijski dani

BPC 10 ng/kg***

*0.9 % NaCl (0.1 ml/aplikacija); ** 20 pg/ml (0.1 ml/aplikacija); *** 20 ng/ml (0.1 ml/aplikacija)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; 1 - P<0,05

Slika 31. Kellgren-Lawrence skor za kotretiranu seriju Zivotinja (8 tjedana, intraartikularna
primjena u dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 % NaCl, prva aplikacija odmah
nakon operacijskog zahvata, zadnja aplikacija dva tjedna prije Zrtvovanja). Rezultati su
prikazani kao medijan wuz naznacen maksimum i minimum. Statisticki znacajne razlike
oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statistiCcki znacajnu razliku u distribuciji vrijednosti
radioloSkog skora izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=10,85; P=0,004.
Post-hoc analiza pokazala je statisti¢ki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih

skupina. Izmedu tretiranih skupina statisti¢ki znacajna razlika nije pokazana.
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Slika 32. Radioloski izgled koljena Stakora (kotretman, 8 tjedana, intraartikularna primjena,
10 ng/kg). A) RTG snimke koljena tretirane Zivotinje (jasno suzenje zglobnog prostora i jasna
prisutnost osteofita - Kellgren-Lawrence skor 2). B) RTG snimke koljena kontrolne Zivotinje
(znacajno suzenje zglobnog prostora, brojni veliki osteofiti, izraZena skleroza i jasna
deformacija kostane konture - Kellgren-Lawrence skor 4). RTG snimke ucinjene su na
uredaju Siemens OPTI 150/30/50 HC-100, Siemens AG, Miinchen, Njemacka.
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HistoloSka obrada

Rezultati histoloske obrade izrazeni kao histoloSki stupanj (0-6) prema OARSI klasifikaciji
stupnja tezine osteoartritisa pokazali su razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina.
Medijan kontrolne skupine iznosio je 5 (uz minimum 4 i maksimum 6), dok je medijan

tretiranih skupina iznosio 2 odnosno 3 (uz mininum 2 i maksimum 3) (Slika 33).

Histologija, kotretman, 8 tjedana, i.a.
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1 4 min
0
56. dan 56. dan 56.dan
Kontrola*® BPC 10 pg/kg** | BPC 10 ng/kg***
poslijeoperacijski dani

*0.9 % NaCl (0.1 ml/aplikacija); ** 20 pg/ml (0.1 ml/aplikacija); *** 20 ng/ml (0.1 ml/aplikacija)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; 1 - P<0,05

Slika 33. OARSI stupanj za kotretiranu seriju Zivotinja (8 tjedana, intraartikularna primjena u
dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 % NaCl, prva aplikacija odmah nakon
operacijskog zahvata, zadnja aplikacija dva tjedna prije Zrtvovanja). Rezultati su prikazani
kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki znacajne razlike oznacene su

simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji vrijednosti
OARSI stupnja izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=10,31; P=0,006.
Post-hoc analiza pokazala je statisti¢ki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih

skupina. Izmedu tretiranih skupina statisti¢ki znacajna razlika nije pokazana.
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4.5. Posttretman, peroralna primjena

Analiza hoda

Rezultati analize hoda izrazeni kao WRI vrijednost (mm) pokazali su razliku izmedu
kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine iznosio je 7 mm tijekom 4
tjedna pracenja, dok se medijan tretiranih skupina kretao od 6 do 5 mm tijekom istog
vremenskog razdoblja (Slika 34).
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Kontrola* BPC 10 pg/kg**

poslijeoperacijski dani

BPC 10 ng/kg***

* Cista voda za pice; ** 0.16 pg/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; } - P<0,05

Slika 34. WRI vrijednosti (mm) po poslijeoperacijskim danima za posttretiranu seriju
Zivotinja (peroralna primjena, BPC 157 otopljen u vodi za pice, pocetak primjene nakon 4
tiedna, svakodnevno do zZrtvovanmja). Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen
maksimum i minimum. Statisticki znacajne razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki zna€ajnu razliku u distribuciji WRI vrijednosti
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=7,77; P=0,020. Post-hoc analiza
pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znacajna razlika nije pokazana.
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Test pritiska ekstenzora

Rezultati testa pritiska ekstenzora izrazeni kao EPT vrijednost pokazali su razliku izmedu
kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od 0,6 do 0,5
tijekom 4 tjedna pracenja, dok se medijan tretiranih skupina kretao od 0,6 do 0,4 tijekom istog
vremenskog razdoblja (Slika 35).

EPT, posttretman, p.o.
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BPC 10 pg/kg**
poslijeoperacijski dani

Kontrola* BPC 10 ng/kg***

* Cista voda za pice; ** 0.16 pg/ml (12 ml/stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/Stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum

Slika 35. EPT vrijednosti po poslijeoperacijskim danima za posttretiranu seriju Zivotinja
(peroralna primjena, BPC 157 otopljen u vodi za pice, pocetak primjene nakon 4 tjiedna,
svakodnevno do zZrtvovanja). Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i
minimum.

Analiza srednjih rangova nije pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji EPT
vrijednosti izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=3,50; P=0,174.
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Test za procjenu kontrakture koljena

Rezultati testa za procjenu kontrakture koljena izrazeni kao kontraktura (mm) pokazali su
razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od
12 do 11 mm tijekom 4 tjedna pracenja, dok se medijan tretiranih skupina kretao od 12 do 0

mm tijekom istog vremenskog razdoblja (Slika 36).
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* Cista voda za pice; ** 0.16 ug/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; } - P<0,05

Slika 36. Kontraktura (mm) po poslijeoperacijskim danima za posttretiranu seriju Zivotinja
(peroralna primjena, BPC 157 otopljen u vodi za pice, pocetak primjene nakon 4 tjedna,
svakodnevno do zZrtvovanja). Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i
minimum. Statisticki znacajne razlike oznacene su simbolom .

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji kontrakture
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=12,12; P=0,002. Post-hoc analiza
pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki zna¢ajna razlika nije pokazana.
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Makroskopska procjena

Rezultati makroskopske procjene izrazeni kao makroskopski skor (0-2) pokazali su razliku

izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Vecina kontrolnih zivotinja skorirana je

skorom 2, dok je veéina tretiranih zivotinja skorirana skorom 1 (Tablica 9, Slika 37).

Tablica 9. Makroskopski skor za posttretiranu seriju Zivotinja (peroralna primjena, BPC 157
otopljen u vodi za pice, pocetak primjene nakon 4 tjedna, svakodnevno do zZrtvovanja).
Rezultati su prikazani kao tablica kontingencije.

Makroskopski Kontrola* BPC 157 10 pg/kg** | BPC 157 10 ng/kg***
skor
stupanj 0 N=0 N=0 N=0
stupanj 1 N=1 N= N=3
stupanj 2 N=4 N=1 N=2

* Cista voda za pice; ** 0,16 pg/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0,16 ng/ml (12 ml/Stakor/dan)

N

broj zivotinja sa pojedinim skorom

Analiza nije pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji makroskopskog skora izmedu

skupina, Freeman-Halton ekstenzija Fisherovog egzaktnog testa: df=4; P=0,301.
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Slika 37. Makroskopski izgled koljena stakora (posttretman, peroralna primjena, 10 ug/kg).
A) otvoreno koljeno tretirane Zivotinje (vidljive su plitke abrazije zglobnih povrsina i manje
nakupine vezivnog tkiva - makroskopski skor 1). B) otvoreno koljeno kontrolne Zivotinje
(vidljive su duboke abrazije zglobnih povrSina i opsezne nakupine vezivnog tkiva -
makroskopski skor 2). Fotografije su snimljene digitalnim fotoaparatom Canon Digital Ixus

130, Canon, Tokio, Japan.
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Radioloska obrada

Rezultati RTG obrade izrazeni kao radioloski skor (0-4) prema radioloskoj klasifikaciji
osteoartritisa koljena (Kellgren-Lawrence) pokazali su razliku izmedu kontrolne skupine i
tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine iznosio je 4 (uz minimum 3), dok je medijan

tretiranih skupina iznosio 3 (uz minimum 2 odnosno 3) (Slika 38).

RTG, posttretman, p.o.
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BPC 10 ng/kg***

* Cista voda za pice; ** 0.16 pg/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum

Slika 38. Kellgren-Lawrence skor za posttretiranu seriju Zivotinja (peroralna primjena, BPC
157 otopljen u vodi za pice, pocetak primjene nakon 4 tjedna, svakodnevno do Zrtvovanja).
Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum.

Analiza srednjih rangova nije pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji vrijednosti
radioloSkog skora izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=3,93; P=0,141.
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HistoloSka obrada

Rezultati histoloske obrade izrazeni kao histoloSki stupanj (0-6) prema OARSI klasifikaciji
stupnja tezine osteoartritisa pokazali su razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina.
Medijan kontrolne skupine iznosio je 5 (uz minimum 5 i maksimum 6), dok je medijan

tretiranih skupina iznosio 4 (uz minimum 3 i maksimum 4) (Slika 39).

Histologija, posttretman, p.o.
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* Cista voda za pice; ** 0.16 pg/ml (12 ml/Stakor/dan); *** 0.16 ng/ml (12 ml/stakor/dan)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; } - P<0,05

Slika 39. OARSI stupanj za posttretiranu seriju Zivotinja (peroralna primjena, BPC 157
otopljen u vodi za pice, pocetak primjene nakon 4 tjedna, svakodnevno do Zrtvovanmja).
Rezultati su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki znacajne
razlike oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji vrijednosti
OARSI stupnja izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=10,86; P=0,004.
Post-hoc analiza pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih

skupina. Izmedu tretiranih skupina statisti¢ki znacajna razlika nije pokazana.
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4.6. Posttretman, intraartikularna primjena

Analiza hoda

Rezultati analize hoda izrazeni kao WRI vrijednost (mm) pokazali su razliku izmedu
kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine iznosio je 7 mm tijekom 4
tjedna pracenja, dok se medijan tretiranih skupina kretao od 6 do 5 mm tijekom istog
vremenskog razdoblja (Slika 40).
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wooo
o
1
—e—
—e—
e |
— 85— -
B—i
—_
@

== Max

WRI {mm)

w
1

[Imed

2 min

28. ‘ 42. 56 | 28 ‘ 42. ‘ 56.

28. ‘ 42. ‘ 56.
Kontrola* BPC 10 pg/kg**

poslijeoperacijski dani

BPC 10 ng/kg***

*0.9 % NaCl (0.1 ml/aplikacija); ** 20 pg/ml (0.1 ml/aplikacija); *** 20 ng/ml (0.1 ml/aplikacija)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; } - P<0,05

Slika 40. WRI vrijednosti (mm) po poslijeoperacijskim danima za posttretiranu seriju
Zivotinja (intraartikularna primjena u dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 %
NaCl, prva aplikacija nakon 4 tjedna, zadnja aplikacija dva tjedna prije Zrtvovanja). Rezultati
su prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki znacajne razlike
oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji WRI vrijednosti
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=11,63; P=0,003. Post-hoc analiza
pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znacajna razlika nije pokazana.
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Test pritiska ekstenzora

Rezultati testa pritiska ekstenzora izrazeni kao EPT vrijednost pokazali su razliku izmedu
kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od 0,6 do 0,5
tijekom 4 tjedna pracenja, dok se medijan tretiranih skupina kretao od 0,5 do 0,4 tijekom istog

vremenskog razdoblja (Slika 41).
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*0.9 % NaCl (0.1 ml/aplikacija); ** 20 pg/ml (0.1 ml/aplikacija); *** 20 ng/ml (0.1 ml/aplikacija)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum

Slika 41. EPT vrijednosti po poslijeoperacijskim danima za posttretiranu seriju Zivotinja
(intraartikularna primjena u dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 % NaCl, prva
aplikacija nakon 4 tjedna, zadnja aplikacija dva tjedna prije Zrtvovanja). Rezultati su
prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum.

Analiza srednjih rangova nije pokazala statisticki znaajnu razliku u distribuciji EPT

vrijednosti izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=2,04; P=0,360.
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Test za procjenu kontrakture koljena

Rezultati testa za procjenu kontrakture koljena izraZzeni kao kontraktura (mm) pokazali su
razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine kretao se od
11 do 12 mm tijekom 4 tjedna pracenja, dok se medijan tretiranih skupina kretao od 12 do 0

mm tijekom istog vremenskog razdoblja (Slika 42 i 43).
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*0.9 % NaCl (0.1 ml/aplikacija); ** 20 pg/ml (0.1 ml/aplikacija); *** 20 ng/ml (0.1 ml/aplikacija)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; 1 - P<0,05

Slika 42. Kontraktura (mm) po poslijeoperacijskim danima za posttretiranu seriju Zivotinja
(intraartikularna primjena u dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 % NacCl, prva
aplikacija nakon 4 tjedna, zadnja aplikacija dva tjedna prije Zrtvovanja). Rezultati su
prikazani kao medijan uz naznacen maksimum i minimum. Statisticki znacajne razlike
oznacene su simbolom 7.

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji kontrakture
izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=10,64; P=0,005. Post-hoc analiza
pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Izmedu

tretiranih skupina statisticki znacajna razlika nije pokazana.
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Slika 43. Kontraktura koljena u stakora (posttretman, intraartikularna primjena, 10 ng/kg).
A) nema vidljive kontrakture koljena kod tretirane Zivotinje. B) prisutna jasno vidljiva
kontraktura koljena kod kontrolne Zivotinje. Fotografije su snimljene digitalnim fotoaparatom
Canon Digital Ixus 130, Canon, Tokio, Japan.
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Makroskopska procjena

Rezultati makroskopske procjene izrazeni kao makroskopski skor (0-2) pokazali su razliku
izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina. Sve kontrolne zivotinje skorirane su skorom 2,

dok je nekoliko tretiranih zivotinja skorirano skorom 1 (Tablica 10).

Tablica 10. Makroskopski skor za posttretiranu seriju Zivotinja (intraartikularna primjena u
dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0,9 % NaCl, prva aplikacija 4 tjedna nakon
operacijskog zahvata, zadnja aplikacija dva tjedna prije Zrtvovanja). Rezultati su prikazani
kao tablica kontingencije.

Makroskopski Kontrola* BPC 157 10 pg/kg** | BPC 157 10 ng/kg***
skor
stupanj 0 N=0 N=0 N=0
stupanj 1 N=0 N=2 N=1
stupanj 2 N=5 N=3 N=4

* gista voda za pice; ** 0,16 pg/ml (12 ml/$takor/dan); *** 0,16 ng/ml (12 ml/Stakor/dan)
N = broj zivotinja sa pojedinim skorom

Analiza nije pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji makroskopskog skora izmedu

skupina, Freeman-Halton ekstenzija Fisherovog egzaktnog testa: df=4; P=0,615.
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Radiolo$ka obrada

Rezultati RTG obrade izrazeni kao radioloSki skor (0-4) prema radioloskoj klasifikaciji

osteoartritisa koljena (Kellgren-Lawrence) pokazali su razliku izmedu kontrolne skupine i

tretiranih skupina. Medijan kontrolne skupine iznosio je 4 (uz minimum 4), dok je medijan

tretiranih skupina iznosio 3 odnosno 4 (uz minimum 3) (Slika 44).
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*0.9 % NaCl (0.1 ml/aplikacija); ** 20 pg/ml (0.1 ml/aplikacija); *** 20 ng/ml (0.1 ml/aplikacija)

med - medijan; max - maksimum; min - minimum

Slika 44. Kellgren-Lawrence skor za posttretiranu seriju Zivotinja (intraartikularna primjena
u dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 % NaCl, prva aplikacija nakon 4 tjedna,
zadnja aplikacija dva tjedna prije Zrtvovanja). Rezultati su prikazani kao medijan uz

naznacen maksimum i minimum.

Analiza srednjih rangova nije pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji vrijednosti
radioloskog skora izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=3,92; P=0,141.
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HistoloSka obrada

Rezultati histoloske obrade izrazeni kao histoloSki stupanj (0-6) prema OARSI klasifikaciji
stupnja tezine osteoartritisa pokazali su razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina.
Medijan kontrolne skupine iznosio je 5 (uz minimum 5 i maksimum 6), dok je medijan

tretiranih skupina iznosio 4 (uz minimum 3 i maksimum 5) (Slika 45).

Histologija, posttretman, i.a.
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*0.9 % NaCl (0.1 ml/aplikacija); ** 20 pg/ml (0.1 ml/aplikacija); *** 20 ng/ml (0.1 ml/aplikacija)
med - medijan; max - maksimum; min - minimum; 1 - P<0,05

Slika 45. OARSI stupanj za posttretiranu seriju Zivotinja (intraartikularna primjena u
dvotjednim intervalima, BPC 157 otopljen u 0.9 % NacCl, prva aplikacija nakon 4 tjedna,
zadnja aplikacija dva tjedna prije Zrtvovanja). Rezultati su prikazani kao medijan uz
naznacen maksimum i minimum. Statistic¢ki znacajne razlike oznacene su simbolom .

Analiza srednjih rangova je pokazala statisticki znacajnu razliku u distribuciji vrijednosti
OARSI stupnja izmedu skupina, Kruskal-Wallis ANOVA test: H(2,N=15)=10,64; P=0,005.
Post-hoc analiza pokazala je statisti¢ki znac¢ajnu razliku izmedu kontrolne skupine i tretiranih

skupina. Izmedu tretiranih skupina statisti¢ki znacajna razlika nije pokazana.
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5. RASPRAVA

Prije rasprave o samim rezultatima ovog istrazivanja i 0 tome potvrduju li dobiveni rezultati
postavljenu hipotezu potreban je osvrt na koristeni eksperimentalni model, te na potencijalne
mehanizme pozitivnog djelovanja pentadekapeptida BPC 157 u patogenetskom , klupku*
razvoja posttraumatskog osteoartritisa (PTOA), dok je nakon rasprave o rezultatima potreban

osvrt na sadaSnje farmakoloske terapijske mogucnosti.

5.1. Eksperimentalni model

Kako je ve¢ ranije navedeno, u ovom istrazivanju kao eksperimentalni model PTOA koristen
je kirurSki model osteoartritisa koljena [173]. Radi se 0 modelu zglobne nestabilnosti koja je
izazvana kombiniranom, ligamentarnom (presijecanje MCL-a i ACL-a) i meniscealnom
(destabilizacija i odstranjenje medijalnog meniska) ozljedom koljena. Dosadas$nja istraZivanja
pokazala su da koristeni operacijski model unutar 2-4 tjedna od operacije dovodi do razvoja
umjerenog osteoartritisa, a unutar 8 tjedana do razvoja uznapredovalog osteoartritisa [128,
129, 174]. Takoder je potrebno istaknuti da koristeni operacijski model dovodi do znacajne
zglobne nestabilnosti, a dokazana je izravna povezanost povisenog stupnja nestabilnosti s
razvojem histoloski vidljivog ostecenja zglobne hrskavice [107]. Brojna istrazivanja pokazala
su povezanost ligamentarnih i meniscealnih ozljeda koljena sa razvojem PTOA u ljudskoj
populaciji. Ruptura ACL-a je ¢esta ozljeda sa incidencijom od 35 na 100 tisu¢a stanovnika
godiSnje na svjetskoj razini [188] i jasno je povezana sa ozljedama meniska i lezijama
hrskavice, te povisenim rizikom za ranu pojavu PTOA s prevalencijom koja varira od 10 do
90 % [29, 87, 189]. Incidencija udruZenih ozljeda medijalnog meniska sa rupturom ACL-a
varira od 25 do 45 % [190-192]. Meta analiza 33 studije sa dugoro¢nim pracenjem pokazala
je da rekonstrukcija ACL-a ne smanjuje rizik za ranu pojavu PTOA nakon rupture ACL-a
[193]. Pokazana je neovisna povezanost oste¢enja medijalnog meniska sa gubitkom hrskavice
medijalnog dijela tibijalne i femoralne zglobne povrSine [194]. Meniscektomija smanjuje
kontaktnu povrSinu i1 posljedicno tome 2-3 puta povecava razinu stresa [195]. Potpuna
meniscektomija uzrokuje osteoartriticke promjene koljena, dok je rizik za razvoj OA visok

¢ak i nakon parcijalne meniscektomije [196]. Bostonska studija OA koljena pokazala je
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neovisnu povezanost oSte¢enja i ekstruzije meniska sa pogorSanjem morfoloskog skora
hrskavice [197]. Prikazana istrazivanja, kao i brojna druga, nesumnjivo potvrduju

reprezentativnost odabranog eksperimentalnog modela.

5.2. Patogenetski mehanizmi

Patogenetska zbivanja u razvoju posttraumatskog osteoartritisa mogu se podijeliti u tri faze
[198]. Neposredna faza, povezana sa trenutkom mehanic¢ke ozljede, mjeri se u sekundama i
obiljeZena je stani¢nom nekrozom, rupturom kolagena, gubitkom glikozaminoglikana i
stvaranjem hemartrosa. Akutna posttraumatska faza sa izrazenom upalnom komponentom
traje otprilike dva mjeseca i obiljeZena je apoptozom, leukocitnom infiltracijom, otpusStanjem
brojnih upalnih medijatora, degradacijom ekstracelularnog matriksa, gubitkom hijalurona i
lubricina, te artrofibrozom. Kroni¢na faza koja traje godinama obiljeZena je remodeliranjem
zglobnih tkiva i upalom. Za ovo istrazivanje posebno je zanimljiva akutna posttraumatska
faza, s obzirom na neka ve¢ pokazana djelovanja pentadekapeptida BPC 157. Stani¢na smrt
hrskaviénih stanica (hondrocita) identificirana je kao vazan mehanizam u razvoju OA [199] i
javlja se u dvije faze nakon mehanicke ozljede: neposredna faza obiljeZena stani¢nom
nekrozom na inicijalno ozlijedenom podrucju koju slijedi faza Sirenja stani¢ne smrti uslijed
mehanizama apoptoze na okolna inicijalno neozlijedena podru¢ja [200-204]. Apoptoza je
vidljiva nakon mehanic¢ke ozljede i na animalnim modelima i kod zglobnih ozljeda u ljudi
uslijed aktivacije kaspaza, enzima koji reguliraju i izvrsavaju apoptozu [205]. Takoder je
dokazana uloga citokina IL-1, IL-6 i TNF-a kao glavnih medijatora akutnog posttraumatskog
upalnog odgovora u razvoju i progresiji PTOA [139-145]. Navedeno progresivno povecanje
broja apoptoti¢nih stanica izvan inicijalno ozlijedenog podruéja i otpustanje proinflamatornih
citokina u drugoj, akutnoj posttraumatskoj fazi patogeneze PTOA, nudi ,,prozor* za terapijsku
intervenciju primjenom pentadekapeptida BPC 157. Naime, dosada$nja istraZivanja ponudila
su vazne Cinjenice o ulozi NO sustava u razvoju i progresiji OA. Pokazano je da NO
proizveden u hondrocitima pod utjecajem proinflamatornih citokina (poput interleukina-1p)
ima vaznu ulogu kao medijator dediferencijacije i apoptoze hondrocita zglobne hrskavice
[206]. Neka istrazivanja in vitro su pokazala da odredeni agensi, npr. cilostazol (selektivni
inhibitor fosfodiesteraze tipa III), Stite hondrocite Stakora od NO inducirane apoptoze i na taj

nacin preveniraju destrukciju hrskavice u Stakorskom modelu osteoartritisa [172]. Dosadasnja
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istrazivanja pokazala su da primjena pentadekapeptida BPC 157 smanjuje otpustanje upalnih
medijatora u serumu i tkivima [161], te da pentadekapeptid BPC 157 posjeduje sposobnost
neutralizacije NO sustava [155]. Navedena istrazivanja u svjetlu iznesenih ¢injenica o ulozi
upalnih medijatora i NO sustava u razvoju i progresiji PTOA, uz dokazano snazno angiogeno
djelovanje pentadekapeptida BPC 157 [168], nesumnjivo ukazuju na potencijalno znacajne
terapijske benefite primjene pentadekapeptida BPC 157 u akutnoj posttraumatskoj fazi
patogenetskih zbivanja u razvoju PTOA. Uloga upale i u kroni¢noj fazi patogenetskih
zbivanja u razvoju PTOA ukazuje na to da i tada mozemo ocekivati odredene terapijske

benefite primjene pentadekapeptida BPC 157.

5.3. Rezultati provedenog istrazivanja

Funkcionalni pokazatelji u svim kontrolnim skupinama Zivotinja jasno ukazuju na znacajan
gubitak funkcije operirane noge neposredno nakon operacijskog zahvata. Analizom hoda nije
pokazan spontani oporavak funkcije tijekom 4 tjedna odnosno 8 tjedana prac¢enja (WRI je
slicnih  vrijednosti s tendencijom pogorSanja protekom vremena), dok sila pritiska i
kontraktura operirane noge pokazuju blagi spontani oporavak funkcije koja na kraju pracenja
ipak znacajno zaostaje za neoperiranom nogom (EPT vrijednost i kontraktura u blazem su
poboljsanju protekom vremena). Nasuprot kontrolnim skupinama, sve Kotretirane skupine
zivotinja, neovisno o0 nacinu primjene (peroralno ili intraartikularno) ili primjenjenoj dozi
pentadekapeptida BPC 157 (mikrogramska ili nanogramska), pokazuju znatno brzi i potpuniji
funkcijski oporavak. WRI i EPT vrijednosti pokazuju kontinuirano pobolj$avanje protekom
vremena, uz tendenciju priblizavanja normalnim vrijednostima na kraju pracenja. Stekli smo
dojam da su vrijednosti kod peroralne primjene na kraju 4 tjedna odnosno 8 tjedana pracenja
diskretno bolje u odnosu na vrijednosti kod intraartikularne primjene. Kontraktura prakticki
potpuno nestaje odmah po primjeni pentadekapeptida BPC 157, bez obzira na na¢in primjene
ili primjenjenu dozu, i ne pojavljuje se tijekom cijelog vremena prac¢enja. Kod posttretiranih
skupina zivotinja, neovisno o primjenjenoj dozi i nac¢inu primjene, WRI i EPT vrijednosti
pokazuju tendenciju poboljsanja u odnosu na kontrolne skupine protekom vremena, medutim
na kraju prac¢enja odstupanje od normalnih vrijednosti u odnosu na kotretirane skupine je
vece. Ponovno smo stekli dojam diskretno boljih vrijednosti kod peroralne primjene u odnosu

na intraartikularnu primjenu. Medutim, kontraktura opet prakticki potpuno nestaje odmah po
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primjeni pentadekapeptida BPC 157 i ne pojavljuje se tijekom cijelog vremena pracenja.
Rezultati statistiCke analize podataka daju nedvosmislenu potvrdu navedenim razmatranjima.
Kod kotretiranih skupina svi funkcionalni pokazatelji statisticki se znacajno razlikuju od
kontrolnih skupina, neovisno o nacinu primjene i primjenjenoj dozi pentadekapeptida BPC
157. Kod posttretiranih skupina WRI vrijednosti i kontraktura se statisticki zna¢ajno razlikuju
od kontrolnih skupina, dok se EPT vrijednosti statisticki znacajno ne razlikuju, neovisno o

nacéinu primjene i primjenjenoj dozi pentadekapeptida BPC 157.

Morfoloski (makroskopski i mikroskopski), te radioloski pokazatelji u svim kontrolnim
skupinama Zivotinja pokazuju jasno izrazene znakove umjerenog PTOA nakon 4 tjedna
pracenja (makroskopski skor 1, histoloski stupanj 3, radioloski skor 2), dok nakon 8 tjedana
pracenja u svim kontrolnim skupinama pokazuju izrazene znakove teskog, uznapredovalog
PTOA (makroskopski skor 2, histoloski stupanj 5, radioloski skor 4). Nasuprot kontrolnim
skupinama sve kotretirane skupine zivotinja, neovisno o nacinu primjene (peroralno ili
intraartikularno) ili primjenjenoj dozi pentadekapeptida BPC 157 (mikrogramska ili
nanogramska), pokazuju znacajno bolje rezultate. Radioloski skor nakon 4 tjedna pracenja
pokazuje nize vrijednosti u odnosu na kontrolne skupine (prosje¢no 1), dok nakon 8 tjedana
pracenja pokazuje znacajno nize vrijednosti u odnosu na kontrolne skupine (prosje¢no 1-2).
Stekli smo dojam diskretno nizih vrijednosti radiolo§kog skora kod peroralne primjene u
odnosu na vrijednosti kod intraartikularne primjene. Posttretirane skupine pokazuju nesto
manje, no ipak prisutne razlike (prosjecno 3) u vrijednosti radioloskog skora u odnosu na
kontrolne skupine. Ponovno smo stekli dojam diskretno boljih vrijednosti kod peroralne
primjene u odnosu na intraartikularnu primjenu, no bez razlika s obzirom na primjenjenu
dozu. Makroskopski skor kod kotretiranih skupina zivotinja nakon 4 tjedna pracenja pokazuje
nize vrijednosti u odnosu na kontrolne skupine, dok su nakon 8 tjedana pracenja te razlike
znatno vece, bez razlika s obzirom na dozu i nacin primjene pentadekapeptida BPC 157. Kod
posttretiranih skupina razlike u odnosu na kontrolne skupine su znatno manje, no ipak
prisutne. Ponovno smo stekli dojam diskretno boljih rezultata kod peroralne primjene u
odnosu na intraartikularnu primjenu, opet bez razlika s obzirom na primjenjenu dozu.
Histoloski stupanj kod kotretiranih skupina nakon 4 tjedna pracenja pokazuje nize vrijednosti
(prosje¢no 1-2), dok su nakon 8 tjedana pracenja te razlike u odnosu na kontrolne skupine jos
bolje vidljive (prosjecno 2). Gledajuéi histoloski stupanj nema razlika izmedu skupina s
obzirom na dozu i nain primjene pentadekapeptida BPC 157. Razlike u vrijednosti

histoloskog stupnja kod posttretiranih skupina u odnosu na kontrolne skupine manje su
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izrazene, no ipak prisutne bez obzira na primjenjenu dozu i nacin primjene pentadekapeptida
BPC 157. Rezultati statisticke analize podataka nedvosmisleno potvrduju navedena
razmatranja. Kod Kkotretiranih skupina u odnosu na kontrolne skupine pokazana je statisti¢ki
znacajna razlika u radioloskom i makroskopskom skoru za sve skupine pracene 8 tjedana,
neovisno o primjenjenoj dozi i nacinu primjene pentadekapeptida BPC 157, dok je za sve
skupine pracene 4 tjedna pokazana statisticki grani¢no znacajna razlika. Za sve kotretirane
skupine, neovisno o nacinu primjene, primjenjenoj dozi i vremenu pracenja pokazana je
statisticki znacajna razlika u histoloSkom stupnju. Kod posttretiranih skupina nije pokazana
statistiCki znacajna razlika u makroskopskom i radioloskom skoru, za razliku od histoloskog
stupnja gdje je pokazana statistiCki znaCajna razlika bez obzira na nacin primjene i

primjenjenu dozu pentadekapeptida BPC 157.

Rezultati provedenog istrazivanja jasno su potvrdili prvi dio postavljene hipoteze i pokazali
da pentadekapeptid BPC 157 primjenjen u mikrogramskoj ili nanogramskoj dozi ima znacajne
pozitivne ucinke na sprjeCavanje razvoja i progresije PTOA na $takorskom modelu PTOA
koljena, i to na razini funkcionalnog, te radioloskog i morfoloskog (makroskopskog i
histoloskog) ishoda. Detaljnijom analizom rezultata primjetili smo diskretno izrazeniji uc¢inak
peroralne primjene pentadekapeptida BPC 157 u odnosu na intraartikularnu primjenu kod svih
tretiranih skupina, $to se moze objasniti dodatnom traumom koljena S$takora tijekom
intraartikularne aplikacije, ili prevelikim vremenskim intervalima (dva tjedna) izmedu
pojedinih aplikacija. Nepostojanje razlike s obzirom na primjenjenu dozu u skladu je sa
brojnim ranijim istrazivanjima ucinaka pentadekapeptida BPC 157. NeSto manje razlike
izmedu tretiranih 1 kontrolnih skupina nakon 4 tjedna pra¢enja mogu se objasniti time da u
navedenom vremenskom periodu dolazi do razvoja tek umjerenog osteoartritisa kod
kontrolnih skupina, dok su kod skupina pracenih 8 tjedana sve razlike puno izrazenije jer u
navedenom vremenskom periodu dolazi do razvoja teSkog, uznapredovalog osteoartritisa kod
kontrolnih skupina. Uoceni paradoksni nestanak kontrakture koljena odmah po primjeni
pentadekapeptida BPC 157, neovisno o primjenjenoj dozi, nafinu primjene ili trenutku
poCetka primjene, takoder je sukladan brojnim dosadasnjim istrazivanjima. Rezultati
radioloSkog 1 makroskopskog skoriranja kod kotretiranih skupina koji su grani¢no statisticki
Znacajni mogu se objasniti malim brojem Zivotinja u pojedinoj skupini, kao 1 relativno uskim
rasponom mogucih radioloskih i makroskopskih skorova (Sto je osobito izrazeno kod
makroskopskog skoriranja). Dobiveni rezultati pracenja posttretiranih skupina potvrdili su i

drugi dio postavljene hipoteze, odnosno potvrdili su regresiju ve¢ razvijenog PTOA
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primjenom pentadekapeptida BPC 157 na razini funkcionalnog ishoda, s obzirom na to da su
rezultati funkcionalnih testiranja na kraju pracenja posttretiranih skupina bolji u odnosu na
rezultate kontrolnih skupina nakon 4 tjedna pracenja. Svi rezultati na kraju pracenja
posttretiranih skupina su zna¢ajno bolji u odnosu na rezultate kontrolnih skupina nakon 8
tjedana pracenja, $to dodatno potvrduje i prvi dio postavljene hipoteze, da primjena
pentadekapeptida BPC 157 znacajno pozitivno utjeCe na sprjeCavanje razvoja i progresije
PTOA. Navedeno je jasno vidljivo na razini funkcionalnog ishoda gdje su rezultati tretiranih
skupina statisticki znacajno bolji u odnosu na rezultate kontrolnih skupina, te na razini
histoloskog ishoda gdje je razlika takoder statisticki znacajna, dok se statisticki granicno
znacajni rezultati na razini radioloskog i makroskopskog ishoda mogu tumaciti malim brojem
zivotinja u pojedinoj skupini i relativno uskim rasponom mogucih radioloskih, i osobito

makroskopskih skorova, kako je ranije spomenuto.

Navedena razmatranja rezultata provedenog istraZivanja namecu jasnu potrebu za daljnjim
istrazivanjima na istom eksperimentalnom modelu na barem dvije osnove. Prva osnova je na§
steceni dojam diskretno boljih rezultata kod peroralne primjene u odnosu na intraartikularnu
primjenu, Sto namece potrebu za istrazivanjem ucinaka pentadekapeptida BPC 157 kod
intraartikularne primjene u kra¢im vremenskim intervalima izmedu pojedinih aplikacija (npr.
jednom tjedno). Druga osnova za daljnja istraZivanja je trazenje morfoloske i radioloske
potvrde regresije ve¢ razvijenog PTOA, $to namece potrebu za istrazivanjem ucinaka
pentadekapeptida BPC 157 kroz dulji vremenski period pracenja posttretiranih skupina (npr.
12 ili 16 tjedana).

5.4. Sadasnje farmakoloSke terapijske mogucénosti

Trenutno ne postoji farmakoloski agens za terapiju osteoartritisa koji mijenja tijek bolesti.
Sama ¢injenica da 50 % bolesnika sa traumatskom ozljedom zgloba razvije PTOA, i da PTOA
¢ini 12 % svih slucajeva osteoartritisa namece potrebu za pronalaskom takvog agensa, koji bi
djelujuci u akutnoj posttraumatskoj upalnoj fazi, prevenirao ili odgodio razvoj OA. Idealna
farmakoloska terapija trebala bi inhibirati posttraumatske upalne odgovore, prevenirati smrt
stanica, te prevenirati degradaciju i stimulirati produkciju novog hrskavi¢nog ekstracelularnog
matriksa (inicijalno ometati rana kataboli¢ka i upalna zbivanja, a potom poticati anabolicka

zbivanja). Cilj terapije trebala bi biti 1 trenutna, 1 dugoro¢na korist, $to bi podrazumijevalo
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pocetak terapije odmah nakon ozljede. Povoljan na¢in primjene u ranoj fazi nakon ozljede je
intraartikularna injekcija koja omoguéuje visoku koncentraciju agensa na mjestu ozljede uz
nisku sustavnu izloZenost §to smanjuje rizik od sustavnih nuspojava. Brojni farmakoloski
agensi kao $to su inhibitori kaspaza [207, 208], inhibitori citokina [209], faktori rasta [210,
211], inhibitori enzima degradacije ekstracelularnog matriksa [212], i mnogi drugi, istaknuti
su 1 istrazivani kao potencijalna terapija OA. Medutim, nijedan istrazivani agens do sada nije

etiketiran kao agens koji mijenja tijek bolesti. [198]

Pentadekapeptid BPC 157 sa svojim dobro poznatim svojstvima izostanka toksi¢nih ucinaka,
nuspojava u testiranjima, i ¢injenicom da letalna doza nije dostignuta [147, 148] zasigurno je
pogodan, kako za intraartikularnu, tako i za sustavnu primjenu. U svjetlu ¢injenice o akutnoj
posttraumatskoj upalnoj fazi razvoja OA kao idealnom terapijskom ,,prozoru“ za primjenu
potencijalnog agensa, te dokazanog protuupalnog djelovanja pentadekapeptida BPC 157 [161]
i njegove sposobnosti gotovo potpune funkcionalne i histoloske restitucije organa i tkiva [11,
152, 156-158], jasan je potencijal pentadekapeptida BPC 157 za inhibiciju ranih kataboli¢kih i
upalnih zbivanja, te za poticanje anaboli¢kih zbivanja, §to su trazena svojstva farmakoloske
terapije OA. Sve navedeno snazno ukazuje na potencijal pentadekapeptida BPC 157 da
postane farmakoloski agens za terapiju OA koji mijenja tijek bolesti. Pokazana u¢inkovitost u
mikrogramskoj i nanogramskoj dozi jasan je pokazatelj iznimnog endogenog ucinka primjene

pentadekapeptida BPC 157, i osnova za daljnja istrazivanja u jo§ nizim dozama.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati provedenog istrazivanja potvrduju prvi dio postavljene hipoteze i pokazuju da

primjena pentadekapeptida BPC 157 ima znac¢ajan ucinak na sprjeCavanje razvoja i progresije

PTOA na kirurskom modelu PTOA koljena u $takora. Dobiveni rezultati takoder potvrduju i

drugi dio postavljene hipoteze i pokazuju da primjena pentadekapeptida BPC 157 dovodi do

regresije ve¢ razvijenog PTOA na kirurSkom modelu PTOA koljena u stakora.

Analizom tih rezultata moze se zakljuciti slijedece:

>

pokazana je u¢inkovitost pentadekapeptida BPC 157 u smislu ocuvanje funkcionalnog
integriteta noge (analiza hoda i test pritiska ekstenzora),

pokazana je ucinkovitost pentadekapeptida BPC 157 u smislu sprje¢avanja nastanka
kontrakture koljena (test za procjenu kontrakture koljena),

pokazana je uéinkovitost pentadekapeptida BPC 157 u smislu smanjenja pojavnosti
radioloskih znakova osteoartritisa koljena (Kellgren-Lawrence skor),

pokazana je ucinkovitost pentadekapeptida BPC 157 u smislu smanjenja pojavnosti
makroskopskih znakova osteoartritisa koljena (makroskopski skor),

pokazana je uéinkovitost pentadekapeptida BPC 157 u smislu smanjenja pojavnosti
histoloskih znakova osteoartritisa koljena (OARSI stupanj),

pokazana je ucinkovitost pentadekapeptida BPC 157 kod peroralne i intraartikularne
primjene, te u dozi 10 pg/kg i 10 ng/kg,

pokazana je statistiC¢ka znaajnost za sve navedene ucinke,

potrebno je provesti daljnja istrazivanja 0 ucincima primjene pentadekapeptida BPC
157 na istom eksperimentalnom modelu, te potom i na drugim animalnim modelima u

cilju utvrdivanja primjenjivosti rezultata na prevenciju i lije¢enje PTOA u ljudi.
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7. SAZETAK

Uvod. Osteoartritis (OA) je najcescéa bolest zglobova i jedan od najvaznijih uzroka bolnosti,
onesposobljenja i ekonomskih gubitaka u svim populacijama. Znatan udio (12 %) ukupne
pojavnosti OA posljedica je zglobnih ozljeda. Uz najbolju trenutno mogucu skrb znac¢ajnih
zglobnih ozljeda, rizik za razvoj posttraumatskog OA (PTOA) krece se od oko 20 % do vise
od 50 %. S obzirom da trenutno ne postoji farmakoloski agens za terapiju osteoartritisa Koji
mijenja tijek bolesti, te na brojne pozitivne ucinke pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje

razli¢itih ozljeda i tkiva, nametnuta je potreba za ovim istrazivanjem.

Materijali i metode. Istrazivanje je provedeno na kirurskom modelu PTOA koljena u Stakora
(zenke Wistar albino $takora prosjecne tezine 200g i dobi 8-10 tjedana drzane u standardnim
uvjetima) nakon transekcije MCL-a, medijalne meniscektomije i transekcije ACL-a desnog
koljena. Pentadekapeptid BPC 157 primjenjen je u dozi 10 ug/kg ili 10 ng/kg, otopljen u vodi
za pice, peroralno (0,16 pg/ml ili 0,16 ng/ml, 12 ml/$takor/dan, svakodnevno do zrtvovanja),
te otopljen u fizioloskoj otopini, intraartikularno (20 pg/ml ili 20 ng/ml, 0,1 ml/aplikacija,
dvotjedni intervali, prva aplikacija neposredno nakon operacije, zadnja aplikacija dva tjedna
prije zrtvovanja). Kontrolne skupine dobivale su ¢istu vodu za pice ili 0,1 ml fizioloske
otopine intraartikularno. S obzirom na nacin primjene i primjenjenu dozu BPC 157 zivotinje
su nakon operacije rasporedene u 12 tretiranih i 6 kontrolnih skupina (svaka sa po 5 Zivotinja)
metodom sluc¢ajnog odabira (kotretman 4 tjedna, kotretman 8 tjedana, posttretman 8 tjedana -
tretiranje je pocelo nakon 4 tjedna). Tijekom trajanja pokusa funkcionalna testiranja (analiza
hoda, test pritiska ekstenzora, test za procjenu kontrakture koljena) vrSena su 1., 7., 14., 21.,
28., 42. i 56. poslijeoperacijski dan. Zrtvovanje je provedeno 28. dan za kotretman 4 tjedna i
56. dan za kotretman 8 tjedana i posttretman. Neposredno nakon Zrtvovanja provedena je

RTG obrada 1 makroskopska procjena, te priprema preparata za histolosku obradu.

Rezultati. Funkcionalni pokazatelji u svim kontrolnim skupinama jasno su ukazali na
znacajan gubitak funkcije operirane noge neposredno nakon operacijskog zahvata. Nasuprot
kontrolnim skupinama sve kotretirane skupine pokazale su znatno brzi i potpuniji funkcijski
oporavak. Kod posttretiranih skupina vidljivo je poboljsanje funkcije u odnosu na kontrolne
skupine protekom vremena, medutim konacne vrijednosti znacajno zaostaju za normalnim
vrijednostima. Makroskopski i histoloski, te radioloski pokazatelji u kontrolnim skupinama

pokazali su jasno izrazene znakove umjerenog PTOA nakon 4 tjedna pracenja, dok su nakon 8
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tjedana pokazali izrazene znakove teSkog, uznapredovalog PTOA. Nasuprot kontrolnim
skupinama sve kotretirane skupine pokazale su znacajno bolje rezultate. Kod posttretiranih
skupina razlike u odnosu na kontrolne skupine bile su znatno manje. Vidljiva je uc¢inkovitost
pentadekapeptida BPC 157 kod peroralne i intraartikularne primjene, te u dozi 10 pg/kg i 10

ng/kg. StatistiCkom obradom rezultati su potvrdeni kao statisti¢ki zna¢ajni (P<0,05).

Zakljucak. Primjena pentadekapeptida BPC 157 ima znacajan ucinak na sprjeCavanje razvoja
I progresije PTOA, te na regresiju ve¢ razvijenog PTOA na kirurskom modelu PTOA koljena

u Stakora, neovisno o nacinu primjene i primjenjenoj dozi.
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8. SUMMARY

Introduction. Osteoarthritis (OA) is the most common joint disease and among the most
important causes of pain, disability and economic loss in all populations. A substantial
fraction (12 %) of the overall burden of disease of OA arises secondary to joint trauma. With
the best current care of significant joint injuries, the risk of post-traumatic OA (PTOA) ranges
from about 20 % to more than 50 %. Considering that disease-modifying OA therapies are
presently not available, and numerous positive effects of pentadecapeptide BPC 157 on

healing of different injuries and tissues, the need for this investigation is imposed.

Materials and methods. Research was conducted on surgical model of knee PTOA in the rat
(female Wistar albino rats weighing an average of 200 g and aged 8-10 weeks, kept in
standard conditions) after MCL transection, medial meniscectomy and ACL transection of the
right knee. Pentadecapeptide BPC 157 was administred in doses of 10 ug/kg or 10 ng/kg,
dissolved in drinking water, perorally (0,16 pg/ml or 0,16 ng/ml, 12 ml/rat/day, dailly till
sacrifice), and dissolved in saline solution, intraarticularly (20 pug/ml or 20 ng/ml, 0,1
ml/aplication, two weeks interval, first aplication immediately after surgery, last aplication
two weeks before sacrifice). Control groups received pure drinking water or 0,1 ml of saline
solution intraarticularly. Considering route of administration and administred dose, after
surgery animals were distributed in 12 treated and 6 control groups (each group with 5
animals), randomly (cotreatment 4 weeks, cotreatment 8 weeks, post-treatment 8 weeks -
treatment started after 4 weeks). Throughout whole duration of experiment, functional
measurements (gait analysis, extensor postural thrust, assessment test for knee contracture)
were conducted on day 1, 7, 14, 28, 42 and 56 after surgery. Sacrifice was conducted on day
28 for cotreatment 4 weeks, and on day 56 for cotreatment 8 weeks and post-treatment.
Immediately after sacrifice radiological interpretation and macroscopical assessment were

conducted, as well as preparing of samples for histological interpretation.

Results. Functional indicators in all control groups clearly indicated significant loss of
function of operated leg immediately after surgery. As opposed to control groups, all
cotreated groups showed substantially faster and more complete functional recovery. In post-
treated groups contrary to control groups improvement of function was visible throughout
time, however definitive values differed significantly from normal values. Macroscopical and

histological, as well as radiological indicators in control groups showed clearly expressed
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signs of moderate PTOA after 4 weeks, and clearly expressed signs of heavily, advanced
PTOA after 8 weeks. As opposed to control groups, all cotreated groups showed substantially
better results. In post-treated groups in comparison with control groups differences were
significantly lower. Effectiveness of pentadecapeptide BPC 157 is clearly visible at peroral
and intraarticular administration, and at doses of 10 pg/kg and 10 ng/kg. Statistical analysis
showed results statistically significant (P<0,05).

Conclusion. Pentadecapeptide BPC 157 administration have substantial effect on prevention
of developement and progression of PTOA, and on regression of already developed PTOA on
surgical model of knee PTOA in the rat, independently of admistration route and administred

dose.

Effects of pentadecapeptide BPC 157 on post-traumatic knee osteoarthritis in the rat
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