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1. UVOD
1.1. Prikaz problema

Ligamentarne ozljede joS uvijek Cine veliki zdravstveni problem, i to ne
samo poradi svoje ucestalosti, ve¢ zbog Cinjenice da kao rezultat cijeljenja
ligamenata nastaje reparacijsko tkivo na mjestu ozljede. Osim toga, tim se
cijelienjem ne normaliziraju biomehaniCke i biokemijske osobine ligamenta
veC¢ se kompenzatornim povecanjem volumena i popreCnog presjeka
zacijeljenog ligamenta omogucéuje funkcija vrlo sliéna zdravom ligamentu.'
Stoga ne ¢udi da su danas predmetom istrazivanja nacini i/ili tvari koji mogu
poboljSati sam proces cijeljenja s ciliem da umjesto reparacijskog tkiva krajniji
rezultat bude regeneracija ligamenta.>°

Ligamentarne ozljede osobito Cesto susrecemo prilikom sportskih
aktivnosti pa tako analiza Engleskog nacionalnog registra ozljeda pokazuje
da one &ine, ovisno o sportu, izmedu 36 i 75% svih sportskih ozljeda."
Rezultati istrazivanja «Kaiser Foundation» (SAD) kazuju da godisSnja
incidencija tezih ligamentarnih ozljeda koljena iznosi 98 na 100 000 osoba, a
viSe od 85% tih ozljeda jesu ozljede prednje krizne sveze (LCA) i medijalnog
kolateralnog ligamenta (LCM)."”? Prema rezultatima drugog istraZivanja u
SAD-u oko 40000 ljudi godi$nje ima izoliranu ozljedu LCM-a."™ Ozljede LCM-
a osobito su Ceste u nekim kontaktnim sportovima, primjerice u nogometu,
ragbiju te hokeju na ledu.”®' U skijanju ozljede LCM-a &ine &ak i do 60%
svih ozljeda koljena.®

Nakon utvrdivanja ligamentarne ozljede od najvece je vaznosti
provesti adekvatno lijedenje.”” Naime, ako se tim lijeenjem ne uspostavi
potpuna funkcija ligamenta nastat ¢e nestabilnost zgloba koja ¢e ne samo
ograniciti daljnju radnu i sportsku aktivnost ozljedenika, ve¢ ¢e omoguciti i
brzi razvitak degenerativnih promjena u tom zglobu. Saznanje o moguc¢nosti
zacijeljivanja izolirane ozljede LCM-a i bez kirurS8kog zahvata razlogom je $to
je danas neoperacijsko lijeCenje metoda izbora bez obzira na stupanj
ozliede.m2" Ono se zasniva na no$enju ortoze tijekom 6 do 12 tjedana i

smanjenju tjelesne aktivnosti, naravno uz provodenje fizikalne terapije.’”?’



No, usprkos tome Cak 13% tako lije€enih bolesnika razvija rane znake
degenerativnih promjena na standardnim radioloSkim snimcima (pozitivan
Fairbankov znak) vrlo brzo po zavrenome lije¢enju.® Osim toga, rezultati
istraZivanja su pokazali da se cijeljenjem ne normaliziraju biomehanicke i
biokemijske osobine LCM-a te da histomorfolo$ki izgled zacijeljenog LCM-a
nije isti kao u zdravog ligamenta."* Upravo ti nezadovoljavajuéi ishodi
ljeCenja ozljeda LCM-a do danas opisanim i primjenjenim metodama kao i
nepostojanje nekog farmakoloSkog ili drugog agensa koji bi poboljSao
cijelienje  ligamenta uz odlicne rezultate istraZivanja primjene
pentadekapeptida BPC 157 za cijeljenje razliCitih rana, potom za cijeljenje
kirurSki naCinjene ozljede tetive i miSi¢a, kao i za cijeljenje tetive za kost
potaknuli su ovo istraZivanje.?*® Ogekivani znanstveni doprinos ovog
istraZivanja trebao bi se oc€itovati u poboljSanju cijeljenja kirurdki izazvane
ozljede LCM-a u Stakora primjenom pentadekapeptida BPC 157. Osim toga,
to poboljSanje cijeljenja ligamenta bi se trebalo pokazati i na drugim
modelima u daljnjim istraZivanjima, $to bi u konacnici dovelo i do Klini¢ke
primjene pentadekapeptida BPC 157 kod ozljede LCM-a, a i drugih

ekstrartikularnih ligamenata u ljudi.



1.2. Grada i funkcija ligamenta

Ligamenti (zglobne sveze) su strukture gradene od gusto formiranog
vezivnog tkiva Cija su vlakna rasporedena u pravilne snopove s obzirom na
prisutne mehanicke uvjete."™ Oni spajaju dvije kosti koje formiraju zglob i
zajedno sa zglobnom ¢ahurom vazan su Cinitelj osiguranja stalnog doticaja
medu zglobnim tijelima. Ligamenti mogu biti smjesteni izvan zgloba pa ih
onda nazivamo ekstraartikularnim ili periartikularnim svezama ili su pak
smjesteni unutar zgloba pa je onda rije€ o intraartikularnim svezama, a mogu
biti i utkani u zglobnu &ahuru pa tada govorimo o kapsularnim svezama.'*

Funkcija ligamenata je u prvome redu mehanicka, tj. oni pasivno
stabiliziraju zglob i kontroliraju da se kretnje u zglobu odvijaju u fizioloSkim
granicama distribuirajuci pritom optereCenje i na taj naCin Stite i druge
zglobne strukture, primjerice hrskavicu, od osteéenja.>**3? lako se doima da
je ligament jednostruka struktura, ovisno o polozaju zgloba i primjenjeno;j sili,
neka se vlakna ligamenta napinju, a neka ostaju opustena, sto potvrduje da
je ligament mnogo kompleksnija struktura no $to se misli.** U novije se
vrijeme sve viSe spominje i neurosenzorna funkcija Iigamenta.33 Naime,
funkcionalni mehanoreceptori koji su pronadeni u ligamentarnome tkivu imaju
vaznu ulogu u kontroli pokreta. Oni mijenjaju miSiénu aktivnost kao odgovor
na pojacano opterecenje zgloba, te na taj nacin stabiliziraju zglob i Stite ga od
oStecenja. Taj odgovor valja jasno razlikovati od propriocepcije, pod kojom
podrazumijevamo svjesnu percepciju polozaja ekstremiteta u prostoru, a koja
je uzrokovana odgovorom miSi¢nih receptora koji su u prvome redu osjetljivi
na promjenu duljine misi¢a.>*

Vezivna tkiva, pa tako i ligament, sastoje se od dvije komponente —
stanica i medustaniéne tvari."**®*? Manje od 5% ukupnog volumena
ligamenta zaposjednuto je stanicama. Osnovne stanice ligamentarnog tkiva
su fibroblasti."*3%%? Oni su uloZeni u medustaniénu tvar i odgovorni su za
sintezu medustani¢ne tvari. Osim toga, odgovorni su i za bioloski odgovor
ligamenta na mehanicke uvjete, kao i za remodeliranje i cijeljenje ozlijedenog
ligamenta. Fibroblasti su vretenastog oblika i imaju veliku, ovalnu jezgru te

obilnu i nepravilno razgranatu citoplazmu. lako se moze Ciniti da su fibroblasti



funkcionalno i fizi€ki izolirani novija su istrazivanja pokazala da oni mogu
komunicirati putem izdanaka citoplazme. Naime, ti se citoplazmatski izdanci
mogu dosta istegnuti pa se mogu spajati i s citoplazmatskim izdancima
susjednih stanica i putem medustaniénih sveza, tzv. «gap junctionsy.’*%
Postojanje tih medustani¢nih sveza omogucuje spajanje stanica, elektricki i
kemijski, i prijenos iona i molekula manjih od 1kDa. Fibroblasti imaju dva
stadija aktivnosti, aktivno stanje i stanje mirovanja, a ta se dva stadija i
morfoloski razlikuju, pa pojedini autori nazivaju stanicu u mirovanju
fibrocitom.*®® Svaka je stanica integrirana unutar  kompleksa
trodimenzionalne staniCne mreze koja se proteze duz ligamenta putem
dugackih citoplazmatskih izdanaka i medustaniCnih sveza. Stanice su
gledajuci izvan tog trodimenzionalnog kompleksa postavljene u paralelne
nizove tako da su susjedni nizovi medusobno povezani citoplazmatskim
izdancima i medustani¢nim svezama i da &ine fascikul (snopié).>** Skupina
fascikula omotana je ovojnicom tankog vezivnog tkiva — endoligamentom.™
43033 Endoligament je znatno bogatiji stanicama, a izdanci tih stanica
usmjereni su perpendikularno na stanice unutar snopa i na taj nacin vezuju
snop koji okruzuju i €ine funkcionalnu jedinicu te omogucuju susjednim
snopovima da medusobno Kklizu. Svi snopovi ligamenta omotani su
zajedniCkim znatno prokrvljenijim ovojem vezivnog tkiva Kkoji nazivamo
epiligamentom.’**%% Kao i endoligament i epiligament je bogatiji stanicama,
a za razliku od ostalih dijelova ligamenta te su stanice viSe okruglastog
oblika, a izdanci tih stanica usmjereni su perpendikularno na uzduznu

osovinu ligamenta.*®

Medustaniénu tvar ligamenta &ine osnovna tvar, vlakna te voda.'*%%

Biokemijski gledano voda €ini izmedu 65 i 70% sveukupne tezine ligamenta,
dok je glavna kruta komponenta ligamenta kolagen koji €ini oko 75% suhe
tezine ligamenta.”**%*® Osnovnu tvar izgraduju glikozaminoglikani koji &ine
svega oko 0,5% suhe tezine ligamenta ali ih proporcionalno ima vise no u
tetivama i od osobite su vaznosti poradi njihove sposobnosti da veZzu vodu, te
strukturni glikoproteini medu kojima ima najvise aktina fibronektina i
laminina."*3%3 Osnovna tvar je bezbojna i homogena te ispunjava prostore

izmedu fibroblasta i vlakana vezivnog tkiva i povezuje ih medusobno. Zbog



svoje viskoznosti djeluje kao mazivo i kao zapreka ulazenju stranih Cestica u
tkivo.

Ligament izgraduju tri vrste vlakana: kolagena, elasticna i
retikulinska.”**%*% Najveéi dio kolagenskih vlakana pripada kolagenu tip I, i
to izmedu 70 i 80%, a potom slijede tip 11l (8%) i tip V (12%), dok su ostali
tipovi primjerice Il, IX, X, Xl i Xll, znatno rjede zastupljeni. Najvazniji odrednik
poloZaja kolagenih vlakana jest smijer sile opterecenja kojoj je tkivo izlozeno.
Tako su kolagena vlakna tip | u patelarnom ligamentu usmjerena usporedno
s osi opterec¢enja, dok je raspored tih vlakana u LCM-u razliCit jer je prijenos
sile u vise smjerova.* Nekolagena bjelanéevina elastin, koja &ini manje od
1% suhe tezine ligamenta, glavni je sastojak elasti¢nih viakana koja nemaju
pravilnu strukturu i koja se sastoje iz mikrofibrila i amorfne tvari.*

Ligamentarno je tkivo hipovaskularno, a rezultati istrazivanja su
pokazali da je samo do 2% ukupnoga volumena ligamenta zaposjednuto
krvnim Zilama.**3¢3” Najvedi dio krvnih Zila nalazi se ne povrsini ligamenta, u
tzv. epiligamentarnome dijelu ligamenta, nasumce formirajuci spletove Zilica
nepravilnih oblika i usmjerenja koji pokazuju tipi€no granjanje u male
kanalice.**%3" Te krvne Zilice, prema istome obrascu, prate senzorni i
proprioceptivni ziv€ani ogranci kojih najviSse ima uz hvatiSta ligamenta za
kost. Valja naglasiti da epiligamentarni dio postupno prelazi u periost oko
hvatista ligamenta za kost. Unutar ligamenta prokrvljenost je znatno slabija, a
Zilice su ravnije i postavljene su uz kolagena vlakna usporedno s uzduznom
osi ligamenta pri demu se vrlo rijetko susreéu anastomoze.**=¢* Te krvne
Zilice prate i ziv€ani ogranci koji pokazuju takoder longitudinalno usmjerenje.

Inervaciju ligament dobiva od susjednih miSi¢nih, koznih ili zglobnih
Zivéanih spletova.”3%%" Kao $§to smo istaknuli, u epiligamentarnom dijelu
ligamenta Ziv€ani ogranci prate spletove krvnih Zilica. Najveci broj tih ziv€anih
vlakana ne ulazi u ligament ve¢ kao ziv€ani zavrSeci ostaju na povrsini.

HvatiSte ili insercijsko mjesto jest naziv za podruc€je prijanjanja
mekotkivnih struktura za kost, a u tu skupinu uz ligament ubrajamo i tetivu i
zglobnu &ahuru.* To je mjesto koje pomaze disperziji razli¢ith modula
elasticnosti tih struktura i kosti ¢ime se izbjegava koncentracija vrSnog

opterecCenja na jednom mjestu. Razlikujemo dva tipa ligamentrarnog hvatista,



izravni i neizravni.**'%% |zravni tip hvati$ta jest onaj gdje se niti ligamenta
izravno hvataju na kost. Taj se tip naziva joS i vezivno-hrskavicni
(fibrokartilaginozni) poradi postojanja dviju vrsta vezivne hrskavice.
MorfoloSki gledano, izravni tip mozemo podijeliti u Cetiri zone, a to su
ligament, neovapnjela vezivna hrskavica (Sirine do 0,6 mm), ovapnjela
vezivna hrskavica (Sirine do 0,4 mm) te kost. Izmedu podrudja dviju vezivnih
hrskavica je tanka nazubljena crta koja oznaCava granicu ovapnjenja. Ta je
granica bogata proteoglikanima, a kolagena vlakna bez prekida prolaze kroz
granicu ovapnjenja u trabekularni dio kosti. Primjeri ovakvoga hvatista su
hvatiste medijalnog kolateralnog ligamenta koljena za natkoljeni¢nu kost, te
hvati$te Ahilove tetive za petnu kost.**®* Kod neizravnog hvatista povréne
se niti ligamenta stapaju s periostom, doim se srediSnja vlakna hvataju
direktno za kost putem Sharpey-evih vlakana, ali pod ostrim kutem, tj. koso.
Stoga se neizravno hvatiste naziva jos i periostalnim. Vazno je istaknuti da
vlakna koja prolaze kroz periost zavrSavaju u trabekularnome dijelu kosti i ne
ulaze u Haversove kanale. Takva hvatiSta ligamenata mozemo naéi na
mjestima gdje ligamenti premoséuju epifiznu plo€u rasta i ona se produljuju
sinkronizirano s koStanim rastom. Primjeri neizravnog hvatiSta su hvatiste
medijalnog kolateralnog ligamenta koljena za goljeniénu kost, te hvatiste

tetive supraspinatusa za greben lopatiéne kosti.*>%%



1.3. Biomehanicke osobine ligamenta

Jedna od osnovnih funkcija ligamenta jest da pruza otpor sili
rastezanja i da na taj nacin odrzava kretnje zgloba u njegovim fizioloSkim
granicama. Jasno je da je vrlo teSko ¢vrsto prihvatiti meko tkivo u stezaljke
Sto je potrebno prilikom biomehaniCkog ispitivanja, pa je to uz relativhu
kratkoCu ligamenta razlogom Sto se za testiranje rabi kompleks kost-
ligament-kost kao funkcionalna jedinica.*® S obzirom na strukturalne osobine
tog kompleksa prilikom testiranja rastezljivosti dobiva se karakteristiCna
krivulja odnosa optereéenja i produljenja.™*%14? Naime, ta krivulja ima tri
jasna segmenta i ponasSa se znatno drugacije od gotovo linearnog odnosa
elasticnih tijela (Slika 1.).

U prvome segmentu te krivulje uz povecanje deformacije dolazi do
eksponencijalnog povecCanja naprezanja, i stoga je taj dio krivulje s
konkavitetom prema gore (engl. toe region).”**%#42 Taj nelinearni odgovor
najvjerojatnije je rezultat progresivnog izravnanja, kao i istezanja pojedinih
kolagenih vlakna (taj se proces naziva regrutiranje). Smatra se kako je
unutar tog dijela krivulje fizioloSki raspon istezanja pri normalnoj funkciji
strukture. Drugi segment krivulje ima linearni odnos naprezanja i vlacne
deformacije (produljenja) i odgovara reverzibilnom, elasticnom istezanju
kolagenih vlakana. 34142 Naime, s poveéanjem opterecenja poveéava se i
krutost tkiva pa je nagib krivulje stalan. Na taj nacin ligamenti onemogucuju
prekomjerni pomak zglobnih tijela i time odrzavaju polozZaj i usmjerenje
zgloba prilikom snazne miSi¢ne kontrakcije. Tre¢i segment odgovara opet
nelinearnome dijelu krivulje, samo sada s konkavitetom prema dolje. 394142
To je podrucje plasticne deformacije i popustanja strukture sve do tocke
pucanja. Strukturalne se osobine ligamenata prikazuju slijede¢im
parametrima: sila pucanja, krajnje produljenje, krutost te energija apsorbirana

do trenutka pucanja.

Sila pucanja (engl. ultimate load) se izrazava u njutnima (N), a ona jest
najvece opterecenje koje je tijekom ispitivanja opazeno, ono opterecéenje tik

prije pucanja ligamenta.



Krajnje produljenje ili elongacija (engl. ultimate elongation) se izrazava u
milimetrima (mm), a pokazuje koliko se ligament moze istegnuti od svoje
normalne duljine prije zapoCetog opterecenja do trenutka pucanja ligamenta.
Krutost (engl. stifness) se izrazava u njutnima po milimetru (N/mm), a
pokazuje odnos izmedu optereéenja i produlijenja mjerena ispod nagiba
linearnog dijela krivulje.

Energija apsorbirana kod pucanja (engl. energy absorbed at failure) se

izraZzava u N-mm, a oznacuje Citavo podrucje ispod dobivene krivulje.

Sila
/‘pucanja Energija

= 400 .
= apsorbirana
e kod pucanja
Krajnje
produljenje

0 2 4 6 8 10
Produljenje (mm)

Slika 1. Krivulja odnosa opterecenja i produljenja koja prikazuje strukturalne
osobine ligamenta, a koja se dobiva prilikom testiranja rastezljivosti kada se
na numeri¢koj kidalici rasteZe preparat kost-ligament-kost.

MehaniCke osobine ligamenata ovise o viSe Cimbenika, o gradi i
strukturi osnovnih vlakana kolagena, o njihovom rasporedu unutar tkiva, o

uzajamnome djelovanju kolagenih vlakana i osnovne tvari, kao i o sadrzaju i

1-4,39,41,42

rasporedu elasticnih vlakana u tkivu. Te osobine dakle



karakteriziraju ponaSanje ligamentarnog tkiva i predstavljaju se krivuljom
stresa i istezanja (Slika 2.).

Istezanje (¢) se definira kao promjena duljine ligamenta prilikom
opterecCenja koja se dijeli s po¢etnom, orginalnom duljinom ligamenta. Pritom
se rabi formula e=l-lo/lo; pri €emu je lo izmjerena duljina ligamenta u mm prije
opterecenja, a | je duljina izmjerena nakon opterecenja u mm. Istezanje (€) se
izraZava u postocima (%).* Stres (o) se definira kao optereéenje na jedinicu
popre¢nog presjeka ligamenta. Mjerna jedinica je njutn po kvadratnome
milimetru (N/mm2), a izraCunava se prema formuli o=F/A; pri Cemu je F sila,
a A povrsina popreénog presjeka ligamenta.* Buduéi da se stres definira kao
opterecenje na jedinicu popre¢nog presjeka od osobite je vaznosti tocno
izmjeriti popre¢ni presjek ligamenta. Dok su se isprva rabile gravimetrijske
metode za mjerenje poprecnog presjeka ligamenta jer su se druge metode,
primjerice mjerenje mehanickim Sestarima, pokazale vrlo neto¢nim, danas se
za to koristi laserski mikrometar.*? No, i ta metoda vrlo ¢esto moze dovesti do
vecCih pogreSaka poradi vrlo slozene geometrije ligamenata. Dobivena krivulja
stres-istezanje takoder je nelinearna i ima tri jasno odijeljena segmenta, kao i
krivulja opterecenja-produljenja.® | iz krivulje stres-istezanje mogu se
izraCunati neki parametri, a to su krajnji stres (vlatna C&vrsto¢a), konacno

istezanje, Youngov modul elastiCnosti te energija istezanja.

Krajnji stres (engl. ultimate stress, ili ranije tensile strength) se izrazava u
njutnima po milimetru kvadratnome (N/mmz2), a to jest maksimalni stres koji
podnosi tkivo prije pucanja.

Konaéno istezanje (engl. ultimate strain) se izrazava u postocima (%), a to je
veli€ina istezanja prilikom pucanja.

Youngov modul elasticnosti (engl. Young's modulus, ili ranije tangent
modulus) izrazava se u njutnima po milimetru kvadratnome (N/mm2), a to je
odnos izmedu stresa i istezanja koji se mjeri kao nagib linearnog dijela
krivulje stres-istezanje.

Energija istezanja (engl. strain energy density) se izrazava u megapaskalima

(MPa), a to je podrucje ispod krivulje stres-istezanje.
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Slika 2. Krivulja stresa i istezanja koja prikazuje mehanicke osobine
ligamenta.

Ligamenti takoder imaju i viskoelastiche osobine koje su rezultat
medusobnog djelovanja kolagena, molekula proteoglikana i vode s
osnovnom tvari i elastinom.**3%4% Naizmjeniéno opterecenje i rastere¢enje
ligamenta prikazano krivuljom odnosa opterecenje-produljenje pokazuje da
krivulja rastereéenja nije identi¢na krivulji optereéenja (Slika 3.). Naime, ona
ide ispod krivulje optereéenja, pa je i povrSina ispod krivulje manja. 1z toga se
jasno vidi da je energija utroSena u produljenje pri opterecenju veca nego
energija oslobodena pri rastere¢enju i povratu u prvobitne dimenzije. Osim
toga, smjerovi tih opterecenja su razliciti, pa Cine tzv. petlju histereze (engl.
hysteresis loop)."**3* To podrugje histereze prikazuje rasipanje energije.
Valja ista¢i da se pri ponavljanome ciklickom optereCenju — rasterecenju
prvin nekoliko ciklusa medusobno bitno razlikuju, a da kasnije postaju
medusobno sve blizi dok se ne izjednaCe. Razlog tome se nalazi u drugome
viskoelasticnome svojstvu ligamenta koji se naziva stres relaksacija (engl.

stress relaxation) i koje je osnovni zastitni mehanizam ligamenta da ne dode
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do puknuéa uslijed zamora materijala.”>*3°* Osim te dvije viskoelasti¢ne
osobine valja spomenuti i trecu, tzv. efekt jeZenja (engl. creep).'>#3944
Naime, ligament se produljuje kada je dulje vrijeme podvrgnut kontinuiranom
opterecenju, no nakon prestanka opterecenja, te razdoblja odmora, on se

vrac¢a na svoju normalnu duljinu i vra¢a svu svoju krutost.

Opterecéenje

Petlja
histereze

Produljenje

Slika 3. Naizmjeni¢no opterecenje | rasterecenje ligamenta prikazano
krivuliom odnosa opterecenje-produljenje pokazuje da krivulja rasterecCenja
nije identicna krivulji opterecenja, a petlja histereze prikazuje podrucje
rasipanja energije.

11



1.4. Cijeljenje ligamenta

Na stani¢noj je razini bioloSki odgovor na puknuce ligamenta izrazito
slozen proces s jasno odredenim slijedom biokemijskih i morfoloSkih
promjena.>"%414%4¢ Ta3j se proces moze podijeliti na Getiri stadija koja se
medusobno preklapaju. Prvi stadij jest stadij krvarenja, jer nakon prekida
krvnih Zzila dolazi do krvarenja i istjecanja krvi u pukotine nastale medu
rastrgnutim krajevima ligamenta.>'%41%54¢ gStvara se krvni ugrusak koji
spreCava daljnje krvarenje i sluzi kao privremen matriks za migrirajuce
stanice. Osim toga, on otpusta i tzv. «pro-upalne» stanice koje oslobadaju
razliCite citokine i faktore rasta, kao sto su PDGF, TGFB i IGF |i IGF Il. Tada
zapocdinje drugi stadij koji nazivamo upalnim.> 9414546 Neki od tih
oslobodenih faktora su kemotaktiCni za druge stanice kao Sto su
polimorfonuklearni leukociti (neutrofili) i monociti koji migriraju na mjesto
ozljede i Ciste nekrotiCni debris fagocitozom, a u suradnji s intrinziCkim
stanicama (stanice endoligamenta i epiligamenta) oslobadaju drugu bateriju
citokina i faktora rasta i tada zapocinje stvaranje granulacijskog tkiva umjesto
krvnog ugruska $to je prac¢eno i pove¢anom vaskularizacijom toga podrucja.
Upravo to stvaranje granulacijskog tkiva uz neovaskularizaciju te migracija
fibroblasta na mjesto ozljede i poCetak proliferacije fibroblasta vodi k tre¢em
stadiju cijelienja koji se naziva proliferacijskim.>'%4*'4*% U tom stadiju
fibroblasti sintetiziraju novu medustani¢nu tvar, koja se sastoji u prvome redu
od kolagena i glikozaminoglikana, pa se stvara rahlo vaskularno
granulacijsko tkivo izmedu rastrganih krajeva ligamenta. To je tkivo, koje se
jos i naziva oziljnim (engl. scar tissue), isprva poprilicno dezorganizirano s
brojnim nedostacima.*’ Tako se primjerice uoava veéi broj krvnih Zila i
masnih stanica no u tkivu zdravog ligamenta, a uz to je prisutna i znatno
veca celularnost toga tkiva uz potpunu dezorganiziranost medustani¢ne tvari
i bez adekvatnog usmijerenja kolagenih vlakana. Nacin na koji ce
ligamentarno tkivo odgovoriti na cijeljenje (engl. healing response) reguliran
je lokalnom sekrecijom faktora rasta koje izluduju upalne stanice.?"%414%46
Cetvrti stadij nazivamo stadijem remodeliranja, a zapoé&inje priblizno Sest ili

viSe tjedana od ozljede kada je mjesto ozljede ispunjeno neorganiziranim
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granulacijskim tkivom.*>"%414%46 Tq je vrlo spor proces, pa taj stadij cijeljenja
moze trajati mjesecima, ili Cak godinama, a tijekom nje fibroblasti mijenjaju
svoju primarnu funkciju sinteze medustaniCne tvari u njegovu stabilizaciju i
reorganizaciju. Ovi procesi veCinom ovise 0 sazrijevanju vlakana kolagena
koji su odgovorni za obnavljanje krutosti i EvrstoCe ligamenta. Valja istaknuti i
da tijekom stadija remodeliranja dolazi i do smanjenja vaskularizacije i
celularnosti oziljnoga tkiva, a medustani¢na tvar postaje s vremenom sve
viSe nalik normalnom ligamentarnom tkivu, no neke razlike u sastavu, izgledu
i funkciji izmedu oZiljnog tkiva i normalnog ligamentarnog tkiva ostaju trajno.
3-10,41,45,46

Dobro je poznata Cinjenica da svi ligamenti ne cijele do istog
funkcionalnog stupnja. Na taj konacni rezultat utje€u brojni ¢imbenici medu
kojima je jedan od najvaznijih lokalizacija ligamenta, tj. da li je rijeC o
ekstraartikularnom ligamentu (primjer LCM) koji ima veliku sklonost cijeljenju
i time omoguéava povrat funkcije tog ligamenta, ili je pak rije¢ o
intraartikularnom ligamentu (primjer prednja krizna sveza - ACL) koji ima
malu sklonost cijeljenju i cijeli oziljnim tkivom prijanjajuci uz straznju kriznu
svezu ali je u konaénici to cijeljenje potpuno funkcionalno nedjelotvorno.**'
Od drugih do danas poznatih i utvrdenih ¢imbenika valja istaknuti intrinzicke
Cimbenike — dob, spol, hormonalni status, nasljede; mehanicko okruzenje —
stabilnost vs. nestabilnost zgloba kojega je taj ligament dio; stanje samog
ligamentarnog tkiva — prethodne ozljede; te eventualna prisutnost

komorbiditeta — dijabetes melitus.**’

Unatoc velikoj sklonosti cijeljenju, zacijeljeni LCM ima znacajno razliCit
bioloSki sastav, biomehani¢ke osobine, kao i organizaciju medustanicne tvari
¢ak dvije godine nakon ozljede." Do danas su promjene u koli¢ini kolagena,
njegovim poprecnim vezama i organizaciji prepoznati kao uzroci $to
zacijeljeni LCM ima manje vrijedne biomehanicke osobine od zdravog LCM-
a, dok je manje poznat uginak proteoglikana i elastina.>*°*° U ranoj etapi
cijeljenja opazen je porast koli¢ine kolagena tipa Il i tipa V, a u to vrijeme
nastaje i tzv. «turnover» kolagena jer se mijenja odnos tipa | naspram

tipovima 11, V i VI.*3*° Nakon $est tjedana cijeljenja ukupna koli¢ina kolagena
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je niza no u zdravih ligamenata, kao i razina popre¢nih intramolekularnih i
intermolekularnih veza koja ostaje tako snizena i godinu dana nakon ozljede.
Osim tih razlika valja istaknuti joS neke koje perzistiraju i koje su odgovorne
za losija fiziCka obiljeZja zacijeljenoga LCM-a, a to su promijenjeni sastavni
dijelovi medustani¢ne tvari, pove¢ana vaskularnost, pove¢ana celularnost,
nepravilna inervacija te loSe usmjerenje kolagenih vlakana.®**3° Osobito je
vazno joS naglasiti da je promjer kolagenog vlakna zacijeljenog LCM-a manji
u odnosu na zdrav LCM i veliine je izmedu 60 i 70 nm, a nema niti
karakteristicnu bimodalnu (dvofaznu) raspodijelu veliine kolagenih viakana
zdravog LCM-a.*® Istrazivanja su pokazala da LCM ostaje takav tijekom dvije
godine nakon ozljede. lako mehaniCke osobine zacijelienog LCM ostaju
manje vrijedne u odnosu na one zdravog LCM-a, tako je primjerice
istraZivanje Woo-a i suradnika pokazalo da to zacijeljeno tkivo ima izmedu 50
i 70% C&vrstoce zdravog LCM-a, ipak kompenzatorno povecéanje volumena i
popre¢nog presjeka zacijeljenog ligamenta omogucuje funkciju vrlo sli¢nu

zdravom LCM-uy 3473941

Iz svega navedenog moze se zakljuCiti da je
cijelienje ligamenta dinamian proces kojemu se nemoZze to¢no odrediti
zavrSetak te da je rezultat cijeljenja reparacijsko tkivo na mjestu ozljede a ne

regeneracija ligamenta.

Bududi da se cijeljenjem ne normaliziraju biomehanicke i biokemijske
osobine medijalnog kolateralnog ligamenta (LCM-a), a nedostatak se
nadoknaduje povecanjem koliine oziljnoga tkiva, danas su predmetom
istrazivanja nacini/tvari koji mogu poboljSati kvalitetu oZiljnoga tkiva, ili pak
ubrzati proces cijelijenja, kao S$to su faktori rasta, staniCna terapija i

1,3-10,39,41,45,46,51-54 Ranija su

tehnologija prijenosa gena (genska terapija).
istraZivanja koristila razliCite metode i lijekove u cilju poboljSanja cijeljenja
ligamenta. U tablici 1. prikazani su rezultati dobiveni na eksperimentalnim
zivotinjama (Stakor ili kuni¢) nakon kirurSki nacinjene ozljiede LCM-a s
obzirom na koriStene metode lijeCenja: kirurSko lijeCenje i/ili imobilizacija,
primjena nesteroidnih protuupalnih lijekova, hiperbariCha oksigenacija te

primjena ultrazvuka i lasera.>®®°
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Tablica 1. Prikaz najznacCajnih rezultata dobivenih u istraZivanjima u kojima je

procijenjivano cijeljenje LCM-a,®>%

a u kojima su koristene razli¢ite metode
lijeCenja (kirursko lijecenje i/ili imobilizacija, primjena nesteroidnih lijekova,

hiperbari¢na oksigenacija te primjena ultrazvuka i lasera) nakon njegovog

kirurSkog presijecanja.

Metoda lijeCenja
(eksperimentalne Zivotinje)

Autor, godina
istraZivanja

Rezultat

Imobilizacija / operacija

imobilizacija (kuniéi)

Amiel, 1983.%

povecana degradacija kolagena

imobilizacija (Stakori)

Binkley, 1986.%°

povecéana degradacija kolagena

Sivanje i/ili kontrolirano gibanje
(Stakori)

Hart, 1987.%

kontrolirano gibanje poboljsava
cijeljenje

kontrolirano gibanje ili Sivanje
uz imobilizaciju (Stakori)

Inoue, 1990.%

kontrolirano rano gibanje
poboljsava biomehanicke parametre

Sivanje ili bez lijeenja (Stakori)

Weiss, 1991.%

Sivanje ne unapreduje cijeljenje

Nesteroidni protuupalni lijekovi

piroksikam (Stakori)

Dahners, 1988.%°

povecana vlac¢na ¢vrstoca u
usporedbi s kontrolnom skupinom

ibuprofen (kuniéi)

Moorman, 1991.%

bez razlike u usporedbi s
kontrolnom skupinom

celecoxib (Stakori)

Elder, 2001.%

32% manja sila pucanja u usporedbi
s kontrolnom skupinom

piroksikam, naproksen,
rofecoxib, acetaminofen, opijati
(Stakori)

Hanson, 2005.%

samo skupina koja je dobivala
piroksikam ima statisti¢ki znacajno
vecu silu pucanja

Hiperbaricna oksigenacija

hiperbari¢na oksigenacija
(Stakori)

Horn, 1999.%

statisti¢ki znacajno povecava silu
pucanja nakon 4 tjedna

hiperbari¢na oksigenacija
(Stakori)

Mashitori, 2004.%

promice oblikovanje oziljnog tkiva
i povecava ekspresiju prokolagena
tip |

Primjena energije

pulsni UZV niskog intenziteta

statisticki znac¢ajno povecava silu

66
(Stakori) Fakalura, 5007 pucanja nakon 12 dana
povecana sila pucanja i krutost u
Ga-Al-As laser (Stakori) Ng, 2004.% onih koje su visekratno tretirane

laserom

He-Ne laser (Stakori)

Bayat, 2005.%

povecana sila pucanja u skupini
kojoj je laser davan u dozi od 1,2
Jem®

pulsni UZV niskog intenziteta
(Stakori)

Warden, 2006.%

ubrzava ali ne pobolj$ava cijeljenje
ligamenta
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Faktori rasta su mali polipeptidi koje sintetiziraju razliCite stanice
imunog i kostanozglobnog sustava, tako primjerice trombociti otpustaju
PDGF, TGF-B i EGF, dok makrofagi stvaraju bFGF, TGF-a, TGF- i
PDGF.>*¢810 vyezu¢i se na specifi¢ne receptore na povrsini stanica faktori
rasta aktiviraju putove za sloZeno intracelularno prenosSenje signala koji pak
stimuliraju stvaranje proteina koji su potrebni za cijeljenje rana. Faktori rasta
imaju razliite uCinke na razliCitim ciljnim stanicama i uklju€eni su u mnostvo
interakcija tijekom razli€itih etapa cijeljenja, a pokazano je da te interakcije
imaju veliki utjecaj kako na ekspresiju i aktivhost pojedinoga faktora rasta
tako i na ekspresiju i aktivnost drugih faktora rasta.’*®®'° |straZivanja su
pokazala da oni imaju sposobnost da utjeCu na proliferaciju i migraciju
stanica, sintezu i produkciju matriksa, kao i na sekreciju dodatnih faktora
rasta.>*®%1% Buduéi da je tijekom procesa cijelienja dokazana ekspresija
razliitih faktora rasta i njihovih receptora od velike je vaznosti razumijeti
njihovu ulogu.

Tako su in vitro istrazivanja pokazala da transformirajuci faktor rasta
beta (engl. «transforming growth factor-p» - TGF-3) potiCe stvaranje matriksa
te da ima kemotakticni i proliferativni uCinak na upalne stanice i
fibroblaste.®’®"? Stoga, iako je aktivan u gotovo svim stadijima cijeljenja,
TGF-B ima vrlo vaznu ulogu u pocetku procesa cijeljenja. Faktor rasta sli¢an
inzulinu (engl. «insulin-like growth factor-I» — IGF-I) vazan je u svim etapama
cijelienja, osobito tijekom upalne i proliferativne etape, a dokazano je da
poti¢e stvaranje matriksa te da promice proliferaciju i migraciju stanica.®”* In
vitro istrazivanje uloge faktora rasta iz trombocita (engl. «platelet-derived
growth factor-BB» - PDGF-BB) u cijeljenju pokazala su njegovu znacajnu
ulogu u pocetku cijeljenja kada inducira sintezu i regulira ekspresiju drugih
faktora rasta i na kraju procesa cijeljenja u stadiju remodeliranja.®’*"° Baziéni
faktor rasta fibroblasta (engl. «basic fibroblast growth factor» - bFGF), kao i
PDGF-BB, pokazuje znaéajan poticaj za migraciju i proliferaciju fibroblasta.®
Osim toga, on je i vrlo snazan stimulator angiogeneze pa ima vaznu funkciju
tijekom stadija remodeliranja. Epidermalni faktor rasta (engl. «epidermal
growth factor» - EGF) osim &to ima kemotakti¢ni i proliferativni uc€inak na

fibroblaste znaCajno potiCe i sintezu glikozaminoglikana i nekolagenih
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proteina.® lako ima ulogu i u migraciji i proliferaciji stanica tijekom faze
cijeljenja, faktor rasta endotela krvnih Zila (engl. «vascular endothelial growth
jer je vrlo snazan stimulator angiogeneze.®

In vitro je istrazivan i ucinak tih faktora rasta na stanice LCM-a i
usporedivan je s ucinkom istih na stanice ACL-a. Tako je pronadeno da
PDGF-BB, EGF i bFGF znacajno povecavaju proliferaciju fibroblasta, no i da
je taj porast u stanicama LCM-a i do dva puta veéi nego u stanicama ACL-
a.”? Osim toga, pokazano je da je uginak tih faktora rasta ovisan o dobi, pa
tako skeletna zrelost smanjuje mogucnost faktora rasta da poticu proliferaciju
fibroblasta.”” Valja istaknuti kako je dokazano da je ug&inak TGF-B na
proliferaciju fibroblasta ovisan i o dozi primjenjenog faktora, tako primjerice
manje doze djeluju sinergistiCki s PDGF-BB, dok veée doze inhibiraju taj
poticajni uginak.”' Ve¢ je istaknuto kako faktori rasta imaju ulogu i u sintezi
kolagenih i nekolagenih proteina, pa je tako TGF-f1 za 160% povecao
sintezu kolagena i u stanicama LCM-a i ACL-a u usporedbi s kontrolnom
skupinom, a najvec¢i postotak tog poveéanja odnosio se na kolagen tip I."”

In vivo istraZivanje Letsona i Dahnersa iz 1994. godine u kojemu su
usporedivali u€inak PDGF, FGF i IGF-l na cijelienje LCM-a u Stakora
pokazalo je da jedino PDGF primjenjen samostalno poboljSava vlacnu
gvrstodu i krutost ligamenta.”® Valja istaknuti i da je primjena PDGF-a unutar
24 sata od kirurski izazvane ozljede dala bolje rezultate od kasnije primjene
tog faktora rasta.”® Visoke doze PDGF-BB primjenjene s fibrinskim ljepilom
imale su pozitivan ucinak na cijeljenje LCM-a kuni¢a uzrokujuéi statisticki
znacCajan porast strukturalnih osobina testiranog kompleksa kost-ligament-

kost.”’

No, u tome istrazivanju nisu nadene nikakve ocite histoloSke razlike
izmedu skupine koja je dobivala PDGF-BB i kontrolne skupine. Osim toga,
valja istaknuti da je dodatna primjena TGF-31 bila bez ikakvog ucinka. To je
potvrdilo i drugo istrazivanje Hildebranda i sur. iz 2002. godine u kojem je
koristen TGF-B1.”® Istrazivanje je pokazalo kako taj faktor rasta primjenjen
samostalno nema nikakvog utjecaja na zacijeljivanje LCM-a u Kkunica.
Spindler i sur. su u svom istrazivanju 2002. godine pokazali da kontinuirana

primjena TGF-B2 povecava udio kolagena tip | u LCM-u kuni¢a, no da su
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dobiveni biomehanicki parametri l0$iji u usporedbi s kontrolnom skupinom.”
U nastavku tog istrazivanja najbolji rezultati dobiveni su u skupini kuni¢a koja
je dobivala najmanju dozu TGF-B2 od 0,1ug umjeSanu u fibrinski ugrusak i
primjenjenu lokalno odmah nakon kirurki nadinjene ozliede LCM-a.%° Ta je
skupina ispitivanih Zivotinja imala statistiCcki znaCajno povecanje krutosti
ozilikka LCM-a. Osim toga, autori su izvijestili da je dodavanje PDGF-BB uz
primjenjeni TGF-B2 bilo bez ikakvog uCinka na ispitivane biomehaniCke
parametre.’®®

Istrazivanja na modelima drugih zivotinja, s razli€itim dozama i
metodama i vremenom primjene faktora rasta, takoder su pokazala
kontradiktorne rezultate. Sveukupno, rezultati tih istrazivanja pokazuju
varijacije koje mogu biti specifi¢ne kako za vrstu i dozu primjenjenoga faktora
rasta, tako i za primjenu u tijeku lijeCenja, Sto sve ukazuje na slozenu prirodu

procesa cijelienja ligamenata.®*%%°

Vazno je naglasiti da osnovno
ograni¢enje u primjeni faktora rasta, bez obzira na njihovu djelotvornost in
vitro, proisti€e iz njihove nestabilnosti in vivo, tj. njihove vrlo brze enzimatske
razgradnje u organizmu nakon primjene. Stoga se za odrzanje ucinkovitosti
faktora rasta tijekom lijeCenja oni moraju opetovano primjenjivati, ili pak
primjenjivati vrlo blizu mjesta ozljede.>*%8'% Tako se primjerice uspjelo
izravnim injiciranjem faktora rasta ili pak kirurSkim postavljanjem na mjesto
ozljede dobiti unapredivanje cijeljenja, no taj trenutni porast jednog «signala
cijelienja» vrlo brzo je oslabio i imao je samo ograniCeni ucinak na ishod
cijelienja. Zbog toga se naglasak stavlja na iznalazenje nosaca koji mogu
dopremiti faktore rasta do ciljnog mjesta u adekvatnome vremenu i

djelotvornoj dozi.>*®®1%  No,

to otvara cijeli niz vrlo teSko rjeSivih
metodoloskih i praktiCnih pitanja. Naime, nuznost primjene kompleksa (peptid
+nosac) uz veliku razli€itost primjenjenih nosaCa ostavlja nedefiniranu
aktivnu supstanciju (peptid, nosac, ili pak peptid+nosac¢), i na taj nacin
onemogucuje tocnu procjenu mehanizma djelovanja.

Stani¢na terapija je metoda koja takoder mozZze pomoci pri cijeljenju
LCM-a. Osnovni princip jest implantacija genetski manipuliranih stanica koje
mogu poboljsati cijeljenje ligamenta buduci da se inkorporiraju u oziljno

tkivo.>*"414% Brojna istraZivanja usmjerena su na primjenu mezenhimalnih
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mati¢nih stanica ili stanica kostane srzi na mjesto cijeljenja.?"®? In vitro, kao i
in vivo istrazivanja, pokazala su da aplicirane mezenhimalne mati¢ne stanice
imaju sposobnost diferencijacije u razliCite vrste stanica koje sudjeluju u svim
stadijima cijelienja ligamenta. U svom istraZivanju, Watanabe i sur.%,
transplantirali su stanice kostane srzi, medu kojima su bile i mezenhimalne
matiCne stanice, u prostor oko presjeenog LCM-a Stakora. Ve¢ nakon 7
dana davateljeve su se stanice mogle identificirati u srediSnjem dijelu
ligamenta Sto upucCuje da transplantirane stanice imaju i sposobnost
migracije. Druga mogucnost staniCne terapije jest primjena fibroblasta,
mioblasta i stanica kostane srzi kao bioloskog nosaéa.®*®° Tim stanicama se
in vitro induciraju geni, koji se oC€ituju in vivo nakon njihove transplantacije u
ligament. Stoga staniCna terapija moze predstavljati alternativni pristup

pobolj$anju cijeljenja ligamenta uz veliku prednost duljeg odrzavanja ucinka.

Genskom se terapijom unosi strana nukleinska kiselina u stanicu s
cilem da promjeni endogenu sintezu proteina ili pak da indicira ekspresiju
terapeutskih proteina.>’** Hildebrand i sur.®® su dokazali in vivo prisustvo
lacZ markera gena u LCM i LCA eksperimentalnih zivotinja i tri jedna nakon
injiciranja. U tom su istraZivanju mioblasti i fibroblasti ligamenta
eksperimentalnih zivotinja bili preneSeni indirektnom metodom prijenosa
gena retrovirusnim vektorom. | istrazivanja koja su se Kkoristila metodom
direktnoga prijenosa gena pomoc¢u HVJ-liposoma virusa i adenovirusnih
vektora pokazala su in vivo ucinak na ciljno tkivo.8”® Tako su primjerice
Nakamura i sur.®® koristeéi se direktnom metodom prijenosa gena prenijeli
PDGF u ozlijedeni patelarni ligament Stakora i izvijestili o povecanoj sintezi
kolagena i angiogenezi Cetiri tjedna po injiciranju. Osim toga, dobili su i
pozitivan ucinak na promijer i distribuciju kolagenih vlakana, kao i statisticki
znacajno (p<0,05) poboljSanje biomehanickih osobina ligamenta. No,
svakako valja istaknuti i neke uodene nedostatke genske terapije.’™* U
prvome redu to je gubitak ili smanjenje ekspresije transferiranoga gena
nekoliko tjedana nakon aplikacije Sto je osobito uo¢eno kod adenovirusnih
vektora. Ipak, nesigurnost Cini najveéi problem pri primjeni genske terapije,
jer s obzirom na nepredvidivost integracije virusnih vektora u genom ciljnoga

tkiva postoji rizik od nezeljenih ucinaka. Abnormalna regulacija stani¢nog
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rasta, toksiCnost poradi kroni¢ne prekomjerne ekspresije nekih faktora rasta,
mogucénost razvitka bilo kakvoga maligniteta pa sve do najteze moguce
nezeljenje posljedice — mutageneze, razlozi su potrebe daljnjeg istrazivanja i

povecanja sigurnosti primjene genske terapije.®*
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1.5. Pentadekapeptid BPC 157 i cijeljenje

Pentadekapeptid BPC 157 je dobiven sintezom (Patent Sikiri¢ P i sur,
EPO 572688) i sastoji se od 15 aminokiselina (Gly Glu Pro Pro Pro Gly Lys
Pro Ala Asp Asp Ala Gly Leu Val), molekularne tezine 40 000 D. Prednosti
pentadekapeptida BPC 157 prema drugim peptidima ocituju se u tome $to je
stabilan i u uvjetima koji inaCe dovode do brze razgradnje peptida, te Sto se
moze redovito primjenjivati bez nosaéa i $to je netoksi¢an.??>?*9%% Naime,
pentadekapeptid BPC 157 nije se razgradio niti nakon 24 sata tijekom kojih je
bio inkubiran u ZeluCanome soku za razliku od drugih peptida, primjerice h-
EGF i h-TGH koji su se raspali ve¢ nakon petnaestak minuta inkubacije u
Zeluganome soku.®” Njegova interakcija s kljuénim homeostatskim sistemima
u organizmu poput primjerice NO (duSi€nog monoksida), inhibicijskim
sustavom perifernih osjetilnih neurona ¢iji neurotransmiter nije ni acetilkolin ni
noradrenalin, kao i s centralnim sustavima dopaminskih i GABA neurona gdje
umanjuje smetnje vezane za te sustave uz odsutnost toksic¢nosti (negativan
test ograniCenja) omogucuje mu da ostvaruje korisni ucinak na razli€itim

tkivima i organima.®°

Inicijalna su istrazivanja pokazala su da primjena pentadekapeptida
BPC 157 pomaze u cijeljenju dubokih koznih opeklina te posljedicne stresne
Zeluane lezije.?2242527100195 yrazano je da i lokalna i sistemna primjena
dovode do ubrzanog cijeljenja tih lezija.?**” Od osobite je vaZnosti ovdje
naglasiti i sposobnost blokiranja negativnih ucinaka sistemne primjene
kortikosteroida na cijeljenje opeklinske kozne rane lokalnom primjenom
pentadekapeptida BPC 157.2° Jasno su pokazani i njegovi uéinci na strukturu
granulacijskog tikva prilikom cijeljenja rane. Poznato je da granulacijsko tkivo,
koje se sastoji od fibroblasta koji stvaraju kolagen, kolagenih viakana te
novostvorenih krvnih Zila Cini bazicnu strukturu u procesu cijeljenja. Pozitivan
se ucCinak pentadekapeptida BPC 157 u prvome redu pripisuje snaznom
angiogenom djelovanju.’®®'%” Naime, poznato je da je stvaranje novih krvnih
Zila u ranom razdoblju cijeljenja od najvece vaznosti za adekvatnu dopremu

kisika i hranidbenih tvari na mjesto ostecenja. Osim toga, valja istaci kako je
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uoCeno da njegova primjena dovodi i do kasnije, obilnije produkcije retikulina
i kolagena koji daju rani njezin konacan oblik i ¢vrstocu.

Uz ve¢ spomenuti angiogeni uc€inak valja istac¢i i antiinflamatorni
uCinak te tvari. Tako je uoCeno da primjena pentadekapeptida BPC 157
smanjuje eksudaciju upalnih medijatora (leukotriena B4-LTB4, te
tromboksana B2-TxB2) u serumu i tkivima te mijeloperoksidaze (MPO) u
podrugju ozljede.?*'®® Na taj nadin dolazi do znacajno manje eksudacije
polimorfonukleara (PMN), ali veCe eksudacije mononukleara u podrucje
ozljede. Poznato je da polimorfonukleari izlu€uju medijatore koji djeluju kao
kolagenaze Cime se razgraduje okolni neozlijedeni kolagen i odgada se
sinteza novog kolagena, dok mononukleari imaju znacajnu fagocitnu
sposobnost. Pentadekapeptid BPC 157 pokazao je i sposobnost poticanja
sinteze dusSik oksida (NO) blokiranjem N-nitro-L-arginin metil-estera (L-
NAME) inhibitora enzima NO sintaze (NOS) Sto djeluje stimulativno na
proces cijeljenja, i to u ranom razdoblju svojim snaznim vazodilatacijskim
uginkom, dok kasnije aktivacija NO sustava potie i sintezu kolagena.®*°
Pored svega navedenog valja svakako naglasiti i da primjena
pentadekapeptida BPC 157 ne izaziva osifikaciju i metaplaziju okolnih tkiva
kao $to je uoéeno pri primjeni nekih faktora rasta.®

Istrazivan je i uCinak pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje
prijeloma kostiju pri &emu je koristen model pseudartroze radijusa u kunié¢a.?
U tome je radu kombinacijom radioloSke procjene, mikrofotodenzitometrije i
kvantitavne histomorfometrije, jasno dokazano da 6 tjedana po
intramuskularnoj i lokalnoj primjeni pentadekapeptida BPC 157 dolazi do
znacajnog ubrzanja premostenja segmentalnog kostanog defekta radijusa u
kuni¢a u usporedbi sa skupinama kuni¢a koje su lijeCene uobiCajenim
postupcima, kao $to su primjena autolognog presadka ili primjena kostane
Srzi.

Vodeci se za tim korisnim ucincima primjene pentadekapeptida BPC
157 na cijeljenje u drugim tkivima provedeno je istrazivanje njegova utjecaja
na cijeljenje prerezane Ahilove tetive u $takora.?® Naime, dobro je poznato da
Ahilova tetiva kao hipocelularno, hipovaskularno i hiponeuralno tkivo vrlo

slabo i dugotrajno cijeli te da je u takvom tkivu obi¢no znatno smanjena
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terapijska djelotvornost bilo kojeg primjenjivanog agensa. Medjutim, rezultati
istrazivanja pokazali su da pentadekapeptid BPC 157 primjenjen sistemski
(intraperitonealno), i to u dozi od 10 pg/kg i 10 ng/kg tjelesne teZine,
posjeduje snazan i koristan ucinak na cijeljenje prerezane tetive. Naime,
bomehanicki parametri jasno pokazuju povecanu ¢&vrstocu i krutost tetive u
tako tretiranih Zivotinja, a histoloSka analiza prerezanih tetiva pokazala je
veCu eksudaciju mononukleara i manju eksudaciju polimorfonukleara,
statisticki znaCajno pove¢an broj fibroblasta sedmog i desetog
poslijeoperacijskog dana te statisticki zna¢ajno povecanu koli€¢inu kolagena
desetog i Cetrnaestog poslijeoperacijskog dana.

Nakon $to je utvrden jasan poticaj cijeljenja pentadekapeptidom BPC
157 u spomenutim modelima istovrsnog tkiva - transekcije tetive i
segmentnog defekta kosti, provedeno je i istrazivanje njegovog utjecaja na
cijeljenje tetivho-kostanog hvatiSta Ahilove tetive pri Cemu nije koristen niti
jedan oblik mehaniCke fiksacije (primjerice kirurSka rekonstrukcija u
kostanom tunelu ili pak fiksacija Savima bataljka Ahilove tetive za petnu
kost).?® Rezultati toga istraZivanja pokazali su da pentadekapeptid BPC 157
pozitivho utjeCe na cijeljenje tetivno-koStanoga prijelaza ako se primjenjuje
sistemski (intraperitonealno) u dozama od 10 pg/kg i 10 ng/kg tjelesne
teZzine. Skupine tako tretiranih Zivotinja pokazale su brzi funkcionalni
oporavak poglavito u najranijem razdoblju prije uspostave kontinuiteta tkiva
(prva Ccetiri dana cijeljenja). Vrijednosti biomehaniCkih parametara (sila
pucanja, krutost te modul elasti€nosti) statistiCki su znacajno bolje u odnosu
na ostale testirane skupine. HistoloSka analiza verificirala je formiranje
direktnog tetivno-kosStanoga spoja bez okosStavanja okolnog vezivnog tkiva,
doCim je imunohistokemijska analiza pokazala znaCajan porast gustoce
kolagenih vlakana tipa | za koje se zna da su glavni nositelji ¢vrstoce
podrucja direktnog tetivno-kostanoga hvatista.

Istrazen je i utjecaj pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje potpune
transekcije misiéa kvadricepsa u $takora.’® Rezultati ovog istraZivanja
pokazali su poboljSanja i u biomehanickim parametrima, funkcionalnom
ishodu, kao i histoloskim te imunohistokemijskim pokazateljima u skupinama

koje su tretirane  sistemskom  (intraperitonealnom)  primjenom
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pentadekapeptida BPC 157 u dozama od 10 ug/kg, 10 ng/kg i 10 pg/kg
tjelesne tezine u usporedbi s kontrolnom skupinom koja je dobivala fizioloSku

otopinu.
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2. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

Hipoteza ovog istrazivanja jest da primjena pentadekapeptida BPC
157 poboljSava cijeljenje kirurski nacinjene ozljede medijalnog kolateralnog

ligamenta koljena u Stakora.

Glavni cilj ovog rada jest analizirati u€inke pentadekapeptida BPC 157
na cijelienje kirurSki nacinjene ozljede LCM-a u S&takora, i to na razini
klinicko-funkcionalnog ishoda, potom na razini morfoloSkih promjena (analiza
makroskopskih i histoloskih preparata), kao i procjenom biomehanickih
svojstava. Osim toga, specificno Ce se traziti odgovor na pitanja:

a) da li na razini morfoloSke analize primjena pentadekapeptida BPC
157 dovodi do promjene dinamike cijeljenja te u konacnici do
regeneracije umjesto reparacije;

b) da li primjena pentadekapeptida BPC 157 smanjuje kontrakturu
zgloba nakon kirurSkog zahvata;

¢) da li postoje razlike u konaénome ishodu lije¢enja s obzirom na nacin

primjene pentadekapeptida BPC 1577
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Eksperimentalne Zivotinje i kirurSki zahvat

Za ovo su istrazivanje koristeni Albino Wistar Stakori muskoga spola
tielesne tezine oko 400 g iz uzgojne stanice Zavoda za farmakologiju
Medicinskoga fakulteta Sveucilista u Zagrebu. IstraZivanje se provodilo pod
laboratorijskim uvjetima i praviima Zavoda, a u skladu s dobrom
laboratorijskom praksom. Eksperimentalne Zivotinje su do pokusa boravile
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 po tri u standardnim kavezima.
Istrazivanje je provedeno u skladu sa Zakonom o dobrobiti zivotinja (NN
19/99), a odobreno je od Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu (ur. broj: 04-76/2006-503).

Za postizanje ligamentarne ozljede u Stakora upotrebljen je model koji
su opisali Tipton i sur."® 1967 godine, a koji su kasnije koristili i drugi
istrazivaCi  ispituju¢i  cijelienje  medijalnog kolateralnog ligamenta
koliena(LCM-a) u &takora.®”60:62:6467.69.74.110-116 El gpnarimentalne Zivotinje su
anestezirane intraperitonealnom primjenom ketamina HCI u dozi od 20
mg/kg tjelesne tezine — (Ketantest, Parke-Davis GmbH, Berlin, Njemacka) i
diazepama u dozi od 6 mg/kg tjelesne tezine — (Normabel, Belupo, Ludbreg,
Hrvatska). Anesteziranu eksperimentalnu Zivotinju potom se postavljalo na
operacijski stoli¢ u polozaj na leda, fiksirajuci ju pritom elasti¢nim gumicama.
Operirana je samo straznja desna noga eksperimentalne Zivotinje
koristenjem maksimalno moguce asepticne tehnike. UzduZznom incizijom, u
duzini od oko 2 cm s medijalne strane koljena, kroz kozu i potkozno tkivo
pristupa se na dobro vidljiv medijalni kolateralni ligament Stakora. Potom se
sterilnim skalpelom (oStrica broj 11) popre¢no presjeCe medijalni kolateralni
ligament (LCM) odmah ispod zglobne pukotine. Nakon toga se uz pomo¢
kirurSke lupe i malog kirurSkog peana provjerava da li je ligament u
potpunosti popre¢no presjeCen i ako je bio takav se i ostavljao. Koza i

potkozno tkivo Sivani su u jednom sloju neresorptivnim kirurSkim koncem 3-0

26



Slika 4. Slikovni prikaz izvodenja kirurskog zahvata za postizanje
ligamentarne ozljede u $takora kojeg su prvi opisali Tipton i sur.”® A) Nakon
anestezije intraperitonealnom primjenom ketamina HCI u dozi od 20 mg/kg
TT | diazepama u dozi od 6 mg/kg TT eksperimentalnu se Zivotinju
postavijalo na operacijski stolic u poloZzaj na leda. B) Na medijalni kolateralni
ligament (LCM) pristupano je uzduznom incizijom s medijalne strane koljena.
Operirana je samo straZnja desna noga eksperimentalne Zivotinje. C) Izgled
operacijskog polja s jasnim prikazom LCM-a nakon presijecanja koze i
potkoznoga tkiva. D) Poprecno presijecanje LCM-a oStricom broj 11 odmah
ispod razine zglobne pukotine. Sve su fotografije snimljene pomocu
digitalnog fotoaparata Canon DIGITAL IXUS II.
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(Ethicon Inc., Johnson and Johnson, Somervile, SAD) (Slika 4.). Odmah po
zavrSetku kirurS8kog zahvata slijedila je i prva primjena sredstva, a nakon
toga su se eksperimentalne Zivotinje vracale u standardne kaveze, gdje su
ponovno bile smjeStene po tri, i to tako da su u kavezu mogle biti samo
Zivotinje iz iste skupine. Zivotinje su i nadalje bile smjestene na ujednaéenoj
sobnoj temperaturi, u uvjetima prirodnih svjetlo-mrak ciklusa, uz slobodan

pristup hrani i vodi za pi¢e, a njihova je aktivnost i nadalje bila ad libitum.

3.2. Primjenjeno sredstvo i na¢in primjene

Kao ispitivano sredstvo koristen je pentadekapeptid BPC 157 koji je
dobiven sintezom i koji se sastoji od 15 aminokiselina (Gly-Glu-Pro-Pro-Pro-
Gly-Lys-Pro-Ala-Asp-Asp-Ala-Gly-Leu-Val, Mw je 1419; Diagen d.o.0.,
Ljubljana, Slovenija).??2°%%% U istrazivanju je koristen peptid &istoce 99%,
kako je odredeno visokotlatnom kromatografijom — HPLC (1-des-Gly peptid

kao oneciScenje), otopljen u fizioloSkoj otopini (Pliva, Zagreb, Hrvatska).

Po ucinjenom kirurSkom zahvatu eksperimentalne su Zivotinje
metodom slu€ajnog izbora podijeljene u dvije skupine obzirom na nacin
primjene pentadekapeptida BPC 157 — intraperitonealna primjena (SKUPINA
A) ili peroralna primjena (SKUPINA B), kao $to je to shematski prikazano na
slici 5. Skupine su potom metodom sluc¢ajnoga izbora podijeljene u tretirane
(SKUPINE A1 i B1) i kontrolne skupine (SKUPINE A2 i B2). Na osnovi
podataka iz literature izraCunali smo da je uz snagu od 80% i razinu
pogresSke alfa od 0,05 potrebno 6 Zivotinja po skupini da bismo testirali
povecanje sile pucanja od 33% u skupinama lije¢enim pentadekapeptidom
BPC 157 u odnosu na kontrolne skupine, s oCekivanom standardnom
devijacijom od 8N u svim skupinama.®® Zbog toga je za &itavo istraZivanje
operirano 312 eksperimentalnih zivotinja koje su potom pracene podijeljenje
s obzirom na primjenjeno sredstvo i na nacin njegove primjene u Cetiri
skupine (A1, A2, B1iB2) od 78 zivotinja.
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Albino Wistar stakori

(muski spol, tjelesna tezina ~ 400 g)

N =312

KIRURSKI ZAHVAT

-opc¢a anestezija: intraperitonealna primjena

ketamin HCI (20 mg/kg TT) + diazepam (6 mg/kg TT)
-presijecanje medijalnog kolateralnog ligamenta koljena
straznje desne noge Stakora

SKUPINA A
156 operiranih Stakora

slucajni odabir

slucajni odabir

SKUPINA B
156 operiranih Stakora

slucajni odabir

SKUPINA A1
N=78

-intraperitonealna
primjena
pentadekapeptida
BPC 157 (10 pg/kgTT)
-prva primjena odmah
nakon kirurskog
zahvata i potom svaka
24 h do Zrtvovanja

SKUPINA A2
N=78
kontrolna skupina
-intraperitonealna
primjena fizioloSke
otopine
-prva primjena
odmah nakon
kirurSkog zahvata i
potom svaka 24 h do
Zrtvovanja

SKUPINA B1
N=78

-per os primjena
pentadekapeptida
BPC 157 u vodi za
pice (300ug/L)
-mijenjanje tako
pripravljenog
pripravka svaka
24 h do zrtvovanja

SKUPINA B2
N=78
kontrolna skupina
-voda za pi¢e bez

dodataka

Slika 5. Shematski prikaz podjele eksperimentalnih Zivotinja u skupine obzirom na
primijenjeno sredstvo i nacin primjene.
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Eksperimentalne zivotinje svrstane u SKUPINU A1 dobile su odmah po
ucinjenom kirurSkom zahvatu intraperitonealnom primjenom
pentadekapeptid BPC 157 u dozi od 10 ug/kg TT, Sto se potom ponavljalo, i
to na isti naCin i u istoj dozi svaka 24 sata do zrtvovanja koje se Cinilo
zavisno o protokolu istrazivanja (slika 6.). Ta je doza izabrana jer su se
njome dobivali najbolji rezultati u istrazivanju ucinka primjene
pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje prerezane Ahilove tetive u Stakora,
potom na cijeljenje prerezanoga tetivno kostanoga hvatiSta Ahilove tetive u
Stakora, te na cijeljenje prerezanoga misiéa kvadricepsa u $takora.?®%2°
Kontrolna skupina — SKUPINA A2 dobivala je na isti nacin, tj.
intraperitonealnom primjenom, i u jednakom volumenu fizioloSku otopinu po
istoj shemi (fizioloSka otopina — Pliva, Zagreb, Hrvatska). SKUPINA B1
dobivala je vodu za pi¢e u kojoj je bilo otopljeno 300 pg/l pentadekapeptida
BPC 157 a koja se mijenjala svaka 24 sata. Prema zapazanjima iz
istraZivanja Petrovica i sur. $takor dnevno popije 12 ml vode.'” Kontrolna
skupina — SKUPINA B2 dobivala je samo Cistu tekucu vodu za pice. Taj je
nacin primjene izabran stoga $to u prethodnim istrazivanjima nije rabljen i §to
se zeljelo istraziti da li je pentadekapeptid BPC 157 jednako djelotvoran

primjenjen parenteralno i peroralno.

3.3. IstrazivaCki postupnik i priprema preparata za analize

Kako je i naznaceno u istrazivackome postupniku (slika 6.) 1, 3, 5, 7,
10, 14, 21, 28, 60 i 90 poslijeoperacijski dan Cinili smo klini¢ko-funkcionalne
testove, i to test pritiska ekstenzora te test za procjenu kontrakture.
Zrtvovanje eksperimentalnih Zivotinja slijedilo je ovisno o protokolu
istraZivanja, a ¢injena je dekapitacija giljotinom.""® Do¢im je 1, 3, 5, 7, 10, 60
i 90 dan Zrtvovano po 6 Zivotinja iz svake skupine za histolosku analizu, 14,
21 i 28 dan zrtvovano je po 12 zZivotinja iz svake skupine, i to 6 za histolosku
analizu, a drugih 6 za biomehanicko ispitivanje. Po dekapitaciji se kirurski
odvoje obje straznje noge od trupla eksperimentalne Zivotinje, i to u zglobu

kuka. Nakon skidanja koZze, kao i potkoznoga tkiva pristupa se na medijalni
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SKUPINA
Al, A2, Bl, B2

A 4

1. POSLIJEOPERACIJSKI DAN
a) test pritiska ekstenzora
b) test za procjenu kontrakture

DA

N

m ‘
\ 4

3. POSLIJEOPERACIJSKI DAN
a) test pritiska ekstenzora
b) test za procjenu kontrakture

DA

NE

5. POSLIJEOPERACIJSKI DAN
a) test pritiska ekstenzora
b) test za procjenu kontrakture

DA

N=6
-makroskopska i histoloSka analiza

N=6
-makroskopska i histoloSka analiza

N=6

ZRTVOVANIJE

NE

7. POSLIJEOPERACIJSKI DAN
a) test pritiska ekstenzora
b) test za procjenu kontrakture

DA

ZRTVOVANIE >

-makroskopska i histoloSka analiza

NE

LA

10. POSLIJEOPERACIJSKI DAN
a) test pritiska ekstenzora
b) test za procjenu kontrakture

l

N=6
-makroskopska i histoloSka analiza
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N=6

12

—a
l NE

14. POSLIJEOPERACIJSKI DAN
a) test pritiska ekstenzora
b) test za proc:Jenu kontrakture

-makroskopska i histoloSka analiza

N=6
-biomehanicka analiza

N=6

12

¢N

21. POSLIJEOPERACIJSKI DAN
) test pritiska ekstenzora
b) test za procjenu kontrakture

-biomehani¢ka analiza

N=6

=12

-biomehanicka analiza

N=6

-makroskopska i histoloSka analiza

—

28. POSLIJEOPERACIJSKI DAN
) test pritiska ekstenzora
b) test za procjenu kontrakture

N=6
-biomehanicka analiza

ZRTVOVANIJE

60. POSLIJEOPERACIJSKI DAN
) test pritiska ekstenzora
b) test za procjenu kontrakture

N=6
-makroskopska i histoloSka analiza

ZRTVOVANIJE

90. POSLIJEOPERACIJSKI DAN
a) test pritiska ekstenzora
b) test za procjenu kontrakture

ZRTVOVANIJE
N=6
-makroskopska i histoloSka analiza

N=6
-makroskopska i histoloSka analiza

Slika 6. Shematski prikaz istraZivackog postupnika.
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kolateralni ligament (LCM), te se uvijek analizira LCM straznje lijeve noge i
usporeduje njegov izgled s prethodno presjeCenim LCM-om desne noge.
Pomocu digitalnog fotoaparata — Canon DIGITAL IXUS Il snimljeni su svi
preparati, i to uvijek obje noge zajedno te desnu, prethodno operiranu nogu
zasebno. Ti snimci se kasnije koriste za potrebe makroskopske procjene. Za
potrebe histoloSke analize i za biomehaniCko ispitivanje koristi se samo
desna noga. Tako se za potrebe histoloSke analize kirurSki odvoji medijalni
kolateralni ligament (LCM) s proksimalnog i distalnog hvatista pomno pazeci
da se pritom odstrane sve okolne strukture tako da ostane sam medijalni
kolateralni ligament, a sva se daljnja obrada napravila u Zavodu za
patologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Za biomehanicko
ispitivanje pripremi se preparat kost-ligament—kost (femur-medijalni
kolateralni ligament-tibija), i to tako $to se prvo potpuno skine svo meko tkivo
s natkoljenicne i s goljeniCne kosti i nacini patelektomija, a potom se uz
pomoc¢ kirurSke lupe identificira i skalpelom oStro presjeku svi ligamenti
koljena izuzev medijalnog kolateralnog ligamenta (slika 7.). Tako nacinjen
preparat kost—ligament—kost koji ima vise od polovine duljine natkoljeni¢ne i
goljeni¢ne kosti i Citav medijalni kolateralni ligament, postavlja se u fizioloSku
otopinu i za otprilike 2 sata od Zzrtvovanja provede se biomehanicko
ispitivanje. To se ispitivanje Cinilo u MIRTA-KONTROL, d.o.o., ZajCeva 23,
Zagreb, Hrvatska na numeri¢koj kidalici (TENSO-LAB, STRENGTH
TESTER, Mesdan Lab., Raffa di Puegnago, Italija).

3.4. Klini¢ko-funkcionalno testiranje

Kao odrednica funkcijskog oporavka eksperimentalnih Zivotinja nakon
presijecanja medijalnog kolateralnog ligamenta bio je koristen test pritiska
ekstenzora, i to 1, 3, 5, 7, 10, 14, 21, 28, 60 i 90 poslijeoperacijski dan kako
je i naznaceno u istrazivackome postupniku. Test pritiska ekstenzora (engl.
extensor postural thrust — EPT) opisali su Thalhammer i sur.’® 1995. godine,
a Koka i Hadlock'® su dokazali da se moZe upotrebljavati kao potpuno

dostatna metoda za pracenje oporavka motoricke funkcije traumatizirane
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straznje noge Stakora. Test pritiska ekstenzora izvodila su dva ispitivaca.
Prvi je ispitivaC drzao torzo Zivotinje cijelom Sakom dok je malim prstom
pridrzavao suprotnu nozicu. Pritom je ispitivana Zivotinja bila u uspravhom
poloZaju, a ispitivana slobodno vise¢a nozica bila je postavljena na digitalnu
vagu ravne povrsine. U trenutku kontakta stopala s ravhom plohom vage
Stakor se instiktivno odguruje od plohe uporabljujuci silu ekstenzornih misica
potkoljenice, te je u tom trenutku suispitivaC oCitavao rezultat toga pritiska u
obliku mase na skali digitalne vage. Za izraCunavanje deficita motoriCke
funkcije, odnosno motori¢kog indeksa koji se kre¢e u rasponu od 0 do 1 s tim
da je deficit manji Sto je rezultat blizi 0, koristili smo slijedec¢u formulu;
EPT=(NEPT-EEPT)/NEPT, pri €emu je NEPT vrijednost pritiska neoperirane
straznje lijeve noge, a EEPT vrijednost operirane straZznje desne noge
eksperimentalne Zivotinje - Stakora.

Tijekom istrazivanja zamijetili smo da se nakon kirurS8kog zahvata i
presijecanja LCM-a pojavljuje kontraktura koljena. Za procjenu kontrakture
rabili smo test koji smo smislili i za koji su potrebna tri nezavisna, objektivha
ispitivaCa koja imaju iskustva u radu s eksperimentalnim Zivotinjama.
Testiranje za procjenu kontrakture provedeno je 1, 3, 5, 7, 10, 14, 21, 28, 60
i 90 poslijeoperacijski dan kako je i naznaceno u istrazivackome postupniku.
Prilikom testiranja jedan je od ispitivaca drzao zivotinju straga lijevom rukom
ispod prednjih nozica pazeéi pritom da se zivotinja tijekom ispitivanja ne
iskrivljuje, doCim je desnom drzao rep ispitivane Zivotinje. Drugi je ispitivacC
postupno ispruzao straznje nozice zivotinje do maksimalne ekstenzije. Treci
je ispitiva¢ u tome trenutku oznacio na lijevoj, neoperiranoj nozi to¢ku do
koje doseze maksimalno istegnuta desna, operirana nozica svojim palcem
(slika). Potom se mikrometarskim vijkom (pominom mjerkom) mijerilo od
oznacene tocke na lijevoj nozi do vrha palca te noge, a dobivene su se mjere

biljezile za kasniju statisticku obradu.
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3.5. Biomehanicko ispitivanje

Biomehanicko je ispitivanje €injeno 10, 14 i 21 dana jer se prije 10
dana, kao Sto je i naglaSeno u literaturi, vrlo teSko moze naciniti. To je
ispitivanje nacinjeno u MIRTA-KONTROL, d.o.o., ZajCeva 23, Zagreb,
Hrvatska na numeri¢koj kidalici (TENSO-LAB, STRENGTH TESTER,
Mesdan Lab., Raffa di Puegnago, Italija) (slika 8.). Preparat kost-ligament-
kost (femur-medijalni kolateralni ligament-tibija) bio je postavljen u ranije
specijalno izradene pritezne ploCe koje su modelirane prema prosje¢noj kosti
eksperimentalne Zivotinje i izradene su Kkoristenjem tekuceg metala
«Loctite». Te su ploCe bile ukljeStene u posebne metalne stezaljke koje su
bile testirane na sile do 200N. Da bi se povecalo trenje izmedu priteznih
ploCa od teku¢eg metala i specijalnih metalnih stezaljki koristili smo gumene
ploCice 85shA zbog toga da se sprijeCi moguce proklizavanje prihvatnih
ploCa, a samim tim i preparata tijekom mjerenja. Takav se prihvatni sklop
onda montirao na numeri¢ku kidalicu pazeci pritom da su kosti postavljene
pod kutem od 60 stupnjeva. Ta je kidalica, s moguc¢noS¢u mjerenja reda
preciznosti od 0,01N, bila spojena sa osobnim raunalom sa softverom koji
omogucava kako kontrolu pomaka linearne osi kidalice, tako i brzinu
pomaka. Na kidalici je prihvatni sklop bio kruto povezan sa senzorom za
mjerenje sile, koji moze mijeriti sile do 100N s precizno$¢u od 0,01N. Uvjeti
mjerenja bili su standardizirani, a samo je mjerenje Cinjeno u sobi koja je
imala temperaturu od 22° s vlaznoSc¢u od 60%. Tijekom mjerenja prostorija je
bila zatvorena pa su se strujanje zraka i vibracije mogli zanemariti. Mjerenje
se izvodilo s konstantnom brzinom od 0,001m/s. Analogne su se informacije
sa senzora proslijedivale u A/D konverter, karticu i tamo su se prevodile u
digitalni zapis. RacCunalo je mijerilo u realnome vremenu kontinuirano
prikazuju¢i promjene u odnosu izmedu primjenjene sile i produljenja
ligamenta. Po prekidu kontinuiteta ligamenta raCunalo je zaustavljalo
linearnu os Kkidalice i prekidalo time mjerenje. Prilikom toga testiranja
dobivena je karakteristiCha krivulja odnosa optere¢enja i produljenja, te
numeriCke vrijednosti sile pucanja izrazene u njutnima (N) i produljenja

ligamenta u milimetrima (mm). Za izraCunavanje podataka o krutosti i energiji
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apsorbiranoj do trenutka pucanja koriStene su vrijednosti dobivene u
granicama od 25 do 75% povrSine ispod dobivene krivulje. Osim toga,

zasebno je zabiljeZeno i mjesto prekida kontinuiteta ligamenta.

3.6. Makroskopska procjena izgleda ligamenta

Makroskopska procjena izgleda ligamenta Cinila se po zrtvovanju
Zivotinja, i to kako je prikazano u istrazivackome postupniku 1, 3, 5, 7, 10, 14,
21, 28, 60 i 90 poslijeoperacijski dan. To se Zrtvovanje nije Cinilo samo za
makroskopsku procjenu, veC¢ se nakon te procjene Cinio preparat ili za
histoloSku analizu ili za biomehanicko ispitivanje. Nakon zrtvovanja uvijek se
kirur8ki u zglobu kuka odvajaju obje straZznje noge eksperimentalne zivotinje.
Potom se po skidanju koze i potkoZnog tkiva pristupa na medijalni kolateralni
ligament (LCM), te se usporeduje zdrav LCM straznje lijeve noge s
prethodno presjeCenim LCM-om straznje desne noge eksperimentalne
zivotinje. Pomocu digitalnog fotoaparata — Canon DIGITAL IXUS Il snimaju
se svi preparati, i to uvijek obje noge zajedno te desnu, prethodno operiranu,
nogu zasebno. Ti snimci kasnije se rabe za potrebe makroskopske procjene.
Prilikom makroskopske procjene promatra se i opisuje izgled ligamenta, i to
s osobitom pozorno$¢u mjesto cijeljenja ligamenta, kao i izgled okolnih

anatomskih struktura.
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Slika 7. Preparat kost-ligament-
kost (femur-medijalni  kolateralni
ligament-tibija) koji je nacinjen za
potrebe biomehanickog testiranja.
Fotografija je snimljena pomocu
digitalnog  fotoaparata  Canon
DIGITAL IXUS II.

Slika 8. Fotografija numericke
kidalice (TENSO-LAB, STRENGTH
TESTER, Mesdan Lab., Raffa di
Puegnago, Italija) na kojoj je i
nacinjeno biomehanicko testiranje
za potrebe ovog istrazivanja i koja
se nalazi u MIRTA-KONTROL,
d.o.o., Zajéeva 23, Zagreb,
Hrvatska. Fotografija je snimljena
pomocu digitalnog fotoaparata
Canon DIGITAL IXUS II.
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3.7. Mikroskopska procjena

Po Zrtvovanju Zivotinja i odvajanju medijalnog kolateralnog ligamenta
s proksimalnog i distalnog hvatiSta te pomnog odvajanja svog mekog tkiva s
njega pristupalo se pripremi preparata za patohistolosku analizu u Zavodu
za patologiju, Medicinskog fakulteta Sveugilista u Zagrebu, Salata 10,
Zagreb. Tamo se tkivo fiksiralo u 4% puferiranom formalinu te se nakon toga
standardnim postupkom uklapalo u parafin, a potom se rezalo na rezove
debljine 3um i bojalo hemalaun-eozinom (HE). Dodatni rezovi bojali su se
metodom po Malloryu za prikaz zrelog veziva (kolagen tipa [) te
impregnacijom srebrom po Gomoriju za prikaz retikulinskih vliakana (kolagen
tip 1l). Sifrirane histoloske preparate pregledala su pod svjetlosnim
mikroskopom dva neovisna patologa u Zavodu za patologiju Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Prisutnost pojedinog tipa kolagena odredilo
se semikvantitativnom analizom (skor 0-3), i to za kolagen | slijede¢om
skalom: 0-nema novog kolagena ni vidljivih promjena na starom; 1-
minimalno prisustvo novog kolagena | i/ili poCetna razgradnja starog; 2-
uznapredovalo prisustvo kolagena | (1/4 do 3/4 vlakana); 3-kompaktan
kolagen. Za kolagen lll rabili smo slijede¢u skalu: 0- nema zastupljenosti
retikulinskih vlakana u vidnome polju; 1- mala zastupljenost retikulinskih
vlakana u vidnome polju; 2- srednja zastupljenost retikulinskih vlakana u
vidnome polju; te 3- velika zastupljenost retikulinskih vlakana u vidnome
polju. Za analizu krvnih zila koristilo se imunohistokemijsko bojenje na CD34
po specifikaciji proizvodaca ( DAKO, Glostrup, Danska ). Svaka stani¢na
formacija s lumenom koja je pokazivala pozitivhu imunohistokemijsku
reakciju na CD34 smatrala se zasebnim vaskularnim prostorom tj. krvnom
Zilom, a pojedinaCne pozitivne stanice ili manje nakupine stanica bez
formiranja lumena interpretirale su se kao kapilarni vaskularni prostori.
Semikvantitativnom ocjenskom ljestvicom (skor 1-3) procjenjen je broj
vaskularnih prostora u vidnom polju: 1- 1 do 15 vaskularnih prostora u
vidnom polju; 2- 16-30 vaskularnih prostora u vidnom polju; 3- vise od 30
prostora u vidnom polju. Obrada uzoraka bojenih razli¢itim tehnikama ucinila

se koristeCi se pritom sustavom koji se sastoji od svjetlosnog mikroskopa
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Leitz Diaplan, videokamere JVC (monocCip) te osobnog raCunala sa
sustavom za pohranu i analizu slike (ISSA/SFORM, Vamstec, Zagreb,
Hrvatska). Kvantitativni parametri analizirani su na tri konzekutivna reza, i to
tipovi kolagena pod povecanjem objektiva x 25, a vaskularni prostori pod

povecanjem objektiva x 40.

3.8. Statisticka analiza

Klinicko-funkcionalni  pokazatelji oporavka i podaci dobiveni
histoloSkom analizom prikazani su medijanom i interkvartilnim rasponom
(CxQ), dok su biomehanicki pokazatelji, buduc¢i da su pokazali normalnu
raspodjelu (Kolmogorov-Smirnovljev test), prikazani aritmetiCkom sredinom i
standardnom devijacijom (M+SD). Usporedba biomehanickih i Kklinicko-
funkcionalnih pokazatelja izmedu ispitivanih skupina ucinjena je uz pomoc¢
Kruskal-Wallis testa i Mann-Whitney U testa kao post-hoc postupka.

Usporedba biomehani¢kih pokazatelja izmedu i unutar skupina
(ponovljena mjerenja) ucinjena je pomocCu sloZene analize varijance (engl.
4X3 between-within groups ANOVA). S obzirom na mali broj
eksperimentalnih Zzivotinja u skupini posebna pozornost posveéena je
pretpostavkama u osnovi slozene analize varijance. Kao $sto je vec
spomenuto, za sve Cetiri varijable rezultati su bili normalno raspodijeljeni.
Takoder, prilikom svake sloZzene analize varijance testirana je i homogenost
varijanci koja je preduvjet za taj postupak. Box-ov test je u sva Cetiri sluCaja
bio statistiCki neznaCajan Sto je ukazalo na to da se varijance medusobno ne
razlikuju te su time bile zadovoljene pretpostavke za provedbu tog postupka.

Za usporedbe histoloSkih pokazatelja medu skupinama takoder su
koristeni Kruskall-Walisov test i Mann-Whitheyev U test kao post-hoc
postupak, a za usporedbe unutar skupina koristeni su Friedmanov test i
Wilcoxonov test ekvivalentnih parova kao post-hoc postupak.

Prilikom svih usporedbi razina statisticke znaCajnosti postavljena je na
p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Funkcionalni parametri oporavka

4.1.1.Test pritiska ekstenzora

Kao odrednica funkcijskog oporavka nakon presijecanja medijalnog
kolateralnog ligamenta (LCM-a) koriSten je test pritiska ekstenzora, i to 1, 3,
5, 7, 10, 14, 21, 28, 60 i 90 poslijeoperacijski dan. Za sve toCke mjerenja
nadena je statistiCki znacajna razlika u motoriCkom indeksu (Kruskal—
Wallisov test; p<0.001 za sve usporedbe) dobivenom tim testiranjem. Post-
hoc usporedbe pokazale su da se skupine A1 i B1, tj. Zivotinje koje su
intraperitonealnom (10 pg/kg TT) ili peroralnom (u vodi za pi¢e otopljeno 300
Mg/l) primjenom dobivale pentadekapeptid BPC 157, statistiCki znacajno
razlikuju od kontrolnih skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; p<0.001 za
sve usporedbe). Naime, deficit motoricke funkcije jasno je vidljiv u kontrolnim
skupinama (skupine A2 i B2) tijekom &itavog vremenskog razdoblja pracenja
Sto je razvidno iz numeriCkih podataka koji su prikazani u Tablici 2.
medijanom i interkvartilnim rasponom (C+Q). Tako je primjerice vrijednost
motorickog indeksa dobivena tim testom treCeg poslijeoperacijskog dana u
tretiranim skupinama (skupina A1 i B1) iznosila oko 0,09, a u kontrolnim
skupinama (skupine A2 i B2) oko 0,50; n=72; p<0,001. Valja istaknuti da se
skupine A1 i B1, kao i skupine A2 i B2, nisu medusobno statisticki znacajno
razlikovale.

Dobiveni rezultati postotka deficita motori¢ke funkcije, tzv motori¢kog
indeksa prikazani su i graficki po danima testiranja (slike 9. do 18.), i to
grafikonom «kutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavlja medijan,

«kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi» totalni raspon.
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Slika 9. Motori¢ki indeks svih testiranih skupina prvog poslijeoperacijskog
dana prikazan grafikonom «kutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija
medijan, «kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi» totalni raspon. Skupine A1 i
B1, {j. Zivotinje koje su intraperitonealnom ili peroralnom primjenom dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacajno razlikuju od kontrolnih
Skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=78).
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Slika 10. Motoricki indeks svih testiranih skupina treceg poslijeoperacijskog
dana prikazan grafikonom «kutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija
medijan, «kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi» totalni raspon. Skupine A1 i
B1, {j. Zivotinje koje su intraperitonealnom ili peroralnom primjenom dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacCajno razlikuju od kontrolnih
Skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=72).
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Slika 11. Motoricki indeks svih testiranih skupina petog poslijeoperacijskog
dana prikazan grafikonom «kutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija
medijan, «kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi» totalni raspon. Skupine A1 i
B1, {j. Zivotinje koje su intraperitonealnom ili peroralnom primjenom dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacajno razlikuju od kontrolnih
Skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=66).
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Slika 12. Motoricki indeks svih testiranih skupina sedmog poslijeoperacijskog
dana prikazan grafikonom «kutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija
medijan, «kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi» totalni raspon. Skupine A1 i
B1, {j. Zivotinje koje su intraperitonealnom ili peroralnom primjenom dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacCajno razlikuju od kontrolnih
Skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=60).
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Slika 13. Motori¢ki indeks svih testiranih skupina desetog poslijeoperacijskog
dana prikazan grafikonom «kutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija
medijan, «kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi» totalni raspon. Skupine A1 i
B1, tj. Zivotinje koje su intraperitonealnom ili peroralnom primjenom dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacajno razlikuju od kontrolnih
skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=54).
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Slika 14. Motoricki indeks svih testiranih  skupina Cetrnaestog
poslijeoperacijskog dana prikazan grafikonom «kutija i brkovi» u kojem
sredi$nja crta predstavija medijan, «kutija» interkvartilni raspon, a «brkovix»
totalni raspon. Skupine A1 i B1, tj. Zivotinje koje su intraperitonealnom ili
peroralnom primjenom dobivale pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se
znacajno razlikuju od kontrolnih skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test;
*p<0.001; n=42).
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Slika 15. Motoricki indeks svih testiranih skupina dvadesetprvog
poslijeoperacijskog dana prikazan grafikonom «kutija i brkovi» u kojem
sredi$nja crta predstavija medijan, «kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi»
totalni raspon. Skupine A1 i B1, tj. Zivotinje koje su intraperitonealnom ili
peroralnom primjenom dobivale pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se
znacajno razlikuju od kontrolnih skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test;
*p<0.001; n=30).
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Slika 16. Motori¢ki indeks svih testiranih skupina dvadesetosmog
poslijeoperacijskog dana prikazan grafikonom «kutija i brkovi» u kojem
sredisnja crta predstavija medijan, «kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi»
totalni raspon. Skupine A1 i B1, tj. Zivotinje koje su intraperitonealnom ili
peroralnom primjenom dobivale pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se
znacajno razlikuju od kontrolnih skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test;
*p<0.001; n=18).
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Slika 17. Motori¢ki indeks svih testiranih skupina $Sezdesetog
poslijeoperacijskog dana prikazan grafikonom «kutija i brkovi» u kojem
sredisnja crta predstavija medijan, «kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi»
totalni raspon. Skupine A1 i B1, tj. Zivotinje koje su intraperitonealnom ili
peroralnom primjenom dobivale pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se
znacajno razlikuju od kontrolnih skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test;
*0<0.001; n=12).
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Slika 18. Motoricki indeks svih testiranih skupina devedesetog
poslijeoperacijskog dana prikazan grafikonom «kutija i brkovi» u kojem
sredisnja crta predstavija medijan, «kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi»
totalni raspon. Skupine A1 i B1, tj. Zivotinje koje su intraperitonealnom ili
peroralnom primjenom dobivale pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se
znacajno razlikuju od kontrolnih skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test;
*0<0.001; n=6).
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4.1.2. Testiranje kontrakture

Tijekom istrazivanja zamijetili smo da se nakon kirurS8kog zahvata i
presijecanja LCM-a u skupinama koje nisu dobivale pentadekapeptid BPC
157 javlja kontraktura na operiranom koljenu, i to takva da se niti pasivnim
ispruzanjem nogu nemoze dobiti jednaka duljina operiranog i neoperiranog
ekstremiteta. Testiranjem koje smo proveli 1, 3, 5, 7, 10, 14, 21, 28, 60 i 90
poslijeoperacijski dan nadena je za sve toCke mjerenja statistiCki znaCajna
razlika u kontrakturi (Kruskal-Wallisov test; p<0.001 za sve usporedbe).
Post-hoc usporedbe pokazale su da se skupine A1 i B1, tj. Zivotinje koje su
intraperitonealnom (10 pg/kg TT) ili peroralnom (u vodi za pi¢e otopljeno 300
Mg/l) primjenom dobivale pentadekapeptid BPC 157, statistiCki znacajno
razlikuju od kontrolnih skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; p<0.001 za
sve usporedbe). Skupine A1 i B1, kao i skupine A2 i B2, nisu se statistiCki
znacajno razlikovale. Numeri¢ki podaci za sve Cetiri skupine prikazani su u
Tablici 3. medijanom i interkvartiinim rasponom (CxQ), i to za svaki dan
testiranja. Tim je testiranjem mjerena razlika u duljini izmedu ispruzene
desne (operirane) i lijeve straznje noge i uoCeno je kako u tretiranim
skupinama zivotinja (skupina A1 i B1) nije bilo razlike tijekom Ccitavog
vremena pracenja, dok je u kontrolnim skupinama (skupina A2 i B2) razlika
bila Citavo vrijeme prisutna te je primjerice 14-ti poslijeoperacijski dan iznosila
7.4x4mm, odnosno 7.6t4mm; n=42; p<0,001.

Rezultati testiranja kontrakture prikazani su i graficki po danima
testiranja (slike 19. do 28.), i to grafikonom «kutija i brkovi» u kojem sredi$nja
crta predstavlja medijan, «kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi» totalni

raspon.
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Razlika u duljini ispruZenih straznjih nogu (mm)

SKUPINA

Slika 19. lzmjerena razlika u duljini (milimetri) izmedu ispruZzene desne
(operirane) i lijeve straZznje noge eksperimentalne Zivotinje prvog
poslijeoperacijskog dana u svim testiranim skupinama prikazana je
grafikonom «kutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija medijan,
«kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi» totalni raspon (nacin mjerenja opisan
je u tekstu u poglaviju «Materijali i metode»). Skupine A1 i B1, tj. Zivotinje
koje su intraperitonealnom ili  peroralnom  primjenom  dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacajno razlikuju od kontrolnih
skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=78).
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Slika 20. lzmjerena razlika u duljini (milimetri) izmedu ispruzene desne
(operirane) i lijeve straznje noge eksperimentalne Zivotinje treceg
poslijeoperacijskog dana u svim testiranim skupinama prikazana je
grafikonom «kutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija medijan,
«kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi» totalni raspon (nacin mjerenja opisan
je u tekstu u poglaviju «Materijali i metode»). Skupine A1 i B1, tj. Zivotinje
koje  su intraperitonealnom ili  peroralnom  primjenom  dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacajno razlikuju od kontrolnih
Skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=72).
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Razlika u duljini ispruZenih straznjih nogu (mm)
T

SKUPINA

Slika 21. lzmjerena razlika u duljini (milimetri) izmedu ispruzene desne
(operirane) i lijjeve straznje noge eksperimentalne Zivotinje petog
poslijeoperacijskog dana u svim testiranim skupinama prikazana je
grafikonom «kutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija medijan,
«kutija» interkvartilni raspon, a «brkoviy» totalni raspon (nac¢in mjerenja opisan
je u tekstu u poglaviju «Materijali i metode»). Skupine A1 i B1, tj. Zivotinje
koje su intraperitonealnom ili  peroralnom  primjenom  dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacajno razlikuju od kontrolnih
Skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=66).

20—
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Slika 22. Izmjerena razlika u duljini (milimetri) izmedu ispruZzene desne
(operirane) i lijeve straznje noge eksperimentalne Zivotinje sedmog
poslijeoperacijskog dana u svim testiranim skupinama prikazana je
grafikonom «Kkutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija medijan,
«kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi» totalni raspon (nacin mjerenja opisan
je u tekstu u poglaviju «Materijali i metode»). Skupine A1 i B1, {j. Zivotinje
koje su intraperitonealnom ili  peroralnom  primjenom  dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacCajno razlikuju od kontrolnih
Skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=60).
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Razlika u duljini ispruzenih straZnjih nogu (mm)
T
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Slika 23. Ilzmjerena razlika u duljini (milimetri) izmedu ispruZzene desne
(operirane) i lijeve straznje noge eksperimentalne Zivotinje desetog
poslijeoperacijskog dana u svim testiranim skupinama prikazana je
grafikonom «kutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija medijan,
«kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi» totalni raspon (nac¢in mjerenja opisan
je u tekstu u poglaviju «Materijali i metode»). Skupine A1 i B1, {j. Zivotinje
koje su intraperitonealnom ili  peroralnom  primjenom  dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacCajno razlikuju od kontrolnih
Skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=54).
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Slika 24. Izmjerena razlika u duljini (milimetri) izmedu ispruzene desne
(operirane) i lijeve straznje noge eksperimentalne Zivotinje Cetrnaestog
poslijeoperacijskog dana u svim testiranim skupinama prikazana je
grafikonom «kutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija medijan,
«kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi» totalni raspon (nacin mjerenja opisan
je u tekstu u poglaviju «Materijali i metode»). Skupine A1 i B1, tj. Zivotinje
koje  su intraperitonealnom ili  peroralnom  primjenom  dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacajno razlikuju od kontrolnih
skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=42).
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Razlika u duljini ispruZenih straZznjih nogu (mm)
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Slika 25. Izmjerena razlika u duljini (milimetri) izmedu ispruzene desne
(operirane) i lijeve straznje noge eksperimentalne Zivotinje dvadesetprvog
poslijeoperacijskog dana u svim testiranim skupinama prikazana je
grafikonom «kutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija medijan,
«kutija» interkvartilni raspon, a «brkoviy» totalni raspon (nac¢in mjerenja opisan
je u tekstu u poglaviju «Materijali i metode»). Skupine A1 i B1, tj. Zivotinje
koje su intraperitonealnom ili  peroralnom  primjenom  dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacajno razlikuju od kontrolnih
Skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=30).
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Slika 26. lzmjerena razlika u duljini (milimetri) izmedu ispruZzene desne
(operirane) i lijeve straZznje noge eksperimentalne Zivotinje dvadesetosmog
poslijeoperacijskog dana u svim testiranim skupinama prikazana je
grafikonom «Kkutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija medijan,
«kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi» totalni raspon (nacin mjerenja opisan
je u tekstu u poglaviju «Materijali i metode»). Skupine A1 i B1, {j. Zivotinje
koje su intraperitonealnom ili  peroralnom  primjenom  dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacCajno razlikuju od kontrolnih
Skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=18).
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Razlika u duljini ispruzenih straznjih nogu (mm)

SKUPINA

Slika 27. Izmjerena razlika u duljini (milimetri) izmedu ispruzene desne
(operirane) i lijeve straZnje noge eksperimentalne Zivotinje Sezdesetog
poslijeoperacijskog dana u svim testiranim skupinama prikazana je
grafikonom «kutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija medijan,
«kutija» interkvartilni raspon, a «brkoviy» totalni raspon (nac¢in mjerenja opisan
je u tekstu u poglaviju «Materijali i metode»). Skupine A1 i B1, tj. Zivotinje
koje su intraperitonealnom ili  peroralnom  primjenom  dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacajno razlikuju od kontrolnih
Skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=12).
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Slika 28. lzmjerena razlika u duljini (milimetri) izmedu ispruzene desne
(operirane) i lijeve straznje noge eksperimentalne Zivotinje devedesetog
poslijeoperacijskog dana u svim testiranim skupinama prikazana je
grafikonom «kutija i brkovi» u kojem srediSnja crta predstavija medijan,
«kutija» interkvartilni raspon, a «brkovi» totalni raspon (nacin mjerenja opisan
je u tekstu u poglaviju «Materijali i metode»). Skupine A1 i B1, tj. Zivotinje
koje  su intraperitonealnom ili  peroralnom  primjenom  dobivale
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki se znacajno razlikuju od kontrolnih
skupina A2 i B2 (Mann-Whitneyev U test; *p<0.001; n=6).
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Slika 29. Test za procjenu kontrakture koja se javlja po kirurskom
presijecanju medijalnog kolateralnog ligamenta (LCM-a), a Ciji se detaljni opis
nalazi u poglaviju «Materijali i metode». A) Testiranje prvog
poslijeoperacijskog dana eksperimentalne Zivotinje iz tretirane skupine
(skupina A1 - Zivotinje koje su jednom dnevno intraperitonealnom primjenom
dobivale pentadekapeptid BPC 157 u dozi od 10ug/kgTT) potvrduje da
Zivotinja nije razvila kontrakturu — palci straZznjih nogu su u razini. B)
Testiranje prvog poslijeoperacijskog dana eksperimentalne Zivotinje iz
kontrolne skupine (skupina AZ2 - Zivotinje koje su jednom dnevno
intraperitonealnom primjenom dobivale fizioloSku otopinu) upucuje na pojavu
kontrakture nakon kirurskog zahvata — palci straznjih nogu nisu u razini.
Fotografije su snimljene pomocu digitalnog fotoaparata Canon DIGITAL
IXUS II.
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Slika 30. Test za procjenu kontrakture koja se javlja po kirurSkom
presijecanju medijalnog kolateralnog ligamenta (LCM-a), a Ciji se detaljni opis
nalazi u poglaviju «Materijali i metode». A) Testiranje dvadesetprvog
poslijeoperacijskog dana eksperimentalne Zivotinje iz tretirane skupine
(skupina A1 - Zivotinje koje su jednom dnevno intraperitonealnom primjenom
dobivale pentadekapeptid BPC 157 u dozi od 10ug/kgTT) potvrduje da
Zivotinja nije razvila kontrakturu — palci straZznjih nogu su u razini. B)
Testiranje dvadesetprvog poslijeoperacijskog dana eksperimentalne Zivotinje
iz kontrolne skupine (skupina A2 - Zivotinje koje su jednom dnevno
intraperitonealnom primjenom dobivale fizioloSku otopinu) upucuje na pojavu
kontrakture nakon kirurskog zahvata — palci straznjih nogu nisu u razini.
Fotografije su snimljene pomocu digitalnog fotoaparata Canon DIGITAL
IXUS II.
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4.2. Biomehanicko testiranje

Kao Sto je vec istaknuto prilikom biomehanickog testiranja (slika 31.)
preparata kost-ligament-kost (femur-medijalni kolateralni ligament-tibija)
dobija se karakteristiCha krivulja odnosa optereéenja i produljenja, kao i
numeriCke vrijednosti sile pucanja izrazene u njutnima (N) te elongacije
(krajnjeg produljenja) ligamenta u milimetrima (mm). Za izraCunavanje
podataka o krutosti (N/mm) i energiji apsorbiranoj do trenutka pucanja
(N-mm) koriStene su vrijednosti dobivene u granicama od 25 do 75%
povrsine ispod dobivene krivulje. Svi dobiveni podaci testiranjem prikazani su
u Tablici 4. kao aritmetiCka sredinatstandardna devijacija, i to kako s obzirom

na eksperimentalne skupine tako i s obzirom na dane testiranja.

Slika 31. A) Preparat kost-ligament-kost (femur-medijalni kolateralni
ligament-tibija) postavijen u pritezne ploCe koje su ukljeStene u posebne
metalne stezaljke na pocCetku biomehanickog testiranja koje je nacinjeno na
numeric¢koj kidalici (TENSO-LAB, STRENGTH TESTER, Mesdan Lab., Raffa
di Puegnago, ltalija) u MIRTA-KONTROL, d.o.o., Zajceva 23, Zagreb,
Hrvatska. B) Preparat kost-ligament-kost (femur-medijalni kolateralni
ligament-tibija) s puknutim LCM-om po zavrSetku testiranja. Fotografije su
snimljene pomocu digitalnog fotoaparata Canon DIGITAL IXUS II.
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Tablica 4. Vrijednosti sile pucanja (N), elongacije (mm), absorbirane energije
(N-mm) i krutosti (N/mm) prikazane su kao aritmeticka sredinaxstandardna
devijacija, i to kako s obzirom na testirane skupine eksperimentalnih Zivotinja
(tretirane skupine A1 i B1 i kontrolne skupine A2 i B2) tako i s obzirom na
dane testiranja (10., 14. i 21. poslijeoperacijski dan).

POKAZATELJ SKUPINA A1 | SKUPINA B1 | SKUPINA A2 | SKUPINA B2
i DANI
'(mj'efna TESTIRANJA n=6 n=6 n=6 n=6
Jedinica) (M+SD) (M+SD) (M+SD) (M+SD)
10. 20,7425t | 1974211 | 14,4432 | 13818
SILA PUCANJA
20 14, 3354631 | 302444t | 22366 | 228+44
21. 354+7 5t | 332437t | 2494107 | 21,6%50
10. 2.8+04t | 2,7+04t 2.4+06 2.3+0 4
ELONGACIJA
14, 2403t | 2,304t 1,905 1.940,6
(mm)
21. 22402t | 22405t 17405 1.840,5
ABSORBIRANA 10. 243+4 1t | 22,5426t | 143+33 | 135425
ENERGIJA 14, 34,6+111% | 30,5¢7,7f | 19,394 | 186456
(N-mm) 21. 325459t | 303611 | 1984158 | 16,9474
10. 9.2+17 91423 8,041 75418
KRUTOST
14, 17,1421 158419 | 142+47 | 155%58
(N/mm)
21. 201455 | 194+44 | 177452 | 151+43

MxSD aritmeti€ka sredinatstandardna devijacija
T statistiCki znacCajne razlike u odnosu na skupine A2 i B2

Na kraju svakog biomehani¢kog testiranja preparata kost-ligament-
kost (femur-medijalni kolateralni ligament-tibija) zabiljeZeno je mjesto prekida
kontinuiteta ligamenta. Tako je uoCeno da je prilikom testiranja provedenog
desetog i Cetrnaestog poslijeoperacijskog dana u 47 od 48 testiranih
preparata do pucanja doSlo na mjestu na kojemu je LCM i bio kiruski
presjeCen, a samo je u jednom slu€aju u skupini B2 doSlo do prijeloma
femura prilikom testiranja. No, prilikom testiranja dvadesetprvog

poslijeoperacijskoga dana doslo je do pucanja na mjestu transekcije u 9
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Zivotinja, u 14 je doSlo do avulzije tibijalnog hvatiSta, doim je u 1 zZivotinje

doSlo do odvajanja na femoralnom hvatiStu. Ta je raspodjela prikazana u

Tablici 5., i to s obzirom na skupine eksperimentalnih Zivotinja i dane

testiranja.

Tablica 5. Mjesto pucanja LCM-a (ozZiljak, avulzija tibijalnog hvatista, drugo)
prilikom biomehaniCkog testiranja preparata kost-ligament-kost, i to kako s
obzirom na testirane skupine eksperimentalnih Zivotinja (tretirane skupine
A1 i B1 i kontrolne skupine A2 i B2) tako i s obzirom na dane testiranja (10.,
14. i 21. poslijeoperacijski dan).

MJESTO PUCANJA LCM-A PRILIKOM
BIOMEHANICKOG TESTIRANJA
DAN TESTIRANJA OZILIAK o DRUGO
~ SRURIRA HVATISTA

10. DAN — Af 6 0 0
10. DAN — B 6 0 0
10. DAN — A2 6 0 0
10. DAN - B2 5 0 11
14. DAN — Af 6 0 0
14. DAN — B1 6 0 0
14. DAN — A2 6 0 0
14. DAN - B2 6 0 0
21. DAN — A1 2 4 0
21. DAN — B1 1 5 0
21. DAN — A2 3 2 1
21. DAN - B2 2 4 0

T prijelom femura

* odvajanje na femoralnom hvatistu
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4.2.1. Sila pucanja

Promatrajuci numeriCke vrijednosti sile pucanja dobivene provedenim
biomehanickim testiranjem vidi se da usporedno s danima testiranja raste i
dobivena vrijednost sile u svim testiranim skupinama. Ti su numeric¢ki podaci
izrazeni u njutnima (N) prikazani u Tablici 4., i to kao aritmetiCka
sredinatzstandardna devijacija (M+SD).

Rezultati dobiveni statistickom analizom pokazuju benefitni uc€inak
primjene pentadekapeptida BPC 157 na ispitivani biomehanicki parametar
silu pucanja. Naime, usporedba skupina pokazuje da su rezultati u
skupinama A2 i B2, tj. u onima u kojima nije primjenjivan pentadekapeptid
BPC 157, statistiCki znacajno nizi od dobivenih rezultata sile pucanja u
skupinama A1 i B1 (F320=23.29; p<0.001, parcijalni n=0.78). S obzirom na
dan mjerenja nadena je statistiCki znaCajna razlika u sili pucanja (Wilksov
A=0.11; F249=76,83; p<0.001, parcijalni n2=0.89). Tako je primjerice iz
Tablice 4. vidljivo da je sila pucanja 14-tog poslijeoperacijskog dana u
tretiranim skupinama iznosila 33,5+6,3N i 30,2+4,4N, dok je u kontrolnim
skupinama iznosila 22,316,6N i 22,8t4,4N (n=6; p<0,001). Ti rezultati
ukazuju na znatno bolje cijeljenje ligamenta u tretiranih skupina zivotinja.
Post-hoc usporedba pokazala je da su dobiveni rezultati testiranja
provedenog Cetrnaestog i dvadesetprvog dana statistiCki znacajno visi od
onih desetog poslijeoperacijskog dana, dok se oni sami medusobno ne
razlikuju (Least significant difference test). Osim toga, statistickom analizom
nije naden statistiCki znacajan interakcijski u€inak za dane testiranja i skupine
(Wilksov A=0.76; Fs33=0.94; p=0.428).

Dobiveni rezultati sile pucanja prikazani su kao aritmeti¢ka sredina (M)
i graficki (slika 32.), i to linijskim grafikonom poradi jasnijeg uvida u

medusobni odnos rezultata s obzirom na dan testiranja i testirane skupine.
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4.2.2. Elongacija

Promatraju¢i dobivene numeriCke vrijednosti elongacije (krajnjeg
produljenja) ligamenta provedenim biomehanickim testiranjem vidi se da
usporedno s danima testiranja pada i dobivena vrijednost elongacije u svim
testiranim skupinama. Ti podaci izrazeni u milimetrima prikazani su u Tablici
4.

Rezultati dobiveni statistickom analizom pokazuju benefitni ucinak
primjene pentadekapeptida BPC 157 na ispitivani biomehanicki parametar
elongaciju. Naime, usporedba skupina pokazala je da su rezultati u
skupinama A2 i B2, tj. u onima u kojima nije primjenjivan pentadekapeptid
BPC 157, statistiCki zna€ajno nizi od dobivenih rezultata u skupinama A1 i B1
(F3.20=4.51; p<0.014, parcijalni n?=0.41). S obzirom na dan mjerenja pronasli
smo statistiCki zna€ajnu razliku (Wilksov A=0.53; F,19=8.30, p<0.003;
parcijalni n?=0.47). Tako je primjerice vidljivo iz Tablice 4. da se 10-ti
poslijeoperacijski dan u tretiranim skupinama (skupine A1 i B1) ligament
mogao elongirati 2,8+0,4mm i 2,7+0,4mm, 14-ti poslijeoperacijski dan
2,4+0,3mm i 2,3+0,4mm, dok se u kontrolnim skupinama (skupine A2 i B2)
10-og poslijeoperacijskog dana mogao elongirati 2,4+0,6mm i 2,3+0,4mm, a
14-og dana 1,91£0,5mm i 1,9+0,6mm. Ti podaci jasno ukazuju na vedu
¢vrstocu LCM-a u tretiranim skupinama eksperimentalnih Zivotinja. Post-hoc
usporedba pokazala je da su rezultati Cetrnaestog i dvadesetprvog dana
statistiCki znacajno nizi od onih desetog dana, dok se oni medusobno ne
razlikuju (Least significant difference test). Nije pronaden statistiCki znaCajan
interakcijski u€inak za dane mjerenja i skupine (Wilksov A=0.98; Fg35=0.05;
p>0.950).

Dobiveni rezultati elongacije prikazani su kao aritmeticka sredina (M) i
graficki (slika 33.), i to linijskim grafikonom poradi jasnijeg uvida u medusobni
odnos tih rezultata, kako s obzirom na dan testiranja, tako i s obzirom na

testirane skupine.
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Slika 32. Graficki prikaz promjene aritmeti¢ke sredine sile pucanja ligamenta
(N) linijskim grafikonom obzirom na dan testiranja (10., 14. i 21.
poslijeoperacijski dan) i ispitivane skupine eksperimentalnih Zivotinja
(tretirane skupine A1 i B1 i kontrolne skupine A2 i B2). Usporedba skupina
pokazala je da su rezultati u kontrolnim skupinama A2 i B2, tj. u onima u
kojima nije primjenjivan pentadekapeptid BPC 157, statistiCki znacajno nizi
od dobivenih rezultata u skupinama A1 i B1 (F320=23.29; *p<0.001, parcijalni
n*=0.78; n=6).
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Slika 33. Graficki prikaz promjene aritmetiCke sredine elongacije ligamenta
(mm) linijskim grafikonom obzirom na dan testiranja (10., 14. i 21.
poslijeoperacijski dan) i ispitivane skupine eksperimentalnih Zivotinja
(tretirane skupine A1 i B1 i kontrolne skupine A2 i B2). Usporedba skupina
pokazala je da su rezultati u kontrolnim skupinama A2 i B2, tj. u onima u
kojima nije primjenjivan pentadekapeptid BPC 157, statistiCki znac¢ajno nizi
od dobivenih rezultata u skupinama A1 i B1 (F320=4.51; *p<0.014, parcijalni
n*=0.41; n=6).

61



4.2.3. Energija apsorbirana kod pucanja

Numericki podaci o energiji apsorbiranoj do trenutka pucanja
ligamenta prilikom biomehani¢kog testiranja izraCunati su u granicama od 25
do 75% povrSine ispod dobivene krivulje opterecenje - produljenje i izraZeni
su u jedinici N-mm (vidi Tablica 4.).

Rezultati dobiveni statistickom analizom pokazuju benefitni ucinak
primjene pentadekapeptida BPC 157 na ispitivani biomehanicki parametar
energiju apsorbiranu kod pucanja. Naime, usporedba skupina pokazala je da
su rezultati u skupinama A2 i B2, tj. u onima u kojima nije primjenjivan
pentadekapeptid BPC 157, statistiCki znacajno nizi od dobivenih rezultata u
skupinama A1 i B1 (F320=15.90; p<0.001, parcijalni n2=0.71). S obzirom na
dan mjerenja nadena je statistiCki znac€ajna razlika u energiji apsorbiranoj kod
pucanja (Wilksov A=0.48; F,19=10,30; p=0.001, parcijalni n°=0.52). Tako se
iz rezultata prikazanih u Tablici 4. mozZe uociti da je u tretiranim skupinama
Zivotinja energija apsorbirana kod pucanja bila prosje¢no oko 30 Nmm 14-og
i 21-0g poslijeoperacijskog dana, dok je u kontrolnim skupinama iznosila oko
19 Nmm $to jasno upucuje da se primjenom pentadekapeptida BPC 157
postize znatno vecCa CcCvrsto¢a mjesta cijeljenja ligamenta. Post-hoc
usporedba pokazala je da su dobiveni rezultati testiranja provedenog
Cetrnaestog i dvadesetprvog dana statistiCki znacajno visi od onih desetog
poslijeoperacijskog dana, dok se oni sami medusobno ne razlikuju (Least
significant difference test). Osim toga, statistickom analizom nije naden
statisticki znacajan interakcijski uc¢inak za dane testiranja i skupine (Wilksov
A=0.91; F533=0.32; p=0.921).

Dobiveni rezultati o energiji apsorbiranoj do trenutka pucanja LCM-a
prilikom biomehanickog testiranja prikazani su kao aritmeticka sredina (M) i
graficki (slika 34.), i to linijskim grafikonom poradi jasnijeg uvida u medusobni

odnos rezultata s obzirom na dan testiranja i testirane skupine.
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4.2.4. Krutost

Numericke vrijednosti krutosti su izraCunate iz krivulje opterecenje —
produljenje, i to je u stvari odnos izmedu opterecenja i produljenja izmjeren
ispod nagiba linearnog dijela dobivene krivulje, a izrazava se u njutnima po
milimetru (N/mm) (vidi Tablicu 4.). Uocljiv je porast numeri¢kih vrijednosti
krutosti za sve skupine u svim promatranim vremenima testiranja.

Rezultati dobiveni statistickom analizom pokazuju da primjena
pentadekapeptida BPC 157 nema udinka na ispitivani biomehanicki
parametar krutost. Tako je primjerice vidiljivo iz Tablice 4. da se i u tretiranim
(skupine A1 i B1) i u kontrolnim skupinama eksperimentalnih Zivotinja
(skupine A2 i B2) vrijednosti dobivene za krutost 14-og i 21-og
poslijeoperacijskog dana kre¢u izmedu 15 i 20 N/mm. Osim toga, usporedba
skupina pokazala je da razlike izmedu skupina nisu statisticki znacCajne
(F320=2.45, p=0.093). No, provedenom statistickom analizom pronasli smo
statistiCki zna€ajnu razliku s obzirom na dan mjerenja (Wilksov A=0.17,
F219=45.60, p<0.001, parcijalni r]2=0.83), a post-hoc usporedba je pokazala
da se rezultati Cetrnaestog i dvadesetprvog dana medusobno ne razlikuju, ali
da su statistiCki znacajno visSi od rezultata desetog dana (Least significant
difference test). Nije pronaden ni statistiCki zna€ajan interakcijski uc€inak za
dane mjerenja i skupine (Wilksov A=0.91, Fs 35=0.32, p=0.922).

Rezultati su prikazani i graficki, i to linijskim grafikonom prikazujuci
samo aritmetiCku sredinu (M) poradi jasnijeg uvida u medusobni odnos

rezultata s obzirom na dan testiranja i testirane skupine (slika 35.).
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Slika 34. Promjena aritmeticke sredine apsorbirane energije do trenutka
pucanja ligamenta (N-mm) prikazana linijskim grafikonom obzirom na dan
testiranja (10., 14. i 21. poslijeoperacijski dan) i ispitivane skupine
eksperimentalnih Zivotinja (tretirane skupine A1 i B1 i kontrolne skupine A2 i
B2). Usporedba skupina pokazala je da su rezultati u kontrolnim skupinama
A2 i B2, t{j. u onima u kojima nije primjenjivan pentadekapeptid BPC 157,
statistiCki znacCajno nizi od dobivenih rezultata u skupinama A1 i B1
(F320=15.90; *p<0.001, parcijalni n*=0.71; n=6).
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Slika 35. Promjene krutosti ligamenta (N/mm) obzirom na dan testiranja (10.,
14. i 21. poslijeoperacijski dan) i ispitivane skupine eksperimentalnih Zivotinja
(tretirane skupine A1 i B1 i kontrolne skupine A2 i B2) prikazane su linijskim
grafikonom. ToCke su aritmetiCke sredine. Usporedba skupina pokazala je da
razlike izmedu skupina nisu statisticki znacajne (F320=2.45; p=0.093; n=6).
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4.3. Makroskopska procjena

Za makroskopsku procjenu cijeljenja ligamenta promatran je i opisan
izgled medijalnog kolateralnog ligamenta (LCM), mjesto cijeljenja ligamenta
te izgled okolnih anatomskih struktura. PresjeCeni krajevi LCM-a vrlo se
jasno mogu identificirati prvog i tre¢eg dana po kirur§koj transekciji. Samo
mjesto cijeljenja ligamenta je na dnu ispunjeno hematomom. Ligament je
zadebljan, edematozan, i to i iznad i ispod mjesta presijecanja. To je
zadebljanje izrazitije u kontrolnim skupinama zZivotinja (skupine A2 i B2), tj. u
zivotinja koje nisu dobivale pentadekapeptid BPC 157. Osim toga, LCM se
doima zamucenim, izgubio je svoju providnost, a i boja mu je potpuno
drugacija od one zdravog ligamenta. U okolnome se tkivu nalazi krvi.

Petog poslijeoperacijskog dana zamjecCuje se ispunjavanje mjesta
cijelienja ugruskom s traCcima fibrina, a ve¢ sedmog poslijeoperacijskog
dana ono je u potpunosti ispunjeno tim tkivom te se dobija dojam cjelovitosti
ligamenta. PresjeCeni se krajevi ligamenta i u tom razdoblju vrlo lako mogu
identificirati, ali oni viSe nisu tako jasno ograni€eni kao prvog i treceg
poslijeoperacijskog dana. Upravo se u tom detalju jasno razlikuju skupine
Zivotinja koje su dobivale pentadekapeptid BPC 157 (skupine A1 i B1) od
kontrolnih skupina (skupine A2 i B2). Naime, ti presjeCeni krajevi LCM-a u
kontrolnim su skupinama znatno nepravilniji i edematozniji. Osim toga, u
zivotinja koje su dobivale pentadekapeptid BPC 157 znatno je jaCe izrazena
pojava hemoragi¢noga tkiva na rubnome podrucju cijeljenja. lako je LCM i
nadalje zadebljan i edematozan, on je to znatno manje no prvog i treCeg
poslijeoperacijskog dana, a valja naglasiti da od sedmog poslijeoperacijskog
dana postaje na svojim hvatiStima providan i u tome segmentu sve sli¢niji
zdravom LCM-u. Tkivo u okolini LCM-a je blago edematozno i jo§ se u tom
podrucju nalazi i krvi. U ovome se razdoblju zamjecuje tijekom prepariranja u
kontrolnim skupinama Zivotinja pojava znatne fibrozacije okolnoga tkiva koja
se ocCituje vrlo teSkim odvajanjem okolnog tkiva i fascije od LCM-a.

Mijesto cijeljenja desetog i Cetrnaestog poslijeoperacijskog dana je i
nadalje ocito, a ispunjeno je novostvorenim vlaknastim tkivom koje je

providno ali i neznatno tamnije od ostatka ligamenta. To je tkivo u ravnini s
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ligamentom i iznad i ispod mjesta presijecanja i dobija se dojam znatno vece
¢vrstocCe tog tkiva od onoga u ranijim razdobljima promatranja. Rubovi na
mjestu presijecanja LCM-a sve se teze jasno identificiraju. lako se u
pojedinih Zivotinja koje su dobivale pentadekapeptid BPC 157 (skupine A1 i
B1) joS desetog poslijeoperacijskog dana na rubovima mjesta cijeljenja nalazi
hemoragi¢nog tkiva vise no u kontrolnim skupinama (skupine A2 i B2), ipak
se od Cetrnaestog dana to tkivo na rubovima viSe ne nalazi. Trend
smanjivanja edematoznosti presjeCenog LCM-a se nastavlja i u ovome
promatranome razdoblju, a hvatista postaju gotovo identi€na hvatiStima
zdravog LCM-a i u veli€ini i u providnosti. Tkivo u okolini presjeCenog LCM-a
joS je neznatno edematoznije od onoga oko zdravog LCM-a. | u ovome je
promatranome razdoblju prepariranje kontrolnih skupina Zivotinja bilo
oteZano poradi vece prisutnosti adhezija u tkivima oko LCM-a.

Dvadesetprvog, kao i dvadesetosmog poslijeoperacijskog dana vise
se ne mogu identificirati presjeCeni krajevi LCM-a. Mjesto cijeljenja je u
potpunosti ispunjeno novostvorenim vlaknastim tkivom koje je providno i sve
sli¢nije ostatku ligamenta. Ono je posve u razini s ostatkom ligamenta koji se
viSe ne doima edematoznim i konac¢no postaje u veli€ini sliCan zdravome
ligamentu. Osim toga, i nadalje se Citav ligament doima zamucenijim i
tamnijim u usporedbi sa zdravim ligamentom. U ovom promatranom
razdoblju viSe se nije naslo nekih ocitih makroskopskih razlika izmedu
skupina koje su primale pentadekapeptid BPC 157 (skupine A1 i B1) i
kontrolnih skupina Zivotinja (skupine A2 i B2), no i nadalje je prepariranje
kontrolnih skupina Zivotinja bilo otezano poradi vece prisutnosti adhezija u
tkivima oko LCM-a.

U eksperimentalnih Zivotinja koje su zrtvovane dva i tri mjeseca nakon
kirurSkog presijecanja LCM nije zapazeno nikakvih razlika izmedu tih i
zdravih ligamenta u izgledu i boji, i to bez obzira dali su pripadali skupinama
koja su primale pentadekapeptid BPC 157 (skupine A1 i B1) ili je pak rije€ o
kontrolnim skupinama zivotinja (skupine A2 i B2). Mjesto cijeljenja se, kao i
presjeCeni krajevi LCM-a, viSe ne razaznaje. No, i u ovom promatranome
razdoblju prepariranje kontrolnih skupina Zivotinja bilo je otezano poradi

vece prisutnosti adhezija u tkivima oko LCM-a.
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Slika 36. Preparati obje straznje noge eksperimentalne Zivotinje nacinjeni za
potrebe makroskopske procjene po Zrtvovanju koje je Cinjeno dekapitacijom
giliotinom. S lijeve strane postavijen je preparat straZnje lijeve noge, do¢im
se desno uvijek postavija preparat straznje desne noge te se na taj nacin
omogucuje usporedba zdravog LCM-a s prethodno presjecenim LCM-om
desne noge na kojem se analizira joS i samo mjesto cijeljenja. A) Na slici se
vide tako nacCinjeni preparati iz tretirane skupine Zivotinja (skupina A1 -
Zivotinje koje su jednom dnevno intraperitonealnom primjenom dobivale
pentadekapeptid BPC 157 u dozi od 10ug/kgTT) po Zrtvovanju koje je
nacinjeno treceg poslijeoperacijskog dana. B) Na slici se vide tako nacinjeni
preparati iz kontrolne skupine Zivotinja (skupina A2 - Zivotinje koje su jednom
dnevno intraperitonealnom primjenom dobivale fizioloSku otopinu) po
Zrtvovanju koje je nacinjeno treceg poslijeoperacijskog dana.Fotografije su
snimljene pomocu digitalnog fotoaparata Canon DIGITAL IXUS II.
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Slika 37. Preparati obje straZznje noge eksperimentalne Zivotinje nacinjeni za
potrebe makroskopske procjene po Zrtvovanju koje je Cinjeno dekapitacijom
giliotinom. S lijeve strane postavijen je preparat straZnje lijeve noge, do¢im
se desno uvijek postavija preparat straznje desne noge te se na taj nacin
omogucuje usporedba zdravog LCM-a s prethodno presje¢enim LCM-om
desne noge na kojem se analizira jo§ i samo mjesto cijeljenja. A) Na slici se
vide tako nacinjeni preparati iz tretirane skupine Zivotinja (skupina B1 -
Zivotinje koje su dobivale vodu za pice u kojoj je bilo otopljeno 300 ug/l
pentadekapeptida BPC 157) po Zrtvovanju koje je nacinjeno dvadesetprvog
poslijeoperacijskog dana. B) Na slici se vide tako nacinjeni preparati iz
kontrolne skupine Zivotinja (skupina B2 - Zivotinje koje su dobivale samo
Cistu vodu za pice) po Zrtvovanju koje je nacinjeno dvadesetprvog
poslijeoperacijskog dana. Fotografije su snimljene pomocu digitalnog
fotoaparata Canon DIGITAL IXUS II.
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4.4. Mikroskopska procjena

4.4.1. Bojanje hemalaun-eozinom (HE)

Prvog i tre¢eg poslijeoperacijskog dana se na preparatima obojenim
hemalaun-eozinom u podrudju defekta nastalnog presjecanjem LCM-a
nalaze ekstravazati eritrocita uz prisustvo neutrofila, a prisutni su i tracci
fibrina koji su nesto guséi u skupinama A1 i B1, tj. u onim skupinama koje su
dobivale pentadekapeptid BPC 157. Petog se poslijeoperacijskog dana u tom
podruc¢ju nalaze debele niti fibrina uz mjestimi¢no prisustvo kolagenih niti te
rijetki vaskularni prostori $to odgovara po€etnom granulacijskom tkivu. To je
tkivo osobito izrazeno u preparatima skupina koje su dobivale
pentadekapeptid BPC 157.

Od sedmog poslijeoperacijskog dana granulacijsko se tkivo nalazi u
svim promatranim preparatima. No, zastupljenost gustih kolagenih snopova
koji se zamjeCuju nakon desetog, a osobito nakon cetrnaestog
poslijeoperacijskog dana, i koji postupno premostavaju defekt znatno je veca
u preparatima skupina koje su dobivale pentadekapeptid BPC 157 (skupine
A1 i B1). Valja istaknuti da se broj vaskularnih prostora u preparatima
skupina koje su dobivale pentadekapeptid BPC 157 postupno ali kontinuirano
smanjivao za razliku od kontrolnih skupina u kojih je zamjeéeno brze
inicijalno smanjivanje broja vaskularnih prostora ali i pojava novog «pika»
Cetrnaestog poslijeoperacijskog dana iza kojega je slijedilo ponovno naglo
smanjivanje njihovoga broja. Broj neutrofila u obje skupine vrlo brzo pada, i
to ve¢ od sedmog poslijeoperacijskoga dana, a valja naglasiti da i prisustvo
mononuklearnih upalnih stanica nije osobito izrazeno. Od dvadesetprvog
poslijeoperacijskog dana u gotovo svim promatranim preparatima vidljivo je
da je uspostavljen kontinuitet LCM-a bez uodljivih razlika izmedu skupina na

razini standardnog HE preparata.
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4.4.2. Bojanje po Gomoriju (Gémoéry)

Dobiveni rezultati nakon analize i skoriranja histoloskih preparata

impregniranih srebrom po Gomoriju (Gomory) prikazani su u tablici 6.

medijanom i interkvartilnim rasponom (C+Q), a isti su prikazani i graficki, i to

linijskim grafikonom poradi jasnijeg uvida u medusobni odnos rezultata s

obzirom na poslijeoperacijski dan i testirane skupine (slika 38.).

Tablica 6. Rezultati nakon analize i ocjene ocjenskom ljestvicom (SKOR 0-3)
histolo$kih preparata impregniranih srebrom po Gomoriju prikazani su
medijanom i interkvartilnim rasponom (CtQ), i to kako s obzirom na testirane
skupine eksperimentalnih Zivotinja (tretirane skupine A1 i B1 i kontrolne
Skupine A2 i B2) tako i s obzirom na promatrane poslijeoperacijske dane.

BOJANJE PO GOMORIJU
SKUPINA | SKUPINA | SKUPINA | SKUPINA
POSLIJEOPERACIJSKI A1 B1 A2 B2
DAN (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
C+xQ C+Q C+xQ Cc+xQ
5. 1.5+1.2 1.5+1.1 1.0+1.0 1.2+1.0
7. 2.0+0.1 2.0+0.1 2.5+1.0 2.2+1.0
10. 2.0+0.1t 2.0+£0.2¢% 3.0¢1.0 27+1.0
14. 0.0+0.5t 0.0+0.1¢% 1.0£1.1 1.0+0.7
21. 0.0+0.5 0.0+0.1 0.2+1.0 0.2+0.6
28. 0.0+0.2 0.0+0.1 0.0+0.6 0.0+0.5
60. 0.0+0.1 0.0+0.1 0.0+0.2 0.0+0.2
90. 0.0+0.2 0.0+0.1 0.0+£0.2 0.0+£0.2

C+Q medijanzinterkvartilni raspon
Tstatisti¢ki znacajne razlike u odnosu na skupine A2 i B2 (Kruskal-Wallis test)
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Slika 38. Stupanj gustoce retikulinskih viakana ocjenjen ocjenskom ljestvicom
(SKOR 0-3) na histoloSkim preparatima impregniranim srebrom po Gomoriju,
a prikazan s obzirom na promatrane poslijeoperacijske dane i na testirane
Skupine eksperimentalnih Zivotinja (tretirane skupine A1 i B1 i kontrolne
skupine A2 i B2). ToCke oznaCavaju medijan 6 Zivotinja po skupini. Kruskal-
Wallis test, *p=0.038, 1p=0.011.

Provedenom statistickom analizom (Kruskal-Wallis test) pronadena je
statistiCki znacajna razlika u zastupljenosti retikulinskih vlakana u vidnom
polju za deseti poslijeoperacijski dan (tretirane su skupine imale za taj dan
skor 2,0+0,1 i 2,0+0,2, a kontrolne 3,0+1,0 i 2,7+1,0; n=6; p=0,038), kao i za
Cetrnaesti poslijeoperacijski dan (tretirane su skupine imale za taj dan skor
0,0£0,5 i 0,0£0,1, a kontrolne 1,0£1,1 i 1,0+0,7; n=6; p=0,011). Post-hoc
usporedbe pokazale su da su u desetome poslijeoperacijskome danu
rezultati dobiveni za skupinu A1 (Zivotinje koje su intraperitonealnom
primjenom dobivale pentadekapeptid BPC 157) bili statisti€¢ki znacajno nizi od
rezultata kontrolne skupine A2 (Mann-Whitney U test; p=0.045). No, u
odnosu na drugu kontrolnu skupinu B2 pronadena razlika nije dostigla
statisticku znacajnost (Mann-Whitney U test; p=0.058), a to je vjerojatno
posljedica malih skupina a ne stvarnog nepostojanja razlika. Rezultati

skupine B1
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Slika 39. Prikaz uzduZnog presjeka medijalnog kolateralnog ligamenta
Stakora (LCM) uz rub transekcije iz kontrolne skupine eksperimentalnih
Zivotinja (skupina B2 — Zivotinje koje su dobivale Cistu vodu za pice) koje su
Zrtvovane sedmog poslijeoperacijskog dana. Preparat je bojan po Gomoriju
uz povecanje x25, a snimljen je pomocu kamere JVC TK-1270. Kolagen tip
Il prikazan je gracilnim crnim linjjama, dok je kolagen tip | prikazan debljim
smedim linijama. Horizontalna linija na slici ozna¢ava 100 um.

Slika 40. Prikaz uzduzZnog presjeka medijalnog kolateralnog ligamenta
Stakora (LCM) uz rub transekcije iz tretirane skupine eksperimentalnih
Zivotinja (skupina A1 — Zivotinje koje su jednom dnevno intraperitonealnom
primjenom dobivale pentadekapeptid BPC 157 u dozi od 10ug/kgTT) koje su
Zrtvovane sedmog poslijeoperacijskog dana. Preparat je bojan po Gomoriju
uz povecanje x25, a snimljen je pomocu kamere JVC TK-1270. Kolagen tip
Il prikazan je gracilnim crnim linjjama, dok je kolagen tip | prikazan debljim
smedim linijama. Horizontalna linija na slici ozna¢ava 100 um.
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(zZivotinje koje su peroralnom primjenom dobivale pentadekapeptid BPC 157)
bili su u tom desetome poslijeoperacijskome danu statistiCki znacajno nizi od
rezultata obje kontrolne skupine, skupina B1 vs. skupina B2 (Mann-Whitney
U test; p=0.047) i skupina B1 vs. skupina A2 (Mann-Whitney U test;
p=0.036). Nadalje su te post-hoc usporedbe pokazale da su za skupinu A1 u
Cetrnaestome poslijeoperacijskome danu dobiveni statistiCki znacajno nizi
rezultati od rezultata u obje kontrolne skupine, skupina A1 vs. skupina A2
(Mann-Whitney U test; p=0.029) i skupina A1 vs. skupina B2 (Mann-Whitney
U test; p=0.028). U tom Cetrnaestome poslijeoperacijskome danu su i za
skupinu B1 dobiveni statistiCki znacajno nizi rezultati od onih u obje kontrolne
skupine, skupina B1 vs. skupina B2 (Mann-Whitney U test; p=0.026) i
skupina B1 vs. skupina A2 (Mann-Whitney U test; p=0.016). U tim
navedenim danima (deseti i Cetrnaesti poslijeoperacijski dan) nije bilo
statistiCki znacajnih razlika izmedu skupina A1 i B1, kao niti izmedu skupina
A2iB2.

Takoder smo za svaku ispitivanu skupinu posebno ispitali statistiCku
znacajnost razlika u vrijednostima histoloskih procjena ovisno o vremenu
proteklome od kirurSkog presijecanja LCM-a. Za sve Ccetiri skupine
pronadene su statistiCki znacajne razlike u vrijednostima procjena histoloskih
preparata impregniranih srebrom po Gomoriju (Friedmanov test; p<0.001 za
sve usporedbe). U skupini A1 (Zivotinje koje su intraperitonealnom primjenom
dobivale pentadekapeptid BPC 157) nije bilo statistiCki zna€ajnih razlika u
vrijednostima dobivenim do desetog poslijeoperacijskog dana. Nakon tog
dana doslo je do statistiCki znaCajnog pada (Wilcoxonov test ekvivalentnih
parova; p=0.026), a nakon Cetrnaestog poslijeoperacijskog dana ponovno
nije bilo statistiCki znacajnih promjena (slika 41.). Isti trend rezultata, a to je
nepromijenjen do desetog poslijeoperacijskog dana, =zatim pad do
Cetrnaestog dana i onda zadrZavanje na tim vrijednostima, dobiven je i u

prostale tri promatrane skupine — Skupine A2, B1 i B2.
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Slika 41. Prikaz vrijednosti medijana i interkvartiinog raspona dobivenog
nakon analize i ocjene ocjenskom ljestvicom (SKOR 0-3) histoloskih
preparata impregniranih srebrom po Gomoriju za skupinu A1 (skupina
eksperimentalnih Zivotinja koja je intraperitonealnom primjenom dobivala
pentadekapeptid 157 u dozi od 10ug/kg TT) u osam promatranih vremenskih
toCaka. P-vrijednosti odnose se na usporedbe susjednih vremenskih toCaka
(Wilcoxonov test ekvivalentnih parova).
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4.4.3. Bojanje po Malloryu

Dobiveni rezultati nakon analize i skoriranja histoloskih preparata
bojanih metodom po Malloryu za ocjenjivanje prisustva kolagena tip |
prikazani su u tablici 7. medijanom i interkvartilnim rasponom (C+Q), a isti su
prikazani i graficki, i to linijskim grafikonom poradi jasnijeg uvida u medusobni
odnos rezultata s obzirom na poslijeoperacijski dan i testirane skupine (slika
42.).

Tablica 7. Rezultati nakon analize i ocjene ocjenskom ljestvicom (SKOR 0-3)
histoloSkih preparata bojanih metodom po Malloryu prikazani su medijanom i
interkvartilnim rasponom (CxQ), i to kako s obzirom na testirane skupine
eksperimentalnih Zivotinja (tretirane skupine A1 i B1 i kontrolne skupine A2 i
B2) tako i s obzirom na promatrane poslijeoperacijske dane.

BOJANJE METODOM PO MALLORYU
SKUPINA | SKUPINA | SKUPINA | SKUPINA
A1 B1 A2 B2

POSLIJEOPERACIJSKI | (n6) (n=6) (n=6) (n=6)

DAN Cc+Q c+Q cxQ cxQ
5, 02:06 | 0506 | 1.0:20 | 1.0:1.6
7. 1.0£1.2 | 1.0£1.0 | 15210 | 1.2#1.0
10. 20:02 | 2006 | 2012 | 2.0%1.1
14, 3.0:0.2t | 3.0t0.6f | 2.5:0.6 | 2.2+0.6
21, 25810 | 27+1.0 | 2.0£05 | 2.0:05
28, 20£1.0 | 2006 | 2.01.0 | 2.0%1.0
60. 20:05 | 2002 | 2.0:05 | 2.0:0.4
90. 20:05 | 2009 | 2015 | 2.0%1.2

C+Q medijanzinterkvartilni raspon
TstatistiCki znaCajne razlike u odnosu na skupine A2 i B2 (Kruskal-Wallis test)
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Slika 42. Prisustvo kolagena tip | ocjenjeno ocjenskom ljestvicom (SKOR 0-3)
na histoloskim preparatima bojanim metodom po Malloryu i prikazano s
obzirom na promatrane poslijeoperacijske dane | na testirane skupine
eksperimentalnih Zivotinja (tretirane skupine A1 i B1 i kontrolne skupine A2 i
B2). Tocke oznacavaju medijan 6 Zivotinja po skupini. Kruskal-Wallis test,
*p=0.011.

Provedenom statistickom analizom (Kruskal-Wallis test) pronadena je
statistiCki znacCajna razlika u histoloSkom nalazu preparata bojanih metodom
po Malloryu izmedu Cetiri ispitivane skupine za Cetrnaesti poslijeoperacijski
dan (tretirane skupine imale su za taj dan skor 3,0+0,2 i 3,0+0,6, a kontrolne
2,5+0,6 i 2,210,6; n=6; p=0.011). Post-hoc usporedbama ustanovljeno je da
su rezultati u skupini A1 (Zivotinje koje su intraperitonealnom primjenom
dobivale pentadekapeptid BPC 157) bili statistiCki znaCajno viSi od rezultata u
obje kontrolne skupine, skupina A1 vs. skupina A2 (Mann-Whitney U test;
p=0.022) i skupina A1 vs. skupina B2 (Mann-Whitney U test; p=0.018). Tom
je usporedbom ustanovljeno i da su rezultati u skupini B1 (Zivotinje koje su
peroralnom primjenom dobivale BPC 157) bili statistiCki znacajno visi od
rezultata u obje kontrolne skupine, skupina B1 vs. skupina B2 (Mann-
Whitney U test; p=0.037) i skupina B1 vs. skupina A2 (Mann-Whitney U test;
p=0.049). Nije bilo medusobnih razlika izmedu skupina A1 i B1, kao niti
izmedu kontrolnih skupina A2 i B2.
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Ispitivanjem razlika u vrijednostima histoloSkih procjena ovisno o
vremenu proteklom od kirur§kog presijecanja LCM-a ustanovljeno je da je u
svim skupinama doSlo do statistiCki zna€ajnih promjena u funkciji vremena
(Friedmanov test; p<0.01 za skupine A1 i B1, p=0.029 za skupinu A2, a
p=0.031 za skupinu B2). Za obje skupine eksperimentalnih Zivotinja koje su
dobivale pentadekapeptid BPC 157, bilo intraperitonealnom (skupina A1),
bilo peroralnom primjenom (skupina B1), pronaden je statistiCki znacajan
porast vrijednosti dobivenih analizom histoloskih preparata, i to izmedu
sedmog i desetog poslijeoperacijskog dana te izmedu desetog i Cetrnaestog
poslijeoperacijskog dana (Wilcoxonov test ekvivalentnih parova; p=0.039 za
skupinu A1 izmedu sedmog i desetog poslijeoperacijskog dana te p=0.034 za
skupinu A1 izmedu desetog i Cetrnaestog poslijeoperacijskog dana, a
p=0.041 za skupinu B1 izmedu sedmog i desetog poslijeoperacijskog dana te
p=0.026 za skupinu B1 izmedu desetog i Cetrnaestog poslijeoperacijskog
dana) (slike 43. i 44.). U kontrolnim skupinama, skupina A2 i skupina B2, nisu
pronadene statistiCki znacCajne razlike izmedu susjednih vremenskih toCaka.
Ipak, u te dvije skupine pronadene su statistiCki znacajne razlike izmedu
vrijednosti petog i Cetrnaestog poslijeoperacijskog dana (Wilcoxonov test

ekvivalentnih parova; p=0.027 za skupinu A2, a p=0.022 za skupinu B2).
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Slika 43. Prikaz vrijednosti medijana i interkvartilnog raspona dobivenog
nakon analize | ocjene ocjenskom ljestvicom (SKOR 0-3) histoloskih
preparata bojanih metodom po Malloryu za skupinu A1 (skupina
eksperimentalnih Zivotinja koja je intraperitonealnom primjenom dobivala
pentadekapeptid 157 u dozi od 10ug/kg TT) u osam promatranih vremenskih
to¢aka. P-vrijednosti odnose se na usporedbe susjednih vremenskih to¢aka
(Wilcoxonov test ekvivalentnih parova).
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Slika 44. Prikaz vrijednosti medijana i interkvartilnog raspona dobivenog
nakon analize | ocjene ocjenskom ljestvicom (SKOR 0-3) histoloskih
preparata bojanih metodom po Malloryu za skupinu B1 (skupina
eksperimentalnih Zivotinja koja je peroralnom primjenom u vodi za pice
dobivala pentadekapeptid BPC 157 koji je otopljen u dozi 300ug/l) u osam
promatranih vremenskih toCaka. P-vrijednosti odnose se na usporedbe
susjednih vremenskih to¢aka (Wilcoxonov test ekvivalentnih parova).
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Slika 45. Prikaz uzduZnog presjeka medijalnog kolateralnog ligamenta
Stakora (LCM) uz rub transekcije iz kontrolne skupine eksperimentalnih
Zivotinja (skupina A2 — Zivotinje koje su jednom dnevno intraperitonealnom
primjenom dobivale fizioloSku otopinu) koje su Zrtvovane Cetrnaestog
poslijeoperacijskog dana. Preparat je bojan po Malloryu uz povecanje x40, a
snimljen je pomocu kamere JVC TK-1270. Kolagen tip | prikazan je debljim
zelenkastim linijama izmedu kojih su vidljivi vaskularni prostori. Horizontalna
linija na slici ozna¢ava 100 ym.

Slika 46. Prikaz vaskularnih prostora na uzduZnom presjeku medijalnog
kolateralnog ligamenta Stakora (LCM) uz rub transekcije iz tretirane skupine
eksperimentalnih Zivotinja (skupina A1 — Zivotinje koje su jednom dnevno
intraperitonealnom primjenom dobivale pentadekapeptid BPC 157 u dozi od
10ug/kgTT) koje su Zrtvovane sedmog poslijeoperacijskog dana. Preparat
bojan protutijelom na CD 34 uz povecanje x40, a snimljen je pomocu kamere
JVC TK-1270. Endotelne stanice pokazuju pozitivhu reakciju. Horizontalna
linija na slici ozna¢ava 100 ym.
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4.4.4. Imunohistokemijsko bojanje protutijelom na CD 34

Dobiveni rezultati nakon analize i skoriranja histoloskih preparata
bojanih protutijelom na CD 34 za analizu krvnih Zila prikazani su u tablici 8.
medijanom i interkvartilnim rasponom (C+Q), a isti su prikazani i graficki, i to
linijskim grafikonom poradi jasnijeg uvida u medusobni odnos rezultata s

obzirom na poslijeoperacijski dan i testirane skupine (slika 47.).

Tablica 8. Rezultati nakon analize i ocjene ocjenskom ljestvicom (SKOR 1-3)
histolo$kih preparata bojanih protutiielom na CD 34 za procjenu broja
vaskularnih prostora u vidnom polju prikazani su medijanom i interkvartilnim
rasponom (CxQ), i to kako s obzirom na testirane skupine eksperimentalnih
Zivotinja (tretirane skupine A1 i B1 i kontrolne skupine A2 i B2) tako i s
obzirom na promatrane poslijeoperacijske dane.

IMUNOHISTOKEMIJSKO BOJANJE
PROTUTIJELOM NA CD 34
SKUPINA | SKUPINA | SKUPINA | SKUPINA
A1 B1 A2 B2
POSLIJEOPERACIJSKI | (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
DAN C+Q C+Q C+Q c+Q
5 3.0+1.0 | 3.0¢1.0 | 3.0¢1.0 | 3.0+1.0
7, 3.0¢1.0 | 3.0+1.0 | 3.0£1.0 | 25+1.0
10. 25+1.0t | 2.5+1.0f | 1.5+1.0 1.0£1.0
14, 1.041.0 15¢1.0 | 20405 | 2.0:05
21. 1.0£0.2 1.0£1.0 1.0£0.2 1.0£1.0

C+Q medijanzinterkvartilni raspon
TstatistiCki znaCajne razlike u odnosu na skupine A2 i B2 (Kruskal-Wallis test)
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Slika 47. Prisustvo vaskularnih prostora ocjenjeno ocjenskom ljestvicom
(SKOR 1-3) na histoloSkim preparatima bojanim protutijelom na CD 34 i
prikazano s obzirom na promatrane poslijeoperacijske dane i na testirane
skupine eksperimentalnih Zivotinja (tretirane skupine A1 i B1 i kontrolne
Skupine A2 i B2). ToCke oznacCavaju medijan 6 Zivotinja po skupini. Kruskal-
Wallis test, *p=0.005.

Provedenom statistickom analizom (Kruskal-Wallis test) pronadena je
statisticki znaCajna razlika u broju vaskularnih prostora u vidnom polju
histoloSkih  preparata izmedu Cetiri ispitivane skupine za deseti
poslijeoperacijski dan (tretirane skupine A1 i B1 imale su taj poslijeoperacijski
dan skor 2,5+1,0 i 2,5£1,0, dok je u kontrolnim skupinama A2 i B2 iznosio
1,5+1,0 i 1,0£1,0; n=6; p=0.005). Post-hoc usporedbama ustanovljeno je da
su rezultati u skupini A1 (zivotinje koje su intraperitonealnom primjenom
dobivale pentadekapeptid BPC 157) bili statistiCki znacajno viSi od rezultata
dobivenih u obje kontrolne skupine, skupina A1 vs. skupina A2 (Mann-
Whitney U test; p=0.019) i skupina A1 vs. skupina B2 (Mann-Whitney U test;
p=0.011). Tom je usporedbom ustanovljeno i da su rezultati u skupini B1
(Zivotinje koje su peroralnom primjenom dobivale BPC 157) bili statisticki
znacajno visi od rezultata dobivenih u obje kontrolne skupine, skupina B1 vs.
skupina B2 (Mann-Whitney U test; p=0.011) i skupina B1 vs. skupina A2
(Mann-Whitney U test; p=0.019). U tom vremenu mjerenja nije bilo
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medusobnih razlika izmedu skupina A1 i B1, kao niti izmedu kontrolnih
skupina A2 i B2.

Ispitivanjem razlika u vrijednostima histoloSkih procjena ovisno o vremenu
proteklom od kirurS8kog presijecanja LCM-a ustanovljeno je da je u svim
skupinama doS$lo do statisticki znaCajnih promjena u funkciji vremena
(Friedmanov test; p=0.002 za skupinu A1, p=0.009 za skupinu B1, a p=0.004
za skupine A2 i B2). lako niti u jednoj skupini nije bilo statistiCki znacajnih
razlika u susjednim toCkama mjerenja, ipak su za skupine A1 i B1 pronadene
statistiCki znacajne razlike izmedu vrijednosti dobivenih u pocetnim to¢kama
mjerenja (peti i sedmi poslijeoperacijski dan) u odnosu na vrijednosti
dobivene u zavr$noj to€ci mjerenja dvadesetprvog poslijeoperacijskog dana
(Wilcoxonov test ekvivalentnih parova; p=0.038 za usporedbu 5. i 21. dana u
obje skupine, a p=0.024 za usporedbu 7. i 21. dana u obje skupine). U
skupini A2 vrijednosti dobivene petog i sedmog poslijeoperacijskog dana
statistiCki su se znacajno razlikovale od vrijednosti dobivenih dvadesetprvog
poslijeoperacijskog dana (Wilcoxonov test ekvivalentnih parova; p=0.034 za
usporedbu 5. i 21. dana, a p=0.024 za usporedbu 7. i 21. dana), dok su se u
skupini B2 statisticki znacCajno razlikovale vrijednosti dobivene petog
poslijeoperacijskog dana od vrijednosti dobivenih desetog i dvadesetprvog
poslijeoperacijskog dana (Wilcoxonov test ekvivalentnih parova; p=0.034 za

usporedbu 5. i 10. dana, a p=0.024 za usporedbu 5. i 21. dana).
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5. RASPRAVA

Osvrt na rezultate provedenog istraZivanja

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju postavljenu hipotezu i pokazuju
da primjena pentadekapeptida BPC 157, i to bilo parenteralna bilo peroralna,
zaista poboljSava cijeljenje kirurSki nacinjene ozljede LCM-a koljena u
Stakora. To je razvidno kako iz rezultata pracenja kliniCko-funkcionalnih
pokazatelja, tako i iz rezultata biomehani€kog testiranja te analize histoloskih
preparata. Usporedbe skupina pokazale su da se eksperimentalne skupine
A1 i B1, t. one koje su dobivale pentadekapeptid BPC 157
intraperitonealnom primjenom u dozi 10 pg/kg TT (skupina A1), odnosno
one koje su dobivale peroralnom primjenom u vodi za pi¢e u dozi od 300
pg/ml vode za pice (skupina B1), statistiCki znacajno razlikuju od kontrolnih
skupina A2 i B2 u oba promatrana parametra funkcionalnog oporavka
(tablice 2. i 3.). Naime, u skupinama A2 i B2, tj. u skupinama koje nisu
dobivale pentadekapeptid BPC 157, razvila se nakon kirur§kog zahvata i
presijecanja LCM-a kontraktura koljena koja je i zaostala do kraja pracenja
za razliku od skupina A1 i B1 u kojima Zivotinje nakon kirurS§kog zahvata nisu
niti razvile kontrakturu koljena (slike 19. do 28.). Isto je tako tijekom citavog
razdoblja pracenja bio jasno vidljiv deficit motoricke funkcije u kontrolnim
skupinama A2 i B2 koji je pracen i testiran testom pritiska ekstenzora (slike 9.
do 18.).

Prilikom biomehani¢kog testiranja preparata kost-ligament—kost
dobivena je karakteristicna krivulja odnosa opterecenja i produljenja, kao i
numeriCke vrijednosti sile pucanja izrazene u njutnima (N), te numeriCke
vrijednosti elongacije ligamenta izrazene u milimetrima (mm). Iz tih su
vrijednosti izraCunata i druga dva parametra koja prikazuju strukturalne
osobine ligamenta, a to su energija apsorbirana do trenutka pucanja (N-mm),
te krutost (N/mm), i to na nacin da su koriStene vrijednosti dobivene u
granicama od 25 do 75% povrSine ispod dobivene krivulje. Analizom

dobivenih rezultata biomehanickog testiranja dobivene su statistiCki znacajne
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razlike izmedu skupina koje su dobivale pentadekapeptid BPC 157 (skupine
A1iB1) od kontrolnih skupina (skupine A2 i B2) u tri parametra - sili pucanja,
elongaciji te energiji apsorbiranoj do trenutka pucanja, i to za svako od tri
mjerenja koja su bila provedena desetog, Cetrnaestog te dvadesetprvog
poslijeoperacijskog dana (tablica 4. te slike 32. do 35.).

Osim standardnog bojanja preparata hemalaun-eozinom dodatni su
rezovi obojani metodom po Malloryu za prikaz zrelog veziva (kolagen tip |) te
impregnacijom srebrom po Gomoriju za prikaz nezrelog veziva (kolagen tip
[lI). Za analizu krvnih Zila koristilo se imunohistokemijsko bojanje na CD 34.
Dobiveni rezultati nakon analize i skoriranja tako nacinjenih histoloskih
preparata pokazali su da je u skupinama koje su dobivale pentadekapeptid
BPC 157 (skupine A1 i B1) statisticki znaCajno veci udio kolagena tip |
Cetrnaestog poslijeoperacijskog dana, te statistiCki znacajno manji udio
kolagena tip Il desetog i Cetrnaestog poslijeoperacijskog dana u usporedbi s
kontrolnim skupinama (skupine A2 i B2) (tablice 6. i 7. te slike 38. i 42.).
Osim toga, analiza histoloSkih preparata bojanih protutijelom na CD 34
pokazala je da skupine koje koje su primale pentadekapeptid BPC 157
(skupine A1 i B1) imaju statistiCki znaCajno vecéi broj vaskularnih prostora
deseti poslijeoperacijskog dana od kontrolnih skupina (skupine A2 i B2)
(tablica 8. i slika 47.). No, jos valja istaknuti i pojavu da se broj vaskularnih
prostora u skupinama koje su primale pentadekapeptid BPC 157 (skupine A1
i B1) postupno ali kontinuirano smanjivao za razliku od kontrolnih skupina
(skupine A2 i B2) u kojih je zamijeCeno brze inicijalno smanjivanje broja
vaskularnih prostora ali i ponovno povecanje broja vaskularnih prostora, tj.
pojava novog «pika» Cetrnaestog poslijeoperacijskog dana iza kojeg je

slijedilo ponovno smanijivanje njihovoga broja.
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Osvrt na koristeni model u istraZivanju

Cijeljenje ligamenata prou€ava se na Zivotinjskim modelima ve¢ dugi
niz godina. Isprva su ta istrazivanja provodena s ciliem da se definira nacin
cijelienja ligamenta, a potom da se usporede rezultati cijeljenja nakon
razliCitih nacCina lijeCenja. Na osnovi tih istrazivanja moze se zakljuciti se da
su strukturalna obiljezja koja najviSe utjeCu na cijeljenje ligamenta veliCina
prekinuc¢a ligamenta i mjesto same ozljede.""%3%4¢ Zbog toga su provedena
brojna bazi€na istrazivanja sa svrhom da se analizira kako lokalizacija i nacin
ozljede medijalnog kolateralnog ligamenta (LCM-a) mijenjaju odgovor na
cijeljenje.’10:304¢
Kako bi odredili da li lokalizacija ligamentarne ozljede ima utjecaj na

cijelienje LCM-a, Frank i sur.'

su 1995. godine u svom istrazivanju
usporedivali cijelienje nakon potpunoga presijecanja LCM-a kuni¢a na tri
razine; na femoralnom hvatiStu, na tibijalnom hvatistu te u srediSnjem dijelu
ligament. Rezultati tog istraZivanja pokazali su da su ligamenti koji su
presjeceni blizu hvatidta cijelili znatno sporije, uz pojavu promjena morfologije
hvatista, od onih koji su bili presjeCeni u srediSnjem dijelu.

U pocetku se u svim istrazivanjima ligament potpuno presijecao
skalpelom, tj. €injena je transekcija, a presjeCeni krajevi ligamenta uvijek su
ostajali u doticaju. Frank i sur.'® su dokazali da ligament zacijeljuje uvijek na
isti nacin oziljnim tkivom bilo da se Siva bilo da se ostavi bez ikakvog
ljeCenja, te da je to oziljno tkivo i mehanicki i biokemijski slabije od
normalnog ligamenta. Tek su Chimich i sur.'?® 1991, godine prikazali
drugadiji model u kojem su izrezivali dio ligamenta i na taj nacin stvorili
prazninu izmedu presjeCenih krajeva ligamenta. Rezultati tog istrazivanja
pokazali su da i ligament kojem se cijeljenje odvija preko kirurski nacCinjene
praznine zacijeljuje na isti nacin, tj. oziljnim tkivom. No, tako zacijeljeni
ligament ipak je biomehanicki slabiji nego ligament kojem su presjeCeni
krajevi ostali u doticaju. | rezultati drugog istrazivanja koje je provedeno na
takvom modelu pokazali su da ta strukturalna slabost ligamenta koji cijeli
preko pukotine perzistira i tijekom dulieg vremena prac¢enja — 104 tjedna.'®*

PokusSaj da se poveca podrucje zacijeljivanja u takvom modelu €injenjem
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resica na presjecenim krajevima ligamenta (engl. mop-ending) nije uspio jer
su dobiveni rezultati biomehanickog ispitivanja bili isti kao i u slu¢aju kad su
krajevi ostali samo oétro presjegeni.'® S obzirom na rezultate tih istraZivanja
Woo i suradnici su zakljuCili da lijeCenje koje postize i odrzava presjeCene
krajeve ligamenta u blizini i/ili doticaju smanjuje volumen oziljnog tkiva koji je
neophodan za zacijeljivanje, a samim tim poboljSavaju se i rezultati

biomehanickih ispitivanja.*

Prikladnost ispitivanja ozljede LCM-a eksperimentalne zivotinje

nacinjene u laboratoriju

Osnovna zamijerka kirurskoj transekciji ligamenta jest u tome S$to ona
ne oponasa nastanak ozljede ligamenta u normalnome zivotu, pa su neki
istrazivaCi pokusali naCiniti tupu ozljedu ligamenta koristeCi se pritom
razli¢itim napravama.'®® No, niti kirur§kim presijecanjem niti tupom ozljedom
ligamenta nije se uspjelo kreirati ozljedu sli€nu onoj koja nastaje u prirodi
kada osim LCM-a bude ozlijedeno i okolno tkivo, u prvome redu zglobna
Cahura. Upravo to ozljedivanje okolnoga znatno prokrvljenijeg tkiva zglobne
Cahure dovodi do znatno veceg krvarenja u okolinu puknuéa od situacije
kada se primjerice LCM samo kirurski presijece.'*

U svakodnevnom zivotu u viSe od 85% ozljeda LCM-a rije€ je o
istegnucu (distenziji) ili pak djelomicnom puknucu (parcijalnoj rupturi)
ligamenta.? Upravo je to razlogom $to su pojedini istraZivaci pokusavali iznagi
model koji bi mogao opona$ati te ozljede, a ne da se na Zivotinjskim
modelima samo istrazuje cijeljenje potpunog prekinu¢a LCM-a. No, bilo da je
to ozljedivanje nacinjeno kirursSkim nacinom (djelomi¢nim presijecanjem), bilo
tupom ozljedom, nije se uspjela u potpunosti i dosljedno kreirati ozljeda
ligamentarnog tkiva kakva se deSava prilikom prirodne ozljede LCM-a tipa

istegnuca ili pak djelomi¢nog puknuéa.'?®
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Biomehanicko ispitivanje cijeljenja LCM-a u Stakora — mjesto pucanja

Pojedini istrazivaCi istiCu da se cijelienje LCM-a nakon kirurSke
transekcije u Stakora moze pratiti pomocu biomehanickog testiranja njegovih

strukturalnih osobina samo tijekom prvih 14 dana nakon operacijskog

57.60.6263,74113114116 Naime, rezultati biomehani¢kog testiranja prvih

57,60

zahvata.
istrazivanja Dahnersa i sur. pokazali su da nakon 14 dana LCM puca na
mjestu na kojem je bio presjeCen, a da nakon 21 dana dolazi do avulzije
tibijalnog hvatista LCM-a. lako je taj rezultat testiranja 21 dana izreen samo
rijeCima te Cak nije bio niti prikazan u postotku u kojem se dogodio, ipak su
svi kasniji radovi u kojima je Dahners bio suradnik u istrazivanju provodili
biomehani&ko ispitivanje ili 12 ili 14 poslijeoperacijski dan. °760:6263.74.113.114,116
Objasnjenje koje se provilaci kroz te radove jest da je ve¢ nakon 14 dana
zacijeljeni ligament u Stakora toliko ¢vrst da ne puca na mjestu transekcije
veC¢ da dolazi do avulzije tibijalnog hvatiSta. Kao dodatnu potvrdu tom
objasnjenju Campbell i sur.'™ isticu da u &takora vrlo kasno tijekom njihova
Zivota dolazi do zatvaranja ploCa rasta te da je stoga hvatiSte ligamenta u
kompleksu kost-ligament-kost koje se rabi za biomehanicko ispitivanje
najslabije mjesto i stoga da ¢im snaga zacijeljenog ligamenta nadmasi snagu
hvati§ta dolazi do avulzije tibijalnog hvati§ta. Tako Campbell i sur.'™
izvjeScuju u svom radu da je u svih Stakora prilikom biomehani¢kog testiranja
desetog poslijeoperacijskog dana doslo do pucanja na mjestu transekcije,
dok je dvadesetog dana u svih ispitivanih Stakora doslo do avulzije tibijalnog
hvatista. Horn i sur.®* izvjestavaju da je u njihovom istraZivanju u kojemu su
provodili biomehanicko testiranje 2, 4, 6 i 8 tjedana po transekciji LCM-a u 33
od 48 testiranih zivotinja doslo do avulzije tibijalnog hvatiSta, Sto nazalost
nisu popratili to€nom raspodjelom broja Zivotinja obzirom na tjedne u kojima
je testiranje provodeno. Warden i sur.®® su u svom radu izvijestili da je u svih
Zivotinja prilikom biomehaniCkog testiranja provedenog dva tjedna nakon
kirurSkog presijecanja LCM-a doSlo do pucanja na mjestu transekcije.
Rezultate testiranja nakon 4 tjedna nisu ni objavili, do¢im je nakon 12 tjedana
u 20 od 32 testirane eksperimentalne Zivotinje doslo do pucanja na mjestu

transekcije. No, u literaturi nalazimo i izvje$¢a, u prvome redu Funga i
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67,128-130

Nga , U kojima se ne izvjeStava o mjestu puknuéa LCM-a prilikom
biomehaniCkog ispitivanja nakon nacinjene kirurSke transekcije ligamenta,

iako se to ispitivanje €ini tri i Sest tjedana po uc€injenom kirurSkom zahvatu.

Biomehanicko ispitivanje cijeljenja LCM-a u Stakora — usporedba

dobivenih rezultata

Usporedivati rezultate biomehanickih testiranja gotovo da nije
moguce, jer osim razlika u sojevima koristenih eksperimentalnih Zivotinja te
njihovoj zivotnoj dobi i tezini u €asu kirurSkog zahvata, postoje i razlike u
nacinu testiranja i pripreme preparata kost-ligament-kost kao i u aparatima za
testiranje. Ipak se, prema nasSem misljenju, mogu usporediti dobiveni
rezultati, i to tako da usporedimo eventualne razlike rezultata biomehanickog
testiranja izmedu tretirane i kontrolne skupine u istrazivanjima u kojima su
testiranja Cinjena u bar dva vremenska razdoblja. Tako su primjerice Bayat i
sur.?® nadli statisticki znagajnu razliku izmedu kontrolne i tretirane skupine u
sili pucanja LCM-a prilikom testiranja 12 poslijeoperacijskog dana. Medutim,
prilikom testiranja 21 poslijeoperacijskog dana te razlike viSe nije bilo i autori
su zakljucili da terapija laserom ima uc€inak samo u ranom stadiju cijeljenja, a
da se poradi brzog zacijeljivanja LCM-a u Stakora taj u€inak gubi te da je
vjerojatno ucinak prirodnog procesa cijeljenja ligamenta veéi od ucinka
lasera. Horn i sur.®* su nasli statisticki znagajnu razliku u sili pucanja i krutosti
LCM-a tretiranog s hiperbarichom oksigenacijom samo pri testiranju 4 tjedna
nakon kirur§kog zahvata. Prilikom svih drugih testiranja 2, 6 i 8 tiedan nakon
kirurSkog zahvata nisu nasli nikakve statistiCki znaCajne razlike u
promatranim  biomehaniCkim obiljezjima izmedu ftretirane skupine
hiperbarichom oksigenacijom i kontrolne skupine Zivotinja. Za razliku od tih
istrazivanja Warden i sur.’® nisu na$li nikakav utjecaj niti nesteroidnih
protuupalnih lijekova niti ultrazvuCne terapije na promatrana biomehanicka
obiljezja ligamenta tijekom pracenja i provedenih testiranja 2, 4 i 12 tjedan.

5

Isto tako niti Campbell i sur."™ nisu nasli statisti¢ki znagajnih razlika u sili

pucanja prilikom testiranja desetog i dvadesetog poslijeoperacijskog dana
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izmedu kontrolne skupine i skupine tretirane steroidima. Jedino je u
istrazivanju Funga i sur.®®, kao i u ovom istraZivanju, u dva vremenska
razdoblja nadena statistiCki znaCajna razlika u sili pucanja LCM-a izmedu
kontrolne skupine i skupine tretirane oblogama s ljekovitim travama, i to tri i
Sest tjedana nakon kirurS8kog presijecanja LCM-a Stakora cineci pritom
pukotinu u ligamentu s cillem dobivanja modela s produzenim
zaraStavanjem.

U nasSem je istrazivanju usporedba skupina obzirom na silu pucanja
pokazala statisticki znaCajnu razliku izmedu skupina koje su dobivale
pentadekapeptid BPC 157 (skupine A1 i B1) i kontrolnih skupina (skupine A2
i B2) za sva tri vremena mjerenja, a to su bili deseti, Cetrnaesti i dvadesetprvi
dan nakon kirurSkog presijecanja LCM-a (tablica 4.). Prilikom biomehani¢kog
testiranja desetog i Cetrnaestog poslijeoperacijskoga dana doslo je u 47 od
48 testiranih preparata kost-ligament-kost do pucanja na mjestu prethodne
kirurSke transekcije LCM-a, a samo je u jednom slucaju doSlo do prijeloma
femura. No, prilikom testiranja dvadesetprvog poslijeoperacijskog dana doslo
je do pucanja na mjestu transekcije samo u devet Zivotinja a u ¢ak Cetrnaest
je dosSlo do avulzije tibijalnog hvatista, do€im je u jedne Zivotinje doSlo do
odvajanja na femoralnome hvatistu (tablica 5.). Zbog takvih dobivenih
rezultata valja jo$ jednom istaknuti Cinjenicu da prilikom biomehanickog
testiranja tri tiedna nakon kirur8ke transekcije LCM-a u Stakora dolazi u
pravilu do avulzije tibijalnog hvatiSta ligamenta a ne do pucanja na mjestu
transekcije. U tom sluCaju nam dobivene vrijednosti sile pucanja viSe ne
pokazuju snagu ligamenta na mjestu prethodne kirurSke transekcije pa vise
niti ne mozemo na osnovi tog pokazatelja procijenjivati kvalitetu cijeljenja
ligamenta. Ta Cinjenica upravo dovodi u pitanje rezultate biomehanickog
ispitivanja Funga i sur."®® jer oni uopée ne izvje$éuju o mjestu pucanja

prilikom biomehanikog testiranja ligamenta.
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Kontraktura zgloba — nastanak i mogucénosti lijecenja

Ozljede razliCitih struktura zgloba (zglobne ¢ahure, ligamenata,
hrskavice i/ili kosti) mogu u konacnici dovesti do gubitka kretnje u tom
zglobu, pa stoga ne Cudi Cinjenica da se joS od vremena Hipokrata pise o
poslijetraumatskim kontrakturama zglobova i njihovim funkcionalnim
posljedicama (sekvelama).”® Anatomska osnova za nastanak kontrakture
zgloba je dobro poznata, pa tako razlikujemo unutradnje ili zglobne
Cimbenike te vanjske ili miSicne €imbenike. U skupinu zglobnih ¢imbenika
ubrajamo zglobnu ¢ahuru, sinovijalnu ovojnicu, ligamente, hrskavicu i kost,
docim su tetive i fascija uz miSi¢e u skupini miSicnih ¢imbenika za nastanak
kontrakture zgloba."? Katkad spominjemo i tzv. komplicirane kontrakture, a
to su one u kojima je uzrok promjena koze iznad i/ili oko zgloba, primjerice
nakon opeklina, te tzv. neurogene kontrakture.®?

Jasno je da trajan gubitak kretnje u zglobu onemogucuje potpunu
funkciju toga zgloba. Primjerice, kada je kontraktura lakta takva da bolesnik
ne moze flektirati lakat viSe od osamdesetak stupnjeva tada je onemogucen
doticaj glave i vrata dlanom te ruke i samim je tim onemogucen velik broj
funkcija (hranjenje, osobna higijena i dr.) te je na taj naCin smanjena i
neovisnost te osobe.’**"3* Nemoguénost potpunog ispruzanja koljena, dakle
ekstenzijska kontraktura koljena, onemogucéava tr€anje i na taj nacin limitira
radne i sportske aktivnosti bolesnika.”®® Lije¢enje kontrakture zgloba u
najvecem je broju slu€ajeva vrlo dugotrajno i teSko. Osnova neoperacijskog
ljeCenja su vjezbe razgibavanja zgloba koje bolesnik provodi sam ili uz
pomoc fizioterapeuta te uz pomo¢ razli€itih naprava, primjerice «Kineteka».
Naravno da se pritom rabe i drugi oblici fizikalne terapije kao S$to su

k."311% 1ako se za kirursko

elektroterapija, magnetoterapija te ultrazvu
ljeCenje kontrakture zgloba rabe razliciti postupci ovisno 0 osnovnom uzroku
nastanka kontrakture, ipak su gotovo uvijek potrebni zahvati na zglobnoj
Cahuri, i to u prvome redu presijecanje Cahure, a katkad i ekscizija dijela
gahure.”""*® Kao potporu tom principu kirurskog lije¢enja valja istaknuti da je

u istrazivanjima, i to kako u ljudi tako i u eksperimentalnih Zivotinja, naden
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znacajno povisen broj miofibroblasta mjeren imunohistokemijski u zglobnoj

&ahuri kod kontrakture zgloba.'®'1%

Osvrt na nedostatke dosadasnjih istrazivanja o kontrakturi

| za proucCavanje kontrakture zgloba koriSteni su razli€iti Zivotinjski
modeli.”**"3*"3" No, najveda zamjerka tim istraZivanjima jest da je u veéini
sluCajeva bio imobiliziran inaCe zdrav zglob, pa je nakon skidanja
imobilizacije s vremenom doslo do ponovnog dobivanja punog opsega
kretnje, tj. tako nastala kontraktura bila je reverzibilna.'® Scenario kod ljudi je
potpuno drugaciji. Nakon periartikularne ili intraartikularne ozljede kada se
odlu¢i za neoperacijsko lije€enje i imobilizira ozljedeni zglob, duljina se
imobilizacije najCeSCe zasniva na pracenju zacijeljivanja kosti radioloSkim
metodama. Buduci da su pritom ozljedene i druge strukture zgloba koje cijele
oziljnim tkivom jasno je da Ce nastati kontraktura zgloba koja ¢e zaostati po
skidanju imobilizacije znatno dulje no u gore spomenutome Zivotinjskome
modelu. Upravo zato se danas i istrazuju novi Zivotinjski modeli i nacini
ozljedivanja zglobnih struktura koji bi doveli do nastanka kontrakture zgloba
koja bi bila to sli¢nija kontrakturi u ljudi, i to kako po uzroku nastanka tako i
po ponasanju tijekom vremena.’?'%>13" Obzirom na to smatramo kako je
model kakav se dobije nakon kirur§kog presijecanja LCM-a, tj. kakav je bio u
ovom istrazivanju, u potpunosti pogodan za ispitivanje ponasanja kontrakture

i ispitivanja razli€itih modaliteta njenog lijecenja.

91



Kontraktura nakon ozljede LCM-a i osvrt na moguénosti mjerenja
kontrakture

Iz medicinske literature i svakodnevne kliniCke prakse dobro nam je
poznata Cinjenica da se nakon ozljede LCM-a u ljudi javlja nemogucénost
punog ispruzanja koljena, tj. deficit ekstenzije. Naime, osobe nakon takve
ozljede imaju pun opseg kretnji, no nakon nekog vremena, obi¢no 10 do 18
sati kasnije, dolazi do gubitka pune ekstenzije te koljeno izgleda kao da je u
«blokadi». Buduci da do tog gubitka ekstenzije dolazi s odmakom od nekoliko
sati govori se o simptomu «jutra poslije» (engl. «morning-after»).'3%4
Ukoliko se uzme nepotpuna anamneza i ne doznaju sve pojedinosti o
ozljedivanju i funkciji koljena nakon ozljedivanja ta se «blokada» moZze
zamijeniti s pravom blokadom koljena uzrokovanom puknu¢em meniska pa
se moze zapocCeti s potpuno pogresnim lijeCenjem. UobiCajeno je da ta
nemogucnost punog ispruzanja koljena uzrokovana ozljedom LCM-a nestaje
nakon kratkotrajne imobilizacije i/ili analgezije. No, jednako tako ukoliko se
ne lijedi ona traje znatno dulje i moZe zaostati trajno.'*°

Medutim, zaCudujuCe je da se u literaturi prateci cijeljenje kirurski
presjeCenog LCM-a ne govori o gubitku mogucnosti punog ispruzanja
operiranog koljena u eksperimentalne Zivotinje. Jedino su Tashiro i sur.™' u
svome radu istaknuli da su prilikom Zzrtvovanja Zivotinja 21 dan nakon
ucinjenog kirurS8kog zahvata zamijetili da su Zivotinje ponovno dobile pun
opseg kretnji u operiranome desnome koljenu koji je u tom trenutku bio
jednak kretnjama u neoperiranome lijevome koljenu. Pa tako jedino
zasnivajuci zaklju€ak na izrazu «ponovno dobiti» (engl. resume) mozemo redi
da su oni u svom istrazivanju zamijetili kontrakturu nakon kirurskog
presijecanja LCM-a u $takora.’*’ Razlog tome jest &injenica da gotovo svi
istrazivaCi svoje zakljuCke donose na osnovi makroskopskog i histoloSkog
izgleda LCM-a, te na rezultatima biomehanickih ispitivanja i da gotovo nitko
ne izvjeScuje o KkliniCko-funkcionalnim pokazateljima tijekom istrazivanja.
Stoga i ne treba Cuditi kako autori nisu ni izvjeStavali o pojavi kontrakture
nakon kirurSkog presijecanja LCM-a u Stakora. Zbog tih razloga smatram

kako je ovo istrazivanje jo$ jednom potvrdilo da je klini¢ki pregled od najvece
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vaznosti, te da ga svakako valja koristiti i u eksperimentalnom radu. Takav
pristup eksperimentalnom radu i dobiveni rezultati trebali bi potaknuti i druge
istraZivaCe da prate kliniCko-funkcionalne pokazatelje prilikom istrazivanja
cijeljenja LCM-a u eksperimentalnih Zivotinja.

Valja istaknuti i problem mjerenja nastale kontrakture zgloba u
eksperimentalnih  Zivotinja. Tako su pojedina mjerenja Cinjena na
anesteziranim zivotinjama pa se odmah mora postaviti pitanje nivoa
anesteziranosti i samim tim utjecaja anestezije na kontrakturu zgloba."’
Druga su pak istrazivanja mjerila kontrakturu tek nakon zrtvovanja zivotinja
Sto nikako ne slijedi logiku razmisljanja o kontrakturi buduci da je ona klinicki
simptom i buduéi da ju valja pratiti tjekom vremena.”""**'3® QOsim toga,
problem jest $to se gotovo za svako takvo istrazivanje posebno izradivala
aparatura za mjerenje. Mjerenje klasi¢nim goniometrom, koji se rabi u
svakodnevnom klinickom radu za mjerenje opsega kretnji u zglobu, nije se
pokazalo uspjesSnim kod eksperimentalnih Zivotinja. To je osobito dobro
razvidno iz istraZivanja Akaia i sur.'*? kada su autori goniometrom mijerili kut
izmedu natkoljenice i potkoljenice, prilikom kojeg je krak goniometra bio
postavljen uz femur, a drugi je postavljen uz potkoljenicu koja je ostavljena
da visi. Buduéi da se tim mjerenjem ne mijeri deficit ekstenzije, a to je bila
intencija istraZivaca, i buduéi da nam je dobro poznat klini¢ki na¢in mjerenja
deficita ekstenzije koljena u ljudi, u ovom je istrazivanju koristen nacin
mjerenja kontrakture koiji je opisan u poglavlju «Materijali i metode» (slike 29.
i 30.). lako bi i za taj naCin mjerenja kontrakture mogli nac¢i zamjerke, ipak
smatram da ono zadovoljava jer se moZe rabiti na eksperimentalnim
Zivotinjama bez anestezije, potom Sto se moze rabiti kontinuirano i tijekom
duljeg vremena pracenja i u konacnici $to u stvari mjerimo pravi deficit
ekstenzije u koljenskom zglobu i to na vrlo sliCan nacin kao i u ljudi. Osim
toga, i dobiveni rezultati pokazuju da se i u eksperimentalnih Zivotinja
(8takora) kontraktura pona$a vrlo sli€no kao i u ljudi te da bez provodenja
fizikalne terapije i bez eventualnih drugih modaliteta lijeCenja (kirursko,
farmakolosko) nakon minimalnog pocCetnog povecanja pokretljivosti dolazi do
stagnacije kontrakture, tj. ona biva prisutna tijekom daljnjeg pracenja. Upravo

takav scenario bio je i u naSem istrazivanju. Naime, u skupinama A2 i B2, .
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u skupinama koje nisu dobivale pentadekapeptid BPC 157, razvila se nakon
kirurSkog zahvata i presijecanja LCM-a kontraktura koljena, tj. prilikom
testiranja za kontrakturu nije se moglo operirano koljeno u potpunosti
ispruZziti. Takva je situacija zaostala tijekom daljnjeg pracenja $to je i razvidno
iz dobivenih rezultata (tablica 3.). Skupine koje su primale pentadekapeptid
BPC 157, skupine A1 i B1, nisu niti razvile kontrakturu operiranog koljena. | u
istrazivanjima cijeljenja nakon transekcije Ahilove tetive, kao i koStano-
tetivnog hvatista Ahilove tetive te miSica kvadricepsa u skupinama
eksperimentalnih Zivotinja koje su primale pentadekapeptid BPC 157 nije se

razvila kontraktura.?®?%2°

Razlog tome mogao bi biti u tome Sto
pentadekapeptid BPC 157 uspostavlja funkciju krvnih Zila koje su

komprimirane i, kao drugo, zbog njegove snazne protuupalne aktivnosti.

Nedostaci primjene faktora rasta i razlozi za primjenu pentadekapeptida

BPC 157 za cijeljenje ligamentarne ozljede

lako su ve¢ u uvodu prikazani neki rezultati istrazivanja cijeljenja LCM-
a u kojima su primjenjivani faktori rasta, potrebno je osvrnuti se na jo$ neke
detalje tih istrazivanja kao $to su nacin primjene faktora rasta, te nosaci koji
su koristeni za njegovu primjenu. Dobro je poznata Cinjenica kako je poradi
vrlo brze enzimatske razgradnje faktora rasta u organizmu potrebna njihova
primjena vrlo blizu mjestu ozljede. Tako su primjerice Letson i Dahners’®
odmah po presijecanju LCM-a u Stakora injicirali faktore rasta na mjesto
transekcije ligamenta, a u istrazivanju su rabili kolagenu emulziju PDGF-a,
potom kolagenu emulziju PDGF-a u kombinaciji s IGF-I, te kolagenu emulziju
PDGF-a u kombinaciji s bFGF-om. | drugi su istrazivaci odmah po kirurSkom
presijecanju LCM-a injicirali faktor rasta na mjesto transekcije ligamenta, pa

je tako Fukui sa suradnicima'®®

implantirao rekombinantni humani bFGF s
fibrinskim gelom kao nosatem na mjesto transekcije LCM-a kunica.
Hildebrand i sur.”” su u svom istraZivanju injicirali PDGF-BB u mjesto
transekcije LCM-a kuni¢a, a u tom je istraZivanju kao nosac¢ koriSteno

79,80

fibrinsko ljepilo. Spindler i sur. Su u svojim istraZivanjima na kuni¢ima
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odmah po presijecanju LCM-a primjenjivali TGF-B2 s fibrinskim ugruskom
kao nosatem. | u istrazivanju cijelienja LCM-a u S&takora u kojem je
primjenjivan GDF-5 s fibrinskim ljepilom kao nosaCem, primjenjeni je faktor
rasta injiciran odmah po presijecanju LCM-a."" Jedino su Hildebrand i sur.”
primjenjivali TGF-B1 tijekom drugog kiruskog zahvata takoder ga injicirajudi
na mjesto cijeljenja u soluciji s nosaCem, i to tri tjedna nakon kirurSke
transekcije LCM-a kunica.

Svi testirani faktori rasta su primjenjivani na mjesto ozljede i svaki je
primjenjen s nosadem. Cinjenica $to je svaki faktor rasta primjenjivan s
nosacem otvara Citav niz vrlo teSko rjeSivih metodoloskih i prakti¢nih pitanja.
Naime, nuznost primjene kompleksa faktor rasta + nosac¢ uz veliku razliCitost
primjenjenih nosaca ostavlja nedefiniranu aktivhu supstanciju (faktor rasta,
nosac ili pak kompleks faktor rastatnosa¢) te na taj nacin onemogucuju
to¢nu procjenu djelovanja. Potvrda tome jesu i rezultati biomehaniCkog
ispitivanja u istraZivanjima Hildebranda i sur.””"®, te Toshira i sur.”'!, prema
kojima je doslo do blagog poboljSanja u promatranim parametrima
strukturalnih obiljezja LCM-a u Zivotinja u kojih je na mjesto transekcije
injiciran samo nosaC u usporedbi s kontrolnom skupinom zivotinja. No, s
druge strane dobro je poznato da faktori rasta vezanjem na specifiCne
receptore na povrSini stanica aktiviraju putove za sloZzeno intracelularno
prenosenje signala koji pak stimuliraju stvaranje proteina koji su potrebni za
cijeljenje rana, te da faktori rasta imaju razliCite uc€inke na razli€itim ciljnim
stanicama i da su ukljuéeni u mnostvo interakcija tijekom cijeljenja.®"°
Upravo se zbog toga danas istraZzuju moguce alternative toj egzogenoj
primjeni faktora rasta koja do danas nije dala oCekivane rezultate. Tako su
predmetom istrazivanja neki poticaji, primjerice hipoksija, ultrazvuk i
elektricna stimulacija, koji bi potaknuli produkciju i/ili aktivnost endogenih
faktora rasta.®'®'** Ve¢ su prva takva istraZivanja pokazala da se ti razligiti
fiziCki i kemijski poticaji efikasno prenose u bioloSki poticaj koji rezultira
aktivacijom procesa cijeljenja. Koristenje tih poticaja kojima se aktivira i
pojaCava produkcija endogenih faktora rasta uz znatno poboljSanu egzogenu
primjenu faktora rasta, i to po moguénosti bez nosaca, mogli bi dovesti do

boljeg i brzeg cijeljenja LCM-a a samim tim mogli bi uzrokovati i znatno bolje
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rezultate biomehanickih ispitivanja od dosadasnjih nakon samo egzogene
primjene faktora rasta za lije€enje ozljeda ligamenata.

S obzirom na opisane korisne ucinke primjene pentadekapeptida BPC 157
na cijeljenje drugih tkiva, primjerice koze, crijeva, tetive, tetivho-koStanog
hvatista, miSi¢a i kosti; kao i s obzirom da ne postoji «zlatni standard» za
lije€enje ligamentarne ozljede u ljudi pokusSali smo istraziti njegov ucinak na
cijelienje LCM-a u Stakora primjenivSi ga na dva nacCina, i to
intraperitonealnim i peroralnim putem.?>2°°%% pentadekapeptid BPC 157 je
primjenjivan u ovom istrazivanju u dozi od 10 ug/kg TT intraperitonealnim
putem. Ta je doza odabrana jer je u prethodnim istraZivanjima cijeljenja
prerezane Ahilove tetive u Stakora, potom cijeljenja prerezanoga tetivno
kostanog hvatista Ahilove tetive u Stakora te cijeljenja prerezanoga misica
kvadricepsa u Stakora davala znatno bolje rezultate nego primjena
pentadekapeptida BPC 157 u nizim dozama (primjerice doze 10 ng/kg TT ili
10 pg/kg TT).%?%29 Budug¢i da je u prethodnim istraZivanjima ukazano kako
je pentadekapeptid BPC 157 netoksiCan i stabilan, te da se ne razgraduje
niti nakon 24 sata inkubacije u Zelu¢anome soku omogucéena je i njegova
peroralna primjena.”” U istrazivanjima cijelienja tetive, tetivno kostanog
hvatiSta, te miSica ona nije koriStena, pa je jedan od ciljeva ovog istrazivanja
bio da se procijeni da li je ta primjena jednako djelotvorna intraperitonealnoj
primjeni.?®?%2° U ovom je istraZivanju, kao i u istraZivanju Petrovica i sur.'’,
pentadekapeptid BPC 157 primjenjivan u vodi za pi¢e u koncentraciji od 300
Mg/l. 1z rezultata ovog istrazivanja razvidno je da nema nikakve razlike u
dobivenim rezultatima s obzirom na nacin primjene pentadekapeptida BPC
157 (vidi slike 9. do 28. i 32. do 35. te tablice 2. do 8.).
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Utjecaj pentadekapeptida BPC 157 na strukturu ciljnog tkiva

Od osobite je vaznosti istaknuti Cinjenicu da primjena
pentadekapeptida BPC 157 poboljSava cijeljenje ciljnog tkiva (primjerice
koZe, crijeva, tetive, tetivno-koStano hvatiste, miSi¢i i kosti) pritom ne
mjenjajuci strukturu tkiva i ne izazivajuci patoloSke promjene u drugom tkivu,
i to bez obzira na nadin primjene (lokalna, peroralna, parenteralna).?2-%90-%
Tako se niti u ovom istraZivanju, kao niti u spomenutim prethodnim
istraZivanjima, nije prilikom patohistoloSke obrade naslo promjena strukture
tkiva, kao niti podrucja okosStavanja. Upravo suprotan primjer tom ucinku jest
pojava prilikom primjene koStanog morfogenetskog proteina (engl. bone
morphogenetic protein — BMP) koji primjenjen izvan podrucja kosti inducira
stvaranje kostanog tkiva. Tako je primjerice implantacija BMP-2 u subkutano
tkivo Stakora rezultirala enhondralnim stvaranjem kostanog tkiva na tom
mjestu, dok je primjena OP-1 (sinonim BMP-7) za cijeljenje Kkirurski
presjeCene Ahilove tetive Stakora inducirala stvaranje kostanog tkiva u samoj
Ahilovoj tetivi."*® U literaturi su opisane promjene strukture tkiva i prilikom
primjene faktora rasta Clana obitelji TGF-B kojoj pripada i BMP. Tako je
opisano formiranje hrskavi¢nog tkiva unutar Ahilove tetive prilikom primjene
faktora rasta i diferenciranja-5 (engl. growth and diferentiation factor—5; GDF-
5) za pobolj$anje cijeljenja presjeéene Ahilove tetive u $takora.'®'*" No,
prilikom primjene tog faktora rasta u istrazivanjima cijeljenja LCM-a u Stakora
nisu nadene nikakve promjene strukture tkiva, kao niti formiranje hrskavi¢nog

tkiva.
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Primjena pentadekapeptida BPC 157 - u€inak na sintezu krvnih Zila

Granulacijsko tkivo sastavljeno od fibroblasta koji sintetiziraju kolagen,
kolagenih viakana tipa | i lll, te novoformiranih krvnih Zila osnovna je
struktura u procesu cijeljenja tkiva nakon ozljedivanja, pa tako i pri cijeljenju
ligamentarnih ozljeda. Povecanjem gustoce i pravilnosti rasporeda kolagenih
vlakana i smanjenjem broja krvnih zila tkivo u cijeljenju kontinuirano mijenja
svoju strukturu s krajnjim cillem postizanja izgleda i kvalitete tkiva Sto
slinijeg onomu prije same ozljede. Istrazivanja na modelima kozZne incizijske
rane i anstomoze kolona pokazala su sposobnost poticanja sinteze krvnih
Zila pentadekapeptidom BPC 157.?> Poznato je da je sinteza krvnih Zila u
ranoj etapi cijeljenja od najveCe vaznosti za opskrbu kisikom i hranjivim
sastojcima. No, modeli kozne incizijske rane i anastomoze kolona
predstavljaju visoko prokrvljena tkiva s relativno niskim udjelom kolagena
(koza 30%, crijevo 2 do 8% kolagena) dok je za razliku od njih ligamentarno
tkivo hipovaskularno s visokim udjelom kolagena (i do 75%)."*3%% No, i u
takvom tkivu primjena pentadekapeptida BPC 157 snazno stimulira
angiogenezu i dovodi do znaCajnog povecanja vaskularizacije granulacijskog
tkiva u ranoj etapi cijeljenja (vidi sliku 47.). To je potvrdeno i patohistoloSkom
analizom u ovom istraZivanju, a ti su rezultati u skladu s rezultatima primjene
pentadekapeptida BPC 157 u istraZivanjima transekcije Ahilove tetive te
ko$tano-tetivnog hvatista Ahilove tetive.?®?® Ovom prilikom valja jo$ jednom
istaknuti da je ta povecana vaskularizacija od osobite vaznosti u ranoj etapi
cijeljenja jer se na taj nacin brzo otplavljuju Stetni produkti upalne reakcije.
Dva su mogu¢a mehanizma kojima pentadekapeptid BPC 157 potice sintezu
novih krvnih Zila. Prvi mehanizam jest zastita postojeCih krvnih zila u
rubnome podrucju ozljede s obzirom na dokazani citoprotektivni u€inak ovog
peptida na endotel, a poznato je da je upravo endotel mjesto nastanka
endotelne nitrit-oksid sintaze (eNOS) jednog od tri izoenzima NOS, Kkoji

formira NO-spoj vazodilatacijskog  uginka,?>%8-100.104

Drugi  moguci
mehanizam jest poticanje formiranja novih izdanaka iz granulacijskog
tkiva.'®'%” Ta sinteza novih krvnih Zila uvjet je formiranja granulacijskog tkiva

te poCetka sinteze nezrelog kolagena tip Il koji inicijalno premosc¢uje defekt
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nastao ozljedom. No, nakon 7 dana od ucinjenog kirurSkog zahvata i
transekcije LCM-a uocljiv je i pad broja krvnih zila u skupinama tretiranim s
pentadekapeptidom BPC 157 u usporedbi s kontrolnim skupinama Sto je
razvidno i iz rezultata imunohistokemijskog bojanja preparata(vidi slika 47. i
tablica 8.). Mehanizam nastanka ovog ucinka jo$ je nepoznat, ali valja
naglasiti korist tog ucinka jer je dobro poznato da krvne zile u kasnijim
etapama cijeljenja poveCavaju degenerativne promjene perifibrilarno, te
povecavaju ugradnju nezrelog kolagena tipa Ill u mreZzu kolagenih viakana
Sto u konacnici rezultira znatno slabijim strukturalnim obiljezjima oziljkastog
tkiva. S obzirom na navedeno jasno je kako je to smanjenje broja krvnih zila
udruzeno s dokazanim porastom udjela kolagena tip | u toj etapi cijeljenja u
Zivotinja koje su primale pentadekapeptid BPC 157 (skupine A1 i B1)
razlogom statistiCki znacajno boljih rezultata biomehani¢kog ispitivanja od

rezultata dobivenih u kontrolnim skupinama (skupine A2 i B2).

Primjena pentadekapeptida BPC 157 — protuupalni u¢inak

Od velike vaznosti u ranoj etapi cijeljenja jest i antiinflamatorni uc€inak
primjene pentadekapeptida BPC 157. Naime, histoloSka je analiza i u ovome
istrazivanju, kao i u istrazivanjima ucinka primjene pentadekapeptida BPC
157 nakon transekcije Ahilove tetive, kostano-tetivnog hvatista Ahilove tetive,
te miSica kvadricepsa u Stakora, pokazala tijekom ranog razdoblja cijeljenja
zna€ajno manju eksudaciju polimorfonukleara uz veéu eksudaciju
mononukleara u podrugju ozljede.?®?*?° Taj je uginak u potpunosti u skladu s
ranijim zapazanjima prema kojima primjena pentadekapeptida BPC 157
smanjuje eksudaciju upalnih medijatora (lukotrijena B4-LTB4, te
tromboksana B2-TxB2) u serumu i tkivima te mijeloperoksidaze u podrucju
ozliede.?®*'®® Znatno brzi funkcijski oporavak koji je zamijeéen u ovom
istraZivanju i nepostojanje kontrakture operiranog koljena u Stakora u kojih je
primjenjen pentadekapeptid BPC 157, i to bilo intraperitonealnim, bilo

peroralnim nacinom, nije samo posljedica angiogenog i antinflamatornog
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uCinka te tvari jer u prvim satima i danima nakon ozljede defekt
ligamentarnog tkiva nastao presijecanjem LCM-a jo$ nije premosten. Stoga
se Cini kako se uzrok tog brzeg funkcijskog oporavka najvjerojatnije nalazi u
tome Sto pentadekapeptid BPC 157 uspostavlja funkciju krvnih Zila koje su
komprimirane, $to potiCe sintezu dusik oksida (NO) spoja s snaznim

vazodilatacijskim i reparacijskim ucincima te $to smanjuje upalnu infiltraciju.

Primjena pentadekapeptida BPC 157 — u¢inak na sintezu kolagena

Praéenjem udjela tipova kolagena u granulacijskom tkivu, kao i
dinamike njihova pojavljivanja tijekom cijeljenja, moze se procijeniti utjecaj
nekog agensa na cijelienje ligamenta.>"'%*'4*%¢ Naime, dobro je poznata
Cinjenica da izmedu 70 i 80% kolagenih vlakana normalnog ligamenta
pripada kolagenu tip I, potom oko 8% kolagenu tip Ill, a da preostali dio
pripada tipovima I, V, IX, X, XI i XI1."*3%3% Osim toga, dokazano je i da je
kolagen tip Ill prvi oblik kolagena koji se pojavljuje u ranoj etapi cijeljenja u
granulacijskom tkivu koje inicijalno premosc¢uje defekt nastao ozljedom i koje
na taj nadin omoguduje odrzavanje kontinuiteta ligamenta.> 0414546 T
porast koli¢ine kolagena tip Ill dovodi i do tzv. «turnover-a» kolagena jer se
mijenja odnos kolagena tip | naspram kolagena tip 111.4%*° Isto tako, dobro je
poznato da tkivo bogato kolagenom tip IIl nema znacajnu Cvrstoc¢u i da puca
pri relativno malim optere¢enjima.>"'%414%4€  7Zadrzavanje visokog udjela
kolagena tip Il i kasnije, u drugim fazama cijeljenja, rezultira slabim
rezultatima prilikom biomehanickog testiranja takvog tkiva, te potpunom
dezorganiziranoS¢u medustanicne tvari bez adekvatnog usmjerenja vlakana.
S druge strane, u tim kasnijim fazama cijeljenja, veca produkcija kolagena tip
| povecéava volumen reparacijskog tkiva i poboljSava mehani¢ku snagu
ligamenta i druge rezultate biomehanic¢kog testiranja.>"'*4'**% g obzirom na
navedene cCinjenice moze se zakljuCiti da ¢e doprinos kvaliteti cijeljenja
ligamenta koju procjenjujemo biomehani¢kim testiranjem dati tvar koja ¢e

odmah po zavrSetku rane etape cijeljenja smanijivati udio kolagena tip Ill u
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granulacijskom tkivu, a povecavati udio kolagena tip |. Upravo to i Cini
primjena pentadekapeptida BPC 157 Sto je razvidno iz rezultata
mikroskopske procjene (vidi slike 38. do 40. te 42. i 45., kao i tablice 6.1 7.).
Naime, u skupinama koje su primale pentadekapeptid BPC 157 (skupine A1 i
B1) nakon analize i skoriranja histoloSkih preparata impregniranih srebrom
po Gomoriju za prikaz retikulinskih vlakna (kolagen tip Ill) nadena je desetog
i Cetrnaestog poslijeoperacijskog dana statisticki zna€ajno manja
zastupljenost retikulinskih vlakana u usporedbi s kontrolnim skupinama
(skupine A2 i B2) (slika 38.). Takoder je u tim skupinama (skupina A1 i B1)
nakon analize i skoriranja histoloskih preparata bojanih metodom po Malloryu
za prikaz zrelog veziva (kolagen tip |) nadeno statisticki znaCajno vece
prisustvo kolagena tip | Cetrnaestog poslijeoperacijskog dana u usporedbi s
kontrolnim skupinama (skupine A2 i B2) (slika 42.). Osim toga, ispitivanjem
razlika u dobivenim vrijednostima nakon skoriranja preparata bojanih
metodom po Malloryu ovisno o vremenu proteklom od kirurS§kog presijecanja
LCM-a ustanovljeno je da je u skupinama koje su dobivale pentadekapeptid
BPC 157 (skupine A1 i B1) doSlo do statisti¢ki znacajnih promjena u funkciji
vremena. Tako je pronaden statistiCki znaCajan porast tih vrijednosti sto
oznacCava i porast udjela kolagena tip | u tim preparatima izmedu sedmog i
desetog poslijeoperacijskog dana, te izmedu desetog i Cetrnaestog
poslijeoperacijskog dana, do¢im u kontrolnim skupinama (skupine A2 i B2)
nisu pronadene statisticki znacajne razlike izmedu susjednih vremenskih
toCaka (slike 43. i 44.). Taj je rezultat u potpunosti u skladu s rezultatom
istraZivanja utjecaja primjene pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje
prerezane Ahilove tetive u Stakora u kojem je analiza preparata obojenih
metodom po Van Giesonu za prikazivanje kolagena pokazala statisticki
znacajno vecu proporciju kolagena desetog i Cetrnaestog poslijeoperacijskog
dana u skupinama zivotinja tretiranih intraperitonealnom primjenom
pentadekapeptida BPC 157 u dozi od 10 pg/kg i 10 ng/kg tjelesne teZine.? |
u istrazivanju utjecaja primjene pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje
Ahilove tetive za petnu kost u Stakora dobiveni su vrlo sli¢ni rezultati obzirom
na pracenje udjela tipova kolagena tijekom cijelienja.®® Naime,

imunohistokemijska analiza pokazala je u granulacijskom tkivu koje je
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ispunilo defekt tijekom ranog razdoblja cijeljenja pravilno rasporedena
kolagena vlakna dominantno tipa Il u skupinama koje su primale
pendadekapeptid BPC 157 u dozi od 10 ug/kg i 10 ng/kg tjelesne tezine, s
najvisom vrijednoS¢u tog tipa kolagena sedmog poslijeoperacijskog dana za
razliku od kontrolne skupine koja je imala takvu vrsnu vrijednost Cetrnaestog
poslijeoperacijskog dana. Osim toga, ta je analiza pokazala statisticki
znacCajan porast udjela kolagenih vlakana tip | u podrucju cijeljenja tetive u
skupinama koje su primale pentadekapeptid BPC 157 u svim promatranim
intervalima, tj. i u ranoj i u kasnoj etapi cijeljenja, u odnosu na kontrolne
skupine. Posljedica toga jesu statisticki znaCajno bolji rezultati
biomehanickog ispitivanja u skupinama koje su primale pentadekapeptid
BPC 157 u odnosu na kontrolne skupine, i to kako u ovom istrazivanju, tako i
u spomenutim istrazivanjima cijeljenja prerezane Ahilove tetive i cijeljenja
tetivno-koStanog hvatiSta Ahilove tetive, kao i cijeljenja presjeCenoga misica
kvadricepsa.?®?®? |z tih je rezultata razvidno da pentadekapeptid BPC 157
potiCe sintezu kolagena. Poznato je da su medijatori NO i VEGF spregnuti sa
sintezom kolagena. Stoga je moguc¢e da pentadekapeptid BPC 157 na taj
nacin ostvaruje svoj uc€inak na sintezu kolagena, ili pak mozda nekim drugim

nacinom, primjerice direktnim poticanjem sinteze.
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Predvidanje o daljnjim istraZivanjima cijeljenja ligamenata

Smatramo da je era istrazivanja cijeljenja ligamenta samo s bioloske i
biomehanicke osnove iza nas i da nas u buducnosti ¢eka interdisciplinarni i
multidisciplinarni pristup tim istrazivanjima. Naime, smatramo da ¢e svi
zainteresirani istrazivaci — lije€nici, biolozi, biokemicari, bioinzinjeri, kao i svi
drugi neophodno potrebni znanstvenici morati suradivati i raditi zajedno bez
ikakvih zidova ili ograda izmedu tih disciplina i smatram da ¢e takav pristup
rezultirati nekim novim i, nadamo se, jo§ boljim metodama lijeCenja

ligamentarnih ozljeda u ljudi.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati provedenog istrazivanja potvrduju postavljenu hipotezu i

pokazuju da primjena pentadekapeptida BPC 157 poboljSava cijeljenje

kirurSki nacinjene ozljede medijalnog kolateralnog ligamenta (LCM-a) koljena

u Stakora, a na osnovi tih rezultata moze se zakljuciti slijedece:

1.

primjena pentadekapeptida BPC 157 spreCava nastanak kontrakture
koljenskog zgloba nakon kirurSkog presijecanja LCM-a Stakora;
primjena pentadekapeptida BPC 157 povecava &vrsto¢u ligamenta $to
dovodi do statisticki znaCajno viSih vrijednosti biomehaniCkih
pokazatelja (sila pucanja, elongacija ligamenta i energija apsorbirana
do trenutka pucanja ligamenta) koje se dobivaju biomehani€kim
testiranjem preparata kost-ligament-kost (femur-medijalni kolateralni
ligament-tibija) u svim skupinama tretiranih Zivotinja u svakom
ispitivanju (deseti, Cetrnaesti i dvadesetprvi poslijeoperacijski dan);
primjena pentadekapeptida BPC 157 ima koristan ucinak na sintezu
kolagena i mijenja dinamiku pojavljivanja razli€itih tipova kolagena
tijekom cijeljenja ligamenta Sto je razvidno iz rezultata nakon analize i
skoriranja histoloskih preparata bojanih po Malloryju i Gomoriju koji
pokazuju da se po zavrSetku rane etape cijeljenja statisti¢ki znacajno
smanjuje udio kolagena tip Il (deseti i Cetrnaesti poslijeoperacijski
dan) i povecava udio kolagena tip | (Cetrnaesti poslijeoperacijski dan)

u granulacijskom tkivu tretiranih skupina zivotinja;

. primjena pentadekapeptida BPC 157 dovodi do pojave veceg broja

vaskularnih prostora u podrucju ozljede $to je razvidno iz rezultata
nakon analize i skoriranja histoloskih preparata bojanih protutijelom na
CD 34 koji pokazuju da tretirane skupine Zivotinja imaju statisticki
znacajno vedi broj vaskularnih prostora deseti poslijeoperacijski dan i
da se broj tih prostora kasnije postupno i kontinuirano smanjuje za
razliku od kontrolnih skupina;

primjena pentadekapeptida BPC 157 poboljSava cijeljenje LCM-a
Stakora nakon kirurSke transekcije ne mjenjajuci pritom strukturu tkiva

i ne izazivajuci patoloSke promjene u drugom tkivu;
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6. djelovanje pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje LCM-a nakon
kirurSke transekcije najvjerojatnije se zasniva na poticanju stvaranja
novih krvnih zila i na poticanju sinteze kolagena, kao i na promjeni
dinamike pojavljivanja razli€itih tipova kolagena tijekom cijeljenja, te na
snaznom protuupalnom djelovanju;

7. potrebno je provesti istrazivanja i na drugim zivotinjskim modelima o
ucincima primjene pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje LCM-a u
cilju utvrdivanja potencijalne primjenjivosti rezultata ovog istraZivanja

na lije€enje ljudi.
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7. SAZETAK

Brojna su istraZivanja pokazala povoljne ucinke primjene pentadekapeptida
BPC 157 na cijeljenje razliitih tkiva. Hipoteza ovog rada bila je da primjena
pentadekapeptida BPC 157 poboljSava cijeljenje kirurSki nacinjene ozljede
medijalnog kolateralnog ligamenta (LCM) koljena u Stakora. Ciljevi ovog rada
bili su analizirati uCinke pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje kirurski
nacinjene ozljede LCM-a u S$takora, i to kako na razini klinickog i
funkcionalnog ishoda te na razini morfoloskih promjena s pretragom
makroskopskih i mikroskopskih obiljezja, tako i procjenom biomehanickih
osobina zacijeljenog LCM-a. Pored toga cilj je bio prosudba da li primjena
pentadekapeptida BPC 157 dovodi do regeneracije ligamenta umjesto
reparacije, da li smanjuje kontrakturu zgloba nakon kirurSkog zahvata te
postoji li razlika u konacnom ishodu lijeCenja ovisno o nacinu primjene.
Nakon odobrenja EtiCkog povjerenstva u istrazivanju su koriSteni muski
Stakori soja Albino Wistar tezine oko 400 g. Za izazivanje ligamentarne
ozljede u Stakora upotrebljena je metoda koju su opisali Tipton i sur. Po
ucinjenom kirurSkom zahvatu eksperimentalne su zZivotinje podijeljene u dvije
skupine ovisno o nacinu primjene, a potom su te skupine podijeljene u
tretirane (SKUPINA A1 — eksperimentalne Zivotinje dobivale su
pentadekapeptid BPC 157 intraperitonealnom primjenom jedanput dnevno u
dozi od 10 ug/kg TT i SKUPINA B1 — eksperimentalne Zivotinje dobivale su
vodu za pice u kojoj je bilo otopljeno 300 ug/l pentadekapeptida BPC 157) i
kontrolne skupine (SKUPINA A2 — eksperimentalne Zivotinje dobivale su
intraperitonealnom primjenom fizioloSku otopinu jedanput dnevno i SKUPINA
B2 — eksperimentalne zivotinje dobivale su samo Cistu teku¢u vodu za pice).
Za prosudbu funkcionalnog oporavka Zzivotinja koriSteni su test pritiska
ekstenzora i test za procjenu kontrakture. Zivotinje su Zrtvovane prema
protokolu istrazivanja, a nakon Zzrtvovanja ucinjena je makroskopska
procjena, histoloSka analiza preparata te biomehanicko testiranje.

Rezultati provedenog istrazivanja potvrdili su postavljenu hipotezu i pokazuju
da primjena pentadekapeptida BPC 157 poboljSava cijeljenje ligamenta

nakon kirur§kog presijecanja LCM-a Stakora te da su ucinci podjednaki bez
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obzira na nacin primjene (parenteralna ili peroralna). Pra¢enjem Kklini¢ko-
funkcionalnih pokazatelja utvrdeno je da tretirane skupine Zzivotinja nisu
razvile kontrakturu nakon kirurSkog zahvata te da je u tim skupinama bio
statisticki znaCajno maniji deficit motoricke funkcije. Analiza rezultata
biomehani¢kog testiranja pokazala je statisticki znaCajne razlike izmedu
skupina koje su dobivale pentadekapeptid BPC 157 od kontrolnih skupina
Zivotinja glede sile pucanja, elongacije i energije apsorbirane do trenutka
pucanja ligamenta. Rezultati mikroskopske analize i skoriranja preparata
pokazali su u tretiranim skupinama 14. poslijeoperacijski dan statisticki
znacajno veci udio kolagena tip | (bojanje po Malloryju), odnosno statisticki
znacajno maniji udio kolagena tip Il 10. i 14. poslijeoperacijski dan (bojanje
po Gomoriju). Tretirane skupine Zivotinja imale su statisticki zna¢ajno vedi
broj vaskularnih prostora u podrucju ozljede desetog poslijeoperacijskog
dana od kontrolnih skupina $to su pokazali rezultati nakon analize i skoriranja
histoloskih preparata bojanih protutijelom na CD 34. Na osnovi rezultata
provedenog istrazivanja moze se zakljuciti da primjena pentadekapeptida
BPC 157 poboljSava cijeljenje LCM-a Stakora nakon kirurSke transekcije ne
mjenjajuci pritom strukturu tkiva i ne izazivajuci patoloSke promjene u drugom
tkivu. Osim toga, ti rezultati upu€uju da se djelovanje pentadekapeptida BPC
157 na cijeljenje LCM-a nakon kirurSke transekcije najvjerojatnije zasniva na
poticanju stvaranja novih krvnih Zila i na poticanju sinteze kolagena, kao i na
promjeni dinamike pojavljivanja razlicitih tipova kolagena tijekom cijeljenja, te

na snaznom protuupalnom djelovanju.
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8. SUMMARY

Numerous researches have shown the favorable effects of pentadecapeptide
BPC 157 application on the healing process of various tissues. The
hypothesis of this study was that application of pentadecapeptide BPC 157
improved healing of the surgically transected medial collateral ligament
(MCL) in rats. The purpose of the study was to clarify the effects of
pentadecapeptide BPC 157 on ligament healing by performing clinical,
functional, biomechanical and histological evaluations. An additional purpose
was to investigate whether the application of pentadecapeptide BPC 157
resulted in regeneration instead of ligament reparation. BPC 157
effectiveness after various routes of application (intraperitoneally and per
orally), as well as its influence on the appearance of joint contracture, was
also evaluated. After approval by the Ethics Committee, Wistar Albino male
rats weighting about 400 g underwent transection of the MCL using the
established model described by Tipton et al. Postoperatively the rats were
divided into two groups according to route of application: the animals in group
A1 received 10 ug/kg BW BPC 157 intraperitoneally once a day and the
animals in group B1 received 300 ug/l BPC 157 in their drinking water. The
animals in control group A2 received isotonic saline intraperitoneally while
the animals in group B2 were given water without any drugs. Extensor
postural thrust test and test for contracture assessment were performed for
functional evaluation. The animals were sacrificed according to study design
by cervical dislocation. Tissues were taken for histological examination and
bone-ligament-bone specimens for biomechanical testing of the ligaments.
The results of this study confirmed the hypothesis and showed that the use of
pentadecapeptide BPC 157 improved healing of rat MCL and that the effect
was about equal regardless of the route of application. Clinical and functional
evaluation proved that joint contracture did not appear in BPC 157 treated
rats which also had a statistically significantly lower motor function deficit.
The evaluation of biomechanical testing showed a statistically significant
difference between BPC 157 treated animals and the control group regarding

ultimate load, ultimate elongation and energy absorbed at failure. Histological
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findings in treated animals demonstrated statistically significantly increased
collagen type | (Mallory stain) proportion at 14 days and statistically
significantly reduced collagen type Ill (Gomory) proportion at 10 and 14 days.
Microscopic analysis with scoring of slides stained with CD34 antibody
showed that BPC 157 treated animals at 10 days had a statistically
significantly higher number of newly formed vascular spaces in the ligament
healing area as compared to the control groups. The results of the current
study suggest that the use of pentadecapeptide BPC 157 improves the
healing of the MCL after surgical transection without modification of tissue
structure or causing any pathological changes in other tissues. In addition,
the suggested effectiveness of pentadecapeptide BPC 157 on ligament
healing should be the result of the stimulation of angiogenesis and collagen
formation, changes in collagen content and appearance of various collagen

types during healing process, as well as strong anti-inflammatory activity.
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