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Svakodnevno, a posebno tijekom sportskih aktivnosti ¢esta su oSteCenja misica i tetiva.
Misi¢no-tetivni spoj je najslabija komponenta u cijeloj jedinici i veliki broj osteé¢enja dogada
se na njemu. Na temelju rezultata ranijih istrazivanja u kojima terapija BPC 157 dovodi do
cijeljenja oStecene tetive ili miSica, postavili smo hipotezu da BPC 157 utjeCe pozitivno na
cijeljenje 1 ponovnu uspostavu ¢vrste 1 kvalitetetne miSi¢no-tetivno sveze misic¢a kvadricepsa
u Stakora. Eksperimentalnim Zivotinjama, s kirurski razdvojenim misi¢nim od tetivnih niti u
podrucju Cetveroglavog misi¢a desne natkoljenice raspodjeljenim u 3 skupine davali smo:
BPC 157 u dozi od 10 ng/kg, BPC 157 u dozi od 10 pg/kg ili fiziolosku otopinu. Pratili smo
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eNOS mRNA i smanjenom razinom NO i slobodnih radikala kod jedinki koje su tretirane
BPC 157 u odnosu na kontrolnu skupinu. Isto je rezultiralo manjim razvojem atrofije misica i
nastajanja defekta na mjestu spoja. Tretirane zivotinje bolje su hodale, imale ja¢u snagu
pritiska i nisu razvijale kontrakturu noge. Nasi rezultati pokazuju da bi se BPC 157 mogao
koristiti kod ozljeda mi$i¢no-tetivne sveze obzirom da poboljsava cijeljenje, a za klinicku
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Daily and especially during sports activities muscle and tendon are often damaged. How is
the muscular tendon junction weakest component in the entire unit so that a large number of
defects occurring right on that part. According to the results of previous studies in which therapy
BPC 157 leads to successful healing of injuries isolated tendon or muscle tissue, we
hypothesized that BCP157 positively affects on the healing and restoration of solid and quality
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1. UVOD

1.1. Struktura misi¢a

Poprecnoprugasto misi¢je predstavlja tezinom najzastupljenije tkivo u ljudskom tijelu
(oko 40% tezine tijela). Ve¢inom se hvata na kostima i prelazi preko zglobova, tako da
njihovom kontrakcijom dolazi do primicanja hvatista. Sacinjeno je od miSi¢nih stanica, dobro
organizirane ziv€ane 1 vaskularne mreze te medustani¢nog vezivnog tkiva. Ovakva slozena
struktura neophodna je kako bi se omogucilo pokretanje zgloboba, njihova sihroniziranost
koja uvjetuje kretanje tijela, a na kraju prilikom ozljeda i mogucnost regeneracije (1).

Osnovni gradevni element miSica je viSejezgrena stanica koja se ¢esto naziva 1 misi¢no
vlakno. Ono ima oblik cilindra sa zaobljenim krajevima koji zavrSavaju u vezivnom tkivu
tetive. Medusobno Se pruzaju usporedno tako da na transverzalnoj projekciji imaju kruzan
oblik promjera 10-100 um. Duzinom izuzetno variraju tako da mogu biti duga od 1 mm pa
sve do 30 cm, a neka ponekad duga kao i sam miSi¢. Duzina je naj¢e$¢e genetski uvjetovana i
podredena fizioloSkim potrebama pojedinog misi¢ (2) . Citoplazma miofibrila (sarkoplazma)
sadrzi brojne jezgre, stani¢ne organele kao $to su Goldijev aparat, mitohondrije i
citoplazmatski retinakulum, nakupine lipida, glikogena i mioglobina, a sve obavija stani¢na
ovojnica (sarkolema). Sarkolema ima dva sloja, unutarnji sloj je plazmalema, a vanjski
bazalna membrana koja daje vezu s medustani¢nim vezivnim tkivom, endomizijem. Jezgre su
spljostene i periferno postavljene. U trenutku nastanka misi¢nog vlakna fuzijom mnogih
mioblasta, jezgre su centralizirane da bi kasnije poprimile subsarkolemsku poziciju. Ponovna
pojava centralne nukleacije u zrelom miSi¢u ukazuje na trenutni proces regeneracije. U tom
procesu vaznu ulogu, svojom proliferacijom, daju i malobrojne satelitske stanice smjestene uz
bazalnu membranu (3). Duzinom vlakna u sarkoplazmi pruzaju se misi¢na vlakanca, odnosno
miofibrile. Ona zauzimaju 80% ukupnog volumena misi¢ne stanice. Sacinjeni su od
kontrakcijskih proteina aktina i miozina. Tanki filamenti gradeni uglavnom od aktina, a debeli
od miozina pravilno su naizmjeni¢no rasporedeni u mi$i¢cnom vlakancu. Debeli filamenti
miozina zauzimaju srediSnji dio sarkomere i1 djelomic¢no se preklapaju s tankim filamentima
aktina. To mjesto na mikroskopskom preparatu je deblje, dvostruko lomi svjetlost §to rezultira

tamnom anizotropnom prugom (A-pruga). Tanki filamenti se djelomi¢no protezu izmedu



debelih filamenata dok su drugim krajem pri¢vrséeni za Z-membranu. Prostor izmedu dvije Z-
membrane ¢ini funkcionalnu jedinicu miSi¢nog vlakna. Mjesta na mikroskoposkom preparatu
gdje se nalaze samo filamenti aktina ¢ine svjetliju izotropnu prugu (I-pruga). U srediSnjem
dijelu tamne A-pruge nalazi se malo svjetlija H-pruga (samo filamenti miozina, ne preklapaju
se s aktinom), a u njenom sredi$tu je svjetlija M-crta. Anizotropna (tamna) i izoptropna
(svijetla) pruga se izmjenjuju Sto rezultira karakteristiénim optickim svojstvom ovog miSi¢nog
tkiva i daje mu popre¢nu prugavost. Miofilamenti su ustrojeni u vec¢e funkcionalne jedinice
koje se nazivaju sarkomere veli¢ine 2 pm i debljine 1 um. One su okruzene mrezom
srakoplazmatskog retinakuluma i sustavom T-tubula. Sarkoplazmatski retinakulum sluzi kao
rezervoar kalcija koji se otpusta prilikom misi¢ne kontrakcije. T-tubuli su invaginacije
sarkoleme koji se okomito spustaju te prilikom kontrakcije prenose val depolarizacije s
povrsine u dubinu stanice. Izmedu miofibrila, a posebice ispod stani¢ne membrane nalaze se
mitohondriji koji sluze za dobivanje energije u stanici, a u samoj sarkoplazmi je pohranjena i
velika koli¢ina glikogena. Sve to daje miS$i¢nom vlaknu da se moze skratiti za polovicu svoje
duzine u mirovanju (1).

Misi¢no tkivo nema svoje medustanic¢ne tvari, ali je izmedu vlakana ulozeno rahlo
vezivno tkivo koje misi¢na vlakna povezuje u organiziranu jedinicu, daju¢i mu oblik, a
osigurava dovod krvnih zila, limfnih Zila i zivéanih vlakana do svakog misi¢nog vlakna.
Volumni udio strome u miSi¢u je 10 do 40 %. Oko svakog vlakna nalazi se rahlo vezivno
tkivo, endomizij. U njemu se nalaze kapilare koje anastomoziraju i ziv€ano vlakno koje
pristupa na motornu plo¢u na povr$ini vlakna. Vlakna se udruzuju u snopice koji su obavijeni
vezivom, perimizijem. Oko cijelog miSica je takoder sloj vezivnog tkiva, epimizij. On je
povezan ovojnicom tj. fascijom sac¢injenom od formiranog vezivnog tkiva. Misici sli¢ne
funkcije uglavnom se udruzuju u skupine, a nalaze se u odjeljcima, kompartmentima, koje

odjeljuju vezivne pregrade odgovarajuce fascije koja obavija taj dio tijela.



1.2. Struktura tetiva

Misici se na jednoj ili s obje strane vezivnom vrpcom hvataju na kost . Kad je vrpca
okrugla nazivamo je tetiva, a plocastu aponeuroza. Tetive su bijele boje i nitaste strukture.
Unutar ekstracelularnog matriksa uzduzno su postavljene niti kolagena, a izmedu njih su
smjesteni fibroblasti i fibrociti. Oni ¢ine 90% stani¢nih elemenata te su zaduzeni za
proizvodnju energije i produkciju kako ekstracelularnog matriksa tako i kolagena. Fibrociti
imaju sposobnost proizvodnje energije aerobno Krebsovim ciklusom i anaerobno glikolizom.
Starenjem sve viSe dominira anaeroban nacin dobivanja energije (4) tako da je u odnosu na
misice potrosnja kisika 7,5x manja (5). Preostale stanice su hondrociti, smjesteni uglavnom na
tetivno-kostanom hvatistu, sinovijalne stanice i vaskularne stranice (6). Tetiva sadrzi 70%
vode dok najveéi dio suhe tvari otpada na niti kolagena tip I (80%). Tek manji dio ¢ine niti
elastina (2%). Niti kolagena uglavnom su paralelno postavljenje i hijerarhijski organizirane
pocevsi od trostrukog polipeptidnog lanca tropokolagena koji medusobno tvore vlakanca pa
vlakna, zatim fascikle i na kraju cijelu tetivu. Glavni sastojak ekstracelularnog matriksa ¢ine
proteoglikani, glikozaminoglikani, glikoproteini i razli¢ite druge manje molekule zaduzene za
ustroj kolagenih vlakana i regeneraciju nakon ozljede (7). Snopovi vlakana su obavijeni
rijetkim vezivom (peritenon), a povrsinu tetive obavija vezivna ovojnica (epitenon).
Kolagena vlakna nisu rastezljiva, no zbog valovitog oblika u kontrakciji misi¢a Se mogu
izravnati. Prenosec¢i silu s miSi¢a na kost tetiva na taj na¢in djeluje kao amortizer
apsorbirajuci dio energije (8). Takva struktura tetivu odlikuje visokom mehanickom
¢vrstocom, dobrom fleksibilnosti i optimalnom razinom elasti¢nosti. Dok god vanjska sila nije
prevelika, odnosno tetiva se ne rastegne vise od 4%, kolagena vlakna se nakon kontrakcije
intaktna vracaju u prvobitan poloZaj. Kada sila vlaka prelazi tu granicu nastaju prvo
mikroskopska oSte¢enja u vidu klizanja izmedu pojedinih kolagenih vlakana, da bi iznad 8%
istezanja nastala i makroskopska ostecenja tetive. Daljnje istezanja vrlo brzo dovodi do
potpunog raspada vlakana i rupture tetive (8).

Na kost se drze tako da urastaju u periost ili direktno u kost preko Sharpeyevih vlakana.
Osteotetivni spoj ¢ini postepeni prijelaz kolagena u vezivno hrskavi¢no tkivo koje dalje
prelazi u mineralizirano vezivno-hrskavi¢no tkivo i naposljetku u kost.

Tetiva je vaskularizirana iz tri smjera: preko mi$i¢no-tetivnog spoja, tetivno-kostanog

spoja i direktno preko ovojnice, a krvne Zzile iz razli¢itih izvora medusobno oskudno



anastomoziraju. Ovisno o pojedinoj tetivi omjer interne i eksterne vaskularizacije je bitno
razli¢it. Takoder na mnogim dijelovima pojedinih tetiva krvna opskrba moze biti
kompromitirana vanjskim utjecajima kao S$to su trenje, pritisak i torzija te na taj na¢in stvaraju
zone hipovaskularizacije nepovoljne za cijeljenje nakon ozljede (9). Inervacija tetive takoder
dolazi s ista tri smjera kao i krvne Zile. Zivéani zavrseci uglavnom zavr$avaju veé u tetivnim
spojevima ili na samoj njenoj povrsini. Preko mehanoreceptora, proprioceptora i
noncioceptora daju razli¢ite informacije o vlaku i tlaku tetive, polozaju ili boli koja se javlja

prilikom kretanja (10) .

1.3. Struktura miSiéno-tetivne sveze

Misi¢no-tetivna sveza (MTS) je kompleksna struktura na rubovima misi¢nih niti gdje se
miofibrili vezu s tetivnim vlaknima. Takvi spojevi nisu samo na rubnom, zasiljenom dijelu
misSic¢a gdje miSi¢ makroskopski jasno prelazi u tetivu ve¢ nastaju i unutar trbuha misic¢a na
mjestu hvatista misi¢nih niti za intermuskularnu fasciju (11). Poneki mi$i¢, kao §to je
Cetveroglavi miSi¢ natkoljenice, upravo na taj na¢in duboku unutar misica na velikoj povrSini
ostvaruje najvecu koli¢inu svojih misi¢no tetivnih konekcija.

Taj spoj Cine prstoliki izdanci tetivnih niti koji ulaze duboko u misi¢no tkivo i tako
povecavaju povrSinu spoja (12). Na taj na¢in kolagena vlakna su duboko isprepletena s
misi¢nim vlaknima i okomito orijentirana prema njima. Cvrsto¢u spoja daje ekstracelularni
matriks koji, uz vaznu ulogu odrZavanja strukture, omogucuje i siguran prijenos jakih sila
koje nastaju prilikom kontrakcije miSi¢a. Taj prijenos sile izmedu dva spojna tkiva uglavnom
teCe preko dva strukturna lanca povezanih proteina. Aktin, kao glavni gradevni element
kontraktilnih elemenata misi¢a, na svom kraju veze se uz proteine smjestene na unutarnjoj
strani sarkoleme. Jedan put tece od aktina preko distrofina, distroglikana pa na laminin
ekstracelularnog matriksa. Drugi put ostvaruju veze aktina preko podmembranskog talina,
vinkulina pa na integrin i kolagen ekstracelularnog matriksa (13)(14). Koliko su vazne
navedene veze pokazuju i posljedice mutacije gena zaduzenih za navedene proteine. Tako

promjena gena za a7 integrin uzrokuje kongenitalnu miopatiju ljudi, a kod miseva misi¢nu



distrofiju (15)(16). Potpuno iskljucenje tog gena daje i kompletan prekid veza izmedu
misi¢nih vlakana i ekstracelularnog matriksa (ECM) (17).

Za stvaranje miS$i¢no-tetivnog spoja izuzetno su vazne kontrakcije misica tj. sila vlaka
koja se prenosi na tetive. To mozemo zakljuéiti gledajuci elektronskim mikroskopom
Stakorske modele s promjenom na misi¢ima tokom odrastanja. Vidjelo se, kako po rodenju na
mjestu MTS gotovo ne postoje karakteristiCne prstolike strukture. Na tom mjestu kranje
sarkoleme daju tek neznatne invaginacije. Tokom naredna 2-4 tj. pod utjecajem kontrakcija
miSi¢a na mjestu MTS postepeno nastaju sve brojniji i dublji ,,prsti¢i koji ulaze u misic 1
ispreplicu tetivno i misi¢no tkivo (18). Takoder, utjecaj misi¢nih kontrakcija na razvoj MTS
jasno je vidljiv i na drugim eksperimentalnim modelima. Tako je na Stakorima koji su bili
podvrgnuti intenzivnijoj fizi¢koj aktivnosti u podru¢ju MTS-a jasto uocljivo progresivno
povecanje broja i duzine prstolikih invaginacija sarkoleme, zadebljanje bazalne membrane
misi¢nih vlakana te povecanje koli¢ine kolagena na terminalnim krajevima tetive (19). S
druge pak strane neaktivnost tj. imobilizacija ekstremiteta i nedostatak misi¢ne aktivnosti,
mikroskopski gledano, u samo mjesec dana mogu smanjiti povrsinu spoja misica i tetive za
50% uz stanjenje bazalne membrane sarkoleme (20).

Na humanim i Zivotinjskim modelima vidjelo se da prilikom kontrakcije zbroj skra¢enja
pojedina¢nih miofibrila ne odgovara i promjeni duzine cijelog misi¢a. Uzrok toga je
posljedica zrakastog, kosog vezanja pojedinih miSi¢nih dijelova kao i elasti¢ni efekt miSica
(21). Za taj efekt upravo je zaduZena prstolika miSi¢no-tetivna sveza koja je s takvom
konstrukcijom podloZna istezanju i skupljanju. Zajedno s valovitim kolagenim vilaknima
tetive, prstolike formacije sveze se prilikom istezanja djelomi¢no izravnavaju. Osim $to daju
sigurnost od puknuca jer kompenziraju jake vlacne sile, pohranjuju i dio te energije i vracaju

je prilikom faze kontrakcije (22).

1.4. Funkcija misi¢a

Misi¢ je putem ziv€anih vlakana ukljucen u Ziv€ani sustav i funkciju cijelog organizma.

Motoneuron po dolasku na misi¢ daje brojne aksonalne ogranke koji se preko motorne ploce



vezu za pojedino misi¢no vlakno. Svaka stanica ima po jedan ogranak, a pojedini ogranak
moze inervirati vise miSi¢nih stanica. Stanice i pripadajuci akson ¢ine motornu jedinicu.
Njena veli¢ina ovisi o potrebama pojedinog miSic¢a. Tako u misi¢ima gdje su nuzni precizni
pomaci, motorne jedinice sadrzavaju svega nekoliko misi¢nih vlakana za razliku od onih gdje
je vazna snazna reakcija. U njima svaki akson moze opskrbljivati i tisu¢u vlakana.

Kada impuls, odnosno val depolarizacije, stigne zivcima do motorne ploce na njenoj
presinaptickoj strani otvaranjem kanala i ulaskom kalcijevih iona dolazi do otpustanja
mjehuric¢a ispunjenih acetilkolinom. Na mis§i¢noj strani sinapse vezanjem acetilkolina na
receptore dolazi do depolarizacije misi¢ne stanice. Akcijski potencijal T-tubusima putuje i
duboko se spusta u miSi¢nu stanicu te otpusta ione kalcija iz sarkoplazmatskog retinakuluma.
Oni se potom veZu za troponin koji sa svojim strukturnim promjenama omogucuje miozinu
savijanje i vezanje za aktin i pri tome dolazi do njihovog medusobnog pomicanja $to vidimo
kao kontrakciju (23). Ubrzo dolazi do vezanja ATP-a na miozin $to pak uzrokuje otpustanje
medusobnog spoja aktin-miozin te vracanje na prvotni polozaj. Vezanjem ATP se hidrolizira,
a energija oslobodena time ostaje pohranjena na molekuli miozina $to je potrebno za sljedecu
kontrakciju. Na kraju molekule kalcija se pohranjuju u sarkoplazmatskoj mrezici, a troponin
ponovno zauzima svoje inhibitorno mjesto izmedu aktin-miozin kompleksa (24).

Misic¢i da bi ostvarili pokret moraju raditi u strogo kontroliranom i kordiniranom
odnosu. S jedne strane nalazi se grupa misica koja ¢ini pokret (Sinergisti), a nasuprot njih
grupa mi$ica (antagonisti) radi im otpor. Njihov medusobni odnos se mijenja ovisno o
specifi¢nosti pojedinog pokreta. Postoje 3 tipa misi¢nih vlakana. Tip 1 oznac¢ava spora vlakna
izdrljiva na opterecenje, tib 2B brza vlakna neotporna na duze opterecenje te tip 2A brza i
srednje otporna vlakna. U svakom miSi¢u postoji njihova kombinacija koja se moze mijenjati
ovisno o fizioloSkim zahtjevima. Snaga misi¢a proporcionalna je njegovoj debljini, a brzina o
tipu i duzini pojedinih mi§i¢nih vlakana (1).

Ovisno o broju 1 snazi Ziv€anih impulsa razlikuje se jacina kontrakcije. MiSi¢ se moze
kontrahirati na mnogo nacina. U koncentri¢noj kontrakcija snaga stiskanja misica je jata nego
otpor tako da dolazi do skracenja misica i kretanje ekstremiteta u smjeru skracenja misica.
Suprotno od toga ukoliko je otpor veci od stiska misi¢a dolazi do ekscentri¢ne kontrakcije 1
produzenja misica te kretanja ekstremiteta u suprotnom smjeru. Ukoliko je snaga miSi¢a
upravo onolika koliko 1 odpor ne dolazi do promjene duZine miSica i ekstremitet zadrzava

polozaj. Tada govorimo o izometri¢koj kontrakciji.



1.5. Ozljeda i cijeljenje

Misi¢ se moze ozlijediti na razli¢ite nacine, a uglavnom se sve moze sazeti u dva
osnovna principa nastanka ozljede: direktan (laceracija, kontuzija, istegnuce) i indirektan
(ishemija, pareza). Preko 90% ozljeda miSica ljudi posljedica je istegnuca ili kontuzije, dok su
laceracije puno rjede (25). Tezinu istegnué¢a moze se podijeliti na tri razine. Blagu u kojoj je
osteceno tek nekoliko miSi¢nih niti uz odrzanu misi¢nu funkciju, srednje tesku karakteriziranu
vecim ostecenjem 1 jasnim gubitkom funcije 1 teSku za koju je vezan potpuni gubitak funkcije
ozljedenog misSica kao posljedice potpune transekcije misi¢a. Ova oSte¢enja misSic¢a najcesce
se dogadaju uz misi¢no-tetivni spoj (25)(26)(27).

Bez obzira kako je trauma nastala, cijeljenje misic¢a uvijek ide ustaljenim procesom.
Tako, nakon faze degeneracije (nekroze) i upale, slijedi faza regeneracije, a proces zavrSava
fibrozom, tj. stvaranjem oziljka.

Poblize gledano, vidljivo je da ozljeda uzrokuje prekid integriteta sarkoleme i ulazak
ekstracelularnog kalcija u stanicu (28). On uzrokuje aktivaciju stani¢nih proteaza s
posljedi¢nom razgradnjom (nekrozom) miofibrila. Daljnju nekrozu pospjesuju oslobodeni
slobodni radikali kao i brojni makrofagi koji pristizu na mjesto ozljede kroz postojece i
novooformljene male krvne Zile (29). Cijelo je podrucje oteceno, ispunjeno brojnim upalnim
stanicama (monociti, makrofagi, T-limfociti) i upalnim medijatorima (interleukini, tumor
nekrotiziraju¢i faktor (TNF), inzulinu slican faktor rasta (IGF), transormirajuci faktor rasta
(TGF), faktor rasta iz trombocita (PDGF), epidermalni faktor rasta (EGF)) koji nakon
degradacije u fazi upale pocinju stvarati podlogu za novu izgradnju. To se dogada u prvih
nekoliko dana nakon ozljede. Dolazi do proliferacije i diferencijacije mioblasta kao i
aktivacije satelitskih stanica smjestenih uz bazalnu membranu. One nakon toga proliferiraju i
diferenciraju u multinuklearne stanice, a naposljetku se stvaraju regenerirana misi¢na vlakna
(30). Proces regeneracije zapo¢inje 7-10 dana nakon traume, a na vrhuncu je nakon drugog
tjedna kada se polako usporava i zamjenjuje ga faza fibroze. Tada se stvara oziljak koji, manje
ili viSe, nadomjesta ozljedeni misi¢. Stvaranje oziljka spreava potpunu regeneraciju misica.
Kontrakcijom oZiljka priblizavaju se novonastale miSi¢ne niti, ali na kraju izmedu njih uvijek
zaostaje sloj vezivnog tkiva.

Kako je tetiva sasvim razli¢ita u odnosu na misi¢ tako Su i nacini rupture pa i etape

cijeljenja razlicite. Ruptura tetive moZe se podijeliti na akutnu i kroni¢nu, te se mogu



razlikovati vanjski i unutarnji ¢inbenici koji utjeu na nju. Unutarnji ¢imbenici su razliiti
procesi koji utjeu na razgradnju tetive, a vanjski sile koje utjecu na istezanje tetive. | kod
akutnih 1 kod kroni¢nih ruptura radi se zapravo o meduodnosu tih dvaju faktora.
Preopterecenje tetive nastalo nakon intenzivnog istezanja dovodi do kroni¢nih upalnih
granica mogu izazvati iste promjene ukoliko su preucestala jer tako ne dozvoljavaju tetivi da
se u potpunosti obnovi (31). Sam uzrok degenerativnih procesa nije posve jasan.
Najvjerojatnije postoji vise razloga medu kojima je ishemija, koja se javlja pri dugotrajpom
prekomjernom istezanju te slobodni radikali nastali po reperfuziji (32), hipertermija usljed
aktivnosti (33), apoptoza tenocita i otpustanje upalnih faktora usljed preopterecenja (34). U
podlozi akutne i kroni¢ne rupture nalazi se odredena koli¢ina upalno-degenerativnih
promjena. Tako akutnu rupturu izaziva veliko optereéenje na vise ili manje uredne tetivne niti,
za razliku od spontanih ruptura koje se dogadaju pri fizioloskim optere¢enjima, ali na osnovi
uznapredovalih degenerativnih promjena.

Tetiva je prili¢no avaskularno tkivo s niskim metabolickim potrebama i s velikim
anaerobnim sposobnostima stvaranja energije. S jedne strane to je pozeljno jer omugucuje
dugotrajna opterecenja bez razvoja ishemije, a s druge strane daje sporije i loSije moguénosti
cijeljenja, nego misi¢. Cijeljenje teCe kroz tri medusobno povezane faze: upala, regeneracija i
remodelacija. U prvoj fazi upalne stanice se nakupljaju na mjestu rupture i fagocitiraju
nekroti¢ki materijal. Ubrzo dolazi do angiogeneze i stimulacije fibroblasta na proliferaciju.
Oni dolaze u ranu i po¢inju stvarati kolagen tip I11. Potom slijedi faza regeneracije pocevsi od
2. tjedna i traje nekoliko tjedana. Sintetizira se kolagen tip 111 i ekstracelularni matriks. Cijelo
podrucje je otec¢eno zbog povecane koli¢ine vode. U posljednjoj, remodelacijskoj fazi, koja
nastupa nakon 6. tjedna smanjuje se celularnost, otok i stvaranje kolagena. Dominira stvaranje
kolagen tip I, a niti se usmjeravaju u smjeru stresa. Nakon 10. tjedna pocinje sazrijevanje
fibroznog tkiva u oziljkasto tetivno tkivo, a cijeli proces moze se protegnuti do godine dana
(35).

Kako kod miSica tako i kod tetiva nema prave regeneracije, ve¢ kao posljedica traume, u
manjoj ili vecoj mjeri, dio prekinutog tkiva zamjenjuje se, funkcionalno manje kvalitetnim,
vezivnim tkivom. Da bi se to sprijecilo, prilikom lije¢enja, osnovo je pravilo smanjiti
hematom nastao nakon laceracije. Ukoliko se to ne postize neoperativnim metodama (eng:

RICE protocol : rest, ice, compression and elevation) u obzir dolaze invazivne tj. kirurske



metode kao $to je punkcija hematoma pod kontrolom UZV-a ili pak operativna evakuacija i
spajanje prekinutog spoja (36). Ti postupci daju uglavnom dobre klini¢ke rezultate, ali na
mikro razini pruzaju manje dobar funkcionalni rezultat jer ostavljuaju misi¢ i tetivu s
oziljcima (36). U posljedne vrijeme rade se i brojne studije koje istrazuju kako na bazi¢noj,
molekularnoj razini pospjesiti regeneraciju i zaustaviti fibrozu. Veliki naglasak daje se na
stimulaciju pojedinim faktorima rasta. Tako je u centru istrazivanja Inzulinu slican faktor
rasta 1 (IGF-1) koji je prepoznat kao vazan aktivator mioblasta. On primjenjivan sistemski,
direktno na mjesto ozljede ili pak virusnim vektorima, dovodi do hipertrofije misica ili pak
smanjuje degradaciju miSi¢ne mase u modelima s imobilizacijom ili sa starenjem
(37)(38)(39). Predmet istrazivanja su i svojstva pojedinih faktora rasta (faktor rasta hepatocita
(HGF), inhibitorni faktor leukemije (LIF)) na aktivaciju satelitskih stanica i njihovu daljnju
diferencijaciju (40) (41). I neki drugi faktori kao sto je vaskularni endotelski faktor rasta
(VEGF), moze potaknuti cijeljenje ishemijskog miSi¢a stimuliraju¢i angiogenezu (42).

S druge strane TGF-B1 ima centralnu ulogu u stvaranju fibroze tako $to potice
aktivaciju ekstracelularnog matriksa i proliferaciju vezivnog tkiva. Ta njegova uloga jasno je
vidljiva u misi¢nim distrofijama gdje je on visoko zastupljen (43). Teoretski, njegovom
supresijom moglo bi se smanjiti stvaranje vezivnog tkiva i omoguéiti bolju regeneraciju

izvornog misi¢nog tkiva. Ta svojstva mogli bi imati gama interferon i suramin (44).

1.6. Pentadekapeptid BPC 157 — vazan promotor cijeljenja

U naSem istrazivanju koristit ¢emo pentadekapeptid BPC 157 (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 1419; Diagen d.o.0., Ljubljana, Slovenija) (45). O¢ituje
se stabilno$¢u ¢ak iu izrazito nepovoljnim uvjetima kao $to je Zeluc¢ani sok gdje dolazi do
dezintegracije ostalih proteina (46). Nadalje, njegova prednost pred razli¢itim proteinima i
faktorima rasta koji se koriste u iste svrhe, je ta $to se moze primjenjivati bez nosaca i na
razli¢ite nacine (subkutano, peroralno, lokalno), a ne pokazuje toksi¢nost. Pokazano je kako
daje koristan uc¢inak na mnoga tkiva medudjelovanjem s klju¢nim homeostatskim sistemima u
organizmu poput primjerice dusi¢nog monoksida (NO), inhibicijskim sustavom perifernih

osjetilnih neurona ¢iji neurotransmiter nije ni acetilkolin ni noradrenalin, kao i s centralnim



sustavima dopaminskih i gama aminomaslac¢ne kiseline (GABA) neurona gdje umanjuje
smetnje vezane za te sustave (47).

Pozitivan u¢inak BPC 157 daje zbog snaznog angiogenog i antiinflamatornog ucinka.
Stvaranjem novih krvnih zila u pocetnoj fazi cijeljenja omogucava se kvalitetna doprema
kisika i hranidbenih tvari na mjesto oste¢enja (48). Takoder, njegova primjena dovodi ido
kasnije, jaceg stvaranja retikulina i kolagena koji daju krvnoj zili zavrsni oblik i ¢vrstocu.
Primjena pentadekapeptida BPC 157 smanjuje stvaranje upalnih medijatora (leukotriena B4-
LTB4, te tromboksana B2-TxB2) (49)(50)(51)(52)(53)(54) u serumu i tkivima te
mijeloperoksidaze u podruéju ozljede (55). Tako dolazi do znacajno manje eksudacije
polimorfonukleara, ali veée eksudacije mononukleara u podrucje ozljede. Time je smanjena
koli¢ina medijatora koje lu¢e polimorfonukleari, a koji djeluju kao kolagenaze ¢ime se
razgraduje okolni neozlijedeni kolagen i odgada se sinteza novog kolagena, dok mononukleari
imaju znac¢ajnu fagocitnu sposobnost(56).

Poticanjem sinteze NO-a, BPC 157 djeluje stimulativno na proces cijeljenja i to u ranom
razdoblju svojim snaznim vazodilatacijskim u¢inkom dok kasnije i sintezom kolagena (57).
Sinteza NO ostvaruje se blokiranjem N-nitro-L-arginin metil-estera (L-NAME) koji je
inhibitor enzima NO-sintaze (NOS).

Povezanost BPC 157 1 NO sustava pokazana je u vise razliCitih modela 1 razlicitim
vrstama, posebice u njegovoj participaciji u Moncadinom homeostatskom reparativhom
odgovoru NO-sustava na ozljedu (58). BPC 157 utjece na sve dogadaje nakon gubitka
vaskularnog integriteta (BPC 157 smanjuje trombozu (anastomoza abdominalne aorte) i
krvarenje / trombocitopeniju (amputacija, heparin, varfarin, aspirin)), nadalje konzistentno
unapreduje cijeljenje kod razli¢itih modela ozljeda, akutnih i kroni¢nih ¢ak i kod razli¢itih
tkiva koja ina¢e spontano ne cijele nakon teskih ozljeda. U tome kontekstu, po¢etna kasnije i
potvrdena hipoteza bila je da BPC 157, posljedi¢no svome stvaranju u Zelu¢anoj sluznici,
posebnom znacéenju sintetaze NO-a i bazalno ve¢em stvaranju NO-a u zelu€anoj sluznici u
odnosu na druga tkiva, pokazuje generalni kompetitivni ué¢inak i prema L-argininu i prema
njegovim analozima (npr. L-NAME) sto ima veliko fiziolos§ko znac¢enje na stvaranje NO-a
(59) . Stoga su kasnija istrazivanja prakticki pokazala njegove korisne ucinke ilustrirajuéi
uzajamne odnose BPC 157 i sustava NO-a i s L-NAME-om i s L-argininom (pojedinac¢no ili
zajedno) u:

1.) zastiti Zelu€ane sluznice i zastiti sluznice, nakon alkoholne lezije, putem
citoprotekcije, stvaranja NO-a, i regulacije krvnog tlaka (60)

2.) akutnoj/kroni¢noj alkoholnoj intoksikaciji I sSindromu ustezanja (61)
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3.) kardiovaskularnim poremecajima, infarktu miokarda, kroni¢nom zatajenju srca,
pluénoj hipertenziji i aritmijama (62)(63)

4.) poremecajima nakon hipokalijemije i hiperkalijemije kao i1 u disfunkciji stani¢ne
membrane izazvane kalijem (63)

5.) kompleksnom poremecaju necijeljenja, kao kod necijeljenja ezofagokutane (64),
(65) i kolokutane fistule (66).

Prethodno je ve¢ spomenuto kako pentadekapeptid BPC 157 sudjeluje u interakciji s
NO sustavom. NO sustav ima esencijalnu vaznost u mnogim razli¢itim procesima, ukljucujuci
odluc¢ujucu ulogu u procesu cijeljenja rane (67). Za mnoge agense se pretpostavljalo, kako su
na neki nacin povezani sa NO sustavom, ali samo mali broj znanstvenih studija je promatrao
utjecaj NO-prekursora, NOS-blokatora i u¢inak njihove kombinacije (NO-prekursor + NOS-
blokator) zajedno sa testiranim agensom na cijeljenje razli¢itih tkiva i organa. Za razliku od
drugih agensa, pentadekapeptid BPC 157 je testiran upravo s pozornosti usmjerenom na
djelovanje NO sustava. Tako je ispitivan njegov uc¢inak u interakciji s NO-prekursorom ili
NOS-blokatorom zasebno, kao i s NO-prekursorom i NOS-blokatorom u kombinaciji. U
brojnim objavljenim ¢lancima je pokazano, da u razli¢itim tkivima 1 kod razli¢itih
eksperimentalnih zivotinjskih vrsta BPC 157 utjece na otpustanje NO-a te moze ponistiti
uc¢inak i NOS-blokatora L-NAME i NO-prekursora L-arginina. Ova interakcija BPC 157 i NO
sustava moze objasniti Siroki raspon blagotvornih uc¢inaka dobivenih primjenom
pentadekapeptida BPC 157 u razli¢itim istrazivanjima (49)(59)(60).

Istrazivanja su pokazala kako u in vivo i u in vitro pokusima BPC 157 moZe nadvladati
ucinak L-NAME, kompetitivnog inhibitora endotelnog NO-a, §to govori u prilog njegove
posebne interakcije s NO sustavom (blokadom sinteze kod primjene L-NAME i
hiperstimulacijom kod primjene prekursora L-arginina.). Ove slozene interakcije mogu se
objasniti pretpostavkom da agensi kao L-NAME inhibiraju NO sintetazu (NOS) u kompeticiji
s L-argininom te je jednako tako moguc¢a kompeticija i sa BPC-om 157. Stvaranje NO bilo je
smanjeno u kombinaciji pentadekapeptida BPC 157 i L-arginina iako kod samostalne odnosno
pojedinac¢ne primjene oba iniciraju sintezu NO-a. Pokus s akoholnim lezijama Zeluca i s
krvnim tlakom (60) govori u prilog dodatne inhibicije aktivnosti BPC-a 157 kada je L-
argininu dodan L-NAME, vjerojatno zbog ograni¢ene raspolozivosti NO-sintetaze.
Sposobnost pentadekapeptida BPC 157 u induciranju sinteze NO-a nije bila inhibirana
dodatkom L-NAME u ¢ak pet ili deset puta vecoj dozi od one potrebne za zaustavljanje
ucinka L-arginina $to govori u prilog kako BPC 157 ipak ima nesto drugaciji u¢inak na NO

od ucinka L-arginina. Isto je dokazano na modelu supernatanta homogenata sluznice Zeluca
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Stakora gdje BPC 157 ima ucinak na stvaranje NO na izrazeniji /ili razli¢it na¢in u odnosu na
L-arginin (60). Na animalnom modelu pili¢a uc¢injena su daljnja ispitivanja gdje su ascites ili
pluéna hipertenzija inducirani kroni¢nom primjenom L-NAME, §to je prevenirano
simultanom primjenom L-arginin-a i BPC 157 (68) . Na istom modelu promatrani su i
fenomeni akutne i kroni¢ne toksi¢nosti gdje je L-NAME uzrokovao teska oSte¢enja razlicitih
tkiva (miokard, jetra, slezena), dok je L-arginin predominantno uzrokovao kongestiju, edem i
hemoragiju u razli¢itim organima (68) . U¢inak L-NAME je uspjesno inhibiran aplikacijom
L-arginina 1 BPC 157 uz napomenu da BPC 157 nije uzrokovao nikakvo ostecenje tkiva ili
organa (68) . BPC 157 znacajno prevenira pojavu lezija u razli¢itim organima, a posebice je
bitan u odrzavanju integriteta sluznice Zeluca. U¢inak L-arginina kod alkohonih ozljeda
Stakora bio je u potpunosti inhibiran nakon primjene L-NAME dok je u¢inak BPC-a 157
nakon primjene L-NAME bio samo oslabljen (61). Obzirom da je pentadekapeptid BPC 157
po svojim karakteristikama drugaciji od ostalih poznatih peptida te je izrazito stabilan u
zelucanom okruzenju, moze se objasniti njegova sloZena interakcija s NO sustavom, Koji ima
vaznu signalnu ulogu u odrzavanju integriteta sluznice Zeluca i vrijednosti krvnog tlaka (60).
BPC 157 je takoder pokazao zna€ajan profilakticki i terapijski u¢inak u inhibiciji aritmija
induciranih metildigoksinom, a dodatno je i u ovom istrazivanju istraZzena interacija s NO
sustavom (69). Primjena L-NAME je dovela do pogors$anja metildigoksinom induciranih
aritmija, L-arginin sam nije imao uc¢inka dok je antagonizam L-NAME i BPC 157 doveo do
sli¢nog ucinka ucinku samog BPC 157. 1z svega navedenog moze se zakljuciti kako
digitalisom inducirane aritmije mogu biti sprijeCene ili im se moze suprotstaviti primjenom
pentadekapeptida BPC 157 i to uglavnom djelovanjem preko interakcije sa NO sustavom
(69). Znacajnu ulogu u prevenciji alkoholom induciranih lezija Zeluca ima zaStita endotela, jer
endotel krvnih zila moze modulirati tonus krvnih zila stvaranjem tvari koja je znana kao
¢imbenik rasta porijeklom iz endotela (EDGF). BPC 157 stiti endotel (70) kod etanolom
induciranih lezija Zeluca, a znacajna je i njegova posebna citoprotektivna uloga (71) . In vivo
je jasno vidljiv angiogenetski odgovor BPC 157 ukljucujuéi i povecanje broja pozitivnih
vaskularnih elemenata: faktor rasta endotelnih stanica (VEGF), transmembranski
fosfoglikoprotein (CD 34) i faktor V111 (FVIII) (49). NO sustav je izuzetno bitan i u cijeljenju
kolokutanih fistula (66).

Istrazivan je i u¢inak pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje prijeloma kostiju pri cemu
je koristen model pseudartroze radijusa u kunica (72). Jasno je 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 s kontrolnim
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skupinama kunica koje su lijeCene uobicajenim postupcima. I sljedeca studija koja je koristila
Stakorski model cijeljenja prerezane Ahilove tetive takoder je pokazala pozitivan u¢inak BPC
157 (73). Tetive tako tretiranih Zivotinja jasno su pokazivale poveéanu ¢vrstocu, a histoloski
je bila vidljiva vec¢a eksudacija mononukleara i manja eksudacija polimorfonukleara. Poveéan
je bio broj fibroblasta sedmog i desetog poslijeoperacijskog dana, a koli¢inu kolagena desetog
i Cetrnaestog poslijeoperacijskog dana. Pozitivan utjecaj pokazala je i studija koja je za model
koristila transekciju misi¢a kvadricepsa (74).

Nakon jasnog pozitivnog utjecaja na cijeljenje istovrsnog tkiva pokusalo se pokazati i
utjecaj na cijeljenje spoja dva raznovrsna tkiva kao $to je model s ozljedom na mjestu tetivno-
kostanog spoja. Odabran je Stakorski model s transekcijom Ahilove tetive na petnu kost (75).
| ovdje je bilo ocito pozitivno djelovanje BPC 157 na cijeljenje tetivno-kostanoga spoja.
Skupine tako tretiranih zivotinja pokazale su brzi funkcionalni oporavak naro¢ito u prvim
danima cijeljenja. Vrijednosti sile pucanja, krutosti i elasti¢nosti statisti¢ki su bile puno bolje
negu u kontrolnim zivotinjama. Histoloska analiza verificirala je formiranje direktnog tetivno-
kostanoga spoja bez okosStavanja okolnog vezivnog tkiva, a imunohistokemijska analiza
pokazala znacajan porast gustoc¢e kolagenih vlakana tipa I.

Do sada smo vidjeli polivalentnost djelovanja BPC 157. Unato¢ brojnim istrazivanjiva,
svi detalji njegovog ucinka jo$ uvijek nisu razjaSnjeni. Brojne studije pokazuju stimulacije
razli¢itih gena i pokretanje razliCitih puteva u pojedinim tkivima, a ovdje ¢emo spomenuti
neke od njih.

Angiogeneza je dinamican proces koji ovisi o medijatatorima koji poticu aktivaciju
endotelnih stanica nakon Cega slijedi stvaranje proteaza, degradacija bazalne membrane,
proliferacija endotelnih stanica, njihova migracija u medustani¢ni prostor, formiranje lumena i
spajanje novoformiranih zila. Medu razli¢itim molekulama koje znac¢ajno pridonose procesu
angiogeneze su vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) i njegov receptor (VEGFR) koji
reguliraju vaskulogenezu i angiogenezu (76). VEGFR-2, kao najznacajniji receptor VEGF-a,
najcesce se izrazava na endotelnoj povrsini 1 generira glavne 1 izravne angiogene signale.
Nakon aktiviranja VEGF-a, VEGFR-2 se autofosforilizira i ulazi u citosol endocitozom.
Internalizacija VEGFR-2 u endotel stanice aktivira kaskade regulacije nadolje (eng. down)
Akt-endotelne nitrit oksid sintaze (eNOS) §to dovodi do napredovanja angiogeneze (77).
Takoder po aktivaciji istog puta regulacijom ,,up“ stvara se autokrina petlja koja sprecava
apoptozu endotelnih stanica (78). Angiogenski navise (eng. up) uc¢inak BPC 157 ispitivan je
in vivo na pile¢im korioalantoi¢cnim membranama (CAM) i in vitro na kulturama humanih

endotelnih stanica iz umbilikalne vene (HUVECS) (79). Istrazivanje je pokazalo da BPC 157
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ne utjece na povecanje VEGF-a i time ne potice lose efekte koje njegova indukcija moze
imati. S druge strane, uz to $to pove¢ava VEGFR-2 ekspresiju u vaskularnim endotelnim
stanicama nekoliko sati nakon tretmana, takoder potice internalizaciju VEGFR-2 u nekoliko
minuta i potom aktivira fosforilaciju VEGFR-2- Akt-eNOS signalnog puta.

Nadalje, u studiji Chung-Hsun Changa i sur. dokazano je kako BPC 157 aktivira
fosforilaciju fokalne adhezione kinaze (FAK) i paksilina u tetivnim fibroblastima i na taj
nacin potice njihovu migraciju (80). FAK je nereceptorska proteinska tirozinska kinaza (PTK)
koja je lokalizirana na stani¢nim spojevima. Funkcionira kao dio citoskeletnih,
unutarstani¢nih signalnih proteina koji poticu stvaranje integrinskih signala prema down
regulaciji, a koja ima vazan utjecaj na migraciju stanica (81). Nakon fosforilacije, FAK se
moze kombinirati s koaktivatorom steroidnog receptora (Src) i zatim izazvati fosforilaciju
paksilina (82). Fosforilacija paksilina moze dalje aktivirati molekule na nizoj razini kao §to su
CRK 1 CAS, a dalje proizvedeni signali ¢e se razmnozavati fokalnim adhezijama na aktin
citoskeleta. Aktivacija FAK-a i paksilina korelira dobro s pove¢anom migracijom tetivnih
fibroblasta nakon 24-satne inkubacije s BPC 157.

Uz utjecaj na angiogenezu 1 poticanje migracije fibroblasta, u fazi cijeljena znacajnu
ulogu sigurno ima njegov utjecaj na stvaranje i sazrijevanje granulacijskog tkiva. Usporedivan
je utjecaj PDGF-BB i BPC 157 na mogu¢nost moduliranja rasta granulacijskog tkiva na
modelu dijabeti¢kih miSeva nakon incizijske rane (81). U tom procesu naglasak je stavljen na
protein ranog odgovora rasta 1 (EGR-1) koji inducira aktiviranje mnogih ciljnih gena u
cijeljenju tkiva ukljucujuéi one za kolagen II i PDGF (83) te razlicite ¢imbenike rasta i
citokine (84). Djelovanje EGR-1 regulirano je njegovim ko-represorima (85) i inducira
ekspresiju NAB2 ko-represora (86). BPC 157 je u koncentracijskom rasponu od 10-50 uM
izazvao ekspresiju EGR-1 te je ona ostala poviSena kroz 60min. Ovaj signalni put u razli¢itim
stanicama takoder moze biti potaknut brojnim podrazajima: forbol-miristinski acetat, VEGF -
faktor rasta vaskularnog endotela (86). Ekspresija EGR-1 mRNA popracena je poja¢anom
ekspresijom mRNA za represor NAB2, 30 min nakon stimulacije stanica s peptidom BPC 157
1 sekundarnim povecanjem izmedu 60 1 120 min, Sto pridonosi sniZzenoj ekspresiji EGR-1 u
tom kasnijem trenutku. Smanjenje ekspresije EGR-1 i NAB-2 na 100 uM takoder vjerojatno
odrazava negativnu povratnu petlju uspostavljenu izmedu EGR-1 i NAB2 (86). Odaziv NAB2
mRNA po primjeni BPC 157 bio je brzi od onog koji je primijecen s forbol-miristinskim
acetatom (maksimum u 1. h) u HeLa stanicama (86) ili VEGF (maksimum u 2. h) u ljudskim
endotelnim stanicama (87) sto ukazuje na razlike u povezivanju izmedu EGR-1 i NAB2 kao

odgovor na razli¢ite podrazaje. Zakljucno, istrazivanja pokazuju da, iako PDGF-BB i BPC
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157 imaju sli¢nu selektivnost za stimulaciju granulacijskog tkiva u procesu cijeljenja, BPC je
aktivniji u stimuliranju rane faze stvaranja i organizacije kolagena. Ovaj brzi odgovor takoder
se odrazava u vremenskim sljedovima promatranim u Caco-2 stanica in vitro, BPC 157 Kkoji
eksprimira EGR-1 mRNA nakon 15 minuta, nakon ¢ega slijedi gotovo neposredna ekspresija
NAB2 mRNA. Nasuprot tome, ekspresija EGR-1 i NAB2 mRNA kao odgovor na PDGF-BB
pojavljuje se kasnije. Moguci mehanizam djelovanja peptida moze ukljucivati stimulaciju
EGR-1 ekspresije u razli¢itim stanicama, ¢vrsto regulirano pomoc¢u NAB2 ekspresije, §to
zauzvrat inducira stvaranje citokina i faktora rasta i stvaranje ranog ekstracelularnog matriksa.
Prema najnovijoj studiji promatrano je djelovanje BPC 157 na tumorsku kaheksiju.
Utvrdeno je kako on, smanjujuci povecanje proupalnih citokina kao §to su IL-6 1 TNF-a,
TGF-B, neutralizira gubitak miSic¢a, znacajno korigira poreme¢enu misi¢nu proliferaciju kao i
miogenezu. To osvaruje mijenjajuéi ekspresiju razli¢itih gena: FoxO3a, p-AKT, p-mTOR,
and P-GSK-3p (88). Opisani mehanizam moze biti izuzeto vazan u prevenciji atrofije misica i

u naSem modelu.
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2. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. Hipoteza

Hipoteza ovog istrazivanja je da primjena pentadekapeptida BPC 157 poboljsava

cijeljenje kirurski uc¢injenog prekida misi¢no-tetivne sveze cetveroglavog misica natkoljenice

Stakora.

2.2. Ciljevi istrazivanja

Glavni cilj ovog rada jest potvrditi djelovanje pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje
kirurski u¢injenog prekida misi¢no-tetivne sveze Cetveroglavog misica natkoljenice Stakora.
Za potvrdu koristit ¢e se rezultati funkcionalnih testiranja, opservacije morfoloskih
(makroskopskih i histoloskih) i laboratorijskih promjena te razlikama biomehanickih

svojstava tkiva BPC 157 tretiranih i kontrolnih skupina eksperimentalnih Zivotinja.

16



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Preoperativna priprema i operativni postupak

Istrazivanje se odvijalo u skladu sa Zakonom o dobrobiti zivotinja (NN 19/99) i bilo je
odobreno od Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (MEF).
Koristili smo muske Wistar $takore tjelesne mase 300-350 grama iz vlastitog uzgoja Zavoda
za farmakologiju MEF-a u ¢ijem je labaratoriju (REG: HR-POK-007) provedeno istrazivanje.
Zivotinje su bile smjestene u standardnim kavezima te tretirane u labaratorijskim uvjetima na
sobnoj temperaturi s ciklickim izmjenama svjetla i tame uz slobodan pristup hrani 1 vodi.

Za anesteziju eksperimentalnih Zivotinja upotrijebljen je sodium thiopental u dozi od 50
mg/kg (Thiopental, Intresa, Freiburg Njemacka) 1 diazepam u dozi od 6 mg/kg tjelesne tezine
(Normabel, Belupo, Ludbreg, Hrvatska). Oba lijeka aplicirana su intraperitonealno, nakon
Cega su zivotinje vra¢ane u kavez dok se ne postigne anestezija. Operaciji se pristupalo kada
je zivotinja bila potpuno uspavana tj. nije postojala reakcija na dodir kapaka, disanje joj je
bilo duboko, a tijelo mlohavo. Tako pripremljenu zivotinju postavljalo se u supinacijski
polozaj na operativni stoli¢ gdje su gumene trake nategnute preko ekstremiteta osiguravale
stabilan poloZaj za operativni postupak.

U maksimalno moguc¢im asepti¢kim uvjetima pristupalo se operaciji (Slika 1.). Koristio
se klasican kirurSki instrumentarij steriliziran prije svakog postupka. Operacija se odvijala
tako da se svakoj pojedinoj zivotinji pristupalo samo na straznju desnu nogu. Nad koljenim
zglobom s ventralne strane ucinila se uzduzna rezna rana koze i potkoze duzine 2cm te se
pristupalo na natkoljenu muskulaturu. Na tom dijelu tijela muskulatura je pristupac¢na te se
ve¢ uz fleksiju koljena i nakon spontane retrakcije rubova rane, lako prikazivo ¢etveroglavi
misi¢ natkoljenice (m.quadriceps femoris) koji je bio objekt naseg eksperimenta. Nakon
uzduznog razdvajanja miSi¢ne fasije pazljivom tupom disekcijom odvojila su se tetivna
vlakna od miSiénih niti pazeci pri tome da se ne oSteti tetivno-koStani spoj na pateli kao niti
misi¢no-kostani spoj na femuru. Tim postupkom nije se ucinila transekcija misi¢a ve¢ su se
tetivne niti makroskopski vidljivim dijelom potpuno izdvojile iz misic¢a (Slika 1.2). Pri tome
je jasno bilo uoc€ljivo kako tetivne niti duboko ulaze u trbuh misi¢a i po odvajanju €inile su
lepezastu formaciju (Slika 1.3). Ona je svojim uskim dijelom §irine u prosjeku 3mm vezana
za patelu i time tvori tetivu Cetveroglavog misica, a Sirokim slobodnim trokutastim dijelom
duzine u prosjeku 15mm ( 12-20mm) i Sirine prosje¢no 11mm ( 8-13mm) u najSirem dijelu
tvorila MTS. Jasno je bila vidljiva velika povr$ina tog spoja koja je, ukoliko se oduzme kranji
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distalni dio ¢istih tetivnih niti u prosjeku iznosila 150 mm? (135-170 mm?). Po odvajanju
krajevi tetive i miSica Su se postaviti u anatomsku poziciju, ali se nisu fiksirali (Slika 1.4). Na
kraju rana se zatvorila u jednom sloju produznim, sporo resorptivnim Savom (PDS 3-0,
Ethicon Inc., Johnson and Johnson, Somervile, SAD). Trajanje kirur§kog zahvata je iznosilo u
prosjeku 9 minuta (8-10,5min).

Slika 1. Operativni postupak: 1.1) Operativni rez nad ventralnom stranom natkoljenice.
Vidljiva natkoljena muskulatura i koljeno. 1.2) Disekcija tetivnih vlakana iz misic¢a.1.3)
Tetivne niti duboko ulaze u trbuh misica i tvore lepezastu formaciju. 1.4) Krajevi tetive i

mi$ica postavljeni u anatomsku poziciju bez medusobne fiksacije.
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Slika 2. Preparat detaljnije prikazuje desnu natkoljenicu operirane zivotinje. Jasno se vidi
mjesto misi¢no tetivne disekcije. Po odvajanju krajevi tetive i miSi¢a nisu bili fiksirani te su

bili podlozni spontanoj retrakciji uslijed kretanja zivotinja.

Slika 3. Prikazuje ¢etveroglave misic¢e desne (D) i lijeve (L) natkoljenice Zivotinje Zrtvovane
odmah po operaciji. Na miSic¢u desne natkoljenice prije odstranjenja u¢injena je misi¢no-
tetivna disekcija po ranije opisanom protokolu. Jasno je vidljiva istovjetna $irina odnosno
veli¢ina oba misica.
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3.2. Postoperativni postupak i primjena pentadekapeptida BPC 157

Istrazivanje je sadrzavalo Cetiri serije pokusa zavisno o razli¢itim duzinama promatranja
s ukupno 60 Zivotinja (Slika 4.). Svaka serija pokusa sadrzavala je 15 Zivotinja koje su bile
operirane u cjelini tokom jednog dana. Razdoblje izmedu izvrSenja pojedinih serija nije bilo
vremenski uvjetovano.

Nakon svake serije operacija, metodom sluc¢ajnog izbora, 15 operiranih
eksperimentalnih Zivotinja podijeljeno je u tri skupine od po 5 jedinki. Kao ispitivana
supstanca koristio se pentadekapeptid BPC 157 bez nosaca ili inhibitora peptidaze otopljen u
fizioloskoj otopini. (Peptid je proizveden u Diagen, Ljubljana, Slovenija,
GEPPPGKPADDAGLYV, M.W.1419, a fizioloska otopina u Pliva, Zagreb). Odmah po
ucinjenom kirur§Skom zahvatu prva skupina zivotinja dobila je intraperitonealnom primjenom
(i.p.) pentadekapeptid BPC 157 u dozi od 10 ng/kg TT (nBPC 157), §to se potom ponavljalo, i
to na isti na¢in i u istoj dozi svaka 24 sata do zrtvovanja Koje se ¢initi zavisno o protokolu
istrazivanja. Na isti na¢in druga skupina dobivala je BPC 157 u dozi od 10 pg/kg TT (uBPC
157), a tre¢a skupina fiziolosku otopinu 5ml/kg TT (KONT)

U svrhu postoperativne analgezije zivotinje su bile tretirane buprenorfinom 0,5mg/kg
svakih 12h per o0s. Tokom istrazivanja radile su se funkcionalne procjene, a po Zrtvovanju
biomehanicka ispitivanja te makroskopska i histoloska analiza. Zrtvovanje se uéinilo po
serijama 7, 14, 28 i 42. postoperativnog dana predoziranjem anesteticima (dvostruke doze
Ketamine-HCI+ Xylazine-HCI i.p.). Uzimale su se obje straznje noge kirurski odvojene u
kuku te odstranjene koze i potkoze. Po makroskopskoj dokumentaciji (snimanje digitalnim
fotoaparatom) nasumi¢nim odabirom po skupini 2/5 preparata koristilo se se za biomehani¢ka

istrazivanja, a 3/5 za histoloSku analizu.
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1A n=s

I.p.BPC 157 (10 ng/kg TT)

N =15
T 7 dana

1B nss

1.0.BPC 157 (10 na/kg TT)

1C  nss

fiz.otop. (5 ml’/kg TT)

60
muski Wistar Stakori
300-350 gr

2

N =15
T 14 dana

2A N=5

i.p.BPC 157 (10 ng/kg TT)

2B N=5

1.p.BPC 157(10 ng/kgTT)

2C N=5

fiz.otop. (5 ml’/kg TT)

3A N=5

1.0.BPC 157 (10 ng/kgTT)

3

N =15
+ 28 dana

3B N=5

1.0.BPC 157 (10 na/kgTT)

3C N=5

fiz.otop. (5 ml/kg TT)

4A N=5

1.0.BPC 157 (10 na/kgTT)

4

N =15
T 42 dana

4B N=5

I.p.BPC 157 (10 pg/kgTT)

Slika 4. Shematski prikaz istrazivackog postupka.

T-Zrtvovanje

4C N=5

fiz.otop. (5 mi/kg TT)
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3.3. Funkcionalna testiranja

Funkcionalna testiranja provodila su se redom 1, 3, 5, 7, 10, 14, 21, 28 i 42. dana 0dnoso
krac¢e u skupinama koje su ranije Zrtvovane. Ona su se sastojala od: testa miSi¢ne snage donjih
ekstremiteta (motor function index- MFI) opisanog od strane Thalhammer i sur (89), indeksa
oporavka hoda i duzine otiska stopala biljezenih s digitalnom kamerom (74) i procjene
kontarkture noge (90).

Test miSi¢ne snage donjih ekstremiteta (MFI) vrSio se pritiskom obje straznje noge
zivotinje pojedina¢no na preciznu digitalnu vagu s 0,1g to¢nosti. Za to¢no mjerenje nuzno je
bilo postaviti ispitivanu Zivotinju u pravilan poloZzaj. Jednom rukom uspravno se drzalo tijelo te
bi se ekstendirane straznje noge prislanjale na vagu. U trenutku kontakta stopala s mjernom
povrs§inom vage Stakor se spontano odgurivao od plohe uporabljujuci silu ekstenzornih misica
potkoljenice. Rezultat toga pritiska o€itavao se u obliku mase na skali vage. Test se izvodio tri
puta za svaku straznju nozicu, a biljezila se srednja vrijednost. Dvije vrijednosti koje oznacuju
pritisak neoperirane (NEPT) i pritisak operirane (EEPT) noge uvrstile su se u formulu na nacin
EPT=(NEPT-EEPT)/NEPT. Rezultat se kretao izmedu 0 i 1 gdje je deficit funkcije manji,
odnosno rezultat bolji $to je vrijednost bila blize nuli.

Naredni test bio je indeks oporavka hoda. Provodio se na hodnoj pruzi tj. prozirnom
tunelu duzine 1m i Sirine 10cm. Ispod staze bila je postavljena digitalna kamera koja je biljeZila
kretanje zivotinje (Slka 5.). Prema ranije odredenoj ljestvici koju su opisali StareSini¢ i sur.
(74) hod je klasificiran brojevima od 1 do 4, gdje broj 1 ozna¢ava normalan hod, optimalne
brzine i uskladenih pokreta, broj 2 usporen, ali normalan hod, broj 3 teturav hod sa zanasanjem
i padovima i broj 4 zivotinje koje ne mogu hodati, niti se osoviti na straznje noge. Hod se
analizirao na temelju videozapisa, a provodio ga je objektivni promatra¢ koji nije imao
saznanja kojoj skupini pripada ispitivana zivotinja. Takoder pomocu snimaka utvrdivali su se
otisci, tj. duzina stopala prilikom oslanjanja Zivotinje na podlogu. Mjerila se duzina izmedu
najisturenijeg prsta i kranje straznje strane tabana na koju se zivotinja oslanjala, a rezultat je
¢inio razliku izmedu zdrave i operirane noge (Slika 5.).

Nadalje, funkcionalna testiranja satojala su se i od mjerenja kontrakture noge (Slika 6.).
Usljed razlic¢itog cijeljenja miSi¢no-tetivnog spoja i posljedi¢ne (ne)upotrebe noge, dolazilo je
do razvoja kontrakture. Ista se mjerila na na¢in da su dva nezavisna promatraca zajedno vrsila
testiranje. Ono se vrsilo tako da je prvi ispitiva¢ jednom rukom uspravno drzao tijelo Zivotinje,
a drugom istovremeno ekstendirao obje straznje noge. Drugi je ispitiva¢ milimetarskim

mjerilom mjerio razliku koja je nastajala izmedu referentnih tocaka tj. patele obje noge.
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Slika 5. Prolazak zivotinje biljezen video kamerom na hodnoj pruzi. Na osnovu videozapisa
analizirao se i kvalificirao hod te otisci pri oslanjanju obje straznje noge na podlogu. Mjerena
je duzina izmedu najisturenijeg prsta i kranje straznje strane tabana na koju se Zivotinja
oslanjala, a rezultat je ¢inio razliku izmedu zdrave i operirane noge. Operirana, straznja desna
noga oznacena je plavobijelom strelicom. Slika 5.1, 5.3, 5.5, 5.7 prikazuje skupinu 3C
(kontrola) gledanu redom 5, 10, 21 i 28. dana . Jasno je vidljivo da je otisak operirane,
straznje desne, noge znadajno manji nego zdrave, straznje lijeve, noge. Zivotinja se oslanja
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samo na prste dok je peta u zraku. Slika 5.2, 5.4, 5.6, 5.8 prikazuju skupinu 3A (nBPC 157)

gledanu redom 5,10, 21 i 28. dana. Vidimo znatno duzi otisak operirane, desne noge u odnosu

na kontrolnu skupinu.

Slika 6. Test procjene kontrakture noge. Mjerila se razlika izmedu patela obje noge. Primjer:

testiranje provedeno 7. postoperativnog dana u seriji 1. zivotinja Slika 6.1 prikazuje
kontrolnu skupinu (1C), Slika 6.2 prikazuje uBPC 157 tretiranu skupinu (1B). Vidljiva
izrazito kraca noga, tj. kontraktura operirane noge u kontrolnoj skupini za razliku od gotovo

jednakih nogu u Zivotinje tretirane BPC 157 u dozi od 10 pg/kg TT.
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3.4. Makroskopska i patohistoloska analiza

Makroskopska procjena vrsila se nakon zrtvovanja zivotinja. Promatrane su 4 serije
zivotinja od po 15 jedinki te su zrtvovana redom 7, 14, 28. 142. dana. Promatrale su se obje
straznje noge koje su bile prethodno odvojene u zglobu kuka. Analizirale su se razlike
operirane i neoperirane natkoljenice (Slika 7.) i to relativna atrofija misica mjereci debljinu
kvadricepsa pomi¢nom mjerkom 2 cm proksimalno od patele. Dobivena mjera usporedivala
se sa Sirinom mi$ica na kontralateralnom ekstremitetu, a dobivena razlika se uzimala za
statisticku analizu. Veli¢ina defekta nastalog na mjestu razdvajanja tetivnih od miSi¢nih niti
dobivala se obradom slike preparata u laterolateralnom namjestaju u semifleksiji s AutoCAD
programom i njegovom opcijom za izracunavanje povrsina nepravilnih tijela (AutoCAD 2016
for Windows by Autodesk). Vrijednost povrsine koristila se za statisticke analize.

Nakon makroskopske procjene preparata, kretalo se s pripremom preparata za
patohistolosku analizu. Ona je bila provedena od strane nepristranih stru¢njaka Zavodu za
patologiju MEF-a. Slu¢ajnim odabirom u svakoj seriji ispitivanja odabiralo se po 3 Zivotinje
iz svake skupine, tako da je postojalo 9 preparata uzetih s operiranih ekstermiteta. Zdrava
noga nije ulazala u analizu. Preparat se pripremio tako da se ¢etveroglavi misi¢ precizno
odvojio od kostanih hvatiSta. Uzorci tkiva fiksirani su u 10% puferiranoj otopini
formaldehida, dehidrirani i uklopljeni u parafinske blokove. Uzoci su obojeni hemalaun-
eozinom (HE). Patohistoloska analiza u¢injena je na mikroskopu tipa Olympus BX51, a slike
su slikane kamerom Olympus DP71. Analizirane su promjene na mjestu misi¢no-tetivne

disekcije.

3.5. Biomehanicka testiranja

Biomehanicka svojsta u vidu izdrzljovosti na istezanje vrsila su Se na vlastitom aparatu
Lineomat (MLW Medizinische Gerite, Chemnitz, Germany) koji moze mjeriti istezanje s
precizno$¢u od 0,01mm. Snaga istezanja nije se mjerila. Nakon makroskopske analize i
nasumi¢nog odvajanja 3/5 preparata za histolosku analizu, preostala 2/5 preparata odnosno 6
preparata po seriji bila su biomehanicki testirana. Takoder testiranja su izvrSena i s njihovim
kontralateralnim, zdravim ekstremitetom, a podaci su medusobno usporedeni. Ranije studije

pokazale su da je izuzetno vazan integritet misi¢a kako za njegovu ¢vrstocu 1 otpor na pasivno
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istezanje tako i za njegovu aktivnu funkciju. Transekcijom ili rupturom gubi se pravilan odnos
izmedu miSi¢nih vlakana, tetive i okolnog vezivnog tkiva $to rezultira smanjenom
kontraktilnom funkcijom i smanjenom ¢vrsto¢om odnosno povecanjem elasti¢nosti misi¢no
tetivnog aparata na pasivna istezanja (91)(92).

Nakon preciznog odvajanja misic¢a u cijelosti od proksimalnog i distalnog kostanog
hvatiSta, na oba kraja preparata Savima (#2 Fiberwire® - Arthrex U.S.) bile su formirane
omée koje su sluzile kao prihvatiite za fiksaciju na mjerni dio aparata. Savi su na preparat bili
fiksirani Krackow metodom (93) tako da su osiguravali dovoljno ¢vrsti spoj koji je ostao
postojan na svim preparatima tokom ispitivanja. Biljezila se duzina istezanja do pucanja

preparata kao i samo mjesto na kojem je nastao prekid.
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Slika 7. U procjeni atrofije promatrali su se istovremeno misi¢i obje straznje noge. Mjerila se
debljina kvadricepsa 2 cm proksimalno od patele. Dobivena mjera usporedivala se sa Sirinom
miSica na kontralateralnom ekstremitetu Slika 7.1 pokazuje Cetveroglave misice kontrolne
skupine (2C) zrtvovane 14. dana pri ¢emu se vidi atrofija lijevog tj. operiranog misica u
odnosu na kontralateralni par. Slika 7.2 pokazuje misice nBPC 157 skupine (2A) zrtvovane
14. dana gdje se takoder zamjecuje atrofija operiranog misica, ali manja nego kod kontrolne
skupine. Slika 7.3 prikazuje nastali defekta na mjestu razdvajanja misi¢no tetivne sveze kod
kontrolne skupine (3C) zZrtvovane 28. dana, dok na Slici 7.4 vidimo dobro formirano tkivo na
mjestu razdvajanja MTS kod nBPC 157 skupine (3A) zrtvovane 28. dana. Veli¢ina defekta
nastalog na mjestu razdvajanja tetivnih od miSiénih niti dobivala se obradom slike preparata u
laterolateralnom namjestaju u semifleksiji s AutoCAD programom i njegovom opcijom za

izracunavanje povrsina nepravilnih tijela.
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3.6. Analiza ekspresije gena

Nakon zrtvovanja, od preparata namijenjenih patohistolo§koj analizi odmah se odvajao
mali uzorak tkiva koji je sadrzavao tkivo misi¢no-tetivnog spoja i predodredio se za analizu
ekspresije gena eNOS, INOS i COX-2. Uzorak se stavljao u mikroepruvetu koja se skladistila
u prijenosni spremnik hladen tekué¢im dusikom i prenosio u laboratorij.

Uzorci tkiva su homogenizirani (Tissue Ruptor, Qiagen) te dodatno obradeni u
ultrazvucnoj kupelji. Ukupna stani¢na ribonukleinska kiselina (RNA) iz homogenata izolirana
je koristenjem TRIzol reagensa (TRIzol, Applied Biosistems) prema uputi proizvodaca. U
homogenat je dodano 1000 ul TRIzola te inkubirano pri sobnoj temperaturi tijekom 5 minuta.
Nakon toga dodano je 200 pl kloroforma i inkubirano pri sobnoj temperaturi tijekom 5
minuta. Uzorci su zatim centrifugirani pri 4°C, tijekom 15 minuta na 12000 x g.
Centrifugiranjem se u uzorku razdvoje tri faze: vodena faza, interfaza i organska faza. U
vodenoj fazi, koja je najpovrsnija, nalazi se RNA te se ta faza prebaci u Cistu mikroepruvetu.
Kako bi bile precipitirane ukupne ribonukleinske kiseline u uzorak je dodano 500 ul 100%-
tnog izopropanola. Ovu smjesu je vazno dobro promijesati, nakon ¢ega se inkubira pri sobnoj
temperaturi tijekom 10 minuta. Nakon inkubacije, uzorci su centrifugirani pri 4°C tijekom 10
minuta pri brzini od 12000xg. Nakon centrifugiranja RNA je ostala u talogu na dnu epruvete.
Dobiveni talog RNA ispran je s 1000 ul 75%-tnog etanola, kratko promijesan i centrifugiran
pri 4°C na 7500 x g tijekom 5 minuta. Nakon odlijevanja supernatanta, mikroepruveta je
ostavljena otvorenom 5-10 min, kako bi zaostali etanol ishlapio. Talog RNA je naposljetku
otopljen u 30 pl sterilne vode i pohranjen pri -80°C.

Koncentracija RNA mjerena je spektrofotometrom (BioSpec-Nano Micro-volume UV-

Vis Spectrophotometer, Shimadzu).
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Tablica 1. Nukleotidne sekvence koriStenih pocetnica

) Umnozeni GenBank
Gen Pocetnice . ) o
odsjecak (pb) | pristupni broj

F: TGGCAAGTTCAACGGCACAGT
GAPDH 193 XM_221353
R: TTTGGCCTCACCCTTCAGGT

CTGGCAAGACCGATTACACGA
eNOS 206 NM_021838
TCAGGAGGTCTTGCACATAGG

TCAGGAGGTCTTGCACATAGG
COX-2 157 AF233596
CTGTATCCCGCCCTGCTGGTG

Tablica 2. Kemikalije i enzimi za izvodenje RT-PCR reakcije

KEMIKALIJE I ENZIMI ZA 1ZVODENJE RT-PCR REAKCIJE

10xTaq pufer: 500 mM KC1, 100 mM Tris-HCI (pH 8.3 pri 25°C), 15 mM MgCl;

Taq DNA polimeraza (Promega)

inhibitor RNaza (Roche)

mM DTT (Invitrogen)

5%RT pufer: 250 mM Tris-HCI, 200 mM KCI, 30 mM MgCl,, 50 mM ditiotreitol
(DTT); pH 8.3 pri 37°C (Invitrogen)

SuperScript reverzna transkriptaza (Invitrogen)

mjeSavina PCR nukleotida: 10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM dTTP
(Roche)

(N)s pocetnice (Roche)

pocetnice (Invitrogen)
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Tablica 3. Puferi za elektroforezu DNA u gelu agaroze

PUFERI ZA ELEKTROFOREZU DNA U GELU AGAROZE

pufer za elektroforezu (1xTAE): 40 mM tris-acetat, 1 mM EDTA (pH 8.0)

pufer za nanosSenje (6x): 0.05 % (w/v) bromfenol modrilo, 40 % (w/v) saharoza,
0.1 MEDTA, 0.5 % (w/v) SDS; pH 8.0

Reakcija reverzne transkripcije je enzimatska metoda kojom se informacija sadrzana u
RNA prevodi pomoc¢u enzima reverzne transkriptaze u informaciju na razini komplementarne
DNA (cDNA), a odvija se u dva koraka. Reakcija pocinje vezivanjem pocetnica na lanac
RNA, nakon ¢ega se na lanac veze enzim reverzna transkriptaza i sintetizira prvi lanac cDNA.
Drugi lanac cDNA sintetizira se pomoc¢u Taq DNA polimeraze za vrijeme prvog ciklusa PCR
reakcije. Kao pocetnice koristene su smjesa heksanukleotida koji prepoznaju razlicite
sekvence unutar molekula RNA. Tako dobivena populacija cDNA razli¢itih je duljina i
podrijetla razli¢itih molekula RNA (ribosomska, transportna, glasnicka i mala nuklearna
RNA).

Uzorak koji je sadrzavao ukupnu stanicnu RNA, heksanukleotidne pocetnice 1 20 U
inhibitora RNaze (V=12 ul) inkubiran je 5 minuta pri 65°C kako bi bile denaturirane
sekundarne strukture i omoguceno slobodno vezanje pocetnica. Nakon dodatka preostalih
komponenti (pufer, DTT, 20 U inhibitora RNaze) i preinkubacije u trajanju od 2 minute pri
25°C dodatkom reverzne transkriptaze SuperScript 1l pocinje sama reakcija transkripcije. Ona
se odvija pri 25°C tijekom 10 minuta da bi se omogucilo vezivanje pocetnica, a zatim se pri
temperaturi od 42°C tijekom 50 minuta odvija sinteza DNA lanca. Zagrijavanjem uzorka
(70°C kroz 15 minuta) inaktivira Se enzim reverzna transkriptaza i prekida reakcija. Dobivena
cDNA (V=20 pl) za izvodenje lanc¢ane reakcije polimerazom bila je razrijedena 10 puta s

ultra-¢istom vodom (razrjedenje 1:10) i stavljena na ¢uvanje pri -20°C.
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Tablica 4. Sastojci za reakciju reverzne transkripcije

KONACNA
KONCENTRACIJA

SASTOJCI ZA REAKCIJU REVERZNE
TRANSKRIPCIJE

ukupna stani¢na RNA 1ug
5xreakcijski pufer 1%
dNTP mjeSavina 1 mM
(N)g pocetnice 2.5 ul
inhibitor RNAze 40U
reverzna transkriptaza 200U
DTT 10 mM

ukupni volumen

20 pl

Pomoc¢u lancane reakcije polimerazom (PCR) in vitro umnazamo cDNA dobivenu
reverznom transkripcijom. Reakcija ukljucuje tri osnovna koraka: denaturaciju dvolancane
DNA, vezivanje pocetnica na razdvojene lance DNA i njihovu elongaciju na principu
komplementarnosti baza. Pocetnice Se vezu na suprotne lance DNA, a orijentirane su tako da
se DNA sinteza odvija u regiji izmedu njih. Specifi¢nost reakcije ovisi o odabiru pocetnica.
PoZeljna su svojstva pocetnica: duljina 15-30 nukleotida, sadrzaj G-C baza ~50 %, sekvenca
bez uzastopnog ponavljanja 3C ili 3G baze, bez sadrzavanja sekundarne strukture kao i da
pocetnice nisu medusobno komplementarne, posebice na 3’-kraju. Temperatura pri kojoj se
pocetnice vezu na razdvojene lance (eng. annealing temperature ) treba biti slicna za sve
pocetnice, jer je vazna za uspjeSnost same PCR reakcije, jednako kao 1 izbor pocetnica.
Temperatura vezivanja pocetnica ovisi o temperaturi meksanja (engl. melting temperature);
temperatura pri kojoj je 50 % pocetnica i komplementarne sekvence u formi dupleksa koja se
izraCuna iz veli¢ine i sastava baza svake pocetnice. Niti preniska (pojava nespecifi¢nog
vezanja) niti previsoka temperatura (ne dolazi do umnazanja specificnog fragmenta) nisu

dobre za vezivanje pocetnica na razdvojene lance.
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Tablica 5. Sastojci za lanc¢anu reakciju polimerazom (PCR)

SASTOJCI LANCANE REAKCIJE POLIMERAZOM

OTOPINA A

cDNA 2 ul; razrjedenje 1:5 iz RT reakcije
mjeSavina ANTP-a 200 pl

"forward" pocetnica 0.2 ul

"reverse" pocetnica 0.2 ul

Q H0 do volumena 10 pl
OTOPINA B

10xTaq pufer 1x (ukljucen 1.5 mM

MgClI2)

Tag DNA polimeraza 1U

QH20 do volumena 10 pl

Ukupni volumen: 20 ul

Semikvantitativha RT-PCR metoda koristena je za usporedbu ekspresije eNOS i COX 2
MRNA izmedu kontrolne i tretiranih skupina Zivotinja, tako da smo promjene u ekspresiji
MRNA navedenih gena normalizirali na promjene u ekspresiji mMRNA za GAPDH koji nam je
posluzio kao interni standard .

Sama reakcija RT-PCR podlozna je varijacijama, prije svega u odnosu na razlike u
kvaliteti 1 koli¢ini RNA izmedu pojedinih uzoraka, ali i na u€¢inkovitost transkripcije RNA u
cDNA. Kad se uzme u obzir eksponencijalna priroda PCR-a, ¢ak i male razlike medu

uzorcima mogu stvoriti velike razlike u kona¢nom iskoriStenju DNA S§to se korigira i
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kontrolira normaliziranjem podataka s ekspresijom internih standarda, pri ¢emu se najcesce
koriste house keeping geni. Temeljem probnih eksperimenata na svim skupinama (kontrolnoj
I tretiranoj) provjerili smo razinu ekspresije MRNA za HPRT1 i GAPDH te smo odabrali
GAPDH. Ovakvom korekcijom ispravljaju se i varijacije nastale spektrofotometrijskim
odredivanjem koncentracije RNA, nanosenjem i kvalitetom RNA (94).

Tijekom lancane reakcije polimerazom reakcijski produkti se akumuliraju brzinom koja
je ovisna o efikasnosti umnazanja. Linearna faza reakcije definira se kao period u kojem je
ucinkovitost umnaZanja maksimalna i konstantna kroz vise uzastopnih ciklusa. Kada krene
smanjenje uc¢inkovitosti umnazanja, brzina nakupljanja produkta ulazi u fazu platoa. Linearna
faza se odreduje tako da se maksimalna opticka gustoca uzoraka dobivenih iz nekoliko
uzastopnih PCR ciklusa graficki prikaze u ovisnosti o broju ciklusa. Da bi semikvantitativna
RT-PCR pokazala stvarne razlike u ekspresiji gena, a ne razlike nastale zbog razlicite
ucinkovitosti umnazanja, produkti reakcije specifi¢nih i kontrolnih gena se trebaju
usporedivati unutar linearne faze lan¢ane reakcije polimerazom.

Nakon $to je za odabrane gene odredena linearnu fazu lanc¢ane reakcije polimerazom, za
svaki gen su odabrana dva uzastopna ciklusa iz sredine linearnog dijela reakcije te su produkti
umnazani kroz tako odreden broj ciklusa. Budu¢i da se napredovanjem reakcije pocetnice 1
dNTP nukleotidi iskoristavaju i da broj kalupa nadmasuje dostupnu polimerazu, sinteza DNA
postaje manje u¢inkovita. Da bi povecali iskoriStenje, napravljena je zavrsna ekstenzija lanca
(72°C tijekom 7 minuta) kako bi bilo omogu¢eno dovrsavanje eventualno nepotpune sinteze.

Uzorci su nakon izvodenja lanc¢ane reakcije polimerazom razdvojeni horizontalnom
elektroforezom u 1.5 %-tnom gelu agaroze u 1xTAE puferu, kroz 30 minuta uz napon od 85
V. Naime, molekule DNA su negativno nabijene i u elektricnom polju putuju prema
pozitivnoj elektrodi ¢ime se razdvajaju, ovisno o veli¢ini i konformaciji molekule. Nakon
elektroforeze gel je bojan 30 minuta otopinom etidij-bromida (0.5 pg/ml) kako bi se obojale
razdvojene odsjecke DNA te potom bile isprane u destiliranoj vodi. Uzorci su vizualizirani
pomoc¢u UV-transluminatora (Pharmacia Biotech-Image Master), a maksimalna opticka
gustoca DNA vrpci za INOS, eNOS i COX 2 gene i referentni GAPDH odredena je pomoc¢u
programa Image Master VDS.
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3.7. Mjerenje razine lipidne peroksidacije u tkivu

Razina lipidne peroksidacije (LPO) u tkivu je odredena mjerenjem reaktivnih supstanci
tiobarbiturne kiseline (eng. thiobarbituric acid reactive substances, TBARS) (95) i to
uglavnom malondialdehida (MDA). Uzorak tkiva je homogeniziran (u 0.05%-tnom
butiliranom hidroksitoluenu) koriste¢i Tissue Ruptor (Qiagen) te ultrazvuc¢nu kupel;.
Dobivenom homogenatu tkiva dodana je 10%-tna trikloroctena kiselina te je smjesa
inkubirana na ledu tijekom 15 minuta kako bi precipitirali proteine. Nakon centrifugiranja
(2200 x g, 15 min) preselili smo 200 uL. homogenata te dodali 0.67%-tnu tiobarbiturnu
kiselinu. Reakcijsku smjesu smo inkubirali tijekom 60 min u vodenoj kupelji pri 95 °C,
nakon ¢ega smo reakciju zaustavili hladenjem (10-15 min na ledu). Nakon centrifugiranja
(10000 x g, 10 min) supernatantu smo izmjerili apsorbanciju pri 532 nm. Standardna krivulja

je napravljena serijskim razrjedenjem 1,1,3,3-tetrametoksipropana

3.8. Odredivanje razine nitrit oksida u tkivu

Razina NO u tkivu je odredena mjerenjem razine nitrita (NO;") klasiénom
kolorimetrijskom reakcijom po Grissu (96). Naime, nitrit oksid je vazan sekundarni glasnik i
efektorna molekula te se reakcija u kojoj se odreduje njegova razina temelji na diazotizaciji
odnosno djelovanju sulfanilamida i N-1-naftiletilenediamin dihidroklorida u kiselim uvjetima.
Nakon homogenizacije tkiva u izotonic¢koj otopini PS-a s dodanim 10 mM N-etilmaleimidom
i 2.5 mM EDTA, u homogenizirano tkivo je dodan jednak volumen sulfanilamida (50 pL).
Nakon inkubacije pri sobnoj temperaturi tijekom 10 minuta, zasticeno od svjetlosti, u
inkubacijsku smjesu smo dodali N-1-naftiletilenediamin dihidroklorid (50 uL). Nakon
inkubacije na sobnoj temperaturi u trajanju 30 minuta mjerili smo apsorbanciju pri 532 nm
(MicroPlate reader, Amersham). Standardna krivulja je napravljena koriStenjem nitritnog

standarda (Griess Reagent System, Promega)
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4. REZULTATI

4.1. Statisti¢ka analiza

Analiza podataka i nihova statisticka evaluacija u¢injena je od strane statistickog tima.
Za odabir odgovaraju¢e metode podaci su inicijalno prosli Kolmogorov-Smirnoff test za
procjenu distribucije podataka. U slu¢aju normalne distribucije bio je primjenjen one-way
ANOVA test sa Tukey HSD post hoc testom, dok je u slu¢aju nenormalne distribucije bio
primjenjen Kruskal-Wallis test s Mann-Whitney post hoc testom. Razina znacajnosti bila je

zadana za sve parametre p<0.01.

4.2. Test miSi¢ne snage donjih ekstremiteta

Za procjenu finkcionalnog oporavka jedan od testova bio je test miSi¢ne snage donjih
ekstremiteta tj. motor function index (MFI). Kao i ostali funkcionalni testovi provodio se
redom1, 3,5, 7, 10, 14, 21, 28. i 42. dana, odnosno zavsavao je s danom Zrtvovanja zivotinje.
Kako je postojala nerealna raspodjela rezultata analiza je izvrSena Kruskal- Wallisovim
testom s razinom znacajnosti od p<0.001 za sve osim usporedbe u 42. danu gdje je p<0.01.
Rezultati su ukazali da u svim parametrima promatranja postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika
izmedu skupina A i B, tj. onih tretiranih BPC 157 bez obzira na primijenjenu dozu, u odnosu
na C skupine tj. kontrolne skupine. Nadalje, gledaju¢i samo A i B skupinu, medu njima u
svim vremenima promatranja nije postojala statisticka zna¢ajna razlika.

Detaljnije gledajuci dobivene vrijednosti, uocavamo da je gubitak snage najve¢i odmah
nakon operacije sa zna¢ajno ve¢om razlikom u kontrolnoj skupini (C). U prvom danu po
operaciji prosjecni indeks u skupini A i B iznose 0.25, a u C 0.64. U prijevodu to oznacava
smanjenje pritiska operirane noge u BPC 157 skupinama za 25 % u odnosu na
kontralateralnu, neoperiranu stranu, za razliku od C skupine gdje je taj gubitak 64 %.
Promjena vrijednosti tj. oporavak tece kontinuirano duz cijelog prac¢enja i to u svim
skupinama s naglaskom brzeg oporavka u prva dva tjedna, tako da su sedmog dana indeksi
sljede¢i: A - 0.14+0.04 , B - 0.18+0.06, C - 0.48+0.13 dok su ¢etrnaestog postoperativnog
dana ostvareni sljedeci indeksi: A - 0.08+0.03, B - 0.07+0.04, C - 0.42+0.11. U 4A i 4B

skupini oni odgovaraju gotovo potpunom oporavku funkcije za razliku od kontrolne skupine
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gdje takoder kontinuirano tece oporavak, ali do isteka promatranog periodaa kontrolne

skupine postizu vrijednost indeksa tek 0.35 i sa znacajnom statistickom razlikom se odnose na

jednu stranu, prema kontralateralnom zdravom ekstremenitetu, a s druge strane prema objema

4A 14B skupinama.

Tablica 6. Test miSi¢ne snage donjih ekstremiteta tj. motor function index - MFI. Rezulat

dobiven odnosom neoperirane (NEPT) i operirane (EEPT) noge po formuli EPT = (NEPT-

EEPT)/NEPT. Rezultat se kretao izmedu 0 1 1 gdje je deficit funkcije manji, odnosno rezultat

bolji $to je vrijednost bila blize nuli. Rezultat je izraZzen u indeksima kao prosje¢na vrijednost

sa standarnom devijacijom po danima i skupinama. p vrijednost je izrazena kao vrijednost

statistiCke znacajnosti izmedu skupina tretiranin BPC 157 naspram kontrolne skupine.

MFI
A B C
N po p (BPC tretirane skupine
Postop.dan BPC BPC
skup. (n (n (Kontrola) naspram kontrole)
157) 157)

1 20 0.26+0.05 | 0.27+0.06 | 0.64+0.11 <0.001
3 20 0.22+0.05 | 0.21+0.07 | 0.58+0.12 <0.001
5 20 0.18+0.06 | 0.17+0.06 | 0.53+0.13 <0.001
7 20 0.14+0.04 | 0.18+0.06 | 0.48+0.13 <0.001
14 15 0.08+0.03 | 0.07+0.04 | 0.42+0.11 <0.001
21 10 0.02+0.03 | 0.04+0.03 | 0.41+0.09 <0.001
28 10 0.01+0.01 | 0.01+£0.01 | 0.39+0.10 <0.001
42 5 0.03+0.01 | 0.01+0.01 | 0.35+0.10 <0.01
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4.2. Indeks oporavka hoda i veli¢ina stopala

Navedena analiza radila se na osnovu videozapisa hoda svake zivotinje po hodnoj pruzi
duzine Im. Hod je klasificiran brojevima od 1 do 4, gdje broj 1 oznac¢ava normalan hod, broj
2 usporen, ali jos normalan hod, broj 3 teturav hod, a broj 4 zivotinje koje ne mogu hodati.

Takoder biljezila se i duzina otiska straznje operirane noge prilikom oslanjanja i
usporedivala s kontralateralnom stranom. Duzina je izrazena u milimetrima. Indeks oporavka
hoda kroz cijelo vrijeme pracenja, rezultatim prati, ranije spomenuti, indeks motorne funkcije
(MFI). Indeksi mjereni 1. dana iznose A — 1.5+0.5; B — 1.6+£0.5 i C — 2.9+0.6. Statistickom
analizom (Kruskal-Wallis test) dobiva se znacajna razlika (p<0.001) izmedu A (nBPC 157) i
C (KONT) skupina kao i B (uBPC 157) i C skupina dok se A i B skupina nisu medusobno
statisticki razlikovale. Testiranjem po protokolu narednih dana indeksi oporavka hoda se
smanjuju tj. Zivotinje ,,bolje hodaju tako da 7. dana te vrijednosti iznose A — 1.1+0.2; B —
1.23+£0.4 i C — 2.3+0.5. Ponovno se zamjecuje znacajna statisti¢ka razlika (p<0.001) izmedu
A i C skupina kao i B i C skupina u gotovo svim to¢kama promatranja osim one ucinjene 42.
dan, dok se A i B skupina nisu statisticki razlikovale. Na sljede¢im testiranjima tj. 14, 21, 28 i
42. dana sve zivotinje u skupinama A i B (BPC 157 tretirane skupine) uredno hodaju i imaju
indeks hoda 1 za razliki od zivotinja u skupini C (kontrolna skupina) gdje se prosjecni indeks
na testiranjima iza 14. dana ne spusta ispod 2. Tako posljednjeg dana testiranja indeksi iznose
A —1.0+0.0; B —1.0+0.0 i C — 2+0.0.

Tokom hoda zamjetili smo da operirana noga daje drugaciji otisak pri oslanjanju, nego
zdrava noga. Zivotinja se pri hodu zdravom nogom oslanja na puno stopalo, a operiranom na
prste te vise ili manje srednji dio stopala. Operirana noga, napose u kontrolnim skupinama, je
slabija, atrofi¢na i u kontrakturi. Time dolazi do odizanja straznjeg dijala stopala tako da
oslonac o podlogu daju samo prsti, a sam otisak postaje kraci.

Testiranje prvog dana daje sljedeée rezultate A — 1.44+0.5; B — 1.5+0.5; C — 3.5+0.6.
Statistickom analizom (Kruskal-Wallis test) dobivamo znacajnu razliku (p<0.001) izmedu
skupina A i C te B i C u ve¢ini serija, dok izmedu A i B nije postojala statisticka razlika.
JaCanjem operirane noge, polako se smanjuje razlika izmedu zdrave i operirane noge U SvVim
skupinama, ali cijelo vrijeme testiranja ostaje zna¢ajna razlika izmedu skupina tretiranih BPC
157 i kontrolne skupine. Tako 7. dana dobijemo rezultate A — 1.2+0.4; B — 1.3+0.6; C —
3.1+0.7. Rezultati 28. dana su A — 1.1+0.3; B — 1.0+0.4; C — 2.5+0.5 te 42. dana A — 0.8+0.4;
B - 1,0+0.5; C — 2.4+0.5.
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Tablica 7. Indeks oporavka hoda. Hod se analizirao na temelju videozapisa i kvalificiran je

klasificiran od 1 do 4. Broj 1 oznac¢ava normalan hod, optimalne brzine i uskladenih pokreta,

broj 2 usporen, ali normalan hod, broj 3 teturav hod sa zanasanjem i padovima, te broj 4

zivotinje koje ne mogu hodati, niti se osoviti na straznje noge. Rezultat ¢ini indeks kao

prosjecna vrijednost sa standarnom devijacijom po danima i skupinama. p vrijednost je

izrazena kao vrijednost statisticke znacajnosti izmedu skupina tretiranih BPC 157 naspram

kontrolne skupine.

INDEKS OPORAVKA HODA

A B c
Postop.dan N po p (BPC tretirane skupine
P skup. (nBPC (uBPC (Kontrola) naspram kontrole)
157) 157)
1. 20 1.5+0.5 1.6+0.5 2.9+0.6 <0.001
3. 20 1.4+0.5 1.5+0.5 2.6£0.5 <0.001
5. 20 1.3+0.5 1.4+0.5 2.6£0.5 <0.001
7. 20 1.1£0.2 1.3+£0.4 2.3£0.4 < 0.001
14. 15 1.0+0.0 1.0+0.0 2.1£0.3 <0.001
21. 10 1.0+0.0 1.0£0.0 2.0+£0.0 <0.001
28. 10 1.0+0.0 1.0£.0.0 2.0+£0.0 <0.001
42, 5 1.0+0.0 1.0£0.0 2.0+£0.0 <0.01
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Tablica 8. Razlika veli¢ine otiska stopala. Mjerila se duzina izmedu najisturenijeg prsta i

krajnje straznje strane tabana na koju se zZivotinja Oslanjala, a rezultat je ¢inio razliku izmedu

zdrave i operirane noge izrazen u mm kao prosje¢na vrijednost sa standarnom devijacijom po

danima i skupinama. p vrijednost je izrazena kao vrijednost statisticke znacajnosti izmedu

BPC 157 tretiranih skupina naspram kontrolne skupine.

RAZLIKA VELICINE OTISKA STOPALA

A B C
Poston.dan N po p (BPC tretirane skupine
P skup. (nBPC (LBPC (Kontrola) naspram kontrole)
157) 157)
1. 20 1.4+0.5 1.5+0.5 3.5+0.6 <0.001
3. 20 1.3+0.5 1.440.5 3.44+0.7 <0.001
5. 20 1.3+0.4 1.340.5 3.1+0.7 <0.001
7. 20 1.2+0.4 1.44+0.6 3.1+0.7 <0.001
14, 15 1.2+0.4 1.340.5 2.7+0.6 <0.001
21. 10 1.2+0.4 1.240.4 2.7+0.5 <0.001
28. 10 1.1+0.3 1.0+0.4 2.5+0.5 <0.001
42. 5 0.8+0.4 1.0+0.5 2.4+0.5 <0.01
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4.3. Kontraktura operiranog ekstremiteta

Nakon kirurS§kog zahvata razdvajanja misi¢no-tetivne sveze u skupinama C (KONT)
odnosno onim koje nisu dobivale pentadekapeptid BPC 157 javlja se kontraktura na
operiranom koljenu i to takva da se niti pasivnim ispruzanjem nogu ne moze dobiti jednaka
duljina operirane i neoperirane noge. Testiranjem koja su provodena 1, 3, 5, 7, 14, 21, 28, 42.
poslijeoperacijski dan i gledala se razlika izmedu operirane, straznje desne noge i neoperirane,
straznje lijeve noge. Na svim stanicama promatranja, vidljiva je bila statisticki znacajna
razlika (prema Kruskal-Wallisov testu; p<0.001) izmedu skupina A i C te B i C, odnosno
skupina koje su dobivale BPC 157 i kontrolne skupine. Skupine A (nBPC 157) i B (uBPC
157) u svim serijama nisu se statistiCcki medusobno razlikovale. Kao §to smo naveli skupine A
i C imale su vrlo malu ili nikakvu kontrakturu u svim to¢kama promatranja, za razliku od
skupine C u kojoj je ona iznosila u prosjeku izmedu 9.5+0.8 mm na prvom mjerenju i 7.4+1.1
mm na posljednjem. I na ostalim mjerenjima vidljive su gore spomenute razlike. Tako
rezultati kontrakture sedmog dana iznose: A — 0.2+0.4; B - 0.3+0.5; C — 8.4+1.3, a
Cetrnaestog dana A — 0.1+0.4; B - 0.1+0.4; C — 8.0+1.1 te 28. dana A — 0.0+0.0; B - 0.0+0.0;
C-7.4+£1.1
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Tablica 9. Kontraktura operirane noge. Rezultat ¢ini udaljenost u vertikalnoj ravnini izmedu
patela na obje straznje noge. U isto vrijeme oznacava skra¢enost operirane noge. Izrazen je u
milimetrima kao prosjec¢na vrijednost sa standarnom devijacijom po danima i skupinama. p
vrijednost je izrazena kao vrijednost statistiCke znacajnosti izmedu skupina tretiranih BPC

157 naspram kontrolne skupine.

KONTRAKTURA
A B
Postop.dan N po c p (BPC tretirane skupine
skup. (nBPC (uBPC (Kontrola) naspram kontrole)
157) 157)
1. 20 0.7+0.8 0.8+0.9 9.6+1.1 <0.001
3. 20 0.6+0.8 0.5+0.7 9.4+1.1 <0.001
5. 20 0.4+0.6 0.4+0.6 8.9+1.3 <0.001
7. 20 0.2+0.4 0.3+0.6 8.4+1.3 <0.001
14, 15 0.1+0.3 0.1+0.4 8.0+1.1 <0.001
21. 10 0.1+0.3 0.1+0.3 8.0+1.1 <0.001
28. 10 0.0+0.0 0.0+0.0 7.7+£1.3 <0.001
42. 5 0.0+0.0 0.0+0.0 7.4+1.1 <0.01

4.4. Makroskopska analiza preparata

Makroskopska procjena vrsila se nakon zrtvovanja zivotinja. Promatrane su 4 serije
zivotinja od po 15 jedinki te su Zrtvovana redom 7, 14, 28. 142. dana. Promatrale su se obje
straznje noge koje su bile prethodno odvojene u zglobu kuka. Usporedivala su se dva niza
podataka. Atrofija natkoljene muskulature na nacin da se gledala razlika u $irini operirane i
neoperirane noge kod svake Zivotinje te povrSina defekta na mjestu razdvajanja misi¢no-

tetivne sveze dobivene programskom obradom slike preparata u laterolateralnom namjestaju.
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Dobiveni podaci su imali pravilnu raspodjelu te je za analizu primjenjen one-way
ANOVA test sa Tukey HSD post hoc testom.

Podaci o povrsini ostec¢enja jasno ukazuju na stvaranje tkiva na mjestu razdvojene
misi¢no-tetivne sveze. Da se podsjetimo, nakon kirurskog razdvajanja misi¢no i tetivno tkivo
nisu bili refiksirani nego su ostavljeni slobodni i na taj nacin podlozni medusobnoj retrakciji u
suprotnim smjerovima. Prema podacima jasno mozemo zamijetiti kako je u skupinama A
(nBPC 157) i B (uBPC 157) statisticki znacajnije (p<0.01) stvaranje spoja na mjestu
razdvajanja misica i tetive u odnosu na skupinu C (KONT). Skupine A i B medusobno se nisu
bitnije razlikovale. Slian rezultat vidimo u svim to¢kama promatranja. Takoder mozemo
zamijetiti kako se, uslijed retrakcije misi¢a, defekt razvio vec¢ na prvoj tocki promatranja, a
kasnije se u skupini C osjetno povecavao dok BPC 157 tretirane skupine su odrzavale
veli¢inu defekta viSe, manje na istoj razini. PovrSina oStecenja izrazenog u mm? sedmog dana
iznosila je u prosjeku A —9.0+4.7; B — 10.8+7.8; C — 40.0+13.3, a 28. dana A — 12.849.6; B —
12.4+6.7; C — 60.0+18.5. Analizirajuci podatke 14. 1 42. dana mozemo vidjeti kako se
povrs$ina ostecenja u skupinama A i B nije znatnije mijenjala i u prosjeku je iznosila 13.7
mm?, za razliku od skupine C gdje je zamjetno povecanje defekta sa 40 mm? kod 1C do 60
mm? u 3C skupini.

Sli¢nu statisti¢ku razliku (p<0.01) pokazuje i razlika Sirine desnog i lijevog miSica
kvadricepsa, odnosno atrofiji operirane noge usporedujuci skupine tretirane BPC 157 (A i B)
u odnosu na kontrolne skupine (C) u svim parametrima promatranja. Atrofija je vidljiva na
svim operiranim misi¢ima ve¢ nakon mjerenja 7. dana, ali sa zna¢ajnom razlikom BPC 157
tretiranih skupina u odnosu na kontrolnu skupinu. Skupina A i B se nisu statisticki
medusobno razlikovale. Mjerila se razlika operirane i neoperirane noge na istoj zivotinji, a
rezultat je bolji $to je ta razlika bila manja. Mjerenja sedmog dana dala su slijedece rezultate:
A —1.4+0.3; B — 1.2+0.4; C — 3.4+0.9. Na narednom mjerenju kod svih zZivotinja atrofija se
povecavala, ali se zadrzala bitna razlika izmedu A i B skupine prema C skupini. Analiza na
daljnjem vremenskom intervalu pokazalo je daljnje povecanje obima atrofije u kontrolnoj
skupini, za razliku od BPC 157 tretiranih skupina gdje su zavr§na mjerenja pokazala ¢ak i
manje smanjenje razlike izmedu obje straznje noge. Tako su 28. dana rezultati sljedec¢i: A —
1.741.2; B - 1.7+1.3; C—4.5+1.2, a 42. dana: A — 1.5+0.8; B — 1.5+0.6; C — 4.5+1.3
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Tablica 10. Povrsina defekta na laterolateralnom namjestaju preparata. Rezultat izrazen u

mm? kao prosjecna vrijednost sa standarnom devijacijom po danima i skupinama. p vrijednost

je izrazena kao vrijednost statisticke znacajnosti izmedu skupina tretiranih BPC 157 naspram

kontrolne skupine.

POVRSINA DEFEKTA
A B
Postop.dan N po C p (BPC tretirane skupine
P skup. (nBPC (uBPC (Kontrola) naspram kontrole)
157) 157)
1. 5 9.0+4.7 10.8+7.8 | 40.0+13.3 <0.01
14. 5 13.2+5.4 | 14.6£5.5 | 59.0+16.2 <0.01
28. 5 12.849.7 | 12.4+6.6 | 60.0+18.5 <0.01
42. 5 11.0+6.9 | 10.7£8.7 | 55.0+12.0 <0.01

Tablica 11. Atrofija misica kvadricepsa. Rezultat ¢ini razliku $irine neoperiranog i operiranog

miSica kvadricepsa iste Zivotinje mjerenog na preparatima 2 cm nad patelom. Izrazen je u

milimetrima kao prosje¢na vrijednost sa standarnom devijacijom po danima i skupinama. p

vrijednost je izrazena kao vrijednost statisticke znacajnosti izmedu skupina tretiranih BPC

157 naspram kontrolne skupine.

ATROFIJA
A B
Poston.dan N po C p (BPC tretirane skupine
P- skup. (nBPC (nBPC (Kontrola) naspram kontrole)
157) 157)
7. 5 1.4+0.3 1.240.4 | 3.4+0.9 <0.01
14. 5 2.0£0.5 1.7¢1.3 | 3.8+1.3 <0.01
28. 5 1.7+1.2 1.741.3 | 4.5+1.2 <0.01
42, 5 1.5+0.8 1.5+0.6 | 4.5+1.3 <0.01
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8.1 8.2

8.5 8.6

Slika 8. Prikaz nastalog osteéenja na mjestu razdvajanja misi¢no tetivne sveze zivotinja
zrtvovanih sedmog postoperativnog dana (serija 1). Kontrola (gornji red); BPC 157 ng
(sredinji red), BPC 157 ug tretman (donji red), laterolateralni prikaz u semifleksiji (lijevi
stupac), anteroposteriorni prikaz (desni stupac).

Kontrola: Na laterolateralnoj slici kontrolne skupine (Slika 8.1) jasno vidljivo duboko
ostecenje na mjestu misi¢no-tetivne disekcije (plava strelica). Povise njega opustena i
skracena tetiva Cetveroglavog misi¢a (zuta povrsinska struktura) na koju se dalje nastavlja
patela (bijela povrsinska struktura) koja je spustena na potkoljenicu. Desno od oznake vidljiv
retrahirani i opusSteni mi$i¢. Na anteroposteriornom prikazu kontrolne skupine (Slika 8.2)
bijeloplavom strelicom oznaceni Siroki defekt koji razdvaja tetivu kvadricepsa od misica.
BPC 157. Za razliku od toga na laterolateralnim prikazima nBPC skupine (Slika 8.3) i uBPC

skupine (Slika 8.5) vidljiv kontinuitet izmedu misic¢a i tetive s tek manjim defektom na mjestu
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disekcije (plava strelica). Obje strukture se doimaju ¢vrste i napete u pravilnijoj anatomskoj
poziciji. Na anteroposteriornim prikazima nBPC skupine (slika 8.5) i uBPC skupine (slika
8.6) takoder vidljiva mi¢i¢no-tetivna konekcija s tek uskom i kratkom zonom defekta na
mjestu ranije operativno razdvojene obje strukture (plavobijela strelica).
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Slika 9. Prikaz nastalog defekta na mjestu razdvajanja misi¢no tetivne sveze Zivotinja
zrtvovanih 14. postoperativnog dana (serija 2). Kontrola (gornji red); BPC 157 ng (srednji
red), BPC 157 pg tretman (donji red), laterolateralni prikaz u semifleksiji (lijevi stupac),
anteroposteriorni prikaz (desni stupac).

Kontrola: Na laterolateralnoj slici kontrolne skupine (Slika 9.1) vidljiv dubok defekt na
mjestu misi¢no-tetivne disekcije (plava strelica). Povise njega na femorotibijalnom prijelazu
stri jako retrahirana tetiva Cetveroglavog misica (zuta povrSinska struktura) na koju se dalje
nastavlja patela (bijela povrSinska struktura) koja je potpuno spustena na potkoljenicu. Desno
od oznake vidljiv skvréen i opusten misi¢. Na anteroposteriornom prikazu kontrolne skupine
(Slika 9.2) bijeloplavom strelicom oznaceni defekt koji razdvaja tetivu kvadricepsa od
misica. Ispunjen je vezivnim tkivom.

BPC 157. Na laterolateralnim prikazima nBPC skupine (Slika 9.3) i uBPC skupine (Slika
9.5) vidljiv kontinuitet izmedu miSic¢a i tetive s tek pli¢im defektom na mjestu disekcije (plava
strelica). Obje strukture se doimaju ¢vrste i napete u pravilnijoj anatomskoj poziciji. Na
anteroposteriornim prikazima nBPC skupine (slika 9.5) i uBPC skupine (slika 9.6) takoder
vidljiva mi¢i¢no-tetivna konekcija s uskom i kratkom zonom defekta na mjestu ranije

operativno razdvojene obje strukture (plavobijela strelica).
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Slika 10. Prikaz nastalog defekta na mjestu razdvajanja misi¢no tetivne sveze zivotinja
zrtvovanih 28. postoperativnog dana (serija 3). Kontrola (gornji red); BPC 157 ng (srednji
red), BPC 157 pg tretman (donji red), laterolateralni prikaz u semifleksiji (lijevi stupac),
anteroposteriorni prikaz (desni stupac). Kontrola: Na laterolateralnoj slici kontrolne skupine

(Slika 10.1) vidljiv duboki defekt na mjestu miSi¢no-tetivne disekcije (plava strelica). U toj
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seriji veli¢ina defekta dolazi do svoga maksimuma. Povise oSteCenja vidljiva jedva zamjetna
tetiva Cetveroglavog misica koja je izgubila ranije prikazivanu zutu boju. Desno od oznake
zaobljenih rubova vidljiv skvréen i opusten misic¢. Na anteroposteriornom prikazu kontrolne
skupine (Slika 10.2) bijeloplavom strelicom oznac¢eni defekt koji razdvaja zaobljene krajeve
jedne strane tetive kvadricepsa, a s druge misica. Struktura tetive kvadricepsa zamjetna
unutar vezivne degeneracije.

BPC 157. Na laterolateralnim prikazima nBPC skupine (Slika 10.3) i uBPC skupine (Slika
10.5) vidljiv kontinuitet izmedu misica i tetive s plicim defektom na mjestu disekcije (plava
strelica). Obje strukture bez kranjeg zaobljenja rubova, a niti tetive napeto ulaze u ¢vrsti
misi¢. Obje strukture u pravilnijoj anatomskoj poziciji. Na anteroposteriornim prikazima
nBPC skupine (slika 10.5) i uBPC skupine (slika 10.6) takoder vidljiva mi¢i¢no-tetivna
konekcija s uskom i kratkom zonom defekta na mjestu ranije operativno razdvojene obje

strukture (plavobijela strelica).

S
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Slika 11. Prikaz nastalog defekta na mjestu razdvajanja misi¢no tetivne sveze zivotinja

zrtvovanih 42. postoperativnog dana (serija 4). Kontrola (gornji red); BPC 157 ng (srednji
red), BPC 157 ug tretman (donji red), laterolateralni prikaz u semifleksiji (lijevi stupac),

anteroposteriorni prikaz (desni stupac).
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Kontrola: Na laterolateralnoj slici kontrolne skupine (Slika 11.1) vidljiv ranije dubok defekt
na mjestu misi¢no-tetivne disekcije (plava strelica) koji se lagano popunjava vezivnom i
masnom degeneracijom. Bez jasno zamjetne forme misi¢no-tetivnog spoja, a patela daleko
udaljena od svoje pozicije i spustena niz koljeni zglob (bijela povrSinska struktura). Desno od
oznake vidljiv atonican, retrahiran misi¢. Na anteroposteriornom prikazu kontrolne skupine
(Slika 11.2) bijeloplavom strelicom oznaceni defekt koji razdvaja tetivu kvadricepsa od
misSica. Ispunjen je vezivnim i Zuc¢kastim masnim tkivom.

BPC 157. Na laterolateralnim prikazima nBPC skupine (Slika 11.3) i uBPC skupine (Slika
11.5) vidljiv kontinuitet izmedu misica i tetive s tek pli¢im defektom na mjestu disekcije
(plava strelica). Obje strukture se doimaju ¢vrste i napete u pravilnijoj anatomskoj poziciji. Na
anteroposteriornim prikazima nBPC skupine (slika 11.5) i uBPC skupine (slika 11.6) takoder
vidljiva dobro formirana mi¢i¢no-tetivna konekcija s uskom teze zamjetnom kratkom zonom

defekta na mjestu ranije operativno razdvojene obje strukture (plavobijela strelica).
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4.5. lzdrzljivost na istezanje

Prilikom svakog Zrtvovanja, nakon nasumi¢nog odvajanja 3 zivotinje iz svake skupine
(ukupno 9 zivotinja) i uzimanja preparata za patohistolosku analizu preostale 2 Zivotinje iz
svake skupine (ukupno 6 zivotinja) bile su predvideni za biomehanicko testiranje.
Pripremljeni misi¢ kvadricepsa postavljao se na uredaj te se pratila izdrzlivost na istezanje.
Biljezilo se istegnuce tkiva prije prekida kontinuiteta, a vrijednosti su se usporedivale s
izdrZlivosti kontralaterlnog, neoperiranog, misi¢a. Rezultat je bio razlika koja je pokazivala
koliko se operirani mi§i¢ moze manje istegnuti prije puknuéa. Takoder biljezilo se i mjesto
prekida kontinuiteta miSi¢a. Dobiveni podaci imali su pravilnu raspodjelu te je za analizu
primjenjen one-way ANOVA test sa Tukey HSD post hoc testom.

Rezultati dobiveni statistiCkom analizom pokazuju benefitni u¢inak primjene
pentadekapeptida BPC 157 na ispitivani biomehanicki parametar izdrzjivosti na istezanje.
Naime, usporedba rezultata u skupinama A (nBPC 157) i B (uBPC 157) u svim serijama
pokazuju znacajno bolje rezultate sa statistiCkom razlikom (p<0.01) u odnosu na kontrolnu
skupinu C. Tako je vidljivo da se sedmi poslijeoperacijski dan kod Zivotinja tretiranih BPC
157 (skupine 1A, 1B) misi¢ mogao elongirati 7+0.0 mm i 6.5+0.7 mm krace nego kontrolni
misi¢ za razliku od skupine C gdje je razlika bila 11+0.7 mm. | na ostalim mjerenjima
postojala je sli¢na signifikantna ( p<0.01) razlika. Ti podaci jasno ukazuju na vecu ¢vrstocu
tkiva novog misi¢no-tetivnog spoja u tretiranim skupinama eksperimentalnih Zivotinja. Za
spomenuti je da su istegnuti mi$i¢i na svim preparatima uvijek pucali na mjestu novonstalog

spoja.
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Tablica 12. 1zdrzljivost na istezanje. Usporedivala se razlika izmedu neoperirane i operirane

noge. Rezultat predstavljan srednju vrijednost razlike u duzini operiranog i neoperiranog

misic¢a (u milimetrima sa standardnom devijacijom) dobivenu pri kontinuiranom istezanju

preparata do trenutka pucanja. Sto je vrijednost bliza nuli to je i rezultat bolji. p vrijednost je

izrazena kao vrijednost statistiCke znacajnosti izmedu skupina tretiranih BPC 157 naspram

kontrolne skupine.

IZDRZLJIVOST NA ISTEZANJE

A B
Poston.dan N po C p (BPC tretirane skupine
P skup. (nBPC (uBPC (Kontrola) naspram kontrole)
157) 157)
7. 2 7.0£0.0 | 6.5£0.7 | 11.5+0.7 <0.01
14. 2 4.5+0.7 5.0£0.0 | 10.5+0.7 <0.01
28. 2 4.0£0.0 | 4.0£0.0 | 8.5+0.7 <0.01
42, 2 3.0£0.0 | 3.5£0.7 | 7.5£0.7 <0.01
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Slika 12. Usporedni prikaz ¢etveroglavih miSica s obje natkoljenice (u nastavku se nalazi opis)
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Slika 12. - nastavak. Usporedni prikaz ¢etveroglavih misic¢a s obje natkoljenice, pri ¢emu je
na desnom ekstremitetu u¢injena misi¢no-tetivna disekcija, dok je lijevi ekstremitet bio
intaktan do dana zrtvovanja. Mjere¢i 2cm iznad patele i usporedujuci obje noge, procjenjivala
se nastala atrofija operiranog misi¢a. Na svakoj slici desni ekstremitet je postavljen s lijeve
strane, a lijevi s desne strane odgovarajuc¢eg para. Stupac lijevih slika prikazuje kontrolne
skupine, a desni stupac nBPC 157 tretirane skupine. Slika 12.1 ozna¢ava kontrolnu skupinu, a
Slika 12.2 skupinu nBPC 157 tretiranih Zivotinja Zrtvovanih 7. dan (serija 1). Slika 12.3
oznac¢ava kontrolnu skupinu, a Slika 12.4 skupinu nBPC 157 tretiranih Zivotinja Zrtvovanih
14. dan (serija 2). Slika 12.5 oznacava kontrolnu skupinu, a Slika 12.6 skupinu nBPC 157
tretiranih Zivotinja Zrtvovanih 28. dan (serija 3). Slika 12.7 ozna¢ava kontrolnu skupinu, a
Slika 12.8 skupinu nBPC 157 tretiranih Zivotinja Zrtvovanih 42. dan (serija 4). U svakoj od
pojedinih serija jasno vidimo da je operirani ekstremitet uZzi tj, atrofi¢niji nego neoperirani. Ta
razlika je znacajno naglasena u kontrolnim skupinama, za razliku od skupina tretiranih nBPC

157 gdje je ta razlika odnosno razvoj atrofije puno blazi.
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4.6. Histologija

Histoloski se u periodu 7 dana nakon disekcije u kontrolnoj skupini kao i u skupinama
tretiranim BPC 157 nalazi edem tkiva u podrucju disekcije misiéno-tetivne sveze. U
kontrolnoj skupini, nadalje, vidljiv opsezan mijeSani upalni infiltrat kao i brojni novostvoreni
kapilarni prostori uz pocetno formiranje granulacijskog tkiva (Slika 13.). U obje skupine
tretirane BPC 157 identi¢an nalaz. Upala je puno blaza, a ne nalazi se formiranje
granulacijskog tkiva (Slika 13). U sljede¢im vremenskim intervalima: 14 dana (Slika 14.), 28
dana (Slika 15.), odnosno 42 dana (Slika 16.) nakon disekcije miSi¢no-tetivne sveze, u
BPC157 tretiranim skupinama prisutna je redukcija upalnog infiltrata uz pravilne na novo
formirane strukture misi¢no-tetivne sveze i pravilno orijentirane tracke veziva bez prekida
njihovog kontinuiteta oziljkastim vezivom. U kontrolnoj skupini tijekom ¢itavog perioda
prisutan je umjereno gust upalni infiltrat uz novostvorene kapilarne prostore i formiranje

oziljkastog veziva koje je uzrokovao prekid kontinuiteta misi¢no-tetivne sveze.

nBPC157 tretirana grupa Kontrolna grupa

Slika 13. Cijeljenje misi¢no-tetivne sveze 7 dana nakon disekcije, bojano HE. Povecanje 10x.
U skupini tretiranoj nBPC157 u podrucju disekcije miSi¢no-tetivne sveze nalazi edem tkiva te
oskudan upalni infiltrat (trokut) za razliku od kontrolne skupine gdje je vidljiv opsezan
mijeSani upalni infiltrate (zvijezda) kao i brojni novostvoreni kapilarni prostori (strelice) uz

formiranje granulacijskog tkiva.
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nBPC157 tretirana grupa Kontrolna grupa

Slika 14. Cijeljenje miSi¢no-tetivne sveze 14 dana nakon disekcije, bojano HE. Povecanje
10x. U nBPC 157 skupini za razliku od kontrolne skupine vidljivo znac¢ajno manje upalnog
infiltrata, vezivno tkivo u pravilnijoj strukturi (trokut) uz tek nesto oziljkastog tkiva. Na
preparatima kontrolne skupine nepravilnije formiranje vezivnog tkiva uz jo$ brojne upalne

stanice (strelice).

nBPC157 tretirana grupa Kontrolna grupa

Slika 15. Cijeljenje misi¢n-tetivne sveze 28 dana nakon disekcije, bojano HE. Povecanje 10x.
U nBPC 157 skupini ne nalazi se vi$e upalnog infiltrata. Vidljivo pravilno orijentirano novo
nastalo tkivo miSi¢no-tetivnog spoja (trokut). Za razliku od toga, preparat kontrolne skupine
sadrzi nepravilno orijentirano tkivo misi¢no-tetivnog spoja, obilno zrelo granulacijsko tkivo

prozeto s jo$ uvijek znacajno dosta upalnih stanica (strelice).
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nBPC157 tretirana grupa Kontrolna grupa

Slika 16. Cijeljenje miSi¢no-tetivno sveze 42 dana nakon disekcije, bojano HE. Povecanje
10x. U nBPC 157 skupini prisutno pravilno orijentirano tkivo mi$i¢no-tetivnog spoja (ravne
strelice). Kontrolna skupina sadrzi nepravilno orijentirano tkivo misi¢no-tetivnog spoja

(neravne strelice), koje najve¢im dijelom ¢ini zrelo vezivno tkivo.
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4.7. Molekularne analize

U odabranim preparatima analizirala se ekspresija gena eNOS, INOS i COX-2. Takoder
se odredivala vrijednost nitrit oksida (NO) te malondialdehida kao mjere razine lipidne
peroksidacije tkiva (MDA). Ekspresija mRNA za gen iNOS bila je ispod razine detekcije.

Rezultati pokazuju statisti¢ki znacajno povecanje ekspresije mMRNA za eNOS (Slika 17.)
te smanjenje ekspresije COX2 mRNA (Slika 18.) u svim BPC 157 tretiranim skupinama u
odnosu na kontrolne skupine s istovjetnom ozljedom. Naime, kako se moZe vidjeti na slikama
17.118. razina mRNA za gene eNOS i COX 2 je nepromijenjena u skupinama tretiranim
BPC 157 (zdrave jedinke) u odnosu na kontrolnu zdravu skupinu (negativna kontrola).
Medutim, nastankom ozljede dolazi do znacajnog povecanja razine mRNA za gene eNOS 1
COX 2 (skupina ozljeda) u odnosu na zdravu kontrolu (nije prikazano na slikama zbog
jasnoce samog prikaza). Ono §to je za naSe istrazivanje posebno vazno te je isto prikazano na
slici 17, je povecanje razine eNOS mRNA u skupini tretiranoj BPC 157 u odnosu ne samo na
kontrolnu zdravu skupinu (nije prikazano) nego u odnosu na skupinu s istovjetnom ozljedom
(p<0.05 naspram pozitivne kontrole) (Slika 17.). Ovakav trend ukazuje na povoljno
djelovanje BPC 157 kod ozljede miSi¢no-tetivne sveze, koje je vidljivo na makroskopskim te

funkcionalnim testovima i prikazano ranije u tekstu.
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Slika 17. eNOS/GAPDH nakon disekcije mi§i¢no-tetivne sveze. Znacajno vece vrijednosti
ekspresije mMRNA za eNOS gen se nalaze kod Zivotinja tretiranih s nBPC 157. *P<0.05 vs.

pozitivna kontrola odnosno skupina koja je imala istovjetnu ozljedu no nije tretirana.
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Nase istrazivanje nadalje pokazuje da nakon disekcije miSi¢no-tetivne spojnice dolazi
do povecanja razine ekspresije COX 2 mRNA te da BPC 157 dovodi do sli¢nih promjena
(Slika 18). Na slici je takoder vidljivo kako BPC 157 kod zdravih jedinki ne dovodi do
promjene u razini ekspresije mRNA za COX 2 gen (u odnosu na zdravu jedinku). Takoder je
vidljivo kako je razlika u razini mRNA ekspresije COX 2 gena izmedu ozljedene skupine te
skupine koja je pretrpjela istovjetnu ozljedu ali nije tretirana ni¢im znacajno razli¢ita (p<0.05
vS. pozitivna kontrola) i to u negativnom smjeru. Odnosno kod ozljede BPC 157 smanjuje

razinu ekspresije mRNA za COX 2 gen u odnosu na ozljedenu zivotinju (Slika 18).
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Slika 18. COX 2/GAPDH nakon disekcije miSi¢no-tetivne spojnice. Znac¢ajno manje
vrijednosti se nalaze kod zivotinja tretiranih s BPC 157. *P<0.05 vs. pozitivna kontrola

odnosno skupina s istovjetnom ozljedom bez lije¢enja.

Nadalje vidljive su znacajno vece vrijednosti MDA u kontrolnim skupinama u odnosu
na BPC 157 (Slika 19.). Naime, kako je na slici pokazano sam BPC ne dovodi do promjene u
razini lipidne peroksidacije tkiva miSic¢a i tetiva kod zdravih jedinki. Budu¢i da kod ozljede
dolazi do oStecenja tkiva pa time i1 pokretanja oksidacijske kaskade promjena, medu njima i
lipidne peroksidacije, vidiljivo je znacajno povecéanje razine MDA kod obje skupine
ozljedenih zivotinja (skupine ozljeda i ozljeda + BPC 157) u skupinama promatranim nakon 1

12 tjedna dok u skupini promatranoj 4 tjedna nakon ozljede nalazimo vra¢anje razine MDA
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na kontrolne vrijednosti. Zbog jednostavnijeg prikaza znacajnosti ovih promjena nisu upisane
na Slici 18. Medutim, BPC 157 u svim vremenskim to¢kama (1, 2 i 4 tjedna) dovodi do
statisticki znacajnog smanjenja razine MDA u odnosu na ozljedenu jedinku (p<0.05 naspram

pozitivne kontrole).
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Slika 19. Vrijednosti MDA (mmol/mg proteina) u defektu koji nastaje nakon disekcije
miSi¢no-tetivne spojnice. Znacajno manje vrijednosti se nalaze kod Zivotinja tretiranih s BPC

157. *P<0.05 vs. kontrola.

NO je ukljuc¢en u brojne fizioloske procese koji medu ostalim reguliraju imunoloski
odgovor i neuralnu komunikaciju, te je stoga njegova razina vazna za odredivanja statusa i
razumijevanje neke ozljede odnosno stanja zdravlja. KoriStenjem jednostavne metode po
Griessu odredili smo razinu NO u tkivima kako zdravih tako 1 ozljedenih Zivotinja te Zivotinja
tretiranih dvjema koncentracijama BPC 157. Analize dobivenih rezultata pokazuju povisene
razine NO u operiranim skupinama (ozljeda, ozljeda + BPC). Iz slike je takoder vidljivo da u
skupini koja je podvrgnuta ozljedi, no bez tretmana razina NO ostaje tijekom promatranog
perioda na visokim razinama dok se skupini tretiranoj BPC 157 ta razina smanjuje, i u
relativnom i u apsolutnom iznosu, te je znacajno manja (*P<0.05 i **P<0.01 vs. pozitivna
kontrola) u svim mjerenim to¢kama u odnosu na kontrolnu ozljedenu skupinu (pozitivna
kontrola) (Slika 20.). na slici je takoder vidljivo kako BPC 157 kod neozljedene Zivotinje ne

mijenja razinu NO u odnosu na zdravu Zivotinju (kontrola naspram BPC 157 skupine).
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Slika 20. Vrijednosti NO (mmol/mg proteina) u defektu koji nastaje nakon disekcije miSi¢no-

tetivne spojnice. Znacajno manje vrijednosti se nalaze kod Zivotinja tretiranih s BPC 157 u

dozi od 10 ng/kg . *P<0.05 i **P<0.01 vs. pozitivna kontrola.
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5. RASPRAVA

Analiziraju¢i rezultate dobivene pra¢enjem funkcionalnih parametara, biomehanickih
testiranja, makroskopskih, mikroskopskih i laboratorijskih analiza, jasno mozemo vidjeti
potvrdu postavljene hipoteze da primjena peptida BPC 157 poboljsava cijeljenje kirurski
uc¢injenog prekida miSi¢no-tetivne sveze Cetveroglavog misSica natkoljenice Stakora.

Usporedbe skupina pokazale su da se eksperimentalne skupine, tj. one koje su dobivale
peptid BPC 157 intraperitonealno u dozi od 10 ng/kg TT (1A, 2A, 3A, 4A), odnosno peptid
BPC 157 intraperitonealno u dozi od 10 ug/kg TT (1B, 2B, 3B, 4B) u svim parametrima
promatranja imale su statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolne skupine (1C, 2C, 3C,
4C) tj. one koje su dobivale intraperitonealno fiziolosku otopinu. Prate¢i funkcionalne
rezultate, vidljivo je da su kontrolne skupine ve¢ ubrzo po operaciji razvile kontrakturu
operirane noge kao rezulat neupotrebe. Kontraktura se neznatno smanjila kroz vremenski
period promatranja $to se vidi u skupinama Zrtvovanim 28. odnosno 42. dana (3C i 4C), ali
ostala je u statistickoj razlici u odnosu na BPC 157 skupine. Kontraktura nozice pojavila se i u
ponekim zivotinjama tretirani BPC 157 u skupinama zrtvovanim 7.dana (1A i 1B), ali bila je
manje zamjetna, mjere¢i do 2mm i takoder s tendencijom nestanka u skupinama koje su duze
promatrane (3A, 3B, 4A, 4B).

Smanjena upotreba operiranog ekstremiteta i posljedi¢na kontraktura i atrofija odrazila
se i na hod eksperimentalnih Zivotinja. Analiziraju¢i hod Zivotinja na temelju kretanja kroz 1
metar dugu hodnu stazu vidjelo se kako su kontrolne Zivotinje imale usporen, teturav hod sa
zanosenjem, a poneka i onemogucéen hod prvenstveno u prvim postoperativnim danima. Za
razliku od njih Zivotinje tretirane BPC 157, bez obzira na dozu, imale su zna¢ajno manje
smetnje u kretanju. Indeks njihovog oporavka hoda na testiranju 7. postoperativnog dana
iznosio je 1,05 $to znaci da su gotovo sve Zivotinje dobro hodale, za razliku od kontrolne
skupine ¢iji se indeks oporavka hoda niti na skupini testiranoj na vremenski najudaljenijem
testiranju tj. 42.dan (4C) nije spustio ispod 2, odnosno te Zivotinje hodale su bez Sepanja, ali
usporeno.

Prekid misi¢nih od tetivnih niti misi¢a kvadricepsa uvjetovao je kontrakturu noge uz
relativno skracenje ekstremiteta i posljedi¢ni poremecaj u oslanjanja stopala o podlogu.
Zamjetna je bila razlika u otisaku tj. obliku stopala pri oslanjanju operirane noge i njene
kontralateralne, zdrave strane. BPC 157 skupine zadrzavale su sli¢an oblik otiska stopala za

razliku od kontrolnih skupina gdje je duzina otiska pri oslanjanju bila kraca u prosjeku za 2
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mm. Kontrolne Zivotinje operiranim ekstremitetom oslanjale su se uglavnom samo na prste te
manji dio stopala dok je peta ostajala u zraku.

Isto je tako tijekom cCitavog razdoblja pracenja bio jasno vidljiv deficit motoricke
funkcije u svim kontrolnim skupinama (1C, 2C, 3C, 4C) koji je pracen i testiran testom
misi¢ne snage donjih ekstremiteta (motor function index- MFI). Rezultati ukazuju da u svim
parametrima promatranja postoji statisticki zna¢ajna razlika izmedu obje BPC 157 tretiranih
skupina (A i B) u odnosu na kontrolne skupine (C). Gubitak snage operirane noge,
razumljivo, bio je najve¢i odmah nakon operacije. Promjena vrijednosti tj. oporavak tece
kontinuirano duz cijelog pracenja i to u svim skupinama s naglaskom brzeg oporavka u prva
2tj. U posljednje testiranim skupinama (4A, 4B) indeksi odgovaraju gotovo potpunom
oporavku funkcije za razliku od kontrolne skupine gdje takoder kontinuirano tece oporavak,
ali do kraja kontrolne skupine (4C) postizu vrijednost indeksa tek 0,35 1 sa zna¢ajnom
statistickom razlikom se odnose na jednu stranu, prema kontralateralnom zdravom
ekstremenitetu, a s druge strane prema objema BPC 157 skupinama.

Nadalje, makroskopska procjena kao i biomehanicka testiranja misica, u¢injeni po
zrtvovanju, jasno su pokazale signifikantne razlike BPC 157 tretiranih skupina u obje doze u
odnosu na kontrolne skupine. Makroskopskom procjenom i mjereci $irinu misic¢a obje straznje
noge zivotinje, jasno se vidi atrofija miSic¢a kvadricepsa operirane noge U 0dnosu na
neoperiranu nogu u svim skupinama, ali sa zna¢ano manjom razlikom u skupinama tretiranim
BPC 157. Atrofija se postepeno povecavala kako su zivotinje bile duze pracene $to narocito
vrijedi u kontrolnoj skupini. U obje BPC skupine na posljednjem mjerenju zamjetili smo
smanjenje napredovanja atrofije i lagani oporavak misi¢a. Mjereci veli¢inu defekta nastalog
na mjestu prekida misi¢no-tetivne sveze, skupine tretirane BPC 157 su imale statisti¢ki manji
defekt u odnosu na kontrolne skupine. U procjeni defekta odluéili smo se za laterolateralni
namjestaj preparata jer je davao najbolji uvid na veli¢inu promjene buducéi da je sam defekt i
nastao uzduznim razmicanjem tkiva. Najoc€itija promjena bila je na prvom mjerenju jer usljed
kontrakcije i postoperativnog kretanja Stakora dolazilo je do razmicanje tkiva koja po
odvajanju nisu bila refiksirana. U nekoliko kontrolnih preparata zamjetili smo i razvoj seroma
koji je davao dojam uredno formiranog spoja, ali po evakuaciji teku¢ine defekt je postao jasno
vidljiv. Serom nismo nasli niti u jednoj BPC 157 tretiranoj zivotinji. Na daljim to¢kama
promatranja u obje skupine BPC 157 defekt se ustalio na pocetnoj razini s vrlo laganim
porastom do 28. dana, a potom i smanjenju do 42. dana. Za razliku od njih u kontrolnoj
skupini od 7.do 14. dana povrsina defekta se povecala za 50% te se tada ustalila s vrlo

laganim oporavkom na testiranju 42.dana.
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Na testovima izdrzljivosti mjerenih na aparatu za istezanje (Linemat) misi¢ kvadricepsa
zivotinja tretiranih BPC 157 pokazao se znacajno ja¢im. Zdravi misi¢ u prosjeku se mogao
istegnuti 20.6+1.2. Unato¢ tom $to je prepatelarni dio anatomski najtanji dio misi¢a, on se u
svim sluc¢ajevima razdvojio na distalnom dijelu trbuha misiéa tj. na proksimalnom zacetku
tetivnih niti koje distalno formiraju tetivu kvadricepsa. | ranije studije su pokazale da je
konekcija tetive 1 miSi¢a naslabije mjesto misi¢a, odnosto mjesto gdje nastaju rupture
(24)(25). Nakon razdvajanja jasno vidimo da se misi¢no-tetivni spoj nastaje na velikoj
povrsini i duboko ulazi u trbuh misi¢a. Nasom analizom pratila se razlika moguénosti
istezanja miSica prije pucanja. U svim tockama gledista miSic¢i skupina tretiranih BPC 157 bez
obzira na koncentraciju pokazali su se znacajno ja¢im u odnosu na kontrolne skupine. Kao i
na kontrolama rupture su se dogadale na najslabijem dijelu tj. misi¢no-tetivnoj svezi koja je
ovog puta bila i1 dotatno oslabljena ranijim kirurS§kim odvajanjem te je stoga i postojala razlika
prema zdravom ekstremitetu. Zarastanjem tkiva jacala je 1 novonastala sveza §to mozemo
vidjeti 1 ve¢om izdrzljivosti skupina koje su kasnije zrtvovane kako tretiranih tako 1
kontrolnih. Medu njima cijelo vrijeme postojala je statisticka razlika dok se BPC 157 skupine
(A i B) medusobno nisu statistic¢ki razlikovale. U ranom stadiju zacjeljenja tj. u skupinama
zrtvovanim 7. dana (1A i 1B) preparati su izdrzali u prosjeku 65% vrijednosti kontralateralne
zdrave strane odnosno 7 mm su se manje istegli, dok u skupinama koje su promatrane 42 dana
(4A14B) ona je iznosila i do 95% vrijednosti zdrave noge, tj istezanje je bilo manje samo za
3,5mm. Za razliku od njih izdrZljivost u kontrolnim skupinama kretala se od svega 25% kod
1C skupine do 70% u 4C skupine promatrane 42 dana.

Histoloska analiza kroz cijelo vrijeme pracenja u kontrolnim skupinama pokazuje puno
vecu upalu s nakupnjanjm granulocita. Isti su u manjim koli¢inama prisutni i do zadnjeg
stadija pracenja. Mjesto disekcije se popunjava granulacijskim tkivom, a potom i zonom
vezivnog tkiva koji razdvaja mi$i¢ i tetivu ograni¢avajuéi stvaranje njihovog kavalitetnog
spoja. Za razliku od toga u svim skupinama tretiranim BPC157 u pocetku upala je puno blaza,
bez jasnog formiranje granulacijskog tkiva. U sljede¢im vremenskim intervalima prisutna je
redukcija upalnog infiltrata uz pravilne na novo formirane strukture misiéno-tetivne sveze i
bez znatnijeg prekida njihovog kontinuiteta oziljkastim vezivom.

Analiza ekspresije gena, usoredujuci kontrolne i BPC 157 tretirane skupine pokazuje
statisti¢ki znacajne razlike u vrijednosti eNOS, COX2, NO, te malondialdehida (MDA) dok je
vrijednosti iINOS ostala ispod razine detektabilnosti te nije razmatrana. Sve BPC 157 skupine
za razliku od kontrolnih prati statisticki zana¢jno pove¢anje eNOS mRNA u tkivu i smanjenje

NO-a koji se pojacano trosi u procesima cijeljenja, na ustrb smanjene upalne reakcije
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vidljive preko smanjenog stvranja COX2 i malondialdehida (MDA) odnosno slobodnih
radikala.

5.1. BPC 157 i drugi faktori rasta u sloZenim procesima cijeljenja

Slozeni mehanizmi regeneracije i reparacije polako se razumijevaju razvojem
molekularne biologije i imunocitokemije (97)(98), a samim time raste moguénost lijecenja
razliCitih ozljeda. One mogu nastati na razne nacine 1 to kao posljedica ekstrizickih 1
intrizi€kih utjecaja, bilo da nastaju kao akutni ili kroni¢ni procesi. Ozljedeno tkivo ima
kompleksne, ali uglavnom ustaljene puteve cijeljenja. Na taj slozeni proces dodatno mogu
utjecati razlicita stanja i ¢imbenici kao $to su ishemija, pojava hematoma, nekroza tkiva i
infekcije, malnutricija, hipovitaminoza (osobito A i C), nedostatak minerala (osobito Zn i Fe),
nedovoljno mirovanje i prevelika aktivnost (2). U lije¢enju neophodno je $to prije rijesiti
ozljedu i vratiti vitalnost tkivu, ali farmakoloske i kirurS§ke mogucnosti ¢esto su ogranicene te
stoga su potrebna daljnja znanstvena istrazivanja i pronalazenje farmakoterapeutika i metoda
koje bi bile sigurne u svojoj primjeni i djelotvorne u lijecenju.

Peptid BPC 157 inicijalo je definiran kao snazan antiulkusni peptid, ¢ija su terapijska
svojstva ekstenzivno istrazivana u gastrointestinalnom traktu. Kao temeljni protektant u slini i
zeluc¢anom soku (59)(99)(100) pokazao je Siroki antiulkusni potencijal superioran
standardnim lijekovima s iznimno visokim terapijskim indeksom dokazanim u studijama o
sigurnosti lijeka gdje nije postignuta letalna doza (101). Tijekom tih istrazivanja primjenjivan
je bez nosaca samo u vodi za piée. Cinjenica da pokazuje postojanost u Zelu¢anom soku duze
od 24h za razliku od standardnih proteinskih faktora rasta kao $to su epidermalni faktor rasta
(h-EGF) i transformirajuci faktor rasta (h-TGF) koji se u istom mediju raspadaju unutar 15
min (56) govori u prilog njegove stabilnosti. Na taj nacin, ovim posebnim ljekovitim
svojstvima moze imati poseban utjecaj na zacjeljivanje ozljeda probavnog trakta, ali i drugih
tkiva. BPC 157 je svoje antiulkusno djelovanje pokazao duz ¢itavog gastrointestinalnog
trakta. Primjenjivan bez nosaca: intragastri¢no, intraperitonealno, rektalno ili oralno u vodi za
pice redovito u istim dozama (10 ng -10 ug / kg TT), imao je pozitivan uc¢inak na akutne i
kroni¢ne ulceracije duodenuma, Zeluca, tankog i debelog crijeva.

Pojedini hormoni rasta (npr: EGF, faktor rasta fibroblasta (b0FGF), faktor rasta
hepatocita (HGF) , faktor rasta endotelnih stanica (VEGF)) takoder pokazuju utjecaj na
cijeljenje tkiva, ali nigdje ovako jedinstveno konstantno i uniformno. Kao ilustraciju toga
mozemo spomenuti bFGF-W, bFGF-CS23 i trombocitni faktor rasta (PDGF-BB) koji su
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intragastricnom primjenom izlijec¢ili kroni¢ni, cisteaminom izazvani, uklus dvanaesterca kod
Stakora, a nisu imali zaStitnu ulogu prema kroni¢nim zelu¢anim ulkusima, erozivnom
gastritisu i ulceroznom kolitisu (102). S druge strane, rektalno ispiranje crijeva otopinama
koje su sadrzavale bFGF ili PDGF ubrzalo je zacjeljivanje kemijski izazvanog ulceroznog
kolitisa kod $takora (102). Nadalje, VEGF, osim $to je vazan kod poticanja angiogeneze i
granulacije tkiva, vazan je i kod zacjeljivanja ulkusa. Pokazao je brzi gastroprotektivni
ucinak, ali ne i na lezije kolona. Upravo intravenska primjena antiVEGF neutraliziranih
antitijela znacajno poboljSava zacjeljivanje lezija u donjem gastrointestinalnom traktu (103).
Povecana ekspresija VEGF je pozitivno korelirana s ulkusom dvanaesnika (104), ali i
negativno s ulceroznim kolitisom gdje izaziva patolosku angiogenezu (103).

Za razliku od peptida BPC 157 koji dokazano nema toksi¢no ili protumorsko
djelovanje, StoviSe inhibira rast nekoliko tumorskih stani¢nih linija (105), neki faktori rasta, a
narocito oni koji se koriste na dugoro¢noj osnovi (106) imaju upravo takav nezeljeni efekt. Na
primjer, EGF je pokazao da promice rast nekoliko tumorskih stani¢nih linija (107) kao i
primjena peptida sli¢nog glikogenu 2 (GLP-2) koja je u duljim vremenskim razdobljima
izaziva razvoj hiperplasti¢éne promjene u kolonu (108).

Peroralna primjena vecine faktora rasta je ograni¢ena radi proteoliti¢ke razgradnje u
zelucu tako da njihova primjena iziskuje parenteralne nacine primjene i upotrebu razlicitih
proteinskih nosaca da bi peptidi dosegnuli ciljano tkivo.

Tokom istrazivanja peptida BPC 157, vaznost imaju studije koje su pratile lijeCenje
ezofagokutane i gastrokutane fistule. One su pokazale kako BPC 157 je jedini peptid koji
istovremeno pozitivno utjee na zacjeljivanje potpuno razli¢itih tkiva, u ovom slucaju
jednjaka ili Zzeluca i koze. Ezofagokutana ili gastrokutana fistula su patoloska stanja koja
spontano ne zacjeljuju i nelijecena vrlo brzo dovode do smrtnog ishoda. Na primjenu BPC
157, dolazi do prekida sekrecije te makroskopski i mikroskopski vidljivog zatvaranja fistule
(65)(66) pa ¢ak i u teSskim uvjetima kao §to je bila studija gdje je istovremeno primjenivan
kortikosteroid (64). Suprotno tom rezultatu, studije s faktorima rasta nisu tako jasne.
Koncentracija EGF i TGFp u plazmi variraju od poviSene koncentracije pri zarastanju fistula
do stagnacije u bolesnika bez pobolj$anja (109). Tako da studije koje pokazuju moguce
lijecenje razli¢itih fistula probavnog sustava s angiogenim faktorima rasta, jos uvijek
nedostaju. Cijeljenje istovremeno dva razli¢ita tkiva bilo je vazno iu naSoj studiji. S jedne
strane to je kolageno, slabo vaskularizirano tkivo tetive, a s druge strane kontraktilna, dobro

vaskularizirana misi¢na vlakna.
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U dosadasnjim radovima navedeni su brojni pozitivni u¢inci pentadekapeptida BPC
157, upravo na cijeljenje lezija razlicitih tkiva i organskih sustava, kao $to su koza(45)(52)
(64)(66)(110)(111), misici (74)(112), tetive (63)(73)(80), ligamenti(90), zivéano tkivo
(72)(113)(114), gastrointestinalni sustav (70)(115)(116)(117)(118)(119)(120)(121)(122) i
krvne zile (123). Osim toga, zanimljivo je njegovo medudjelovanje s brojnim sustavima u
organizmu, osobito interakcija s NO sustavom, koji ima dokazanu ulogu u procesu cijeljenja
(67). Istrazivanja su pokazala kako pentadekapeptid BPC 157 moze u in vivo i in vitro
pokusima nadvladati u¢inak L-NAME, kompetitivnog inhibitora endotelnog NO-a. To govori
u prilog njegove posebne interakcije s NO sustavom, koja dovodi do izraZene regresije
pogorsanja uzrokovanog primjenom L-NAME 1 posljedicnom blokadom NO-sustava.
Interakcija pentadekapeptida BPC 157 1 NO sustava dokazana je na nekoliko Zivotinjskih
modela i kod razli¢itih Zivotinjskih vrsta (49)(51)(60)(61)(62)(65)(68)(69). Osim
potencijalnog terapeutskog u¢inka u cijelom gastrointestinalnom sustavu (50) i prethodno
navedenog pozitivnog ucinka na cijeljenje zasebno misica i tetiva, pentadekapeptid BPC 157
ima takoder pozitivan ucinak 1 na proces cijeljenja u specificnim, kompliciranim 1 oteZanim
uvjetima, kao §to je u naSoj studiji gdje tkiva po odvajanju nisu refiksirana, a ekstremitet nije
imobiliziran. Tetive su tijekom svog razvoja bogate stanicama, metabolicki aktivne i sadrze
velik broj krvnih zila (124), ali na kraju sazriju u hipovaskularno, hiponeuralno i
hipocelularno tkivo (48)(58)(119)(125) koje nakon ozljede tesko cijeli.

U in vivo studijama, FGF-2 vezan fibrinskim ljepilom (126) odnosno bFGF i PDGF-
BB vezani heparinsko-fibrinskim nosa¢em (127), koristeni su za cijeljenje lezije tetive na
modelu psa te su rezultirali klinickim poboljSanjem u vidu povecanog opsega pokreta
ekstremiteta, ali biomehanicka istrazivanja nisu potvrdila povecanje tetivne ¢vrstoce. Isto tako
pozitivan ucinak na cijeljenje tetive pokazao je rekombinirani IGF-1 u obliku LR3-1GF-1
(128), kao i GDFs 5 (129), ali tek vezan na proteinski nosac¢ i davan direktno u ranu. Nasuprot
toga u in vivo studijama primjenjivan je peptid BPC 157, a rezultati su pokazali da je u ranim
razdobljima nakon ozljede, njegova primjena ili peritonelano ili peroralno izazvala istaknuto
povecanje angiogeneze u Stakorskom modelu s presjecenom Ahilovom tetivom ili misic¢a
kvadricepsa (125). U¢inak je potvrden pomocu razli¢itih stani¢nih antigena endotela, FVIII
(ukljucen s adhezijom trombocita i agregacijom, prikazanog na endotelnim stanicama zrelih
krvnih zila) i CD34 (ukljucen u leukocitnu adheziju i migraciju endotelnih stanica tijekom
angiogeneze, prisutan na kapilarnim endotelnim stanicama) i s VEGF (glavni ¢imbenik u
angiogenezi, umnozene na endotelnim stanicama, mitogen za vaskularne endotelne stanice)

(125). Opéenito, BPC 157 povecao je broj VEGF, CD34 i FVIII pozitivnih vaskularnih
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elemenata, a angiogeni odgovor redovito je poveé¢an. Najvaznije je spomenuti da je taj
angiogeni ucinak bio je popracen funkcionalnim, biomehani¢kim, mikroskopskim i klini¢kim
oporavkom u tetivama ozlijedenih Stakora.

Na temelju dokaza dobivenih s FGF 2-knockoutom zivotinja (FGF 2-KO) povecana
ekspresija FGF 2 povecava proliferaciju fibroblasta i deponiranje kolagena, ubrzava endotelnu
proliferaciju i poboljsava kardiomiocitnu hipertrofiju nakon infarkta te ogranic¢ava Sirenje
infarkta i ¢uva funkciju lijeve klijetke. FGF 2 na razli¢itim tkivima suprotno djeluje, tako dok
s jedne strane ubrzava oporavak miokarda nakon infarkta, s druge strane usporava cijeljenje
rane koze (130).

Isto tako gledajuéi utjecaj faktora rasta na cijeljenje misica, ve¢ina dokaza se odnosi na
povecanje vrijednosti faktora rasta za vrijeme regeneracije nakon ozljede (tj. povecani su IGF-
I, IGF-II, bFGF 2, i TGF-betal (131), bFGF -2 (132), bFGF -2 i TGF-betal (133), a prilikom
vjezbanja VEGF-A (134). Zanimljivo je da imunoloska neutralizacija bFGF pokazuje
smanjenje broja kapilara, makrofaga i mastocita te odgada fagocitozu nekroti¢énih miocita
dok neutralizacija IGF1 ili TFG beta 1 ubrzava te iste procese (135). Koristeci razli¢ite
nacine sustavne primjene bFGF (injekcije ili produljeno oslobadanje iz polimera) u razli¢itim
zivotinjskim modelima nije se uspio posti¢i oporavak misi¢a (136). Uglavnom, bFGF , IGF-
1, i NGF ograni¢avaju se tek na lokalnu primjenu te mogu postic¢i tek djelomi¢an oporavak
misica jer uvijek s regeneracijom miSi¢a ide paralelno i proces stvaranja oziljakastog tkiva
koje zamjenjuje misi¢ (137). Zbog relativne (ne)uéinkovitost takvih nacina primjene
predloZeni su za daljnja razmatranja i drugi na¢ini primjene kako bi se mogao iskoristiti
terapijski potencijal tih proteina. U tom pogledu razmatrana je sposobnost adenovirusa da
posreduju kod izravanog i ex vivo transfera gena beta-galaktozidaze u oSte¢ene stranice
poticuéi trajnu i stabilnu ekspresiju razli¢itih spomenutih faktora rasta u osteCenim misi¢ima
(137)(138). Takder, predloZena je i upotreba antifibrotickih sredstava kao protuteza fibroze
koja se javlja usporedno s regenerativnim procesom (139). Kod velikih ozljeda miSica,
proliferacija fibroblasta brzo moze dovesti do prekomjernog formiranja gustog oziljnog tkiva,
$to ometa regeneraciju misica i rezultate u nepotpunom oporavku (135), a time iziskuje
koristenje antifibroti¢ka sredstva, odnosno suramina, koji inhibira angiogenezu (140).

Naprotiv, koristeci isti protokol kao i kod gastrointestinalnih studija, BPC 157 je
pokazao poboljsano cijeljenje tesko ozlijedenog misic¢a na razli¢itim modelima zivotinja:
kompletno presjecanje (74), nagnjecenje (112), denervacija (141) odnosno sistemska primjena
kortikosteroida nakon nagnjecenja (142). Peptid BPC 157 je poticao brze zacjeljivanje

presjecenog misica kvadricepsa s funkcionalnom restauracijom (74). Brz oporavak ukljucivao
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je oporavak biomehanickih testova, klinickih funkcija (opravak hoda i snagu potisaka) te je
bio vidljiv u mikroskopskim (ve¢i promjer miofibrila) i makroskopskim prezentacijama
(znatno manja atrofija) (74). Cijeljenje misica nakon teSkog nagnjecenja znacajno je
poboljsano pri davanju peptida u obliku kreme lokalno (112) ¢ak i u uvjetima kada su se
istovremeno sistemski primjenjivali kortikosteroidi (141).

U prilog pozitivhog utjecja na cijeljenje masovne ozljede misi¢a ide i neuroprotektivna
uloga BPC 157. On znacajno poboljsava regeneraciju femoralnog zivca nakon presijecanja,
davan intraperitonealno, intragastri¢no ili lokalno, na mjestu anastomoze ili ostavljenog
neanastomoziranog (7mm segment resekcije) (113). Na taj nacin sprijeCena je veca atrofija
misica koja se javlja zbog njegove denervacije (143).

Takoder pozitivan utjecaj na oporavak misica ima i njegova regulativna uloga na
dopaminergic¢ne receptore Koji su vazni za misi¢no funkcioniranje (144). Svoju regulativnu
ulogu jasno pokazuje u studijama gdje blokiraju¢i utjecaj razli¢itih neuroleptika
(haloperidolom, flufenazinom, sulpiridom, klozapinom), sprec¢ava blokadu, uko¢enost i
somatosenzorne poremecaje (145). Isto tako, BPC 157 suzbija i u¢inak dopamina
oslobodenog na ziv€anim zavrSecima nakon aktivacije dopaminskih receptora u striatumu koji
mogu biti izazvani akutnim amfetaminskim primjenama (146). Ove interakcije zanimljive su
osobito s obzirom na faktore rasta i dokaze da je epidermalni faktora rasta (EGF) umijeSan u
neuropatologiji shizofrenije pri razvoju dopaminergickih receptora (147). Isto tako, kada se
kod stakorima primjeni BPC 157 on ima specifi¢an utjecaj na pojedine regije mozga (npr.
sinteza 5-HT znacajno raste u strukturi substancije nigra i antagonizira nepokretljivost
Stakora u serotoninskom sindromu) (148). Na taj nacin vidljivo je da je BPC 157 peptid koji
djeluje 1 na periferni i srediSnji Ziv€ani sustav.

Na osnovi svega prethodno navedenog, postavili smo hipotezu, kako bi pentadekapeptid
BPC 157 mogao imati pozitivan u¢inak na cijeljenje ozljede misi¢no-tetivne sveze.
Istrazivanje je pokazalo kako pentadekapeptid BPC 157 dovodi do ubrzanog 1 boljeg
cijeljenja navedene ozljede ¢ak i u otezanim uvjetima gdje su oba tkiva operativno razdvojena
i nisu fiksirana ve¢ su podlozna retrakciji usljed pokreta 1 atrofije. Pentadekapeptid dovodi do
povecanja angiogeneze i brzeg povezivanja razdvojenih tkiva i tako smanjuje afunkciju
straznjeg ekstremiteta, sprecava razvoj atrofije i kontrakture te omogucuje funkciju priblizno
onoj na kontralateralnom ekstremitetu.

BPC 157 tijekom procesa lije¢enja ozljede dovodi do povecane angiogeneze, koja prati
ubrzano cijeljenje. Ovaj ucinak se vjerojatno moze pripisati specifi€noj stimulaciji gena ranog

¢imbenika rasta-1 (EGR-1), koji se dogada zajedno sa stimulacijom njegovog korepresornog
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ziv€anog ¢imbenika rasta 1-A ( NGF 1-A) vezujuéeg proteina-2 (naB2). Prethodno navedena
stimulacija gena EGR-1, takoder je odgovorna za stvaranje citokina i ¢imbenika rasta te
posredno stvaranje ekstracelularnog matriksa (kolagena) i formiranje krvnih zila
(angiogeneza) (81) . Druga znanstvena istrazivanja, na modelu cijeljenja tetive, povezuju
pozitivne u¢inke BPC 157 s aktivacijom stani¢nog signalnog puta fokalne athezivne kinaze —
paxilin (FAK-paxilin) te posljedi¢no tome dokazuju da je u¢inak BPC 157 ovisan o vremenu i
dozi u povecanju ekspresije receptora hormona rasta Janus kinaze 2, silaznog signalnog puta
receptora hormona rasta (80)(149). Stoga, posljedica bi mogla biti istovremeno cijeljenje
razli¢itih tkiva, osobito u oteZanim i1 kompliciranim uvjetima, kao $to je u ovom naSem
eksperimentalnom radu.

Kako je ve¢ prije spomenuto, pentadekapeptid BPC 157 ima veliki angiogenetski
potencijal u procesu cijeljenja tkiva, (60)(61)(73)(90)(115)(121)(125)(150) izravnu zastitu
endotela (53)(123)(151), u¢inak na NO sustav, koji ukljucuje protudjelovanje na pretjeranu
ekspresiju endotelina (62) te ulogu u interakciji s eNOS-ekspresijom, osobito videnu u
procesu cijeljenja vanjskih fistula(63)(64)(112). Pozitivan u¢inak, koji BPC 157 ostvaruje na
razlicita tkiva, tijekom procesa cijeljenja je 1 protuupalni i sastoji se od sljedeceg: povecava
aktivnost makrofaga (55), smanjuje razinu mijeloperoksidaze (MPQO) u serumu i inflamiranim
tkivima (56) te smanjuje broj upalnih stanica, leukotriena B4 (LTB4) i tromboksana B2
(TXB2)(49)(50)(51)(52)(53).

Prema svemu spomenutom, a jasno vidljivom i ovom studijom, za cijeljenje misi¢no-
tetivnog spoja zasluzan je BPC 157 i njegov utjecaj na razli¢ita tkiva, a u ovom slucaju
prvenstveno na tetivu i misi¢. Na mjestu misi¢no tetivne disekcije, komparabilno na kontrolu,
stanje je s relativno manje upale gdje prevladavaju monociti, a granulociti su u deficitu,
postoje dobri uvjeti za zacjeljenje. S tetivne strane retikulinska vlakna su gu$ca i pravilnije
rasporedena, povecan je broj fibroblasta, a urednija distribucija brojnijih kolagenih vlakna,
koja slijede retikulinsku mrezu vlakana pruzaju se prema mi$i¢noj strani. S druge strane
postoji regeneracija miofibrila kao ostova citostrukture koja pak stvara podlogu za nastajanje
miSi¢nih vlakanaca. Brza reparacija prijeci stvaranje vezivnog tkiva koje je daleko vise
prisutno u zoni cijeljenja u kontrolnim skupinama. Dosadasnje, prethodno navedene spoznaje
o djelovanju BPC 157 bududi da je uvijek apliciran samostalno, moZemo toc¢no i na
specifican nacin povezati s njegovim molekularnim u¢incima (80)(149) i time potvrditi njegov
pozitivni utjecaj i na cijeljenje misi¢no-tetivne svez sto e zasigurno imati svoje mjesto u

buducoj terapijskoj primjeni kod cijeljenja miSica, tetiva i njihovog spoja.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati provedenog istrazivanja potvrduju postavljenu hipotezu i dokazuju da
primjena pentadekapeptida BPC 157 poboljsava cijeljenje kirurski u¢injenog prekida misi¢no-

tetivne sveze u stakora. Slijedom tih rezultata zakljucuje se:

1. Dovodi do poboljsanja $to se oc¢ituje na makroskopskoj i mikroskopskoj razini te
tokom funkcionalnih i biomehanickih testiranja

2. Ucinak peptida BPC 157 se javlja prilikom primjene ng i pg doza bez statisticki
znacajne razlike.

3. Njegov ucinak vidljiv je u teSkim uvjetima na modelu bez refiksacije razdvojenog
tkiva i imobilizacije tretiranog ekstremiteta

4. Ovaj pozitivan rezultat moze predstavljati dobar temelj za daljnja laboratorijska

istrazivanja 1 prelazak na klini¢ke studije.
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8. ZIVOTOPIS

Mladen Japjec roden je u Zagrebu 31.12.1978. g. Nakon zavrSene osnovne skole, 1993.
g. krenuo je u srednjoskolsko obrazovanje u XI.Gimnaziju u Zagrebu. Tijekom Skolovanja
odlikovao se dobrim poznavanjem prirodnih predmeta te je u vise navrata sudjelovao na
gradskim i Zupanijskim natjecanjima iz kemije, fizike i matematike. Nakon odlicnog uspjeha
1997.g. skolovanje je nastavio na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Studij je
zavr$io u roku i diplomirao 2003.g. Nakon pripravni¢kog staza provedenog u OB Sveti Duh u
Zagrebu 2004.g. poloZio je strucni ispit 1 stekao pravo za samostalan rad. Prvo radno iskustvo
imao je pocetkom 2005.g. kao lijecnik u sluzbi hitne pomo¢i u DZ Novska. Iste godine krece
na specijalizaciju iz opc¢e kirurgije u KB Merkur u Zagrebu, a 2009. polaze specijalistiki
ispit. Tokom specijalizacije pokazuje interes za traumatologiju tako da je i nastavak
obrazovanja usmjeren u tom smjeru. 2013.g. zavrSava subspecijalizaciju iz traumatologije, a
od tada radi na Zavodu za Op¢u i sportsku traumatologiju KB Merkur.

Tokom cijelog svog stru¢nog obrazovanja vezan je uz sport. Od 2005. g. je licencirani
lije¢nik Hrvatskog nogometnog saveza 1 sudjeluje u radu medicinskih ekipa viSe nogometnih
klubova. Od 2005-2010.g. voditelj je lije¢nickog tima NK Hrvatski dragovoljac, Zagreb, a od
2011-2014 clan medicinskog tima NK Lokomotive.

U sklopu trajnog usavrsavanja 2008.g. upisao je znanstveni postdiplomski doktorski
studij na Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu. Takoder kao
znanstveni suradnik aktivno sudjeluje u provodenju nastave u mato¢noj ustanovi u sklopu
malih izbornih predmeta Medicinskog fakulteta pod mentorstvom prof.dr.B.Sebegi¢a.

Clan je Hrvatske lije¢ni¢ke komore, Hrvatskog kirurskog drustva, Hrvatskog
traumatoloskog drustva i hrvatskog ogranka medunarodne traumatoloske organizacije AO.
Tokom svoje stru¢ne edukacije 2012.g. boravio je na dvomjesenom obrazovanju u
Sveucili$noj bolnici u Ljubljani te od 2008-2015 u viSe navrata na pojedina¢nim tjednim
teCajevima na Anatomskom institutu u Grazu, Austrija 1 AO edukacijskom centru u Davosu,
Svicarska. Zavrivsi nastavnicki te¢aj AO-a u Budimpesti, Madarska 2011.g. stekao je zvanje
nastavnika i postao je dio hrvatskog AO edukacijskog tima koji godi$nje organizira
medunarodne traumatoloske tecajeve u Zagrebu.

Privatno je sretan suprug i otac troje djece.
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