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Popis oznaka i kratica

a. — arterija

aa. — arterije

ABS — acidobazni status arterijske krvi

ARDS —engl. acute respiratory distress syndrome
BMP-2 - engl. bone morphogenetic protein-2

BPC 157 —engl. body protective compound 157, pentadekapeptid
Ca — kalcij

CT — engl. computed tomography

dl — decilitar

EGF —engl. epidermal growth factor

egrl —engl. early growth response 1 gene

engl. — engleski

eNOS — endotelijalna dusik oksid sintetaza

FGF —engl. fibroblast growth factor

FO — fizioloska otopina (0.9% NaCl)

g —gram

G — gauge (jedinica za veli¢inu igle)

Gl — gastrointestinalni

h - sat

1.p. - intraperitonealno

IGF —engl. insulin-like growth factor



iNOS — inducibilna dusik oksid sintetaza

kg — kilogram

kPa — kilopaskal

I — litar

LD - letalna doza

L-NAME — NC-nitro-L-arginin metil ester, blokator NOS
m. — lat. musculus (misi¢)

Mg - mikrogram

mEq — miliekvivalent

mg - miligram

MHz — megahertz

ml — mililitar

mm. — lat. musculi (misi¢i)

mmHg — milimetara stupca Zive

mmol — milimol

MRI — engl. magnetic resonance imaging

N — Njutn (engl. Newton, mjerna jedinica za silu)
n. — lat. nervus

naB2 —engl. nerve growth factor 1-A binding protein
ng - nanogram

NGF - engl. nerve growth factor

nn. — lat. nervi

nNOS — neuronalna dusik oksid sintetaza
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VV.

— dusik (IT) oksid, dusikov oksid
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— nesteroidni antireumatik

— engl. open reduction and internal fixation
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- peroralno
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—engl. platelet-derived growth factor
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— lat. ramus
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— rentgen, koriStenje X-zraka za dobivanje radioloske slike
—slika

— tablica

— eng. transforming growth factor beta

— ultrazvuk

—vena

—engl. vascular endothelial growth factor

—Vvene



1. UvVOD

Prijelomi rebara, posebice serijski prijelomi (3 ili viSe frakturirana rebra ipsilateralno) imaju
teske posljedice na ljudski organizam i kvalitetu Zivota te predstavljaju vazan medicinski i
socioekonomski problem (1). S obzirom da nedostaju adekvatna faramkoterapijska sredstva
za rjeSavanje ovog prvorazrednog klinickog problema (2), prijeko su potrebna daljnja
znanstvena istrazivanja sa ciljem pronalazenja takvog sredstva koje bi bilo sigurno u svojoj
primjeni 1 djelotvorno u smislu ranijeg cijeljenja te stvaranja kostanog tkiva identi¢nog ili bar
priblizno slicnog po gradi 1 biomehanic¢kim osobinama onom prije same ozljede. Kao takav, u
ovom je istrazivanju predlozen pentadekapeptid BPC 157 koji predstavlja jedan potentan
peptid sa karakteristikama drugacijim od drugih peptida (3-5), za njegovo djelovanje nije
potreban nosac (6), prepoznat je kao osnovni protektivni Cimbenik u slini i1 Zelu¢anom soku, a
izrazito je siguran (letalna doza nije postignuta) i stabilan (stabilan u zelu¢anom soku duze od
24h) (7-9). Ve¢ su ranije dokazani njegovi brojni ucinci na cijeljenje razli¢itih lezija i njegova
interakcija sa brojnim sustavima u organizmu (10-14). Dokazan je 1 njegov
citoprotektivan/adaptivno citoprotektivan ucinak na razli¢ita tkiva i organe (15). U ovom
istrazivanju ispitana je uloga pentadekapeptida BPC 157, samog i u interkaciji s NO
sustavom, u cijeljenju serijske frakture rebara kod Stakora. Posebno je zanimljiva Cinjenica
kako se pregledom dosadasnjih radova o ué¢inku NO sustava na cijeljenje rebra (gotovo se u
pravilu radilo o pojedinacnim frakturama), nije ispitivala njegova interakcija s
pentadekapeptidom BPC 157. Kako bi bilo jasnije zasto smo odredene parametre koristili u
ovom istrazivanju (frekvencija disanja, acidobazni status arterijske krvi, serumske vrijednosti
kalcija i fosfata, makroskopska, radiografska i histoloSka analiza cijeljenja te biomehanicko
testiranje) u poglavljima koja slijede prikazat ¢e se osnovne spoznaje anatomije rebara i
posebice interkostalnog prostora (pogl. 1.1.2.), kasnije verificiran kao bitan u procesu
cijeljenja fraktura s obzirom na bogat vaskularni splet unutar istog. Da bi se shvatila veli¢ina
problema ovakve ozljede u klini¢koj praksi te moguce komplikacije ponekad i sa smrtnim
ishodom, prikazat ¢e se epidemiologija, klini¢ka slika, dijagnostika te dati prikaz postojecih
nacina lijeCenja serijske frakture rebara (pogl. 1.1.3.-1.1.6.) s posebnim naglaskom na

dosadasnje spoznaje o cijeljenju rebra primjenom endogenih ili egozgenih agenasa (pogl.1.5.).



1.1. Prijelom rebara

1.1.1. Anatomija rebra

Rebra (lat. costae), plosnate su, izduzene kosti. Ima ih dvanaest pari (16). Straga su spojena s
odgovaraju¢im prsnim kraljeScima, a sprijeda su rebrenom hrskavicom spojena s prsnom
kosti, oblikuju¢i kostur prsnog kosa. Prvih sedam parova rebara vezu se neposredno sa
sternumom preko rebrene hrskavice, daljnja tri para se vezu na sternum preko hrskavice
sedmog rebra, a zadnja dva para zavrSavaju slobodno 1 ne dosezu sternum. Stoga se prvih
sedam parova rebara nazivaju pravim rebrima, costae verae, a ostali su lazna rebra, costae
spuriae. Rebrene hrskavice osmog, devetog i desetog rebra zavijaju prema gore i spajaju se s
rebrenom hrskavicom susjednoga gornjeg rebra i napokon za rebrenu hrskavicu sedmog rebra.
Tako nastaje rebreni luk, arcus costalis. Najdonja rebra (11., 12., a katkad i 10.) zavr§avaju
slobodno izmedu misica trbusne stijenke. Zato se zovu costae fluctuantes (16).

Tipi¢na su rebra ona od 3. do 9. rebra i imaju slicnu gradu: trup, corpus costae, vrat, collum
costae, i glavu, caput costae (slika 1).

Glava rebra, caput costae, nosi zglobnu pohu, facies articularis capitis costae, koja je
uzduznim grebenom, crista capitis costae, podijeljena u dva dijela koji se zglabaju sa
zglobnim plohama na susjednim kraljeScima. Gornji je dio zglobne plohe u dodiru sa donjom
zglobnom plohom na gornjem kraljesku, a donji dio sa gornjom zglobnom plohom na
istobrojnom kraljeSku. Greben je ucvrS¢en za intervertebralnu plocu. Gornja rebra imaju
zaobljen vrat, collum costae, a u donjih rebara na gornjoj strani vrata rub, crista colli costae
(16).

Trup rebra, corpus costae, sploSten je zavijen. PoCinje iza vrata rebra kvrzicom, tuberculum
costae, koju izvlaci i1 sveza lig. tuberculi costae. Na donjoj strani kvrzice rebra nalazi se
zglobna ploha, facies articularis tuberculi costae, za zglob s poprje¢nim nastavkom
istobrojnog kraljeska. Malo distalnije od kvrZice rebra nalazi se pregib, angulus costae, s
hrapavom povr§inom na koju se vezu mi$i¢i. Kut rebra na gornjim se rebrima nalazi blize
kvrZici nego na donjim rebrima. Gornji rub trupa je zaobljen, a donji ostriji. Uz donji rub
trupa s unutarnje strane nalazi se brazda, sulcus costae, za rebrenu venu, arteriju i zivac (slika
2). Prednji kraj rebra ima hrapavu jajoliku plohu u kojoj se veze rebrena hrskavica, cartilago
costalis (16).

Tipicna su rebra svijena na tri na¢ina, koji su vazni za pokretanje prsnog kosSa pri disanju;

zakrivljenost po polumjeru, po rubu i po osi:



1. Zakrivljenost po polumjeru manja je na prednjem dijelu rebra nego na straznjem zato $to je
prednji dio rebra zakrivljen po veem polumjeru nego straznji. Zbog zakrivljenosti po
polumjeru rebro obavija prsnu Supljinu. U srednjih i donjih rebara polumjer je sve veéi.

2. Zakrivljenost po rubu jest svijenost rebra prema vodoravnoj ravnini. Zbog nje je prednji
kraj rebra postavljen niZze od straznjeg kraja rebra. Zakrivljenost po rubu posebice je izrazena
u srednjih rebara.

3. Zakrivljenost oko osi jest svijenost rebra oko uzduzne osi rebra. Zato je unutrasnja ploha
rebrenog trupa straga usmjerena prema gore, a sprijeda prema dolje. Zakrivljenost je osobito
izrazena u donjih rebara (16).

Svijenost i duljina rebra pomazu pri odredivanju polozaju rebra na kosturu: a) gornja su rebra
kratka 1 zakrivljena po malom polumjeru; b) srednja su rebra duga i zakrivljena po vecem
polumjeru i ¢) donja su rebra kratka i zakrivljena po velikom polumjeru i imaju vrlo izrazenu
zakrivljenost oko osi.

Atipi¢na surebra 1., 2., 11. 1 12. Rebro (sl. 1).

Prvo rebro, costa prima, najSire je i najsvijenije rebro. Nema zavoja po rubu i po osi. Na
glavi je zglobna ploha nepodijeljena jer se zglaba samo s trupom prvoga vratnog kraljeska.
Vrat rebra je kratak i zaobljen, a kvrzica i kut rebra na istom su mjestu. Trup nema brazde. Ne
moze se opipati na prsnom kosu. Prvo je rebro klinicki vazno jer se na njega vezu ili preko
njega prolaze vazne tvorbe. Na gornjoj je strani kvrzica, tuberculum musculi scaleni
anterioris. Kvrzica odjeljuje dvije brazde. U prednjoj brazdi, sulcus venae subclaviae, lezi
istoimena vena, u straznjoj brazdi, sulcus arteriae subclaviae, lezi istoimena arterija, a iznad
nje brahijalni Ziv¢ani splet. Prvo rebro nema greben glave rebra i rebreni zlijeb (16).

Drugo rebro, costa secunda, nalikuje na prvo rebro, ali je malo duze i ne toliko svijeno. Na
sredini gornje povrSine trupa ima hrapavost, tuberositas musculi serrati anterioris.
Jedanaesto i dvanaesto rebro kratki su i zavinuti oko osi. Nemaju greben glave rebra jer se
hvataju samo za istobrojni trup kraljeSska. Nemaju ni krvzicu ni zlijeb rebra. Dvanaesto je
rebro krace od jedanaestog i nema rebreni kut.

Rebrena hrskavica, cartilago costalis, izgradena je od hijaline hrskavice i malo je deblja i
okruglija od rebra. Hrskavice osmoga, devetog i destog rebra spajaju se s hrskavicom
prethodnog rebra, tvoreéi rebreni luk, arcus costalis. Hrskavice jedanaestog i dvanaestog
rebra Siljate su i zavrSavaju u miSi¢ju prednje trbusne stijenke. Rebrene hrskavice jako

pridonose pokretljivosti prsnog kosa (16) .
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Slika 1. Anatomska grada rebara (preuzeto iz Netter FH, Atlas of human anatomy, 6th ed.
Philadelphia: Saunders/Elsevier, 2014, str. 156.)



1.1.2. Interkostalni prostor

Prostor izmedu dva susjedna rebra naziva se i interkostalni prostor. Svaki sadrzi tri miSica (m.
intercostalis externus, m. intercostalis internus, m.intercostalis intimus), arterijsku opskrbu,
vensku i limfnu drenazu te zivce za svaki pojedini segment torakalne stijenke (17).

Mm. intercostales externi — vanjskih medurebrenih miSi¢a ima jedanaest, smjeSteni su
najpovrsnije a nalaze se u straznje tri Cetvrtine interkostalnih prostora. Prednju Cetvrtinu
ispunjava tanka tetivna ovojnica, membrana intercostalis externa. Njihova vlakna usmjerena
su koso, prema dolje i naprijed. MiSi¢i podizu rebra 1 tako povecavaju prsnu Supljinu u
poprje€nom i sagitalnom smjeru. Stoga djeluju kao udisaci (inspiratori).

Mm. intercostales interni — jedanaest pari unutarnjih medurebrenih miSi¢a nalazi se ispod
vanjskih medurebrenth miSi¢a. Niti su unutarnjih miSica okomite na niti vanjskih
medurebrenih misi¢a. Ispunjavaju prednje tri Cetvrtine medurebrenih prostora, a straznju
Cetvrtinu ispunjava tanka tetivna ovojnica, membrana intercostalis interna. Djeluju kao
izdisaci (ekspiratori) jer spuStaju rebra i smanjuju prsnu Supljinu. Najvaznije djelovanje
unutarnjih medurebrenih misica, koji su relativno slabi, jest u¢vrs¢ivanje prsnog kosa zajedno
s vanjskim medurebrenim miSi¢ima, koje je nuzno za pokretanje osita (17).

smatraju se njihovim najdubljim dijelom. Najdublji i unutarnji medurebreni misic¢i razdvojeni
su medurebrenim krvnim zilama i Zivcima (17).

Aa. intercostales — razlikujemo straznje medurebrene arterije (aa. inetrcostales posteriores)
koje su najvazniji ogranci prsne aorte. Odlaze od straznje stijenke aorte, obicno po 10 sa
svake strane. Prvi ogranak je smjesten u treCem interkostalnom prostoru, a zadnji ogranak lezi
u Zlijebu na donjoj strani 11.rebra i naziva se a. subcostalis. Prije nego ude u medurebreni
prostor svaka od njih daje granu (r. dorsalis ) koja opskrbljuje kraljezni¢nu mozdinu i njezine
ovojnice. Nastavlja svoj tok prema naprijed i anastomozira s ograncima unutarnje torakalne
arterije, rr. intercostales anteriores. U rebrenom zlijebu arteriju prate medurebrena vena i
zivac. Vena je smjestena iznad, a zivac ispod arterije.

V. intercostales — postoji 11 pari medurebrenih straznjih vena (vv. intercosales posteriores)
te jedan par supkostalnih vena koje prate u svom toku odgovarajuce arterije i Zivce za
pojedini segment torakalne stijenke. Smjestene su cijelim tokom iznad arterije i Zivca i
uglavnom su pritoke vene azygos i hemiazygos. Glavni dio krvi usmjerava se valvulama
prema spomenutim venama, a tek manji dio odlazi prednjim medurebrenim venama (Vv.

intercostales anteriores) prema unutarnjoj torakalnoj veni (17).



Nn. intercostales — medurebreni Zivci, njih ukupno 12 pari, prednje su grane prsnih Zivaca
(nn. thoracici). Najdonji se, dvanaesti, interkostalni zivac, n. subcostalis, ne nalazi u
medurebrenom prostoru, nego ispod zadnjeg rebra. U medurebrenom prostoru nalaze se
cijelim tokom ispod arterije i vene, a na svojem putu daju rr. musculares i rr. cutanei.

Misiéni ogranci inerviraju medurebrene misice i prednju i lateralnu skupinu misica prednje
trbusne stijenke. Kozni ogranci dijele se na prednje i lateralne te osim koze inerviraju i pleuru
i peritonej. Treba napomenuti da medurebreni zivci uvijek anastomoziraju, pa se, ako zelimo
uspjeSno anestezirati, uvijek mora anestezirati medurebeni zivac iznad 1 ispod rebra u
podrucju kojega zelimo postici anesteziju (18).

Limfna drenaza prednjeg dijela medurebrenih prostora, posebno prva Cetiri, usmjerena je
prema parasternalnim limfnim ¢vorovima koji su smjeSteni uz unutarnju torakalnu arteriju.
Limfni ¢vorovi smjesteni uz cervikotorakalni dio kraljeznice primaju lifmu iz straznjih i
lateralnih dijelova medurebrenih prostora. Prvi medurebreni prostori takoder dreniraju limfu u
torakalni duktus, dok zadnji dreniraju u cisternu chyli (19). Unutarnju povrSinu interkostalnog
prostora pokriva endotorakalna facija koja sadrzi varijabilnu koli¢inu areolarnog vezivnog

tkiva Sto ¢ini prirodnu granicu koja razdvaja interkostalni prostor od parijetalne pleure (sl. 2).
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Slika 2. Interkostalni prostor (preuzeto iz Standring S. Gray's Anatomy, 40th ed. Churchill
Livingstone/Elsevier: London, 2008, str. 234.)



1.1.3. Epidemiologija prijeloma rebara

Incidencija prijeloma rebara nije velika. Godi$nje vise od 2 milijuna ozljeda uzrokovanih
tupom traumom povezano je s prometnim nezgodama, sa zabiljezenom incidencijom ozljede
prsnog kosa izmedu 67-70% (20). Ucestalost prijeloma rebara usko je vezana za ucestalost
uzroka traume. Prijelomi rebara su ¢e$¢i u zemljama sa vecom incidencijom prometnih
nezgoda. S obzirom na znatno veéu elasti¢nost kosti, djeca ¢e rijede imati prijelome rebara
nakon tupe traume prsnog kosa. Stariji ¢e ¢eS¢e imati i druge ozljede te komplikacije. Djeca
se Cesto prezentiraju s ozljedama intratorakalnih 1 intraabdominalnih organa bez prijeloma
rebara koja su uobicajena kod starijih osoba. To samo znaci da prilikom prisutnog prijeloma
rebara kod djece mozemo naslutiti kako se radi o djelovanju sile izrazito velikih razmjera.
Modrice na mjestu prijeloma neuobicajne su kod pedijatrijskih frakura, prema jednoj studiji
prisutne su u samo 9.1% slucajeva (21). Kod djece kod kojih mehanizam ozljede ne odgovara
teZini prijeloma (viSestruki prijelomi rebara) ili imaju frakture u razli¢itim fazama cijeljenja, u
obzir dolazi i zlostavljanje. Kod djece mlade od 2 godine sa frakturama rebara prevalencija
zlostavljanja je ¢ak 83%. Prema American College of Radiology frakture rebara mogu biti
jedina abnormalnost kod 30% zlostavljane djece (22). Kako su starije osobe sklonije
prijelomima, ¢e$¢e su i pluéne komplikacije kod njih (atelektaze, pneumonije, respiratorni
zastoj). Prisutnost kardiopulmonalnih bolesti takoder znafajno povecava morbiditet i
mortalitet kod strarijih od 65 godina te se u viSe klinika provodi i tzv. rib scoring system (23,
24).

Morbiditet / mortalitet - prijelomi rebara sami po sebi nisu opasni. Pacijenti mogu dobiti
pneumomiju i tijekom same imoblizacije. Morbiditet je ovisan o stupnju ozljede podleze¢ih
struktura. U jednoj studiji pacijenata s prijelomima rebara, mortalitet je iznosio 12%; 94%
njih imalo je i druge ozljede, 32% imalo je hematotoraks ili pneumotoraks (25). Vise od pola
pacijenata zahtjevalo je ili operaciju ili boravak u jedinici iintenzivnog lije¢enja. Prosje¢an
gubitak krvi po jednom frakturiranom rebru iznosio je 100-150 ml. U jednoj retrospektivnoj
studiji koja je obuhvacala 99 starijih pacijenata, 16% pacijenata razvilo je Stetne dogadaje,
ukljuéujuéi 2 smrtna ishoda (26). Stetni dogadaji obuhvacali su ARDS, pneumoniju,
nepredvidenu intubaciju, premjestaj u jedinicu intenzivnog lijeenja radi hipoksemije ili smrt.
Rizi¢ni faktori povezani s ovim dogadajima bili su: dob >85 godina, pocetni sistolicki tlak
<90 mm Hg, hematotoraks, pneumotoraks, 3 ili vise istostranih fraktura rebara i kontuziju
pluca. Studija o prijelomima rebara kod pacijenata mladih od 21 godinu pokazala je da se

mortalitet linearno povecava s brojem frakturiranih rebara. Mortalitet raste od 1.79% kod



pacijenata bez prijeloma rebara do 5.81% kod onih s frakuriranim jednim rebrom i nakon toga
linearno se povecava do 8.23% kod pacijenata koji imaju 7 frakturiranih rebara. Broj dana na
respiratoru takoder se povecava s brojem frakturiranin rebara (27). Prijelomi rebara su
naj¢es¢e ozljede kod starijih osoba s tupom ozljedom prsnog kosa i svako dodatno
frakturirano rebro povecava rizik od smrti za 19% te rizik od pneumonije za 27% (28, 29).
Polozaj frakturiranog rebra pomaze u identificiranju potencijalne ozljede podlezeceg organa.
Prijelomi donjih rebara ¢eS¢e su povezani s ozljedama abdominalnih organa nego s ozljedom
pluénog parenhima. Prijelomi donjih lijevih rebara povezani su s ozljedama slezene, donjih
desnih s ozljedama jetre dok su prijelomi jedanaestog i dvanaestog rebra najces¢e udruzeni s
ozljedama bubrega. Frakture prvog rebra ¢esto su povezane s ozbiljnim ili letalnim ozljedama
kraljeznice ili vaskularnih struktura (30, 31). To su najrijede frakture rebara, a nekad se
smatralo i da su preteCe teske traume, S obzirom da je prvo rebro dobro zasticeno ramenom,
donjom vratnom muskulaturom i klju¢nom kosti (32, 33). Nekad se smatralo da je za
prijelome prvog rebra potrebna puno veca sila nego za ostala rebra, danas je ta teorija upitna.
Dok se ¢ekaju sljedece studije, frakture prvog rebra treba smatrat ozbiljnom traumom prsnog
kos$a. Prisutnost frakture prvog rebra zahtjeva multidiscpilinarni pristup. CT kraljeZnice i
toraksa pomaze u ranoj dijagnozi. Odgovaraju¢i tretman i boravak u jedinici intenzivnog
lijeCenja moze sprije¢iti moguci morbiditet i/ili moratalitet. Dok prijelomi prvog rebra imaju
veliku povezanost sa prijelomima kraljeZnice 1 viSestrukim ozljedama, pojava istih nije uvijek
povezana sa visokim mirbiditetom i mortaliltetom. Mortalitet od 36%, zabiljezen tijekom
jedne studije, obuhvacao je pacijente koji su uz prijelom prvog rebra imali i ozljedu plu¢nog
parenhima, uzlaznog dijela aorte, potkljucne arterije te brahijalnog pleksusa (34). Druge
komplikacije povezane s prijelomom prvog rebra ukljucuju trombozu potklju¢ne vene,
aneurizmu aorte, traheobronhalnu fistulu, sindrom gornje aperture prsnog kosa i Hornerov
sindrom (35, 36). Udruzeni prijelomi donjih rebara i prijeloma zdjelice ¢es¢e ukljucuju i

ozljede solitarnih organa (37).

1.1.4. Klini¢ka slika

Opis dogadaja prije dolaska pacijenta na Hitni prijam bolnice ¢esto nas navodi da
posumnjamo na prijelom rebara. Nakon prometne nezgode, deformitet upravljaca vozila i
aktiviranje pojasa i zraCnih jastuka povezan je s ozljedom rebara. Pacijenti s prijelomom
rebara Cesto se Zale na bol kod inspirija i dispneju. Prijelomi rebara zabiljeZeni su i kod jaceg

napada kaslja bez druge znacajnije traume. Atleticari koji izvode zahtjevne kretnje rukama



(npr. bacaci diska) znaju imati stres frakture gornjih i srednjih rebara (38). Poseban naglasak
treba staviti na pedijatrijske pacijente s obzirom na zlostavljanje kao mogucéi uzrok prijeloma
rebara. Bol na palpaciju, krepitus i deformitet prsnog kosa cesto se nalaze kod prijeloma
rebara. Paradoksno Sirenje prsnog kosa prilikom inspirija vidi se kod nestabilnog prsnog kosa
(engl. flail chest). Do nestabilnog prsnog kosa dolazi ukoliko ve¢i segment rebara nije vezan
za kraljeznicu. Kod takvih rebara frakture su prisutne na najmanje dva mjesta. Paradoksne
kretnje dogadaju se zato S§to se dio rebra izmedu dvije frakturne pukotine pomice kako se
mjenja intratoraklni tlak, a ne s kontrakcijama interkostalne muskulature. Kod nestabilnog
prsnog kosSa, odvojeni segment prsnog kosa uvlac¢i se u prsnu Supljinu tijekom insipirija te
izbacuje van za vrijeme ekspirija. Ovo abnormalno kretanje povecava rad prilikom disanja te
kompromitira respiratornu funkciju te moze zahtjevati intubiranje i potporu respiratora.
Specifiéni znakovi respiracijske insuficijencije ukljuuju cijanozu, tahipneju, retrakcije i
koristenje pomo¢ne repirarotne muskulature. Manje specificni znakovi ukljucuju anksioznost
1 agitaciju. Modrice na mjestu prijeloma neuobicajne su kod pedijatriske populacije pacijenata
te se nalaze u svega 9.1% slucajeva (6). Ako sumnjamo na prijelom donjih rebara, treba
procijenit bolnost trbusne stijenke te bolnost u podruc¢ju rebrenih lukova, $to moze pobuditi
sumnju na ozljedu intraabdominalnih organa (39, 40). Medu uzrocima prijeloma rebara
navode se tupe traume, ukljuCujuc¢i prometne nezgode kao najces$¢i uzrok, fizi¢ki napadi,
padovi niz stepenice (41), napadaj kaslja, zlostavljanje kod pedijatrijske populacije pacijenata,
ponavljaju¢e manje traume te stres frakture kod atletiGara (baca¢i diska) (42). Vozaci
motocikla imaju vec¢i rizik za prijelom rebara nego putnici na motociklu (57.1% odnosno
23.8%, p=0.05) (43). Diferencijalno dijagnosticki, tijekom pregleda pacijenta treba misliti i na
disekciju aorte, amebijazu, ezofagitis, druge frakture posebno klju¢ne i prsne kosti, dorzalgiju,

pneumotoraks, plu¢nu emboliju, traumu gornjeg dijela urogenitalnog sustava.

1.1.5. Dijagnostika

Laboratorijske pretrage nisu korisne tijekom evaluacije izoliranih prijeloma rebara. Kod
pacijenata s prijelomima donjih rebara moze se uciniti analiza urina s obzirom da su frakture u
tim segmentima cesto povezane s oljedama bubrega. Laboratorijska analiza plué¢ne funkcije
(ABS, acidobazni status arterijske krvi) moZze nam pomo¢i prilikom sumnje na kontuziju
plunog parenhima.

RTG (rentgen) — iako se posteroanteriorne (PA) i lateralne projekcije prsnog rutinski koriste u

dijagnostici prijeloma rebara, i dalje je zabiljezena senzitivnost pretrage od svega 50% (44).
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Odgodene ili kontrolne snimke mogu biti od velike pomo¢i. Radiografija plu¢a puno je
korisnija u dijagnostici podleze¢ih ozljeda, uklju¢ujué¢i hematotoraks, pneumotoraks,
kontuziju pluca. atelektaze, pneumoniju i vaskularne ozljede. Nalaz frakture prsne ili
lopati¢ne kosti treba pobuditi sumnju na frakture rebara. Serijske radiograme rebara neki
autori smatraju kontroverznim buduc¢i da se dodatnom informacijom rijetko mjenja klinicka
slika ili tretman. Detaljni radiogrami mogu niti korisni u evaluaciji prvog i drugog te 7-12-tog
rebra. Standardni radiogrami prsnog koSa mogu biti korisni prilikom dokumentiranja
zlostavljanja u medikolegalne svrhe. Dijagnoticka senzitivnost je ve¢a kod radiografije rebara
nego prsnog koSa no medutim, ukoliko se sumnja na frakturu, s pacijentom se postupa
sukladno tome, bez obzira na radiografski nalaz. Ozljeda aorte, primjerice, Cesto je povezana
sa proSirenjem ve¢im od 8§ cm mjereno u najSiroj to¢ki medijastinuma na PA radiogramu
prsnog koSa. Klini¢ari bi trebali uciniti prikaz kostura dojencadi ako postoji sumnja na
zlostavljanje. Nalazi u skladu sa zlostavljanjem ukljuuju postojanje viSestrukih prijeloma
rebara u razli¢itoj fazi cijeljenja (44, 45).

UZV (ultrazvuk) — ultrazvuk u ambulanti Hitnog prijema bolnice ¢esto daje brzu dijagnozu
bez izlaganja zracenju (46). Prednosti ukljucuju dijagnozu prijeloma kod neosificirane djecje
kosti te prijeloma drugih rebara koji nisu prikazani radiografijom. Manje preliminarne studije
ukazuju na to da bi ultrazvuk mogao biti senzitivniji nego radiogram prsnog koSa U
detektiranju prijeloma rebara (46-48). Ultrazvuk takoder detektira frakture rebrenih hrskavica
i kostohondralnog spoja bolje od radiografije. Cijeljenje prijeloma sa stvaranjem kalusa i
prijelomi prsne kosti takoder se mogu sonografski detektirati. Tehnika ukljucuje
identificiranje mjesta najjae bolnosti te nakon toga Kkoristenje linerane visokofrekventne
sonde (7-12 MHz). Sonda se postavlja okomito na dugu os rebra da bi se prikazala straznja
povrSina rebra u obliku jasne akusti¢ne sjene 1 nakon toga se rotira kroz 90 stupnjeva da bi se
detektirao bilo kakav diskontinuitet kortikalisa, vidljiv kao raspuklinana hiperehogenom rubu
rebra. Drugi, ali rijedi sonografski znakovi koji govore u prilogu frakturi ukljucuju: linearnu
akustiénu rubnu sjenu posteriorno od frakture, reverberacijski artefakt posteriorno od
frakture, prisutnost hipoehogenog hematoma. Jednom kad je prijelom rebra verificiran,
ultrazvuk se moze koristiti 1 da se iskljuce komplikacije poput pneumotoraksa i
hematotoraksa. Ogranienja ultrazvuka prisutna su prilikom potrebnog pregleda
retroskapularnih rebara te infraklavikularnog dijela prvog rebra s obzirom na tehni¢ku
nemogucnost izvodenja sonografije (47, 48).

CT prsnog kosa — znatno senzitivniji u odnosu na radiogram u detekiranju fraktura rebara

(49). Modalitet moze pruziti informacije bez obzira na broj rebara koji je obuhvac¢en. Ako su
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komplikacije prijeloma rebara klini¢ki suspektne ili dijagnosticirane radiografski, CT prsnog
kosa moze nam pomo¢i u dokumentiranju specificnih ozljeda, dati uvid u opseg ozljede i
pomoci u planiranju definitivnog lijeCenja. Dodatni CT abdomena s intravenskim kontrastom
pomoc¢i ¢e nam prilikom sumnje na ozljede jetre i/ili slezene kod prijeloma donjih rebara.
Zabiljezena je incidencija 20-40% konkomitantnih intraabdominalnih ozljeda s prijelomima
donjih rebara. CT abdomena, prema jednoj studiji, pokazao se osobito vazan kod pacijenata
mladih od 55 godina, s obostranim frakturama i niskim vrijednostima hematokrita (50). U
studiji koja je obuhvacala klinicki dijagnosticiranu zlostavljanu djecu, retrospektivna analiza
inicijalnog i kontrolnog radiografskog prikaza kostura i CT prikaza 16 pacijenata mladih od
12 mjeseci, pokazala je da 17% (18 od 105) prijeloma rebara nije dokumentirano na
inicijalnom radiografskom prikazu kostura. Iste su se detektirale tek kod kontrolnih snimanja,
a vise od polovice (11/18) bilo je detektirano CT-om. Vecina fraktura bile su straznje (43%)
ili prednje (30%), a 96% bilo je bez pomaka (50).

Angiografija — s obzirom da su prijelomi prvog i drugog rebra ¢esto udruzeni s ozljedama
vaskularnih struktura, kod ovakvih pacijenata trebalo bi razmisliti o angiografiji, posebno ako
su prisutni simptomi i znakovi neurovaskularne ozljede. To je posebno vazno kod prijeloma
drugog rebra sa straznjim pomakom, kada je stupanj angiografskih abnormalnosti znatno veci
nego kod prijeloma ostalih rebara. Dok se nekad smatralo da je prijelom prvog rebra snazan
faktor rizika za ozljedu aorte, vecina autora danas vjeruje da aortografija i/ili CT snimka nisu
indicirane ukoliko ne postoje drugi dokazi ozljede kao S$to je primjerice abnormalni
medijastinum.

Scintigrafija kosti — korisna pretraga u ranoj dijagnostici stres fraktura. Takve frakture obi¢no
se ne vide radiografski sve do kasnijeg perioda cijeljenja, kada se razvije vidljiv kalus.
Kostohondralno nakupljanje osteotropnog radiofarmaka kod djece moze biti toliko intenzivno
da pokazuje prekid rebra iz posteriorne projekcije. Takoder i svaka druga lezija ili bolest rebra
koja rezultira pove¢anom pregradnjom kosti moze dati pozitivne rezultate. Lazno negativno
rezultati moguéi su kod pacijenata koju si nedavno primili injekciju zeljezo dekstrana s
obzirom na visoke razine Zeljeza u koStanoj srzi interferiraju s normalnom pregradnjom kosti.

MRI — iako se magnetska rezonance ne Kkoristi za primarnu dijagnozu frakture rebara, lateralne
angulirane frakture kao i frakture straznjih rebara mogu se detektirati MR-om. Kretnje
prilikom disanja uzrokuju artefakte koji onemogucavaju dijagnozu prijeloma prednjih
segmenata rebra. Efekt parcijalnog volumena moze dati lazno pozitivne nalaze fraktura rebara

bez pomaka.
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1.1.6. Lijecenje

Zbrinjavanje pacijenta na hitnom prijemu - prehospitalno lijeenje mora biti usmjereno na
odrzavanje diSnog puta i nadoknadi kisika. Cilj inicijalnog zbrinjavanja, a to je obicno Hitni
prijam, jest stabiliziranje traumatoloskog pacijenta te multitsistemska evaluacija. Izuzetno je
vazna briga za diSne puteve, ukljuCujuéi tzv. incentivnu spirometriju radi sprjec¢vanja
atelektaza 1 njihovih komplikacija. Drzanje jastuka ili slicno u funkciji mekane udlage na
mjestu frakture smanjuje osjecaj nelagode i bolnost tijekom upotrebe spirometra ili kasljanja.
Kontrola boli ima klju¢nu ulogu tijekom zbrinjavanja pacijenta s frakturiranim rebrima jer se
time smanjuje potreba za imobilizacijom prsnog i alveolarni kolaps, u svrhu boljeg ¢is¢enja
pulmonalne sekrecije. 1zolirane frakture rebara, bez udruzenih drugih ozljeda, mogu se lijeciti
i ambulantno peroralnim analgeticima, pocevsi s nesterodinim antireumaticima (NSAR)
ukoliko nisu kontraindicirani te po potrebi, ukoliko oni nisu dostatni za ukljanjanje boli,
ordinirati i opioidne analgetike. Opisana je upotreba i lidokainskih flastera za kontrolu boli,
ali studija je pokazala da njihova ekikasnost nije vec¢a od placeba (51). Druge opcije ukljucuju
parenteralno primjenjene opioide titrirane da sprijece depresiju disanja. Iako rebrene udlage i
pojasevi smanjuju bol, njihova primjena povezana je s hipoventilacijom, atelektazama i
pneumonijom te se njihova upotreba danas viSe ne preporuca.

Za pacijente sa znacajnim mehanizom ozljede, uputno je uciniti CT prsnog koSa i abdomena
radi detekiranja drugih pridruzenih ozljeda. Mnogi autori, s obizom na brojne studije,
preporucuju hosppitalizaciju pacijenata s 3 ili vise prelomljena rebra te prijem u jedinicu
intenzivnog lijeCenja starijih s 6 ili viSe frakturiranih rebara. Pri tome oni navode znacaju
povezanost izmedu takvog nalaza i ozbiljnih unutarnjih ozljeda, kao $tp su kontuzije pluca i
pneumotoraks (52). Pacijenti s manjom ozljedom rebara, sposobni za iskasljavanje, mogu se
otpustiti na kué¢nu njegu s adekvatnom analgetskom terapijom. Adekvatni analgetici kriti¢ni
su za vanbolni¢ko zbrinjavanje pacijenata s prijelomom rebara (53). U jednoj studiji, 19%
pacijenata otpustenih s frakturom rebara javili se opet u bolnicu, a glavna prituzba je bila
nedovoljna analgezija (56%) (54). Vecina pacijenata koji ¢e imati komplikacije, razvit ¢e ih
unutar prva dva tjedna, stoga je uputno unutar tog vremenskog razdoblja obavljati redovne
kontrole (55). Kontrolne radiografije danima nakon ozljede ne preporucuju se s obzirom da
nam ne daju dodatne infirmacije, a iziskuju dodatne troskove. Indicirano ih je napraviti
ukoliko su prisutni odredeni klinicki znakovi ili simptomi (auskultacijski tiSi tonovi jedne

strane prsnog kosSa, perzistentna bolnost koja moze znaciti loSe cijeljenje ili cak necijeljenje
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prijeloma) (56,57). O incentivnoj spirometriji treba razmisliti posebno kod pacijenata s
viSestrukim frakturama rebara, s obzirom da smanjuje moguénost nastajanja komplikacija te
potiCe pacijente da duboko udahnu. Studija koja je obuhvacala pacijente od 65 godina i
starije, pokazala je da se takvi pacijenti moogu sigurno otpustiti kué¢i ukoliko nemaju prisutne
rizicne faktore (dob >85, sistoli¢ki tlak <90 mm Hg, hematotoraks, pneumotoraks, 3 ili vise
unilateralne frakture, kontuzija pluca). Pacijenti bez ovih rizi¢nih faktora, sa izoliranom
tupom traumom prsnog kosa, nisu imali $tetnih dogadaja tijekom preliminarne studije (26).

Bolnicko lijecenje — pacijente s izoliranim prijelomima rebara koji ne mogu iskasljavati i na
taj naCin vrsiti samotoaletu di$nih putova, trebalo bi opservirati tijekom 24 sata. Takoder treba
razmisliti o hospitalizaciji pacijenata s podlezeCom pluénom bolesti ili smanjenom
pulmonalom rezervom. Manjak indikacija za hospitalizacijom starijih pacijenata sa izoliranim
prijelomima rebara je opravdan s obzirom na vecu incidenciju hipoventilacije, hiperkapnije,
atelektaza i pneumonije. Posebno treba razmisliti o hospitalizaciji pacijenata dobi 85 ili vise
godina, sa sistolickim tlakom 90 mm Hg, hematotoraksom, pneumotoraksom, unilateralnim
frakturama 3 ili viSe rebra 1/ili kontuzijom plu¢a (26). Hospitalizacijom ¢e se omoguciti
opservacija mogucih intraabdominalnih ozljeda. Hospitaliziranim pacijentima potrebno je
prije svega kontrolirati bol te primjeniti incentivnu spirometriju (58). Paravertebralni blok
koristan je jedino kod pacijenata s unilateralnim frakturama, ali kod manjeg broja pacijenata
moze izazvati hipotenziju (59). Interkostalnim blokom smanjujemo bolnost bez da utje¢emo
na respiratornu fukciju, ali ova procedura sa sobom nosi rizik intravaskularne aplikacije
anestetika i pneumotoraksa. Procedura je takoder ograniCena trajanjem blokade i, kod
pacijenata s viSestrukim prijelomima, potrebnom primjenom na viSe razina. Pokazalo se da
interkostalni blok puno bolje kontrolira bol u odnosu na konvencionalne lijekove u incijalnom
lijeCenju pacijenata s ozljedom prsnog koSa. Takoder se lako primjenjuje; nije povezan s
neuroloskim komplikacijama poput mucénine, povracanja, vrtoglavice ili krvarenja; i nije
povezan s komplikacijama koje nastaju zbog moguce krive procjene koje su promatrane u
drugim procedurama kao kod $to je primjena torakalne epiduralne injekcije (59). Meta-analiza
koja je obuhvacala 8 studija (232 pacijenta) nije pokazala znacajniju Kkorist epiduralne
analgezije s obzirom na mortalitet, duZinu boravka u jedinici intenzivog lijecenja te ukupan
broj dana leZzanja u bolnici, u odnosu na ostale oblike analgezije kod odraslih pacijenata s
frakturom rebara. Mehanicka ventilacija uz lokalni anestetik i torakalnu epiduralnu analgeziju
moZze biti korisna, ali veliki problem predstavlja pojava hipotenzije prilikom primjene
epiduralne analgezije. Daljnje istrazivanja i evaluacije su potrebne da bi se epiduralna

analgezija mogla smatrati standradnom terapijom kod ove populacije pacijenata (60). U
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jednoj studiji koja je usporedivala epiduralnu analgeziju i primjenu paravertebralnog bloka
kod pacijenata s frakturom rebara, niti jedna procedura nije pokazala prednosti nad drugom,
medutim, kod pacijenata koji nisu primili jednu ili drugu analgeziju mortalitet je bio povecan
(54). U hospitaliziranih pacijenata intrapleuralni kateter takoder se moze Koristiti i za
apliciranje anestetika u pleuralnu Supljinu. Takav kateter moZe se smjestiti uz torakostomijski
dren prilikom uvodenja istog (61). Pacijentom-kontrolirane analgetske pumpe takoder su se
pokazale korisnim kod hospitaliziranih pacijenata.

Kirurski oblik lijecenja — meta-analiza koja je obuhvacala 22 studije pacijenata s frakturama
rebara koji su podvrgnuti otvorenoj redukciji i unutarnjoj fiksaciji (engl. ORIF), pokazala je
da se ovom metodom lijeCenja smanjuje mortalitet, trajanje mehanicke ventilacije, ukupan
broj dana leZanja pacijenata u bolnici uz smanjenje incidencije pneumonije i potrebe za
traheostomijom (62).

Komplikacije — medu brojnim za izdvojiti je tzv. zamor ili kolaps respiratornog sustava koji
nastaje uslijed promjene mehanike disanja posljedi¢no frakturama rebara (povecava se rad
potreban za disanje). Ova komplikacija moze biti posljedica ozljede samo kostanih dijelova
prsnog koSa (nestabilni prsni kos), ali je ¢es¢e prisutna kod kontuzije plu¢nog parenhima ili
kod ravijene nozokomijalne pneumonije (63). Ostale komplikacije su: hipoventilacija,
hiperkapnija, hipoksija, pneumonija (postotak pojavnosti najvise ovisi o broju frakturiranih
rebara 1 dobi pacijenta, incidencija je oko 6%), ozljeda podlezecih visceralnih organa, odmah
prisutni ili naknadni pneumotoraks i/ili hematotoraks, tzv. zadrZani hematotoraks (postojanje
krvnih ugrusaka u pleuralnoj Supljini unato¢ torakalnoj drenazi) s moguénos¢u nastajanja
empijema, ozljeda aorte, kontuzija pluca te intraabdominalne ozljede (jetra, slezena, bubreg)
(64,65). Ustanovljeno je da pacijenti s frakturiranim rebrima i vitalnim kapacitetom pluca
manjim od 30% imaju puno veci postotak pluénih komplikacija. Jedna studija je pokazala da
povecanje vitalnog kapaciteta za 10% smanjuje postotak pluénih komplikacija za 36%.
Pacijenti s vitalnim kapacitetom veé¢im od 50% imaju znacano manji postotak plu¢nih
komplikacija (66). Prijelomi prvog rebra Cesto su udruZzeni s ozbiljnom ozljedom glave,
ozljedom vratne kraljZnice, naknadnom trombozom potklju¢ne arterije /ili vene, aneurizmom
aorte, traheobronhijalnom fistulom, sindromom gornjeg otvora prsiSta te Hornerovim
sindromom. Manji postotak prijeloma rebara ne cijeli, iako se i tada moZe razviti fibrozna
kapsula koja obavija frakturu. Nesrasli prijelom moze se prezentirati mjesecima pa cak i
godinama nakon ozljede i obi¢no uzrokuje stalno pisutnu nelagodu kod disanja na mjestu

frakture.
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U zakljucku ovog poglavlja moze se re¢i da su lijekovi i dalje glavna okosnica u lijeCenju
prijeloma rebara i to prije svega nesteroidni antireumatici koji se najées¢e koriste za blagu do
umjerenu bol (fenoprofen, ketoprofen, indometacin, naproksen, piroksikam). Pacijentima s
poznatom alergijom na ovu grupu lijekova, onima s poznatom bolesti gornjeg dijela
gastrointestinalnog trakta ili onima Kkoji su na antikoagulatnoj terapiji, ordinira se
acetaminofen (periferno djelujuc¢i neopiodini analgetik) sam ili u kombinaciji s kodeinom
(centralno djelujuci opioidni alkaloid). Pacijentima sa srednje jakom do jakom boli uputno je
dati kombinaciju acetaminofena i hidrokodona ili oksikodona. Kao krajnja linija u
zbrinjavanju boli pacijentima se aplicira morfij titriran do razine koja uklanja bol ili sedira

pacijenta. Kao antidot primjenjuje se nalokson.

1.2. Cijeljenje kosti

Cijeljenje prijeloma dinamican je i kompleksan proces. Jedna od jedinstvenih karakteristika
cijeljenja kosti je ta da kost cijeli novim tkivom koje se ne moze ralikovati od onog prije
ozljede. Nadalje, cijeljenje se dogodi u vecini slu¢ajeva. Prema nekim studijama do
zakasnjelog cijeljenja ili nesraStavanja prijeloma dolazi u oko 10% slucajeva (67). Vecina
kostiju cijeli putem dva paralelna procesa: enhondralnom i intramembranoznom osifikacijom.
PovrSina kosti pokrivena je s 2 sloja: vanjski (periost) te unutarnji (endost). Oba sloja
predstavljanju razli¢ito gradeno fibrozno tkivo bogato progenitorskim stanicama te krvnim
zilama. Periost predstavalja glavni izvor osteoblasta te hondrocita tijekom procesa cijeljenja.
Hondrociti, iako se ve¢inom povezuju sa izgradnjom zglobne hrskavice, imaju klju¢nu ulogu
u proizvodnji ekstracelularnog matriksa kosti (kolagen, proteoglikani) te deponiranju
intracelularog kalcija u procesu enhondralne osifikacije. Osteoblasti imaju sposobnost
stvaranja osteoida, organske komponente kosti gradene uglavnom od kolagena tipa I, te stoga
ni ne ¢udi da se tijekom histoloske analize prikazuju bazofilno (citoplazma ispunjena
velikom koli¢inom endoplazmatskog retikuluma). Uz osteoid, osteoblasti stvaraju i
osteokalcin i kostani sijaloprotein (68). Stanice odgovorne za resorpciju mineraliziranog
kostanog matriksa predstavljanju osteoklasti. Na taj nacin osteoklasti omoguc¢uju koStanu
pregradnju, kljuénu u procesu cijeljenja frakture. Histoloski se lako razlikuju od drugih
stanica s obzirom da im je citoplazma ispunjena brojnim lizosomima i mitohondrijima. Osim
spomenutih stanica, u prvom satu na mjestu frakturne pukotine mogu se zamjetiti i trombociti,

neutrofili, makrofagi i limfociti. Za aktivaciju trombocita klju¢na je uloga prisutnost brojnih

16



faktora rasta (PDGF, VEGF, TGF-B, FGF). Broj polimorfonuklearnih leukocita ili neutrofila
raste kontinuirano u prva 4 sata, a smanjivanje njihovog broja na mjestu frakture povezano je
sa smanjenim rigiditetom kalusa na Stakorskom modelu prijeloma femura, S§to sugerira
negativan utjecaj neutrofila na proces enhondralne osifikacije (69). Moguce je da je ovo
uzrokovano visokom razinom rekativnih kisikovih radikala u podrucju prijelomne pukotine
(70). Nekoliko sati nakon pojave neutrofila, na mjestu prijelomne pukotine javljaju se i
makrofazi ¢ija je glavna uloga debridman (¢iS¢enje) tkiva te prezentacija antigena na povrsini
(regulacija autoimunosti). Istu ulogu imaju 1 limfociti B 1 T koji se javljaju nesto kasnije, no
njihov glavni zadatak u procesu cijeljenja predstavlja proizvodnja citokina. Mezenhimalne
pluripotentne maticne stanice prisutne su u niSama koStane srzi 1 imaju mogucnost
diferencijacije u osteoblaste i hondrocite, §to je potvrdeno i brojnim znanstvenim in vitro
istrazivanjima gdje je isto bilo potaknuto deksametazonom, askorbat-2-fosfatom i B-glicerol
fosfatom (70). Misi¢i koji okruzuju kost kljucni su u procesu cijeljenja, §to su pokazale i
brojne studije otvorenih prijeloma gdje je integritet misi¢a narusen ili nedostaju. In vivo
istrazivanja pokazala su da resekcija miSi¢a oko frakturne pukotina smanjuje mehanicka
svojstva kosStanog kalusa (71-73). Ekstracelularni matriks predstavlja svojevrsnu mrezu
izgradenu u vecoj mjeri od neorganskog materijala (60-70%) u obliku mineralnih kristala koje
¢ine kalcij, fosfat, natrij, magnezij i karbonat. Organski dio matriksa (30-40%) ¢ini uglavnom
kolagen tip 1 (90%). Neposredno nakon prijeloma, pretvorba fibrinogena u fibrin stvara
poluévrsti krvni ugrusak koji predstavlja inicijalni ekstracelularni matriks u koji pristizu pro- i
protuupalne stanice. SrediSnja uloga vaskularizacije u procesu cijeljenja kosti ¢vrsto je
definirana. Tijekom frakture dolazi do disrupcije lokalnih krvnih Zzila, ¢ime nastaje relativno
avaskularno i hipoksi¢no podrucje unutar hematoma i ranog kos$tanog kalusa (74-76). Zbog
takvih uvjeta dolazi da produkcije VEGF potaknuto tzv. hipoksija-inducibilnim faktorom-1
(HIF-1), ¢ime se potice revaskularizacija i angiogeneza.

Enhondralno cijeljenje kosti — proces tijekom kojeg se hrskavi¢no tkivo mjenja koStanim
naziva se enhondralna osifikacija. Javlja se u trenutku hipertrofije hondrocita, nakon cega
slijedi njihovo nadomjestanje osteoblastima, dok u isto vrijeme u hrskaviéni kalus urastaju
krve zile (75). U proslosti se prevaga enhondralne osifikacije definirala kao sekundarno
kostano cijeljenje koje je prolazilo 3 faze: mekani kalus, tvrdi kalus i remodeliranje. Takvo
cijeljenje bilo je vezano za kretnje na mjestu prijeloma kod nepotpuno stabiliziranih fraktura.
Danas se zna da se ovaj nacin cijeljenja kosti odvija ovim redom: pojava hematoma ne mjestu
prijeloma, inflamacija, stvaranje mekanog kalusa, stvaranje tvrdog kalusa te remodeliranje
(slika 3).

17



Inflamacija
------- Mekani kalus

100% <
Tvrdi kalus
Remodeliranje
Bioloska
aktivnost
I
5 10 3 6 5 godinaivise
T 7R T
Dani Tjedni
Formirani
hematom

Slika 3. Preklapajuce faze cijeljenja kosti. Cijeljenje prijeloma ne moze se podjeliti u jasno
odvojene faze nego se treba promatrati kao kontinuum. Studije su pokazale da se svi procesi
simultano odvijaju u ranoj fazi cijeljenja prijeloma. Remodeliranje se nastavlja do 6 godina
nakon inicijalne ozljede.

Brojna istrazivanja na Stakorima pokazala su da hematom koji nastaje u podruc¢ju prijelomne
pukotine pokazuje bioaktivnost. Transplatacija 4 dana starog hematoma s mjesta prijeloma
subperiostalno ili intramuskularno rezultirala je stvaranje ektopicne kosti ili hrskavice, dok
transplatacija periferne krvi na ista mjesta nije dala takve rezultate (76). Nadalje, uklanjanje
hematoma iz prijelomne pukotine nakon 30 minuta ili 2-4 dana dovodi do nastajanje
mehanicki inferiornijeg cijeljenja kosti (75,76). Postojanje stanicnog debrisa potice
inflamatorni odgovor, predvoden lokalnim 1 infiltrirajuéim stanicama. Neutrofili su prve
stanice koje dolaze na mjesto prijeloma i prisutne su jo$ sljede¢a 3 sata. Treba napomenuti
kako se ve¢ina kirurskih intervencija odvija upravo u ovoj ranoj fazi cijeljenja prijeloma kada
se moze naruditi normalan proces stvaranja hematoma i proupalnog odgovora.Zivotinjski
modeli pokazali su da ponavljani debridman na mjestu frakturne pukotine (prva 2 dana) moze
rezultirati zakasnjelim cijeljenjem ili ¢ak necijeljenjem kosti (77). Faza mekanog kostanog
kalusa obiljezena je diferencijacijom progenitorskih stanica u hondrocite i osteoblaste, a
pocinje otprilike 3 tjedna nakon prijeloma. Hrskavica ili osteoid postaju dominantno tkivo u
kalusu, nadomjestaju¢i fibrozno tkivo i hematom. Radiografski, u ovoj fazi ne moZe se
detektirati cijeljenje kosti, ali se moze razaznati rani mineralizirani kalus. Stvaranje tvrdog

kalusa predstavlja pretvorba hrskavice u kalcificirani hrskaviéni matriks uz terminalnu
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diferencijaciju hondrocita. Do ove faze cijeljenja dolazi nekoliko tjedana nakon frakture.
Dominantne stanice u ovoj fazi cijeljenja kosti postaju osteoblasti i osteoklasti. Radiografski
se ova faza prezentira kalcificikacijom i konsolidacijom kalusa na mjestu prijeloma. Klinicki
znacaj nastajanja tvrdog kalusa proizlazi iz znatno manjeg osjecaja bolnosti i jatanja osjecaja
stabilnosti u podrucju frakture kosti. Tijekom remodeliranja kosti, kanalikularna arhitektura
kosti i Haversijanov sustav ponovno se uspostavlja. Ova faza enhondralnog cijeljenja kosti
pocinje koStanom konsolidacijom i moze potrajati mjesecima pa i godinama nakon §to je
postignuto ¢vrsto koStano cijeljenje. Za vrijeme remodeliranja, sloZzena komunikacija izmedu
osteoblasta i osteoklasta dovodi do stvaranja lamelarne kosti otporne na razliCite oblike
mehanickog stresa.

Intramembranozno cijeljenje kosti — proces direktnog stvaranja kostanog tkiva, bez
prethodnog stvaranja hrskavi¢nog tkiva (78). Naziva se jo$ i primarno cijeljenje prijeloma, a
prisutno je tijekom unutarnje fiksacije frakture kada su kretnje izmedu ulomaka potpuno
onemogucene. Cijeljenje se odvija bez vidljivog kalusa §to se i1 radiografski oclituje u
postoperativnim snimkama. Danasnje metode fiksacije prijeloma imaju koristi od oba nacina
cijeljenja, ali u razli¢itim okolnostima. Niti jedan od ova dva nacina cijeljenja ne moze se
smatrati inferiornijim u odnosu na drugi, posebno imaju¢i na umu da vecina prijeloma cijeli

kombinacijom jednog i drugog.

1.3. Uloga kalcija i fosfata u metablizmu kosti

Poremecaji kalcija, fosfata 1 metabolizma kostiju uklju¢uju najcesée skupine bolesti koje ¢e
lije¢nik susresti u svojoj praksi (79). One obuhvacaju poremecaje u serumskoj koncentraciji
ova dva minerala, posebice kalcija, poremecaje kostiju te poremecaje glavnih regulatornih
organskih sustava, posebno paratireoidne Zlijezde, bubrega i1 gastrointestinalnog trakta.
Serumske vrijednosti kalcija mogu biti abnormalno visoke, kao kod malignih bolesti i
primarnog hiperparatireoidizma, ili abnormalno niske, kod renalne insuficijencije i
hipoparatireoidizma. Kost moZe biti niskog denziteta, kao kod osteoporoze i osteomalacije, ili
visokog, u slu¢aju Pagetove bolesti, osteopetroze i drugih osteoskleroti¢nih bolesti. Kostani
sustav predstavlja rezervoar kalcija za mnoge fizioloSke funkcije, i sli¢nu, ali ne tako
jedinstvenu ulogu ima za fosfate i magnezij. Kostani kalcij kontoliran je regulatornim
putevima gastrointestinalnog (GI) trakta i bubrega, a ova regulacija posredovana je
osteoblastima i osteoklastima u kostima. Kalcij, nakon apsorpcije u Gl traktu, dospjeva do

kosti i postaje dio nje procesom mineralizacije organskog matriksa odnosno osteoida.
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Regulacija kosti i koStanog mineralnog metabolizma rezultat je interakcije 4 hormona:
paratireoidog hormona (PTH), kalcitonina, fibroblastnog faktora rasta 23 (FGF23), vitamina
D. Intracelularni kalcij, smjeSten u citosolu, mitohndrijima i mikrosomima, sluzi kao
sekundarni glasnik u velikom broju prijenosa signala u stanicu. Kalcij izvan kostiju ¢ini svega
1% ukupne koli¢ine kalcija u nasem organizmu i nalazi se u kvi te tjelesnim tekuc¢inama. Oko
50% serumske vrijednosti kalcija u ioniziranom je obliku, ostatak je vezan za albumin ili
fosfate (79). Koncentracija ioniziranog kalcija iznosi 1.25 + 0.07 mmol/l, a ukupna vrijednost
kacija u serumu varira od 8.5 do 10.5 mg/dl. U kostima se nalazi u anroganskom obliku
(69%), uglavnom kao hidroksiapatit (99%) te organskom obliku (22%), u sastavu kolagena
(90%) i nekolagenskih strukturalnih proteina (proteoglikani, sijaloproteini). Prosje¢ni obrok
sadrzi oko 1g kalcija, ali se samo polovica apsrobira u GI traktu. Kroz kosStani sustav dnevno
se metabolizira 250 mg kalcija, najvise u podrucju povrsine kosti gdje se nalaze tzv. labilni
bazeni s kalcijem. U stanjima bolesti taj se metabolizam povecava (hiperparatireoidizam) ili
smanjuje (hipoparatireoidizma) uz odgovaraju¢e promjene vrijednosti kalcija u serumu i
urinu. Primarni hormoni u regulaciji kalcija su PTH i vitamin D, koji djeluju na kost, bubreg i
GI trakt povecavaju¢i serumski kalcij i u manjoj mjeri vrijednosti kalcitonina, koji smanjuje
kostanu resorpciju (80,81). Nedavna istrazivanja pokazala su da je metabolizam kalcija usko
vezan za metabolizam glukoze, a kao moguca poveznica navodi se proizvod osteoblasta,
osteokalcin. Dok je karboksiliran, osteokalcin djeluje kao strukturalni koStani protein. Nakon
procesa dekarboksilacije, osteokalcin moze djelovati na metabolizam glukoze stimulirajuci
sekreciju inzulina. Stoga ni ne cudi kako se ova dva metabolicka puta, kalcij/kost i
glukoza/inzulin, dovode u vezu (82). Fosfor je znatno S$ire distribuiran od kalcija i takoder ima
razli¢ite bioloske funkcije. Dok se veéi dio fosfora nalazi u kostima kao hidroksiapatit, 15% je
distribuirano u ostalim izvanko$tanim strukturama u obliku fosfoproteina, fosfolipida i
nukleinskih kiselina (83,84). Dnevno hranom unesemo 1 mg fosfora; od toga se 60-80%
apsorbira uglavnom u duodenumu posredstvom Kkalcija te kalciotropnih hormona, posebice
vitamina D, ¢iji aktivni metaboliti povecavaju apsorpciju, dok PTH i kalcitonin imaju manji
ucinak. Fosfatni nosaci koji sadrZe kalcij ili aluminij mogu inhibirati apsorpciju te se koriste u
lijeCenju bubreznih bolesti. Kost se sastoji od mineralnih i organskih komponenata. Mineralni
dio ¢ine uglavnom kristali hidroksiapatita (Cal0(PO4)6(OH)2) koji se nalaze u zreloj kosti.
Ostatak predstavlja amorfni kalcij fosfat koji se nalazi u podrucjima aktivnog stvaranja kosti 1
kroz brojne intermedijarne stadije prelazi u hidroksiapatit. Organski dio kosti proizvod je

osteoblasta, a ¢ini ga u najvec¢oj mjeri kolagen tip I (84).
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1.4. Acidobazni status — klini¢ko znacenje

Za vrijeme laboratorijske analize plinova (pO2 i pCO.) u arterijskoj krvi, uz evaluaciju
ventilacije i oksigenacije, interpretira se i acidobazni status krvi. Osim arterijske krvi, za
analizu mozemo koristiti i krv iz "arterijalizirane" kapilare, "mjeSanu" vensku krv i vensku
krv. KliniCari pri tome moraju uzeti u obzir pacijentovo stanje te prednosti i ograni¢enja
razli¢itih uzoraka (85). Arterijska krv predstavlja najadekvatniji uzorak za procjenu izmjene
plinova, funkcije plu¢a (pO2 i pCO.), posebice status oksigenacije. Sastav arterijske krvi
uniforman je i nije ovisan o promjenama u sistemskoj i lokalnoj cirkulaciji te predstavlja
pozeljan uzorak za evaluaciju respiratornog statusa pacijenata, ali i metabolickih acidobaznih
poremecaja. Eliminacijom ugljikovog dioksida (CO2) plu¢ima, naSe tijelo rijeSava se viska
kiseline, pomnozeno s faktorom 100 u odnosu na izlu¢ivanje neuglji¢nih kiselina bubrezima.
Iz toga se da naslutiti da promjene u ventilaciji u odnosu na stvaranje CO2 imaju snazan
u¢inak na acidobazni status pacijenta. Vecina diskusija fiziologije acidobaznog sustava
kategorizira takve promjene na respiratorne 1 metablicke i1 fokus stavlja na Henderson-
Hasselbachovu jednadzbu, koja predstavlja matematicki prikaz stvaranja bikarbonata (HCO?%)
iz COq:

log [HCOY]

aPcos

pH =61 +
gdje je a koeficijent topljivosti CO2 u molima i jednak je 0.03 mEg/l mm Hg. U normalnim
uvjetima i kod pCO2 od 40 mm Hg, otopljeni CO; iznosi 1.2 mEg/l i HCO* je 24 mEq/I,
daju¢i tako pH 7.4 (85). Prema tome, znajuéi vrijednost dvije od tri varijable, pH, pCO2 i
HCO®, moguée je znati i vrijednost treée. Ali ovim nadinom ne moZe se jasno odrediti
uzro¢no posljedi¢na veza izmedu pH i HCO® niti se moZe u potpunosti definirati etiologija
acidobaznog poremecaja. U zadnje vrijeme neSto drugaciji pristup analizi acidobaznog statusa
stekao je popularnost, a promatra fiziologiju vodikovog iona (H") iz $ire znatno perspektive
nego Henderson-Hasselbachova jednadzba. Prvotno opisan od strane Stewarta, ovaj pristup je
uveo 5 dodatnih opéih jednadzbi koje ukljucuju kemiju H* (86). Promatraju¢i u kontekstu
acidobazne kemije, pCO: je nezavisna varijabla; njezina vrijednost moze se mjenjati ovisno o
promjenama u ventilaciji ili produkciji CO.. Visoke vrijednosti pCO2 uzrokuju acidozu, niske
alkalozu. U plazmi, ukupnu koli¢inu slabih baza c¢ini albumin i anorganski fosfat, u
eritrocitima hemoglobin. Osim plué¢a, u odrzavanju acidobaznog balansa klju¢nu ulogu imaju

bubrezi. U kombinaciji, ova dva organa dnevno odstrane 15 000 mmol CO2 i 50-100 mEq

21



nestabilnih kiselina. Znatno vise CO:z izlu¢i se vjezbanjem. Nadalje, CO2 u kombinaciji s
vodom (H20) uz uglji¢énu anhidrazu stvara ugljicnu kiselinu i u konacnici bikarbonat.
Sumporna kiselina, koja je produkt metabolizma aminokiselina koje sadrze sumpor, ¢ini
najveci dio izlucenih nestabilnih kiselina. Bubrezi izlu¢uju kiselinu spajanjem vodikovih iona
s urinarnim puferima, pri éemu nastju titrabilne kiseline, ve¢inom fosfatne (HPOs* + H* —
H2POys), ili s amonijakom pri ¢emu nastaju amonijevi ioni (NHz + H"* — NH4") (74). U
trenutku kada bubreg mora izluciti veéu koli¢inu kiseline, glavni adaptivni odgovor ¢ini
pojacana proizvodnja i sekrecija amonijevih iona. SljedeCa formula sluzi za evaluaciju
acidobaznog statusa mjerenjem komponenata HCO®*~CO; puferskog sustava u krvi:
CO; + H20 <> HoCO3 «<» HCO* + H*

Normalne referentne vrijednosti bikarobonata u serumu ovise o dobi te nesto manje o spolu
pacijenta. Za dob>18 iznosi 22-29 mmol/l dok je u dobi do 3 godine ta vrijdnost 17-25
mmol/l. Refernentna vrijednost za pH u arterijskoj krvi je 7.35-7.45, pCO2 4.5 — 6.0 kPa (35-
45 mm Hg), pO2 10.5 — 13.5 kPa (75-105 mm Hg) (75). Interpretiranju acidobaznog satusa
pacijenta koristan je tzv. pristup u 3 koraka: (1) ustanoviti primarni poremecaj, (2) utvrditi
anionski rascjep (engl. anion gap) u serumu, i (3) evaluirati kompenzaciju (87).
Ustanoviti primarni poremecaj — vrijednost pH iz arterijske krvi treba biti prvi parametar koji
se analizira kod sumnje na acidobazni poremecaj (88). Niska vrijednost pH predstavlja
acidemiju, a rezultat je pojatane produkcije H" iona u stanju acidoze (pocana produkcija
kiselina u tijelu). Sli¢no, alkalemija se odnosi na visoke vrijednosti pH u stanjima alkaloze.
Promjene vrijednosti pH, HCO®* i CO; koje o¢ekujemo u primarnim poremecajima su
sljedece:

e Metaboli¢ka acidoza: | pH, | HCO*

e Metaboli¢ka alkaloza: 1 pH, 1 HCO*

e Respiratorna acidoza: | pH, 1 CO2

e Respiratorna alkaloza: 1 pH, | CO2

Odredivanje anionskog rascjepa U serumu — u trenutku kad smo ustanovili metabolicku
acidozu kod pacijenta, odredujemo anionski rascjep (88,89). On predstavlja "nemijerljive"
anione u krvi, koji su nastali disocijacijom organskih kiselina u krvi. Nemijerljivi stoga jer se
ne biljeze u standardnom metabolickom panelu, ali doprinose acidozi.

Serumski anionski rascjep = Na* - (CI' + HCO?)
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Neki klini¢ari takoder ukljucuju serumsku vrijednost kalija u formulu (89), Sto povecava
normalnu vrijednost za 4 meg/I:

Serumski anionski rascjep = (Na* + K*) — (CI + HCO?®)

Noviji autoanalizatori mjere vece vrijednosti koncentracije klorida u serumu, $to smanjuje
normalnu vrijednost anionskog rascjepa na 3-9 meg/l (ranije 7-13 meqg/l). S obzirom da ovi
uredaji za mjerenje nisu jo§ univerzalni, primarno je interpretirati individulane rezultate u
kontekstu laboratorijskih referentnih vrijednosti.

Evaluacija kompenzacije — stupanj kompenzacije trebalo bi utvrditi prije svega da se vidi

reagira li paijent odgovarajuce na promjenjeni pH u krvi (tbl. 1).

Primarni poremecaj Kompengatorna pH HCO* CO;
promjena

Metaboli¢ka acidoza | Respiratorna acidoza ! !

Metabolicka alkaloza | Respiratorna acidoza 1 1

Respiratora acidoza Metabolicka alkaloza ! 1

Respiratorna alkaloza | Metaboli¢ka acidoza 1 !

Tablica 1. Kompenzatorni acidobazni poremeéaji karakterizirani promjenama ph, HCO?® i
CO:.

Metaboli¢ka acidoza dijeli se na onu sa ili bez anionskog rascjepa; te dvije kategorije imaju
razlicite etiologije i tretman. Kod pacijenata s metabolickom acidozom, vazno je utvrditi da li
je respiratorna kompenzacija adekvatna odnosno ima li pacijent uz to i respiratornu acidozu ili
alkalozu (90). Winterova formula koristimo da bi utvrdili jesu li promjene u pCO:
odgovarajuce:
Ocekivani pCO, = 1.5 (HCO*) + 8+ 2

Ako je pacijentov pCO2 veci od ocekivnog dobivenog Winterovom formulom, znaci da je kod
pacijenta prisutna konkomitantna respiratorna acidoza. Isto tako, ako je pacijentov pCO:
manji od ocekivanog, prisutna je respiratorna alkaloza. Metabolicka alkaloza cCesto je
rezultat terapije diureticima ili gastrointestinalnih gubitaka kao kod povracanja. Ako je

etiologija alkaloze nejasna, trebalo bi izmjeriti koncentraciju Klorida u urinu. Gastrointestinali
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gubici praceni su niskim vrijednostima klorida u urinu (<20 mEq/1), dok su kod pacijenata na
terapiji diuretikom vrijednosti vise (>20 mEq/l) (91). Respiratornu acidozu i respiratornu
alkalozu bitno je dalje deterinirati kao akutnu ili kroni¢nu (tbl. 2). Kroni¢ne promjene u CO>
dopustaju bubreznom kompenzatornom mehanizmu vise vremena da korigira bikarbonate i

pH.

Respiratorna acidoza Kroni¢na Akutna
Za svaki 1 10 mm Hg CO, | 1 4 mmol/l HCO* 11 mmol/l HCO*
Respiratorna alkaloza Kroni¢na Akutna
Za svaki | 10 mm Hg CO- | 4 mmol/l HCO* | 2 mmol/l HCO*

Tablica 2. Indikatori kroni¢ne i akutne respiratorne acidoze i respiratorne alkaloze.

Mjesani acidobazni poremecaji — kompenzatorne promjene ne Korigiraju u potpunosti
primarni acidobazni poremecaj. Ako osoba ima primarnu acidozu, njegov ili njezin
kompenzatorni mehanizam ne¢e normalizirati pH. Dodatni acidobazni poremecaj da se
naslutiti iz neodgovarajuéeg kompenzatornog odgovora. Normalna vrijednost pH uz
abnormalne razinu bikarbonata i CO2 sugerira mjeSani acidobazni poremecaj. Promjene pH
vrijednosti u mjesanim acidobaznim poremecajima:

e Metaboli¢ka acidoza: normalan ili zna¢ajno smanjen pH

e Metabolicka alkaloza: normalan ili zna€ajno povec¢an pH

e Respiratorna acidoza: normalan ili znac¢ajno smanjen pH

e Respiratorna alkaloza: normalan ili znac¢ajno povecan pH
Mjesani poremecaji ukljucuju kombinacije metabolickih poremecéaja, kao povracanjem
inducirana metabolicka alkaloza uz hipovolemijom indcurianu lakti¢nu acidozu; kombinaciju
respiratornih poremecaja, kao KOPB-om (kroni¢na opstruktivna pluéna bolest) uzrokovanu
respiratornu acidozu uz opioidima induciranu hipoventilaciju; ili mjeSani metabolicki 1
respiratorni poremecaj, kao Sto je metabolicka acidoza 1 respiratorna alkaloza kod

intoksikacije salicilatima (92,93).
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1.5. Rebro kao model cijeljenja kosti

Rebro kao model cijeljenja kosti upotrebljava se i tijekom ispitivanja razli¢itih kirurskih
tehnika, za koje se kao zivotinjski modeli uglavnom koriste kunic¢i i ovce (94,95), ali znatno
vise tijekom ispitivanja utjecaja razliCitih egzogenih faktora (96) ili endogene primjene
odredenih agenasa, §to je slucaj i u nasem istrazivanju (97). Tijekom takvih istrazivanja kao
modeli su koriSteni u najvec¢em broju radova misevi i Stakori, a za metodu izvodenja kirurske
frakture rebra kod ove skupine Zivotinja primjenjuje se uglavnom Hashimotova metoda
opisana jo$ 1989.godine tijekom njegovog istrazivanja u¢inka TNF-a na cijeljenje kosti (98).
Metoda se zasniva na transverzalnoj resekciji osmog rebra desnog hemitoraksa 2 cm od
paravertebralne muskulature. Za potrebe ovog istrazivanja, Hashimotovu smo metodu
dodatno modificirali na nacin da se uz osmo rebro finim skaricama ¢inila transekcija devetog i
desetog rebra desnog hemitoraksa. Pregledom dosadasnjih publikacija cijeljenje frakturiranog
rebra pratilo se kod ispitivanja uloge prostaglandina E1 gdje se radila histomorfometrijska
sudija (99), pracenju ekspresije metaloproteinaze 13 (kolagenaze 3) tijekom koStanog
cijeljenja (100), pracenju "hedgehog" signalnih molekula u stanicama koStane srzi tijekom
inicijalne faze cijeljenja kosti (101), ispitivanju uloge osteocita u periostalnoj hondrogenezi
102) i radioterapije kod primjene vaskulariziranog kostanog presatka (96), u istrazivanjima
kojim se potvrdio pozitivan u¢inak NGF-a (103) te BMP-2, koji se primjenjivao uz sintetski
polimer i trikalcijum-fosfat kao nosac¢ima (97). Bitno je naglasiti kako su i NGF i BMP-2 bili
primjenjivani lokalno i to uz nosac, za razliku od pentadekapeptida BPC 157 koji ne treba biti
primijenjen uz nosa¢ da bi bio djelotovoran te se upravo zbog toga razlikuje od standardnih

peptida koji poticu cijeljenje tkiva (7-9).

1.6. Pentadekapeptid BPC 157

1.6.1. Sastav i sinteza

BPC 157 je sintetski 15-aminokiselinski peptid sa slijedom aminokiselina Gly-Glu-Pro-Pro-
Pro-Gly-Lys-Pro-Ala-Asp-Asp-Ala-Gly-Leu-Val [relativna molekularna masa (My) 1419 Da,
molekulara formula Cs2HosN16022], a koristio se u nizu dosadasnjih istrazivanja na razli¢itim
eksperimentalnim modelima (. U literaturi najéesce se koristi naziv BPC 157, a ponekad se
koriste i sinonimi body protection compound 15, BPC 15, BPC-15, BPC-157. Na sl. 4
prikazana je 2D struktura pentadekapeptida BPC 157. Sinteza pentadekapeptida provodi se

stupnjevitom kondenzacijom pomoc¢u aminokiselina zasticenih fluoren-9-ilmetoksikarbinilom
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(Fmoc). Kondenzacija zapoc¢inje prvom aminokiselinom, valinom, vezanom uz polimerni

nosa¢ (benzildrilaminorezin). Kao vezivajuéi reagens kosristi se diisopropilkarodimid.

Svakim stupnjem kondenzacije jedna protektivna Fmoc grupa zamjeni se piperidinom, a jedna

se aminokiselina nadoveze. Isti postupak primjenjuje se za svaku sljede¢u aminoksilenu dok

se sinteza ne zavrsi. Razdvajanje se obavlja pomocu trifluorooctene i trifluorometansulfonske

kiseline i anizola u omjeru 2:17:52. Sirova mjesSavina pentadekapeptida procisti se u HPLC

stupcu 5 mm i.d., duljine 150 mm, silica RP-18, s gradijentom elucije u sustavu otapanja: 0.1

trifluorooctena kiselina u vodi/acetonitrilu. U svim se pousima koristi pentadekapeptid 99%-

tne Cistoce (104).
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Slika 4. 2D struktura pentadekapeptida BPC 157

(URL:http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compounds/17749709#section=Top, 16.12.2017.)
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1.6.2. BPC 157 — osnovne spoznaje

Zadnjih par desetljeca raste interes za regulatornim peptidima kao lijekovima i njihovom
funkcijom u zivim organizmima. Do danas se koristi preko 65 peptidnih lijekova, a oskitocin
je bio prvi kemijski sintetizirani peptid, 1954. godine (105). Sinteza rekombinantnih peptida
pocela je 1974. godine, a rekombinantni humani inzulin pojavio se 1982. godine (106).
Najvazniji uvjeti za primjenu peptida kao lijeka su niska imunogenost, odgovarajuci
farmakokinetski profil 1 bioloSki ucinak. Kako bi se ovo postiglo molekule peptida
modificiraju se na razliite nacine 1 to tako da se zadrzi bioloSki u¢inak, uz vecu otpornost na
razgradnju 1 eliminaciju, a bolju bioraspolozivost 1 selektivnost. Farmaceutski razvoj
peptidnih lijekova oteZan je rizikom od imunogenog ucinka, smanjenom bioraspolozivoséu
nakon peroralne primjene, oteZzanim prolazom kroz fizioloSke barijere zbog hidrofilnosti,
brzim uklanjanjem preko jetre 1 bubrega te nizom specifiénom distribucijom zbog interakcije
s viSe razli¢itih receptora pa tako i viSe nuspojava (107). Ipak, u odnosu na rekombinantne
proteine i protutijela, peptidi su manje imunogeni, stabilniji, lakSe prolaze kroz tkiva i imaju
vecu specificnost (85-87), a zbog kratkog poluvijeka manje se nakupljaju u tkivima i
uglavnhom djeluju agonisticki na receptore (108-111). Pentadekapeptid BPC 157
(GEPPPGKPADDAGLYV) je aktivni dio stabilnog Zelu¢anog peptida BPC (engl. Body
Protection Compound) koji je izdvojen iz ZeluCanog soka s dokazanim antiulkusnim
djelovanjem (3-5). Kako je re¢eno, BPC 157 prvotno je izoliran iz zeluGanog soka, a studije
distribucije su koristenjem kunic¢jih poliklonskih protutijela dokazale da je prisutan u Zelucu,
crijevima i mozgu, u skladu s poznatim ¢injenicama 0 osovini mozak-crijevo (6). BPC 157 ne
treba biti primijenjen uz nosa¢ da bi bio djelotovoran, za razliku od standardnih peptida koji
potiCu cijeljenje tkiva i djeluju antiulkusno (7-9). Izlucuje se 75-80% putem mokrace i fecesa,
a poluvrijeme eliminacije egzogenog radionuklida BPC 157 je 80 h nakon jednokratne
peroralne i 77 h nakon jednokratne parenteralne primjene (112-114). Uzimaju¢i u obzir da
BPC 157 ima potencijalnu terapijsku ulogu, njegova je velika prednost stabilnost u
organizmu. Naime, drugi standardni peptidi (h-EGF i h-TGF) su stabilni u vodi, ali se ve¢
nakon 15 minuta razgraduju u Zelu¢anom soku, dok se BPC 157 nije razgradio u vodi ni u
zelu€anom soku tijekom 24-satne inkubacije. To je posebno znacajno jer se zbog visoke
stabilnosti, odnosno zato §to nema degradacije u ljudskom Zelu¢anom soku ni nakon 24 sata,
moZe bez prepreke koristiti intragastriCki ili peroralno, primijenjen u vodi za pi¢e. U
klinickim studijama za upalnu bolest crijeva i cijeljenje rana potvrdena je sigurnost primjene

ovog antiulkusnog peptida (PL-10, PLD-116, PL 14736 Pliva, Hrvatska), buduci da prilikom
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istrazivanja nisu zapazeni nikakvi toksi¢ni ucinci (115,116). Toksikoloska istrazivanja nisu
pokazala znakove toksi¢nosti u usporedbi s dozama u kojima se dobiva pozitivan ucinak, a
letalna doza nije se uspjela posti¢i unato¢ aplikaciji doza kao $to su 100 mg/kg (117). U
studijama farmakodinamike BPC 157 istrazivan je afinitet peptida za adrenergicke (a, P),
muskarinske (M1, M2 i Ms), histaminske, serotoninske (5-HTi, 5-HT.), dopaminske i
adenozinske (A1 i A2) receptore (118). BPC 157 nije pokazao nikakvu interakciju s
navedenim receptorima i njihovim radioligandima, a uz to nije inducirao aktivnost
mikrosomalnih enzima jetre misa, citokroma P-448 i P-450 (119). Odnedavno je utvrdeno da
bi BPC 157 mogao biti endogeni medijator Robertove i adaptivne citozastite u probavnom
sustavu (120). Robertova citozastita podrazumijeva zastitnu ulogu prostaglandina u oCuvanju
sluznice Zeluca prilikom primjene razlicitih iritansa, najées¢e etanola, a smatra se da je taj
ucinak neovisan o Zelucanoj kiselini (121). Adaptivna citoprotekcija je mehanizam u kojem
prvotna primjena blazeg iritansa Stiti ZeluCanu sluznicu od agresivnijih iritansa, a time i
razvoja vec¢ih lezija (122,123). BPC 157 stiti sluznicu Zeluca nakon akutne i kroni¢ne
indukcije alkoholnih lezija te lezija uzrokovanih nesteroidnim protuupalnim lijekovima
(124,125). Nadalje, uz klasi¢nu citozastitu i citozastitne ucinke iz istrazivanja Roberta i
Szaboa, povecao je protok krvi kroz Zeluanu sluznicu na margini ulkusa zajedno s njegovim
cijeljenjem, bez utjecaja na sekreciju zeluCane kiseline (126,127). Osim toga, ovaj
pentadekapeptid mogao bi biti rjeSenje za Pavlovljevu fiziologiju (128). No, osim teoretskih
pretpostavki koje bi naglasile njegov mogucéi teoretski znacaj, napominjemo sve pozitivne
ucinke verificirane do sada u gastrointestinalnom Sustavu, jetri i guSteraci (129-155). Ipak,
treba naglasiti da je gastrointestinalni trakt visoko integriran sustav, pa je kao pretpostavka
njegovog pravilnog funkcioniranja potrebna stabilna razina zelu¢anog pentadekapeptida BPC
157, koji je pokazao visok raspon blagotvornih u¢inaka na lezije u cijeloj sluznici probavnog
trakta. Sistemsko lijeenje s BPC 157 znacajno smanjuje ekstravazaciju plazme, histoloske
promjene i alveolarnu resorpciju kosti, bez ugrozavanja cirkulacije krvi u zdravoj gingivi.
Kroni¢na primjena peptida ima snazan protuupalni u¢inak na parodontna tkiva u induciranom
parodontitisu kod Stakora. Medutim, iako je Zelucani pentadekapeptid BPC 157 pokazao
Siroki raspon blagotvornih ucinaka unutar i izvan probavnog trakta, ostaje upitno moze li
blagotvorno djelovanje ovog peptida, osvjedoceno u raznim Zivotinjskim modelima, terapijski

djelovati kod odgovarajucih poremecaja, npr. kod crijevnih upalnih bolesti (156-158).
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1.7. NO sustav

Dusi¢ni oksid (NO) ima vaznu ulogu u regulaciji razlicitih stani¢nih funkcija u
kardiovaskularnim, zivéanom, gastrointestinalnom i1 imunoloSkom sustavu, a sintetizira ga
enzim NO sintetaza (NOS) iz L-arginina kao supstrata (159). Opisana su tri izoformna oblika
ovog enzima. To su dvije konstitutivne NO sintetaze — neuronalna (nNNOS) i endotelijalna
(eNOS). Neuralna se nalazi u centralnim i perifernim neuronima. Ona je odgovorna za
plasti¢nost neurona unutar centralnog Ziv€anog sustava, centralnu regulaciju krvnog tlaka,
relaksaciju glatkih misica. Endotelnu NOS nalazimo u endotelnim stanicama, a odgovorna je
za vazodilataciju krvnih Zila, odrZzavanje krvnog tlaka, a ima 1 brojne druge vazoprotektivne 1
antiskleroticne ucinke. Treca je inducibilna NOS (iNOS) koja je primarno identificirana u
makrofazima, premda moZe biti prisutna u gotovo svim vrstama stanica, a ekspresija enzima
stimulirana je bakterijskim lipopolisaharidima, citokinima ili nekim drugim tvarima.
Sudjeluje u patogenezi upalnog odgovora u organizmu kao i septickog Soka. Kada se inducira
u makrofazima, proizvodi velike koli¢ine NO koji je glavni citotoksi¢ni agent tih stanica.
Visoke razine NO-a koje proizvodi iNOS ne moraju biti samo toksicne za nezeljene
mikroorganizme, parazite ili tumorske stanice, ve¢ kada bude otpusten na krivom mjestu
mogu nastetiti i zdravim stanicama $to se dogada u sklopu upalnih i autoimunih reakcija u
organizmu (159). NO sustav takoder je odgovoran za aktivnost trombocita, ali, kako je
prethodno spomenuto, i za odrzavanje tonusa krvnih Zila, Sto zapravo znaci da ima utjecaj i na
regulaciju perfuzije, odnosno tkivnog i stani¢nog metabolizma. Pri tom je jasno dokazano da

nedostatak, jednako kao i suvisak NO mogu dovesti do oStecenja tkiva (160).

1.8. BPC 157 i NO sustav

NO sustav ima esencijalnu vaznostu u mnogim razli¢itim procesima, ukljucuju¢i odluc¢ujuéu
ulogu u procesu cijeljenja rana (161). Za mnoge agense se pretpostavljalo kako su na neki
nacin povezani sa NO sustavom, ali samo mali broj studija je doista promatrao utjecaj NO-
prekursora, NOS-blokatora i u¢inak njihove kombinacije (NO-prekursor + NOS-blokator)
zajedno sa testiranim agensom na cijeljenje razliitih tkiva i1 organa. Za razliku od drugih
agensa, BPC 157 je testiran upravo sa paznjom usmjerenom na djelovanje NO sustava. Tako
je ispitivan njegov ucinak u interkaciji sa NO-prekursorom ili NOS-blokatorom zasebno, kao
i s NO-prekursorom i NOS-blokatorom u kombinaciji. U brojnim se objavljenim ¢lancima

pokazalo da u razli¢itim vrstama tkiva i kod razli¢itih Zivotinjskih vrsta BPC 157 utjece na
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otpustanje NO-a i moze ponistiti u¢inak i NOS-blokatora L-NAME i NO-prekursora L-
arginina. Ova posebna inerakcija BPC-a 157 i NO sustava moZze objasniti Siroki raspon
blagotvornih ucinaka dobivenih primjenom pentadekapeptida BPC 157 u razli¢itim
istrazivanjima (3,10,120,124,133,153,162,163). Istrazivanja su pokazala kako i u in vivo i u in
vitro pokusima BPC 157 moze nadvladati ucinak L-NAME, kompetitivhog inhibitora
endotelnog NO-a, $to govori u prilog njegove posebne interkacije sa NO sustavom (blokadom
sinteze kod primjene L-NAME i hiperstimulacijom kod primjene prekursora L-arginina). Ove
slozene interakcije mogu se objasniti pretpostavkom da sredstva kao L-NAME inhibiraju NO
sintetazu (NOS) u kompeticiji s L-argininom te je jednako tako mogucéa kompeticija i s BPC-
om 157. Stvaranje NO bilo je smanjeno u kombinaciji pentadekapeptida BPC 157 i L-arginina
iako kod samostalne odnosno pojedinane primjene oba iniciraju sintezu NO-a. Pokus s
alkoholnim lezijama Zeluca i s krvnim tlakom govori u prilog dodatne inhibicije aktivnosti
BPC-a 157 kada je L-argininu dodan L-NAME vjerojatno zbog ograni¢ene raspolozivosti
NO-sintetaze (10). Sposobnost pentadekapeptida BPC 157 u induciranju sinteze NO-a nije
bila inhibirana dodatkom L-NAME u ¢ak pet ili deset puta vec¢oj dozi od one potrebne za
zaustavljanje ucinka L-arginina Sto govori u prilog kako BPC 157 ipak ima neSto drugaciji
ucinak na NO od ucinka L-arginina. Isto je dokazano na modelu supernatanta homogenata
sluznice Zeluca Stakora gdje BPC 157 ima ucinak na stvaranje NO na izraZeniji 1/ili razli¢it
nacin u odnosu na L-arginin (10). Na animalnom modelu pili¢a vrSena su daljnja ispitivanja
gdje su ascites ili pluéna hipertenzija iducirani kronicnom promjenom L-NAME, S§to je
prevenirano simultanom primjenom L-arginina i BPC 157 (153). Na istom modelu promatrani
su i fenomeni akutne i kroni¢ne toksicnosti gdje je L-NAME urzokovao teSka ostecenja
razli¢itih tkiva (miokard, jetra, slezena) dok je L-arginin predominantno uzrokovao
kongestiju, edem i hemoragiju u razli¢itim organima. U¢inak L-NAME je uspje$no inhibiran
aplikacijom L-arginina i BPC 157 uz napomenu da BPC 157 nije uzrokovao nikakvo
oStecenje tkiva ili organa. BPC 157 znacajno prevenira pojavu lezija u razli¢itim organima, a
posebice je bitan u odrZavanju integriteta sluznice Zeluca. Nedavno su Sikiri¢ 1 grupa autora
sumirali poznate spoznaje o interakciji BPC-a 157 i NO sustava gdje je ponovno naglaseno
sudjelovanje ovog pentadekapeptida u Moncadinom homeostatskom odgovoru cijeljenja
preko NO sustava kao reakcije na ozljedu (164-166). BPC 157 djeluje na oporavak
vaskularnih struktura nakon gubitka vaskularnog integriteta te ovisno o okolnostima dovodi
do reducirane pojave tromboze (model anastomoze abdomminalne aorte) ili redukcije

krvarenja/trombocitopenije (modeli amputacije, heparin, varfarin, aspirin). Djeluje na
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cijeljenje razlicitih tkiva koja normalno ne cijele i to nakon akutnog i kroni¢nog djelovanja

nokse, a stimulira i egr-1 i nab2 gene.

1.9. BPC 157 i cijeljenje tetiva, ligamenata, miSica 1 kosti

U dosadasnjim eksperimentima u kojima je ispitivan utjecaj BPC-a 157 na cijeljenje tetiva,
ligamenata, miSica 1 kosti, Cesto ga se usporedivalo s drugim peptidergi¢kim angiogenim
¢imbenicima rasta, poput EGF, FGF i VEGF (167,168). Pokazalo se kako su drugi angiogeni
faktori u svom djelovanju ograniceni lokalnom aplikacijom te potrebom za nosaem uz
nejednake rezultate dobivene uglavnom iv vitro studijama. Uz to, za razliku od BPC -a 157,
nisu pokazivali konzistentnost u cijeljenju gastroinetestinalnih lezija. Stabilan u ljudskom
zeluCanom soku, primjenjivan bez nosaca, u pg-ng dozama i brojnim nacinima aplikacije,
intraperitonelano, intragastricno, u vodi za pice ili topicki na mjesto ozljede, za kojeg se
smatra da je novi posrednih Robertove citoprotekcije kako je ranije spomenuto, BPC 157
predstavlja farmakoloSku i patofizioloSku ulogu razli¢itih peptidergi¢kih ¢imbenika rasta
(120,156,157,164-168). Uz to, testiran je u terapiji upalne bolesti crijeva (engl. IBD,
inflamatory bowel disease), PL 14736, u klinickoj fazi II, gdje se pokazalo da ima vrlo
siguran profil i LDI1 se nije mogao postici. BPC 157 je u brojnim dosada$njim
eksperimentima pokazao jak uc¢inak na cijeljenje rana (posebice koze (15,104,140), i
gastrointestinalnog trakta (149-151,169,170), ali i cijeljenje teskih lezija tetive (171-174),
ligamenta (175), misi¢a (176-179), kosti (129,180,181) i krvnih zila (3,157,182) pa ¢ak i
simultana cijeljenja razli¢itih tkiva (142,150,170)), te time pokazao i odredeni angiogeni
u¢inak (3,15,104,140,142,149-151,157,170,171,175-179,182-184) i interakciju s NO
sustavom u razli¢itim modelima i vrstama (10,153,159,162,185-188). Dokazano je da BPC
157 stimulira gene egr-1 i naB2 (189-191), a egr-1 je klju¢ni medijator u procesu razvoja
duodenalnog ulkusa i cijeljenja jer je njegov protein transkripcijski faktor Egr-1, koji pak
regulira ekspresiju angiogenih ¢imbenika rasta (192). S obzirom na spomenuto, ne treba nas
cuditi Woodova konstatacija o pentadekapeptidu BPC 157 kao mogucem rijeSenju za koncept
Pavlovljeve fiziologije (128). Osnovna spoznaja koja je pokrenula ispitivanja BPC-a 157 u
cijeljenju struktura poput tetiva, ligamenata, miSica 1 kosti, svakako je angiogeneza koja je

potknula rast novih kapilara iz postoje¢ih krvnih zila koje su okruzivale krater ulkusa.
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1.9.1 Cijeljenje tetiva i ligamenata

Tetive su u pocetku svog razvoja bogate stanicama, metabolicki aktivne, sa velikim brojem
krvnih Zila no kako sazrijevaju postaju hipocelularne, hipovaskularne te hiponeuralne, mogli
bismo reci da postaju strukture nezahvalne za ispitivanje angiogeneze (193-195). Prilikom
ispitivanja utjecaja BPC-a 157 na cijeljenje tetiva, fokus je bio na cijeljenju hvatiSta Ahilove
tetive na kosti; spontano se to ne dogada medutim uz BPC 157 dolazilo je do oporavka
(173,174). Tijekom ovog istrazivanja, angiogenetski potencijal BPC-a 157 oprezno je
reevaluiran. U pokuSaju da se prikaze osobit znacaj angiogeneze BPC-a 157 u in vivo
cijeljenju (a ne direktni angiogenetski u¢inak na stani¢ne kulture), ustanovljeno je da u ranom
posttraumatskom periodu, terapija BPC-om 157 inducira pojacanu angiogenezu u Stakora s
presjeCenom Ahilovom tetivom, presjecenim kvadricepsom ili tzv. "crush" ozljedom misica.
To je konzistentno vizualizirano razli¢itim antigenima za endotelne stanice, FVIII
(ukljucenim u adheziju trombocita i proces agregacije, nalazi se na potpuno zrelim krvnim
zilama), CD34 (uklju¢enim u adheziju leukocita 1 migraciju endotelnih stanica za vrijeme
angiogeneze, nalazi se na endotelnim stanicama kapilara) i VEGF (glavni ¢imbenik rasta
tijekom angiogeneze, mitogen za vaskularne endotelne stanice) (183). Zakljucilo se kako BPC
157 povecava broj VEGF, CD34 i FVIII ovisnih pozitivnih vaskularnih elemenata uz izrazito
pojacan angiogenetski odgovor usmjeren prema lijevo, a sve je bilo dodatno popraceno
funkcionalnim, biomehani¢kim, mikroskopskim te klini¢kim oporavkom. Pokazalo se takoder
kako je u¢inak BPC-a 157 na cijeljenje tetiva posredovan aktivacijom FAK-paxillin signalnog
puta (172). Ovo saznanje moglo bi imati osobito znacenje jer se migracija endotelnih stanica
za vrijeme vaskularnog remodeliranja dogada uz aktivaciju Racl i FAK signalne kaskade
(196). Sve ovo dodatno je podrzano rezultatima ispitivanja s ljudskim endotelnim stanicama,
gdje se pokazalo kako nema diretktnog angiogenteskog ucinka BPC-a 157 na stani¢ne
kulture. Stoga, ova in vivo i in vitro otkrica, zajedno potvrduju kako je angiogenetski
potencijal BPC-a 157 tijekom in vivo cijeljenja usko vezan za pojacavanje VEGF ekspresije,

$to je ujedno i jo§ jedan dokaz da BPC 157 stimulira egr-1 i naB2 gene (189-191).

1.9.2. Cijeljenje miSi¢a

Koristeci iste protokole kao 1 za gastrointestinalne studije te prethodno opisana ispitivanja
cijeljenja ligamenata i tetiva, a to je aplikacija BPC-a 157 samog, bez nosaca, pokazalo se

kako on poboljsava cijeljenje teske ozljede misSica kod razli¢itih Zzivotinjskih modela
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(kompletna transekcija (176), "crush" ozljeda (177,178), denervacija misica (178), sistemska
aplikacija kortikosteroida nakon "crush" ozljede (179)). Sistemskom terapijom peptidom BPC
157 pojacano je cijeljenje preprezanog Cetveroglavog naktoljeni¢nog misi¢a (m. quadriceps
femoris) uz funkcionalnu/biomehani¢ku restoraciju, mikroskopski/imunokemijski dokaz
(uvijek su uglavnom misi¢na vlakna povezivala miSi¢ne segmente, bez praznina, znacajna
dezmin-pozitivna regeneracija misi¢a, ve¢i promjer misiénih vlakana na obje strane) te
makroskopsku verifikaciju cijeljenja (manja pojavnost atrofije, miSi¢ gotovo identican
neozljedenom, bez postoperacijske kontrakture). Tijekom promatranja cijeljenja "crush"
ozljede misica, BPC 157 koji se tijekom ispitivanja primjenjivao lokalno u obliku kreme,
potaknuo je pojacano cijeljenje unato¢ sistemskoj primjeni kortikosteroida (178). Ova
ispitivanja pokazala su 1 da je razina enzima u serumu nakon ozljede znatno manja, Sto je opet
pokazatelj smanjene proteolize misi¢a nakon lokalne traume (197,198). Kao potpora
pozitivnom uc¢inku BPC-a 157 na cijeljenje misica, navodi se 1 njegova interakcija sa
somatosenzornim neuronima (4,117,199), koji su takoder bitni za cijeljenje misi¢a (200-202).
BPC 157 moze uspjesno kombinirati cijeljenje miSi¢a i neuroprotektivnu sposobnost
(smanjena pojavnost atrofije dugo nakon denervacije m. gracilisa (179)). Stovise, BPC 157
znaCajno popravlja regeneraciju ishijadicnog Zivca nakon transekcije apliciran
intraperitonealno/intragastricno/lokalno na mjesto anastomoze (200). Osim u cijeljenju
poprecno-prugastih miSica, BPC 157 pokazao je ucinak tijekom ispitivanja cijeljenja glatkog

misi¢ja nakon intestinalnih anastomoza (149,151).

1.9.3. Cijeljenje kosti

Gledaju¢i interkostalni prostor kao anatomski prostor sacinjen od popre¢noprugastog misi¢ja
usko priraslih za rebra, vazno je spomenuti i rad Hamricka koji pretpostavlja integrirani rast i
razvoj kosti i mi$ica, iako stani¢ni i molekularni mehanizmi koji povezuju misice i kosti nisu
dovoljno jasni (203). Anabolizam i katabolizam ova dva tkiva usko je vezan tijekom rasta,
razvoja i starenja, i mi§i¢ je vazan, lokalni izvor ¢imbenika rasta za kostano tkivo. Cimbenici
rasta, posebice FGF-2 i IGF-1 znacajni za reguliranje stvaranja kosti, smjesteni uz miSi¢na
vlakna i to u misi¢no-kostanoj dodiranoj zoni prednjih udova misa, oslobadaju se parakrinim
mehanizmom i reguliraju produkciju kostanog tkiva (203,204). Takoder, tijekom ispitivanja
cijeljenja kosti i peptida, pokazalo se da su njihove vrijednosti povecane i smanjene, ovisno o
istrazivanju, u peridontitisu (smanjena bFGF prezentacija) (205), mandibularnoj distrakcijskoj

osteogenezi (povacana vrijednost bFGF-2) (206), kirurski tretman za prijelome dugih kostiju
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(porast serumske koncentracije VEGF, bFGF i PDGF) (207), replantacija zuba (porast bFGF)
(208), iradijacija kosti (smanjena ekspresija PDGF, bFGF i TGF) (209) i peridontalnoj
regeneraciji (porast bFGF i VEGF mRNA u peridontalnom ligamentu) (210). U ispitivanju
cijeljenja kosti koriSteni su razli¢iti na¢ini dostave ispitivanih peptida, koloidni gelovi
napravljeni od suprotno nabijenih Zelatinoznih nanosfera da bi se dobilo kontrolirano
otpustanje angiogenih i osteogenih ¢imbenika rasta (211), poli mikrosfera (212), kolagenske
spuzve (213), porozni Kalcij-fosfatni cement (214), zelatinozne spuzve (215), obloZeni
hidroksiapatitni implantati (216), fibinski gel (217), suho smrznuti kostani alograft (218),
Kirschnerova zica obloZena etilen vinil acetatom (219). Prema tome, ucinak ispitivanog
agensa ovisi o koriStenom sustavu dostave. Nadalje, obi¢no se smatra da rekonstrukcija
kostanog defeka zahtjeva koordniniranu aktivnost osteogeneza i angiogeneze (220). To se
posebno pokazalo znacajnim kod avaskularne nekroze glave femura, kada je u terapiji bio
koristen rekombinantni plazmid pCD-rbFGF pomjesan s kolagenom i implantiran u
nekrotiénu glavu femura (221). Koriste¢i se istim protokolom kao u studijama
gastrointestinalnih cijeljenja, BPC 157 je pokazao da poboljsava cijeljenje Kkosti,
pseudoartoroza (180), peridontitisa (129) te osteonekroze glave femura (181). Inicijalno, kao
pravi antiulkusni peptid stabilan u Zelucanom soku, aplikacija BPC-a 157 u cijeljenju Kkosti
uslijedila je nakon dokaza o cijeljenju kosti nakon gastrektomije (180). Naime, gastrektomija
uzrokuje pojacanu osteoporozu, metaboli¢ku aberaciju i rizik od fraktura (222,223), koja nije
bila korigirana dodatkom kalcija (223), niti bila povezana s deficijencijom vitamina D (222),
zajedno doprinose¢i mogucoj Cinjenici o ukljuCenosti hipotetickog hormona Zeluca (223).
Stoga, mogucnost da peptid koji potjeCe iz zeluCane mukoze potiCe cijeljenje prijeloma nije
bila potpuno neocekivana (180), znajuci da epitelne stanice Zeluca imaju sposobnost potaknuti
osteogenezu ako se transplantiraju na odgovarajué¢i nacin (224). Ova studija, koristeci
segment osteoperiostalnog koStanog defekta (0.8 cm, u srednjoj tre¢ini lijeve pal€ane kosti
kunica, koji su redovito ostajali nepotpuno zacijeljeni), potvrdila je da pentadekapeptid BPC
157 zna€ajno poboljsava cijeljenje segmentalnog kostanog defekta (bilo da je BPC 157
apliciran lokalno perkutano u defekt kosti u dozi od 10 pg/kg tjelesne teZine, intramuskularno
odmah po operacijskom zahvatu, nakon 7, 9, 14, i 16 dana u istoj dozi ili kontinuirano
jednom dnevno 7-21 dan nakon operacije u istoj ili dozi od 10 ng/kg tjelesne tezine). Bitno za
implementaciju angiogeneze, u studiji peridontitisa Stakora BPC 157 smanjio je
ekstravazaciju plazme, histoloske alteracije te alveolarnu resorpciju kosti (129). Naposljetku,
U studiji avaskularne nekroze glave femura Stakora (nakon silovite luksacije femura,

prerezanog ligamenta, incizije periosta, narusene krvne opskrbe i drenaze epifize, uz ozljedu
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okkolnih mekotkivnih struktura), gdje se osobito pokazala bitnim koordiniranost osteogeneze
i angiogeneze, BPC 157 jos je jednom potvrdio terapijski u¢inak (uzorci zivotinja zrtvovanih
6 tjedana nakon ozljede pokazali su strukturalnu slicnost izmedu BPC-om 157 tretiranih i
zdravih grupa zivotinja) (180). U ovom pokusu uz frakturu kosti, koza je bila "uvrnuta", krvne
zile rupturirane, ligamenti, tetive 1 misi¢i ozljedeni, tkivo je dobilo "ranjeni fenotip™ (220).
Moze se reci da je u ovom istrazivanju BPC 157 jo§ jednom demonstrirao pozitivan u¢inak na
cijeljenje koze, miSica, tetiva, ligamenata i zivaca. Ve¢ ranije je spomenuto kako BPC 157
stimulira egr-1 i naB2 gene (189-191), a zna se da je egr-1 jedan od gena odgovornih za
stvaranje kos$tanog tkiva (220). Kada dode do ozljede kosti, jedan od prvih dogadaja
aktivacija je unutarstani¢nih signalnih puteva. Ove signalne kaskade sluze za stimuliranje brze
transkripcije ¢imbenika rasta 1 citokina. Indukcija Egr-1 proteina potice transkripciju brojnih
gena Ciji produkti imaju klju¢nu ulogu u staniénom rastu, razvoju i diferencijaciji. To
ukljucuje gene koji kodiraju citokine (TNF-a), adhezijske molekule, ¢lanove koagulacijskog
puta i ¢imbenike rasta (aFGF, bFGF, TGF-p, PDGF-A i -B, VEGF, IGF-Il). Zaklju¢no,
koncept gastrointestinalnog i cijeljenja ostalih vrsta tkiva u velikoj se mjeri bazira na
interakciji pentadekapeptida BPC 157 s NO-sustavom (225-229), uzimajué¢i u obzir
konstitutivnu poroizvodnju BPC-a 157 u mukozi zeluca u kojoj se odvija i bazalna

proizvodnja NO uz pomo¢ prisutne NO-sintetaze.
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2. HIPOTEZA

Temeljem ranije spomenutih u¢inaka pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje brojnih lezija,
prije svega tkiva poput tetiva, ligamenata, miSica i posebice kosti, hipoteza ovog istrazivanja
je da BPC 157 poboljsava cijeljenje serijske frakture rebara u Stakora, a taj je ucinak

posredovan NO sustavom.
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3. CILJEVI RADA
3.1. Opéi cilj

Utvrditi u¢inke pentadekakpetida BPC 157, L-arginina i L-NAME na cijeljenje serijskog

prijeloma rebara kod Stakora.

3.2. Specificni ciljevi

e Ispitati u¢inak BPC-a 157 na respiracijski sustav (frekvencija disanja, acidobazni
status arterijske krvi) Stakora u ranoj fazi nakon nacinjene ozljede

e Ispitati u¢inak BPC-a 157 na metabolizam kosStanih minerala (kalcija 1 fosfata)

e Ispitati da li BPC 157 dovodi do smanjenog stvaranja priraslica endotorakalne fascije,
pojacanog stvaranja koStanog kalusa ili ranijeg srastavanja prijeloma (radiografska,
makroskopska i mikroskopska analiza)

e Ispitati ¢vrstocu kosti na mjestu sanirane frakture (biomehanicko ispitivanje)

e Ispitati da li je eventualni ué¢inak BPC- 157 neovisan o dozi (ug/ng) i o nacinu
aplikacije (per os ili intraperitonealno)

e Ispitati uéinak kombinacije pentadekapeptida BPC 157, L-arginina i L-NAME

odnosno NO sustava na cijeljenje prijeloma rebara
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Zivotinje

Za ovo istrazivanje koriSteni su Wistar albino Stakori muskog spola, tjelesne tezine 350-450
grama i dobi 16-20 tjedana, koji su bili u uzgoju Zavoda za farmakologiju Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Za svaku eksperimentalnu grupu i vremenske intervale od 20
i 60 dana upotrijebilo se po 5 stakora nasumi¢no odabranih iz 15 skupina, $to je ukupno 150
zivotinja. Istrazivanje se provodilo pod laboratorijskim uvjetima 1 pravilima Zavoda, a u
skladu s dobrom laboratorijskom praksom. Eksperimentalne Zivotinje drzane su u
kontroliranim klimatskim uvjetima (temperatura 22-24°C, vlaznost 30-60%), u uvjetima
prirodnih ciklusa svjetla i mraka, uz slobadan pristup paletiranoj hrani i vodi, a njihova
aktivnost bila je ad libitum. Zivotinje su analgeziju dobivale prema potrebi, sukladno
prethodno objavljenim radovima (buprenorfin 0.5 mg/kg per 0s). Sa Zivotinjama se postupalo
sukladno Zakonu o zastiti zivotinja (NN 135/06) te Pravilniku o zastiti Zivotinja koje se
koriste u pokusima ili u druge znanstvene svrhe (NN 47/11). Prije pocetka istrazivanja

dobiveno je odobrenje Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

4.2. Agensi

Pentadekapeptid BPC 157 (GEPPPGKPADDAGLV, M.W. 1419), (Diagen, Ljubljana,
Republika Slovenija), otopljen u fizioloskoj otopini, koristen je u svim pokusima. Peptid BPC
157 je dio sekvence proteina BPC iz ljudskog Zelu¢anog soka te je u potpunosti topiv u vodi
pri PH 7.0 1 fizioloskoj otopini. Pripremljen je kao S$to je prije opisano
(7,149,150,156,164,230), sa 99% cisto¢om pomocu visokotlaéne kromatografije (HPLC), uz
1-des-Gly peptid kao necistocom. Koristeni su takoder L-NAME (Sigma, St. Louis, MO,
USA) i L-arginin (Sigma, St. Louis, MO, USA). Koristene su doze pentadekapeptida BPC
157 od 10 pg/kg i 10 ng/kg za i.p. aplikaciju odnosno 0.16 pg/ml i 0.16 ng/ml za per os
primjenu te doze L-NAME od 5 mg/kg, L-arginin od 100 mg/kg i 0.9% natrijev-klorid (0.9%
NaCl, otopina za infuziju, B.Braun, Berlin, Njemacja) 5 ml/kg kao $to je u€injeno u ranijim
istrazivanjima (11,15,170). Dvije doze pentadekapeptida BPC 157 koristene su kako bi se

ispitao da 1li je ucinak BPC-a 157 o dozi ovisan ili neovisan. Svi agensi davani
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intraperitonealno, aplicirani su u donju desnu regiju abdomena, iznad mokracne cijevi kako bi

se izbjegla lezija mokra¢nog mjehura.

4.3. Eksperimentalni protokol

Hashimoto je jo§ 1989.godine opisao model prijeloma jednog, osmog rebra desnog
hemitoraksa kod stakora (98). Kasnije je isti koriSten u brojnim drugim istrazivanjima
frakutre rebara kod Stakora (100,103), a isti je primijenjen i u ovom radu s time da je model
modificiran zbog potrebe serijskog prijeloma te se uz osmo cinila transekcija 1 devetog i
desetog rebra desnog hemitoraksa. Eksperimentalne Zivotinje su anestezirane
intraperitonealnom primjenom Ketamine-HCI 50-60 mg/kg + Xylazine-HCI 5-10 mg/kg.
Potom se anesteziranu zivotinju postavilo na operacijski stoli¢ u polozaj na trbuh, fiksirajuci
je pri tome elasti¢nim gumicama. Longitudinalna incizija skalpelom, duzine 3 cm, ucinila se 2
cm paravertebralno desno od torakalne kraljeznice (sl. 5). Nakon toga su se povrSinski ledni
miSi¢i odmaknuli lateralno kako bi se prikazao dorzalni dio rebara te se finim Skaricama
ucinila vertikalna transekcija osmog, devetog i desetog rebra na razini lateralog ruba
paravertebralnih misica (Stakor za razliku od ¢ovjeka ima 13 pari rebara). Pri tome se nije
presjecala interkostalna muskulatura te se nije otvarala pleura (isto bi rezultiralo
pneumotoraksom te utjecalo na rezultate istrazivanja). Prilikom presjecanja vodila se briga o
pomaku ulomaka na nacin da su se ulomci neposredno nakon transekcije vratili u prvobitni
poloZaj i tek nakon toga pristupilo se zatvaranju rane. Rana se zatvarala u dva sloja, misi¢i
neresorptivim Savom Vicryl 3-0 (Ethicon inc. Johnson & Johnson company), a koza
resorptivnom svilom 3-0 (Silk, Ethicon inc. Johnson & Johnson company). Po u¢injenom
kirurSkom zahvatu eksperimentalne zivotinje su metodom slucajnog odabira podijeljene u 15
skupina (15 skupina Zivotinja za vremenske intervale zrtvovanja 20-tog i 60-tog dana pokusa)
(tbl. 3). Pentadekapeptid BPC 157  primjenjivan je intraperitonealno ili peroralno.
Intraperitonealno (doze od 10 pg/kg 1 10 ng/kg) primjenjivan aplicirao se odmah po
kirurSkom zahvatu te nakon toga jednom dnevno, a zadnja aplikacija 24 h prije Zrtvovanja.
Peroralno (0.16 pg/ml i 0.16 ng/ml, ukupno 12 ml/dan) se primjenjivao u vodi za pice, od
budenja do Zrtvovanja Zivotinje. Navedene doza i naCine primjene pentadekapeptida BPC 157
koristili smo sukladno prethodnim istrazivanjima
(3,4,7,10,12,116,141,153,157,158,185,186,231-233). Da bi se testirala interakcija s NO
sustavom, posebnim skupinama zivotinja aplicirali smo L-NAME (5 mg/kg/dan i.p.) i/ili L-
arginin (100 mg/kg/dan i.p.) samostalno ili uz BPC 157.
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Slika 5. Prikaz kirurSkog postupka transekcije rebara (plava linija predstavlja projekciju
torakalne kraljeznice, crvena linija mjesto incizije tj. projekcije osmog, devetog i desetog

rebra, pincetom oznacena vertikalno presje¢ena 3 rebra).
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Skupina Supstancija koja se aplicira po skupini Broj Broj Ukupno

Zivotinja Zivotinja | Zivotinja | Zivotinja
20.dan 60.dan

Kontrola 1 5 ml/kg 0.9% NaCl i.p. 5 5 15

Kontrola 2 Cista voda za pi¢e (ad libitum) 5 5 15

Terapijska BPC 10 pg/kg i.p. 5 5 15

skupina 1

Terapijska BPC 10 ng/kg i.p. 5 5 15

skupina 2

Terapijska BPC 10 pg/ml p.o. 5 5 15

skupina 3

Terapijska BPC 10 ng/ml p.o. 5 5 15

skupina 4

Terapijska L-arginin 100 mg/kg i.p. 5 5 5

skupina 5

Terapijska L-NAME 5 mg/kg i.p. 5 5 5

skupina 6

Terapijska L-NAME 5 mg/kg i.p. + L-arginin 100 mg/kg | 5 5 5

skupina 7 i.p.

Terapijska BPC 10 ug/kg i.p. + L-NAME 5 mg/kg i.p. 5 5 5

skupina 8

Terapijska BPC 10 ng/kg i.p. + L-NAME 5 mg/kg i.p. 5 5 5

skupina 9

Terapijska BPC 10 pg/kg i.p. + L-arginin 100 mg/kg i.p. |5 5 5

skupina 10

Terapijska BPC 10 ng/kg i.p. + L-arginin 100 mg/kg i.p. | 5 5 5

skupina 11

Terapijska BPC 10 pg/kg i.p. + L-NAME 5 mg/kg i.p. +| 5 5 5

skupina 12 L-arginin 100 mg/kg i.p.

Terapijska BPC 10 ng/kg i.p. + L-NAME 5 mg/kg i.p. +| 5 5 5

skupina 13 L-arginin 100 mg/kg i.p.

Ukupno 75 75 150

Zivotinja

Tablica 3. Dizajn istrazivanja (eksperimetntalne Zivotinje podijeljenje u 15 skupina; za

vremenske intervale Zrtvovanja odredeni su 20-ti i 60-ti dan sukladno ranijim radovima

cijeljenja rebara kod Stakora kao animalnog modela).
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4.4, Klinicki status

Tijekom ovog istrazivanja svakodnevno se pratila aktivnost i izgled Zzivotinja, Sto se i
dokumentiralo slikanjem Zzivotinja iz svih terapijskih skupina (Olympus mju 300 digital).
Posebno se pratilo i podrucje kirurske rane, s obzirom da je u ranijim radovima dokazan
pozitivan ucinak pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje koznih lezija (Zivotinje s
dehiscijencijom ili infekcijom rane bile bi izuzete iz daljnjeg istrazivanja). Kod zivotinja svih
skupina pratile su se kretnje prsnog kosa te frekvencija disanja svaki drugi dan pocevsi 24 h
nakon operacijskog zahvata i zakljutno s 19-tim danom tj. 24 h prije prvog Zrtvovanja
zivotinja. Normalna frekvencija disanja Stakora krece se izmedu 66 i 114 udisaja u minuti
(234).

4.5. Biokemijska analiza

Nakon 20-tog dana Stakori su bili zrtvovani Thiopentalom 5 ml i.p. u skladu sa svim eti¢kim
normama i nacelima te dozvolama dobivenim od nadleznog etickog povjerenstva te se tom
prilikom, neposredno po aplikaciji Thiopentala, a unutar vremenskog perioda od 60 sekundi
(kako bi rezultati bili §to vjerodostojniji), uzimala krv Zivotinje iz aorte radi odredivanja
acidobaznog statusa (ABS) arterijske krvi i serumskih vrijednosti kostanih minerala, kalcija i
fosfata (157,235). Sterilnom iglom 21G iz abdominalnog dijela aorte uzimali smo 5-7 ml krvi
za daljnju analizu. S obzirom da do sada nisu definirane referentne vrijednosti svih
parametara ABS-a nakon aplikacije Thiopentala (zadnje istrazivanje proveo Kaczmarczyk
1975. godine (236), dobio vrijednosti pCO2 57.0 £ 10.0 mmHg, pO2 70.4 + 11.2 mmHg), a
poznato je da nakon istog dolazi do respiratorne depresije Sto se odrazava i na vrijednosti
ABS-a krvi, kao referentne vrijednosti uzeli smo one dobivene studijom koja je obuhvatila
106 Stakora u budnom stanju koju je proveo indijski tim 2013. godine pod vodstvom
Subramaniana (237) (tbl. 4). Za referentne vrijednosti kalcija i fosfata u serumu uzeli smo one
iz rada Hashimota i sur. (98), koji su promatrali utjecaj TNF-alfa na cijeljenje fraktura rebara
kod Stakora (tbl. 5.).
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Parametar Srednja vrijednost + SD*
pH 7.33+0.07
pCO2 (mmHg / kPa) 4714 £9.24/6.26 £ 1.22
pO2 (MmHg / kPa) 05.14+14.42/12.65+1.91
HCO?®* (mmol/l) 24.81 +£ 3.28
* SD — standardna devijacija
Tablica 4. Acidobazni status arterijske krvi takora.
Parametar Vrijednost
Kalcij (mg/dl) 94-99
Fosfat (mg/dl) 86-91

Tablica 5. Serumske vrijednosti kalcija i fosfata kod Stakora.
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4.6. Radiografska, makroskopska i histoloSka analiza

Neposredno po Zrtvovanju zivotinja 20-ti dan i uzimanju uzoraka krvi za biokemijsku analizu,
otvarao se prsni ko$ Stakora skalpelom i finim Skaricama i uzimao kostani dio desnog
hemitoraksa sa sternumom i pripadaju¢im dijelom torakalne kraljeznice za daljnu analizu
(RTG, hitologija, biomehanicko ispitivanje). Pri tome se fotodokumentirao makroskopski
nalaz u regiji u¢injenih prijeloma (isto se ucinilo i nakon zZrtvovanja 60-ti dan), s vanjske i
nutarnje strane hemitoraksa te se posebno osvrulo na postojanje ili odsustvo adhezija
endotorakalne fascije i stupnjevalo na slijede¢i nac¢in: 0 = nema adhezija, 1 = adhezije se
mogu razdvojiti laganom trakcijom, 2 = razdvajanje adhezija zahtjeva umjerenu trakciju, 3 =
razdvajanje zahtjeva os$tru disekciju (238). Po ucinjenoj makroskopskoj analizi, desni
hemitoraks se fiksirao u puferiranoj 10% otopini formalina (pH 7.4) na 24 h, po potrebi
dekalcinirao i uklopio u parafin. Nakon rezanja uzorci su bojani hemalaun-eozinom te se
kalus podvrgavao histolo§koj analizi. Uzorke je analizirao iskusni promatra¢ koji nije bio
upoznat s podrijetlom materijala. Pri tome se procjenjivala zrelost kalusa i stupnjevala prema
Huou (239) (tbl. 6). Radioloska analiza radila se na Odjelu za klini¢ku radiologiju Opce
zupanijske bolnice Pozega digitalnim radiogramom (Siemens Luminos DRS). Analiziralo se
cijeljenje prijeloma te se stupnjevalo prema modificiranom Lane-Sandhuu skoru kako je

opisano u radu Dokmecia i sur. (240) (tbl. 7).
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Stupanj Histoloski nalaz na mjestu frakture
1 Fibrozno tkivo
Predominantno fibrozno tkivo s manjom
2 zastupljenoscu hrskavicnog tkiva
U jednakom mijeri zastupljeno fibrozno i
3 hrskavi¢no tkivo
Predominantno hrskavi¢no tkivo s manjom
4 zastupljenoScu fibroznog tkiva
) Samo hrskavi¢no tkivo
Predominano hrskavi¢no tkivo s manjom
6 zastupljenoScu nezrelog kostanog tkiva
U jednakoj mjeri zastupljeno hrskavi¢no i
7 nezrelo koStano tkivo
Predominantno nezrelo kostano tkivo s
8 manjom zastupljeno$¢u hrskavicnog tkiva
SraStavanje frakturnih ulomaka nezrelom
9 kosti
Srastavanje frakturnih ulomaka zrelom kosti
10

Tablica 6. Stupnjevanje zrelosti kalusa prema Huou tijekom histoloSke analize frakturne

pukotine (239).

Stupanj Radiografski nalaz
0 nema kalusa
1 prisutno stvaranje kalusa, ali bez znakova
sjedinjenja koStanih ulomaka
2 prisutno pocetno sjedinjenje koStanih
ulomaka

3 sjedinjenje koStanih ulomaka, frakturna
pukotina vise nije vidljiva

4 zavrSeno kostano cijeljenje

Tablica 7. Stupnjevanje cijeljenja prijeloma prema Dokmeciu (240).
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4.7. BiomehanicCko testiranje

Biomehanicko testiranje radili smo na uzorcima desnog hemitoraksa zivotinja zrtvovanih 60-
ti dan pokusa. Biomehanickom testiranju prethodila je radiografska i histoloska analiza
desnog hemotoraksa kako bi se verificiralo cijeljenje fraktura. Testiranje se radilo u
Laboratoriju za eksperimentalnu mehaniku, Fakulteta strojarstva i brodogradnje, Sveucilista u
Zagrebu. Preparati su se posebno konstruiranim prihvatom fiksirali u celjusti staticke kidalice
Beta 50-5 (Messphysik, Austrija) (sl. 6). Da bi se eliminirao utjecaj mjesta prihvata uzoraka
na C¢vrstoCu tretiranih rebara, preparat, koji je €inio dio desnog hemitoraksa s tretiranim
rebrima (8.-10.), dva susjedna intaktna rebra (sedmo i jedanaesto), dio kraljeZnice i prsne
kosti, fiksirao se za kraljeznicu (sl. 7). Ispitivani preparat opterec¢ivao se kvazistaticki na
savijanje uz kontrolu pomaka do pucanja preparata. SrediSnje rebro, deveto, oznacavali smo
kao "rebro 1", "rebro 2" predstavljalo je osmo rebro dok je deseto rebro oznacavano kao
"rebro 3". Za stupnjevanje smo Koristili klasifikaciju po Whiteu (241), u kojoj stupanj 1
predstavlja prijelom na mjestu frakture uz manju silu, stupanj 2 prijelom na mjestu frakture
uz primjenu jace sile, stupanj 3 prijelom kroz prija$nju frakturnu pukotinu i kroz intaktnu kost
te stupanj 4 prijelom samo intaktne kosti. Manju silu predstavljale su vrijednosti manje ili

jednake sili od 15 N (<15 N), sve iznad toga (>15 N) oznacavalo se kao jaca sila.
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Slika 6. Staticka kidalica Beta 50-5 (Messphysik, Austrija) na kojoj je nacinjeno

biomehanicko testiranje za potrebe ovog istrazivanja. Fotografija snimljena pomocu

digitalnog fotoaparata Canon EOS 1000D.

Slika 7. Polozaj ispitivanog preparata
tijekom biomehanickog testiranja (da bi se
eliminirao utjecaj mjesta prihvata uzoraka
na ¢vrstocu tretiranih rebara, preparat, koji
je C¢inio dio desnog hemitoraksa s
tretiranim rebrima, dva susjedna intaktna
rebra, dio kraljeZnice 1 prsne kosti, fiksirao

se za kraljeznicu).
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4.8. StatistiCke metode

Za statisticku obradu koriSten je program STATISTICA 7.1 (StatSoft, Inc, Tulsa, USA).
Podaci su bili testirani Kolmogorov-Smirnoff testom za procjenu distribucije podataka. U
slu¢aju normalne distribucije, bio je primijenjen one-way ANOVA test sa Newman-Keuls
post hoc testom, dok je u slu¢aju nenormalne distribucije, bio primijenjen Kruskal-Wallis test
sa Mann-Whitney post hoc testom. Razina znacajnosti bila je p<0.05. Podaci su prikazani

tablicno 1 graficki.
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5. REZULTATI

Primjena BPC-a 157 dovodi do smanjenog stvaranja priraslica endotorakalne fascije,
pojaCanog stvaranja koStanog kalusa, ranijeg cijeljenja, ali i stvaranja biomehanicki jaceg

kostanog tkiva na mjestu prijeloma.

5.1. Klinic¢ki status

Kod zivotinja smo svaki drugi dan, pocevsi od prvog dana nakon kirurSkog tretmana te
zakljuéno sa 19-tim danom tj. danom prije prvog Zrtvovanja zivotinja, promatrali i evidentirali
frekvenciju disanja te kretnje prsnog koSa. Razumljivo je bilo da su sve zivotinje nakon
kirur§kim putem ucinjene transekcije tri rebra "Stedile" desnu stranu prsnog kosa (jasno se
vidjelo slabije odizanje desne strane prsnog kosa prilikom inspirija). Kod svih Zivotinja bila je
prisutna tahipneja (ubrzana frekvencija disanja) koja se postepeno smirivala ovisno o skupini
zivotinja (tbl. 8). NajduZze je bila prisutna kod skupine zivotinja tretirane s L-NAME 5 mg/kg
i.p. gdje se mogla primjetiti gotovo do 19-tog dana. Nesto duze, obi¢no do 13-tog dana, bila je
prisutna kod kontrolnih skupina (5 ml/kg 0.9% NaCl i.p. ili ¢ista voda za pice) 1 skupine kojoj
se aplicirao L-arginin 100 mg/kg u odnosu na ostale skupine tj. one koje su tretirane BPC-om

157 samim ili u kombinaciji s L-argininom i/ili L-NAME.

5.2. Biokemijska analiza

Tijekom prvog zrvovanja zivotinja 20-ti dan pokusa, uzela se krv iz aorte za analizu
acidobaznog statusa. Rezultati koje smo dobili pokazali su prisutnu potpuno kompenziranu
respiracijsku alkalozu kod kontrolnih skupina te skupine tretirane s L-NAME i L-NAME + L-
arginin (sl. 8-15). Ista se ocitovala niskim vrijednostima pCO, i HCO®*, a normalnim
vrijednostima pH i pO2. Ostale skupine zivotinja imale su normalne vrijednosti svih
parametara acidobaznog statusa arterijske krvi Zivotinja. Istu krv Koristili smo i za
odredivanje serumskih vrijednosti kalcija i fosfata no rezultati koje smo dobili nisu pokazivali

statiticki znacajnu razliku, StoviSe serumske vrijednosti svih skupina Zivotinja bile su unutar

referentnih (Ca 9.4-9.9 mg/dl, P 8.6-9.1 mg/dl) (tbl. 9 10).
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5.3. Makroskopska analiza

Tijekom zrtvovanja Zivotinja 20-tog dana pokusa i otvaranja prsnog koSa, promatrao se
lokalni nalaz na mjestu transekcije rebara s osvrtom na oziljak, posebice na prisutnost
priraslica endotorakalne fascije (sl. 16-19). Isto se bodovalo prema Hizliu i sur. (233), 0 =
nema adhezija, 1 = adhezije se mogu razdvojiti laganom trakcijom, 2 = razdvajanje adhezija
zahtjeva umjerenu trakciju, 3 razdvajanje zahtjeva ostru disekciju. Najlosiji lokalni nalaz, s
medijanom 2 (razdvajanje adhezija zahtjevalo je umjerenu trakciju), imale su skupine
zivotinja tretirane s L-NAME. Nesto bolji makroskopski nalaz pokazivale su kontrolne
skupine te skupine Zivotinja tretirane s L-arginin ili L-arginin + L-NAME ¢iji je medijan
iznosio 1 (adhezije su se mogle razdvijiti laganom trakcijom). Skupine Zivotinja tretirane
BPC-om 157 samim ili u kombinaciji s L-arginin i/ili L-NAME gotovo da nisu imale

priraslica, a medijan je bio 0 (nema adhezija).

5.4. Radiografska analiza

Nakon $to se evidentirao lokalni nalaz hemitoraksa makroskopski, isti se uzimao za daljnju
radiografsku analizu (sl. 20-24). Za bodovanje radiografskog nalaza koristili smo se
stupnjevanjem cijeljenja prema Laneu i Sandhuu (235), 0 - nema kalusa, 1 - pirustno stvaranje
kalusa, ali bez znakova sjedinjenja kosStanih ulomaka, 2 - prisutno pocetno sjedinjenje
kostanih ulomaka, 3 - sjedinjenje koStanih ulomaka, frakturna pukotina vise nije vidljiva, 4 -
zavrSeno kostano cijeljenje. Za ocekivati je bilo da ¢e 20-tog dana od fraktura biti priustno
stvaranje kalusa no kod skupina Zivoinja tretiranih BPC-om 157 samim ili u kombinaciji s L-
arginin i/ili L-NAME medijan je iznosio 3 (radiografski verificirano sjedinjenje koStanih
ulomaka, bez vidljive frakturne pukotine). Nesto losiji rezultat, ali bolji nego kod kontrolnih
skupina te skupina tretiranih s L-NAME i L-NAME + L-arginin, pokazale su Zivotinje kojima
se aplicirao samo L-arginin, ¢iji je medijan iznosio 2 (radiografskom analizom verificirano
pocetno sjedinjenje kostanih ulomaka). Kod ostalih skupina Zivotinja naj¢esc¢e je radiografski

bilo vidljivo samo pocetno stvaranje kalusa (medijan 1).
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5.5. HistoloSka analiza

Nakon radiografske analize preparata, uzeli su se uzorci kosti na mjestu fraktura za histolosku
analizu prilikom koje smo se koristili stupnjevanjem zrelosti kalusa prema Huou (234), gdje
stupanj 1 predstavlja fibrozno tkivo, 2 - predominantno fibrozno tkivo s manjom
zastupljenoSc¢u hrskavicnog tkiva, 3 - u jednakom mjeri zastupljeno fibrozno i hrskavi¢no
tkivo, 4 - predominantno hrskavi¢no tkivo s manjom zastupljeno$¢u fibroznog tkiva, 5 - samo
hrskavi¢no tkivo, 6 - predominano hrskaviéno tkivo s manjom zastupljeno$¢u nezrelog
kostanog tkiva, 7 - u jednakoj mjeri zastupljeno hrskavicno i nezrelo kostano tkivo, 8 -
predominantno nezrelo koStano tkivo s manjom zastupljeno$¢u hrskavi¢nog tkiva, 9 -
srastavanje frakturnih ulomaka nezrelom kosti, 10 - sraStavanje frakturnih ulomaka zrelom
kosti (sl. 25-29). Rezultati su pratili one dobivene radiografskom analizom te su kontrolne
skupine Zivotinja imale vrijednost medijana 6 (predominano hrskavicno tkivo s manjom
zastupljenoscu nezrelog kostanog tkiva), Zivotinje koje su bile tretirane L-argininom medijan
7 (u jednakoj mjeri zastupljeno hrskavicno i nezrelo kostano tkivo), dok su najbolje histoloske
rezultate pokazale zivotinje tretirane s BPC-om 157 samim ili u kombinaciji s L-argininom
i/ili L-NAME ¢iji je medijan iznosio 9 (srastavanje frakturnih ulomaka nezrelom kosti), s tim
da se kod tih skupina zivotinja pojavljivalo i srastavanje frakturnih ulomaka zrelom kosti.

NajloSije rezultate imale su skupine zivotinja tretirane S L-NAME (medijan 4 -

predominantno hrskavicno tkivo s manjom zastupljenoSc¢u fibroznog tkiva).

5.6. Biomehanicko testiranje

Nakon zrtvovanja zivotinja 60-ti dan, desni hemitoraks uzeli smo za daljnju radiografsku,
histolosku i biokemijsku analizu. Sve skupine zivotinja, u radiografskoj analizi imale su
vrijednost medijana 4 (zavrSeno koStano cijeljenje), dok su u hitoloskoj analizi Zivotinje imale
vrijednost medijana 10 (srastavanje frakturnih ulomaka zrelom kosti) (tbl. 11-14, sl. 30 i 31).
Nakon radiografske i histoloske analize pristupilo se biomehani¢kom testiranju. Za
stupnjevanje koristili smo klasifikaciju po Whiteu (236), u kojoj stupanj 1 predstavlja
prijelom na mjestu frakture uz manju silu, stupanj 2 prijelom na mjestu frakture uz primjenu
jace sile, stupanj 3 prijelom kroz prijasnju frakturnu pukotinu i kroz intaktnu kost te stupanj 4
prijelom samo intaktne kosti. Manju silu predstavljale su vrijednosti do 15 N, sve iznad toga

oznacCavalo se kao jaca sila. Biomehanicko testiranje pokazalo je statisticki znacajnu razliku

o1



tj. sve skupine zivotinja tretirane s pentadekapeptidom BPC 157 samim i uz L-arginin i/ili L-
NAME, u dvije razli¢ite doze (ug i ng) i razli¢itim nac¢inima apliciranja (i.p. i p.o.) imale su
vrijednost medijana 2 (prijelom na mjestu frakturne pukotine uz primjenu jace sile, >15 N)
dok su kontrolne skupine i skupine zivotinja tretirane s L-NAME imale vrijednost medijana 1
(prijelom na mjestu frakturne pukotine uz primjenu manje sile, do 15 N) (sl. 32-36).
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Dani nakon operacijskog zahvata

Skupina (srednja vrijednost £ SD*)
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19

Kontrola 1 182+22 165124 144423 130+19 122+17 118+22 10513 9519 93+ 88+13
Kontrola 2 193426 168+18 151+27 132417 125423 119419 107+16 98+11 97+14 90+14
BPC 10 pg/kg i.p. 173+18 155423 132417 121+23 120+16 108+13 92+10 83+8 82+8 78+9
BPC 10 ng/kg i.p. 178421 159+19 135422 119+14 122+19 111424 90+13 86+14 84+11 80+12
BPC 10 pg/kg p.o. 176427 163+16 140420 124427 117422 104+18 100+11 90+13 83+13 7611
BPC 10 ng/kg p.o. 170122 169126 138+19 122123 12019 108+19 102114 91+15 85+12 7918
L-arginin 100 mg/kg 180+31 168+24 148+24 132+16 118+21 109+13 103£12 95116 97x14 85+11
i.p.
L-NAME 5 mg/kg i.p. | 208+32 190+28 174429 156+19 148+29 139+22 128+19 115+19 110+11 102+12
L-arginin + L-NAME | 18316 168+17 147+18 13113 12314 118+18 103+9 97+13 95+13 89+13
BPC pg + L-NAME 176x21 157+19 137+13 122122 12319 112+26 94111 87+12 85+8 84+9
BPC ng + L-NAME 174+15 160£23 134426 126+16 122+13 116+17 9613 86+9 88+11 86x13
BPC pg + L-arginin 172+18 161+18 134+14 121+17 12021 113123 10015 88114 83x14 77+11
BPC ng + L-arginin 181+17 163+£27 137+25 12124 12017 11014 8919 91+11 85+12 79%9
BPC pg + L-arginin + | 180+23 166122 150£19 134+16 124+26 109+25 103£12 96x14 90+13 83x11
L-NAME
BPC ng + L-arginin + | 179+19 164+21 148+16 13319 123+29 111+18 104+11 9319 9219 8315
L-NAME

Tablica 8. Frekvencija disanja (u minuti) Zivotinja 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19-ti dan nakon operacijskog zahvata (svim skupinama zivotinja svaki dan su

aplicirani ispitivani agensi; kontrola 1 dobivala je svakodnevno 5 ml/kg 0.9% NaCl, a kontrola 2 ¢istu vodu za pice).

*SD - standardna varijacija

**Kontrola 1 — primala 5 ml/kg/dan 0.9%, kontrola 2 — primala ¢istu vodu za pice (ad libitum), BPC pg — BPC 157 u dozi od 10 pg/kg/dan i.p., BPC ng -

BPC 157 u dozi od 10 ng/kg/dan i.p., L-arginin —u dozi od 100 mg/kg/dan i.p., L-NAME — u dozi od 5 mg/kg/dan i.p.
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7,45

7,4 Il
7,35 L.
pH ’ m Kontrola 2 (voda za pice per os)
mBPC pg p.o.
73 - B BPCngp.o.
7,25 -
7,2 -

Slika 8. Graficki prikaz pH vrijednosti arterijske krvi Zivotinja 20-ti dan nakon frakture rebara (BPC 157
primjenjivan u dozi od 10 pg/kg i 10 ng/kg p.o. svakodnevno do dana zrtvovanja; kontrola 2 uzimala je Cistu
vodu za pi¢e — ad libitum); *p<0,05

7,5
B Kontrola 1 (0.9% NaCli.p.)
7,45 HBPC pgi.p.
HBPCngi.p.
74 M L-arginin
N L-NAME
7,35 -
pH B L-arginin + L-NAME
W BPC pg + L-NAME
73 - Hg
m BPC ng + L-NAME
7,25 - W BPC pg + L-arginin
H BPC ng + L-arginin
7,2 - M BPC pg + L-arginin + L-NAME
1 BPC ng + L-arginin + L-NAME
7,15 -

Slika 9. Graficki prikaz pH vrijednosti arterijske krvi Zivotinja 20-ti dan nakon frakture rebara (agensi
svakodnevno i.p. primjenjivani do dana Zrtvovanja i to u dozama: BPC 157 10 pg/kg i 10 ng/kg, L-arginin
100 mg/kg, L-NAME 5 mg/kg; kontrola 1 za to je vrijeme dobivala 5 ml/kg 0.9% NaCl svakodnevno);
*p<0,05
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pCO2 (kPa)

B Kontrola 2 (voda za pi¢e p.o.)
m BPC pg p.o.
B BPCngp.o.

Slika 10. Graficki prikaz vrijednosti pCO: arterijske krvi Zivotinja 20-ti dan nakon frakture rebara (BPC

157 primjenjivan u dozi od 10 pg/kg i 10 ng/kg p.o. svakodnevno do dana Zrtvovanja; kontrola 2 uzimala je

Cistu vodu za pi¢e — ad libitum); *p<0,05
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M Kontrola 1 (0.9% NaCli.p.)
H BPC pgi.p.

mBPCngi.p.

B [L-arginin

B L-NAME

M L-arginin + L-NAME

W BPC pg + L-NAME

B BPC ng + L-NAME

M BPC pg + L-arginin

B BPC ng + L-arginin

m BPC pg + L-arginin + L-NAME
W BPC ng + L-arginin + L-NAME

Slika 11. Graficki prikaz vrijednosti pCO: arterijske krvi Zivotinja 20-ti dan nakon frakture rebara (agensi

svakodnevno i.p. primjenjivani do dana Zrtvovanja i to u dozama: BPC 157 10 pg/kg i 10 ng/kg, L-arginin

100 mg/kg, L-NAME 5 mg/kg; kontrola 1 za to je vrijeme dobivala 5 ml/kg 0.9% NaCl svakodnevno);

*p<0,05
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H Kontrola 2
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Slika 12. Graficki prikaz vrijednosti pO: arterijske krvi zivotinja 20-ti dan nakon frakture rebara (BPC 157
primjenjivan u dozi od 10 pg/kg i 10 ng/kg p.o. svakodnevno do dana zZrtvovanja; kontrola 2 uzimala je Cistu
vodu za pi¢e — ad libitum); *p<0,05

16
B Kontrola 1
14 -
W BPC ugi.p.
12 - HBPCngi.p.
M L-arginin
10 - B [-NAME
M L-arginin + L-NAME
pO2 (kPa) 8 |
M BPC ug + L-NAME
6 - B BPC ng + L-NAME
m BPC pg + L-arginin
4 1 B BPC ng + L-arginin
5 M BPC pg + L-arginin + L-NAME
1 BPC ng + L-arginin + L-NAME
0 -

Slika 13. Graficki prikaz vrijednosti pO: arterijske krvi Zivotinja 20-ti dan nakon frakture rebara (agensi
svakodnevno i.p. primjenjivani do dana Zrtvovanja i to u dozama: BPC 157 10 pg/kg i 10 ng/kg, L-arginin
100 mg/kg, L-NAME 5 mg/kg; kontrola 1 za to je vrijeme dobivala 5 ml/kg 0.9% NaCl svakodnevno);
*p<0,05
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B Kontrola 2

HCO?*" (mmol/l) HBPC pgp.o.

B BPCngp.o.

Slika 14. Graficki prikaz vrijednosti HCO?®" arterijske krvi Zivotinja 20-ti dan nakon frakture rebara (BPC
157 primjenjivan u dozi od 10 pg/kg i 10 ng/kg p.o. svakodnevno do dana Zrtvovanja; kontrola 2 uzimala je

Cistu vodu za pi¢e — ad libitum); *p<0,05

35
m Kontrola 1
30 W BPC pgi.p.
mBPCngi.p.
2 M L-arginin
B -NAME
207 u L-arginin + L-NAME
HCO* (mmol/l)
- W BPC g + L-NAME
B BPC ng + L-NAME
10 - M BPC g + L-arginin
B BPC ng + L-arginin
5 - W BPC pg + L-arginin + L-NAME
M BPC ng + L-arginin + L-NAME
0 -

Slika 15. Grafi¢ki prikaz vrijednosti HCO® arterijske krvi Zivotinja 20-ti dan nakon frakture rebara (agensi
svakodnevno i.p. primjenjivani do dana Zrtvovanja i to u dozama: BPC 157 10 pg/kg i 10 ng/kg, L-arginin
100 mg/kg, L-NAME 5 mg/kg; kontrola 1 za to je vrijeme dobivala 5 ml/kg 0.9% NaCl svakodnevno);
*p<0,05
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Parametri (srednja vrijednost + SD*)

Skupina
Kalcij?® (mg/dl) Fosfat® (mg/dl)
Kontrola 2 (dobivala ¢istu vodu za pice, ad libitum) 9.4+0.5 8.6+£0.6
BPC 10 pg/kg p.o. 9.6+04 9+0.7
BPC 10 ng/kg p.o. 9.6+04 8.8+0.4

Tablica 9. Serumske vrijednosti kalcija i fosfata 20-ti dan nakon frakture rebara (BPC 157 primjenjivan u

dozi od 10 pg/kg 1 10 ng/kg p.o. svakodnevno do dana Zrtvovanja; kontrola 2 uzimala je ¢istu vodu za pice —

ad libitum); *p<0,05

Parametri (srednja vrijednost + SD*)

Skupina
Kalcij? (mg/dl) Fosfat® (mg/dl)

Kontrola 1 (dobivala 5 m/kg NaCl i.p.) 95+04 8.7+£0.7
BPC 10 pg/kg i.p. 9.6+0.3 8.9+£05
BPC 10 ng/kg i.p. 9506 8.9x0.8
L-arginin 100 mg/kg i.p. 9.7+0.3 9.1+0.6
L-NAME 5 mg/kg i.p. 95+05 8.7+0.3
L-arginin 100 mg/kg i.p. + L-NAME 5 mg/ kg i.p. 9.4%0.6 8.9x0.5
BPC 10 pg/kg i.p. + L-NAME 5 mg/kg i.p. 98+04 8.9+0.6
BPC 10 ng/kg i.p. + L-NAME 5 mg/kg i.p. 9.6 0.7 8.6+0.8
BPC 10 pg/kg i.p. + L-arginin 100 mg/kg i.p. 94104 8.8+0.3
BPC 10 ng/kg i.p. + L-arginin 100 mg/kg i.p. 9506 8.9x0.7
BPC 10 pg/kg i.p. + L-arginin 100 mg/kg i.p. + L-NAME 94+0.8 9+0.5
5 mg/kg i.p.

BPC 10 ng/kg i.p. + L-arginin 100 mg/kg i.p. + L-NAME 9.6+0.3 8.6x04

5 mg/kg i.p.

Tablica 10. Serumske vrijednosti kalcija i fosfata 20-ti dan nakon frakture rebara (agensi svakodnevno i.p.

primjenjivani do dana Zrtvovanja i to u dozama: BPC 157 10 pg/kg i 10 ng/kg, L-arginin 100 mg/kg, L-NAME 5

mg/kg; kontrola 1 za to je vrijeme dobivala 5 ml/kg 0.9% NaCl svakodnevno); *p<0,05

*SD — standardna devijacija

a - normalne vrijednosti kalcija u serumu $takora od 9.4 — 9.9 mg/dl

b - normalne vrijednosti fosfata u serumu $takora od 8.6 — 9.1 mg/dl
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a b C

Slika 16. Makroskopski nalaz na mjestu u¢injenih fraktura rebara 20-ti dan nakon frakture rebara (a — rahle
priraslice kod kontrolne skupine Zivotinja, b — ¢vrste priraslice kod zivotinja tretiranih s L-NAME, ¢ — bez

priraslica kod skupine Zivotinja tretirane s BPC 157).

a b c

Slika 17. Makroskopski nalaz na mjestu uéinjenih fraktura rebara 20-ti dan nakon frakture rebara (a — manja

oziljna reakcija na mjestu fraktura kod kontrolne skupine, b — izraziti oziljak kod Zivotinja tretiranih s L-

NAME, ¢ — gotovo bez oziljka kod Zivotinja tretiranih s BPC 157).
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MED (MIN, MAX)
3
2
* *
1 1
0 - T T 1
Kontrola 2 BPC pg p.o. BPCngp.o.

Slika 18. Grafic¢ki prikaz makroskopskog nalaza adhezija endotorakalne fascije 20-ti dan (primjena agensa
p.0.; 0 = nema adhezije se mogu adhezija, 1 = razdvojiti laganom  trakcijom, 2 = razdvajanje adhezija

zahtjeva umjerenu trakciju, 3 = razdvajanje zahtjeva ostru disekciju).

MED (MIN, MAX)
3

0 - | T
Kontrola 1BPC pgi.p.BPCngi.p. L-arginin L-NAME L-arginin+ BPCpug+ BPCng+ BPCpg+ BPCng+ BPCug+ BPCng+
L-NAME L-NAME L NAME L-arginin L-arginin L-arginin +L-arginin +
L-NAME L-NAME

Slika 19. Graficki prikaz makroskopskog nalaza adhezija endotorakalne fascije 20-ti dan nakon
frakturerebara (svakodnevna primjena agensa i.p.; 0 = nema adhezija, 1 = adhezije se mogu razdvojiti
laganom  trakcijom, 2 = razdvajanje adhezija zahtjeva umjerenu trakciju, 3 = razdvajanje zahtjeva oStru
disekciju).

*p<0,05

**Kontrola 1 — dobivala 5 ml/kg/dan 0.9% NaCl i.p., kontrola 2 — dobivala ¢istu vodu za pice (ad libitum),
BPC pg — BPC 157 u dozi od 10 pg/kg/dan i.p., BPC ng — BPC 157 u dozi od 10 ng/kg/dan i.p., L-arginin

— u dozi od 100 mg/kg/dan i.p., L-NAME — u dozi od 5 mg/kg/dan i.p.
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MED (MIN, MAX)
4

m Kontrola 2

M BPC pg p.o.
m BPC ng p.o.

Slika 20. Graficki prikaz radiografskog nalaza 20-ti dan nakon frakture rebara (primjena agensa p.o.; O -
nema kalusa, 1 - pirustno stvaranje kalusa, ali bez znakova sjedinjenja koStanih ulomaka, 2 - prisutno
pocetno sjedinjenje kosStanih ulomaka, 3 - sjedinjenje koStanih ulomaka, frakturna pukotina vise nije

vidljiva, 4 - zavrSeno kostano cijeljenje).

MED (MIN, MAX)
4

H Kontrola 1
= BPC pgi.p.
m BPCngi.p.

M L-arginin

m [ -NAME

W L-arginin + L-NAME

W BPC pg + L-NAME

m BPC ng + L-NAME

= BPC pg + L-arginin

M BPC ng + L-arginin

= BPC pg + L-arginin + L-NAME

= BPC ng + L-arginin + L-NAME
0 ,

Slika 21. Graficki prikaz radiografskog nalaza 20-ti dan nakon frakture rebara (primjena agensa i.p.; 0 -nema
kalusa, 1 - pirustno stvaranje kalusa, ali bez znakova sjedinjenja kostanih ulomaka, 2 - prisutno pocetno
sjedinjenje koStanih ulomaka, 3 - sjedinjenje kosStanih ulomaka, frakturna pukotina viSe nije vidljiva, 4 —
zavrseno kostano cijeljenje).

*p<0,05; **Kontrola 1 — dobivala 5 ml/kg/dan 0.9% NacCl i.p., kontrola 2 — dobivala ¢istu vodu za pice (ad
libitum), BPC pg — BPC 157 u dozi od 10 pg/kg/dan i.p., BPC ng — BPC 157 u dozi od 10 ng/kg/dan i.p.,
L-arginin — u dozi od 100 mg/kg/dan i.p., L-NAME — u dozi od 5 mg/kg/dan i.p.
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Slika 22. Radiografski nalaz kontrolne skupine zivotinja 20-ti dan (medijan 1 - prisutno stvaranje kalusa,

ali bez znakova sjedinjenja kostanih ulomaka; a — kontrola 1, 0.9% NaCl i.p., b — kontrola 2, voda za pice
p.o.).

Slika 23. Radiografski nalaz 20-ti dan skupine zivotinja koje su primale L-NAME (medijan 1, iako je kod

Zivotinja Cesto izostajalo stvaranje kalusa tj. vrijednost 0 prema radiografskom stupnjevanju).
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Slika 24. Radiografski nalaz 20-ti dan skupine Zivotinja koje su primale BPC 157, sam ili u kombinaciji s L-

arginin i/ili L-NAME (medijan 3 - sjedinjenje kostanih ulomaka, frakturna pukotina viSe nije vidljiva).

MED (MIN, MAX) %
10

M Kontrola 2

B BPC pg p.o.

mBPCnNngp.o.

O B N W &~ U G N K0 W

Slika 25. Graficki prikaz rezultata histoloske analize preparata 20-ti dan nakon frakture rebara (primjena

agensa p.o.).
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MED (MIN, MAX)
*

m Kontrola 1

EBPC pgi.p.

EBPC ngi.p.

M | -arginin

m L-NAME

M L-arginin + L-NAME

mBPC pg + L-NAME

HBPC ng + L-NAME

mBPC pg + L-arginin

HBPC ng + L-arginin

M BPC pg + L-arginin + L-NAME
W BPC ng + L-arginin + L-NAME

Slika 26. Graficki prikaz rezultata histoloske analize preparata 20-ti dan nakon frakture rebara (primjena

agensa i.p.).

1 - fibrozno tkivo, 2 - predominantno fibrozno tkivo s manjom zastupljeno$¢u hrskavi¢nog tkiva, 3 - u

jednakom mjeri zastupljeno fibrozno i hrskavi¢no tkivo, 4 - predominantno hrskavi¢no tkivo s manjom

zastupljeno§¢u fibroznog tkiva, 5 - samo hrskavi¢no tkivo, 6 - predominano hrskavi¢no tkivo S manjom

zastupljenoS¢u nezrelog kostanog tkiva, 7 - u jednakoj mjeri zastupljeno hrskavi¢no 1 nezrelo kostano tkivo,

8 - predominantno nezrelo kostano tkivo s manjom zastupljeno$¢u hrskavi¢nog tkiva, 9 - sraStavanje

frakturnih ulomaka nezrelom kosti, 10 - srastavanje frakturnih ulomaka zrelom kosti

*p<0,05

**Kontrola 1 — dobivala 5 ml/kg/dan 0.9% NaCl i.p., kontrola 2 — dobivala ¢istu vodu za pice (ad libitum),
BPC pg — BPC 157 u dozi od 10 pg/kg/dan i.p., BPC ng — BPC 157 u dozi od 10 ng/kg/dan i.p., L-arginin

— u dozi od 100 mg/kg/dan i.p., L-NAME — u dozi od 5 mg/kg/dan i.p.
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Slika 27. Histoloski nalaz
kod kontrolne skupine
zivotinja 20-ti dan
(predominantno
hrskavi¢no tkivo s manjom
zastupljenosc¢u nezrelog
kostanog tkiva),

hemalaun-eozin, x40

Slika 28. Histoloski nalaz 20-ti
dan kod skupine zivotinja koja
je tretirana s L-NAME
(predominantno fibrozno tkivo
s manjom zastupljenoscéu
hrskavi¢nog tkiva), hemalaun-

eozin, x100

Slika 29. Histoloski nalaz 20-ti
dan kod skupine zivotinja
tretirane s BPC 157
(srastavanje frakturnih
ulomaka nezrelom kosti),

hemalaun-eozin, x40
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Skupina MIN? MED® MAX®
Kontrola 2 (dobivala ¢istu vodu za pice, ad 3 4 4
libitum)
BPC 10 pg/kg p.o. 4 4 4
BPC 10 ng/kg p.o. 4 4 4

Tablica 11. Radiografski nalaz 60-ti dan nakon frakture rebara (primjena BPC-a 157 p.o.

svakodnevno u dvije razli¢ite doze).

Skupina

MIN?

MEDP

MAX®¢

Kontrola 1 (dobivala 5 m/kg NaCl i.p.)

BPC 10 pg/kg i.p.

BPC 10 ng/kg i.p.

L-arginin 100 mg/kg i.p.

L-NAME 5 mg/Kkg i.p.

L-arginin 100 mg/kg i.p. + L-NAME 5 mg/ kg i.p.

BPC 10 pg/kg i.p. + L-NAME 5 mg/kg i.p.

BPC 10 ng/kg i.p. + L-NAME 5 mg/kg i.p.

BPC 10 pg/kg i.p. + L-arginin 100 mg/Kkg i.p.

BPC 10 ng/kg i.p. + L-arginin 100 mg/Kkg i.p.

BPC 10 pg/kg i.p. + L-arginin 100 mg/kg i.p. + L-
NAME 5 mg/kg i.p.

BPC 10 ng/kg i.p. + L-arginin 100 mg/kg i.p. + L-
NAME 5 mg/kg i.p.

EEN Al DOWABRDIMW

~ AR DIA~

~ I N N R N NE IR RS

Tablica 12. Radiografski nalaz 60-ti dan nakon frakture rebara (primjena BPC-a 157, L-

NAME i L-arginina i.p. svakodnevno).

0 - nema kalusa, 1 - pirustno stvaranje kalusa, ali bez znakova sjedinjenja kostanih ulomaka, 2

- prisutno pocetno sjedinjenje kostanih ulomaka, 3 - sjedinjenje koStanih ulomaka, frakturna

pukotina vise nije vidljiva, 4 - zavrSeno kostano cijeljenje

a — minimalna vrijednost, b - medijan, ¢ — maksimalna vrijednost
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Skupina MIN? MED" | MAX®
Kontrola 2 (dobivala ¢istu vodu za pice, ad libitum) 10 10 10
BPC 10 pg/kg p.o. 10 10 10
BPC 10 ng/kg p.o. 10 10 10

Tablica 13. Rezultati histoloske analize preparata 60-ti dan nakon frakture rebara (primjena

BPC-a 157 p.o. svakodnevno u dvije razli¢ite doze).

Skupina MIN2 | MEDP | MAX®

Kontrola 1 (dobivala 5 m/kg NaCl i.p.) 9 10 10
BPC 10 pg/kg i.p. 10 10 10
BPC 10 ng/kg i.p. 10 10 10
L-arginin 100 mg/Kg i.p. 10 10 10
L-NAME 5 mg/kg i.p. 9 10 10
L-arginin 100 mg/kg i.p. + L-NAME 5 mg/ kg i.p. 10 10 10
BPC 10 pg/kg i.p. + L-NAME 5 mg/kg i.p. 10 10 10
BPC 10 ng/kg i.p. + L-NAME 5 mg/Kg i.p. 10 10 10
BPC 10 pg/kg i.p. + L-arginin 100 mg/kg i.p. 10 10 10
BPC 10 ng/kg i.p. + L-arginin 100 mg/Kg i.p. 10 10 10
BPC 10 pg/kg i.p. + L-arginin 100 mg/kg i.p. + L-NAME 5 10 10 10
mg/Kg i.p.

BPC 10 ng/kg i.p. + L-arginin 100 mg/kg i.p. + L-NAME 5 10 10 10
mg/Kkg i.p.

Tablica 14. Rezultati histoloske analize preparata 60-ti dan nakon frakture rebara (primjena
BPC-a 157, L-NAME i L-arginina i.p. svakodnevno).

1 - fibrozno tkivo, 2 - predominantno fibrozno tkivo s manjom zastupljeno$¢u hrskaviénog
tkiva, 3 - u jednakom mjeri zastupljeno fibrozno i hrskavi¢no tkivo, 4 - predominantno
hrskaviéno tkivo s manjom zastupljenoS¢u fibroznog tkiva, 5 - samo hrskavi¢no tkivo, 6 -
predominano hrskavi¢no tkivo s manjom zastupljenoS¢u nezrelog koStanog tkiva, 7 - u
jednakoj mjeri zastupljeno hrskavi¢no i nezrelo kostano tkivo, 8 - predominantno nezrelo
kostano tkivo s manjom zastupljeno$¢u hrskavi¢nog tkiva, 9 - srastavanje frakturnih ulomaka
nezrelom kosti, 10 - srastavanje frakturnih ulomaka zrelom kosti

a — minimalna vrijednost, b — medijan, ¢ — maksimalna vrijednost
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Slika 30. Radiografski nalaz 60-ti dan nakon frakture rebara kontrolne skupine (a) i skupine
zivotinja koja je primala BPC 157 (b) (medijan 4 tj. zavrSeno kostano cijeljenje verificirano

kod svih skupina zivotinja).

Slika 31. Histoloski nalaz 60-ti dan nakon frakture rebara kontrolne skupine (a, hemalaun-
eozin, x40) 1 skupine Zivotinja koja je primala BPC 157 (b, hemalaun-eozin, x100). Histoloski

nalaz prati radiograski te pokazuje cijeljenje frakturnih ulomaka zrelom kosti (medijanl10).
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MED (MIN, MAX)
1

M Kontrola 2 (voda za pice p.o.)

M BPC pg/kg p-o.
W BPC ng/kg p.o.

Slika 32. Grafic¢ki prikaz rezultata biomehanickog testiranja po skupinama zivotinja 60-ti dan

nakon frakture rebara (primjena BPC-a 157 p.o. svakodnevno u dvije razli¢ite doze).

MED (MIN, MAX)
4
* % * * B Kontrola 1
EBPC 157 pugi.p.
3 mBPC157 ngi.p.
* * M L-arginin
B L-NAME

W L-arginin + L-NAME

B BPC 157 pug + L-NAME

HBPC 157 ng + L-NAME

W BPC 157 pg + L-arginin

M BPC 157 ng + L-arginin

B BPC 157 pg + L-arginin + L-NAME
M BPC 157 ng + L-arginin + L-NAME

Slika 33. Graficki prikaz rezultata biomehanickog testiranja po skupinama zivotinja 60-ti dan
nakon frakture rebara (primjena BPC-a 157 10 pg/kg ili ng/kg, L-NAME 5 mg/kg i L-arginina
100 mg/kg i.p. svakodnevno dok je kontrola dobivala 0.9% NaCl i.p.).

1 - prijelom na mjestu frakture uz manju silu, 2 - prijelom na mjestu frakture uz primjenu jace
sile, 3 - prijelom kroz prijasnju frakturnu pukotinu i kroz intaktnu kost, 4 - prijelom samo
intaktne kosti; *p<0,05
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Slika 34. Graficki prikaz rezultata biomehanickog tesitranja kod Zivotinje koja je primala L-

NAME (a) te Zivotinje iz kontrolne skupine (b).
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Slika 35. Graficki prikaz rezultata biomehanickog tesitranja zivotinje koja primala L-arginin

(a) i BPC 157 ().
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Slika 36. Prijelom rebara na
mjestu frakturne pukotine tijekom

biomehanickog testiranja.
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6. RASPRAVA

Prijelomi rebara, posebice serijski prijelomi (3 ili viSe frakturirana rebra ipsilateralno) imaju
teske posljedice na ljudski organizam i kvalitetu Zivota te predstavljaju vazan medicinski i
socioekonomski problem (1). S obzirom da nedostaju adekvatna faramkoterapijska sredstva
za rjeSavanje ovog prvorazrednog klinickog problema (2), prijeko su potrebna daljnja
znanstvena istrazivanja sa ciljem pronalazenja takvog sredstva koje bi bilo sigurno u svojoj
primjeni 1 djelotvorno u smislu ranijeg cijeljenja te stvaranja kostanog tkiva identi¢nog ili bar
priblizno sli¢nog po gradi 1 biomehanickim osobinama onom prije same ozljede. Kao takav, u
ovom je istrazivanju predloZen pentadekapeptid BPC 157 koji predstavlja jedan potentan
peptid sa karakteristikama drugacijim od drugih peptida (3-5), za njegovo djelovanje nije
potreban nosac (6), prepoznat je kao osnovni protektivni ¢imbenik u slini 1 zelu¢anom soku, a
izrazito je siguran (letalna doza nije postignuta) i stabilan (stabilan u zelu¢anom soku duze od
24h) (7-9). Ve¢ su ranije dokazani njegovi brojni ucinci na cijeljenje razli¢itih lezija i njegova
interakcija sa brojnim sustavima u organizmu (10-14). Dokazan je 1 njegov
citoprotektivan/adaptivno citoprotektivan ucinak na razli¢ita tkiva i organe (15). Takoder je,
ali ipak u ne tako velikom broju radova, ispitana i uloga NO sustava u cijeljenju prijeloma
kosti te uloga L-NAME (242-248). Diwan je 2000.godine u svom istrazvanju na modelu
frakture femura u Stakora ustanovio kako NO sustav utjeCe na cijeljenje kosti tako $to je
usporedivao dvije skupine Stakora nakon frakure femura, od kojih je eksperimentalna skupina
bila tretirana s L-NAME, dok je kontrola skupina zivotinja dobivala inaktivni enantiomer D-
NAME (D-nitro-arginin metil ester) (242). Pokazalo se kako supresija NOS-a usporava
cijeljenje prijeloma femura kod Stakora. Tomlinson je u svom istrazivanju na modelu stres
frakture ulne kod $takora zaklju¢io kako je povecani protok krvi uzrokovan vazodilatacijom
posredovanom NO sustavom kljuéni medijator u ranom cijeljenju prijeloma (247). Skupine
zivotinja koje je tretirao s L-NAME imale su manji volumen formiranog kostanog matriksa (-
27%) te manju gusto¢u mineralizacije kosti (-26%) u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja.
U ovom istrazivanju ispitana je uloga pentadekapeptida BPC 157, samog i u interkaciji s NO
sustavom, u cijeljenju serijske frakture rebara kod Stakora. BPC 157 je u brojnim dosadaSnjim
eksperimentima pokazao jak ucinak na cijeljenje rana (posebice kozZe (15,104,140), i
gastrointestinalnog trakta (149-151,169,170), ali i cijeljenje teskih lezija tetive (171-174),
ligamenta (175), miSi¢a (176-179), kosti (129,180,181) 1 krvnih zila (3,157,182) pa cak i
simultana cijeljenja razlicitih tkiva (142,150,170)), te time pokazao i odredeni angiogeni

ucinak (3,15,104,140,142,149-151,157,170,171,175-179,182-184) i interakciju s NO
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sustavom u razli¢itim modelima i vrstama (10,153,159,162,185-188). Dokazano je da BPC
157 stimulira gene egr-1 i naB2 (189-192), a egr-1 je klju¢ni medijator u procesu razvoja
duodenalnog ulkusa i cijeljenja jer je njegov protein transkripcijski faktor egr-1, koji pak
regulira ekspresiju angiogenih ¢imbenika rasta (192). U pokusSaju da se prikaZe osobit znacaj
angiogeneze BPC-a 157 u in vivo cijeljenju (a ne direktni angiogenetski uéinak na stani¢ne
kulture), ustanovljeno je da u ranom posttraumatskom periodu, terapija BPC-om 157 inducira
pojacanu angiogenezu u Stakora s presjeCenom Ahilovom tetivom, presjeCenim kvadricepsom
ili tzv. "crush" ozljedom misi¢a. To je konzistentno vizualizirano razliCitim antigenima za
endotelne stanice, FVIII (uklju¢enim u adheziju trombocita i1 proces agregacije, nalazi se na
potpuno zrelim krvnim zilama), CD34 (uklju¢enim u adheziju leukocita i migraciju
endotelnih stanica za vrijeme angiogeneze, nalazi se na endotelnim stanicama kapilara) i
VEGTF (glavni ¢imbenik rasta tijekom angiogeneze, mitogen za vaskularne endotelne stanice)
(183). Zakljucilo se kako BPC 157 povecava broj VEGF, CD34 i FVIII ovisnih pozitivnih
vaskularnih elemenata uz izrazito pojacan angiogenetski odgovor usmjeren prema lijevo, a
sve je bilo dodatno popraceno funkcionalnim, biomehanickim, mikroskopskim te klinickim
oporavkom. Pokazalo se takoder kako je ucinak BPC-a 157 na cijeljenje tetiva posredovan
aktivacijom FAK-paxillin signalnog puta (164). Ovo saznanje moglo bi imati osobito
znacenje jer se migracija endotelnih stanica za vrijeme vaskularnog remodeliranja dogada uz
aktivaciju Racl i FAK signalne kaskade (196). Sve ovo dodatno je podrzano rezultatima
ispitivanja s ljudskim endotelnim stanicama, gdje se pokazalo kako nema direktnog
angiogenteskog ucinka BPC-a 157 na stani¢ne kulture. Stoga, ova in vivo i in vitro otkri¢a,
zajedno potvrduju kako je angiogenetski potencijal BPC-a 157 tijekom in vivo cijeljenja usko
vezan za pojacavanje VEGF ekspresije, Sto je ujedno i jo$ jedan dokaz da BPC 157 stimulira
egr-1 i naB2 gene (189-191). Osnovna spoznaja koja je pokrenula ispitivanja BPC-a 157 u
cijeljenju struktura poput tetiva, ligamenata, misica i kosti, svakako je angiogeneza koja je
potaknula rast novih kapilara iz postoje¢ih krvnih Zila koje su okruzivale krater ulkusa.
Gledaju¢i interkostalni prostor kao anatomski prostor sacinjen od popre¢noprugastog misicja
usko priraslih za rebra, vazno je spomenuti i rad Hamricka koji pretpostavlja integrirani rast i
razvoj kosti 1 miSi¢a, iako stanicni i molekularni mehanizmi koji povezuju misice 1 kosti nisu
dovoljno jasni (203). Anabolizam i katabolizam ova dva tkiva usko je vezan tijekom rasta,
razvoja i starenja, i mi§i¢ je vazan, lokalni izvor ¢imbenika rasta za kostano tkivo. Cimbenici
rasta, posebice FGF-2 i IGF-1 znacajni za reguliranje stvaranja kosti, smjesteni uz misi¢na
vlakna i to u miSi¢no-kostanoj dodiranoj zoni prednjih udova misa, oslobadaju se parakrinim

mehanizmom 1 reguliraju produkciju kostanog tkiva (203,204). Takoder, tijekom ispitivanja
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cijeljenja kosti i peptida, pokazalo se da su njihove vrijednosti povecane i smanjene, ovisno o
istrazivanju, u peridontitisu (smanjena bFGF prezentacija) (205), mandibularnoj distrakcijskoj
osteogenezi (povacana vrijednost bFGF-2) (206), ispitivanju kirurskih metoda kod prijeloma
dugih kostiju (porast serumske koncentracije VEGF, bFGF i PDGF) (207), replantacije zuba
(porast bFGF) (208), iradijacije kosti (smanjena ekspresija PDGF, bFGF i TGF) (209) i
peridontalnoj regeneraciji (porast bFGF i VEGF mRNA u peridontalnom ligamentu) (210). U
ispitivanju cijeljenja kosti koristeni su razli¢iti nacini dostave ispitivanih peptida, koloidni
gelovi napravljeni od suprotno nabijenih Zelatinoznih nanosfera da bi se dobilo kontrolirano
otpustanje angiogenih 1 osteogenih ¢imbenika rasta (211), poli mikrosfera (212), kolagenske
spuzve (213), porozni kalcij-fosfatni cement (214), Zelatinozne spuzve (215), obloZeni
hidroksiapatitni implantati (216), fibinski gel (217), suho smrznuti koStani alograft (218),
Kirschnerova Zica oblozena etilen vinil acetatom (219). Prema tome, ucinak ispitivanog
agensa ovisi o koriStenom sustavu dostave. Kako je ranije spomenuto, a $to se pokazalo i u
ovom istrazivanju, pentadekapeptid BPC 157 ne treba biti primjenjen uz nosa¢ da bi bio
djelotovoran te se upravo zbog toga razlikuje od standardnih peptida koji poti¢u cijeljenje
tkiva (7-9). Nadalje, obitno se smatra da rekonstrukcija koStanog defeka zahtjeva
koordniniranu aktivnost osteogeneza i1 angiogeneze (220). To se posebno pokazalo znacajnim
kod avaskularne nekroze glave femura, kada je u terapiji bio koristen rekombinantni plazmid
pCD-rbFGF pomjesan s kolagenom i implantiran u nekroti¢nu glavu femura (221). Ve¢ ranije
je spomenuto kako BPC 157 stimulira egr-1 i naB2 gene (189-191), a zna se da je egr-1 jedan
od gena odgovornih za stvaranje kostanog tkiva (220). Kada dode do ozljede kosti, jedan od
prvih dogadaja aktivacija je unutarstani¢nih signalnih puteva. Ove signalne kaskade sluze za
stimuliranje brze transkripcije ¢imbenika rasta i citokina. Indukcija egr-1 proteina potice
transkripciju brojnih gena ¢iji produkti imaju klju¢nu ulogu u stani¢énom rastu, razvoju i
diferencijaciji. To ukljuuje gene koji kodiraju citokine (TNF-a), adhezijske molekule,
¢lanove koagulacijskog puta i ¢imbenike rasta (aFGF, bFGF, TGF-B, PDGF-A i -B, VEGF,
IGF-II). Svim ovim prethodno spomenutim saznanjima vodili smo se i mi prilikom ovog
istrazivanja. Koristeéi se istim protokolom kao u studijama gastrointestinalnih cijeljenja, BPC
157 je pokazao da poboljsava cijeljenje kosti, pseudoartoroza (180), peridontitisa (129) te
osteonekroze glave femura (181). Inicijalno, kao pravi antiulkusni peptid stabilan u
zelu¢anom soku, aplikacija BPC-a 157 u cijeljenju kosti uslijedila je nakon dokaza o
cijeljenju kosti nakon gastrektomije (180). Naime, gastrektomija uzrokuje pojacanu
osteoporozu, metabolicku aberaciju i rizik od fraktura (222,223), koja nije bila korigirana

dodatkom kalcija (223), niti bila povezana s deficijencijom vitamina D (222), zajedno
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doprinose¢i mogucoj Cinjenici o ukljuenosti hipotetickog hormona zeluca (223). Stoga,
mogucnost da peptid koji potjeCe iz zelu¢ane mukoze potice cijeljenje prijeloma nije bila
potpuno neocekivana (180), znajuci da epitelne stanice Zeluca imaju sposobnost potaknuti
osteogenezu ako se transplantiraju na odgovaraju¢i nacin (224). Ova studija, koriste¢i
segment osteoperiostalnog kostanog defekta (0.8 cm, u srednjoj trecini lijeve palc¢ane kosti
kunic¢a, koji su redovito ostajali nepotpuno zacijeljeni), potvrdila je da pentadekapeptid BPC
157 znacajno poboljSava cijeljenje segmentalnog kostanog defekta (bilo da je BPC 157
apliciran lokalno perkutano u defekt kosti u dozi od 10 pg/kg tjelesne teZine, intramuskularno
odmah po operacijskom zahvatu, nakon 7, 9, 14, i 16 dana u istoj dozi ili kontinuirano jednom
dnevno 7-21 dan nakon operacije u istoj ili dozi od 10 ng/kg tjelesne tezine). Bitno za
implementaciju angiogeneze, u studiji peridontitisa $takora BPC 157 smanjio je
ekstravazaciju plazme, histoloske alteracije te alveolarnu resorpciju kosti (129). Naposljetku,
u studiji avaskularne nekroze glave femura Stakora (nakon silovite luksacije femura,
prerezanog ligamenta, incizije periosta, narusene krvne opskrbe i drenaze epifize, uz ozljedu
okolnih mekotkivnih struktura), gdje se osobito pokazala bitnim koordiniranost osteogeneze i
angiogeneze, BPC 157 joS§ je jednom potvrdio terapijski u¢inak (uzorci zivotinja Zrtvovanih 6
tjedana nakon ozljede pokazali su strukturalnu sli¢cnost izmedu BPC-om 157 tretiranih i
zdravih grupa zivotinja) (181). U ovom pokusu uz frakturu kosti, koza je bila "uvrnuta", krvne
zile rupturirane, ligamenti, tetive i miSi¢i ozljedeni, stvorio se "ranjeni fenotip” tkiva (220).
Moze se reci da je u ovom istrazivanju BPC 157 joS jednom demonstrirao pozitivan u¢inak na
cijeljenje koze, miSica, tetiva, ligamenata i zivaca. Tijekom naSeg istrazivanja, a na temelju
ranije opisanog angiogenetskog potencijala BPC-a 157, njegov osteogeni u¢inak oprezno je
reevaluiran. Kako bi vidjeli postoji li utjecaj BPC-a 157 na respiracijski sustav tijekom
pracenja cijeljenja prijeloma rebara, kod Zivotinja se svakodnevno promatrao klinicki status, s
tim da se svaki drugi dan, pocevsi od prvog dana nakon pokusa, zaklju¢no sa 19-tim danom,
biljezila frekvencija disanja. Iako nije bilo statistiCki znacajne razlike u frekvenciji disanja
izmedu pojedinih skupina, analiza acidobaznog statusa arterijske krvi 20-tog dana nakon
frakture rebara pokazala je prisutnu respiracijsku alkalozu (potpuno kompenziranu) kod
kontrolnih skupina te skupine tretirane s L-NAME i L-NAME + L-arginin. Ista se ocCitovala
niskim vrijednostima pCO, i HCO®, a normalnim vrijednostima pH i pO2. Zivotinje koje su
primale L-arginin te BPC 157 sam ili u kombinaciji s L-arginin i/ili L-NAME imale su
potpuno normalan nalaz acidobaznog statusa te smo ve¢ pri samom pocetku naseg istraZivanja
pokazali negativan ucinak L-NAME na respiracijski sustav odnosno pozitivan BPC-a 157,

koji poniStava djelovanje L-NAME prilikom zajednicke primjene, ¢ime smo dokazali ve¢ na
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samom pocetku naseg istrazivanja vezu BPC-a 157 s NO sustavom u ostvarivanju njegovog
ucinka. Kako su kalcij i fosfat glavni minerali uklju¢eni u metabolizam kosti (79), tijekom
analize acidobaznog statusa 20-tog dana od frakture, odredivali smo i serumske vrijednosti
ova dva minerala te pokazali kako se primjena BPC-a 157 ne odrazava na njihov metabolizam
tj. vrijednosti kod svih skupina Zivotinja bile su unutar referentnih. Do sada nije opisan u¢inak
BPC-a 157 na serumske vrijednosti kalcija i fosfata te je ovo jo§ jedan doprinos moguéoj
klinickoj primjeni ovog pentadekapeptida u lijeCenju, posebice Sto nije pokazao negativnu
interferenciju s mineralima bitnim za koStani metabolizam (79). Tijekom Zrtvovanja zivotinja
20-tog dana pokusa i otvaranja prsnog kosa, promatrao se lokalni nalaz na mjestu transekcije
rebara s osvrtom na oziljak. Najlosiji lokalni nalaz (razdvajanje adhezija zahtjevalo je
umjerenu trakciju), imale su skupine zivotinja tretirane s L-NAME. Nesto bolji makroskopski
nalaz pokazivale su kontrolne skupine te skupine zZivotinja tretirane s L-arginin ili L-arginin +
L-NAME (adhezije su se mogle razdvojiti laganom trakcijom). Skupine Zzivotinja tretirane
BPC-om 157 samim ili u kombinaciji s L-arginin i/ili L-NAME najce$¢e nisu imale priraslica
nakon otvaranja prsnog kosa. Nakon $§to se evidentirao lokalni nalaz hemitoraksa
makroskopski, isti se uzimao za daljnju radiografsku analizu. Za oc¢ekivati je bilo da ¢e 20-tog
dana od fraktura biti priustno stvaranje kalusa no kod skupina Zivotinja tretiranih BPC-om
157 samim ili u kombinaciji s L-arginin i/ili L-NAME radiografski je verificirano sjedinjenje
kostanih ulomaka, bez vidljive frakturne pukotine. Nesto loSiji rezultat, ali bolji nego kod
kontrolnih skupina te skupina tretiranin s L-NAME i L-NAME + L-arginin, pokazale su
zivotinje kojima se aplicirao samo L-arginin (radiografskom analizom verificirano pocetno
sjedinjenje kostanih ulomaka). Kod ostalih skupina zivotinja, kontrolne i1 skupine tretirane s
L-NAME, najcesce je radiografski bilo vidljivo samo pocetno stvaranje kalusa. Ovim smo
dokazali kako BPC 157 ubrzava cijeljenje serijskog prijeloma rebara, neovisno o dozi i nacinu
primjene, poniStava u¢inak L-NAME, a svoje djelovanje ostvaruje u sinergiji s NO sustavom.
Nakon radiografske analize preparata, uzeli su se uzorci kosti na mjestu fraktura za histolosku
analizu prilikom koje smo se koristili stupnjevanjem zrelosti kalusa prema Huou (234).
Rezultati su pratili one dobivene radiografskom analizom. Kod histoloskih preparata
kontrolnih skupina Zivotinja predominano je bilo hrskavi¢no tkivo s manjom zastupljeno$éu
nezrelog kostanog tkiva, Zivotinje koje su bile tretirane L-argininom u jednakoj su mjeri imale
zastupljeno hrskavi¢no i nezrelo kostano tkivo, dok su najbolje histoloske rezultate pokazale
zivotinje tretirane s BPC-om 157 samim ili u kombinaciji s L-argininom i/ili L-NAME kod
kojih je bilo vidljivo srastavanje frakturnih ulomaka nezrelom kosti, s tim da se kod tih

skupina Zivotinja pojavljivalo i sraStavanje frakturnih ulomaka zrelom kosti. NajloSije
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rezultate imale su skupine Zivotinja tretirane s L-NAME (predominantno hrskavi¢no tkivo s
manjom zastupljeno$¢u fibroznog tkiva). Nakon Zrtvovanja Zzivotinja 60-ti dan, desni
hemitoraks uzeli smo za daljnju radiografsku, histolosku i biokemijsku analizu. I kontrolne
skupine, kao i skupine zivotinja tretirane s BPC 157 p.o. i i.p., u ng i pg dozama, samim i/ili
L-NAME i L-argininom, u radiografskoj analizi pokazivale su zavrSeno kostano cijeljenje,
dok se hitoloSkom analizom verificiralo sraStavanje frakturnih ulomaka zrelom kosti. S
obzirom da je srastavanje ulomaka bilo prisutno u svim skupinama, preparate smo dodatno
biomehanicki testirali ne bi li vidjeli postoji li razlika u ¢Evrsto¢i kosti. Za stupnjevanje
cvrstoce kosti koristili smo klasifikaciju po Whiteu (236). Biomehanicko testiranje pokazalo
je statisticki znacajnu razliku tj. u skupinama Zzivotinja tretiranim s pentadekapeptidom BPC
157 u dvije razli¢ite doze (ug i ng) i razliCitim nacinima apliciranja (i.p. i p.o.), samim i/ili s
L-NAME i L-argininom, do prijeloma na mjestu frakturne pukotine dolazilo je uz primjenu
jace sile (>15 N), dok je kod kontrolnih skupina i skupina zivotinja tretiranih s L-NAME, do
prijeloma na mjestu frakturne pukotine dolazilo uz primjenu manje sile (<15 N). Ovime smo
dokazali da BPC 157, ne samo S$to dovodi do ranijeg cijeljenja kosti na mjestu prijeloma nego
1 svojim osteogenim ucinkom stvara ¢vr§¢u kost. Tijekom naSeg istrazivanja dokazali smo jo$
jednom sinergiju angiogeneze i osteogeneze u stvaranju nove Kkosti i pri tome povezanost
BPC-a 157 s NO sustavom. L-NAME, blokator NO sintetaze i na taj na¢in NO sustava, u
ovom je istrazivanju pokazao negativan ucinak na cijeljenje serijskog prijeloma rebara
(pojava Cvrstih priraslica endotorakalne fascije, Cesto izostajanje stvaranja kalusa tijekom
radiografske analize, histoloski predominantno hrskaviéno tkivo s manjom zatupljenoscu
fibroznog tkiva, bez pojave kostanog tkiva nakon 20-tog dana od frakture), L-arginin, supstrat
NO sintetaze za stvaranje NO-a, uglavnhom je imao rezultate bolje od kontrolne skupine
zivotinja, ali neSto losije od BPC-a 157, dok smo primjenom BPC-a 157 samog ili u
kombinaciji s L-NAME {/ili L-argininom dobivali najbolje rezultate, pri tome ponistavajuci
djelovanje L-NAME prilikom njihove zajednickoj primjeni. Na taj je nadin ovim
istrazivanjem potvrden osteogeni u¢inak BPC-a 157 koji se zasniva na njegovom angiogenom

potencijalu i povezanosti s NO sustavom.
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7. ZAKLJUCCI

1)

2)

3)

4)

5)

6)

BPC 157, sam ili u kombinaciji sa L-NAME i L-arginin, pozitivno djeluje na oporavak
respiratornog sustava Stakora (frekvencija disanja se znatno prije normalizira u odnosu
na kontrolne skupine te skupinu zivotinja koja je primala L-NAME; acidobazni status
arterijske krvi ne pokazuje odstupanja promatranih parametara od referentnih
vrijednosti, za razliku od kontrolnih skupina i L-NAME skupine sa kompenziranom
respiratornom alkalozom).

Primjena BPC-a 157, samog ili u kombinaciji s L-NAME i L-arginin, ne odrazava se
na metabolizam koStanith minerala (serumske vrijednosti kalcija 1 fosfata unutar
referentnih kod svih skupina Zivotinja).

Primjena BPC-a 157 dovodi do smanjenog stvaranja priraslica endotorakalne fascije,
pojacanog stvaranja kostanog kalusa, ranijeg cijeljenja, ali i stvaranja biomehanicki
jaceg koStanog tkiva na mjestu prijeloma.

NO sustav je mehanizam ukljucen u proces brzeg sekundarnog kostanog cijeljenje Sto
se dokazuje primjenom stimulacije (prekursor L-arginin) i/ili blokade (L-NAME) NO
sustava.

Djelovanje pentadekapeptida BPC 157 u interakciji je sa djelovanjem NO sustava
prilikom njegovog pozitivhog djelovanja na cijeljenje serijske frakture rebara kod
Stakora S$to se dokazuje primjenom BPC-a 157 kod blokade (L-NAME) i/ili
stimulacije (L-arginin) NO sustava.

Terapijski ucinak pentadekapeptida BPC 157 ostvaruje se bez obzira na nacin

primjene (per os ili intraperitonealno) i primjenjenu dozu (10 pg ili 10 ng).
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8. Sazetak na hrvatskom jeziku

Uvod: Prijelomi rebara, posebice serijski prijelomi (3 ili visSe frakturirana rebra ipsilateralno)
imaju teSke posljedice na ljudski organizam i kvalitetu Zzivota te predstavljaju vazan
medicinski i socioekonomski problem.

Cilj: Utvrditi uc¢inke pentadekakpetida BPC 157, L-arginina i L-NAME na cijeljenje
serijskog prijeloma rebara kod Stakora.

Materijali i metode: Nakon intraperitonealne anestezije, kod muskih Wistar albino Stakora
ucinila se vertikalna transekcija 8.-10. rebra desnog hemitoraksa na razini lateralog ruba
paravertebralnih misi¢a. Pentadekapeptid BPC 157 primjenjivan je intraperitonealno ili
peroralno. Intraperitonealno (doze od 10 pg/kg i 10 ng/kg) primjenjivan aplicirao se odmah
po kirurSkom zahvatu te nakon toga jednom dnevno, a zadnja aplikacija 24 h prije Zrtvovanja.
Peroralno (0.16 pg/ml i 0.16 ng/ml, ukupno 12 ml/dan) se primjenjivao u vodi za pice, od
budenja do zrtvovanja zivotinje. Da bi se testirala interakcija s NO sustavom, posebnim
skupinama Zivotinja aplicirali smo L-NAME (5 mg/kg/dan i.p.) i/ili L-arginin (100 mg/kg/dan
1.p.) samostalno ili uz BPC 157. Kontrolne skupine tretirane su s 0.9% NaCl i.p. ili ¢istom
vodom za pi¢e p.o. Promatrao se svakodnevno klini¢ki status zivotinje (frekvencija disanja,
kretnje prsnog kosa), a 20-ti dan, tijekom prvog intervala za zrtvovanje, uzimala se krv iz
aorte za analizu acidobaznog statusa te odradivanje serumskih vrijednosti kalcija i fosfata. U
isto vrijeme verficirao se lokalni nalaz u smislu stvaranja priraslica endotorakalne fascije i
oziljka, a nakon toga se desni hemitoraks uzimao za daljnju radiografsku i histolosku analizu.
Nakon 60-tog dana Zivotinje su Zrtvovane radi biomehani¢kog testiranja.

Rezultati: Zivotinje tretirane s BPC 157 nisu pokazale patoloka odstupanja u acidobaznom
statusu. Serumske vrijednosti kalcija 1 fosfata bile su normalne kod svih skupina Zivotinja.
BPC 157 sam ili u kombinaciji s L-argininom i/ili L-NAME dovodi ranijeg cijeljenja
prijeloma rebara te pojaCanog stvaranja kalusa, bez stvaranja oziljka i adhezija na mjestu
fraktura, Sto je potvrdeno radiografskom i histoloskom analizom. Biomehanicko testiranje
pokazalo je da je koStano tkivo Zivotinja tretiranih s BPC 157 na mjestu prijeloma jace.
Zakljucak: Pentadekapeptid BPC 157 dovodi do ranijeg cijeljenja frakturiranih rebara te
formiranja jace kosti na mjestu prijeloma, a to je djelovanje u interakciji s NO sustavom.
Pozitivan uc¢inak pentadekapeptida BPC 157 ostvaruje se bez obzira na nacin primjene (per os

ili intraperitonealno) i primjenjenu dozu (10 pg ili 10 ng).

Kljucéne rijeci: pentadekapeptid BPC 157, prijelom rebra, Stakor
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9. SaZetak na engleskom jeziku

Introduction: Rib fractures, in particular serial fractures (3 or more fractured ribs ipsilateral)
have serious consequences on the human body and quality of life and represent an important
medical and socioeconomic problem.

Aim: To determine the effects of pentadecapeptide BPC 157, L-arginin and L-NAME on
healing of serial rib fracture in rats.

Materials and methods: After intraperitoneal anesthesia, in male Winstar albino rats was
performed the vertical transection of 8-10 ribs of right hemithorax at the lateral edge of the
paravertebral muscles. The pentadecapeptide BPC 157 was administered intraperitoneal or
orally.lt was applied intraperitoneal (doses of 10 pg/kg and 10 ng/kg) immediately following
a surgical procedure and then once daily and the last application 24 h before sacrifice. Orally
(0.16 pg/ml and 0.16 ng/ml, a total of 12 ml/day) was applied in drinking water, from waking
up to the animal sacrifice. In order to test the interaction with the NO system, L-NAME (5
mg/kg/day i.p.) and/or L-arginin (100 mg/kg/day i.p.) were administered alone or with BPC
157 to specific animal groups. The control groups were treated with 0.9% NaCl i.p. or with
pure drinking water p.o. The daily clinical status of the animal (respiration frequency, chest
movement) was observed, and on 20th day, during the first sacrifice interval, aortic blood was
taken to analyze the acid-base status and the calcium and phosphate serum levels. At the same
time, the local finding was verified in the sense of the formation of endothoracic fascia and
scar, and then the right hemitorax was taken for further radiographic and histological analysis.
After 60 days, the animals were sacrificed for biomechanical testing.

Results: Animals treated with BPC 157 did not show pathological alterations in acid-base
status. Calcium and phosphate serum levels were normal in all animal groups. BPC 157 alone
or in combination with L-arginin and/or L-NAME leads to earlier healing of the rib fracture
and increased creations of callus without scarring and adhesions at the place of fracture, as
confirmed by radiographic and histological analysis. Biomechanical testing has shown that
bone tissue of animals treated with BPC 157 on the site of fractures is stronger.

Conclusion: The pentadecapeptide BPC 157 leads to earlier healing of fractured ribs and
formation of stronger bones at the site of the fractures, and this is the effect of interacting with
the NO system. The positive effect of pentadecapeptida BPC 157 is achieved regardless of the

way of administration (oral or intraperitoneal) and the administered dose (10 pg or 10 ng).

Keywords: pentadecapeptide BPC 157, rib fracture, rat
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