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1. UVOD | SVRHA RADA

1.1. TEMA ISTRAZIVANJA

Laparotomijske rane specifi¢ni su, kompleksni tip rana koji uklju€uje koznu i
miofascijalnu komponentu. Te dvije komponente ovih rana razli€ito cijele, s time da
vlatna ¢&vrsto¢a miSiéne komponente puno ranije doseze maksimum od vilacne
Cvrstoce kozne komponente (1,2). Early wound failure (hrv. neadekvatno rano
cijeljenje, autorov prijedlog prijevoda) je mehanizam kojim, u ¢ovjeka i na animalnim
modelima, dolazi do razvoja incizijskih hernija, a koji, unato€ opseznim istrazivanjima,
i dalje nije u potpunosti razjasnjen i ne moze se objasniti samo mehanic¢kim silama te
bioloSkom komponentom koje djeluju na ranu (3). Drugim rije€ima, mehanicki i
bioloski faktori, koji zadovoljavaju adekvatno cijeljenje rana, istovremeno ne znace i
prevenciju razvoja hernije. Pokazalo se da stvarni postotak neadekvatnoga ranog
cijeljenja laparotomijskih rana u ljudskoj populaciji iznosi i do 11 % te vecina tih rana
(94 %) zavr8ava razvojem incizijske hernije u prve tri godine (4). Hernije se pojavljuju
u ¢ak 20 % pacijenata podvrgnutih operativnome zahvatu (5). Medutim, do sada nije
u potpunosti razjadnjeno zasto sve laparotomijske rane kod kojih je uo€eno
neadekvatno rano cijeljenje ne zavrSavaju dehiscencijom i/ili kasnijim razvojem

hernije.

S obzirom da je namjerno induciranje neadekvatnoga ranog cijeljenja rana na
ljudima u znanstvene svrhe neprihvatljivo, razvijali su se animalni modeli kod kojih bi
se pratilo cijeljenje kompleksnih rana poput laparotomijskih i imitiralo neadekvatno
rano cijeljenje. Idealnim animalnim modelom pokazali su se Stakori kod kojih je
moguca opservacija u svim fazama cijeljenja rane, kao i pra¢enje razvoja incizijskih

hernija.

U svrhu ovoga istrazivanja na Stakorima se izvodio inicijalni operativni zahvat

indukcije ranoga neadekvatnog cijeljenja laparotomijske rane. Imitirao se i djelomi¢no




modificirao postupak po Dubayiju koji ima zadovoljavaju¢u incidenciju nastanka
incizijske hernije (80 % u 28 dana od inicijalnoga zahvata) (6,7). Ispitivao se utjecaj
pentadekapeptida BPC 157 (BPC 157) (preparata s poznatim i potvrdenim pozitivnim
djelovanjem na cijeljenje kompleksnih rana) na prevenciju razvoja incizijskih hernija
te utjecaj na vlaCnu Cvrstocu rane. Analiziralo se prisustvo hernije i dehiscencije,
veli€ina hernije, prezentacija koznog oziljka, prisutnost trbusnih priraslica, mjerila se
vlatna CvrstoCa rane (sila pucanja rane) te vrSila analiza pomaka u podrucju oko

rane.

PoboljSano cijeljenje niza rana i oste¢enja bazira se na utjecaju BPC-a 157 na
granulaciju, angiogenezu i organizaciju kolagena putem modulacije NO-sustava.
Potvrdena je, in vitro i in vivo, interferencija BPC-a 157 s NO-sustavom u razli€itim
modelima (8). Kako bi se utvrdio u€inak BPC-a 157 na cijeljenje laparotomijskih rana
posredovan preko NO-sustava dio Zivotinja takoder je tretiran NO-agensima
(blokatorom (NG-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME)), prekursorom (L-arginin) i/ili
kombinacijom) s ili bez BPC-a 157.

Utjecaj BPC-a 157 na prevenciju nastanka incizijskih hernija otvara moguénost

preporuke primjene preparata kao alternative do sada poznatim metodama

prevencije razvoja incizijskih hernija.




1.2. PREGLED LITERATURE

1.2.1. HERNIJE

1.2.1.1. DEFINICIJA | KLASIFIKACIJA HERNIJA

Hernija je izboCenje trbusnoga sadrzaja pod kozu kroz prirodne ili steCene
otvore ili uvlaCenje trbusnoga sadrzaja u peritonealne otvore ili ulegnuc¢a. Ukoliko se
radi o izboCenju trbuSnoga sadrzaja pod kozZu, govori se 0 vanjskim hernijama, dok
se kod uvlaCenja trbusnoga sadrzaja u peritonealne otvore i ulegnuc¢a, govori o

unutarnjim hernijama (Slika 1) (5,9).
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Slika 1. Prikaz hernije trbusnoga zida

Hernije se, takoder, mogu podijeliti na prirodene ili steCene. Uzrok nastanka
prirodenih hernija nezrelost je anatomskih struktura dok kod steenih hernija uzroke
treba traziti u slabosti miSichoga i vezivhoga tkiva ili u povisenome

intraabdominalnom tlaku (5,9).




S obzirom na odnos hernijskoga sadrzaja prema hernijskoj vreéi te
mogucnosti repozicije hernijskoga sadrzaja razlikuju se reponibilne i ireponibilne
hernije. Reponibilnost oznaCava povratak trbusnoga sadrzaja u trbusnu Supljinu dok
ireponibilnost oznaCuje nemogucénost povratka istoga. Ireponibilne hernije posljedica
su ukljestenja ili srastanja hernijskoga sadrzaja za hernijsku vre¢u. Tada se govori 0

ukljestenoj herniji i o srastenoj herniji (Tablica 1) (5,9).

Tablica 1. Klasifikacija hernija

vanjska

unutarnja

prirodna

HERNIJA | ste¢ena

reponibilna

ireponibilna:
uklijestena
srastena

Kada se govori o anatomiji hernije, potrebno je razlikovati tri anatomska dijela:
hernijski otvor, hernijsku vrecu i hernijski sadrzaj. Hernijski otvor je otvor u trbuSsnome
zidu kroz koji prolazi hernijska vre¢a. Hernijsku vre¢u Cini parijetalni peritoneum koji
se izboCuje kroz hernijski otvor. Hernijski sadrzaj naj¢eS¢e su mobilni organi iz
trbusne Supljine (tanka crijeva, omentum, dijelovi kolona, jajnik, mokrac¢ni mjehur) koji
su protrudirali kroz hernijski otvor u hernijsku vrecu (Slika 1) (5,9).

Incizijske (postoperativne) hernije specificni su entitet o kojemu c¢e se

raspravljati u daljnjemu tekstu.




1.2.1.2. ANATOMSKA PODJELA HERNIJA

Kliniki je iznimno vazna anatomska podjela hernija, tj. podjela hernija prema

anatomskome poloZaju hernijskoga otvora.

Ingvinalna hernija

Ingvinalna hernija (hernia inguinalis) smjeStena je u ingvinalnome kanalu
(canalis inguinalis). To€na incidencija ingvinalne hernije u svjetskoj populaciji nije
poznata. lako broj operativnih zahvata varira u razli€itim zemljama, prosjean broj
operativnih zahvata iznosi 100 - 300 operacija na 100 000 ljudi. lako je ingvinalna
hernija prisutna u oba spola, njena incidencija dominira u muskoj populaciji; omjer
muskarci - Zene iznosi 7,7 % : 1,9 %. Do 20 % ingvinalnih hernija u odrasloj je
populaciji bilateralno. Pozitivna obiteljska anamneza povezana je s veéim rizikom za
razvoj ingvinalne hernije.

Ingvinalna hernija moze se podijeliti na direktnu i indirektnu. Hernijski otvor
direktne ingvinalne hernije smjesten je unutar Hesselbachovoga trokuta - prostora
omedenoga medijalno vanjskim rubom ravnoga trbusnog misi¢a (musculus rectus
abdominis), bo€no donjim epigastricnim krvnim Zilama (vasa epigastrica inferior), a
kaudalno ingvinalnim ligamentom (ligamentum inguinale). Hernijski otvor indirektne
ingvinalne hernije lociran je u anatomskome unutarnjem ingvinalnom prstenu
(annulus inguinalis profundus). Hernijska vrec¢a prolazi kroz ingvinalni kanal (canalis
inguinalis) i na trbusnoj stijenci pod kozu izlazi kroz vanjski ingvinalni prsten (annulus
inguinalis supeffitialis). Ukoliko se hernijska vrec¢a i njen sadrzaj nakon izlaska iz
vanjskoga ingvinalnog prstena spustaju u skrotum kod mus$karaca, takvu herniju

nazivamo skrotalna hernija (hernia scrotalis) (5,9-16).

Femoralna hernija

Femoralna hernija (hernia femoralis) je hernija smjeStena ispod ingvinalnoga
ligamenta, gdje se hernijski otvor nalazi na ulazu u femoralni kanal (canalis femoralis)

- anatomski prostor omeden naprijed ingvinalnim ligamentom (ligamentum inguinale),
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medijalno pubi¢nom Kkosti (oss pubis) i bo¢no bocnoslabinskim misicem (musculus
iliopsoas).

Femoralne hernije &ine 5 % svih abdominalnih hernija. Ce$ée su u Zena, a
incidencija raste s dobi i kod multipara.

Kroz femoralni kanal prolazi neurovaskularni snop prema natkoljenici Pa
postoji i dodatna podjela femoralne hernije u odnosu na krvoZilne strukture. Tako se

razlikuje:

e Serafinijeva hernija - hernijska vre¢a nalazi se iza krvozilnih struktura

e Velpeauova hernija - hernijska vre¢a nalazi se ispred krvoZilnih struktura

e Hesselbachova hernija - hernijski otvor pozicioniran je lateralno od krvoZilnih
struktura

e Laugierova hernija - hernijska vre¢a prolazi kroz lakunarni ili pektinealni
ligament

e Cloquetova hernija - hernijska vre¢a spusta se do krvnih Zila kroz pektinealnu
fasciju

e Becklardova hernija - hernijska vre¢a prolazi kroz kribriformnu fasciju i otvor
vene safene (5,9,15,17).

Ventralna hernija

Ventralna hernija (hernia ventralis) definira se kao hernija prednjega trbusnog
zida. Uobi€ajeni podatak incidencije je 2 % dok statisti¢ki podaci u USA govore o
incidenciji 15 na 1000 stanovnika, $to ¢ini 1,5 %. Razlikuju se epigastricne (hernia
epigastrica), umbilikalne (hernia umbilicalis) i hipogastricne hernije (hernia
hypogastrica). Epigastricne hernije anatomski su smjestene od ksifoida prsne kosti
do pupka. Umbilikalna hernija je hernija nastala u podru¢ju umbilikalnoga prstena
bijele linije (linea alba). Hipogastricne hernije nalaze se ispod pupka.

Ventralne hernije najce$¢e su locirane u medijalnoj liniji, tj. nastaju kao
posliedica defekta bijele linije, iako se ventralne hernije mogu razviti i na drugim

mjestima. U takvim slu€ajevima ventralne hernije najéesce su stecene (5,9,11,16).




Lumbalna hernija

Lumbalne hernije (hernia lumbalis) su hernije u podrucju straznjega trbusnog
zida. Mogu biti kongenitalne ili steCene. Dvije su anatomske lokacije veée slabosti

straznjega trbusnog zida pa tako govorimo i o dva tipa lumbalnih hernija:

e Grynfelttova hernija (hernia trigonum Ilumbalis superior) - hernija nastala u
podru¢ju gornjega lumbalnog trokuta koji je anatomski omeden dvanaestim
unutarnjim kosim misi¢em (musculus obliquus internus).

e Petitova hernija (hernia trigonum lumbalis inferior) - hernija u podrucju donjega
lumbalnog trokuta koji je anatomski omeden velikim lednim miSicem
(musculus latissimus dorsi), vanjskim kosim miSi¢em (musculus obliquus

externus) te ilijaCnim vrhom (crista iliaca) (5,9).

Spigelianova hernija

Spigelianova hernija (Spigelian hernia) je hernija lateralnoga dijela trbusnoga
zida gdje dolazi do protruzije ispod lu€ne linije (linea arcuata), izmedu ravnoga
trbusnog miSi¢a (musculus rectus abdominis) i polumjeseCaste linije (linea

semilunaris) (5,9).

Obturatorna hernija

Obturatorna hernija (hernia obturatoria) rijetka je hernija koja se javlja zbog
slabosti zdjeli€noga dna i protruzije crijevnoga sadrzaja u obturatorni otvor (foramen

obturatorius) (5,9).

Hijatalna hernija

Hijatalna hernija (hernia hiatalis) je hernijacija Zeluca kroz hijatalni otvor
dijafragme (hiatus oesophagus) u torakalnu Supljinu. Razlikuju se tri tipa hijatalne

hernije:




e klize€a hijatalna hernija (sliding hiatus hernia) - gastroezofagealno usée se
retrahira u toraks zajedno sa Zelucem

e Kkotrljaju¢a (paraezofagealna) hernija (rolling hiatus hernia) — gastroezofa-
gealno usce ostaje u abdominalnoj Supljini dok se Zeludac paraezofagealno
provladi u torakalnu Suplinu

e kombinirani oblik hijatalne hernije - kao $to samo ime govori, radi se o

kombinaciji klizece i kotrljajuce hernije.

Incidencija hijatalne hernije povecava se sa staroS¢u, tako da viSe od 60 %
osoba starijih od 50 godina ima hijatalnu herniju. Svega 9 % hijatalnih hernija je

simptomatsko, a ¢ak 95 % hijatalnih hernija klizeCe su hijatalne hernije (5,9,18).

Paraduodenalna hernija

Paraduodenalna hernija (hernia paraduodenalis) nastaje kao posljedica
poremecaja u kongenitalnome razvoju. Razlikuju se lijeva i desna paraduodenalna
hernija. Kod lijeve paraduodenalne hernije nije do$lo do sljepljivanja mezenterija
silaznoga kolona za peritoneum u gornjemu lijevom kvadrantu te se tanko crijevo
uvlaci kroz Landzertov jarak (fossa Landzert). Kod desne paraduodenalne hernije
nije doslo do adekvatnoga sljepljivanja mezenterija uzlaznoga kolona za peritoneum
te dolazi do uvlaenja tankoga crijeva kroz Waldeyerov jarak (fossa Waldeyer)
(5,9,11,16).




1.2.1.3. ETIOLOGIJA HERNIJA

Razvoj hernija u ljudskoj populaciji fokus je interesa jo§ od Galena. Astley
Cooper 1804. godine ustvrdio je kako povecani intraabdominalni tlak dovodi do
razvoja hernija. Naveo je i faktore povefanoga intraabdominalnog tlaka: kasalj,
debljina, opstipacija, trudnoca, ascites, dizanje teSkoga tereta. Australski pedijatar
Robert Hamilton Russell postavio je 1906. godine ,sakularnu teoriju”. Ustvrdio je da
je razvoj hernije mogu¢ jedino ako postoji ,divertikul” peritoneuma u trbusnome zidu.
Do zaklju€ka je doSao proucavajuci djecje ingvinalne hernije, no teoriju je proSirio na
sve abdominalne hernije. U svojemu udzbeniku Zimmerman i Anson 1967. godine
ustvrdili su da razvoj hernije moZze biti posljedica kongenitalne predispozicije dok su
Wirtschafter i Bentley prvim pokusima i dokazali da abnormalnost vezivnoga tkiva
moze dovesti do razvoja hernije. UoCili su povec¢anu incidenciju hernija u pacijenata
koji pate od latirizma, a uspjeli su ponoviti isti fenomen na Zivotinjama (19,20).

U danasnje vrileme prouCavanje hernija bazira se vise na biomehanickim
aspektima razvoja.

Vjeruje se da je povecana destrukcija vezivnoga tkiva, naroc€ito elastina, vazan
patogenetski faktor za razvoj aneurizmatske bolesti aorte. U pacijenata s tim
bolestima uoCena je veca incidencija ingvinalnih, kao i postoperativnih hernija, Sto
upucuje da defekt metabolizma vezivnoga tkiva predstavlja vazan etioloski faktor u
razvoju hernija (21-24). Pans, Pierard i Albert svojom su studijom potvrdili da je
patologija vezivnoga tkiva ukljuéena u razvoj hernija, StoviSe, potvrdili su ideju da
biomehaniCke promjene u fascijama uzrokuju hernijaciju, a ne da su rezultat istih
(25). Kod pacijenata s poremecéajem kolagena Cesto je promijenjen omjer kolagena
tipa | i kolagena tipa Ill. Visoka razina kolagena tipa Ill u odnosu na kolagen tipa |
dovodi do nepolimeriziranoga topivog kolagena u fascijama. Freidman i suradnici
ustvrdili su da nepolimerizirani kolagen bogat tipom Il nije dostatan za biomehanicku
barijeru te time predisponira razvoj hernija. U svojemu istraZivanju potvrdili su
znacajno manji omjer kolagena tipa | i kolagen tipa Ill kod pacijenata s hernijama
(26).




Danas se smatra da svi u literaturi opisivani faktori rizika (dob, spol, debljina,
ascites, puSenje, dizanje teSkoga tereta, primjena razli€itih medikamenata) direktno ili
indirektno djeluju na biomehani€ka svojstva trbusne stijenke te na taj nacin utjecu i

na razvoj hernije.
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1.2.1.4. LIJECENJE HERNIJA

Povijest lijeCenja hernija zapravo je povijest kirurgije. Prvi medicinski zapis koji
se referira na hernije jest ,Ebersov papirus” iz Egipta nastao otprilike 1552. god. p. n.
e. U 70 svezaka zbirke ,,Corpus Hippocraticum“ oca medicine Hipokrata (460. - 377.
god. pr. Kr.) prisutni su mnogi anatomski i kirurski opisi dok se hernija spominje tek ,u
prolazu”. Prvi opis operacije hernije dao je Celzus (Aulus Conelius Celsus, ?. - 50.
god. po. Kr.). U srednjemu vijeku, zbog utjecaja Crkve i prohibicije ,rezanja ljudskoga
tijela” kirurgijom su se bavili pretezno brijaci - neuki, naj¢eS¢e i nepismeni ljudi koji su
uglavnhom Sivali rane, reponirali prijelome kostiju i vadili zube. Medicina je
napredovala pretezito u muslimanskome svijetu te su iz toga perioda poznati
Albinikusovi (Abul Qasim al-Zahrawi, 1013. — 1106.) zapisi o operativhim zahvatima
ingvinalne hernije. Za skok kirurgije iz domene ru¢noga rada u umije¢e odgovoran je
Ambroise Pare (1510. — 1590.) koji je lije€enju hernija posvetio cijelo poglavlje knjige.
Osoba odgovorna za moderno poimanije lije€enja hernije jest Edoardo Bassini (1844.
—1924.) koji je u kirurgiju hernija uveo postulat: ,Za zbrinjavanje hernija potrebno je u
podrucje hernijskoga otvora vratiti uvjete kakvi su prisutni u normalnim okolnostima”
(27).

Danas, u lijeCenju, tj. kirurSkome zbrinjavanju hernija jo$ uvijek vrijedi
Bassinijev postulat. Medutim, postulatu je pridodan i pojam ,tension-free”. Ovim
pojmom oznacuje se vaznost rekonstrukcije (vracanja u uvjete kakvi su prisutni u
normalnim okolnostima) gdje ne dolazi do dodatnoga naprezanja i daljnjega
oStecenja bioloSkoga materijala jer se upravo to smatra razlogom recidiva nakon
operativnih zahvata. Dakle, rekonstrukciju trbuSnoga zida potrebno je uciniti tako da
nema dodatnoga naprezanja tkiva (25-27). U postizanju kirur§koga lijeCenja hernija
danas postoje konceptualno dva razli€ita principa lije€enja.

U prvome, tzv. konvencionalnome pristupu uspostava uvjeta kakvi su prisutni
u normalnim okolnostima postiZze se kirurSkom rekonstrukcijom hernijskih prostora
vlastitim bioloSkim materijalom. Osnova je ove tehnike lijeCenja resekcija hernijske
vre¢e te najCeS¢e samo preSivanje anatomskih struktura u podrucju hernije $to

sli¢nije izvornome anatomskom poloZaju i odnosu tkiva. Primjer takvoga popravka
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hernija jest Basinijeva operacija ili neke od brojnih modifikacija ove operacije
(Shouldice, Ferguson, Halsted, itd.) gdje se po resekciji hernijske vrece pokusava sto
vjerodostojnije rekonstruirati straznji ingvinalni zid (25-27).

U drugome pristupu suvremenoga lijeCenja hernija veci je naglasak na
smanjenju vlacnih sila koje su potpomogle incijalni nastanak hernije, stoga se takve
tehnike nazivaju ,tension-free tehnike”. Kod ovih  tehnika, uz  anatomsku
rekonstrukciju mjesta nastanka hernije, koriste se i razli€iti strani materijali koji se
ugraduju u trbusni zid kako bi doveli do smanjenja vla¢nih sila na mjesto operirane
hernije. Kolokvijalno, ti se sintetski materijali nazivaju ,mrezice”. Kada se govori o
stranim materijalima koji se ugraduju na mjesto hernije, misli se na bioloSke i
sintetske materijale. Primjeri bioloSkih mrezica su acelularni hidratizirani dermis i
intaktna kolagenska vlakna dok u sintetske materijale spadaju najrazliCitije mrezice
od polipropilenskih vlakana ili slichnoga materijala. U svjetskoj literaturi jo$ uvijek se
vode mnoge rasprave O najprimjerenijemu stranom materijalu, najpogodnijemu
nacinu postavljanja i polozaju toga materijala, nacinima zbrinjavanja komplikacija
primjene stranoga materijala i sli¢no (25-27).

Buduci da je fokus ove disertacije na incizijskim hernijama, u daljnjemu tekstu

detaljnije ¢e se raspravljati o lije€enju incizijskih hernija.
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1.2.2. ANATOMSKA GRADPA PREDNJEGA TRBUSNOG ZIDA LABORA-
TORIJSKOGA STAKORA

Trbusni zid Stakora ima slicnu anatomsku gradu kao i trbusni zid Covjeka,
stoga Stakor sluzi kao pogodan model za prou€avanje hernija jer se rezultati mogu

preslikati na Covjeka.

.....

.....

stvarajuci pritisak na Supljinu trbuha i nazivaju se ,trbusna presa". Vanjski kosi misic¢
(m. obliquus externus abdominis) pocCinje na rebrenome zidu, a zavrSava kao
dvodijelna aponeuroza. Prvi dio aponeuroze zavrSava u ventralnoj medijalnoj
abdominalnoj liniji (linea alba) kao lamina abdominalis, a drugi dio aponeuroze odlazi
na zdjelicu (lamina pelvina) gdje sudjeluje u oblikovanju ingvinalnoga ligamenta.
Unutarnji kosi misi¢ (m. obliquus internus abdominis) ima suprotan smjer vlakana od
prethodno opisanoga miSi¢a i proteze se od proksimalnoga dijela ingvinalnoga
ligamenta i slabinskih kraljeZzaka do ventralne medijalne linije abdomena. Od njegova
kaudalnoga ruba odvaja se snop miSiénih vlakana koji se u muZjaka prihva¢a za
sjemeno uze Cinec¢i m. cremaster. Poprec€ni trbusni misi¢ (m. transversus abdominis)
najdublji je miSic¢ trbusne stijenke, ima popre¢no usmjerena misi¢na vlakna i proteze
se od slabinskih kraljeSaka do bijele linije. U ventralnome dijelu trbuha nalazi se parni
ravni trbudni misi¢ (m. rectus abdominis) koji se nastavlja na aponeurozu ravnoga
prsnog misi¢a (m. rectus thoracis) i zavrSava na prepubi¢noj tetivi (tfendo prepubicus)

zdjeliénoga ulaza (Slika 2) (28).
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SveuciliSte u Zagrebu

Slika 2. Anatomija trbuSnoga zida Stakora. Oznalene su anatomske strukture trbusne stijenke

Stakora: linea alba /1/, m. rectus abdominis 2/ i m. obliquus externus /3/
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1.2.3. CIJELJENJE RANE

Cijeljenje rane proces je koji se odvija u tri faze. Razlikuju se upalna,
proliferacijska i maturacijska faza. Te se tri faze u odredenim vremenskim periodima
medusobno preklapaju, no zakonitosti najprije upalnoga odgovora iza kojega slijedi
proliferacija stanica i izvanstanicnoga matriksa te maturacija ozilika vrijede za sve
rane (29,30).

1.2.3.1. UPALNA FAZA CIJELJENJA

Upalna faza cijeljenja traje prvih nekoliko dana (4 - 6 dana). Ova faza
predstavlja poku$aj tkiva da ograniCi oSteCenje zaustavljajuci krvarenje, zatvarajuci
povrsinu rane i uklanjajuéi nekroti¢no tkivo, debris i/ili mikroorganizme. Karakteristike
su ove faze pojaCana vaskularna permeabilnost, migracija stanica u ranu postupkom
kemotaksije, IuCenje citokina, faktora rasta i aktivacija migrirajuéih stanica.
Hemostaza se postize aktivacijom koagulacijskih putova i lokalnom
vazokonstrikcijom. Prilikom ozljede krvne Zile dolazi do izloZzenosti subendotelnoga
kolagena trombocitima $to vodi do agregacije trombocita (trombociti adheriraju uz
ostecCeni endotel) i aktivacije koagulacijskoga puta. Vezanje trombocita rezultira
strukturalnim promjenama na samim trombocitima koji su okida¢ za prijenos
intracelularnoga signala i ispustanje bioloski aktivnih proteina (PDGF, TGF-B, IGF-I,
fibronektin i VWF). Gusta tjeleSca sadrze serotonin i histamin koji uzrokuju pojacanu
permeabilnost i vazodilataciju. Kao rezultat tih promjena dolazi do izlaska plazme iz
intravaskularnoga u ekstracelularni prostor. U daljnjemu tijeku dolazi do konverzije
fibrinogena u fibrin pod utjecajem trombina. Tijekom ispustanja histamina, serotonina
i komplementa C5a te leukotriena B4 dolazi do kemotaksijskoga ucinka na neutrofile
koji dijapedezom pristizu na mjesto ozljede privu€eni nadalje interleukinima IL-1 i
TNF-a. Zatim i sami neutrofili lu¢e kemotaksijske faktore iz vlastitih lizosoma te time
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pridonose migraciji ostalih neutrofila. Upravo kombinacija pojaane permeabilnosti i
vazodilatacije dovodi do poznatih klinickih znakova upale: rubor (crvenilo), calor
(hladnoc¢a), tumor (oteklina), dolor (bolnost) i functio laesa (umanjena funkcija).
Migracija polimorfonukleara prestaje onda kada je kontaminacija rane pod kontrolom,
a to je obi¢no unutar prvih par dana nakon ozljede. Sami polimorfonukleari ne
prezivljavaju dulje od 24 sata. Nakon toga perioda dominantne stanice postaju
mononukleari. U slu€aju produzenoga cijeljenja rane u ovoj fazi moze doéi do
destrukcije normalnoga tkiva, nekroze i formiranja apscesa. Sami polimorfonukleari
nisu presudni za cijeljenje rane jer njihovu ulogu u fagocitozi i antimikrobnome
odgovoru mogu preuzeti makrofagi. Stanice makrofaga presudne su za cijeljenje
rane jer predstavljaju stanice koje koordiniraju i stimuliraju brojnim paralelnim
procesima cijeljenja. U oSteceni dio tkiva pristizu kada neutrofili po¢nu napustati
mjesto ozljede i sami induciraju apoptozu neutrofila. Takoder, dolaze pod utjecajem
kemotaksijskih faktora kao $to su bakterijski produkti, trombin, fibronektin, kolagen,
itd. Tkivni makrofazi izlu€uju proteinaze te metaloproteinaze 1, 2 i 3 koji razgraduju
ekstracelularni matriks i kljuéni su za uklanjanje stranoga materijala. Takoder, luce IL-
1 koji je citokin akutne faze. Pod utjecajem IL-1 dolazi do aktivacije limfocita te
stimulacije hipotalamusa i time febrilnoga odgovora. Sama molekula IL-1 korisna je
samo u prvome tjednu cijeljenja rane, medutim, ako se njeno luCenje produzi, moze
oteZavati cijeljenje rane te pospjeSiti prelazak iz akutne u kroni¢nu ranu. Jo$ jedan
vazan spoj koji lu¢e makrofazi je TNF koji je bitan za hemostazu, vaskularnu
permeabilnost i endotelialnu proliferaciju. Kao i u slu€aju IL-1, kod kroni¢noga luc¢enja
dovodi do kontraefekta, oStecenja tkiva i nekroze. Makrofazi takoder luce i faktore
rasta od kojih je najvazniji PDGF (29,30).
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1.2.3.2. PROLIFERACIJSKA FAZA CIJELJENJA

Proliferacijska faza odvija se u drugome tjednu cijeljenja rane. Kako akutni
odgovor hemostazom i upalom pocinje jenjavati, mjesto oSteCenja spremno je za
daljnju reparaciju kroz angiogenezu, fibroplaziju i epitelizaciju. Ovaj stadij
karakterizira formacija granulacijskoga tkiva te pocCetna organizacija kolagena,

fibronektina i hijaluronske kiseline.

Angiogeneza je proces formacije novih krvnih Zila i neophodan je kao podrska
cijeljenju rane. Interakcija eksponiranoga endotela i fibroblasta, skupa s faktorima
rasta, uzrokuje migraciju endotelnih stanica iz matriksa te formiranje primitivnih
endotelijalnih tubula. Radi se o kompleksnome procesu koji ukljuCuje interakcije
stanica i matriksa pri ¢emu integrin 1 igra vaznu ulogu kod pocetnoga stabiliziranja
nakupljenih endotelnih stanica u preteCe novih krvnih Zila. Uz IL-8, angiogenin i
fibronektin, vazan faktor za angiogenezu je i kolagen koji u in vitro uvjetima uzrokuje
formiranje tubularnih endotelijalnih formacija u prete¢e novih krvnih Zila. Stanice
ekstracelularnoga matriksa proizvode makromolekule poput glukozaminoglikana,
kolagena, elastina, fibronektina i laminina. Vazne stanice ekstracelularnoga matriksa
su fibroblasti. Fibroblasti su specijalizirane stanice koje u uvjetima ozljede tkiva
kemotaksijom bivaju privu€eni na mjesto ozljede i aktivirani makrofazima, faktorima
rasta, citokinima i TGF-beta faktorom. Primarna je funkcija fibroblasta sintetiziranje
kolagena u tkivima. Brzina kojom fibroblasti lu¢e kolagen opada nakon 4 tjedna i u
tome trenutku rana ulazi u fazu maturacije. Kolagenska vlakna unutar matriksa sluze
za elasti¢nost i otpornost. Kolagen koji se rano odlaze u granulacijskome tkivu
pripada tipu Il (karakteristicnome za embrionalnu kozu). Kako vrijeme prolazi, u rani
se sve viSe odlaze kolagen tip | kao predominantni protein ozZiljka, zasluzan za

¢vrstocu i finalni izgled rane (29,30).
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1.2.3.3. FAZA MATURACIJE

Faza maturacije poslijednja je faza cijeljenja rane te zapocinje postupnim
prijelazom iz faze proliferacije. Dolazi do znacCajnoga pada broja upalnih stanica,
fibroblasta i ,nezreloga” matriksa (kolagena tipa Ill) u ozZilku, a raste koli€ina
kolagena tipa | u rani. Dolazi i do postupnoga povecanja vlaéne Cvrstoce rane
(29,30).
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1.2.3.4. VLACNA CVRSTOCA RANE

ZasSivena rana ima priblizno 70 % vlacne ¢vrstoée intaktnoga tkiva, uglavnom
zahvaljuju¢i Savovima. U prvome tjednu cijeljenja, krajem upalne faze, vlaCna
¢vrstoca rane je oko 10 % intaktnoga tkiva. U proliferativnoj fazi poc€inje rapidni rast
vlatne C&vrstoce rane tijekom sljedeca Cetiri tjedna. ZnaCajno povecanje vlacne
Cvrsto¢e dogada se negdje iza 21. dana vjerojatno zahvaljujuci tzv. ,popre¢nome
povezivanju” kolagenih fibrila. Porast vlatne Cvrsto¢e rane potom se usporava i
priblizno u tre¢emu mjesecu stagnira. Po stagnaciji rana ima otprilike 70 — 80 %

vlaCne Cvrstoce neostecenoga tkiva, Sto moze perzistirati dozivotno (29,30).
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1.2.4. INCIZIJSKE HERNIJE

1.2.4.1. DEFINICIJA, KLASIFIKACIJA, INCIDENCIJA, FAKTORI RIZIKA ZA
NASTANAK

Prema definiciji Korenkova i suradnika incizijska hernija definira se kao svaki
otvor abdominalnoga zida na mjestu postoperativhoga ozilika uocljiv i palpabilan
klinickim pregledom ili nekom dijagnosticCkom slikovhom metodom (31). Podjela i
klasifikacija incizijskih hernija daleko je kompleksnija od podjele npr. ingvinalnih ili
primarnih hernija trbuSnoga zida, upravo zbog njihove razliCitosti, stoga je
neophodna adekvatna klasifikacija. European Hernia Society (EHS) 2009. godine

tako je uveo vlastitu klasifikaciju incizijskih hernija koja je u uporabi i danas (32).

Dva su osnovna kriterija za klasifikaciju incizijskih hernija, a to su anatomski
poloZaj hernije i njena veli€¢ina. Kako bi se definirala lokalizacija hernije, trbusni je zid
podijeljen na medijalni i lateralni segment. Granice medijalnoga dijela su kranijalno
ksifoid i kaudalno pubis dok su lateralne granice medijalnoga segmenta lateralni
rubovi ravnoga trbusnog misi¢a. Granice lateralnoga segmenta su kranijalno rebreni
luk, kaudalno ingvinalni ligament, medijalno lateralni rub ravnoga trbusnog misi¢a, a
lateralno lumbalna regija. Dodatno, medijalni segment dijeli se na pet M-zona. Prva
M-zona nalazi se 3 cm ispod ksifoida, peta M-zona 3 cm iznad pubisa, tre¢éa M-zona
3 cm proksimalno i distalno od umbilikusa, dok se druga M-zona nalazi izmedu prve i
treCe zone, a Cetvrta M-zona izmedu treCe i pete zone. Takoder, lateralni segment
podijeljen je u Cetiri L-zone. Medijalni rub prvih triju L-zona lateralni je rub ravnoga
trbusnog misi¢a dok je lateralni rub prednja aksilarna linija. Prva L-zona nalazi se
subkostalno izmedu lateralnoga ruba ravnoga trbusnog misi¢a i prednje aksilarne
linije do razine horizontalne linijle 3 cm iznad pupka. Druga L-zona nalazi se u
prostoru 3 cm iznad i ispod pupka, tre¢a L-zona je u prostoru 3 cm ispod pupka pa do
ingvinalnoga ligamenta, a Cetvrta L-zona nalazi se lateralnije od prednje aksilarne
linije. Takoder, vazno je napomenuti kako se hernija, ukoliko prelazi vise zona,

oznacuje prema zoni vecCe vaznosti (vaznost prema tezini zbrinjavanja). Zone se
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prema vaznosti rasporeduju: M1, M5 > M3 > M2, M4 te L1, L3 > L2 > L4. Za razliku
od primarnih ventralnih hernija incizijske ventralne hernije veoma se razlikuju u
veli¢ini. Vazno je, takoder, znati da incizijske hernije mogu biti unilokularne (postoji
samo jedan hernijski otvor) ili multilokularne (postoji vise hernijskih otvora medusobo
odijeljenih ,zdravim” tkivom). Hernije se opisuju prema svojoj Sirini (horizontalni
razmak izmedu dva najlateralnija dijela hernije) i duzini (vertikalni razmak izmedu
najkranijalnijega i najkaudalnijega dijela hernije). Ukoliko se radi o multilokularnim
hernijama, tada se mjere definiraju prema najkranijalnijoj, tj. najkaudalnijoj te prema
najlateralnijim hernijama. Hernije se u klasifikaciji dodatno dijele u tri skupine veli€ina
prema Sirini otvora: W1 <4cm, W2=4 — 10cm, W3 =10 cm. U Klasifikaciji se,
takoder, smatra potrebnim navesti radi li se o primarnoj (prvoj) incizijskoj herniji ili
rekurentnoj incizijskoj herniji (ve¢ je ranije operirana incizijska hernija iste lokacije)
(32). Uzevsi sve ove parametre u obzir, stvorena je klasifikacijska tablica EHS
(Tablica 2).

Tablica 2. EHS klasifikacija incizijskih hernija (Prema izvornoj tablici (32))

EHS KLASIFIKACIJA INCIZIJSKIH HERNIJA
Subksifoidalno M1
Epigastri¢no M2
MEDIJALNO Umbilikalno M3
Infraumbilikalno M4
Suprapubi¢no M5
Subkostalno L1
LATERALNO Bocno L2
llijacno L3
Lumbalno L4
RECIDIV Da Ne
Duljina: cm | Sirina: cm
SIRINA W1 (<4cm)
W2 (>4-10cm)
W3 (>10cm)
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Ovisno o autorima, na mjestu ¢ak 2 — 20 % incizija trbusnih stijenki nastaje
incizijska hernija. Incidencija incizijskih hernija najvisa je kod medijalnih laparotomija

u odnosu na ostale incizije trbusne stijenke (33).

Faktori rizika za postoperativni razvoj incizijske hernije dijele se na faktore
vezane uz pacijenta te faktore vezane uz operativnu tehniku i zahvat. U faktore rizika
vezane uz pacijenta ubrajaju se: dob, pretilost (BMI > 25 kg/m?), puenje, anemija,
pothranjenost i imunosupresivna terapija. Starija zivotna dob, anemija, pretilost i
pothranjenost faktori su rizika na koje se ne moze utjecati, a oni povecavaju rizik
razvoja incizijske hernije. PuSenje i primjena imunosupresivnih lijekova faktori su na
koje se moze utjecati. Preporudljiv je prestanak pusenja pred operativni zahvat, kao i
kratkoro€no obustavljanje imunosupresivne terapije, ukoliko to osnovna bolest
dopusta. Smatra se da starija zivotna dob, anemija, pothranjenost, pusenje i
imunosupresivna terapija umanjuju upalnu fazu odgovora organizma $to dovodi do
neadekvatnoga ranog cijeljenja rane, dok je kod pretilosti prisutan poviseni
intraabdominalni tlak $to biomehanicki koCi adekvatno cijeljenje (34-36). Pokazalo se
da postoperativna infekcija rane povecava rizik nastanka hernije 1,9 puta (37).
Tehnika zatvaranja laparotomijske rane, takoder, znaCajno doprinosi razvoju
incizijske hernije (38). Pokazalo se da 50 % pacijenata koji postoperativho imaju
dehiscencu trbusne rane dugoro¢no razviju incizijsku herniju (39). Kada se govori o
recidivnim incizijskim hernijama, pokazalo se da je duzina hernije neovisan faktor

rizika, dok morfologija hernije nema utjecaja na recidiv (40).
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1.24.2. TEORIJA NEADEKVATNOGA RANOG CIJELJENJA

(engl. early wound failure, hrv. neadekvatno rano cijeljenje, autorov prijedlog

prijevoda)

Prouavanjem incizijskih hernija sve se viSe postavljalo pitanje njihova

nastanka, i Sto je to zapravo specificno u ovim ranama.
Kada se generalizira mehanizam cijeljenja rana, moguc¢a su dva ishoda:

e rana zacijeli primarnim, sekundarnim ili tercijarnim cijeljenjem

e rana ne zacijeli, tj. nastane dehiscencija rane (29,30).

Primarno cijeljenje rane (per primam) odvija se u rani koja je primarno
zatvorena. Rubovi rane polozeni su neposredno jedan uz drugi i medusobno
slijepljeni samo vrlo uskim slojem novostvorenoga tkiva. Sekundarno cijeljenje rane
(per secundam) je cijenjenje rane u kojoj je prisutan infekt i/ili koja nije zatvorena.
Stijenke rane su razmaknute, a rana secernira. Zatvaranje rane protjeCe polagano
procesom kontrakcije i stvaranjem granulacijskoga tkiva (cijeljenje per
granulationem). Tercijarno cijeljenje (per tertiam) je cijeljenje kod kojega se, nakon
sekundarnoga cijeljenja i razrieSenja infekta, kirurski intervenira i ranu tretira kao kod

primarnoga cijeljenja (29,30).
Laparotomijske rane su specificne. Moguca su tri ishoda cijeljenja:

e rana moze zacijeliti jednim od mehanizama cijeljenja

¢ nastaje dehiscencija rane (Sto u tome slucaju znadi ,otvorena” trbusna stijenka
i evisceracija)

e rana moze neprimjereno (neadekvatno) srasti, iz Cega se razvije incizijska

hernija.

Objasnjenje ovoga fenomena ponudeno je kroz teoriju neadekvatnoga
cijeljenja (3).
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Laparotomijske rane kompleksni su tip rana koji uklju€uje koznu i miofascijalnu
komponentu. Te dvije komponente ovih rana razli€ito cijele, s time da vla¢na Cvrstoc¢a
miSicne komponente puno ranije doseze maksimum od vlaéne Cvrstoce kozZne
komponente zbog vece kinetiCke aktivnosti fibroblasta u miofascijalnoj komponenti
laparotomijskih rana (41,42). Neadekvatno rano cijeljenje rana mehanizam je kojim, u
Covjeka i u animalnih modela, dolazi do razvoja incizijskih hernija, a koji, unatoC
opseznim istrazivanjima, i dalje nije u potpunosti razjasnjen i ne mozZe se objasniti
samo mehanic¢kim silama i bioloSkom komponentom koje djeluju na ranu. Drugim
rijeCima, mehanicki i bioloski faktori, koji zadovoljavaju adekvatno cijeljenje rana,
istovremeno ne znace i prevenciju razvoja hernije. Prema teoriji neadekvatnoga
ranog cijeljenja predispozicija za razvoj hernije nastaje jo§ u prvoj (upalnoj) fazi
cijelienja (43,44). Gubitak normalne arhitekture oZiljka inducira razvoj populacije
abnormalnih fibroblasta kao i kod kroni¢nih rana. To bi moglo objasniti ekspresiju

kolagena abnormalne strukture te sam razvoj hernije (45-47).

Klinicki prepoznato neadekvatno rano cijeljenje rijetko je a u svega 0,1 %
dovodi do dehiscencije (48). Pokazalo se da stvarni postotak neadekvatnoga ranog
cijeljenja laparotomijskih rana u ljudskoj populaciji iznosi 11 % te vecina tih rana (94
%) zavrSava razvojem incizijske hernije u prve tri godine (49). Medutim, do sada nije
u potpunosti razjaSnjeno zasto sve laparotomijske rane, kod kojih je uoceno
neadekvatno rano cijeljenje, ne zavrSavaju dehiscencijom ili kasnijim razvojem
hernije. ViSe od polovice hernija nastaje u prve dvije godine iza operacije. Studije
pokazuju da se incizijske hernije mogu pojaviti i desetak godina nakon operativhoga

zahvata, no tada se govori o tezi nastanka hernije kasnim kidanjem oziljka (50,51).
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1.2.4.3. PREVENCIJA INCIZIJSKIH HERNIJA

U Cak 20 % incizija trbusnih stijenki razvije se incizijska hernija (33).
Pretpostavlja se da godiSnja incidencija incizijskih ventralnih hernija u Sjedinjenim
Ameri¢kim DrZzavama iznosi otprilike 400 000, a najmanje je 200 000 pacijenata
godiSnje operirano zbog ove dijagnoze (43). Buduéi da je lijeCenje incizijskih
ventralnin hernija skupocjeno, ono predstavlja ozbiljan socioekonomski teret
zdravstva i pacijenata. Mnogo se napora, stoga, ulaze u istrazivanje prevencije
razvoja incizijskih hernija.

S obzirom na poznate faktore rizika za razvoj incizijskih hernija prevencija se
bazira na smanjenju ili kompletnome uklanjanju tih faktora. Prevencija se tako moze

podijeliti na Cetiri razine:

e prevencija adekvatnom kirurSkom tehnikom
e prevencija infekcije
e preventivna primjena sintetskih materijala

e primjena preparata koji poti€u cijeljenje.

Prevencija adekvatnom kirurskom tehnikom

Visoka incidencija incizijskih hernija neovisno o kvaliteti zatvaranja trbusne
stijenke potaknula je brojna istrazivanja koja su trebala dati odgovore na pitanja koja
je tehnika Sivanja najbolja, koji je konac najbolji, koja je gusto¢a Savova potrebna te
slicna pitanja u svakodnevnoj praksi abdominalnih kirurga. Nekoliko kontroliranih
randomiziranih studija od 2010. do 2016. godine pokazalo je da je najbolja tehnika
Sivanja trbusSne stijenke sporo apsorbiraju¢im monofilamentnim produznim Savom
(52). Takoder, pokazalo se da je za prevenciju razvoja incizijskih hernija bolje koristiti
male ,zalogaje” s razmakom od 5 mm (53). EHS je 2015. godine na temelju brojnih
studija donio preporuke Sivanja trbusSne stijenke sporo apsorbirajuéim

monofilamentnim produznim Savom u jednome sloju, malim ,zalogajima”, bez
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zasebnoga Sivanja peritoneuma, a preporucljiv omjer duljine konca i rane trebao bi
biti 4 : 1 (54).

Prevencija infekcije

Postoperativna infekcija kirurSke rane povecava rizik nastanka hernije 1,9 puta
(37). U anglosaksonskoj literaturi infekcija kirurSke rane (engl. Surgical Site Infection
- SSI) definira se kao prisutnost infekta u podrucju kirurS8ke rane unutar 30 dana od

operativhoga zahvata. SSI se dijeli u tri kategorije:

1. povrdna incizijska infekcija kirur§ke rane (engl. Supeffitial incisional SSI)
2. dubinska incizijska infekcija kirurSke rane (engl. Deep incisional SSI)

3. infekcija organa/prostora kirurSke rane (engl. Organ/Space SSI).

S aspekta prouCavanja incizijskih hernija vazne su povrSna i dubinska
incizijska infekcija kirurSke rane. PovrSna incizijska SSI definirana je kao infekt koze i
potkoZja dok je dubinska incizijska SSI definirana kao infekt koji zahvaéa miSic i
fasciju.

Vaznost prevencije razvoja SSl-a shvaéena je i od strane Svjetske
zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization, WHO), stoga se redovito
izdaju i obnavljaju smjernice o preoperativnim, intraoperativnim i postoperativnim
postupcima za prevenciju SSl-a (55). Uz sve preporuCene mijere prevencije u
kirurSkoj praksi pojavila se i primjena Savova koji su prekriveni antimikrobijalnim
preparatima poput triklosana, no pokazalo se da takvi Savovi ne daju znacajnije

rezultate u prevenciji infekcije kirurSke rane (52,54).

Preventivna primjena sintetskih materijala

Mnogi znanstveni radovi i meta-analize pokazali su da preventivha primjena
sintetskih materijala (mrezica) u pacijenata s visokim rizikom razvoja incizijske hernije
moze umanijiti incidenciju i do 85 %, stoga je EHS u vlastite smjernice uveo
preventivnu primjenu sintetskoga materijala kod zatvaranja trbusnoga zida u
pacijenata s aneurizmom abdominalne aorte i pretilih pacijenata (54,56,57).
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Primjena preparata koji poticu cijeljenje

U procesu cijeljenja sudjeluju brojni faktori rasta i citokini koji uglavnom djeluju
kao promotori cijeljenja. U kliniCkim ispitivanjima na ljudima i kao terapija koriste se
neki (npr. PDGF-BB, bFGF i GM-CSF), no danas nema nijednoga klinickog
ispitivanja ili kliniCke primjene faktora rasta ili citokina u prevenciji razvoja incizijske
hernije (58).

Neki od faktora rasta i citokini ispitivani su na animalnim modelima. Uz pomoc¢
poligalaktonskih polimerskih Stapi¢a ugradenih u ranu Stakora kao sporootpustajucih
nosacCa za bFGF pokazao se statistiCki znaCajan preventivni u€inak bFGF-a na razvoj
incizijske hernije (59). Intravenska primjena TGF-B2 faktora takoder umanjuje razvoj
incizijske hernije u Stakora (60). Ispitivana je i vlaCna Cvrsto¢a rane Stakora nakon
primjene faktora rasta i citokina. Nakon ugradnje standardne polipropilenske mrezice
i mrezice impregnirane bFGF-om pokazalo se da je vlatna &vrstoa rane nakon
primjene mrezice impregnirane s bFGF-om veca (61). In vitro testovi i eksperiment
na kuni¢éima pokazali su da kombinacija IGF-I, bFGF | TGF-f2 pove¢ava vla¢nu

¢vrstocu rane (62).

Kod potencijalne primjene ovih preparata u prevenciji incizijske hernije
potrebno bi bilo voditi rauna o nacinu primjene (sistemska ili lokalna primjena) te
nacinu aplikacije (peroralni unos, intravenozna primjena, lokalna aplikacija). Takoder,
vazan je faktor i stabilnost preparata, kao i to je li za aplikaciju potreban nosac ili se
preparat mozZe primjenjivati bez nosacCa. Idealan preparat, koji bi se koristio u
prevenciji incizijskih hernija, bio bi stabilan preparat za koji nije potreban nosac, koji
se moze primjenjivati sistemski, onaj €ija je aplikacija neinvazivna (npr. peroralno) te

da je bez ili s minimalnim nuspojavama.
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1.2.4.4. LIJECENJE INCIZIJSKIH HERNIJA

Danas se primjena sintetskoga materijala (mrezica) smatra zlatnim
standardom u lije€enju incizijskih hernija. Herniorafija (zbrinjavanje hernija resekcijom
hernijske vreée i Sivanjem trbusne stijenke) neovisno o metodi Sivanja ima slabije
rezultate, tj. incidencija recidiva znacajno je visa u odnosu na primjenu mrezica
(63,64).

Zbrinjavanje incizijskih hernija mogucée je laparoskopskom ili otvorenom
metodom. Dumainian i Denham smatrali su kako je veli€ina hernije od 10 cm gornja
granica za laparoskopsko zbrinjavanje, no prema smjernicama EHS-a za
laparoskopsko zbrinjavanje hernija iz 2014. godine nije postavljena grani¢na veli€ina
hernije za takvo zbrinjavanje (65,66).

Na slobodnome trzistu postoje brojni tipovi sintetskoga materijala, a kako bi se
umanjila zbrka, 2012. godine uvedena je sistematizacija mrezZica (67). Nacin
plasiranja i polozaj sintetskoga materijala jo§ su uvijek predmet brojnih rasprava i
istraZivanja, pa je tako i autor ovoga teksta predlozZio vlastitu tehniku zbrinjavanja

incizijskih hernija pod nazivom Garestin tehnika (68).
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1.2.5. PENTADEKAPEPTID BPC 157

Pentadekapeptid BPC 157 (BPC 157) stabilni je polipeptid molekularne tezZine
1419 Cija je aktivnost prvi puta opisana u preglednome radu ,Journal of Physiology*
(Paris) 1993. godine. Aktivnha komponenta ovoga polipeptida gradena je od 15
aminokiselina (Gly, Glu, Pro, Pro, Pro, Gly, Lys, Pro, Ala, Asp, Asp, Ala, Gly, Leu,

Val). lzoliran je primarno iz Zelu¢anoga soka te je imunohistokemijski dokazan u

Zelu€anoj mukozi i lumenu (Slika 3).
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Slika 3. Molekula BPC-a 157
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Ovaj je peptid postojan u ljudskome ZeluCanom soku duZe od 24 sata dok
drugi standardni peptidi (kao EGF ili TGFb) bivaju razgradeni vrlo brzo. BPC 157
snazan je antiulcerogeni faktor. Jednako je ucinkovit bez obzira na dozu (ug/kg ili
ng/kg) protiv niza gastrointestinalnih lezija izazvanih razliitim ulcerogenim
procedurama. Ima snazan efekt zarastanja poslije peroralne, kao i parenteralne
primjene, bez obzira na vrlo niske doze. Za razliku od ostalih standardnih polipeptida,
koji su aktivni uz dodatak razli€itih nosaca, ovaj postojani peptid ucinkovit je bez njih
(69,70). Nekolicina studija pokazuje da BPC 157 snazno inhibira alkoholne lezije
Zeluca, kao i druge citotoksicne lezije. U gastrektomiranoga Stakora svi su standardni
agensi aktivni. Poslije sialoadenektomije samo BPC 157 je aktivan i, najvaznije,
njegova antiulkusna aktivnost prati oporavak AMP-ADP-ATP sustava u mukozi
Zeluca (70-73). Dokazana je moguénost koristenja BPC-a 157 u terapiji ulceroznoga
kolitisa. Za razliku od sulfasalazina BPC 157 ne ublazuje samo leziju, ve¢ u modelu
kroni¢nog kolitisa (cistamin) sprjeCava recidive bolesti (74). PoboljSanje cijeljenja
davanjem BPC-a 157 ukljuuje razne rane: duboke opekline, lezije laserom, kozne
rane, rane u dijabetiCara, pseudoartroze, presjeCene tetive, presjeCene i
konkvasirane misice, presjeCene zivce, otkidanje tetiva od kostiju, oStecenja roznice,
peritonitis, ileoilealne anastomoze, kolokolicne anastomoze, pluéne lezije. U svim
ovim terapijskim djelovanjima pentadekapeptid BPC 157 efikasan je bez obzira je li

primijenjen lokalno ili sistemski (75-88).
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1.2.6. NO- SUSTAV

U sisavaca, pa tako i u Covjeka, NO (dusikov monoksid, duSikov (Il) oksid)
vazna je stani¢na signalna molekula kratkoga poluvremena raspada, svega nekoliko
sekundi. Zbog svoje vaznosti u razvoju neuroznanosti, fiziologije i imunologije NO je
1992. godine proglasen ,molekulom godine” (89). Nobelova nagrada za fiziologiju i
medicinu 1998. godine dodijeljena je R. F. Furchgottu, L. J. Ignarrou i F. Muradu
upravo za istrazivanja vezana uz NO kao signalnu molekulu kardiovaskularnoga

sustava (90).

U ljudskome organizmu NO sintetizira enzim NOS (NO sintetaza, sintetaza
duSicnoga monoksida). Tri su izoforme NOS-a: endotelijalna NOS (eNOS, NOS-3),
neuralna NOS (nNOS, NOS-1) i induktibilna NOS (iNOS, NOS-2). Dok su NOS-1 i
NOS-3 ovisne o kalciju, NOS-2 je neovisna o kalciju. NOS oksidira gvanidinsku grupu
iz L-arginina Cime nastaje NO. Time je L-arginin prekursor NO. NG-nitro-L-arginin
metil ester (L-NAME) je analog L-arginina Cija je funkcija blokiranje NO sintetaze. Na
taj se nacin iz L-arginina ne moZze sintetizirati NO te su svi efekti djelovanja L-arginina
blokirani Sto L-NAME Ccini njegovim antagonistom (91,92). Brojna istrazivanja
pokazala su utjecaj NO-sustava na cijeljenje rana, a nepobitnu vaznost NO-sustava u
cijeljenju pokazalo je istrazivanje na ,knockout” miSevima za iINOS (miSevima kod

kojih ne postoji, unutar DNK-a, gen za stvaranje iNOS-a) (93).
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1.2.7. MEDUODNOS PENTADEKAPEPTIDA BPC 157 | NO- SUSTAVA

Meduodnos pentadekapeptida BPC 157 i NO-sustava demonstriran je
njihovim sudjelovanjem u Mocadinom hemostatskom odgovoru NO-sustava na
oStecCenje (oCuvanje vaskularnog integriteta i kontrola trombocita) (94). Takoder,
brojna plejotropna istrazivanja potvrduju meduodnos pentadekapeptida BPC 157 s L-
NAME-om i L-argininom; kolaborativni dokazi postoje kod Zelu€ane sluznice i njene
protekcije usljed alkoholne lezije (i u uvjetima u kojima L-arginin ne djeluje), kod
regulacije krvnog tlaka, akutne i kroni¢ne alkoholne intoksikacije, kroni¢nog sréanog
zatajenja, plucne hipertenzije, aritmija, hiperkalemije i hipokalemije te konacno
cijelienja fistula (gastrokutane, duodenokutane, kolokutane, ezofagokutane,
kolovezikalne i rektovezikalne fistule) (8,95-110). Nedavno je potvrdeno da BPC 157
takoder moze sudjelovati u miozi kod atropinske midrijaze vjerojatno preko NO-
sustava i/ili kolinergi¢kihn mehanizama (111). Dakle, postoje brojni dokazi
meduodnosa BPC 157 s NO-sustavom, gdje se BPC 157 suprotstavio nuspojavama
primjene L-NAME kao i u€incima L-arginina $to je indikativho za generalizaciju ovog
ucinka BPC 157. Vazno je naglasiti da se njegova interakcija s ova dva preparata
dogada neovisno o njihovim efektima, ukoliko se radi o djelovanju putem istih
signalnih puteva (8,95-110). Ce3¢e je djelovanje L-NAME i L-arginina suprotna
patoloSka reakcija (npr. hipertenzija kod aplikacije L-NAME i hipotenzija kod
aplikacije L-arginina i sl.) te se BPC 157 jedako suprotstavlja efektima oba preparata.
Rijede je efekt primjene L-NAME i L-arginina isti (npr. mioza, trombocitopenija,
pogorsanje alkoholne intoksikacije i sl.) te su ti efekti takoder neutralizirani primjenom
BPC 157, s obzirom da se radi o istim putevima djelovanja (8). Ovi efekti posljedica
su kompeticije pentadekapeptida BPC 157 s L-argininom na NOS, a antagonizirajuéi
efekt BPC 157 na L-NAME-u jaCi od onog koji se postize primjenom L-arginina
(8,88). Modulatorni efekt pentadekapeptida BPC 157 na NO-sustav djeluje kako bi
osigurao homeostatske uvjete, $to se jasno ocituje kod kompleksijeg pristupa analizi
njegovog efekta (primjena i L-NAME, i L-arginina i njihove kombinacije), s obzirom da
su ranija istrazivanja NO-sustava bila temeljena na njegovoj jednostavnijoj modulaciji
(primjena ili L-NAME ili L-arginina) (8,88,95-111).
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1.2.8. VLACNA CVRSTOCA

1.2.8.1. OSNOVNI POJMOVI | DEFINICIJE

Vanjske sile, koje djeluju na &vrsto tijelo, rezultiraju pojavom unutarnjih sila.
Uslijed djelovanja vanjskih i unutarnjih sila tijela se deformiraju mijenjajuci svoj oblik i
dimenzije. ToCke tijela promijenit e svoj polozaj, a vektor koji spaja pocetni i konacéni
poloZaj neke proizvoljne toCke tijela naziva se vektorom pomaka. U opcem slucaju
vektor pomaka ima komponente u, v i w u smjeru koordinatnih osi x, y, z te se moze

zapisati u obliku

5:uf+v}'+w7c (1)

Deformacija tijela opisuje se pomocu linijske i kutne deformacije. Linijska ili duljinska
deformacija ¢ predstavlja promjenu neke duzine na tijelu i definirana je izrazom

& :limA—l. (2)

-0 [

gdje je A4l produlijenje u mm, a |/ poCetna duljina u mm. Kutna deformacija y
predstavlja razliku kutova izmedu dvije medusobno okomite duzine, prije i nakon
deformiranja. Linijska je deformacija pozitivha ako se duZzina produljila, dok je kutna
deformacija pozitivha ako se pravi kut izmedu dvije duzine smanijio. Deformacija € u
nekoj proizvoljnoj tocki tijela u potpunosti je odredena poznavanjem linijske i kutne
deformacije za tri medusobno okomita pravca.

U optereéenome tijelu pored deformacija pojavit ¢e se i naprezanja.
Naprezanje u nekoj toCki opterec¢enoga tijela u potpunosti je odredeno poznavanjem
normalnih i tangencijalnin naprezanja za tri medusobno okomita presjeka. Veza

izmedu deformacija i naprezanja u opcem slu¢aju moze se definirati izrazima

o, =s (&) &y =f1(o_ii)' (3)

Funkcije u gornjim izrazima ovise o materijalu te se za razli€ite materijale odreduju

eksperimentalno (112,113).



1.2.8.2. ISPITIVANJE VLACNE CVRSTOCE

Rastezanjem epruvete dobiva se dijagram ovisnosti sile F o produljenju Al.
Dijeljenjem sile F s poCetnom povrSinom poprec¢noga presjeka epruvete So dobiva se

naprezanje
o= 4)

a dijeljenjem produljenja 4/ s poetnom duljinom / dobiva se duljinska deformacija ¢
pa dijagram sila — produljenje (F - 4l dijagram) prelazi u dijagram naprezanje —
deformacija (o — € dijagram) (112).

Vla¢na &vrsto¢a materijala kod jednoosnoga rastezanja odredena je izrazom

R, =~ ()

gdje je Fm maksimalna sila u N, So pocetna povrsina poprec¢noga presjeka u mm?,

Pored vla¢ne C&vrstoCe definira se joS jedno vazno svojstvo materijala, a to je
istezljivost A koja daje relativno produljenje u uzduznome smjeru u odnosu na
pocetnu duljinu gdje je L, konaéna mjerna duljina epruvete u mm, a L, pocetna

mjerna duljina u mm (112,113).

L-L
A==—"2:100%, (6)

0



1.2.9. PRIMJUENA KORELACIJA DIGITALNE SLIKE ZA ODREDIVANJE POLJA
POMAKA

1.2.9.1. MJERENJE POMAKA

Kod ispitivanja mehani¢koga odziva materijala na narinuto opterec¢enje od
fizikalnih veli€ina obi¢no se mjeri sila i pomak. Pomocu te dvije veli€ine izraCunavaju
se ostale, kao Sto su deformacije, naprezanja i neki karakteristicni parametri
materijala. Sila se mjeri kalibriranom mjernom dozom koja je sastavni dio ispitnoga
uredaja odnosno kidalice, dok se pomak moze izmjeriti na vise nacina, a naj¢eSce se

odreduje:

e iz vertikalnoga hoda kidalice

e mehanickim ekstenzometrom

e laserskim ekstenzometrom

e videoekstenzometrom

e elektrootpornim mjernim trakama

e korelacijom digitalne slike.
Osnovni nedostatak konvencionalnih metoda mjerenja pomaka u odnosu na

korelaciju digitalne slike (engl. Digital Image Correlation — DIC) je to $to se dobiva

podatak o pomaku samo u jednoj tocki ili izmedu dvije toCke (markera) (114).
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1.2.9.2. METODA KORELACIJE DIGITALNE SLIKE

Korelacija digitalne slike optiCka je beskontaktna metoda odredivanja polja
pomaka i deformacija na povrSini opterecenih objekata. Metoda se zasniva na
pracenju promjene polozaja mjernih toCaka na povrSini mjernoga objekta tijekom
optereCivanja. Postupak se svodi na slikanje digitalnih slika mjernoga podrucja
opterecCivanja pri Cemu je prva slika referentna, odnosno slika objekta u
neoptere¢enome stanju.

Digitalne slike diskretiziraju se malim povrSinama kvadraticnoga ili
pravokutnoga oblika veli€ine nekoliko piksela i nazivaju se fasetama. SrediSte svake
fasete predstavlja mjernu toCku Ciju promjenu polozaja prati algoritam tijekom
optereCivanja uzorka. Fasete se medusobno razlikuju po raspodijeli intenziteta sive
boje pa je za provedbu mjerenja neophodno da mjerna povrSina uzorka posjeduje
teksturu razli€itoga intenziteta nijansi sive boje. Kako vecéina uzoraka nema dovoljno
bogatu prirodnu teksturu, na povrSinu se nanosi umjetna nepravilna tekstura (raster)

pomocu crne i bijele boje u obliku crnih to¢kica na bijeloj podlozi (Slika 4) (114).
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Slika 4. Mjerna povrsina uzorka sa stohasti¢kim rasterom i definiranom fasetom.

A. Uzorak u referentnome neoptereé¢enom stanju i B. Uzorak u optereenome stanju
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Za provedbu mjerenja potrebna je jedna ili viSe digitalnih kamera, izvor svjetla
te odgovarajucéi algoritam za korelaciju dobivenih digitalnih slika.
Za razliku od konvencionalnih metoda mjerenja pomaka DIC metodom moguce je
odrediti cijelo polje pomaka, S$to omogucuje identifikaciju/validaciju parametara
materijala koji pouzdanije opisuju ponaSanje materijala pri slozenim reZimima

opterecenja (115).
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2. HIPOTEZA

Neadekvatno rano cijeljenje laparotomijskih rana (eng. early wound failure)
mehanizam je kojim, u Covjeka i na animalnim modelima, dolazi do razvoja incizijskih

hernija.
Pentadekapeptid BPC 157 svojim djelovanjem uklanja neadekvatno rano
cijeljenje i time sprjeCava razvoj klinickoga fenomena incizijske hernije na Stakorskom

modelu kod kojega se inducira neadekvatno rano cijeljenje laparotomijske rane.

Pentadekapeptid BPC 157 svojim djelovanjem povecava vla¢nu &vrsto€u rane

ispitivanih uzoraka.

Uc€inak BPC-a 157 na cijeljenje laparotomijskih rana posredovan je preko NO-

sustava.
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3. CILJEVI RADA

OPCI/GLAVNI CILJEVI:

e Utvrditi prevenira li BPC 157 svojim djelovanjem razvoj kliniCkoga fenomena
incizijske hernije na Stakorskom modelu kod kojega se inducira neadekvatno
rano cijeljenje (engl. early wound failure) laparotomijske rane.

e Utvrditi povecava li BPC 157 svojim djelovanjem vlaénu ¢vrstoc¢u rane.

e Utvrditi je li uinak BPC-a 157 na cijeljenje laparotomijskih rana posredovan

preko NO-sustava.

SPECIFICNI CILJEVI:

e Potvrditi o dozi zavisan u€inak BPC-a 157 na prevenciju incizijske hernije i
vla¢nu €vrstocu rane.

e Potvrditi u€¢inak BPC-a 157 na cijeljenje koZzne komponente rane.

e Potvrditi u€¢inak BPC-a 157 na razvoj trbusnih priraslica.

e Potvrditi u€inak BPC-a 157 na vilaénu €vrsto¢u rane.

e Provjeriti moguénost primjene metode korelacije digitalne slike na odredivanje

polja pomaka u podrucju rane.
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. PROTOKOL POKUSA

Istrazivanje je provedeno na laboratorijskim Zivotinjama, Wistar Stakorima,
muzjacima tjelesne tezine 301 — 331 g koji su uzgojeni u nastambi za laboratorijske
Zivotinje Zavoda za farmakologiju Medicinskoga fakulteta Sveucilista u Zagrebu (br.
registracije: HR-POK-007).

Medikacija koriStena u istraZivanju

Medikacija je koriStena neposredno po operativnhome zahvatu te se primjena
nastavila svakoga dana u isto vrijeme, dok je zadnja primjena bila 24 sata prije

Zrtvovanja.

e Pentadekapeptid BPC 157 (molekularna tezina 1419) (Diagen, Ljubljana,
Slovenija) pripremljen je s postignutom Cc&istocom od 99 % izmjerenom
metodom HPLC (High Pressure Liquid Chromatography). U svim postupcima
ovoga istrazivanja koristio se otoplijen u vodi i primijenjen u vodi za pice u
razli¢itim koncentracijama (10 uyg/kg, 10 ng/kg, 0,16 ug/mL, 0,16 ng/mL, 12

mL/dan/Stakor).

e L-arginin i L-NAME (Sigma, St. Louis, MO, USA) koristeni samostalno ili u
kombinacijama bili su rastopljeni u fizioloSkoj otopini (Pliva, Zagreb, Hrvatska).
Primjenjivali su se intraperitonealno: L-NAME - 5 mg/kg i L-arginin - 100

mg/kg, jednom dnevno, 5 mL/kg.

e Kontrolna skupina pije vodu (12 mL/dan/Stakor).
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Operativni zahvat

Ispitivane Zivotinje bile su podvrgnute inicijalnome operativnom zahvatu
indukcije ranoga neadekvatnog cijeljenja laparotomijske rane sa zadovoljavaju¢om
incidencijom nastanka incizijske hernije. Operativni zahvat opisan je od strane
Dubayja i suradnika 2004. godine (6,7). Zbog potrebe pribavljanja preparata
pogodnih za mehani€ku analizu zahvat je bio modificiran u ovome istrazivanju kako
je opisano u daljnjemu tekstu. Zivotinje su za vrijeme inicijalne operacije podvrgnute
opcoj anesteziji u skladu s Postupnikom za primjenu anestezije u pokusnih Zivotinja
Medicinskoga fakulteta Sveucilista u Zagrebu (116). Anestezija se provodila
intraperitonealnom primjenom ketamina (Ketanest, Parke Davis GmbH, Berlin,
Njemacka) u dozi 20 mg/kg i diazepama (Normabel, Belupo d. d, Koprivnica,

Hrvatska) u dozi 6 mg/kg.

Opis operativnoga zahvata

Anestezirane Zivotinje polijezu se na operacijski stoli¢ na leda te se fiksiraju
elasti€énim gumicama (Slika 5A, oznaka /1/). Operativni zahvat zapocinje formiranjem
pravokutnoga koznog zaliska 70 x 30 mm (vecih dimenzija u smjeru kranio-kaudalno)
incizijom koze 20 mm lateralno od medijalne linije te preparacijom prefascijalne
avaskularne zone ispod cijeloga zaliska ¢ime se eksponira bijela linija (Slika 5B,
oznaka /2/). Duz bijele linije u€ini se miofascijalna incizija duljine 60 mm (Slika 5C,
oznaka /3/). Kranijalnih 10 mm rane Siva se produznim Savovima Vycril 5-0 (Ethicon
inc., USA) u omjeru duzine konca i rane 4 : 1 ¢ime se dobiva optimalno cijeljenje toga
dijela rane sa smanjenom moguc¢noS$¢u razvoja hernije (Slika 5D, oznaka /4/).
Kranijalni dio rane koristio se za analizu vlacne ¢&vrsto¢e oZilijka. Distalnih 50 mm
miofascijalne rane se potom sasije pojedinacnim Savovima Vycril 5-0 (Ethicon inc.,
USA) u razmacima 5 mm u (Slika 5E, oznaka /7/). Tako opisani model pokazao je
incidenciju razvoja incizijske hernije 80 % nakon 28 dana (6,7). Operativni zahvat
trajao je u prosjeku 10 - 15 minuta. Postoperativho, zivotinje su se pratile pod
grija¢om lampom do punoga budenja.

Tijek operativnoga zahvata prikazan je na Slici 5.
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Slika 5. Operativni zahvat.

A. Stakor pripremljen za operativni zahvat /1/, B. Formirani kozni zalistak /2/, C. Incizija 60 mm duz
bijele linije /3/, D. Proksimalnih 10 mm zaSiveno produznom tehnikom /4/, preostali dio rane jo$
nezatvoren /5/ (bijela strelica pokazuje granicu proksimalnog dijela rane Sivanog produznom tehnikom
i kaudalnog dijela rane), E. Kranijalni dio rane zaSiven produznom tehnikom /6/ (vidi /4/), ranije
nezatvoreni dio (vidi /5/) sada je zatvoren /7/: fascija zaSivena pojedinacnim Savovima u razmacima 5
mm u distalnih 50 mm miofascijalne rane, $to predstavlja ,Jocus minoris resistentiae” za formiranje
hernije u distalnih 50 mm rane /7/ (bijela strelica pokazuje fasciju zaSivenu pojedinacnim Savovima u

razmacima 5 mm), F. Konacni vanjski izgled, zaSiven kozni zalistak /8/ (vidi ranije /2/)
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Skupine Zivotinja

Prema KkoriStenim preparatima i kombinacijama preparata Zivotinje su

podijeljene u 12 skupina:

e Kkontrolna skupina

e BPC 157 u mikrogramima

e BPC 157 u nanogramima

e L-NAME

e L-arginin

e L-NAME + BPC 157 u mikrogramima

e L-NAME + BPC 157 u nanogramima

e L-arginin + BPC 157 u mikrogramima

e L-arginin + BPC 157 u nanogramima

e L-NAME + L-arginin

e L-NAME + L-arginin + BPC 157 u mikrogramima
e L-NAME + L-arginin + BPC 157 u nanogramima.

Prema intervalu pracenja zivotinje su podijeljene u 4 skupine:

e 7 dana
e 14 dana
e 21dan
e 28 dana.

U svakoj skupini (i prema koristenim preparatima i kombinacijama preparata te

prema intervalu praéenja) bilo je 5 Zivotinja (Tablica 3).
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Tablica 3. Broj zivotinja u svakoj skupini prema koristenim preparatima i kombinacijama preparata te

prema intervalu praéenja

SKUPINE ZIVOTINJA

7 DANA

14 DANA

21 DAN

28 DANA

Kontrola

5

5

BPC ug

BPC ng

L-NAME

L-arginin

L-NAME + BPC ug

L-NAME + BPC ng

L-arginin + BPC ug

L-arginin + BPC ng

L-NAME + L-arginin

L-NAME + L-arginin + BPC ug

L-NAME + L-arginin + BPC ng

ol o o oif o O O Ol O O O

ol o o Oof O] O Ol Of O O Ol On

ol o o o o] O O Ol O O O

ol o o o O] O Ol O O O O] On

Postoperativno pracenje, Zrtvovanje i analiza preparata

Zivotinje su se svakodnevno monitorirale, pratila se prisutnost i razvoj hernije

i/ili dehiscencije, veligina hernije te prezentacija koZznog oziljka. Zivotinje, kod kojih su

primijeceni znakovi infekcije rane, isklju€ile su se iz studije. Sve skupine Zivotinja su

Zrtvovane po zavrdetku intervala prac¢enja. Zrtvovanje se provodilo u skladu sa

LAVMA Guidelines for the Euthanasia of Animals: 2013 Edition®: primjenom trostruke

doze anestetika koji su koristeni u istrazivanju (vidi gore) (117). Sve Zivotinje i

preparati fotografirani su i evidentirani nakon Zrtvovanja.

Evidentirani su sljedec¢i parametri:

e prisutnost hernije i dehiscencije

¢ veli¢ina hernije

e prezentacija koznog oziljka

e prisutnost trbusnih priraslica

e sila pucanja

e polje pomaka u podrucju rane.

44




Svaka miofascijalna dijastaza u podrucju reza vec¢a od 2 mm smatrala se
hernijom. Miofascijalna dehiscencija s evisceracijom crijeva smatrala se, takoder,
hernijom i za potrebe statisticke analize, kod dehiscencije, notirala se vrijednost 50
mm. Po verifikaciji hernije notira se duzZina hernije (horizontalna duljina hernijskoga
vrata), uz vrijednost 50 mm (koja odgovara distalnome dijelu incizije saSivenim

pojedinacnim Savovima (vidi operativni zahvat) kao maksimalne vrijednosti (6,7).

Za ocjenu prezentacije koznog oZiljaka i prisutnosti trbusnih priraslica (koje su
se takoder fotografirale) koristile su se vlastite ordinalne mjerne skale u skladu s
dosadasnjim istrazivanjima (83,88).

Prezentacija koznog ozZiljka ocijenjena je u skladu s vlastitom ordinalnom
skalom tako da je 0 = uredno cijeljenje i ozZiljak, 1 = parcijalni defekt cijeljenja, 2 =
ulkus koznoga oziljka, 3 = dehiscencija (Tablica 4).

Prisutnost trbusnih priraslica ocijenjena je u skladu s vlastitom ordinalnom
skalom tako da je 0 = bez priraslica, 1 = priraslice omentuma, 2 = priraslice crijeva, 3

= priraslice crijeva i omentuma (Tablica 5).

Tablica 4. Ordinalna skala prezentacije koznog ozilika

PREZENTACIJA KOZNOG Vrijednost na
OZILJKA ordinalnoj skali
Uredno cijeljenje i oziljak 0
Parcijalni defekt cijeljenja 1
Ulkus 2
Dehiscencija 3

Tablica 5. Ordinalna skala prsutnosti trbusnih priraslica

PRISUTNOST TRBUSNIH Vrijednost na ordinalnoj
PRIRASLICA skali
Bez priraslica 0

Priraslice omentuma

1
Priraslice crijeva 2
3

Priraslice crijeva i omentuma
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4.2. MJERENJE VLACNE CVRSTOCE UZORAKA |
ODREDBIVANJE POLJA POMAKA U PODRUCJU RANE
METODOM KORELACIJE DIGITALNE SLIKE

4.2.1. PRIPREMA PREPARATA ZA BIOMEHANICKU ANALIZU | MJERENJE
VLACNE CVRSTOCE UZORAKA

Priprema preparata za biomehanicku analizu

Ekscidirao se preparat trbusne stijenke (Slika 6A, Savna linija duljine 60 mm u
sredistu trbudne stijenke /1/) dimenzia 5 mm (kraniokaudalno) x 60 mm
(laterolateralno) iz kranijalnog dijela (10 mm S$ivanih produznom tehnikom omjera
duljine konca i rane 4 : 1) inicijalnom operacijom ucinjene rane 60 mm tako da se
ispitivano podrucje (8avna linija od 5 mm ucinjena produznom tehnikom omjera
duljine konca i rane 4 : 1) nalazilo u sredistu preparata (Slika 6B, Savna linija duljine 5

mm u srediStu preparata /4/).
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Slika 6. Preparat za biomehani¢ku analizu.

A. TrbuSna stijenka: Savna linija duljine 60 mm u srediStu trbusne stijenke /1/, m. rectus abdominis
12/, m. obliquus internus /3/, B. Ekscidirani preparat dimenzija 5 mm x 60 mm sa Savnom linijom

duljine 5 mm u sredi$tu preparata /4/
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Sveuciliste u Zagrebu

Mjerenje vlacne ¢vrstoce uzoraka

Eksperimentalni postav za kvazistati¢ko vlacno ispitivanje uzoraka prikazan je

na Slici 7.

Slika 7. Eksperimentalni postav.

A. Stati¢ka kidalica Beta 50-5 (Messphysik, Austrija); B., C. Opticki beskontaktni mjerni sustav Aramis
(GOMmbH, Njemacka)
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Preparati su se prihvatnim plo€icama, postavljenima s obje strane uzorka,
fiksirali u Celjusti statiCke kidalice Beta 50-5 (Messphysik, Austrija). Prihvat (prihvatne

ploCice) izraden za ovo ispitivanje prikazan je na Slici 8.

Slika 8. Prihvatne plocice

Nakon ekscidiranja, preparati dimenzija 5 mm x 60 mm potopili su se u
fizioloSku otopinu sobne temperature te transportirali do Laboratorija za
eksperimentalnu mehaniku Fakulteta strojarstva i brodogradnje Sveucilista u Zagrebu
gdje su se neposredno po dolasku ispitivali statickim vlaénim pokusom prema

protokolima ispitivanja koje su koristili i opisali Rossi i suradnici 2008. godine (118).

Da bi se eliminirao utjecaj mjesta prihvata uzoraka na ispitivano podrucje
(Savna linija od 5 mm ucinjena produznom tehnikom omjera duljine konca i rane 4 :
1), preparati su se fiksirali tako da se sa svake strane ispitivanog podrucja ostavilo

minimalno 10 mm slobodnoga tkiva (Slika 9A). Ispitivani preparat podvrgnuo se
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kvazistatickome optereéenju brzinom 5 mm/min okomito na ranu do pucanja
preparata (Slika 9B).

Slika 9. Ispitivanje vla¢ne Cvrstoce uzorka.

A. Preparat se fiksirao tako tako da se sa svake strane ispitivanoga dijela (rane) ostavilo minimalno 10
mm slobodnoga tkiva (3avna linija u srediStu /1/); B. Kvazistati¢kim optere¢enjem brzinom 5 mm/min

okomito na ranu dolazi do pucanja preparata (pucanje Savne linije /2/)

Tijekom ispitivanja biljezila se sila opterec¢enja i pomak na preparatu ¢ime se
dobio dijagram sila-pomak iz kojega se mogu ocitati vrijednosti sile pri kojem se
pojavljuju prva ostecenja, kao i maksimalna sila pri kojoj dolazi do popustanja i

pucanja preparata.
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4.2.2. ODREDIVANJE POLJA POMAKA U PODRUCJU RANE METODOM
KORELACIJE DIGITALNE SLIKE

Kako bi se prikupili dodatni parametri za analizu cijeljenja pod utjecajem BPC-
a 157 koristila se metoda korelacije digitalne slike za odredivanje polja pomaka u
podru€ju rane. Za tu svrhu koristio se optiCki beskontaktni mjerni sustav Aramis
(proizvoda¢a GOMmbH, Njemacka). Sustav se temelji na principu objektnoga raster
postupka za Sto se preparati bojaju inerthom bijelom i crnom bojom s ciljem
dobivanja umjetne teksture na povrSini uzorka u obliku crnih to¢aka na bijeloj podlozi
(Slika 10).

Slika 10. Obojani preparat

Trodimenzionalno mjerenje provodilo se pomoc¢u dvije digitalne kamere (CCD
kamere Dalsa Falcon 4M60 s frekvencijom od 60 do 480 Hz i rezolucijom 2358 x
1728 piksela). Sustav omoguéuje mjerenja u realnome vremenu s velikim brojem

toCaka na povrSini mjernoga objekta i automatski izratunava 3D povrsinske
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koordinate te 3D pomake u kartezijevo milicilindricnome koordinatnom sustavu (Slika
11).

Slika 11. Odredivanje polja pomaka.

A. Opticki beskontaktni mjerni sustav Aramis pomocu dvije digitalne kamere (CCD kamere Dalsa
Falcon 4M60 s frekvencijom od 60 do 480 Hz i rezolucijom 2358 x 1728 piksela) analizira objektni
raster nastao bojenjem preparata (vidi slika 10); B. UoCavaju se deformacije rastera toCaka na mjernoj
povrsini objekta /1/ (usporedi sa slikom 10), u tijeku vlaénog optereéenja koje dovodi i do pucanja

preparata u Savnoj liniji /2/

Deformacije se mogu odrediti s to¢nos¢u do 0,01 %. Izmjereni i obradeni podaci

mogu se vizualizirati u programskome paketu sustava ili se eksportiraju u standardne
podatkovne formate.
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4.3. STATISTICKA ANALIZA

Za statisticku obradu podataka koristio se program Statistica 8.0 (StatSoft
Inc.). Koristeni su statistiCki testovi u skladu s izborom statistiCkih testova koje su
predlozili du Prel i suradnici (119). Vrijednost p < 0,05 smatra se statisticki

znacajnom. Podaci su prezentirani tekstualno, tabli¢no i graficki.

PRISUTNOST HERNIJE | DEHISCENCIJE

Prikazan je broj Zivotinja s hernijom i dehiscencijom u svakoj pojedinoj skupini
Zivotinja (i prema intervalu pracenja i prema koristenim preparatima i kombinacijama
preparata).

Analiza rezultata incidencije hernije i dehiscencije vrSena je komparacijom
rezultata svake pojedine skupine zivotinja (i prema intervalu praéenja i prema
koristenim preparatima i kombinacijama preparata) s kontrolnom skupinom u
odgovaraju¢éem vremenskom intervalu. Analizirana je i suma rezultata skupina
Zivotinja prema koriStenim preparatima i kombinacijama preparata sa sumom
rezultata kontrolne skupine. Za analizu je koriSten Fisherov egzaktni test. Statisticki

znacajne p-vrijednosti navedene su ispod tablice.

VELICINA HERNIJE

Prikazane su srednje vrijednosti veli¢ine hernije za svaku pojedinu skupinu
Zivotinja (i prema intervalu pracenja i prema koristenim preparatima i kombinacijama
preparata).

Analiza rezultata veli¢ine hernije vrSena je komparacijom rezultata svake
pojedine skupine Zivotinja (i prema intervalu praéenja i prema koriStenim preparatima
i kombinacijama preparata) s kontrolnom skupinom u odgovarajuéem vremenskom
intervalu. Za analizu je koristen Studentov t-test. StatistiCki znacajne p-vrijednosti

navedene su ispod tablice.
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PREZENTACIJA KOZNOG OZILJKA | PRISUTNOST TRBUSNIH PRIRASLICA

Prikazan je min., med. i max. ordinalne skale (opisane u Materijali i metode) za
svaku pojedinu skupinu Zivotinja (i prema intervalu praéenja i prema koriStenim
preparatima i kombinacijama preparata).

Analiza rezultata prezentacije koznog oziljka i prisutnosti trbusnih priraslica
vr§ena je komparacijom rezultata svake pojedine skupine Zivotinja (i prema intervalu
pracenja i prema koriStenim preparatima i kombinacijama preparata) s kontrolnom
skupinom u odgovaraju¢em vremenskom intervalu. Za analizu je koristen Mann-

Whitney test. StatistiCki znacajne p-vrijednosti navedene su ispod tablice.

VLACNA CVRSTOCA RANE

Prikazane su srednje vrijednosti vlaCne Cvrstoée rane za svaku pojedinu
skupinu zivotinja (i prema intervalu pracenja i prema koriStenim preparatima i
kombinacijama preparata).

Analiza rezultata vla¢ne Cvrstoce rane vrSena je komparacijom rezultata svake
pojedine skupine Zivotinja (i prema intervalu praéenja i prema koriStenim preparatima
i kombinacijama preparata) s kontrolnom skupinom u odgovarajuéem vremenskom
intervalu. Za analizu je koristen Studentov t-test. StatistiCki znacajne p-vrijednosti

navedene su ispod tablice.
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4.4, DOZVOLA ZA 1ZVODENJE POKUSA

Autor ovoga teksta i izvodac istrazivanja, prije poCetka ovoga istrazivanja, 19.
rujna 2014. godine zavrsio je teCaj za osposobljavanje osoba koje rade s pokusnim
Zivotinjama, kategorija LabAnim 3 u trajanju od 80 sati (FELASA cat. C equivalent).
Time je autor dobio potvrdu o osposobljenosti za voditelja pokusa i njegova
zamjenika s jedinstvenim identifikacijskim brojem OSP 191/001, pod kojim je upisan

u evidenciju pri Upravi veterinarstva. Broj potvrde: 110.3-14, HR 191/02/P.
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4.5. ETICKA NACELA

Istrazivanje je provedeno u skladu s Direktivom 2010/63/EU Europskoga
parlamenta i Vijeca od 22. rujna 2010. godine o zastiti Zivotinja koje se koriste u
znanstvene svrhe, Zakonom o za$titi zivotinja RH (NN br. 135/2006, 37/2013 i
55/2013), FELASA preporukama te preporukama EtiCkoga povjerenstva
Medicinskoga fakulteta Sveucilista u Zagrebu (116).

U istrazivanju je unaprijed bila definirana primijenjena anestezija, analgezija
i ,Humane Endpoint” pokusa u skladu s Postupnikom za primjenu anestezije u
pokusnih Zivotinja Medicinskoga fakulteta Sveucilista u Zagrebu i IACUC
smjernicama (116,117,120-123).

Eticka ogranicenja u ovom istraZivanju
U ovom istrazivanju uoCen je negativni efekt primjene NO-agensa (L-NAME, L-

arginina i/ili njihove kombinacije) u vidu pojave visoke incidencije dehiscencije u

Zivotinja tretiranih tim preparatima.
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5. REZULTATI

Ova studija je kroz 28 dana u Stakora podvrgnutih operaciji prema Dubayju za
induciranje  hernije  utvrdivala uclinkovitost primjene stabilnog Zelu€anog
pentadekapeptida BPC 157 primijenjenog u piju¢oj vodi nakon operacije. Isto tako,
studija je utvrdivala mogucu povezanost ovih ucinaka pentadekapeptida BPC 157 s
NO-sustavom, i to, shodno ranijim radovima (vidi poglavlja 1.2.5., 1.2.6. i 1.2.7.) uz
svakodnevnu primjenu blokatora NOS-a, L-NAME, i L-arginina, supstrata za NOS,
bilo samostalno i/ili u kombinacijama. Kao parametre studija je utvrdivala prisutnost
hernije, veliinu hernije, pojavu dehiscencije (i time evisceracije), prezentaciju koznog

ozilika, prisutnost trbusnih priraslica, silu pucanja i polje pomaka u podrucju rane.
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5.1. PRISUTNOST HERNIJE

Bez primjene medikacije, primijenjena je operacija prema Dubayju dovodila do
pojave hernije u gotovo svih Stakora (Tablica 6, Slika 12, Slika 13). Relativnu
vrijednost ovog parametra pokazuje to da takva ucCestalost jest uzrok cinjenice da
primjena, samostalna i/ili u kombinaciji NO-agensa (koji inate dovode do
dehiscencije) nije mogla dovesti do jo§ znacajno veée ulestalosti hernije. S druge
strane, time izgleda jo$ vjerodostojnije cijeljenje bez razvitka hernije, i tek izuzetna
pojava (tek manje) hernije u obje skupine koje su dobivale BPC 157 u pijuc¢oj vodi.
Taj se medutim benefitni u€inak na samu pojavnost hernije ne vidi u kombinacijama s

NO- agensima.

Tablica 6. Prisutnost hernije u ispitivanim skupinama zivotinja

PRISUTNOST HERNIJE

SKUPINE ZIVOTINJA Broj zivotinja s hernijom
(postotak Zivotinja s hernijom)

7dana 14dana 21dan 28dana UKUPNO
Kontrola 4(80%) 3(60%) 4(80%) 4(80%) 15(75%)
BPC pg 0*(0%) 0(0%) 1(20%) 1(20%) 2*(10%)
BPC ng 0*(0%) 0(0%) 1(20%) 1(20%) 2*(10%)
L-NAME 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 20(100%)
L-arginin 4(80%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 19(95%)
L-NAME + BPC pg 3(60%) 2(40%) 3(60%) 3(60%) 11(55%)
L-NAME + BPC ng 3(60%) 2(40%) 3(60%) 3(60%) 11(55%)
L-arginin + BPC ug 4(80%) 3(60%) 3(60%) 3(60%) 13(65%)
L-arginin + BPC ng 4(80%) 3(60%) 3(60%) 3(60%) 13(65%)
L-NAME + L-arginin 4(80%) 3(60%) 5(100%) 5(100%) 17(85%)
L-NAME+L-arginin*BPCpug 3(60%) 3(60%) 3(60%) 3(60%) 12(60%)
L-NAME+L-arginin*BPCng 3(60%) 3(60%) 3(60%) 3(60%) 12(60%)

*p vrijednosti: BPCug, 7 dana = 0.0476; BPCng, 7 dana = 0.0476; BPCpg, ukupno <0.0001; BPCng, ukupno <0.0001.
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Sveuciliste u Zagrebu

———

Slika 12. Hernija.
llustrativni prikaz vanjskog izgleda hernije u kontrolnih Stakora (lijevo, crveni isprekidani krug) nakon
28 dana, te normalna prezentacija bez vidljive hernije (desno, Zuti krug) u Stakora koji su dobivali BPC

157 u pijuéoj vodi
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SveuciliSte u Zagrebu

Slika 13. llustrativni prikaz posljedica operacije prema Dubayju na trbusnom zidu.

A. Prikaz hernije u kontrolnih Stakora (strelica) nakon 21 dan, B. Redovita normalna prezentacija bez

vidljive hernije (strelica) u Stakora koji su dobivali BPC 157 u piju¢oj vodi
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5.2. VELICINA HERNIJE

Bez primjene medikacije, primijenjena je operacija prema Dubayju dovodila do
pojave relativno male hernije u Stakora (Tablica 7, Slika 14). Stoga se moZze vidjeti da
hernije postaju vece kod primjene NO- agensa (koji ¢e dovesti i do dehiscencije -vidi
u daljnjem tekstu), i to ve¢ u prvih 7 dana (primjena L-NAME), te 14 dana (primjena
L-arginina), a posebice nakon toga kada kod Stakora tretiranih NO-agensima redovito
nastaje dehiscencija (i kod L-NAME + L-arginin). Stoga je za parametar ,veli€ine
hernije” zanimljivo da, premda samostalno i L-NAME i L-arginin dovode do agravacije
(vece veliCine hernije) kod njihove zajedni¢ke primjene (L-NAME + L-arginin) hernije
su jednake onima u kontroli u prva dva tjedna, s time da postaju vec¢e od onih iz
kontrolne skupine nakon toga (21. i 28. dana, kada se u svih Zivotinja javljaju
dehisencije). S druge strane, u obje skupine koje su dobivale BPC 157 u pijucoj vodi,
hernije koje se tek izuzetno javljaju, ostaju jo§ manje od onih u kontrolnih Zivotinja.
Taj se benefitni u€inak vidi kod istovremene primjene BPC 157 s NO-agensima
nakon 14 dana, jer izostaje nastanak dehiscencije koji se inace javlja u svih Stakora

koji su bili tretirani NO-agensima.

Tablica 7. Veli€ina hernije u ispitivanim skupinama zivotinja

VELICINA HERNIJE (mm) - srednja vrijednost + SD
SKUPINE ZIVOTINJA 7 dana 14 dana 21 dan 28 dana
Kontrola 82+52 58+5,6 10+6,3 38+23
BPC g 0 £ 0* 0 £ 0* 1,4 +3,1* 0,8+1,8*
BPC ng 0 £ 0* 0+ 0* 1,6 £ 3,6* 0,8+1,8*
L-NAME 18,6 £ 4,3* 24,6 £ 14,3* 50 £ 0* 50 * 0*
L-arginin 8,6+6,1 40,6 * 13,4* 50 £ 0* 50 * 0*
L-NAME + BPC pg 13,4+12,3 56+79 19.4£17.9 22.6+13.6
L-NAME + BPC ng 13,2+ 21 6+38,3 22.8+21.1 22.4+21
L-arginin + BPC ug 13,479 22,6 + 25,6 18+16.8 18.4+17.8
L-arginin + BPC ng 13,4 +8,3 22,8+255 18.2£17.6 17.4+16.7
L-NAME + L-arginin 21,8+18 21+26,6 50 £ 0* 50 * 0*
L-NAME + L-arginin + BPC ug 17,6 £ 20,6 86+8 21.2+19.6 22.6+21
L-NAME + L-arginin + BPC ng 19,8 + 20,9 10,4+10,1 21.8+21.1 23.4+22.4

*p vrijednosti: BPCug, 7 dana = 0,0079; BPCug, 14 dana = 0,0488; BPCug, 21 dan = 0,0260; BPCug, 28 dana = 0,0493;
BPCng, 7 dana = 0,0079; BPCng, 14 dana = 0,0488; BPCng, 21 dan = 0,0324; BPCng, 28 dana = 0,0493; L-NAME, 7 dana =
0,0087; L-NAME, 14 dana = 0,0257, L-NAME, 21dan<0.0001; L-NAME 28 dan <0.0001; L-arginin, 14 dana = 0,0007; L-arginin,
21 dan <0.0001; L-arginin, 28 dan <0.0001; L-arginin + L-NAME, 21 dan <0.0001; L-arginin + L-NAME,28 dan <0.0001.
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Slika 14. llustrativni prikaz posljedica operacije prema Dubayju na trbusnom zidu.
A. Prikaz veli€ine hernije u kontrolnih Stakora (strelica) nakon 14 dana, B. Zna€ajno manja hernija
(strelica) u Stakora koji su dobivali BPC 157 u piju¢oj vodi nakon 21 dan, C., D. Redovito znacajno
vece hernije u (dolje, lijevo, desno) Stakora koji su primali svakodnevno NO-agense, L-arginin (C),
odnosno L-NAME (D) nakon 14 dana. To u velikoj mjeri objadnjava skori nastanak dehiscencije u tih

Zivotinja
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5.3. PRISUTNOST DEHISCENCIJE

Bez primjene medikacije, primijenjena je operacija prema Dubayju dovodila do
gotovo redovite hernije u Stakora, no relativno male veli€ine, $to je dovelo do toga da
do dehiscencije redovito nije dolazilo osim u jednom pojedinaénom slucaju. Nasuprot
tome, jasna se agravacija vidi kod primjene NO-agensa (L-NAME, L-arginina i/ili
kombinacije). (Tablica 8, Slika 15) Kako hernije postaju vec¢e kod primjene NO-
agensa jasno je da kod njih nastaje dehiscencija (i time evisceracija), a posebice
nakon 14 dana kada u svih tih Stakora redovito nastaje dehiscencija. Stoga je za
parametar ,pojave dehiscencije“ kao parametar definitvne agravacije, ili nasuprot
tome u slu€aju antagonizacije (definitivne protekcije) zna¢ajno da u u obje skupine
koje su dobivale BPC 157 u piju¢oj vodi, dehiscencije uopée ne javljaju. Premda se
taj uCinak cCini vjerojatnim imajuci u vidu redovito cijeljenje bez hernije, ili ako se i
izuzetno pojavi tek vrlo male hernije, treba naglasiti da do dehiscencije jednako tako
ne dolazi, tek sporadi¢no, i u kombinaciji s NO-agensima (L-arginin + BPC 157, L-
NAME + BPC 157, L-NAME + L-arginin + BPC 157).

Tablica 8. Prisutnost dehiscencije u ispitivanim skupinama zivotinja

PRISUTNOST DEHISCENCIJE

SKUPINE ZIVOTINJA Broj zivotinja s dehiscencijom
(postotak zivotinja s dehiscijencijom)

7 dana 14 dana 21 dan 28 dana UKUPNO
Kontrola 0(0%) 0(0%) 1(20%) 0(0%) 1(5%)
BPC ug 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
BPC ng 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
L-NAME 0(0%) 3(60%) 5*(100%) 5*(100%) 13*(65%)
L-arginin 0(0%) 3(60%) 5*(100%) 5*(100%) 13*(65%)
L-NAME + BPC ug 1(20%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1(5%)
L-NAME + BPC ng 1(20%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1(5%)
L-arginin + BPC ug 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
L-arginin + BPC ng 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
L-NAME + L-arginin 2(40%) 2(40%) 5*(100%) 5*(100%) 14*(70%)
L-NAME+L-arginin+BPCug 1(20%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1(5%)
L-NAME+L-arginin+BPCng 1(20%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 1(5%)

*p vrijednosti: L-NAME, 21 dan = 0.0476; L-NAME, 28 dana = 0.0079; L-NAME, ukupno = 0.0001; L-arginin, 21 dan = 0.0476;
L-arginin, 28 dana = 0.0079; L-arginin, ukupno = 0.0001; L-NAME + L-arginin, 21 dan = 0.0476; L-NAME + L-arginin, 28 dana =
0.0079; L-NAME + L-arginin, ukupno = 0.0001.
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Slika 15. llustrativni prikaz dehiscencije s evisceracijom kao posljedica operacije prema Dubayiju i
svakodnevne primjene NO-agensa. A. Stakor tretian L-argininom 14 dana, B. Stakor tretian L-NAME-
om 14 dana, C. Stakor tretian L-NAME-om 21 dan, D. Stakor tretian L-NAME + L-arginin 28 dana
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5.4. PREZENTACIJA KOZNOG OZILJKA

Bez primjene medikacije, primijenjena operacija prema Dubayju dovodila je do
pojave hernije, i to manje veli€ine, u gotovo svih Stakora. Takoder je dovela do
stvaranja kozZnog oZilika uz nastajanje ulkusa (Tablica 9, Slika 16). Relativhu
vrijednost ovog parametra pokazuje to da takva prezentacija jest uzrok da primjena
NO-agensa (L-NAME, L-arginin i/ili kombinacija) nije mogla dovesti do joS loSije
prezentacije u prvih 14 dana, sve do zadnjih termina (21 i 28 dana) kada je dolazilo
do dehiscencije u svih Zivotinja tretiranih NO-agensima i time do prezentacije
znacajno loSijih koznih oziljaka. S druge strane, u skladu s cijeljenjem bez razvitka
hernije, i tek izuzethom pojavom tek manje hernije, u obje skupine koje su dobivale
BPC 157 (kroz 7 i 21 dan) u pijucoj vodi jest i znacajno bolje cijeljenje koznog oZiljka.
Taj se medutim benefitni u€inak na samu prezentaciju koznog oZilika ne vidi u

kombinacijama s NO-agensima.

Tablica 9. Prezentacija koznog oziljka u ispitivanih skupina Zivotinja

KOZNA RANA (min./med./max.)

7 dana 14 dana 21 dan 28 dana
SKUPINE ZIVOTINJA min med | max | min med | max | min med | max | min med | max
Kontrola 1 2 2 0 2 2 1 2 3 0 2 2
BPC pg 0* 0* 0* 0 0 0 0* 0* 0* 0 0 1
BPC ng 0* 0* 0* 0 0 0 0* 0* 0* 0 0 1
L-NAME 0 1 2 1 3 3 3* 3* 3* 3* 3* 3*
L-arginin 1 1 2 0 3 3 3* 3* 3* 3* 3* 3*
L-NAME + BPC ng 0 1 3 1 1 2 1 3 1 3
L-NAME + BPC ng 0 1 3 0 1 2 1 1
L-arginin + BPC pg 0 0 3 0 1 3 1 1
L-arginin + BPC ng 0 0 3 1 1 3 1 3 1 3
L-NAME + L-arginin 0 2 3 1 1 3 3* 3* 3* 3* 3* 3*
L-NAME + L-arginin + BPC pg 1 2 3 0 1 1 2 3 1 2 3
L-NAME + L-arginin + BPC ng 1 2 3 0 0 1 2 2 3 1 2 3

*p vrijednosti: BPCug, 7 dana = 0.01208; BPCug, 21 dan = 0.01208; BPCng, 7 dana = 0.01208; BPCng, 21 dan = 0.01208; L-
NAME, 21 dan = 0.0477; L-NAME, 28 dana = 0.1208; L-arginin, 21 dan = 0.0477; L-arginin, 28 dana = 0.1208; L-NAME + L-
arginin, 21 dan = 0.0477; L-NAME + L-arginin, 28 dana = 0.0477.
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Slika 16. llustrativni prikaz koZnog oziljka nakon 14 dana od operacije prema Dubayju.
A. Uredno cijeljenje (u zivotinja koje su primale BPC 157 u pijucoj vodi), B. Parcijalni defekt (kod
kontrolne skupine), C. Ulkus rane (kod primjene L-arginina), D. Dehiscencija (kod primjene L-NAME)
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5.5. PRISUTNOST TRBUSNIH PRIRASLICA

Bez primjene medikacije, primijenjena je operacija prema Dubayju koja je

dovodila do pojave hernije, i to manje veli€¢ine, u gotovo svih Stakora, te ne i do

dehiscencije (osim u pojedinatnom slucaju). Takoder je dovela do stvaranja

znacajnih trbusnih priraslica (Tablica 10, Slika 17). Primjena NO-agensa (L-NAME, L-

arginin i/ili kombinacija) dovela je do stvaranja znatno vecih priraslica u prvih sedam
dana (L-NAME, L-NAME + L-arginin), kao i u 14 dana (i L-NAME i L-arginin) te 28
dana (L-NAME, L-arginin i L-NAME + L-arginin). S druge strane, u skladu s

cijelienjem bez razvitka hernije, i tek izuzetnom pojavom tek manje hernije, i

izostanka dehiscencije u obje skupine koje su dobivale BPC 157 u pijuéoj vodi jest i

znacajno manje stvaranje trbusnih priraslica. Taj benefitni u€inak medutim izostaje u

kombinacijama s NO-agensima.

Tablica 10. Prezentacija trbusnih priraslica u ispitivanih skupina zivotinja

TRBUSNE PRIRASLICE (min./med./max.)

7 dana 14 dana 21 dan 28 dana
SKUPINE ZIVOTINJA min med | max | min med | max | min med | max | min med | max
Kontrola 0 1 2 3 0 3 3 2
BPC pg 0* 0* 0* 1 0 0 1 1
BPC ng 0* 0* 1* 0 0 1 0 0 1 0 0 1
L-NAME 3* 3* 3* 3* 3* 3* 3 3 3 3* 3* 3*
L-arginin 0 3 3 3* 3* 3* 3 3 3 3* 3* 3*
L-NAME + BPC ng 0 3 3 0 1 2 1 3 3 1
L-NAME + BPC ng 0 3 3 0 2 1 1 3 3 1
L-arginin + BPC pg 0 3 3 0 3 3 1 2 3 1
L-arginin + BPC ng 0 3 3 0 3 3 1 2 3 1
L-NAME + L-arginin 2* 2* 3* 0 3 3 3 3 3 3* 3* 3*
L-NAME + L-arginin + BPC pg 0 3 3 0 3 3 1 3 3 1 3 3
L-NAME + L-arginin + BPC ng 0 3 3 0 3 3 1 3 3 1 3 3

*p vrijednosti: BPCug, 7 dana = 0.0477; BPCng, 7 dana = 0.0477; L-NAME, 7 dana = 0.01208; L-NAME, 14 dana = 0.0477; L-
NAME, 28 dana = 0.01208; L-arginin, 14 dana = 0.0477; L-arginin, 28 dana = 0.01208; L-NAME + L-arginin, 7dana = 0.02852;

L-NAME + L-arginin, 28 dana = 0.01208.
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Slika 17. llustrativni prikaz trbusnih priraslica nakon operacije prema Dubayju.
A. Izostanak priraslica (u zivotinja koje su primale BPC 157 u pijucoj vodi), B. Priraslice omentuma
(strelica) (kontrolna skupina, 28 dana), C. Piraslice crijeva (L-arginin, 7 dana), D. Priraslice crijeva i
omentuma (L-NAME, 7 dana)
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5.6. VLACNA CVRSTOCA RANE

U odnosu na druge do sada ispitivane parametre, zanimljivo je da se u obje
skupine koje su dobivale BPC 157 u piju¢oj vodi znacajno veéa sila pucanja
pojavljuje tek 28 dana po operaciji. Taj benefitni u€inak medutim izostaje u
kombinacijama s NO-agensima u ispitivanim skupinama. S druge strane, apsolutna
agravacija (pojava dehiscencije u 100 % slu¢ajeva) NO-agensa kroz 21 i 28 dana
dovodi do vrijednosti sile pucanja 0+0 (Tablica 11, Slika 18, Slika 19).

Tablica 11. VlaCna ¢vrsto¢a rane (sila pucanja rane) u ispitivanih skupina zivotinja

SILA PUCANJA (N): srednja vrijednost sile pucanja * SD
SKUPINE ZIVOTINJA 7 dana 14 dana 21 dan 28 dana
Kontrola 8,17+26 7,1+0,8 7,25+4,3 10,24 £ 1,7
BPC ug 951+25 | 74617 10,6 £2,1 | 12,57 +1,5*
BPC ng 10,12+3,5 | 8415 11,47 +1,9 | 12,44 +1,2*
L-NAME 761129 46+6,3 0+0 0+0
L-arginin 55+2,1 4,46 £ 6,2 0+0 0+0
L-NAME + BPC pg 6,02+36 | 7,01+04 - -
L-NAME + BPC ng 6,1+3,7 6,95+ 0,4 - -
L-arginin + BPC pg 9,11 1 6,5+59 - -
L-arginin + BPC ng 9,15+0,8 6,559 - -
L-NAME + L-arginin 417 £4,1 6,43+6,2 0+0 0+0
L-NAME + L-arginin + BPC ug 3,58+29 8,36 +2 - -
L-NAME + L-arginin + BPC ng 349+23 | 857+15 - -

*p vrijednost: BPCug, 28dana = 0,0498; BPCng, 28 dana = 0,0419.
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Slika 18. Dijagram sila-pomak za kontrolnu skupinu 28 dana.
(Izvorno o¢itanje stati¢ke kidalice Beta 50-5: engl. load= hrv. sila; engl. stroke= hrv. pomak)
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Slika 19. Dijagram sila-pomak za skupinu BPC 28 dana.
(Izvorno o¢itanje stati¢ke kidalice Beta 50-5: engl. load= hrv. sila; engl. stroke= hrv. pomak)
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5.7. POLJE POMAKA U PODRUCJU RANE

VlaCéna ispitivanja uzoraka pokazala su da stohastiCki raster dobiven
postupkom koji je uobiCajen kod uzoraka iz metalnih, polimernih materijala i kod
kostiju nije primijenjiv kod ispitivanih uzoraka mekih tkiva. Zbog nedovoljnoga
kontrasta teksture dobivene samo crnom ili bijelom bojom za dobivanje teksture
koriStene su obje boje. Tanki sloj bijele boje nakon suSenja poceo je pucati tijekom
optereCivanja uzoraka ve¢ pri manjim deformacijama, a pri veé¢im deformacijama
doSlo je do otpadanja rastera i zadrzao se samo na dijelovima uzorka sto je vidljivo
na Slici 11. Posljedica toga je da pri obradi slika program sustava nije prepoznao iste

slike u lijevoj i desnoj kameri te se obrada slika automatski prekinula.
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5.8. ETICKA OGRANICENJA ISTRAZIVANJA

U ovom istrazivanju uoCen je negativni efekt primjene NO-agensa (L-NAME, L-
arginin i/ili njihova kombinacija) u vidu agravacije hernije i dehiscencije. Stopa
dehiscencije rasla je s duljim vremenskim periodom praéenja, tj. produljenom
primjenom NO-agensa (L-NAME, L-Arginina i/ili kombinacije). Kod Zivotinja tretiranih
s L-NAME, L-argininom i njihovom kombinacijom (L-NAME + L-arginin) na dulji
vremenski period (21 dan i 28 dana) uocen je razvoj dehiscencije u 100% Zivotinja.
Dodavanje BPC 157 ispitivanim preparatima umanijilo je ukupnu incidenciju
dehiscencije u ispitivanih Zivotinja. Time je potvrden benefit primjene BPC 157 s
NOS-agensima. Kako se radi o originalnom istraZivanju, gdje se po prvi puta (prema
dostupnoj literaturi) primjenjuju NO-agensi (L-NAME, L-arginin i/ili njihova
kombinacija) na ovakvom modelu (model formiranja incizijske hernije u Stakora kakav
je opisao Dubay (6,7)) u tijeku dizajna ustroja istrazivanja nije se mogao predvidjeti
takav negativni efekt NO-agenasa (prisutnost dehiscencije u 100% Zivotinja tretiranih
NO-agensima u periodu od 21 i 28 dana), StoviSe, jer Dubay u svojem istrazivanju ne
navodi prisutnost dehiscencije (zZivotinje nisu tretirane NO-agensima) (6,7). Stoga i
jest, u dizajnu ustroja istrazivanja, planirana studija u trajanju 28 dana kao
maksimalni interval pracenja Zivotinja (kako bi maksimalni vremenski interval

prac¢enja odgovarao onom kakav je opisao Dubay (6,7)).
,Humane Endpoint” istraZivanja

.,Humane endpoint® istrazivanja postavljen je u skladu s Mortonovim tre¢im
tipom ,Humane Endpoint-a“ (122,123).

U trenutku kada je verificirana dehiscencija kod svih Zivotinja koje su primale
NO-agense (L-NAME, L-arginin i/ili njihova kombinacija) - imaju¢i u vidu daljnju
postedu eksperimentalnih Zivotinja i jasni terapijski u€inak veé pokazan s jedne
strane; te potpuni izostanak usporednih skupina (L-NAME, L-arginin, L-NAME + L-
arginin) s druge strane - zZrtvovane su sve zivotinje tretirane s BPC 157 u kombinaciji
sa NO-agensima (L-NAME, L-arginin i/ili kombinacija) (u skladu s eti¢kin nacelima

ovog istrazivanja (116,117,120-123); vidi poglavlje 4.5. ,EtiCka nacela®).
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6. RASPRAVA

6.1. NEADEKVATNO RANO CIJELJENJE | MODEL
ISTRAZIVANJA

Neadekvatno rano cijeljenje (engl. Early Wound Failure) je mehanizam kojim u
Covjeka i u animalnih modela dolazi do razvoja incizijskih hernija i dehiscencije (3).
Prema teoriji neadekvatnoga ranog cijeljenja predispozicija za razvoj hernije i
dehiscencije nastaje jos u prvoj (upalnoj) fazi cijeljenja (43,44). Prisutnost hernije i
dehiscencije kod Zivotinja 7 dana po inicijalnome operativnom zahvatu u ovome
istraZivanju podrzava tu teoriju.

U ovome istraZivanju imitiran je i modificiran postupak indukcije neade-
kvatnoga ranog cijeljenja koji je koristio Dubay i suradnici (6,7).

Dubay je u svojemu istrazivanju koristio Stakore soja Sprague-Dawley tjelesne
teZzine 275 - 300 g, dok su u ovome istrazivanju koristeni Stakori soja Wistar tjelesne
tezine 301 - 331 g. Izabrani su nesto tezi Stakori kako bi se osigurala zadovoljavajuca
veli¢ina Stakora za modifikaciju zahvata, dodatni 1 cm miofascijalne incizije. Dubay je
kod svojega modela formiranja neadekvatnoga ranog cijeljenja ucinio miofascijalnu
inciziju u duzini 5 cm te je rana od 5 cm bila objekt analize razvoja incizijske hernije.
U ovome istrazivanju ucinjena je incizija duzine 6 cm te kranijalni 1 cm rane sasiven
u skladu s preporukama EHS-a iz 2015. godine (sporo apsorbiraju¢im
monofilamentnim produznim Savom u jednome sloju, malim ,zalogajima”, bez
zasebnoga Sivanja peritoneuma, omjer duljine konca i rane 4 : 1) kako bi se u
gornjemu dijelu rane osigurao najbolji moguci ishod cijeljenja te adekvatan preparat
za analizu vlaCne Cvrstoce (52,54). Time je osigurana jednaka duljina defekta za
analizu razvoja hernije (5 cm kaudalnoga dijela rane) kao u Dubayjevom istraZivanju.

Dubay je svojim postupkom uspio inducirati herniju u 80 % Stakora iz kontrolne
skupine dok je u ovome pokusu uspjeSno induciran razvoj hernije u 75 % Stakora iz
kontrolne skupine.

Rezultati ovoga istrazivanja odgovaraju dosadasnjim istrazivanjima te upucuju
na ponovljivost ovoga modificiranog modela.
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6.2. PENTADEKAPEPTID BPC 157

Premda ova studija to nije posebno ispitivala, korisno je napomenuti da
dosadas$nji ispitivani preparati, €ak i uz pozitivne preventivne utjecaje, nisu
zadovoljavali sve kriterije idealnoga preparata (58-62). Isto tako, incizijske hernije
predstavljaju ozbiljan ekonomski teret zdravstva, uzevsSi u obzir Cinjenice da se
smanjenjem incidencije incizijskih hernija za svega 1 % u USA mozZe uStediti 32
milijuna $, a smanjenjem incidencije incizijskih hernija za 5 % u Francuskoj se ustedi
oko 4 milijuna € (124-128).

Stoga i na taj naCin dobiveni rezultati primjenom stabilnog Zelu€anog
pentadekapeptida BPC 157 u pijucoj vodi nakon operacije prema Dubayju izgledaju
zanimljivi. Za napomenuti je da se benefitni ucinci vide na svim ispitivanim
parametrima, pojavi hernije (Tablica 6, Slika 12, Slika 13), veli€ini hernije (Tablica 7,
Slika 14), pojavi dehiscencije (Tablica 8, Slika 15), prezentaciji koZznog oziljka
(Tablica 9, Slika 16), prisutnosti trbusnih priraslica (Tablica 10, Slika 17), te vlacnoj
¢vrstocCi rane (sili pucanja rane) (Tablica 11, Slika 18, Slika 19), i to ve¢ poglavito u
prvih 7 dana po operaciji prema Dubayju. Tako izgleda da je znacajni u€inak na sili
pucanja koji se vidi tek nakon 28 dana posljedica metodoloskih neprilika (primjerice,
prisutnosti konca koja izostaje tek u kasnijim terminima, gdje se ucinak i pokazuje). |
konacno znacajni dokaz vjerodostojnosti rezultata i njihovoj prakti¢noj primjenjivosti
jest €injenica da je jednako pozitivan ucinak dobiven primjenom relativno malih doza
(mikrograma ili nanograma). Uc&inkovita primjena mikrogramske i nanogramske doze
znadi veliki raspon ucinkovitosti, s jedne strane, a s druge strane moze navoditi i na
fizioloSko znacCenje primijenjenog pentadekapeptida. To se posebice moze
pretpostaviti imajuéi u vidu da primjena pentadekapeptida BPC 157 kod Stakora znaci
stalno uzimanje vrlo malih koli¢ina vode i time minutnih koli€ina supstancije, $to moze
u odredenoj mjeri imitirati endogeno lu€enje agensa i njegovu potencijalno endogenu
djelotvornost (8).

Uzimaju¢i cijeljenje rane abdominalne stijenke kao poseban viSeslozni
fenomen, valja napomenuti da jednaki tretman BPC 157 jest djelotvoran u cijeljenju

razliCitih anastomoza gastrointestinalnog trakta, vanjskih i unutarnjih fistula, te
74




smanjivanju stvaranja priraslica koje inaCe nastaju kod takvih zahvata (8,95-106). Isto
tako, pentadekapeptid BPC 157 ubrzava cijeljenje koznih rana, incizionih, kao i
opeklinskih (78,79,81). Pri tome je pokazano da pentadekapeptid BPC 157 dovodi do
povecane ekspresije Egr-1 gena (odgovornog za stvaranje vezivnog tkiva i krvnih
zZila) i njegovog korepresornog gena NaB2, te tako stvara posebni povratni ucinak (8).
Isto tako, pokazano je da pentadekapeptid BPC 157 dovodi do ubrzanog cijeljenja i
obnavaljanja funkcije razli€ito oStecenih popre¢no prugastih misic¢a, ukljuujuéi i
transekciju velikog Cetveroglavog misi¢a natkoljenice (77,80). Uz to, za napomenuti
je da pentadekapeptid BPC 157 antagonizira i sistemne slabosti miSi¢a, razliCito
izazvane, primjerice kod primjene neurotoskina kuprizona koji predstavlja model
multiple skleroze (129). Isto tako, primjena BPC 157 antagonizira miSi¢ne slabosti
kod primjene sukcinilkolina i hiperkalijemije (130) ili velike doze KCI i tako izazvane
hiperkalijemije (98) ili primjene MgCl2 i tako izazvane hipermagnezemije i
hiperkalijemije (131).

Tako gledano, cijeljenje u ovom modelu predstavlja eksperimentalni primjer
koji povezuje cijeljenje u probavnom traktu s onim incizione misi¢ne ozljede (130). Za
napomenuti je da pentadekapeptid BPC 157 predstavlja peptid koji za razliku od
standardnih peptidnih faktora rasta postize cijeljenje bez dodatka bilo kojeg nosaca
(,carrier®), te se dobiveni u€inak moze direktno pripisati samome peptidu (6,7,130).
Metodoloski to predstavlja bithu prednost u odnosu na uobi€ajenu primjenu jednog
peptida s razli€itim nosacima, $to otvara jasno problem djelotvornosti (poglavito samo
lokalna primjena) i atribucije u€inka (da li aktivnost pripada peptidu, nosacu, ili
kompleksu peptida i nosaca) (132).

Posebice, treba naglasiti da pentadekapeptid BPC 157 antagonizira miSi¢nu
slabost i onda kada nastaje kod tumorske kaheksije (133). Primjena pentadeka-
peptida znac€ajno povecava prezivljavanje kod aplikacije adenocarcinoma C-26. Isto
tako, s antagoniziranjem porasta proinflamatornih citokina (IL-6, TNF-a) znacajno
imajuéi u vidu metabolizam miSi¢a relevantan za tumorsku kaheksiju, BPC 157
antagonizira propadanje misi¢a, antagonizira poremeéenu misiénu proliferaciju i
miogenezu, te promjene u ekspresiji FoxO3a, p-AKT, p-mTOR i P-GSK-3 (Slika 20)
(133).
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Slika 20. Potencijalni molekularni mehanizam djelovanja BPC 157 kod Stakora s hernijom i
dehiscencijom hernije temeljem nalaza da BPC 157 antagonizira miSi¢nu kaheksiju koja inaCe nastaje
nakon implantacije tumora (adenokarcinom kolona, C-26). Isto tako, s antagoniziranjem porasta
proinflamatornih citokina (IL-6, TNF-a) znac¢ajno imajuci u vidu metabolizam miSi¢a relevantan za
tumorsku kaheksiju, BPC 157 antagonizira propadanje misi¢a, antagonizira poremecenu misi¢nu
proliferaciju i miogenezu, te promjene u ekspresiji FoxO3a, p-AKT, p-mTOR i P-GSK-33 (133)

Zaklju€ujuéi, to bi mogao biti i relevantan molekularni put i kod dobivenog
benefitnog u€inka BPC 157 u cjeljenju i prevenciji hernije.

I konacno, posebno pitanje predstavlja pojava dehiscencije, koju originalni
model operacije prema Dubayju, koji je vjerno prenesen u ovoj studiji, ne navodi
(6,7), i koji se ne dogada osim u slu¢aju primjene NO-agensa, i to L-NAME i L-
arginina. Taj negativni ucinak (zbog kojeg dolazi do potpunog raspada miofascijalne
rane i evisceracije) predstavlja vjerojatno nefunckioniranje prirodnog puta, koji jest u
potpunosti uklonjen primjenom pentadekapeptida BPC 157. Za napomenuti je da je
poznato kako pentadekapeptid BPC 157 u razliitim modelima i vrstama interferira s
u€inicima NO-agensa, i L-NAME i L-arginina (Sto je objaSnjeno u uvodnom dijelu
disertacije) (8).
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6.3. NO-SUSTAV

Opcenito je prihvacena ukljuenost NO-sustava u proces cijeljenja,
imunoregulacije, vaskularnog odgovora, te njegova dakle dualna uloga (8).
Pojednostavljeno, primjerice, primjena L-NAME dovodi do hipertenzije, primjena L-
arginina dovodi do hipotenzije (8,109) - vazodilatacija predstavlja primarni odgovor
kod cijeljenja, te je stoga ucinak primjene L-arginina koristan (134), a u€inak primjene
L-NAME Stetan (8). Imajuéi u vidu sloZzenost razli€itih organskih sustava, njihovu
medusobnu razli€itost, i viSestruku razli€itost u uvjetima u kojima se nalaze i prema
kojima trebaju reagirati, jasno je da je istraZivanje djelovanja i uklju¢enosti NO-
sustava vrlo kompleksno, i da je gore navedeni odnos vrlo pojednostavljen, i jasno
mora ukljuciti i druge mogucnosti (primjerice, i primjena L-NAME i primjena L-arginina
pojaCavaju misicnu slabost kod primjene velike doze MgCl> (131) ili primjena L-
NAME kao i primjena L-arginina dovode do mioze u Stakora i zamorca (111); a takav
sparalelni“ u€inak pokazuje se i u ovoj studiji). To je u studijama o pentadekapeptidu
BPC 157, a posebice u ovoj studiji, redovito bilo razlogom za ispitivanje i uc€inka
NOS-blokade (kod primjene NOS-blokatora: L-NAME), zajedno s ucinkom NOS-
hiperstimulacije (kod primjene NOS-supstrata: L-arginina), te u€inka imobilizacije NO-
sustava kod njihove istovremene primjene. S druge strane, jasno je da je ovakvo
predstavljanje, premda pruza zapravo potpuni uvid u uklju¢enost NO-sustava, vrlo
zahtjevno, te nasuprot tome, golema vecina studija provodi ,pojednostavljeni®
postupak, koji se temelji na pretpostavljenoj specificnosti NO-agensa, te se zakljucci
o cjelokupnoj uklju€¢enosti NO-sustava, donose poglavito na temelju primjene samo
NOS-blokatora (najce$¢e upravo L-NAME) (8,135,136) ili rjede primjenom samo
NOS-supstrata (L-arginina) (8,137-140).

Dakle, stoga nije previSe iznenadujuée, da dosada ucinak NO-agensa kod
operacije prema Dubayju (6,7) nije posebice istrazivan. S druge strane, na razli€itim
modelima incizijske hernije, s primjenom razli€itih prostetickih materijala, u razli€itin
vrsta, svinja i Stakora, ispitivan je ucinak L-arginina. Dobiveni su suprotni rezultati

(137-140). Studije u Stakora, pokazivale su benefitni u€inak L-arginina, a L-arginin je
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primijenjen u infuzijskoj pumpi, u dozama zna¢ano ve¢im nego u nasoj studiji. Naime,
poznato je da je L-arginin depletiran u podrucju upale i za vrijeme cijeljenja rane
(137). Kako su kod implantiranih biomaterijala normalni reparatorni procesi oslabljeni,
Sto konacno moZzZe dovesti do loSe funkcije implantiranih materijala, i konacne
malfunkcije, porast dotoka L-arginina na povrSinu prostetiCkog materijala treba
ponistiti ranu poremetnju, i smanijiti vrijeme potrebno za potpunu mehanic¢ku funkciju
(139,140). Obratno, studije u svinja su pokazivale suprotni negativni ucinak L-
arginina (L-arginin u infuziji) (137,138). S time u svezi (137-140) treba promatrati
dobivene rezultate (imajuci u vidu da L-NAME, prema literarnim podacima koji su
nam bili dostupni, nije istrazivana na modelu incizijske hernije). U ovoj studiji,
uzimajuéi kao referentne parameter prisutnost hernije, veli€inu hernije, pojavu
dehiscencije (i evisceracije), prezentaciju koznog oziljka prisutnost trbusnih priraslica,
silu pucanja i polje pomaka u podrucju rane, NO-agensi su pokazali zanimljiv u¢inak,
agravirajuci ucinak (Tablica 6, Tablica 7, Tablica 8, Tablica 9, Tablica 10, Tablica 11,
Slika 12, Slika 13, Slika 14, Slika 15, Slika 16, Slika 17, Slika 18 i Slika 19). Kod
parametara gdje se prikazuje njihov agravirajuéi ucinak, vidi se neposredno unutar 7
dana: kod veliCine hernije te prisutnosti trbusnih priraslica. U oba slu€aja, ucinak
primjene L-NAME se vidi ve¢ u prvih 7 dana, do¢im se ucinak L-arginina vidi kasnije,
14 dana po operaciji prema Dubayju. Dakle, u odnosu na normalni reparatorni proces
(koji se odvija tako da hernija nastaje gotovo redovito, relativno malena, uz znacajnije
trbusne priraslice) moglo bi se pretpostaviti da kod primjene L-NAME (NOS-blokada)
i L-Arginina (NOS-hiperstimulacija) postoje dva agraviraju¢a procesa, oba zavisna od
NO-sustava, raniji (zbog NOS-blokade) i nesto kasniji (zbog NOS-hiperstimulacije).
Kako ti procesi premda dovode do istog agravirajuéeg ucinka, i jesu stoga paralelni,
oni ipak ostaju suprotni u odnosu na NO-sustav, i njihova medusobna antagonizacija
bi trebala biti bitha za utvrdivanje da se uistinu radi o u€inku specificnom za NO-
sustav (8,111). Stoga je zgodno naznaciti da se ta medusobna antagonizacija
agravirajucih u€inaka uistinu vidi 14 dana nakon operacije prema Dubayju na veli€ini
hernije. Nasuprot vecoj veli€ini hernije u samostalnoj primjeni L-NAME i vecoj veli€ini
hernije u samostalnoj primjeni L-arginina, kod njihove zajedniCke primjene, veli€ina
hernije postaje jednaka onoj u kontrolnoj skupini (Tablica 7). Takva antagonizacija se
ne vidi medutim na primjeru priraslica u trbuhu. To moze ukazivati na odgovarajuéu
specificnost.
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Medutim, prema nasem misljenju, najvazniji je agravirajuci u€inak onaj koji se
vidi na dehiscenciji, i posljedi¢noj evisceraciji koja nastaje, i javlja se u odmah nakon
14 dana terapije s L-NAME, L-arginin, odnosno L-NAME + L-arginin u svih Stakora
podvrgnutih operaciji prema Dubayju. Taj fenomen jest zanimljiv jer nije opisan kao
moguca agravacija u originalnim studiji (6,7), i isto tako, u ovoj studiji, u Stakora
podvrgnutih operaciji prema Dubayju, koji nisu primali nikakvu medikaciju (kontrola),
nije se javljala (osim u jednom sporadi¢nom slu€aju). Stoga se moze pretpostaviti da
je ta agravacija specifiCna upravo za primjenu L-NAME kao i za primjenu L-arginina.
Kako kod medusobne zajedniCke primjene ne dolazi do antagonizacije (izostanka
nastanka hernije), nego dehiscencija dapace nastaje i uz prethodno povecanje
veli€¢ine hernije (vidi gore), Cini se da je poremetnja koja nastaje kod primjene L-
NAME i NOS-blokade, kao i poremetnja koja nastaje kod primjene L-arginina i NOS-
hiperstimulacije, definitivna, i da se ne moze popraviti medusobnim antagoniziranjem.
S druge strane, to moze govoriti i 0 prisutnosti odgovaraju¢eg drugog sustava, koji
ostaje poremeéen i u sluCaju da je NO-sustav imobiliziran medusobnom
antagonizacijom ucinaka L-NAME (NOS-blokada) i L-arginina (NOS-hiperstimulacija),
i stoga jednako nastaje dehiscijecija.

Jedno od mogucih objasnjenja ovog fenomena koji se javlja i kod L-NAME kao
i kod primjene L-arginina, moglo bi uklju€ivati u¢inak NO na ekspresiju VEGF-gena,
esencijalnog faktora koji modulira mnoge procese, proadhesivne, proinflamatorne i
protrombotske gene kod vaskularne ozljede (141,142). U malim koncentracijama NO
povecava aktivhost VEGF-gena povecavajuci aktivhost HIF-1. S druge strane, velike
koncentracije NO generiraju ekspresiju NOS-2 i time inhibiraju aktivnost HIF-1, te
odgovarajucoj mjeri negativni u€inak i L-NAME i L-arginina i njihove kombinacije.

S druge strane, valja napomenuti, da je u naSim dosadasnjim radovima, koji
su pokazivali ,paralelni“ u¢inak L-NAME i L-arginina, kod njihove zajedniCke primjene
redovito slijedila medusobna antagonizacija uc€inaka (131,111). Primjerice, mioza kod
zajednicke primjene L-NAME i L-arginina trajala je znac€ajno kra¢e nego kod njihove
samostalne primjene (111). Isto tako, kod poja¢ane miSi¢ne slabosti koja nastaje kod
primjene L-NAME i primjene L-arginina, u Stakora nakon primjene velike doze MgCl>
dolazilo je do medusobne antagonizacije kod njihove zajedniCke primjene (131).
Medutim, ta antagonizacija ipak nije bila potpuna. Primjerice, primjena L-NAME kao i
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primjena L-arginina antagonizira midrijazu izazvanu s atropinom, no kod njihove
zajednicke primjene, atropinska midrijaza je bila jednako antagonizirana kao i kod
njihove samostalne primjene (111).

ZakljuCujuéi, ovi podaci pokazuju kompleksnost ucinaka NO-sustava, u
razli€itim organskim sustavima, i njihovu isto tako kompleksnu interakciju s razli€itim
drugim molekularnim sustavima. Stoga istrazivanje interakcije pentadekapeptida

BPC 157 s NO-sustavom moze imati posebno znacenje u ovoj studiji (vidi dalje) (8).
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6.4. MEDUODNOS PENTADEKAPEPTIDA BPC 157 | NO-
SUSTAVA

Imajuc¢i u vidu, nakon &to su Stakori operirani prema Dubayju (razlozeni
eksperimentalni model vidi ranije), te posebice, razlozeni benefitni ucinak
pentadekapeptida BPC 157 s jedne strane (na sve ispitivane parametre, a posebice
na izostanak dehiscencije) (vidi ranije), te agravirajuci u€inak NO-agensa, L-NAME
(NOS-blokatora) kao i L-arginina (NOS-hiperstimulacija) i njihove kombinacije s
druge strane (imobilizacija NO-sustava) (vidi ranije), od posebnog znacenja izgleda
njihova interakcija i uklanjanje inae neizbjezne dehiscencije kao krajnje komplikacije
(Slika 21).

BPC 157 vs. NO-SISTEM

BPC 157 BPC 157
ANTAGONIZIRA ANTAGONIZIRA
UCINKE UCINKE
L-NAME L-ARGININA
NOS-BLOKADA NOS-HIPERSTIMULACIJA
BPC 157 BPC 157
ANTAGONIZIRA INDUCIRA

PREOSTALE UCINKE

NO-OTPUSTANJE

NAKON UCINKA L-NAME+L-ARGININ
IMOBILIZACIJANO-SISTEMA

BPC 157
NORMALIZIRA
RAZINU NO U TKIVIMA,
TE ISTOVREMENO ANTAGONIZIRA
POVISENU RAZINU MDA
HVATAC SLOBODNIH RADIKALA

Slika 21. llustracija kako benefitno djelovanje BPC 157 nadjaCava negativni u€inak i NOS-blokade (L-
NAME + BPC 157), i negativni u€inak NOS-(hiper)stimulacije (L-arginin + BPC 157), kao i negativni
ucinak imobilizacije NO-sustava kod zajednic¢ke primjene NOS-blokade i NOS-(hiper)stimulacije (L-

NAME + L-arginin + BPC 157) te uspostavlja svoje primarno djelovanje (izostanak dehiscencije)
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Kako je razloZzeno u preglednom radu (8), hipoteza jest da BPC 157 (buduci
da se formira u Zelu€anoj mukozi, stabilan u ljudskom zZelu€anom soku, zajedno s
znacenjem NO-sintaze i formiranja NO u zZelu€¢anoj mukozi, vise nego $to se vidi u
drugim tkivima) pokazuje na opcoj razini, efektivno kompetiranje s analozima L-
arginina (primjerice, L-NAME) kao i s L-argininom, i da to ima odredeno fizioloSko
znacenje (NO-generacija). Takva postavka potvrduje njegovo djelovanje koje ilustira
povezanost BPC 157 i NO-sustava, i to posebice u Zelu¢anoj stijenci i zastiti mukoze,
nakon alkoholnih lezija u tijeku citoprotekcije, oslobadanja NO-a, i regulaciji krvnog
tlaka; kod alkoholne akutne i kroni€ne intoksikacije, i ustezanja; kod
kardiovaskularnih poremetnji, kronicne sréane insuficijencije, pluéne hipertenzije i
aritmija; kod poremetnji nakon hipokalijemije i hiperkalijemije, i poremetnji stani¢ne
membrane izazvane kalijem; i kona¢no, kod kompleksih poremetniji cijeljenja, kao sto
su to fistule, kolokutane ili ezofagokutane (8). U meduvremenu pokazane su i daljnje
interakcije, kod razli¢itih modela, primjerice tiopentalske anestezije (144),
ezofagogastricke anastomoze (145), primjene sukcinilkolina (130), ciklofosfamida
(146), neuroleptika (147) ili velike doze MgCl2 (131), vaskularne okluzije (148,149).
Isto tako pokazano je da pentadekapeptid BPC 157 dovodi do normalizacije razina
NO u tkivima (146-149), te smanjuje razinu MDA, znaci ima ulogu i hvataca
slobodnih radikala (146-149).

Stoga se moze uistinu tvrditi da je njegov modulatorni u¢inak u odnosu na NO-
sustav potkrijeplijen brojnim primjerima na razli€itim modelima i vrstama (8). Tuma-
C¢enje modulatornog uc€inka se odnosi na pojam uspostavljanja homeostaze, $to
odgovara pravilnoj funkciji NO-sustava u potrebnom okviru (bilo inhibicija, bilo
stimulacija, dovodi do ispada) (8). llustrativni primjer (Slika 22) jest primjerice
antagonizacija suprotnih ucinaka, i hipertenzije koju izaziva L-NAME, kao i
hipotenzije koju izaziva L-arginin (109), bez u€inka na normalni krvni tlak (8,109); isto
tako, ilustrativan je primjer i antagonizacija paralelnih u€inaka; BPC 157 antagonizira
miozu koju izazivaju L-NAME i L-arginin, kao i atropinsku midrijazu, bez ucinka na
normalnu pupilu. Pri tome, antagonizacija nije potpuna, te se odvija na redovito
poseban nacin, jer BPC 157 antagonizira kako je navedeno ucinak L-NAME i L-
arginina na miozu, ali ne antagonizira njihov antagonizirajuc¢i uc¢inak na atropinsku

midrijazu (111).
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Slika 22. llustracija u€inaka pentadekapeptida BPC 157 jest primjerice antagonizacija suprotnih
ucinaka; i hipertenzije koju izaziva L-NAME, kao i hipotenzije koju izaziva L-arginin, bez ucinka na

normalni krvni tlak, uz indukciju NO iz Zelu€anih homogenata (8)

Dakle, u ovoj studiji, moguc¢a antagonizacija se odnosila na prisutnost hernije,
veli¢inu hernije, pojavu dehiscencije (i time evisceracije), prezentaciju koZznog oZiljka,
prisutnost trbusnih priraslica, silu pucanja i polje pomaka u podrucju rane: NO-agensi
su pokazali zanimljiv u€inak - agraviraju¢i u€inak. Parametri kod kojih se pokazuje
njihov agravirajuéi ucinak, neposredno ve¢ unutar prvih 7 dana, jest kod veli€ine
hernije te prisutnosti trbusnih priraslica. U oba slucaja, uc€inak primjene L-NAME se
vidi ve¢ u prvih 7 dana, do¢im se ucinak L-arginina vidi kasnije, unutar 14 dana po
operaciji prema Dubayju. Medusobna antagonizacija se vidjela kod veli¢ine hernije
nakon drugog tjedna. BPC 157 antagonizira povec¢anu veli€inu hernije u Stakora koji
su primali L-NAME kao i u Stakora koji su primali L-arginin. Ne postoji medutim
antagonizacija ostatnog ucinka u Stakora koji su istovremeno primili L-NAME i L-

arginin. S druge strane benefitni u€inak BPC 157 nestaje u slu€aju pojavnosti hernije,
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trbusnih priraslica i koZznog oziljka kod primjene L-NAME i L-arginina. To bi s jedne
strane moglo pokazati na specificnost ucinka (veli¢ina hernije) nasuprot ostalim
parametrima (pojavnosti hernije, prezentaciji koznog oziljika i prisutnosti trbusnih
priraslica). Za napomenuti je, medutim, da se u ovoj studiji BPC 157 davao u pijucoj
vodi, do¢im se u drugim studijama (gdje je antagonizacija ucinaka potpunija) radilo o
primjeni bolus injekcije BPC 157 istovremeno sa bolus injekcijom L-NAME i/ili
injekcijom L-arginina, odnosno neposredno nakon njih (8), $to bi u odgovarajucoj
mjeri moglo utjecati na dobivene meduodnose.

S druge strane, ostavljajuci po strani gore navedeno, kod primjene BPC 157 s
NO-agensima (L-NAME + BPC 157, L-arginin + BPC 157, L-NAME + L-arginin +
BPC 157), od primjerenog je znaCenja potpuno uklanjanje dehiscencije — a pokazali
smo da je nastanak dehiscencije fenomen koji se moze dosta jasno vezati za
primjenu bilo L-NAME, bilo L-arginina nakon §to su Stakori operirani prema Dubayiju,
buduci da redovito i bez izuzetka nastaje nakon 14 dana u svih tih Stakora (vidi
ranije).

Cinjenica da se isti fenomen kompletne antagonizacije vidi u obje skupine koje
primaju BPC 157 u pijucoj vodi, te da se radi o vrlo velikom rasponu doza, ug do ng,
govori u prilog konzistentnosti ucinka. Jednako tako, kako medusobno neanta-
goniziranje nastanka dehiscencije hernije kod primjene NO-agensa (koji imaju u
odnosu na NO-sustav suprotni u€inak, NOS-blokada odnosno NOS-(hiper)stimulacija
— i time inhibiraju NO-sustav) moze pripisati ostatni u€inak poremetnji nekog drugog
sustava, tako i antagoniziranje toga ostatnog ucinka opisanom primjenom BPC 157
moze pripisati znaCajnu ulogu u oporavljanju tih dodatnih mehanizama upravo
samom sustavu BPC 157. U ovom slucaju, benefitno djelovanje BPC 157 nadjaCava
negativni uc€inak i NOS-blokade (L-NAME + BPC 157), i negativni u€inak NOS-
(hiper)stimulacije (L-arginin + BPC 157), kao i negativni u€inak imobilizacije NO-
sustava kod zajedni¢ke primjene NOS-blokade i NOS-(hiper)stimulacije (L-NAME +
L-arginin + BPC 157) i uspostavlja svoje primarno djelovanje (izostanak dehiscencije)
koje se vidi u obje skupine koje primaju BPC 157 u piju¢oj vodi.

Konacno, za pravilno utvrdivanje moguéeg znacenja ucinka interakcije BPC
157 s NO-sustavom, valja napomenuti da su nedavni radovi pokazali kompleksnu
interakciju s razliitim molekularnim sustavima, gdje se posebice istice pokazatelj da
BPC 157 modulira aktivaciju VEGF-gena (150-154).
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Isto tako, na kraju, imaju¢i u vidu potencijalno negativnu intepretaciju
dobivenih rezultata, ulaze¢i u esencijalno znaCenje angiogeneze na ovom modelu
(6,7), Sto u ovoj studiji nije posebice elaborirano, i time potencijalni negativni u€inak u
slu€aju prisutnosti tumora, treba ponovo naglasiti da pentadekapeptid BPC 157
antagonizira miSiénu slabost i onda kada ona nastaje kod tumorske kaheksije (vidi
ranije). Primjena pentadeakpeptida znacajno povecéava prezivljavanje kod aplikacije
adenocarcinoma C-26. Isto tako, s antagoniziranjem porasta proinflamatornih
citokina (IL-6, TNF-a) znacajno imajuéi u vidu metabolizam miSi¢a relevantan za
tumorsku kaheksiju, BPC 157 antagonizira propadanje miSi¢a, antagonizira
poremecenu misicnu proliferaciju i miogenezu, te promjene u ekspresiji FoxO3a, p-
AKT, p-mTOR i P-GSK-3p (131). Znacenje ovih rezultata u odnosu na vec opisanu
interakciju BPC 157 s NO-sustavom, ocCekuje daljnja istrazivanja. Nedavno je
medutim pokazano da pentadekapeptid BPC 157 ima poseban ucinak na aktivaciju
krvnih Zila, te moze dovesti do brze aktivacije kolateralne cirkulacije, koja zaobilazi

okluziju krvnih Zila, i uspostavlja integritet cirkulacije (148,149).
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6.5. KOZNA RANA | TRBUSNE PRIRASLICE

Analizom kozZne rane i trbusnih priraslica uo€ena je statistiCki znacajna razlika
u kvaliteti izgleda kozne rane Zivotinja tretiranih BPC-om 157 u smislu pretezno
urednoga cijeljenja kozne rane, kao i zna€ajno manje priraslica $to je u skladu s
dosadas$njim istrazivanjima utjecaja preparata BPC 157 na koznu ranu i trbusne
priraslice (74, 79, 81, 83, 88). S obzirom na Cinjenicu da 67 — 93 % pacijenata razvije
trbusne priraslice nakon operativnoga zahvata i ¢ak 1/3 tih pacijenata biva
rehospitalizirana zbog problema vezanih uz trbusne priraslice, postoji potencijalna
primjena preparata BPC 157 zbog njegova pozitivnog preventivnog efekta na trbusne
priraslice (155-157).
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6.6. VLACNA CVRSTOCA RANE

Preparati Zivotinja, koje su tretirane BPC-om 157 tijekom 28 dana, pokazali su
statistiCki zna€ajno vecu vlaénu ¢vrstoéu od kontrolne skupine. Sasivena rana u prvoj
fazi cijeljenja ima priblizno 70 % vlaéne C&vrstoCe intaktnoga tkiva, uglavnom
zahvaljuju¢i Savovima, a znacajno povecanje vliacne Cvrstoce dogada se negdje iza
21. dana, vjerojatno zahvaljujuci tzv. ,popreénome povezivanju” kolagenih fibrila (29,
30). U istrazivanju su koridteni resorptivni Savovi pa se mozZe pretpostaviti da je
jednaka vla¢na ¢vrstoc¢a (sila pucanja) u prve tri vremenske tocCke ispitivanja (7., 14. i
21. dan) posljedica utjecaja Savova na vlacnu Cd&vrstoCu ispitivanih preparata.
Djelomi€nom apsorpcijom Sava do 28. dana eliminiran je utjecaj Sava te se
demonstrirao pozitivan utjecaj BPC-a 157 na cijeljenje, a time i na viacnu &vrstocu

(silu pucanja) ispitivanih preparata.
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6.7. POLJE POMAKA U PODRUCJU RANE

U ovome istraZzivanju nije se uspjelo odrediti polje pomaka u podrucju rane.
Preparati su bili pripremani u skladu s ranijim istrazivanjima no, zbog poteSkoca u
dobivanju odgovarajuée teksture na povrSini uzoraka, iz rezultata mjerenja algoritam

mjernoga sustava nije mogao odrediti polje pomaka i deformacija.

Polje pomaka i deformacija na povrsini optere¢enih uzoraka moze se odrediti
metodom Kkorelacije digitalne slike, ukoliko povrSina ima kontrastnu prirodnu ili
umjetnu teksturu (114,115,158). Povrsina vecine materijala za algoritam koriStenoga
mjernog sustava nema dovoljno izrazenu prirodnu teksturu. U tome slu€aju na
povrSinu se nanosi bijela i crna boja kako bi se dobila umjetna tekstura u obliku crnih
toC¢kica na bijeloj podlozi. Takav nacin pripreme povrSine uzorka primjenjiv je kod
bioloskih tkiva kao 3$to je kostano tkivo ili svinjska aorta (114,159). Kod kostiju
deformacije su, zbog velike ¢vrstoc¢e, male tako da tijekom optereéivanja uzorka ne
dolazi do oStecenja tankoga sloja bijele podloge. Deformacije kod aorti znatno su
vece, medutim, kako su svijetle boje, umjetna tekstura moze se dobiti nanoSenjem
samo crne boje na povrSinu uzorka. Na taj se nacin tijekom deformiranja ne osteéuje
tanki sloj bijele boje koja sluzi kao podloga.

Kako je povrSina uzoraka ispitivanih u okviru ovoga rada bila pretamna, za
dobivanje umjetne teksture koriStene su obje boje. Zbog velikih deformacija tijekom
ispitivanja uzoraka doS$lo je do pucanja tankoga sloja bijele boje $to je rezultiralo
gubitkom, za algoritam, prepoznatljivih mjernih toCaka (vidi Slika 10. i Slika 11.).
Posljedica toga je da pri obradi slika program sustava nije prepoznao iste slike u

lijevoj i desnoj kameri te se obrada slika automatski prekinula.
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7. ZAKLJUCAK

Zivotinje tretirane BPC-om 157 imale su nizu incidenciju hernije i statisti¢ki
znac¢ajno manju herniju u odnosu na Zivotinje iz kontrolne skupine. Uocena je
statistiCki zna€ajna razlika u kvaliteti izgleda kozne rane u smislu preteZzno urednoga
cijeljenja kozne rane kod zZivotinja tretiranih BPC-om 157. Takoder, Zivotinje tretirane
BPC-om 157 u ug/kg tijekom 7, 14 i 21 dana imale su znac¢ajno manje priraslica, kao
i zivotinje tretirane BPC-om 157 u ng/kg tijekom 14 i 21 dana. Preparati analizirani iz
Zivotinja, koje su tretirane BPC-om 157 (i pg/kg i ng/kg) tijekom 28 dana, pokazali su

statisticki znacajno veéu vlacnu &vrsto€u od preparata Zivotinja iz kontrolne skupine.

Kod Zivotinja tretiranih L-NAME-om i L-argininom te njihovom kombinacijom
bio je prisutan visok postotak dehiscenci koji je dodatno rastao s duljim vremenskim
periodom pracenja. Takoder, Zivotinje tretirane L-NAME-om imale su vecu herniju od
Zivotinja iz kontrolne skupine, kao i Zivotinje tretirane L-argininom 14 dana i na dulji
vremenski period. Zivotinje tretirane L-NAME-om imale su znagajno vise priraslica,
kao i Zivotinje tretirane kombinacijom L-NAME + L-arginin te Zivotinje tretirane L-

argininom tijekom 14 dana i na dulji vremenski period.

Ovim istrazivanjem potvrden je preventivni u€inak BPC-a 157 na razvoj
incizijske hernije i dehiscencije te pozitivan ucinak na povecéanje vlacne C&vrstoée
rane. S obzirom da je BPC 157 stabilan preparat koji se moze primjenjivati peroralno,
otoplien u vodi, uz dosad nepoznate nuspojave, BPC 157 pokazao se kao
perspektivan preparat u prevenciji incizijske hernije. Dobiveni rezultati ukazuju na
mogucnost i potrebu za dodatnim istrazivanjima i, u konacnici, primjenu preparata

BPC 157 u prevenciji incizijske hernije.
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8. KRATAK SADRZAJ NA HRVATSKOME JEZIKU

Dosadas$njim istraZivanjima dokazano je pozitivnho djelovanje BPC-a 157 na
cijelienje koznih rana i misiéno-tetivnih ostecenja, no nije ispitan njegov utjecaj na
prevenciju razvoja incizijskih hernija (IH).

Ispitivao se utjecaj BPC-a 157, L-NAME-a i L-arginina na prevenciju razvoja IH-a,
veli¢inu IH-a (VIH), prezentaciju koznog oZiljka (PKO), trbuSne priraslice (TP) i vlaCnu
&vrstoéu rane (VCR) u &etiri vremenske toc¢ke (7, 14, 21 i 28 dan) na $takorima soja
Wistar kod kojih je induciran razvoj IH-a. Sukladno eksperimentalnome protokolu
Stakorima je kontinuirano davan BPC 157 (0,16 pg/mL ili 0,16 ng/mL, po.), L-NAME
(5 mg/kg ip.), L-arginin (100 mg/kg ip.) te njihove kombinacije.

BPC 157 smanijio je incidenciju IH-a (p(ug) < 0,0001, p(ng) < 0,0001) kao i VIH-a.
Zivotinje tretirane L-NAME-om i L-argininom imale su veée IH od Zivotinja iz
kontrolne skupine. Zivotinje tretirane BPC-om 157 imale su urednu PKO, kao i manje
TP, dok su Zivotinje tretirane L-NAME-om, L-argininom te kombinacijom imale vise
TP. Zivotinje tretirane BPC-om 157 tijekom 28 dana imale su veéu VCR (p(ug) =
0,0498, p(ng) = 0,0419).

BPC 157 pokazao je preventivni uc€inak na razvoj i veliinu IH-a te pozitivan
dugoroéni uginak na VCR, $to predstavlja potencijal primjene ovoga preparata u

prevenciji razvoja IH-a.

Kljuéne rije€i: incizijska hernija, BPC 157, neadekvatno ran ocijeljenje, vlacna

évrstoca
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9. KRATAK SADRZAJ NA ENGLESKOME JEZIKU

The Role of Pentadecapeptide BPC 157 and NO-system on Incisional Ventral

Hernia Prevention and Wound Tensile Strength Impact
Alen Pajtak, 2018.

Positive BPC 157 effect on skin wounds and muscle-tendon is known. Effect on
incisional hernia (IH) prevention has not been studied.

BPC 157, L-NAME and L-arginineffect on IH development and IH size (IHS),
cutaneous wound appearance (CWA), abdominal adhesions (AA) and tensile
strength (TS) was monitored for 7, 14, 21, and 28 days on Wistar rats. Ratswere
continuously treated with BPC 157 (0,16 pug/mL or 0,16 ng/mL, per os), L-NAME (5
mg/kg ip), L-arginin (100 mg/kg ip) and combinations.

BPC 157 reduced the incidence of IH (p(ug) < 0,0001, p(ng) < 0,0001) as well as
IHS. Animals treated with L-NAME and L-arginine had larger IHS than control group
animals. Animals treated with BPC 157 differed in CWA- predominantly regular
healing, as well as less AA, while animals treated with L-NAME, L-arginine and
combination had more AA. Animals treated with BPC 157 for 28 days had greater TS
(p(ug) = 0,0498, p(ng) = 0,0419).

BPC 157 presented preventive effect on IH development, IHS, and long-term positive

TS effect. This implies potential usage in IH prevention.

Keywords: Incisional Hernia, BPC 157, Early Wound Failure, Tensile Strength
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11. POPIS SLIKA | TABLICA

SLIKE:

Slika 1. Prikaz hernije trbusnoga zida

Slika 2. Anatomija trbusnoga zida Stakora. Oznadene su anatomske strukture
trbusne stijenke Stakora: linea alba /1/, m. rectus abdominis /2/ i m. obliquus externus
13/

Slika 3. Molekula BPC 157

Slika 4. Mjerna povrsina uzorka sa stohastickim rasterom i definiranom fasetom. A.

Uzorak u referentnome neoptereéenom stanju i B. Uzorak u opterecenome stanju

Slika 5. Operativni zahvat. A. Stakor pripremlien za operativni zahvat /1/, B.
Formirani kozni zalistak /2/, C. Incizija 60 mm duz bijele linije /3/, D. Proksimalnih 10
mm zaSiveno produznom tehnikom /4/, preostali dio rane jo§ nezatvoren /5/ (bijela
strelica pokazuje granicu proksimalnog dijela rane Sivanog produznom tehnikom i
kaudalnog dijela rane), E. Kranijalni dio rane zaSiven produznom tehnikom /6/ (vidi
/4/), ranije nezatvoreni dio (vidi /5/) sada je zatvoren /7/. fascija zaSivena
pojedinacnim Savovima u razmacima 5 mm u distalnih 50 mm miofascijalne rane, sto
predstavlja ,Jocus minoris resistentiae” za formiranje hernije u distalnih 50 mm rane
7/ (bijela strelica pokazuje fasciju zaSivenu pojedinacnim Savovima u razmacima 5

mm), F. Konac¢ni vanjski izgled, zaSiven kozni zalistak /8/ (vidi ranije /2/)

Slika 6. Preparat za biomehani¢ku analizu. A. Trbusna stijenka: Savna linija duljine
60 mm u sredistu trbusne stijenke /1/, m. rectus abdominis 2/, m. obliquus
internus 13/, B. Ekscidirani preparat dimenzija 5 mm x 60 mm sa Savnom linijom

duljine 5 mm u srediStu preparata /4/
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Slika 7. Eksperimentalni postav. A. StatiCcka kidalica Beta 50-5 (Messphysik,
Austrija); B., C. OptiCki beskontaktni mjerni sustav Aramis (GOMmbH, Njemacka)

Slika 8. Prihvatne plocCice

Slika 9. Ispitivanje vlaCne ¢vrstoCe uzorka. A. Preparat se fiksirao tako tako da se sa
svake strane ispitivanoga dijela (rane) ostavilo minimalno 10 mm slobodnoga tkiva
(Savna linija u sredistu /1/); B. KvazistatiCkim opterecenjem brzinom 5 mm/min

okomito na ranu dolazi do pucanja preparata (pucanje Savne linije /2/)

Slika 10. Obojani preparat

Slika 11. Odredivanje polja pomaka. A. Opticki beskontaktni mjerni sustav Aramis
pomocu dvije digitalne kamere (CCD kamere Dalsa Falcon 4M60 s frekvencijom od
60 do 480 Hz i rezolucijom 2358 x 1728 piksela) analizira objektni raster nastao
bojenjem preparata (vidi slika 10); B. UoCavaju se deformacije rastera to€aka na
mjernoj povrsini objekta /1/ (usporedi sa slikom 10), u tijeku viaénog opterecenja koje

dovodi i do pucanja preparata u $avnoj liniji /2/

Slika 12. Hernija. llustrativni prikaz vanjskog izgleda hernije u kontrolnih Stakora
(lijevo, crveni isprekidani krug) nakon 28 dana, te normalna prezentacija bez vidljive

hernije (desno, zuti krug) u Stakora koji su dobivali BPC 157 u pijuéoj vodi

Slika 13. llustrativni prikaz posljedica operacije prema Dubayju na trbusnom zidu. A.
Prikaz hernije u kontrolnih Stakora (strelica) nakon 21 dan, B. Redovita normalna
prezentacija bez vidljive hernije (strelica) u Stakora koji su dobivali BPC 157 u pijucoj

vodi

Slika 14. llustrativni prikaz posljedica operacije prema Dubayju na trbusnom zidu. A.
Prikaz veli€¢ine hernije u kontrolnih Stakora (strelica) nakon 14 dana, B. Znacajno
manja hernija (strelica) u Stakora koji su dobivali BPC 157 u pijucoj vodi nakon 21
dan, C., D. Redovito znac¢ajno vece hernije u (dolje, lijevo, desno) Stakora koji su
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primali svakodnevno NO-agense, L-arginin (C), odnosno L-NAME (D) nakon 14

dana. To u velikoj mjeri objasnjava skori nastanak dehiscencije u tih Zivotinja

Slika 15. llustrativni prikaz dehiscencije s evisceracijom kao posljedica operacije
prema Dubayju i svakodnevne primjene NO-agensa. A. Stakor tretian L-argininom 14
dana, B. Stakor tretian L-NAME-om 14 dana, C. Stakor tretian L-NAME-om 21 dan,
D. Stakor tretian L-NAME + L-arginin 28 dana

Slika 16. llustrativni prikaz koznog ozZillkka nakon 14 dana od operacije prema
Dubayiju. A. Uredno cijeljenje (u zivotinja koje su primale BPC 157 u pijuéoj vodi), B.
Parcijalni defekt (kod kontrolne skupine), C. Ulkus rane (kod primjene L-arginina), D.

Dehiscencija (kod primjene L-NAME)

Slika 17. llustrativni prikaz trbusnih priraslica nakon operacije prema Dubayju. A.
Izostanak priraslica (u zivotinja koje su primale BPC 157 u pijucoj vodi), B. Priraslice
omentuma (strelica) (kontrolna skupina, 28 dana), C. Piraslice crijeva (L-arginin, 7

dana), D. Priraslice crijeva i omentuma (L-NAME, 7 dana)

Slika 18. Dijagram sila-pomak za kontrolnu skupinu 28 dana. (Izvorno odcitanje

statiCke kidalice Beta 50-5: engl. load= hrv. sila; engl. stroke= hrv. pomak)

Slika 19. Dijagram sila-pomak za skupinu BPC 28 dana.(lzvorno ocitanje statiCke

kidalice Beta 50-5: engl. load= hrv. sila; engl. stroke= hrv. pomak)

Slika 20. Potencijalni molekularni mehanizam djelovanja BPC 157 kod Stakora s
hernijom i dehiscencijom hernije temeljem nalaza da BPC 157 antagonizira misiénu
kaheksiju koja inae nastaje nakon implantacije tumora (adenokarcinom kolona, C-
26). Isto tako, s antagoniziranjem porasta proinflamatornih citokina (IL-6, TNF-a)
znacajno imajuci u vidu metabolizam miSi¢a relevantan za tumorsku kaheksiju, BPC
157 antagonizira propadanje misSi¢a, antagonizira poremecenu misi¢nu proliferaciju i

miogenezu, te promjene u ekspresiji FoxO3a, p-AKT, p-mTOR i P-GSK-3 (133)
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Slika 21. llustracija kako benefitno djelovanje BPC 157 nadjaCava negativni ucinak i
NOS-blokade (L-NAME + BPC 157), i negativni u¢inak NOS-(hiper)stimulacije (L-
arginin + BPC 157), kao i negativni ucinak imobilizacije NO-sustava kod zajednicke
primjene NOS-blokade i NOS-(hiper)stimulacije (L-NAME + L-arginin + BPC 157) te

uspostavlja svoje primarno djelovanje (izostanak dehiscencije)

Slika 22. llustracija ucinaka pentadekapeptida BPC 157 jest primjerice
antagonizacija suprotnih ucinaka; i hipertenzije koju izaziva L-NAME, kao i
hipotenzije koju izaziva L-arginin, bez uc€inka na normalni krvni tlak, uz indukciju NO

iz Zelu€anih homogenata (8)
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TABLICE:

Tablica 1. Klasifikacija hernija

Tablica 2. EHS klasifikacija incizijskih hernija (Prema izvornoj tablici (32))

Tablica 3. Broj zivotinja u svakoj skupini prema koristenim preparatima i

kombinacijama preparata te prema intervalu pracenja

Tablica 4. Ordinalna skala prezentacije koznog oziljka

Tablica 5. Ordinalna skala prsutnosti trbusnih priraslica

Tablica 6. Prisutnost hernije u ispitivanim skupinama zivotinja

Tablica 7. Veli€ina hernije u ispitivanim skupinama zivotinja

Tablica 8. Prisutnost dehiscencije u ispitivanim skupinama Zivotinja

Tablica 9. Prezentacija koZznog ozZiljka u ispitivanih skupina Zivotinja

Tablica 10. Prezentacija trbusnih priraslica u ispitivanih skupina Zivotinja

Tablica 11. Vlac¢na Cvrsto¢a rane (sila pucanja rane) u ispitivanih skupina Zivotinja
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