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1. UVOD I SVRHA RADA

Cijeljenje rane predstavlja proces, kojim sva oStecena tkiva nastoje uspostaviti strukturalnu
cijelovitost i normalnu funkcionalnost. U tom nastojanju tkiva mogu cijeliti procesom
regeneracije ili procesom reparacije, ovisno o sposobnosti diobe stanica. Sam proces regeneracije
prestavlja cijeljenje tkiva u kojem se uniStene ili izgubljene stanice oSte¢enog tkiva
nadomijestaju novim stanicama istog tkiva. Nasuprot tome, tkiva koja nemaju sposobnost
regeneracije zacijelit ¢e procesom reparacije. U tom procesu cijeljenja, specijalizirane
parenhimske stanice nemaju sposobnost diobe te se nadomijestaju vezivnim tkivom i kao krajnji
rezultat dolazi do fibroze osteCenog tkiva, tj. odlaganja vezivnog tkiva, Sto se makroskopski
moze zamijetiti kao oziljak. Isto tako, kod opseznih oSte¢enja tkiva ¢e cijeliti procesom

reparacije, neovisno o regeneracijskom potencijalu ostecenog tkiva.

Rane mozemo podijeliti obzirom na uzrok nastanka i vrijeme cijeljenja [1]. Prema uzroku
nastanka dijelimo ih na traumatske rane, koje nastaju kao posljedica djelovanja vanjske energije
(npr. mehanicke, elektricne, kemijske, toplinske itd.) i kirurSke rane nastale tijekom kirurSkog
zahvata [1]. Prema vremenu cijeljenja oStecenog tkiva, rane dijelimo na akutne i kroni¢ne [1].
Kod akutnih rana oste¢eno tkivo prolazi kroz odgovarajuce faze cijeljenja, koje u konacnici
dovode do ponovne uspostave anatomske (strukturalne) i funkcionalne cjelovitosti tkiva.
Kroni¢ne rane predstavljaju rezultat promjena u procesu cijeljenja, koji ne prolazi sve faze
(uglavnom ostaju u fazi upale) te ne dovodi do uspostave strukturalne i funkcionalne cjelovitosti
ostecenog tkiva [2]. Obzirom na rastu¢i udio ljudi starije zivotne dobi u ukupnoj populaciji, sa

brojnim komorbiditetima koji dovode do otezanog cijeljenja ostecenog tkiva, u sve vecem je



porastu i udio kroni¢nih rana (npr. ishemijski ulkusi, dijabeticki ulkusi na nogama, dekubitalne

rane itd.)[1].

Uspjesno cijeljenje rane klju¢ni je temelj kirurskih postupaka. Obzirom da kod covjeka, kao i
kod drugih primata, nije mogucéa regeneracija tkiva, cijeljenje oStecenog tkiva prolazi slozeni
proces, koji u konacnici dovodi do stvaranja oziljka [2]. Bez obzira na vrstu tkiva, cijeljenje rane
(oStecenog tkiva) prolazi kroz odgovarajuéi slijed zbivanja, koji se moze podijeliti u Cetiri faze:
hemostaza/upala, proliferacija/angiogeneza, maturacija/remoduliranje i kontrakcija [1]. U fazi
hemostaze/upale prvi korak u procesu cijeljenja rane ima ostecenje krvnih zila u rani, koje
dovodi do agregacije trombocita i aktivacije intrinziCkog mehanizma koagulacijske kaskade [1].
Fibrinski ugrusak pokretac je upalnog odgovora kao inicijatora cijeljenja. Ovako nastala upalna
reakcija dovodi do povecane propusnosti krvnih zila, kemotaksije upalnih stanica u podrucje
rane, lokalnog oslobadanja citokina i ¢imbenika rasta te aktivacije migriraju¢ih stanica. Proces
angiogeneze, proliferacije i epitelizacije glavni su dijelovi idu¢e faze cijeljenja rane [1].
Fibroblasti zauzimaju vazno mjesto u procesu cijeljenja, jer njihovo djelovanje utjeCe na
stvaranje kolagena, glavne sastavnice izvanstanicnog matriksa. Osim kolagena, fibroblasti su
odgovorni za sintezu i ostalih elemenata izvanstani¢nog matriksa kao Sto su fibronektin,
hijaluronska kiselina i glikozaminoglikan. Tako usporedno sa stvaranjem granulacijskog tkiva i
sinteze kolagena dolazi do migracije stanica epidermisa sa rubova rane, koje zapoc¢inju mitoticku
aktivnost 1 proces reepitalizacije tkiva. Fazu maturacije/remoduliranja karakterizira sinteza i
razgradnja kolagena te promjene u strukturi izvanstani¢nog matriksa [1]. Kolagen ima posebnu
ulogu za uspjesan zavrSetak cijeljenja rane. Njegovo odlaganje, sazrijevanje i remoduliranje,
kriti¢ni su za postizanje funkcionalne cjelovitosti stvorenog oziljka. Posljednju fazu u cijeljenju

rane predstavlja faza kontrakcije, a karakteriziraju je dvije pojave: miofibroblasti, koji su



odgovorni za kontrakciju rane i migrirajuci fibroblasti, koji uzrokuju reorganizaciju matriksa, sto

posljedi¢no dovodi do kontrakcije [1].

Poremecaj u bilo kojoj fazi moze dovesti do promjena u cijeljenju rane. Prema dosadasnjim
spoznajama istiCe se vazna uloga u promjenama na razini miofibroblasta, koja se prije svega
oituje smanjenjem broja stanica unutar rane te posljedicno smanjenom kontraktilnoscu,
objasnjavaju¢i tako otezano cijeljenje rane [4]. Isto tako, navodi se smanjenje produkcije faktora
angiogeneze i posljedi¢ne odgodene angiogeneze, kao jednog od uzroka otezanog cijeljenja rane
u ishemijskim uvjetima [5]. Neke studije su pokazale kako u ishemijskim uvjetima postoji
povecana koli¢ina slobodnih radikala, koji utjeCu na organizaciju kolagena unutar rane [7],
povecana koncentracija matriks metaloproteinaze 2 i 9 (MMPs 2 i 9) te proteaza i faktora

nekroze tumora-alfa (TNF-alfa) unutar ishemijskih rana [6].

Poznato je kako u procesu cijeljenja rane Cesto dolazi do odredenih komplikacija, osobito u
nekim patoloSkim stanjima, koja su i sama uzrok otezanom cijeljenju, kako akutne tako i
kroni¢ne rane [1-3]. Kao uzrok otezanom cijeljenju rane navodi se hipoksija tkiva, koja osim $to
otezava proces cijeljenja tkiva, predstavlja vazan ¢imbenik pojave brojnih komplikacija kao Sto
su nekroza tkiva, pojava bakterijske superinfekcije rane, sepse te posljedi¢nog vec¢eg mortaliteta
oboljelih. Sukladno tome, otezano cijeljenje rane predstavlja veliki terapijski izazov u podrucju
rada opc¢e i vaskularne kirurgije. Kirurski pristup lijecenju otezanog cijeljenja rane sastoji se od
lokalnog tretiranja same rane, kako u poticanju boljeg cijeljenja, tako i u tretiranju samih
komplikacija, dok osobitu pozornost i izazov predstavlja uzrocno lijeCenje patoloskih entiteta,

kao sto su okluzivne bolesti perifernih arterija, koji su uzrok pojave i otezanog cijeljena rane [3].



U dosadasnjoj literaturi postoje objavljeni eksperimentalni modeli, kojima se ispituje cijeljenje tkiva u
ishemijskim uvjetima, ali opéenito jo§ uvijek nedostaju eksperimentalne studije koje bi proucavale
problem moguce terapije otezanog cijeljenja tkiva u ishemijskim uvjetima, jednako kao Sto nedostaju
studije koje bi pokusale razjasniti prakti¢nu i teoretstku pozadinu cijeljenja tkiva u uvjetima ishemije.
U literaturi, medutim, postoje radovi kojima se dokazuje povoljan u¢inak pentadekapeptida BPC 157 na
cijeljenje rana. Dokazano je kako primjena pentadekapeptida BPC 157 kod opeklina dovodi do
poboljsavanja parametara cijeljenja rane [21,22,51]. Na mjestu opeklinske rane javlja se manje
edema, jasno je naglasena angiogeneza sa viSe formiranih kapilara te je bolja organizacija
kolagenskih vlakana unutar same rane [21,22,51]. Isto tako, drugom studijom uoceno je da
PDGF-BB i BPC 157 imaju slicnu selektivnost stimulacije granuloznog tkiva i kod spuzvastog
granuloma 1 kod cijeljenja rana u db/db miSeva. Ipak, BPC 157 aktivnije potice ranu organizaciju
kolagena. Takoder potice ekspresiju EGR-1 te njegov represorni faktor rasta zivaca 1-A vezuci
protein-2 (nab2) u nediferecniranim Caco-2 stanicama, brze od PDGF-BB [26]. EGR-1 inducira
proizvodnju citokina i faktora rasta te ranu tvorbu izvanstani¢nog matriksa (kolagena) pa na taj
nacin nudi pojasnjenje pozitivnog ucinka BPC 157 na cijeljenje rane [26]. Jednako tako, postoje
znanstveni radovi koji pokazuju kako pentadekapeptid BPC 157 dovodi do otpustanja NO te
antagonizira ucinke prekursora NO (L-arginin) kao i ucinke blokatora NOS-a (L-NAME)
[11,14,34,54-59]. Time se objasnjavaju ucinci pentadekapeptida BPC 157, koji su posredovani

djelovanjem NO sustava.

Unato¢ brojnim dosadas$njim radovima o cijeljenju rana te raznim noksama, koje su dovele
do otezanog cijeljenja rana, do sada nije istrazivano djelovanje pentadekapeptida BPC 157 na
cijeljenje rane u uvjetima inducirane ishemije straznjeg ekstremiteta, pri trajnom ligiranju
zajednicke ilijatne arterije. Iz tog razloga bilo bi zanimljivo istraziti terapijski ucinak

pentadekapeptida BPC 157 u brzem i boljem cijeljenju rana u ishemijskim uvjetima (pri trajnom



ligiranju zajednicke ilijacne arterije) te njegovu interakciju sa L-NAME (blokatorom NOS
sustava), L-arginin-om (prekursorom NO sustava) i njihovim kombinacijama, jer ti spojevi

sudjeluju u u¢incima pentadekapeptida BPC 157.



1.1. PENTADEKAPEPTID BPC 157

1.1.1. Uvod

BPC 157 predstavlja stabilni ZeluCani pentadekapeptid, dio je sekvence proteina BPC
izoliranog iz ljudskog zelucanog soka, topiv je u vodi kod pH 7.0, jednako kao i u fizioloskoj
otopini, peptid sa 99% (HPLC) cistocom (1-des-Gly peptid kao necistoc¢a). Proizveden je od
strane Diagena (Ljubljana, Slovenija, GEPPPGKPADDAGLV, M.W. 1419., PL 14736). Radi se
o antiulkusnom peptidergickom agensu, koji je stabilan u zelu¢anom soku, u¢inkovit u cijeljenju
razli¢itih tkiva pri sistemskoj i topi¢koj primjeni [60-62] te djeluje sam, bez nosaca [62]. Isto

tako, do sada nije zabiljezena njegova toksicnost (LD1 nije postignuta).

FarmakoloSko shvacanje peptida odnosi se na njihovu vaznu ulogu u procesima cijeljenja i
imunoloskom sustavu. Veliki problem u eksperimentalnom radu sa peptidima predstavlja njihova
nestabilnost i potreba za nosatem/nosacima, bez kojih imaju slabu ili gotovo nikakvu aktivnost.
Mnostvo razli¢itih nosaca-peptida proizvedenih od strane razlicitih proizvodaca predstavlja
znacajan problem u njihovoj jednoznacnosti, obzirom da redovito isti nosa¢i proizvedeni u
razli¢itim istrazivaCkim ili komercijalnim tvrtkama imaju razliite karakteristike. Isto tako,
nedovoljno je definirana aktivnost samih peptida, njihovo otpustanje na mjestu djelovanja te je
nemoguce utvrditi jeli pojedini ucinak peptida djelo njega samog, njegovog nosaca ili
kombinacije pojedinih komponenti u peptid/nosa¢ kompleksu. Sve navedeno ograni¢ava

prakti¢nu i terapijsku primjenu peptida, koja jos uvijek nije dosegnula svoj potencijal.



Kao §to smo ve¢ spomenuli, pentadekapeptid BPC 157 je stabilan zeluCani peptid, koji za
svoje djelovanje ne treba nosac¢-peptid, zbog Cega se njegov ucinak moze pripisati iskljucivo
njemu samome. Obzirom da je izoliran iz ljudskog Zelucanog soka pripada posebnoj kategoriji
peptida iz gastrointestinalnog trakta te pokazuje iznimnu stabilnost i otpornost, dok se peptidi
kao Sto su TGF-B [28] i EGF [74] razgraduju u vremenskom periodu od nekoliko minuta [28] i
zahtijevaju primjenu nosaca, tvore¢i na taj nacin kompleks peptid-nosac. Zbog toga je tesko
pripisati u¢inak samom peptidu, nosacu ili cijelom kompleksu, kao Sto je ve¢ ranije spomenuto.
Peptidi iz GI trakta moraju biti u moguénosti podnijeti izrazito nepovoljne uvjete zbog Sirokog
raspona pH vrijednosti (1-10), temperaturnih razlika (4-80°C), prisutnosti brojnih bakterija,
virusa i proteolitickih enzima te izrazito brzoj izmjeni sluznickog pokrova. Jednako tako, peptidi
iz grupe peptida GI trakta mogli bi imati visok kapacitet cijeljenja, biti vrlo sigurnog profila, bez
toski¢nih fenomena, djelovati antibakterijski i protuvirusno te imati odredeni bioloski ucinak na
zelucanu sluznicu. Valja spomenuti i njihovu moguénost izolacije i sinteze te njihov povoljan
ucinak na ciljana tkiva/organe nakon sustavne ( i.p., i.v., i.g., i.m.) i topicke primjene na mjesto
ostecenja. Pentadekapeptid BPC 157 predstavlja upravo takav zeluCani peptid, koji je u
potpunosti zadovoljio kriterije, djeluje antiulkusno, siguran je u klinickim istrazivanjima za
upalnu bolest crijeva i cijeljenje rana, stabilan u zelu¢anom soku te bez poznate toksi¢nosti, a
djeluje sam, bez nosaca. Njegov ucinak na razlicita oSteCenja i organske lezije dokazan je
prilikom izvodenja brojnih eksperimentalnih istraZivanja preko postoje¢ih farmakoloskih modela
in vivo i in vitro, a obzirom da je postojan (za razliku od ostalih standardnih peptida) ne
iznenaduje njegov pozitivni u€inak u cijeljenju razli¢itih tkiva nakon sistemske ili topicke

primjene.



1.1.2. Utjecaj pentadekapeptida BPC 157 na razlicita tkiva i organske sustave

Djelovanje pentadekapeptida BPC 157 na razlicita tkiva i organe objaSnjava se njegovom
interakcijom sa drugim sustavima, kao §to su: NO-sustav [11,14,34,54,56,57], sredisnji
dopaminergicki sustav [9,36,37,63-67], GABA-ergicki sustav [68], nekolinergicki i

neadrenergicki ihibitorni somatosenzorni sustav [60,62].

Pentadekapeptid BPC 157 uspjesan je u terapiji upalne bolesti crijeva (PL-10, PLD-116, PL
14736, Pliva) [19,20] i u cijeljenju rana razlicitih tkiva kao Sto su koza [10,21,22,26,45,51],
misici [25,27,46], tetive [23,24,47,48], ligamenti [49], Ziv€ano tkivo [43,44], kosti [52,53], tkivo
gastrointestinalnog sustava [9-20,50,65,66] i1 krvnih zila [39]. Ucinkovitost mu je vidljiva nakon
sistemske [40,60,64], ali i nakon topicke primjene [21,22,46,49,51,69] u obliku kreme, Sto je
jasno vidljivo ¢ak i kod poremecenog stanja cijeljenja uz prisutnost sistemskih kortikosteroidnih
poremecaja cijeljenja i imunosupresije [40]. Takoder je pokazano kako u procesu cijeljenja
potice angiogenezu [8]. Istrazivanja su pokazala citoprotektivan ucinak BPC 157 na sluznicu
zeluca u Stakora izlozenu oste¢enjima (alkohol, nesteroidni protuupalni lijekovi) [29-31]. BPC
157 antagonizira ucinke etanola i nastanak akutnih i kroni¢nih lezija Zeluca i jetre [9,13-15,32-
34] te lezija prouzrocenih uporabom nesteriodnih protuupalnih lijekova [35,41,42]. Ucinak
pentadekapeptida BPC 157, kao moguceg organoprotektivnog medijatora, zapazen je u brojnim
studijama koje su istrazivale farmakodinamicke ucinke BPC 157 na razli¢itim modelima
ostecenja tkiva i organa pa tako, izmedu ostalog, i na poremecaje u koagulaciji [40]. Primijenjen
odmah nakon formiranja anastomoze na abdominalnoj aorti, BPC 157 znafajno smanjuje
formiranje tromba i edema stijenke krvnih zila te dovodi do ubrzanog cijeljenja anastomoze [39].

Takoder BPC 157 preokrece tijek kroni¢nog zatajenja srca izazvanog doksorubicinom [54],



antagonizira aritmije [57], smanjuje oStecenje endotela srca [54,56,57] te djeluje na ravnotezu
krvnog tlaka (korigira hipertenziju i hipotenziju). Dokazano je da smanjuje uc¢inak morfija nakon
akutne primjene [63]. Jednako tako proucavan je ucinak ovog pentadekapeptida na poremecaje
centralnog ziv€anog sustava (CNS-a) pomocu bihevioralnih studija [70], poglavito fenomeni
hipersenzitivnosti dopaminskih receptora izazvanih amfetaminom 1 posljedicne primjene
haloperidola [36], diazepamske tolerancije 1 apstinencije [68], fenomen stereotipnog
amfetaminskog ponaSanja [36,71], neurolepticke katalepsije [37] te akutne alkoholne
intoksikacije [32,34]. Osim toga, pentadekapeptid BPC 157 §titi somatosenzorne zivce nakon
primjene neurotoksina kapsaicina i obnavlja njihovu funkciju [36,37], poniStava serotoninski
sindrom u Stakora [38], potiCe sintezu serotonina i njegovo povecano otpustanje[72]. Novija
istrazivanja pokazuju i njegov pozitivan uc¢inak u zatvaranju traheotomijske rane na animalnom

modelu [73].

Djelovanjem na ove slozene fizioloske sustave (NO, dopaminergicki, GABA,
prostaglandinski, somatosenzorni neuronski sustav) [61] mogu se objasniti ucinci
pentadekapeptida BPC 157, koji vrlo vjerojatno djeluje u sklopu fizioloskog obrambenog
sustava. Pentadekapeptid BPC 157 sposoban je suprotstaviti se kako hiperaktivnosti, tako i
inhibiciji gore navedenih sustava te ponistiti njihov negativan ucinak u smislu stvaranja lezija

razli€itih tkiva i organa.

1.1.3. Utjecaj pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje koZe

Kao sto je prethodno spomenuto pentadekapeptid BPC 157 ima pozitivan ucinak u cijeljenju

brojnih tkiva i organskih sustava, kao $to su koza [10,21,22,26,45,51], misi¢i [25,27,46], tetive



[23,24,47,48], ligamenti [49], ziv€ano tkivo [43,44], kosti [52,53], tkivo gastrointestinalnog
sustava [9-20,50,65,66] i krvnih zila [39]. Kroz brojne znanstvene radove ostvaren je poseban
osvrt na utjecaj BPC 157 u cijeljenju opeklinskih rana koze eksperimentalnih zivotinja [21,22,
51]. Opekline dovode do pojacanog upalnog odgovora tkiva, u koji su ukljuene brojne
vazoaktivne tvari kao §to su histamin, serotonin, leukotrieni i prostaglandini, koji dovode do
povecane propusnosti stijenke krvnih zila 1 pojave veéeg edema. Primjenom pentadekapeptida
BPC 157 upravo je pokazan suprotni efekt, sa smanjenim odgovorom upalnih stanica, pojavom
manjeg edema i smanjenom nekrozom opeklinom zahvacenog tkiva te boljom organizacijom
kolagena, pove¢anom angiogenezom, boljom reepitelizacijom tkiva i ve¢im brojem ocuvanih
folikula dlaka [22]. Poznato je kako kortikosteroidi negativno utjeCu na mehanizam cijeljenja
oste¢enog tkiva te dovode do odgovarajuce supresije tog mehanzima cijeljenja. Pokazano je kako
BPC 157 upravo poniStava taj negativni utjecaj kortikosteroida u procesu cijeljenja koze
eksperimentalnih zivotinja, dovodi do bolje organizacije kolagenih vlakana i pojacane
angiogeneze oSte¢ene koze te povecava “Cvrstocu” koze ( potrebne su vece tenzijske sile za
pucanje koze eksperimentalnih zivotinja) te smanjuje utjecaj nokse (smanjuje dubinu osStecenja
opeklinom zahvacene koze) [21]. Takoder se smatra da BPC 157 primijenjen lokalno pospjesuje
cijeljenje rane na kozi eksperimentalnih Zivotinja (uzrokovane CO2 laserom), §to se tumaci
njegovim djelovanjem preko NO sustava i time da je pentadekapeptid bez nosaca [51]. Na kraju
pokazano je da BPC 157 stiti endotelne stanice, smanjuje pojavu granulocita u ostecenom tkivu
te dovodi do ranije i bolje organizacije kolagenih vlakana, stimulira odgovor mononuklearnih
upalnih stanica, smanjuje medijatore akutne upale u serumu i tkivima (kao $to su LTB4 i TxB2)

te smanjuje razinu MPO u upalom zahvac¢enom tkivu [45].
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1.2. NO-SUSTAV

Prethodno je ve¢ spomenuto kako pentadekapeptid BPC 157 sudjeluje u interakciji sa NO
sustavom. NO sustav ima esencijalnu vaznost u mnogim razli¢itim procesima, ukljucujuci
odlucujucu ulogu u procesu cijeljenja rane [75]. Za mnoge agense se pretpostavljalo, kako su na
neki nacin povezani sa NO sustavom, ali samo mali broj znanstvenih studija je promatrao utjecaj
NO-prekursora, NOS-blokatora 1 uc¢inak njihove kombinacije (NO-prekursor+NOS-blokator)
zajedno sa testiranim agensom na cijeljenje razlicitih tkiva i organa. Za razliku od drugih agensa,
pentadekapeptid BPC 157 je testiran upravo sa pozornosti usmjerenom na djelovanje NO
sustava. Tako je ispitivan njegov ucinak u interakciji sa NO-prekursorom ili NOS-blokatorom
zasebno, kao i sa NO-prekursorom i NOS-blokatorom u kombinaciji. U brojnim objavljenim
¢lancima je pokazano, da u razli¢itim tkivima i kod razli¢itih eksperimentalnih Zivotinjskih vrsta
BPC 157 utjece na otpusStanje NO-a te moze ponistiti u¢inak i NOS-blokatora L-NAME i1 NO-
prekursora L-arginina. Ova interakcija BPC 157 1 NO sustava moze objasniti Siroki raspon
blagotvornih ucinaka dobivenih primjenom pentadekapeptida BPC 157 u razli¢itim
istrazivanjima [9,14,34,56,57,60,67].

Istrazivanja su pokazala kako u in vivo i u in vitro pokusima BPC 157 moze nadvladati
ucinak L-NAME, kompetitivnog inhibitora endotelnog NO-a, Sto govori u prilog njegove
posebne interakcije sa NO sustavom (blokadom sinteze kod primjene L-NAME i
hiperstimulacijom kod primjene prekursora L-arginina.). Ove sloZene interakcije mogu se
objasniti pretpostavkom da agensi kao L-NAME inhibiraju NO sintetazu (NOS) u kompeticiji sa
L-argininom te je jednako tako moguca kompeticija i sa BPC-om 157. Stvaranje NO bilo je
smanjeno u kombinaciji pentadekapeptida BPC 157 i L-arginina iako kod samostalne odnosno

pojedinacne primjene oba iniciraju sintezu NO-a. Pokus sa akoholnim lezijama Zeluca i sa
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krvnim tlakom [14] govori u prilog dodatne inhibicije aktivnosti BPC-a 157 kada je L-argininu
dodan L-NAME, vjerojatno zbog ograniCene raspolozivosti NO-sintetaze. Sposobnost
pentadekapeptida BPC 157 u induciranju sinteze NO-a nije bila inhibirana dodatkom L-NAME u
cak pet ili deset puta vecoj dozi od one potrebne za zaustavljanje u¢inka L-arginina $to govori u
prilog kako BPC 157 ipak ima neSto drugaciji u¢inak na NO od ulinka L-arginina. Isto je
dokazano na modelu supernatanta homogenata sluznice zeluca Stakora gdje BPC 157 ima uc¢inak
na stvaranje NO na izrazeniji i/ili razli¢it na¢in u odnosu na L-arginin [14]. Na animalnom
modelu pili¢a ucinjena su daljnja ispitivanja gdje su ascites ili pluéna hipertenzija inducirani
kroni¢nom primjenom L-NAME, §to je prevenirano simultanom primjenom L-arginin-a i BPC
157 [56]. Na istom modelu promatrani su i fenomeni akutne i kroni¢ne toksicnosti gdje je L-
NAME uzrokovao teSka osStecenja razlicitih tkiva (miokard, jetra, slezena), dok je L-arginin
predominantno uzrokovao kongestiju, edem i hemoragiju u razli¢itim organima [56]. U¢inak L-
NAME je uspjesno inhibiran aplikacijom L-arginina i BPC 157 uz napomenu da BPC 157 nije
uzrokovao nikakvo ostecenje tkiva ili organa [56]. BPC 157 znacajno prevenira pojavu lezija u
razli¢itim organima, a posebice je bitan u odrzavanju integriteta sluznice zeluca. Ucinak L-
arginina kod alkohonih ozljeda Stakora bio je u potpunosti inhibiran nakon primjene L-NAME
dok je ucinak BPC-a 157 nakon primjene L-NAME bio samo oslabljen [34]. Obzirom da je
pentadekapeptid BPC 157 po svojim karakteristikama drugaciji od ostalih poznatih peptida te je
izrazito stabilan u zeluCanom okruzenju, moze se objasniti njegova slozena interakcija sa NO
sustavom, koji ima vaznu signalnu ulogu u odrzavanju integriteta sluznice zeluca i vrijednosti
krvnog tlaka [14]. BPC 157 je takoder pokazao znacajan profilakticki i terapijski ucinak u
inhibiciji aritmija induciranih metildigoksinom, a dodatno je i u ovom istrazivanju istraZzena

interacija sa NO sustavom [57]. Primjena L-NAME je dovela do pogorSanja metildigoksinom
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induciranih aritmija, L-arginin sam nije imao ucinka dok je antagonizam L-NAME i BPC 157
doveo do sli¢nog ucinka ucinku samog BPC 157. Iz svega navedenog moze se zakljuciti kako
digitalisom inducirane aritmije mogu biti sprijeene ili im se moze suprotstaviti primjenom
pentadekapeptida BPC 157 i to uglavnom djelovanjem preko interakcije sa NO sustavom [57].
Znacajnu ulogu u prevenciji alkoholom induciranih lezija Zeluca ima zastita endotela, jer endotel
krvnih zila moZe modulirati tonus krvnih Zzila stvaranjem tvari koja je znana kao Cimbenik
porijeklom iz endotela (EDRF). BPC 157 &titi endotel [9] kod etanolom induciranih lezija Zeluca,
a znacajna je i njegova posebna citoprotektivna uloga [67]. In vivo je jasno vidljiv angiogenetski
odgovor BPC 157 ukljucujuci i poveéanje broja pozitivnih vaskularnih elemenata VEGF, CD 34
i FVIII [60]. NO sustav je izuzetno bitan i u cijeljenju kolokutanih fistula na nacin koji je vec¢
prethodno detaljno objasnjen [11]. Nedavno su Sikiri¢ i grupa autora sumirali poznate spoznaje
o interakciji BPC-a 157 i NO sustava, gdje je ponovno naglaseno sudjelovanje ovog
pentadekapeptida u Moncadinom homeostatskom odgovoru cijeljenja preko NO sustava kao
reakcije na ozljedu [76]. BPC 157 djeluje na oporavak vaskularnih struktura nakon gubitka
vaskularnog integriteta te ovisno o okolnostima dovodi do reducirane pojave tromboze (model
anastomoze abdominalne aorte) ili do redukcije krvarenja/trombocitopenije (modeli amputacije,
heparin, varfarin, aspirin). Djeluje na cijeljenje razlicitih tkiva koja normalno ne cijele i to nakon
akutnog i kroni¢nog djelovanja nokse, a stimulira i egr-1 i nab2 gene. U tom radu naglaseno je
djelovanje pentadekapeptida BPC 157 na (i) Zelucanu sluznicu i njezinu protekciju prilikom
alkoholnih oStecenja, stvaranje NO-a 1 regulaciju krvnog tlaka, (ii) akutnu i1 kroni¢nu
intoksikaciju i njezino povlacenje, (iii) kardiovaskularne poremecaje, kroni¢no zatajenje srca,

pluénu hipertenziju i aritmije, (iv) poremecaje izazvane hipokalemijom i hiperkalemijom,
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disfunkciju stanicne membrane uzrokovanu kalijem te na (v) sloZeno cijeljenje kolokutanih i

ezofagokutanih fistula [76].

1.2.1. Utjecaj NO sustava na cijeljenje kozZe

U brojnim dosadas$njim studijama prikazan je medusobni utjecaj pentadekapeptida BPC
157 1 NO sustava te njihov u¢inak na cijeljenje rane i lezija razlicitih tkiva, osobito koze. Kroz te
dosadasnje znanstvene radove, takoder je prikazana povezanost izmedu uspjeSnog cijeljenja
vanjskih fistuloznih rana [10,11,55] u uvjetima oslabljene produkcije NO-a (pogorSanja) i
primjene NO substrata (zastita) uz istovremenu protekciju gastricnim pentadekapeptidom
[11,55]. Isto tako, prikazana je posebna uloga NO sustava u istovremenom cijeljenju
kombiniranih, teskih ozljeda koze i lezija gastrointestinalnog sustava [76, 95-97]. lako je
opc¢enito prihvacena klju¢na uloga NO sustava u cijeljenju koze [76], u nekim istrazivanjima
dokazan je medusobno razliciti utjecaj L-NAME tijekom procesa cijeljenja. Tako se u nekim
studijama govori o negativnom utjecaju L-NAME (npr.negativni utjecaj na proliferaciju
keratinocita i akumulaciju kolagena), koji dovodi do pogorsanja tijekom procesa cijeljenja (npr.
tijekom cijeljenja nekroticnog areala koze izazvanog UV-iradijacijom, nakon kirurSke ekscizije
koze) [98,101]. Nasuprot tome, kroz druge radove, prikazan je pozitivan utjecaj L-NAME na
proces cijeljenja (npr.pozitivan utjecaj na sadrzaj kolagena kod ekscizijskih rana koze), dok je
utjecaj L-arginina rijetko istovremeno istrazivan [99]. Osim toga, u dosadasnjim studijama, koje
su istrazivale proces angiogeneze u uvjetima ishemije straznjih ekstremiteta (nakon ligiranja
femoralne arterije) nisu se istrazivali istovremeni ucinci i na cijeljenje ishemijskih koznih rana

(koznih ulkusa) [100]. 1z svega navedenog, vidi se potreba za daljnjim istrazivanjem o utjecaju
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NO sustava na proces cijeljenja koze, osobito utjecaju na cijeljenje koznih rana u ishemijskim
uvjetima te potreba za proucavanjem utjecaja pentadekapeptida BPC 157 u procesu cijeljenja

takvih rana, obzirom da je njegov utjecaj posredovan NO sustavom.
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2. HIPOTEZA

Temeljem ranije pokazanih ucinaka pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje rana, kao i

njegovog utjecaja na regulaciju NO, hipoteza ovog istrazivanja je sljedeca:

e Primjena pentadekapeptida BPC 157 dovodi do ubrzanog cijeljenja rane u uvjetima
inducirane ishemije straznjeg ekstremiteta prilikom trajnog ligiranja zajednicke ilijacne

arterije. Taj ucinak pentadekapeptida BPC 157 je posredovan djelovanjem NO sustava.

Obzirom da u suvremenoj konzervativnoj terapiji otezanog cijeljenja rane u ishemijskim
uvjetima nedostaju adekvatna farmakoterapijska sredstva te da takve rane, kao i sami patoloski
entiteti (npr.okluzivne bolesti perifernih arterija) koji su uzrok pojave i otezanog cijeljena rane,
predstavljaju vazan i1 veliki problem u suvemenom drustvu, jasno je vidljiva potreba za
pronalazenjem ucinkovitijeg modela lijeenja novim terapijskim sredstvima, koja bi mogla
prevenirati pojavu otezanog cijeljenja rane (u ishemijskim uvjetima), kao i pojavu brojnih
komplikacija takvog cijeljena. Iako su dosadasnje studije ve¢ pokazale pozitivan ucinak
pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje rana u otezanim uvjetima (kod opeklinskih rana), do
sada nije istrazivano djelovanje pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje rane u uvjetima
inducirane ishemije straznjeg ekstremiteta, pri trajnom ligiranju zajednicke ilijane arterije, Sto bi
najrealnije oponaSalo patofizioloski put nastanka ulkusnih rana na donjim ekstremitetima kod
okluzivnih bolesti perifernih arterija te pojavu njihovog otezanog cijeljenja. Dosadasnji vec
dokazani pozitivni u€inak pentadekapeptida BPC 157 u cijeljenju razli¢itih vrsta tkiva, osobito

koze [21,22, 51], podupire hipotezu kako ¢e BPC 157 u predlozenom animalnom modelu biti
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ucinkovit u cijeljenju rane u uvjetima inducirane ishemije straznjeg ekstremiteta. Na kraju,
obzirom da je kroz brojne dosadasnje studije pokazano kako BPC 157 dovodi do otpustanja NO
te antagonizira ucinke prekursora NO (L-arginin), kao i u¢inke blokatora NOS-a (L-NAME)
[11,14,34,54-59], bilo bi svakako potrebno utvrditi ulogu NO-sustava u procesu cijeljenja rane u
ishemijskim uvjetima (pri trajnom ligiranju zajednicke ilijatne arterije) preko njegove
stimulacije ili inhibicije te odnos pentadekapeptida BPC 157 i NO sustava prilikom njegove
blokade (L-NAME) ili stimulacije (L-arginin). Zanimljive interakcije opisanih spojeva, jednako
kao i konacan ucinak na proces cijeljena rane na straznjem ekstremitetu Stakora u uvjetima
inducirane ishemije pri trajnom ligiranju zajednicke ilijatne arterije predmet su ovog

istrazivanja.
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3. CILJEVI RADA

OPCI CILJEVI ISTRAZIVANIJA:

e primjenom pentadekapeptida BPC 157 dolazi do ubrzanog cijeljenja rane na straznjem

ekstremitetu u uvjetima ishemije, prilikom trajnog ligiranja zajednicke ilijacne arterije

e taj je ucinak posredovan djelovanjem NO sustava

SPECIFICNI CILJEVI ISTRAZIVANIJA:

e pentadekapeptid BPC 157 utjeCe na stanje ishemije (utvrditi djelovanje BPC 157 na
neuromuskularni status straznjeg ekstremiteta nakon inducirane ishemije, odnosno

trajnog ligiranja zajednicke ilijacne arterije)

e pentadekapeptid BPC 157 utjecCe na cijeljenje rane (utvrditi utjecaj pentadekapeptida
BPC 157 na veli¢inu i kontraktilnost rane, rubove rane te prisutnost/odsutnost

komplikacija otezanog cijeljenja rane)

e ucinak pentadekapeptida BPC 157 je posredovan djelovanjem NO suatava (utvrditi
medudjelovanje pentadekapeptida BPC 157, L-arginina i L-NAME na cijeljenje rane

straznjeg ekstremiteta pri trajnom ligiranju zajednicke ilijane arterije)
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Zivotinje

U provedenom istrazivanju koristio se Stakorski model cijeljenja rane u uvjetima inducirane
ishemije straznjeg ekstremiteta, pri trajnom ligiranju zajedniCke ilijaCne arterije. KoriSteni su
muzjaci Wistar Albino Stakora, tjelesne mase 350-450 g, drzani u normalnim uvjetima, sa
najmanje 5 Stakora po eksperimentalnoj grupi i vremenskom periodu. Eksperimentalne zivotinje
su nasumicno rasporedene u svim pokusima, a istrazivanje je odobreno od strane Etickog

povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

4.2. Izvodenje istraZzivanja

4.2.1. Agensi

Pentadekapeptid BPC 157 (GEPPPGKPADDAGLV, M.W. 1419, PL 14736), (Diagen,
Ljubljana, Republika Slovenija), otopljen u fizioloskoj otopini, koriSten je u svim pokusima.
Peptid BPC 157 je dio sekvence proteina BPC iz ljudskog zelucanog soka te je u potpunosti
topiv u vodi pri PH 7.0 i fizioloSkoj otopini. Pripremljen je kao S§to je prije opisano
[10,11,40,61,62,64], sa 99% cistocom pomocu visokotlatne kromatografije (HPLC), uz 1-des-

Gly peptid kao necisto¢om. KoriStene doze pentadekapeptida BPC 157 su:

o 10 pgkg (2 pg/mlip., 0.16 pg/ml u vodi za pice)
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e u obliku kreme: BPC 157 u dozi od 1 pug/g - 50 pg u 2ml destilirane vode + 50g

komercijalne neutralne kreme Belobaza (Belupo, Hrvatska).

e na isti nacin primijenjena je u dozi od 10 ng/kg (odnosno 1 ng/g za topicki pripravak-

u kremi)

Takoder su koriSteni L-NAME (Sigma, USA) u dozi od 5 mg/kg, L-arginin (Sigma, USA) u
dozi od 200 mg/kg i 0,9% NaCl 5 ml/kg. Sve navedene doze pentadekapeptida BPC 157 te L-
arginina, L-NAME i 0,9% NacCl su u skladu sa dosada$njim istrazivanjima [21,22,51]. Dvije
doze pentadekapeptida BPC 157 (10 pg/kg i 10 ng/kg) koriStene su kako bi se istrazio doza
ovisan ili doza neovisan uc¢inak pentadekapeptida BPC 157 na razlicita tkiva 1 organske sustave.
Isto tako, u cijelom eksperimentu za uvodenje zivotinja u opéu anesteziju koristeni su ketamin
(Ketamine 40-60 mg/kg i.p., Ketanest, Parke-Davis GmbH, Berlin,Njemacka) i diazepam
(Normabel 5-10 mg/kg i.p., Belupo, Ludbreg, Hrvatska) sukladno dosada$njim istrazivanjima
[102]. Tijekom eksperimenta za postavljenje ligature na zajednickoj ilija¢noj arteriji koriSten je
Ethibond Excel kirurski konac debljine 3-0 (Ethicon inc. Johnson & Johnson company), a za
Sivanje trbusne stijenke po slojevima koristeni su Vicryl kirurski konac debljine 3-0 (Ethicon inc.
Johnson & Johnson company) i Ethilon kirurski konac debljine 3-0 (Ethicon inc. Johnson &
Johnson company). Postoperacijska analgezija provodila se najmanje jednom dnevno,

primjenom ketoprofena (5 mg/kg s.c).

4.2.2 Eksperimentalni protokol

U provedenom istrazivanju koristio se Stakorski model cijeljenja rane u uvjetima inducirane

ishemije straznjeg ekstremiteta, pri trajnom ligiranju zajednicke ilijatne arterije.
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Randomizacijom podijeljeno je po 5 Stakora u svaku skupinu za odredeni vremenski period
ispitivanja uc¢inka datih agensa (tablica br.1). Svaka zivotinja je bila pojedina¢no numerirana i
smjestena u zaseban vivarij nakon ¢ega je podvrgnuta daljnjem istrazivanju. Eksperiment je
proveden na 255 muzjaka Wistar Albino Stakora, tjelesne mase 350-450 g sukladno standardima
propisanim od strane nadleznog Etickog povjerenstva. Svi postupci na zivotinjama provodili su
se u dubokoj anesteziji, primjenom ketamina (Ketamine 40-60mg/kg i.p., Ketanest, Parke-Davis
GmbH, Berlin, Njemacka) i diazepama (Normabel 5-10mg/kg i.p., Belupo, Ludbreg, Hrvatska)
sukladno dosadasnjim istrazivanjima [102]. Eksperimentalne zivotinje su po uvodenju u opc¢u

anesteziju podvrgnute operativnom zahvatu.

Kroz srednju medijalnu laparatomiju pristupilo se u trbusnu Supljinu. Nakon pazljivog
prepariranja prikazana je abdominalna aorta te obje zajednicke ilijaCne arterije (slika 1a.).
Navedeni dio abdominalne aorte i ilijjaCnih arterija pazljivo su odvojeni od ostalih okolnih
struktura te je lijeva zajednicka ilijacna arterija trajno podvezana slobodnom ligaturom (slike 1b i
Ic.). U tu svrhu je koristen Ethibond Excel kirurSki konac debljine 3-0 (Ethicon inc. Johnson &
Johnson company). Zatim je trbuSna stijenka saSivena (rekonstruirana) pojedina¢nim Savima, po
slojevima. U tu svrhu koristeni su Vicryl kirurSki konac (Ethicon inc. Johnson & Johnson
company) debljine 3-0 za rekonstrukciju peritoneuma i Ethilon kirurSki konac debljine 3-0
(Ethicon inc. Johnson & Johnson company) za rekonstrukciju svih drugih slojeva trbusne
stijenke. Nakon toga ucinjena je rana u vidu defekta (ekscizije) koze (krzna) i potkozja, veliCine
3x3cm, sa lateralne strane lijeve natkoljenice (slika 1d.). Po dovrSenom operacijskom zahvatu
zivotinje su grijane i promatrane dok nisu uspostavile stabilnu sternalnu rekumbenciju, kada su
vracene u vivarij. Hranu i vodu su dobivale ad libitum. Postoperacijska analgezija provodena je

najmanje jednom dnevno primjenom ketoprofena (5 mg/kg s.c).
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Slika 1b

Slika 1c¢ Slika 1d

Slika 1a-c: Prikaz operacijskog protokola. Slika la prikazuje abdominalnu aortu zajedno sa obje
zajednicke ilijacne arterije. Slika 1b prikazuje proces zaomcavanja lijeve zajednicke ilijacne
arterije. Slika 1c prikazuje ligiranu lijevu zajednicku ilija¢nu arteriju. Slika 1d prikazuje kozni

defekt (ranu ucinjenu kirurskom ekscizijom) na lijevom straznjem ekstremitetu Stakora.

Nakon ucinjenog operacijskog zahvata eksperimentalne zivotinje su slucajnim odabirom
razvrstane u sveukupno 11 skupina: 9 skupina sa po 5 podskupina i 2 skupine sa po 3
podskupine. Randomizacijom je dodjeljenjo najmanje 5 zivotinja po skupini, za odredeni tretman
i odredeni vremenski period ispitivanja ucinka datih agensa (tablica br.1). Svaka

eksperimentalna zivotinja je pojedinacno oznacena jednim brojem, pod kojim je dalje pracena.
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Analizu istrazivanih parametara proveli su suradnici, kojima su predocCene eksperimentalne
zivotinje oznacene samo pripadaju¢im brojem, ali im nije bilo poznato kojoj eksperimentalnoj

skupini pripada odredena eksperimentalna zivotinja.

Tablica 1. Sumarni prikaz skupina zivotinja i vremenskih perioda

Oznaka Broj Zivotinja . Nacin
skupine A[B|C|[D]|E Vrsta skupine Tretman aplikacije
1 Ligatura AIC, o .
(A.B.C.D.E) 51515715 ontrola 0.9%NacCl (5ml/kg) 1.p.
2 Ligatura AIC,
(A.B,C.D,E) S515(5]5]|5 Kontrola voda per os
3 Ligatura AIC,
(A,B,C.D.,E) S|S515]5](5 Kontrola neutralna krema lokalno
4 Ligatura AIC, .
(A,B,C,D,E) A RERE tretirane BPC 157 g P
5 Ligatura AIC,
(A.B,C.D,E) 51515515 trefirane BPC 157 pg per os
6 Ligatura AIC, BPC 157 pg
ABCDE | 2|7 ]°|° tretirane krema lokalno
7 Ligatura AIC, .
(AB.C.D.E) S{S515]5]|5 tretirane BPC 157 ng i.p.
8 Ligatura AIC,
(A.B,C.D,E) 51515515 trefirane BPC 157 ng per os
9 Ligatura AIC, BPC 157 ng
ABCDE | 2|2 ]|°]°|° tretirane krema lokalno
Ligatura AIC, :
10A 5 ontrola L-ARG 1.p.
10B 5 | Ligatura AIC, L-NAME ip.
kontrola
10C s | Ligatra AIC, L-ARG + L-NAME |  ip.
kontrola
Ligatura AIC, :
11A 5 tretirane BPC 157 pg L-ARG 1.p.
Ligatura AIC, .
11B 5 tretirane BPC 157 ug L-NAME i.p.
11C s | DeawraAlC, | poe s 0 | L-ARG+ L-NAME | ip.
tretirane
Ukupno 255
zivotinja:

Kontrolne skupine zivotinja tretirane su 0.9% otopinom NaCl (5 ml/kg) intraperitonealnom

primjenom (1A-E), vodom za pi¢e (12 ml/Stakor/dan) peroralnom primjenom (2A-E) te
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neutralnom kremom (Belobaza) lokalnom primjenom (3A-E). Eksperimentalne skupine tretirane
su pentadekapeptidom BPC 157 u dvije doze (ug i ng) i na tri nac¢ina primjene (i.p, per os i
lokalno), ovisno o skupini. Tako je 4A-E skupina dobivala BPC 157 u dozi od 10 ng/kg i.p (2
pg/ml) intraperitonealnom primjenom (i.p.), SA-E skupina u dozi od 10 pug/kg (0.16 pg/ml u
vodi za pice) peroralnom primjenom (per os) i 6A-E skupina u dozi od 1 pg/g (50 pg u 2ml
destilirane vode + 50g komercijalne neutralne kreme-Belobaza, Belupo, Hrvatska) lokalnom
primjenom u vidu kreme (topicka primjena). Na isti nacin, pentadekapeptid BPC 157 primjenjen
je 1udozi od 10 ng/kg (odnosno 1 ng/g za topicki pripravak u obliku kreme) u 7A-E skupini
intraperitonealno, 8 A-E skupini peroralno i u 9A-E skupini lokalno. U skupini 10A-C zivotinje
su tretirane L-argininom u dozi od 200 mg/kg intraperitonealnom primjenom, L-NAME-om u
dozi od 5 mg/kg, takoder intraperitonealnom primjenom te  njihovom medusobnom
kombinacijom (kako je prikazano u tablici 1.). U skupini 11A-C skupini Zivotinje su tretirane L-
argininom u dozi od 200 mg/kg, intraperitonealnom primjenom, L-NAME-om u dozi od 5
mg/kg, intraperitonealnom primjenom, pentadekapeptidom BPC 157 u mikrogramskoj dozi (ng)
takoder intraperitonealnom primjenom te medusobnom kombinacijom prethodno navedenih

agensa (kako je prikazano u tablici 1.).

Prva doza pentadekapeptida BPC 157 primjenjena je neposredno nakon operacije, a zatim
jednom dnevno kod i.p. i lokalne primjene, odnosno kontinuirano vodom za pice kod per os
primjene, kroz cijeli eksperimentalni period. Posljednja doza primjenjena je 24 sata prije

Zrtvovanja zivotinje.

Istrazivanje je provedeno u sljede¢im vremenskim intervalima eksperimentalnih perioda: 24
sata (A), 3 dana (B), 7 dana (C), 14 dana (D) te 21 dan (E) za skupine 1-9, odnosno 21 dan za

skupine 10 i 11. Odlucili smo se za ove vremenske intervale eksperimentalnih perioda, jer osim
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Sto smo zeljeli istraziti utjecaj pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje rane na straznjem
ekstremitetu Stakora u uvjetima inducirane ishemije (pri trajnom ligiranju zajednicke ilijacne
arterije), htjeli smo vidjeti i dinamiku procesa cijeljena u tim uvjetima, a u skladu sa prethodnim

znanstvenim istrazivanjima [21,22,51].

Po isteku pojedinog eksperimentalnog perioda zivotinje su Zrtvovane prema utvrdenim
standardima sukladno odredbama Etickog kodeksa o laboratorijskim Zivotinjama, Zakonom o
zastiti zivotinja (NN 135/06), kao i Pravilniku o uvjetima drzanja pokusnih zivotinja (NN
176/04). U tu svrhu intraperitonealno je aplicirana trostruko ve¢a doza prethodno navedenih

lijekova, koriStenih za uvodenje eksperimentalnih zivotinja u op¢u anesteziju.

4.3. Vrednovanje ucinka

4.3.1. Makroskopska analiza

Makroskopska analiza obuhvacala je promatranje rane (cijeljenje rana) na straznjem lijevom
ekstremitetu Stakora u uvjetima inducirane ishemije, pri trajnom ligiranju lijeve zajednicke

ilijacne arterije. U tu svrhu analizirani su, praceni i izraCunavani sljedec¢i parametri:

e izraCunavana je veliina rane na straznjem lijevom ekstremitetu, odnosno povrsina

rane izraZena u cm’

o kontraktilnost rane izrazena u %, a izracunata prema sljedecoj formuli [103]:

) inicijalna povrSina rane - izraCunata povrSina rane
kontraktilnost rane = x 100

inicijalna povrsina rane
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analizirani su i skorirani rubovi rane

analizirani su i skorirani postojanje te vrsta komplikacija cijeljenja rane

Vrednovanje rubova rane (skoriranje) vrseno je na sljedeé¢i nacin:

1.
2.
3.
4.

visoki rubovi rane
blago uzdignuti rubovi rane
rubovi u razini rane

bez rubova (rana u potpunosti zacijelila)

Vrednovanje postojanja i vrste komplikacija cijeljenja rane (skoriranje) vrSeno je na sljedeci

nadéin:

Sl A

bez komplikacija cijeljenja rane
serozna sekrecija iz rane
gnojna sekrecija iz rane
nekroza tkiva rane

gnojna sekrecija iz rane uz postojanje nekroze tkiva u rani

Za izraCunavanje povrsine rane koristeno je ravnalo, a mjerene su po dvije najdulje dimenzije

rane, koje su medusobno okomite (medusobno stvarale kut od 90°). Zatim su te vrijednosti

koriStene za izraGunavanje povriine te iste rane, izrazene u cm’. Sve promjene tijekom

promatranja i analiziranja cijeljenja rane su dokumentirane digitalnim fotoaparatom (Olympus

mju 300 digital).

Prethodno opisana makroskopska analiza cijeljenja rane vrSena je svakih 24 sata i u skladu je sa

dosadasnjim znanstvenim radovima [21,22,51].
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4.3.2. Funkcionalna analiza

Funkcionalna analiza podrazumijevala je pracenje stanja ishemije straznjeg lijevog
ekstremiteta Stakora u uvjetima inducirane ishemije, pri trajnom ligiranju lijeve zajednicke
ilijacne arterije. U tu svrhu koriSten je test ekstenzornog potiska donjeg ekstremiteta (EPT-
extensor postural thrust), odnosno mjeren je motorni funkcionalni indeks (MFI- motor function
index) posebnim, za tu svrhu predvidenim uredajem. Ova vrsta analize vrSena je sukladno
odgovarajuc¢oj eksperimentalnoj skupini zivotinja u periodima od 24 sata, 3 dana, 7 dana, 14

dana i 21 dan, u skladu sa dosadasnjim znanstvenim istrazivanjima [21,22,35,51].

4.3.3. Histolo$ka analiza

Neposredno nakon Zzrtvovanja eksperimentalnih Zzivotinja uzeti su uzorci mekotkivnog
natkoljeni¢nog dijela ekstremiteta, koji u sebi sadrzi ranu (dno rane i rubove rane) uz dio
okolnog tkiva, koji su potom fiksirani pribadacama za stiroporsku podlogu, uz minimalnu tenziju
tkiva. Tako pripremljeni uzorci tkiva ulagani su u puferiranu otopinu formalina (pH 7.4) odmah
po uzimanju iz netom zrtvovane eksperimentalne zivotinje, gdje su ostajali narednih 24 sata,
sukladno dosadasnjem protokolu [9]. Potom su uzorci tkiva, uz prethodo ulaganje u parafin,
serijski narezivani na kliznom mikrotomu (na debljinu od 4 pm) te su obojani hematoksilinom i
eozinom. Od svakog uzorka tkiva odabrana su po dva mikroskopska polja (mag.6,3x), koji su
dokumentirani i pohranjeni te su koriSteni za morfometrijsku analizu slojeva rane, pomocu
programa SFORM (VAMS Software Company, Zagreb, Hrvatska). Sve uzorke analizirali su
iskusni promatraci, koji nisu bili upoznati sa podrijetlom materijala. VrSena je histoloska

evaluacija promjena unutar rane prethodno uocenih makroskopskom analizom, odredivano se
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prisustvo ili odsutnost upalnih promjena tkiva odnosno upalnih stanica te je promatrana
angiogeneza, odnosno broj i diametar krvnih Zila (kapilara). Histoloska analiza rane vrSena je
nakon isteka odgovarajuceg eksperimentalnog perioda, ovisno kojoj je skupini pripadala
eksperimentalna zivotinja, na prethodno opisan nacin, a u skladu sa dosadas$njim znanstvenim

radovima [21,22,45,51].

4.4. Statisticka analiza

Za statisticku analizu podataka koriSten je program STATISTICA 7.1 (StatSoft, Inc, Tulsa,
USA). Podaci su bili testirani Kolmogorov-Smirnoff testom za procjenu distribucije podataka. U
slucaju normalne distribucije bio je primjenjen one-way ANOVA test sa Newman-Keuls post
hoc testom, dok je u slucaju nenormalne distribucije bio primjenjen Kruskal-Wallis test sa Mann-
Whitney post hoc testom. Razina znacajnosti bila je p<0.05. Podaci su prikazani graficki.
Prethodno opisana statisticka analiza podataka uCinjena je u suradnji sa iskusnim timom za

statisticku analizu i sukladna je dosadasnjim znanstvenim istrazivanjima [21,22,51].
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5. REZULTATI

5.1. Kontrola, ligatura lijeve AIC, rana na straZnjem lijevom ekstremitetui 0.9% NaCl

i.p. (skupina 1A-E)

U kontrolnoj skupini zivotinja rana je sporo i tesko cijelila te nije zacijelila niti u jednom
eksperimentalnom vremenskom periodu (slika 2a, graf 1), u odnosu na normalne Stakore, kod
kojih nije bila inducirana ishemija straznjeg ekstremiteta. Isto tako, u kontrolnoj skupini zivotinja
rana je imala smanjenu kontraktilnost te niti u jednom eksperimentalnom vremenskom periodu
nije postigla potpunu kontraktilnost (graf 2). Rubovi rane su bili visoki (score 1) u odnosu na
ostatak rane sve do 14. dana kada su postali blago uzdignuti (ve¢inom score 2), da bi 21. dana
vec¢inom bili blago uzdignuti do u razini rane (score 2-3 slika 2a, graf 3), §to je u konacnici
daleko losije 1 sporije dinamike u odnosu na normalne zivotinje. Tijekom procesa cijeljenja rane
u kontrolnoj skupini kod vecine zivotinja doslo je do pojave komplikacije cijeljenja u smislu
serozne sekrecije iz rane i to u vremenskim periodima od 3 dana, 7 dana, 14 dana i 21 dan
(ve¢inom score 2, graf 4). Na kraju, kod svih eksperimentalnih Zivotinja iz kontrolne skupine
bila je inducirana teska ishemija, koja se nije popravljala tijekom citavog eksperimenta za sve

vremenske periode (graf 5).

5.2.1. Pentadekapeptid BPC 157 pg (mikrogrami) i.p., ligatura lijeve AIC i rana na

straznjem lijevom ekstremitetu (skupina 4A-E)

U skupini zZivotinja tretiranih sa pentadekapeptidom BPC 157 u pg (mikrogramskoj dozi) i.p.,

rana je izrazito brzo i bolje cijelila u odnosu na kontrolnu skupinu, tako da je 3. dana imala
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dvostruko manju povrsinu od inicijalne, 14. dana gotovo zacijelila, da bi 21. dana u potpunosti
zacijelila (slika 2b, graf 1). Kontraktilnost rane je ve¢ od 14. dana bila gotovo 100% ( graf 2).
Rubovi rane su nakon 24 h bili blago do visoko uzdignuti (score 1-2), 3. dana su bili blago
udignuti (score 2), 7 dana. blago uzdignuti do u razini rane (score 2-3), 14. dana u razini rane
(score 3), da bi 21. dana rana u potpunosti zacijelila bez vidljivih rubova (score 4, slika 2b, graf
3). Tijekom svih eksperimentalnih perioda nije doslo do komplikacija cijeljenja rane (score 1,
graf 4), dok je nakon 24h doslo do izrazitog smanjenja ishemije straznjeg lijevog ekstremiteta,
koji kroz sve idu¢e vremenske periode vise nije pokazivao znakove ishemije te je od 7. dana u
potpunosti dosegao stanje kontralateralnog ekstremiteta, kod kojeg nije bila inducirana ishemija
(graf 5). Na kraju, treba istaknuti da su u ovoj skupini svi prethodno opisani parametri
makroskopskog i funkcionalnog analiziranja i pracenja eksperimentalnih Zivotinja bili znatno

bolji u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja.

5.2.2. Pentadekapeptid BPC 157 ng (nanogrami) i.p., ligatura lijeve AIC i rana na

straZznjem lijevom ekstremitetu (skupina 7A-E)

Pentadekapeptid BPC 157 u ng (nanogramskoj dozi) ima slican ili gotovo jednak ucinak, kao
i BPC 157 u mikrogramskoj dozi. Takoder dolazi do boljeg i brzeg cijeljenja rane u odnosu na
kontrolnu skupinu, ali nesto sporije dinamike cijeljenja nego kod zivotinja iz skupine koja je
dobivala BPC 157 u mikrogramskoj dozi. Rana je 14. dana gotovo zacijelila, a 21. dana u
potpunosti zacijelila (slika 2c, graf 1). Kontraktilnost rane je 14. dana takoder dosegla 100%
(graf 2). Rubovi rane su nakon 24 h bili blago do visoko uzdignuti (score 1-2), 3. dana bili blago

uzdignuti (score 2), 7. dana blago uzdignuti do u razini rane (score 2-3), 14. dana u razini rane

30



(score 3), a 21. dana rana je takoder u potpunosti zacijelila (score 4, slika 2c, graf 3). Tijekom
cijeljenja rane nije doslo do pojave bilo kakve komplikacije (score 1, graf 4). Takoder, stanje
ishemije straznjeg lijevog ekstremiteta je pokazalo sli¢nu dinamiku smanjivanja kao i tijekom
primjene BPC 157 u mikrogramskoj dozi, tako da je gotovo u potpunosti dosegla stanje

kontralateralnog ekstremiteta, kod kojeg nije bila inducirana ishemija (graf 5).

Slika 2a Slika 2b Slika 2¢

Slika 2a, 2b i 2¢: Prikaz rane na straznjem lijevom ekstremitetu u uvjetima inducirane ishemije,
pri trajnom ligiranju zajednicke ilijacne arterije. Slika 2a prikazuje ranu u 21. danu, iz kontrolne
skupine Zivotinja, tretiranih otopinom 0,9% NaCl i.p. Slike 2b i 2¢ prikazuju ranu u 21. danu, iz

skupine zivotinja tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 u mikrogramskoj i nanogramskoj dozi,

Lp.
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Graf 1: prikaz distribucije povrSine rane u testiranim vremenskim intervalima, kontrola,

BPC 157 mikrogrami, BPC 157 nanogrami; intraperitonealna primjena
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Graf 3: prikaz distribucije score-ova rubova rane u testiranim vremenskim intervalima, kontrola,
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BPC 157 mikrogrami, BPC 157 nanogrami; intraperitonealna primjena
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intervalima, kontrola, BPC 157 mikrogrami, BPC 157 nanogrami; intraperitonealna primjena
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5.3. Kontrola, ligatura lijeve AIC, rana na straZnjem lijevom ekstremitetu i voda za pice,

per os (skupina 2A-E)

U ovoj kontrolnoj skupini zivotinja rana je, kao i kod kontrolne skupine Zivotinja tretiranih
0,9% otopinom NaCl i.p., sporo i tesko cijelila te nije zacijelila niti u jednom eksperimentalnom
vremenskom periodu (slika 3a, graf 6), u odnosu na normalne Stakore, kod kojih nije bila
inducirana ishemija straznjeg ekstremiteta. Isto tako u kontrolnoj skupini zivotinja rana je imala
smanjenu kontraktilnost te niti u jednom eksperimentalnom vremenskom periodu nije postigla
potpunu kontraktilnost od 100% (graf 7). Rubovi rane su bili visoki (score 1) u odnosu na ostatak
rane sve do 7. dana kada su kod nekih Zivotinja postali blago uzdignuti (score 1-2), a 14. dana su
kod vecine Zivotinja postali blago uzdignuti (score 2), da bi 21. dana ve¢inom bili od blago
uzdignutih do u razini rane (score 2-3, slika 3a, graf 8), §to je u konacnici daleko loSije i sporije
dinamike u odnosu na normalne zivotinje. Tijekom procesa cijeljenja rane u kontrolnoj skupini
kod vecine zivotinja doslo je do pojave komplikacije cijeljenja u smislu serozne sekrecije iz rane
i to u vremenskim periodima od 3 dana, 7 dana, 14 dana i 21 dan (ve¢inom score 2, graf 9). Na
kraju, kod svih eksperimentalnih Zivotinja iz kontrolne skupine (tretiranih samo vodom za pice)
takoder je bila inducirana teska ishemija, koja se nije popravljala tijekom citavog eksperimenta,

za sve vremenske periode (graf 10).

5.4.1. Pentadekapeptid BPC 157 ng (mikrogrami) per os., ligatura lijeve AIC i rana na

straznjem lijevom ekstremitetu (skupina SA-E)

U skupini zivotinja tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 u pg (mikrogramskoj dozi) per

0s., rana je kao i kod primjene BPC 157 u mikrogramskoj dozi i.p., izrazito brzo i bolje cijelila u

37



odnosu na kontrolnu skupinu, tako da je 3. dana imala dvostruko manju povrSinu od inicijalne,
14. dana gotovo zacijelila, da bi 21. dana u potpunosti zacijelila (slika 3b, graf 6). Kontraktilnost
rane je ve¢ od 14. dana bila gotovo 100% ( graf 7). Rubovi rane su nakon 24 sata i 3. dana bili
blago do visoko udignuti (score 1-2), 7. 1 14. dana u razini rane (score 3), da bi 21. dana rana u
potpunosti zacijelila bez vidljivih rubova (score 4, slika 3b, graf 8). Za razliku od skupine
zivotinja, koji su dobivali BPC 157 u pg i.p., u ovoj skupini, kod malog broja zivotinja, doslo je
do pojave blagih komplikacija cijeljenja rane u smislu serozne sekrecije i to za vremenske
periode od 3 dana i 7 dana (ve¢inom score 1-2, graf 9). Kod svih zivotinja ove skupine (isto kao i
kod primjene BPC 157 u pg i.p.) ve¢ nakon 24 sata doslo je do izrazitog smanjenja ishemije
straznjeg lijevog ekstremiteta, koji kroz sve naredne vremenske periode vise nije pokazivao
znakove ishemije (graf 10) te je u vremenskim periodima od 14 dana i 21 dan u potpunosti
dosegao stanje kontralateralnog ektremiteta, kod kojeg nije bila inducirana ishemija. Na kraju
treba istaknuti da su u ovoj skupini svi prethodno opisani parametri makroskopskog i
funkcionalnog analiziranja i prac¢enja eksperimentalnih zivotinja bili znatno bolji u odnosu na

kontrolnu skupinu zivotinja.

5.4.2. Pentadekapeptid BPC 157 ng (nanogrami) per os, ligatura lijeve AIC i rana na

straznjem lijevom ekstremitetu (skupina 8A-E)

Pentadekapeptid BPC 157 u ng (nanogramskoj dozi) ima slican ili gotovo jednak ucinak, kao
i BPC 157 u mikrogramskoj dozi. Takoder dolazi do boljeg i brzeg cijeljenja rane u odnosu na
kontrolnu skupinu, ali nesto sporije dinamike cijeljenja nego kod Zzivotinja iz skupine koja je

dobivala BPC 157 u mikrogramskoj dozi. Rana je 14. dana gotovo zacijelila, a 21. dana u
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potpunosti zacijelila (slika 3c, graf 6). Kontraktilnost rane je 14. dana dosegla gotovo 100%, da
bi 21. dana imala kontraktilnost od 100% (graf 7). Rubovi rane su nakon 24 h i 3. dana bili blago
do visoko uzdignuti (score 1-2), 7. i 14. dana blago uzdignuti do u razini rane (score 2-3), a 21.
dana rana je takoder u potpunosti zacijelila (score 4, slika 3c, graf 8). Tijekom cijeljenja rane
takoder je kod malog broja Zivotinja doslo do pojave blagih komplikacija cijeljenja rane u smislu
serozne sekrecije 1 to za vremenske periode od 3 dana, 7 dana i 14 dana (score 1-2, graf 9). Kod
svih zivotinja iz ove skupine takoder je ve¢ nakon 24 sata doSlo do naglog smanjivanja ishemije
straznjeg lijevog ekstremiteta, koja je pokazala slicnu tendenciju progresivnog smanjivanja, kao i
kod skupine Zivotinja koji su dobivali BPC 157 u mikrogramskoj dozi, ali sporije dinamike. Na
kraju je straznji lijevi ekstremitet gotovo u potpunosti dosegao stanje kontralateralnog

ektremiteta, kod kojeg nije bila inducirana ishemija (graf 10).

Slika 3a Slika 3b Slika 3¢

Slika 3a, 3b i 3c: Prikaz rane na straznjem lijjevom ekstremitetu u uvjetima inducirane ishemije,
pri trajnom ligiranju zajednicke ilijacne arterije. Slika 3a prikazuje ranu u 21. danu, iz kontrolne
skupine Zivotinja, tretiranih vodom za pice (per os). Slike 3b i 3¢ prikazuju ranu u 21. danu, iz
skupine zivotinja tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 u mikrogramskoj i nanogramskoj dozi,

per os.
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5.5. Kontrola, ligatura lijeve AIC, rana na straZnjem lijevom ekstremitetu i neutralna

krema, lokalno (skupina 3A-E)

U ovoj kontrolnoj skupini zivotinja rana je, kao i kod kontrolne skupine Zivotinja tretiranih
0,9% otopinom NacCl i.p. te kontrolne skupine zivotinja tretiranih vodom za pice (per os), sporo i
tesko cijelila te nije zacijelila niti u jednom eksperimentalnom vremenskom periodu (slika 4a,
graf 11) u odnosu na normalne Stakore, kod kojih nije bila inducirana ishemija straznjeg
ekstremiteta. Isto tako u kontrolnoj skupini zivotinja rana je imala smanjenu kontraktilnost te nije
postigla potpunu kontraktilnost od 100% niti u jednom eksperimentalnom vremenskom periodu
(graf 12). Rubovi rane su bili visoki (score 1) u odnosu na ostatak rane sve do 7. dana kada su
kod nekih zivotinja postali blago uzdignuti (score 1-2), a 14. dana su kod vecine Zivotinja postali
blago uzdignuti (score 2), da bi 21. dana ve¢inom bili od blago uzdignutih do u razini rane (score
2-3, slika 4a, graf 13), §to je u konacnici daleko loSije i sporije dinamike u odnosu na normalne
zivotinje. Tijekom procesa cijeljenja rane u kontrolnoj skupini kod veéine Zivotinja doslo je do
pojave komplikacije cijeljenja u smislu serozne sekrecije iz rane i to u vremenskim periodima od
3 dana i 7 dana (ve¢inom score 2) da bi se u vremenskim periodima od 14 dana i 21 dan kod
nekih zivotinja pojavila i gnojna sekrecija iz rane (score 2-3, graf 14). Na kraju, kod svih
eksperimentalnih Zivotinja iz kontrolne skupine (lokalno tretiranih samo neutralnom kremom,
Belobazom) takoder je bila inducirana teska ishemija, koja se nije popravljala tijekom citavog

eksperimenta, za sve vremenske periode (graf 15).
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5.6.1. Pentadekapeptid BPC 157 pg (mikrogrami) lokalna primjena, ligatura lijeve AIC i

rana na straznjem lijevom ekstremitetu (skupina 6A-E)

U skupini zivotinja tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 u pg (mikrogramskoj dozi)
lokalnom primjenom (topicka primjena)., rana je kao i kod primjene BPC 157 u mikrogramskoj
dozi i.p. i per os, izrazito brzo i bolje cijelila u odnosu na kontrolnu skupinu, tako da je 3. dana
imala dvostruko manju povrSinu od inicijalne, 14. dana gotovo zacijelila, da bi 21. dana u
potpunosti zacijelila (slika 4b, graf 11). Kontraktilnost rane je ve¢ od 14. dana bila gotovo 100%
(graf 12). Rubovi rane su nakon 24 h i 3. dana bili blago do visoko udignuti (score 1-2), 7.1 14.
dana u razini rane (score 3), da bi 21. dana rana u potpunosti zacijelila bez vidljivih rubova
(score 4, slika 4b, graf 13). Tijekom procesa cijeljenja rane kod malog broja zivotinja doslo je do
pojave blagih komplikacija cijeljenja rane u smislu serozne sekrecije i to za vremenski period
3 dana (score 1-2, graf 14). Kod svih zivotinja iz ove skupini (isto kao i kod primjene BPC 157 u
pug i.p. i per os) ve¢ nakon 24 sata doslo je do izrazitog smanjenja stanja ishemije straznjeg
lijevog ekstremiteta, koji kroz sve iduce vremenske periode viSe nije pokazivao znakove
ishemije (graf 15) te je u vremenskim periodima od 7 dana, 14 dana i 21 dan u potpunosti
dosegao stanje kontralateralnog ekstremiteta, kod kojeg nije bila inducirana ishemija. Na kraju,
treba istaknuti da su svi analizirani parametri bili znatno bolji u odnosu na kontrolnu skupinu

Zivotinja.

5.6.2. Pentadekapeptid BPC 157 ng (nanogrami) lokalna primjena, ligatura lijeve AIC i

rana na straznjem lijevom ekstremitetu (skupina 9A-E)

Pentadekapeptid BPC 157 u ng (nanogramskoj dozi) ima slican ili gotovo jednak ucinak, kao

i BPC 157 u mikrogramskoj dozi. Takoder dolazi do boljeg i brzeg cijeljenja rane u odnosu na
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kontrolnu skupinu, ali nesto sporije dinamike cijeljenja nego kod zivotinja iz skupine koja je
dobivala BPC 157 u mikrogramskoj dozi. Rana je 14. dana gotovo zacijelila, a 21. dana u
potpunosti zacijelila (slika 4c, graf 11). Kontraktilnost rane je 14. dana dosegla gotovo 100%, da
bi 21. dana imala kontraktilnost od 100% (graf 12). Rubovi rane su nakon 24 sata i 3. dana bili
blago do visoko uzdignuti (score 1-2), 7. dana blago uzdignuti do u razini rane (score 2-3), 14.
dana u razini rane (score 3), a 21. dana rana je takoder u potpunosti zacijelila (score 4, slika 4c,
graf 13). Tijekom cijeljenja rane, kod malog broja Zzivotinja, doSlo je do pojave blagih
komplikacija u smislu serozne sekrecije i to za vremenske periode od 3 dana i 7 dana (score 1-2,
graf 14). Kod svih zivotinja iz ove skupine takoder je ve¢ nakon 24 sata doSlo do naglog
smanjivanja stanja ishemije straznjeg lijevog ekstremiteta, koji je nadalje pokazao slicnu
tendenciju daljnjeg smanjivanja, kao i kod skupine Zzivotinja koji su dobivali BPC 157 u
mikrogramskoj dozi, ali neSto sporije dinamike. Na kraju je straznji lijevi ekstremitet u
vremenskim periodima od 14 dana i 21 dan u potpunosti dosegao stanje kontralateralnog

ektremiteta, kod kojeg nije bila inducirana ishemija (graf 15).

Slika 4a Slika 4b Slika 4c¢

Slika 3a, 3b i 3c: Prikaz rane na straznjem lijevom ekstremitetu u uvjetima inducirane ishemije, pri
trajnom ligiranju zajednicke ilijacne arterije. Slika 4a prikazuje ranu u 21. danu, iz kontrolne skupine
zivotinja, tretiranih neutralnom kremom. Slike 4b i 4c prikazuju ranu u 21. danu, iz skupine zivotinja
tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 u mikrogramskoj i nanogramskoj dozi, lokalno.
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Graf 11: prikaz distribucije povrSine rane u testiranim vremenskim intervalima, kontrola,
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BPC 157 mikrogrami, BPC 157 nanogrami; lokalna primjena
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Graf 12: prikaz distribucije kontraktilnosti rane u testiranim vremenskim intervalima, kontrola,
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BPC 157 mikrogrami, BPC 157 nanogrami; lokalna primjena
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Graf 13: prikaz distribucije score-ova rubova rane u testiranim vremenskim intervalima,

kontrola, BPC 157 mikrogrami, BPC 157 nanogrami; lokalna primjena
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Graf 14: prikaz distribucije score-ova komplikacija cijeljenja rane u testiranim vremenskim
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5.7. L-arginin i.p., ligatura lijeve AIC i rana na straZnjem lijevom ekstremitetu (skupina

10A)

U skupini zivotinja tretiranih L-argininom 1i.p., rana je brze i bolje cijelila u odnosu na
kontrolnu skupinu, ali neSto sporije i loSije u odnosu na skupinu Zzivotinja tretiranih
pentadekapeptidom BPC 157 u mikrogramskoj i nanogramskoj dozi ip. primjene. U
vremenskom periodu od 21 dana rana je gotovo zacijelila (slika 5, graf 16). Kontraktilnost rane
je u periodu od 21 dana bila blizu 100% ( graf 17). Rubovi rane su nakon 24 sata bili visoko
uzdignuti (score 1), 3. dana su bili visoko do blago uzdignuti (score 1-2), 7. dana blago uzdignuti
(score 2), 14. dana blago uzdignuti do u razini rane (score 2-3), da bi kod svih zivotinja iz ove
skupine u vremenskom periodu od 21 dana bili u razini rane (score 3, slika 5, graf 18). Isto tako
tijekom eksperimenta nije doslo do pojave komplikacija cijeljenja rane, osim u vremenskom
periodu od 21 dana, kada je kod malog broja zivotinja doslo do pojave serozne sekrecije iz rane
(score 1-2, graf 19). Osim toga, za razliku od Zivotinja tretiranih BPC 157 i.p. (u obje doze), kod
ove skupine zivotinja doSlo je do sporijeg oporavka stanja ishemije straznjeg lijevog
ekstremiteta, tako da je tek u vremenskom periodu od 3 dana ekstremitet bio znatno bolji (manje
ishemican), da bi se nakon toga sporijom dinamikom pobolj$avao, ali u konacnici niti u jednom
vremenskom periodu nije u potpunosti dosegao stanje kontralateralnog ekstremiteta, kod kojeg
nije bila inducirana ishemija (graf 20). Na kraju, treba istaknuti da su u ovoj skupini svi
prethodno opisani parametri makroskopskog 1 funkcionalnog analiziranja 1 pracenja

eksperimentalnih zivotinja bili bolji u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja.
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5.8. L-NAME i.p., ligatura lijeve AIC i rana na straZnjem lijevom ekstremitetu

(skupina 10B)

U ovoj skupini zivotinja tretiranih L-NAME 1i.p., rana je izrazito loSe i sporo cijelila, znatno
lo$ije u odnosu na kontrolnu skupinu, tako da nije zacijelila niti u jednom eksperimentalnom
vremenskom periodu (slika 6, graf 16). Kontraktilnost rane je u vremenskom periodu od 7 dana
bila oko 50%, dok u svim drugim narednim vremenskim periodima nije dosegla niti blizu 100% (
graf 17). Rubovi rane su bili visoko uzdignuti u vremenskim periodima od 24 sata, 3 dana i 7
dana, da bi nakon toga kod nekih Zivotinja postali blago uzdignuti i to u vremenskim periodima
od 14 i 21 dan (score 1-2, slika 6, graf 18). Nadalje, tijekom procesa cijeljenja rane doslo je do
pojave brojnih komplikacija i to u svim vremenskim periodima, tako da je ve¢ nakon 24 sata kod
nekih Stakora doslo do serozne sekrecije iz rane (score 1-2), dok je u periodu od 7, 14 1 21 dan
doslo do pojave i gnojne sekrecije iz rane uz istovremenu ili zasebnu pojavu nekroze mekog
tkiva unutar iste rane (score 1-5, graf 19). Osim toga, kod svih eksperimentalnih Zivotinja iz ove
skupine bila je inducirana teska ishemija, koja se nije popravljala tijekom ¢itavog eksperimenta,
za sve vremenske periode (graf 20). Na kraju, treba istaknuti da su u ovoj skupini svi prethodno
opisani parametri makroskopskog i1 funkcionalnog analiziranja i pracenja eksperimentalnih

zivotinja bili daleko gori i losiji u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja.

5.9. L-arginin i L-NAME i.p., ligatura lijeve AIC i rana na straznjem lijevom ekstremitetu

(skupina 10C)

U skupini Zivotinja tretiranih istovremeno L-argininom i L-NAME 1i.p.,doslo je do razvoja
slicnih promjena kao i kod zivotinja iz kontrolne skupine. Rana je sporo i tesko cijelila te nije

zacijelila niti u jednom eksperimentalnom vremenskom periodu (slika 7, graf 16). Isto tako, rana
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je imala smanjenu kontraktilnost te niti u jednom eksperimentalnom vremenskom periodu nije
postigla potpunu kontraktilnost od 100% (graf 17). Rubovi rane su bili visoki (score 1) u odnosu
na ostatak rane sve do 14. dana kada su kod nekih Zivotinja postali blago uzdignuti (score 1-2),
da bi 21. dana ve¢inom bili blago uzdignuti do u razini rane (score 2-3 slika 7, graf 18), §to je u
konac¢nici daleko loSije 1 sporije dinamike u odnosu na normalne Zivotinje. Tijekom procesa
cijeljenja rane u ovoj skupini, kod vecine zivotinja, doslo je do pojave komplikacije cijeljenja u
smislu serozne sekrecije za vremenske periode kao i u kontrolnoj skupini zivotinja, osim u
vremenskom periodu od 21 dan, kada je kod nekih zivotinja doslo do pojave gnojne sekrecije iz
iste rane (score 2-3, graf 19). Isto tako, kod svih eksperimentalnih Zivotinja iz ove skupine bila je
inducirana teska ishemija, koja se nije popravljala tijekom citavog eksperimenta, za sve
vremenske periode (graf 20). Na kraju, treba istaknuti da su u ovoj skupini svi prethodno opisani
parametri makroskopskog i funkcionalnog analiziranja i pra¢enja eksperimentalnih Zivotinja bili

sli¢ni onima u kontrolnoj skupini zZivotinja.

5.10. L-arginin i pentadekapeptid BPC 157 pg i.p., ligatura lijeve AIC i rana na straZznjem

lijevom ekstremitetu (skupina 11A)

U skupini Zivotinja tretiranih istovremeno L-argininom i pentadekapeptidom BPC 157 u pg
(mikrogramskoj dozi) i.p, doslo je do znatno brzeg i boljeg cijeljenja rane u odnosu na kontrolnu
skupinu i skupinu Zivotinja koji su dobivali samo L-arginin, tako da je 3. dana imala dvostruko
manju povrSinu od inicijalne, 14. dana gotovo zacijelila, da bi 21. dana u potpunosti zacijelila
(slika 8, graf 16). Kontraktilnost rane je ve¢ od 14. dana bila gotovo 100% ( graf 17). Rubovi

rane su nakon 24 sata bili blago do visoko uzdignuti (score 1-2), 3. dana su bili blago udignuti
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(score 2), 7. dana blago uzdignuti do u razini rane (score 2-3), 14. dana u razini rane (score 3), da
bi 21. dana rana u potpunosti zacijelila bez vidljivih rubova (score 4, slika 8, grafl8). Isto tako
tijekom svih eksperimentalnih perioda nije doslo do komplikacija cijeljenja rane (score 1, graf
19), dok je nakon 24 sata doSlo do izrazitog smanjenja ishemije straznjeg lijevog ekstremiteta,
koji kroz sve idu¢e vremenske periode vise nije pokazivao znakove ishemije te je od 7. dana u
potpunosti dosegao stanje kontralateralnog ekstremiteta, kod kojeg nije bila inducirana ishemija
(graf 20). Na kraju, treba istaknuti da su u ovoj skupini svi prethodno opisani parametri
makroskopskog i funkcionalnog analiziranja i pracenja eksperimentalnih zivotinja bili bolji u
odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja i sli¢ni onima iz skupine zivotinja tretiranih samo

pentadekapeptidom BPC 157 i.p. (u obje doze).

5.11. L-NAME i pentadekapeptid BPC 157 pg i.p., ligatura lijeve AIC i rana na straZnjem

lijevom ekstremitetu (skupina 11B)

U skupini Zivotinja tretiranih istovremeno L-NAME-om i pentadekapeptidom BPC 157 u pg
(mikrogramskoj dozi) i.p, doslo je do nesto brzeg i boljeg cijeljenja rane u odnosu na kontrolnu
skupinu i1 znatno brzeg i boljeg cijeljenja rane u odnosu na skupinu zivotinja tretiranih samo L-
NAME-om i.p. Rana, medutim, nije zacijelila niti u jednom eksperimentalnom vremenskom
periodu (slika 9, graf 16). Isto tako, rana je imala smanjenu kontraktilnost te niti u jednom
eksperimentalnom vremenskom periodu nije postigla potpunu kontraktilnost (graf 17). Rubovi
rane su bili visoki (score 1) sve do 14. dana kada su postali blago uzdignuti i u manjeg broja
Stakora u razini rane (ve¢inom score 2), da bi 21. dana kod gotovo svih Stakora rubovi rane bili

blago uzdignuti do u razini rane (score 2-3 slika 9, graf 18). Tijekom procesa cijeljenja rane
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doslo je do pojave komplikacije cijeljenja u smislu serozne sekrecije iz rane i to u vremenskim
periodima od 3 dana, 7 dana, 14 dana i 21 dan (ve¢inom score 2, graf 19). Na kraju, kod svih
eksperimentalnih zivotinja iz ove skupine bila je inducirana teska ishemija, koja se nije
popravljala tijekom c¢itavog eksperimenta, za sve vremenske periode (graf 20). Takoder treba
istaknuti da su u ovoj skupini svi prethodno opisani parametri makroskopskog i funkcionalnog
analiziranja i prac¢enja eksperimentalnih zivotinja bili nesto bolji u odnosu na kontrolnu skupinu
zivotinja 1 znatno bolji u odnosu na zivotinje tretirane smo L-NAME-om 1i.p., ali znatno loS$iji u

odnosu na zivotinje tretirane samo BPC 157 i.p. (u obje doze).

5.12. L-arginin, L-NAME i pentadekapeptid BPC 157 pg i.p., ligatura lijeve AIC i rana na

straznjem lijevom ekstremitetu (skupina 11C)

U skupini zivotinja tretiranih istovremeno L-arginin-om, L-NAME-om i BPC 157 u ug
(mikrogramskoj dozi) i.p, doslo je do znatno brzeg i boljeg cijeljenja rane u odnosu na kontrolnu
skupinu i znatno brzeg i boljeg cijeljenja rane u odnosu na skupinu zZivotinja tretiranih sa
istovremenom kombinacijom L-arginina i L-NAME i.p, ali sporije i loSije u odnosu na skupinu
zivotinja tretiranih samo sa BPC 157 u mikrogramskoj i nanogramskoj dozi i.p. U vremenskom
periodu od 21 dana rana je kod nekih zivotinja gotovo u potpunosti zacijelila (slika 10, graf 16).
Kontraktilnost rane je u periodu od 21 dana bila blizu 100% ( graf 17). Rubovi rane su nakon 24
sata bili visoko uzdignuti (score 1), 3. dana su bili visoko do blago uzdignuti (score 1-2), 7. dana
blago uzdignuti (score 2), 14. dana blago uzdignuti do u razini rane (score 2-3), da bi 21. dana
rubovi rane veéinom bili u razini rane ( ve¢inom score 3, slika 10, graf 18). Isto tako tijekom

eksperimenta nije doslo do pojave komplikacija cijeljenja rane, osim u vremenskom periodu od
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14121 dan, kada je kod malog broja Zivotinja doslo do pojave serozne sekrecije iz rane (score 1-
2, graf 19). Na kraju, kod svih eksperimentalnih zivotinja iz ove skupine bila je inducirana teska
ishemija straznjeg lijevog ekstremiteta, koja je ve¢ nakon 24 sata bila znatno manja u odnosu na
kontrolnu skupinu zivotinja i onih koji su primali samo L-NAME-u i.p., da bi se nakon toga i
dalje nastavila smanjivati (neSto sporijom dinamikom). U konacnici, straznji lijevi ekstremitet,
kod kojeg je bila inducirana ishermija, niti u jednom vremenskom periodu nije u potpunosti
dosegao stanje kontralateralnog ekstremiteta, kod kojeg nije bila inducirana ishemija (graf 20).
Takoder, treba istaknuti da su u ovoj skupini svi prethodno opisani parametri makroskopskog i
funkcionalnog analiziranja i prac¢enja eksperimentalnih Zivotinja bili bolji u odnosu na kontrolnu
skupinu zivotinja, kao i u odnosu na zivotinje istovremeno tretirane sa L-argininom i L-NAME-
om, ali losiji u odnosu na zivotinje tretirane samo pentadekapeptidom BPC 157 i.p. (u obje

doze).
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Slika 5 Slika 6

Slika 8 Slika 9 Slika 10

Slika 5, 6, 7, 8, 9 1 10: Prikaz rane u vremenskom periodu od 21 dan, na straznjem lijevom
ekstremitetu u uvjetima inducirane ishemije, pri trajnom ligiranju zajednicke ilijacne arterije.
Slika 5 prikazuje ranu iz skupine zivotinja tretiranih L-argininom i.p.; Slika 6 prikazuje ranu iz
skupine zivotinja tretiranih L-NAME-om i.p.; Slika 7 prikazuje ranu iz skupine Zzivotinja
tretiranih istovremeno L-argininom i L-NAME-om i.p.; Slika 8 prikazuje ranu iz skupine
zivotinja tretiranih istovremeno L-argininom 1 BPC 157 u pg, i.p.; Slika 9 prikazuje ranu iz
skupine Zivotinja tretiranih istovremeno L-NAME-om i BPC 157 u pg, i.p.; Slika 10 prikazuje

ranu iz skupine zivotinja tretiranih istovremeno L-argininom, L-NAME-om i BPC 157 u pg, i.p.
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Graf 16: prikaz distribucije povrSine rane u testiranim vremenskim intervalima, kontrola,
BPC 157 pging, L-arginin, L-NAME te njihove medusobne kombinacije; i.p. primjena
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Graf 17: prikaz distribucije kontraktilnosti rane u testiranim vremenskim intervalima, kontrola,

BPC 157 pging, L-arginin, L-NAME te njihove medusobne kombinacije; i.p. primjena

61



o
fe)] B
N [ +
w3 L2 w
<C (&) o <C
© < = — ) + —'%
M~ M~ + + Ll + LO
= o Lo L M
S = = O = O O = 9o I
= (&) S oZ =T oZ [n =r [ V]
s &4 o < = < < = < Q
~= [an) om 4 4 | 4 4 _|% .
& m = = <&

S AR A

21dan

14dana

>

RUBOVIRANE STRAZNJEG EKSTREMITETA - BPC, L-Arg, L-NAME i.p.

Tdana

K((((((((((((((((((((((((((((((((((((((;ggg
55555555555555553 5555555555555 555555:55555

Jdana

1dan

MIN, MED, MAX

35

45
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Graf 19: prikaz distribucije score-ova komplikacija cijeljenja rane u testiranim vremenskim
intervalima, kontrola, BPC 157 pg i ng, L-arginin, L-NAME te njihove medusobne kombinacije;

1.p. primjena
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Graf 20: prikaz distribucije vrijednosti MFI u testiranim vremenskim intervalima, kontrola,

BPC 157 pging, L-arginin, L-NAME te njihove medusobne kombinacije; i.p. primjena
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5.13. HistoloSka analiza preparata

Mikroskopska analiza uzoraka tkiva rane na straznjem ekstremitetu, u uvjetima inducirane
ishemije, pokazala je da je kod kontrolne skupine Zzivotinja doSlo do pojacanog upalnog
odgovora ishemijskog tkiva, sa pove¢anim brojem upalnih stanica (slika 11a). Isto tako pokazano
je da je kod kontrolne skupine zivotinja, nakon inducirane ishemije, smanjena prokrvljenost tkiva
unutar rane, sa smanjenim brojem krvnih Zila, odnosno kapilara (slika 11a). Nasuprot tome kod
skupine zivotinja tretiranih sa pentadekapeptidom BPC 157 doslo je do poboljSanja svih
promatranih parametara cijeljenja (slika 11b). Sukladno dosadasnjim radovima [21,22,45,51],
primjenom pentadekapeptida BPC 157 doslo je do pojave bolje i ubrzane angiogeneze, sa veéim
brojem krvnih Zila, odnosno kapilara unutar ishemijske rane (slika 11b). Takoder usporedbom sa
histoloSkim preparatima rane iz kontrolne skupine zivotinja, kod Zivotinja tretiranih sa BPC 157
krvne zile (kapilare) su bile veéeg dijametra. Osim toga primjenom BPC 157 doslo je do
smanjenog upalnog odgovora promatranog tkiva, sa smanjenim brojem upalnih stanica (slika
11b), Sto govori u prilog dosadasnjim istrazivanjima [21,22,45,51]. Histoloska analiza u ostalim
eksperimentalnim skupinama (u svim dozama i kod svih primjenjenih agensa) bila je u

potpunosti u korelaciji sa podacima dobivenim makroskopskom analizom.
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Slika 11a: Karakteristi¢an histoloSki prikaz preparata. Uzorak tkiva ishemijske rane sa straznjeg

ekstremiteta iz kontrolne skupine zivotinja tretiranih sa 0.9%NaCl (5ml/kg), i.p. (eksperimentalni

vremenski period 21 dan). Bojenje HE, originalno povecanje objektiv x40. Na slici se uocava

povecani broj upalnih stanica- infiltracija neutrofila (N) te smanjeni broj krvnih Zzila, odnosno

kapilara (V).

. ’ ST e
P T o OB R BL N ~
¢ S et o I : by
. Aiie we -
Dz o By NS
o VI NS N R 3 A
4 il Palls \
:‘ !I‘ B “F i) L B e
& - « \!
+N ¢! o SRR TN O 1 T | X
"1 S g L7 ‘,: R Y
) ¥y spll | A Ne s 8 A
i U ARRCN 1 i 1 \\ Y 'Y :\\: v
A 4 ¥ A .
0 ) e ! \ ¢ oy &
73 ] a A ‘u. b3 A . \\" Ao
TR g it T R ) TR i
- ) “:\ arls ™S, § "‘1.) \
A \ N \ \\t »
L] ¢ 7)3',3‘ <13 A - V '\ f)
4 » LY . -
\ :...‘ » “-L"__:;\ . 5, ‘ ‘ BN !,;‘
'-j 4 A " 8 § A\ \ e
= SR ) o=
T e BN s [ (Y
L : 21t by h 18 N S
i a4 A e AL XN

Slika 11b: Karakteristican histoloski prikaz preparata. Uzorak tkiva ishemijske rane sa straznjeg

ekstremiteta iz skupine zivotinja tretiranih sa pentadekapeptidom BPC 157 u pg dozi, i.p.

(eksperimentalni vremenski period 21 dan). Bojenje HE, originalno povecanje objektiv x40. Na

slici se uocava smanjeni broj upalnih stanica — infiltracija neutrofila (N) te povecani broj kvrnih

zila, odnosno kapilara (V).
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6. RASPRAVA

Rane i sam proces cijeljenja rana, kao i moguénosti dijagnosticiranja uzroka njihovog
nastajanja, lijeCenja rana i moguc¢ih komplikacija njihovog cijeljenja, povijesno predstavljaju
jednu od najvaznijih tema brojnih dosadasnjih znanstvenih, ali i klinickih medicinskih rasprava.
Razvojem molekularne biologije i imunocitokemije omoguéeno nam je spoznavanje slozenih
mehanizama procesa cijeljenja [1,2], a samim time i moguénost napretka lijeCenja rana. Kako je
op¢e poznato rane mogu nastati na razne nacine, kao posljedica ozljede ili pak patoloskog
entiteta, odnosno bolesti, bilo da nastaju kao akutni ili kroni¢ni procesi. Tkivo zahva¢eno ranom
uvijek tezi ka istim obrascima, odnosno mehanizmima tijekom procesa cijeljenja. Isto tako,
tijekom tog slozenog mehanizma cijeljenja rane, postoje brojni ¢ibmenici/patoloski entiteti, koji
se mogu javiti samostalno ili u medusobnoj kombinaciji te mogu dovesti do pojave otezanog
cijeljenja rane, odnosno pojave brojnih komplikacija cijeljenja kao Sto su: serozne/gnojne
sekrecije iz rane, nekroza tkiva unutar i oko rane, pojava hematoma unutar rane i slicno. Kao
moguci uzrocnici tog otezanog cijeljenja rane navode se: infekcija brojnim mikroorganizmima,
Sec¢erna bolest, malnutricija, ioniziraju¢e zracenje, nedostaci vitamina (osobito hipovitaminoza A
i C), nedostatak minerala (osobito cinka i Zeljeza), starija zivotna dob, neadekvatno lijeCenje i na
kraju osobito vazan entitet, ishemija [2]. Lokalno ili sistemski uzrokovana ishemija tkiva upravo
dovodi do pojave brojnih komplikacija tijekom procesa cijeljenja te kao takav entitet predstavlja
vaznu i znacajnu prepreku u procesu lijecenja rane. Kao mogucéi uzroci takvih stanja, izmedu
ostalog, navode se okluzivne bolesti perifernih arterija. Bolesnici kod kojih se javljaju takve

ishemijske rane Cesto su izlozeni dugotrajnom i mukotrpnom lijecenju, koje u nekim sluc¢ajevima
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zavrSi amputacijskim lijeCenjem, koje samo po sebi predstavlja veliki problem u svakodnevnom
zivotu. Nerijetko se susre¢emo i sa smrtnih ishodom kod bolesnika, kod kojih su iscrpljene sve
dosadasnje poznate dijagnosticke i terapijske metode lijeCenja komplikacija tijekom procesa
otezanog cijeljenja rana. Obzirom da u takvim i slinim situacijama ne postoje adekvatna
farmakoloska sredstva i kirurSke metode, koje bi ponudile odgovarajuce lijeCenje, prijeko su
potrebna daljnja znanstvena istrazivanja s ciljem pronalazenja takvog sredstva, koje bi bilo
sigurno u svojoj primjeni 1 djelotvorno u lijeCenju otezanog cijeljenja rana i1 brojnih

komplikacija, koja su uzrok ili posljedica cijeljenja takvih rana.

Pentadekapeptid BPC 157 predstavlja potentan peptid, koji je po svojim karakteristikama
drugaciji od drugih peptida, za njegovo djelovanje nije potreban nosa¢, prepoznat je kao osnovni
protektivni ¢imbenik u slini 1 zelu¢anom soku [40, 64, 77, 78], a izrazito je siguran (letalna doza
nije postignuta) i stabilan (stabilan u zelucanom soku duze od 24h) [28] za razliku od
standardnih peptidnih faktora rasta (h-EGF i1 h-TGF u ljudskom zelu¢anom soku), koji se vrlo
brzo razgraduju [28]. U dosadaS$njim radovima navedeni su brojni pozitivni ucinci

pentadekapeptida BPC 157, upravo na cijeljenje lezija razliCitih tkiva i organskih sustava, kao

tkivo [43,44], kosti [52,53], tkivo gastrointestinalnog sustava [9-20,50,65,66] i krvnih zila [39].
Osim toga, zanimljiva je njegova interakcija sa brojnim sustavima u organizmu, osobito njegova
interakcija sa NO sustavom, koji ima dokazanu ulogu u procesu cijeljenja [75]. Dosadasnja
istrazivanja su pokazala kako pentadekapeptid BPC 157 moZe u in vivo i u in vitro pokusima
nadvladati uc¢inak L-NAME, kompetitivnog inhibitora endotelnog NO-a. To govori u prilog
njegove posebne interakcije sa NO sustavom, koja dovodi do izrazene regresije pogorsanja

uzrokovanog primjenom L-NAME 1 posljedicnom blokadom NO-sustava. Interakcija
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pentadekapeptida BPC 157 i NO sustava dokazana je na nekoliko Zivotinjskih modela i kod
razli¢itih zivotinjskih vrsta [11, 14, 34, 54, 56, 57, 60, 76]. Osim potencijalnog terapeutskog
ucinka u cijelom gastrointestinalnom sustavu [62,79] i prethodno navedenog pozitivnog ucinka
na cijeljenje rana i lezija razliCitih tkiva i organskih sustava, pentadekapeptid BPC 157 ima
takoder pozitivan ucinak i na proces cijeljenja u specificnim, kompliciranim i1 oteZanim uvjetima,
kao sto je kod opeklina (tj. kozno-vaskularnih promjena uslijed termalne traume, koja dovodi do
odlaganja fibrina i vaskularne okluzije na mjestu, koje je neposredno uniSteno termalnom
energijom) [21,22,51] i1 rana kod eksperimentalnih Zivotinja oboljelih od Secerne bolesti [80].
BPC 157 tijekom procesa cijeljenja rane u takvim otezanim uvjetima, dovodi do povecane
angiogeneze, koja prati ubrzano cijeljenje rane i koje je dokazano u in vivo uvjetima (nije bilo
vidljivo u in vitro uvjetima). Ovaj uCinak se vjerojatno moze pripisati specificnoj stimulaciji
gena ranog Cimbenika rasta-1 (egr-1), koji se dogada zajedno sa stimulacijom njegovog
korepresornog ziv€anog ¢imbenika rasta 1-A vezujuéeg proteina-2 (naB2). Prethodno navedena
stimulacija gena egr-1, takoder je odgovorna za stvaranje citokina i ¢cimbenika rasta te posredno
stvaranje ekstracelularnog matriksa (kolagena) i formiranje krvnih zila (angiogeneza) [26].
Druga znanstvena istrazivanja povezuju pozitivne uc¢inke BPC 157 sa aktivacijom stani¢nog
FAK-paxilin signalnog puta te posljedicno tome dokazuju da je uc¢inak BPC 157 ovisan o
vremenu i dozi u povecanju ekspresije receptora hormona rasta Janus kinaze 2, silaznog
signalnog puta receptora hormona rasta [47,81]. Stoga, posljedica bi mogla biti istovremeno
cijeljenje razlicitih tkiva, osobito u otezanim i kompliciranim uvjetima, kao §to je cijeljenje rane

u ishemijskim uvjetima (ishemijski ulkus).

Na osnovu svega prethodno navedenog, postavili smo ve¢ spomenutu hipotezu, kako bi

pentadekapeptid BPC 157 mogao imati pozitivan u¢inak na cijeljenje rane u otezanim uvjetima i
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u ovom istrazivanju te da bi mogao dovesti do ubrzanog cijeljenja rane u uvjetima inducirane
ishemije straznjeg ekstremiteta prilikom trajnog ligiranja zajednicke ilijacne arterije i da je takvo
njegovo djelovanje povezano sa djelovanjem NO sustava (ucinak posredovan djelovanjem NO
sustava). Hipoteza se pokazala tocnom. Istrazivanje je pokazalo kako pentadekapeptid BPC 157
dovodi do ubrzanog i boljeg cijeljenja rane u otezanim uvjetima (ishemijskim uvjetima) te da isto
tako dovodi do povecanja angiogeneze, koja tako izrazito smanjuje induciranu ishemiju straznjeg
ekstremiteta u Stakora (pri trajnom ligiranju zajednicke ilijacne arterije) i dovodi ishemizirani
ekstremitet u stanje potpune prokrvljenosti, identicno onom kod kontralateralnog ekstremiteta
kod kojeg nije bila inducirana ishemija. Sve to nas dovodi do odgovarajuceg zaklju¢ka o nacinu
djelovanja pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje rane na kozi u oteZzanim uvjetima, pri

induciranoj ishemiji straznjeg ekstremiteta.

Tijekom primjene pentadekapeptida BPC 157 doslo je do brzeg i boljeg cijeljenja rane na
straznjem ekstremitetu u uvjetima inducirane ishemije u odnosu na kontrolnu skupinu. Rana je
kroz sve eksperimentalne vremenske periode imala manju povrsinu, bolju i ve¢u kontraktilnost te
je bila nizih rubova, da bi u konacnici, u odnosu na kontrolnu skupinu, kod svih Zivotinja u
potpunosti zacijelila (score 4). Isto tako, unato¢ induciranoj teskoj ishemiji, kod skupine
zivotinja tretiranih BPC 157, nije doslo do pojave komplikacija tijekom procesa cijeljenja rane
(score 1), dok se ishemija ekstremiteta iznimno brzo smanjila te je gotovo ve¢ nakon 24 sata u
potpunosti nestala. Ovaj ucinak BPC 157 ostvario je neovisno o dozi (i u mikrogramskoj i u
nanogramskoj dozi) te neovisno o na¢inu primjene (pri i.p., per os i lokalnoj primjeni). Osim
toga tijekom primjene BPC 157, L-arginina i L-NAME te njihovih istovremenih medusobnih
kombinacija, doslo je do promjena, koje nedvojbeno govore o utjecaju NO sustava na proces

cijeljenja tkiva (u ovom slucaju ishemijske rane). Kombinacija pentadekapeptida BPC 157 i L-
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arginina dovela je do pojacavanja inaCe blagog pozitivnog ucinka L-arginina, primjenjenog
samostalno te je ishemijska rana, tijekom njihove istovremene primjene, bolje i brze cijelila u
odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja, sa ve¢om kontraktilnos¢u, nizih rubova (score 4) i manje
komplikacija (score 1). Samostalnom primjenom L-NAME doslo je do pojave izrazito otezanog i
sporog cijeljenja uz smanjenu kontraktilnost rane visokih rubova (scorel-2), pojave brojnih
komplikacija cijeljenja (score 1-5) te pojave teske ishemije ekstremiteta (koja se nije
popravljala), §to je sve u konacnici bilo daleko gore u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja.
Istovremenom primjenom kombinacije L-arginina i L-NAME sve vrijednosti makroskopske i
funkcionalne analize dovedene su do razine vrijednosti iz kontrolne skupine Zzivotinja.
Samostalnom primjenom L-arginina, zivotinje su se ponasale sli¢no kao i1 one tretirane sa BPC
157 uz dobro cijeljenje rane nizih rubova (veé¢inom score 3) i dobre kontraktilnosti te pojave
manje komplikacija (score 1-2) i dobrog oporavka ekstremiteta od stanja ishemije. Primjenom
pentadekapeptida BPC 157 osim S$to je poniSten negativni uc¢ink L-NAME, doslo je do pojave
pozitivnog ucinka na cijeljenje rane. Pentadekapeptid BPC 157 je u bilo kojoj kombinaciji sa L-
NAME-om (L-NAME+BPC 157, L-NAME+L-arginin+tBPC 157) doveo do pobolj$anja svih
parametara makroskopske i funkcionalne analize (smanjenje ispod razine kontrole). Svi navedeni
pozitivni u¢inci BPC 157 ostvareni su neovisno o dozi (i u mikrogramskoj i u nanogramskoj

dozi) te neovisno o nac¢inu primjene (pri i.p., per os 1 lokalnoj primjeni).

Dakle, u ovom istrazivanju, model cijeljenja ishemijskog ulkusa kod Stakora (cijeljenje rane
u ishemijskim uvjetima) metodoloski i terapijski (jednaka ucinkovitost BPC 157 lokalno kao
krema, u vodi za pice ili interperitonealno) Cvrsto ukazuje na podudarnost sa dosadasnjim
istrazivanjima o ucincima BPC 157 na cijeljenje i terapiju ishemijskih ozljeda koze. Takva

spoznaja o ucincima pentadekapeptida BPC 157 zasniva se na prethodno dokazanim ucincima
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BPC 157 na cijeljenje rana (tj. rezne rane koze, teSke opekline, kozni ulkusi u Stakora sa
dijabetesom, fistulozne rane), uz primjenu L-NAME i L-arginina, a istovremeno dokazanim
potencijalom BPC 157-a da ponisti razne Stetne ucinke L-NAME. Uopcéeno, a osobito za
ishemijski kozni ulkus, razmisljanja o disfunkciji NO-sustava u ishemijskom ulkusu, koja se
javlja na pocetku i koja perzistira, potaknuta su ¢injenicom da, primjerice, trenutacan gubitak
endotelnih stanica stijenke krvne zile, uzrokovan rezom, rezultira umanjenom sposobnos¢u
produkcije NO-a [82]. Posljedi¢no tome, aplikacija pentadekapeptida BPC 157, L-arginina i L-
NAME upravlja tom disfunkcijom NO-sustava u oba smjera. Prije ozljede tkiva, NO sustav se
poboljsava ili dodatno pogorsava. Stoga, protudjelovanje uc¢inku L-NAME (kao NOS-blokatora)
ukazuje na sudjelovanje NO-sustava [11,14,34,54-59,76]: pogorSanje uz primjenu L-NAME je
ponisteno uc¢inkom L-arginina i obratno (L-NAME + L-arginin doveli su do razine kontrole), dok
je primjenom pentadekapeptida BPC 157 osim poniStavanja negativnog ucinka L-NAME, doslo
do regresije njegovog Stetnog ucinka i do pojave pozitivnog ucinka na cijeljenje rane (L-
NAME+BPC 157, L-NAME+L-arginin+BPC 157 doveli su do smanjenja ispod razine kontrole).
Ova pojava vjerojatno ukljucuje protudjelovanje (pentadekapeptida BPC 157 i L-arginina)
oslabljenom u¢inku L-NAME na krvotok i ¢imbenike rasta u podvezanoj ilija¢noj arteriji [83].
Uobicajeno, BPC157 je ponistio u€inak L-NAME u vecoj mjeri nego S§to je to ¢inio L-arginin
[11,14,34,54-59,76], 1 u skladu s tim, BPC-157 inducira oslobadanje NO iz supernatanta
gastricne mukoze, kao i L-arginin, ali takoder i u uvjetima u kojima L-arginin ne djeluje [14],
ponistavajuc¢i ucinke L-NAME, cak i kada su obi¢no letalni. Isto tako, kao i u dosadasnjim
istrazivanjima [10,11,55], pentadekapeptid BPC 157, L-arginin i L-NAME djelovali su
istovremeno na defekt koze te smo na taj nacin, ponovno ukazali na esencijalnu istovjetnost

izmedu BPC 157, L-arginina, L-NAME i NO sustava u procesu cijeljenja tkiva. Nadalje, kako je
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ve¢ prije spomenuto, pentadekapeptid BPC 157 ima veliki angiogenetski potencijal u procesu
cijeljenja tkiva [12,21-23,27,49-51,84] (izraziti angiogenetski potencijal, koji je dokazan tijekom
procesa cijeljenja u hipocelularnim i hipovaskularnim tkivima [23,84], ali ne u in vitro uvjetima
[84] 1 up-regulaciji ekspresije VEGF-a [84] ) i time kljucnu ulogu u cijeljenju rana u ishemijskim
uvjetima (ishemijskih ulkusa), izravnoj zastiti endotela [39,85,86], u¢inak na NO sustav, koji
ukljucuje protudjelovanje na pretjeranu ekspresiju endotelina [54] te ulogu u interakciji sa
eNOS-ekspresijom, osobito videnu u procesu cijeljenja vanjskih fistula [10,11,55]. Pozitivan
ucinak, koji pentadekapeptid BPC 157 ostvaruje na razlicita tkiva, tijekom procesa cijeljenja
(kod cijeljenja opcenito rana i lezija mukoze [21,22] ) obuhvaca slijedece: povecava aktivnost
makrofaga [89], smanjuje razinu mijeloperoksidaze (MPO) u serumu i inflamiranim tkivima
[87,88] te smanjuje broj upalnih stanica, leukotriena B4 (LTB4) i tromboksana B2 (TXB2)

[60,62,76,79,85,90,91,92].

Dosadasnje, prethodno navedene spoznaje o djelovanju BPC 157 [60,62,76,79,85,90,91,92]
mozemo to¢no i na specifican nacin povezati sa njegovim molekularnim ucincima [47,81]
(budu¢i da je uvijek apliciran samostalno) i time mozemo potvrditi njegov pozitivni utjecaj i na
cijeljenje ishemijskih ulkusa koze (rane u ishemijskim uvjetima). Za razliku od BPC 157, kod
standardnih, lako probavljivih Cimbenika rasta, nosa¢i onemogucuju jasno zakljucivanje o
njihovim ucincima i doprinosu (obzirom da se ne moze zakljuciti da li je njih ucinak ostvaren
djelovanjem nosaca) [60,62,76,79,85,90,91,92]. Primjerice, izrazena stimulacija egr-1 gena
ukljucuje stvaranje citokina i ¢imbenika rasta te formiranje ranog ekstracelularnog matriksa
(kolagen) i1 formiranje kvrnih zila (angiogeneza) uz istovremenu aktivaciju njegovog represora
naB2. Prema tome, vrlo je vjerojatno da pentadekapeptid BPC 157 uz naB2 stvara poseban

proces povratne sprege, odgovoran za cijeljenje rane [26]. Upravo taj proces moze biti
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odgovoran i prikladan za zatvaranje tkivnog defekta koze i ubrzano cijeljenje ishemijskih rana
koze [21,22]. Isto tako, u svom djelovanju (uo¢enom u cijeljenu tetiva), BPC 157 potpomaze
prezivljavanje stanica i in vitro migraciju fibroblasta, zajedno s aktivacijom FAK-paxilin
signalnog puta, odgovornog za poticanje angiogeneze i migraciju stanica [93]. Pentadekapeptid
BPC 157 ovisno o vremenu i dozi povecava ekspresiju receptora hormona rasta, Janus kinase 2,
silaznog signalnog puta receptora hormona rasta, poznatog po tome S$to igra vaznu ulogu u
funkeciji fibroblasta, §to je uoceno pri lijeCenju opeklina ( rekombinantni ljudski hormon rasta se
uobicajeno preporuca za lijeCenje opeklina) [94]. Sukladno tome, uoceni su jaki pozitivni ucinci i
u cijeljenju ishemijskog ulkusa koze, odnosno, cijeljenje ishemijskih koznih rana je daleko bolje,
nego uz primjenu sli¢nih, standardnih agensa, kao Sto su Becaplermin i 1% krema srebrnog

sulfadiazina [22,26,80].

Provedeno istrazivanje dokazalo je vaznu ulogu i u¢inkovitost BPC-a 157 u cijeljenju rane u
ishemijskim uvjetima (pri trajnom ligiranju ilijacne arterije) kao i njegovu interakciju sa NO
sustavom te zasigurno ima svoje mjesto u buducoj terapijskoj primjeni kod cijeljenja rana,

osobito ishemijskih ulkusa.
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7. ZAKLJUCAK

U ovom istrazivanju, primjenom pentadekapeptida BPC 157 doslo je do brzeg i boljeg

cijeljenja rane u uvjetima inducirane ishemije straznjeg ekstremiteta u Stakora, pri trajnom

podvezivanju (ligiranju) zajednicke ilijacne arterije. Isto tako, doslo je do znacajnog smanjenja

stanja ishemije ekstremiteta, koje prelazi u stanje potpune prokrvljenosti.

Dokazali smo:

1.

Pentadekapeptid BPC 157 utjeCe na ubrzano cijeljenje rane u uvjetima inducirane
ishemije 1 znaCajno poboljSava proces cijeljenja te dovodi do smanjenog upalnog
odgovora ishemijskog tkiva. Rana je kroz sve eksperimentalne vremenske periode imala
manju povrsinu, bolju i veéu kontraktilnost te je bila nizih rubova, da bi u konacnici, u
odnosu na kontrolnu skupinu, kod svih eksperimentalnih zivotinja u potpunosti zacijelila,

bez pojave bilo kakve komplikacije.

Pentadekapeptid BPC 157 utjeCe na stanje ishemije. Dovodi do iznimno brzog (veé
nakon 24 sata) smanjenja stanja ishemije, koje u potpunosti nestaje. Primjenom BPC 157
dolazi do pojaCane angiogeneze sa pojavom veceg broja krvnih zila (kapilara) u

ishemijskom tkivu, koje su istovremeno i ve¢eg promjera.

U¢inak pentadekapeptida BPC 157 posredovan je djelovanjem NO sustava. Pozitivan
ucinak na cijeljenje djelomicno je uocen i kod primjene L-arginina, dok je suprotni
ucinak ostvaren primjenom L-NAME. Time se ukazuje na ¢injenicu da NO sustav

nedvojbeno sudjeluje u cijeljenju ishemijskih rana na kozi (ishemijskih ulkusa koze) i da
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je pozitivni ucinak pentadekapeptida BPC 157 u cijeljenju ishemijskih rana koze

posredovan djelovanjem NO sustava.

4. Pentadekapeptd BPC 157 sve svoje pozitivne ucinke u procesu cijeljenja ishemijskih rana
koze (ishemijskih ulkusa na kozi) ostvaruje neovisno o dozi (u mikrogramskoj i

nanogramskoj dozi) i neovisno o nacinu primjene (intraperitonealno, peroralno i lokalno).

Sukladno rezultatima ovog istrazivanja i dokazima o pozitivnom ufinku BPC 157 u cijeljenju
ishemijskih rana na kozi Stakora te njegovoj vaznoj interakciji sa NO sustavom, a uz prethodno dokazanu
Cinjenicu da je siguran (letalna doza nije postignuta) i stabilan peptid (stabilan u Zelu¢anom soku
duze od 24h) mozemo zakljuciti da bi upravo pentadekapeptid BPC 157 mogao biti adekvatno
farmakoterapijsko sredstvo u lijecenju ishemijskih koznih ulkusa i brojnih komplikacija, koje se
pojavljuju tijekom otezanog procesa cijeljenja rane te bi kao takav mogao naci svoju adekvatnu

klinicku primjenu.
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Sveuciliste u Zagrebu
Medicinski Fakultet Doktorska disertacija
Salata 3b

UCINAK PENTADEKAPEPTIDA BPC 157 NA CIJELJENJE RANE U UVJETIMA

INDUCIRANE ISHEMIJE STRAZNJIH NOGU STAKORA

ANDREJ SITUM

Cijeljenje rane predstavlja proces, kojim sva oStec¢ena tkiva nastoje uspostaviti strukturalnu
cjelovitost i normalnu funkcionalnost. Postoje brojni ¢imbenici/patoloski entiteti, koji mogu
dovesti do pojave otezanog cijeljenja rane, odnosno pojave brojnih komplikacija cijeljenja, medu
kojima se osobito istice stanje ishemije. Bolesnici kod kojih se javljaju ishemijske rane cesto su
izlozeni dugotrajnom i mukotrpnom lije¢enju, koje u nekim sluCajevima nazalost zavrsi
amputacijskim lijjeCenjem ili smrtnim ishodom, osobito kada su iscrpljene sve dosadasnje
poznate terapijske metode lijeCenja komplikacija cijeljenja rana. Obzirom da u takvim i sli¢nim
situacijama ne postoje adekvatna farmakoloSka sredstva i kirurSke metode, koje bi ponudile
odgovarajuce lijecenje, prijeko su potrebna daljnja znanstvena istrazivanja s ciljem pronalazenja
takvog sredstva, koje bi bilo sigurno u svojoj primjeni i djelotvorno u lijeCenju otezanog
cijeljenja rana i brojnih komplikacija, koje su uzrok ili posljedica cijeljenja takvih rana. Kao
takav, u ovom je istrazivanju predlozen pentadekapeptid BPC 157, koji predstavlja potentan

peptid sa karakteristikama drugacijim od drugih peptida, za njegovo djelovanje nije potreban
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nosac, prepoznat je kao osnovni protektivni ¢imbenik u slini i Zelu¢anom soku, a izrazito je
siguran (letalna doza nije postignuta) i stabilan (stabilan u zelu¢anom soku duze od 24h). Kroz
brojna dosadaSnja znanstvena istrazivanja ve¢ je pokazan njegov pozitivan ucinak na cijeljenje
lezija razlicitih tkiva i organskih sustava, kao §to su koza, misiéi, tetive, ligamenti, zivcano tkivo,
kosti, tkivo gastrointestinalnog sustava i krvnih Zila. Isto tako, dokazana je interakcija BPC 157
sa brojnim sustavima u organizmu, osobito NO sustavom. Takoder je istrazivana njihova
interakcija u ishemijskim uvjetima, ali nikad nije pokazan njihov istovremeni uc¢inak na cijeljenje

rane u tim ishemijskim uvjetima.

Cilj ovog istrazivanja je dokazati kako primjenom pentadekapeptida BPC 157 dolazi do
ubrzanog cijeljenja rane u uvjetima inducirane ishemije straznjeg ekstremiteta, prilikom trajnog
ligiranja zajednicke ilija¢ne arterije i da je taj ucinak posredovan djelovanjem NO sustava. U
provedenom istrazivanju koriSten je model cijeljenja rane u uvjetima inducirane ishemije
straznjeg ekstremiteta kod Stakora, pri trajnom ligiranju zajednicke ilija¢ne arterije. Eksperiment
je proveden na 255 muzjaka Wistar Albino Stakora, tjelesne mase 350-450 g, drzanih u
normalnim uvjetima, sa najmanje 5 Stakora po eksperimentalnoj grupi i vremenskom periodu.
Kod Zivotinja je u¢injeno trajno podvezivanje (ligatura) lijeve zajednicke ilijacne arterije, nakon
Cega je ucCinjena rana na kozi straznjeg lijevog ekstremiteta. Nakon S$to su zivotinje
randomizacijom podjeljene u 11 skupina (sa po 5 Stakora u svakoj skupini i podskupini),
tretirane su prema odgovarajucoj skupini 0,9% otopinom NaCl, vodom za pice, neutralnom
kremom (Belobazaom), pentadekapeptidom BPC 157 u mikrogramskoj i nanogramskoj dozi
(intraperitonealnom 1 peroralnom primjenom te lokalnom primjenom u obliku kreme), L-
argininom (intraperitonealno) i L-NAME-om (intraperitonealno) te njihovim odgovarajué¢im

medusobnim kombinacijama. Uzorci tkiva ishemijske rane na straznjem lijevom ekstremitetu
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poslani su na histolosku analizu, a osim toga ucinjena je makroskopska analiza ishemijske rane
te funkcionalna analiza ishemije straznjeg lijevog ekstremiteta. Sve makroskopske, funkcionalne
i histoloske analize vrSene su u eksperimentalnim vremenskim periodima od 24 sata, 3 dana, 7

dana, 14 dana i 21 dan, sukladno dosadasnjim istrazivanjima.

Istrazivanje je pokazalo kako pentadekapeptid BPC 157 dovodi do ubrzanog cijeljenja rane u
otezanim uvjetima (ishemijskim uvjetima) te da isto tako smanjuje induciranu ishemiju straznjeg
ekstremiteta u Stakora i dovodi ishemizirani ekstremitet u stanje potpune prokrvljenosti. Rana je
kroz sve eksperimentalne vremenske periode imala manju povrsinu, bolju i vecu kontraktilnost te
je bila nizih rubova, da bi u konacnici, u odnosu na kontrolnu skupinu, kod svih zivotinja u
potpunosti zacijelila, bez pojave bilo kakve komplikacije. Isto tako, unato¢ induciranoj teskoj
ishemiji, stanje ishemije straznjeg ekstremiteta se iznimno brzo smanjilo te je gotovo ve¢ nakon
24 sata u potpunosti nestalo. Osim toga tijekom primjene BPC 157, L-arginina i L-NAME te
njihovih istovremenih medusobnih kombinacija, doslo je do promjena, koje nedvojbeno govore o
utjecaju NO sustava na proces cijeljenja tkiva (u ovom slucaju ishemijske rane). Kombinacija
pentadekapeptida BPC 157 i L-arginina dovela je do pojacavanja inaCe blagog pozitivnog
ucinka L-arginina. Isto tako, negativan ucinak L-NAME (otezano i sporije cijeljenje rane u
odnosu na kontrolnu skupinu) ponisteno je u¢inkom L-arginina i obratno (L-NAME + L-arginin
doveli su do razine kontrole), dok je primjenom pentadekapeptida BPC 157 osim ponisStavanja
negativnog ucinka L-NAME, doslo do regresije njegovog Stetnog ucinka i do pojave pozitivnog
ucinka na cijeljenje rane (L-NAME+BPC 157, L-NAME+L-arginintBPC 157 doveli su do
smanjenja ispod razine kontrole). Svi navedeni pozitivni u¢inci BPC 157 ostvareni su neovisno o
dozi (u mikrogramskoj i nanogramskoj dozi) te neovisno o nacinu primjene (pri i.p., per os i

lokalnoj primjeni). Istrazivanje je dakle pokazalo kako upotreba pentadekapeptida BPC 157 u
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terapiji ishemijskih ulkusa na kozi Stakora (ishemijskih rana) u obje doze i na bilo koji nacin
primjene (intraperitonealno, peroralno i lokalno) znacajno poboljsava cijeljenje. Ovakav ucinak
je djelomic¢no uocen i kod primjene L-arginina, dok je suprotni ucinak ostvaren primjenom L-
NAME. Time se ukazuje na cCinjenicu da NO sustav nedvojbeno sudjeluje u cijeljenju
ishemijskih rana na kozi (ishemijskih ulkusa koze) i da je pozitivan uinak pentadekapeptida

BPC 157 u cijeljenju ishemijskih rana koZe posredovan djelovanjem NO sustava.

Kljucne rijefi: pentadekapeptid BPC 157, NO sustav, cijeljenje rane, ishemija, straznji

ekstremitet, L-arginin, L-NAME

Pristupnik: Andrej Situm, dr. med.
Mentor: Prof.dr.sc. Leonardo Patrlj, dr.med.

Su-mentor: Prof.dr.sc.Predrag Sikiri¢ Godina obrane doktorske disertacije: 2015.
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PENTADECAPEPTIDE BPC 157 AND WOUND HEALING

AFTER HIND LIMB ISCHEMIA

ANDREJ SITUM

Wound healing is a process through which all damaged tissues attempt to establish structural
integrity and normal functioning. There are many factors / pathological entities that can create
difficulties in the wound healing process; several complications, particularly the state of
ischemia. Patients with ischemic wounds are often exposed to long and painful treatments, which
in some cases unfortunately result in amputation or even death, particularly when all known
wound healing treatment methods fail their task. Considering that there are still no adequate
pharmacological cures or surgical methods to face such situations, further scientific research is
necessary in order to discover a new way to safely and effectively help wound healing and
eliminate possible complications, either cause or consequence in the healing process. As an
answer to this problem, we present the pentadecapeptide BPC 157: a strong peptide that features
unique characteristics and unlike other peptides does not need a carrier. It has been recognised as
the basic protective factor in saliva and gastric juices and is extremely safe (there has been no
record of lethal doses) and stable (stable in gastric juices for a period of time of over 24 hours).

Its positive effect in the healing of lesions of different tissues and organ systems, such as skin,
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muscles, tendons, ligaments, neural tissue, bones, gastrointestinal system tissues and blood
vessels, has been proved in many scientific studies. Moreover, it has been proved that the BPC
157 interacts with many systems in the organism, particularly the NO system. In addition, their
interactions in ischemic conditions have been investigated, but simultaneous effect on wound

healing in such circumstances has not been recorded.

The purpose of this study is to prove that the administration of pentadecapeptide BCP 157
results in quick wound healing in circumstances of induced ischemia of the hind limbs, during
the permanent ligation of the common iliac artery, and that this phenomenon is mediated by the
action of the NO system. In this research, we have implemented a rat model of wound healing in
induced ischemic conditions of the hind limbs, during the permanent ligation of the common
iliac artery. The experiment was carried out on 255 male Wistar Albino rats with body mass
between 350 g and 450 g, kept in normal conditions with at least 5 rats per experimental group
and time period. On the rats, we made a permanent ligation of the left common iliac artery and
then we inflicted a wound on the skin of the left hind limb. After the rats were randomly
distributed in 11 groups (of 5 rats in each group or subgroup), they were treated relatively to each
group with a 0,9% NaCl solution, drinking water, neutral cream (Belobaza), pentadecapeptide
BPC 157 in doses of micrograms and nanograms (intraperitoneal and oral administration, and
local administration in cream form), L-arginin (intraperitoneally) and L-NAME
(intraperitoneally) and with their mutual combinations. Then, a histological examination was
conducted on the tissue samples from the ischemic wound of the left hind limb, after which a
macroscopic examination of the ischemic wound was conducted as well as a functional

examination of the ischemia of the left hind limb. All macroscopic, functional and histological
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examinations were conducted in experimental time periods of 24 hours, 3 days, 7 days, 14 days

and 21 days, according to former studies.

The research showed that the pentadecapeptide BPC 157 speeds up the healing process in
unfavourable conditions (ischemia) and proved that it reduces the induced ischemia of the rats
hind limb bringing the ischemicised limbs to a state of complete blood flow. In all experimental
time periods, the wound featured a smaller area, a better and higher contractility and lower
edges. Eventually, when compared to the control group, the wounds on all animals were
completely healed, with no complications whatsoever. Also, despite severe induced ischaemia,
the status of hind limb ischaemia was promptly reduced and almost completely gone within 24
hrs. Besides, changes that undoubtedly point out the effect of the NO system on the tissue
healing process (in this case of an ischemic wound) were observed following the administration
of BPC 157, L-arginine and L-NAME, and their mutual combinations. The combination of the
pentadecapeptide BPC 157 and L-arginine strengthened the otherwise mild positive effect of L-
arginine. Moreover, the negative effect of L-NAME (difficult and slower wound healing in
comparison to the control group) was annulled by the effect of L-arginine and vice versa (L-
NAME + L-arginine reached control level), whereas the administration of BPC 157, besides
annulling the negative effect of L-NAME, not only brought its damaging effect to regression but
also resulted in a positive effect in the wound healing process (L-NAME+BPC 157, L-
NAME+L-arginine+tBPC 157 resulted in a reduction below control level). All mentioned
positive effects of the BPC 157 were achieved regardless of the dose (micrograms or nanograms)
and administration modality (per i.p,, per os. and local administration). Our study furthermore
shows that the use of the pentadecapeptide BPC 157 in the treatment of ischemic ulcus of rats'

skin (ischemic wound) in both doses and in all administration modalities (intraperitoneally,
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perorally and locally) significantly improves the healing. A similar effected was partially noticed
in the administration of L-arginine, whereas an opposite effect was achieved by administrating
L-NAME. We hereby point out the fact that the NO system undoubtedly contributes to the
healing of ischemic wounds of the skin (ischemic ulcus) and that a positive effect of the
pentadecapeptide BPC 157 in the healing of ischemic wounds of the skin is mediated by the

action of the NO system.

Key words: pentadecapeptide BPC 157, NO system, wound healing, ischemia, hind limb, L-

arginine, L-NAME
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