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1. uvOoD

1.1.POVIJESNI PREGLED

Moderno razdoblje kardiopulmonalne medicine zapocinje oko 1940. godine s
Cournandom i Richardsom kao zacetnicima desnostrane kateterizacije srca, zbog
¢ega su zajedno s Forssmannom 1965. dobili Nobelovu nagradu za medicinu i
fiziologiju (1). Kateterizacija desnog srca je od polovice 20. stolje¢a omogucila izravno
mjerenje povisenih tlakova u desnom srcu te je postalo moguce dovesti ih u vezu s
cijelim nizom do tada opisanih promjena na srcu i plu¢nom krvozilju. Prvi opis plu¢ne
hipertenzije i pluénog srca potjeCe iz godine 1865, kada je Julius Klob, profesor
patoloske anatomije u BeCu objavio nalaz obdukcije jednog 59-godiSnjeg bolesnika
koji je prije smrti razvio znakove perifernih edema, zaduhe i cijanoze. Umjesto
ocCekivane kardijalne patologije, Klob je naSao neobi¢no suzenje bifurkacije pluéne
arterije s lokaliziranom arteriosklerozom (2). Na ovo se izvjeS¢e 1891. godine
nadovezao ugledni njemacki lije¢nik i klini€ar Ernst von Romberg, kada je na obdukciji
24-godisnjeg bolesnika s desnostranim sréanim zatajenjem, naSao sliCan nalaz kao i
Klob (3). Potom je od kasnog 19. stolje¢a sve do sredine 20. objavljen cijeli niz klini¢ko-
patoloskih izvjeS¢a ovoga sindroma koji je uklju€ivao karakteristi¢ne opstruktivne lezije
u malim pluénim arterijama s posljedicnom hipertrofijom desne klijetke bez jasnog
uzroka (4). Godine 1951. David Dresdale je u svom izvjeS¢u prvi uporabio izraz
primarna pluéna hipertenzija (5) za stanje koje se danas naziva idiopatskom pluénom

arterijskom hipertenzijom (6).
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1.2.PLUCNA HIPERTENZIJA — DEFINICIJA | KLASIFIKACIJA

Svjetska zdravstvena organizacija definira plucno srce kao hipertrofiju desne klijetke
nastalu kao posljedicu bolesti koja mijenja funkciju i/ili strukturu pluéa (7). Ova definicija
jest u biti patoloSka te je od strane kliniCara predlagana zamjena pojma ,hipertrofija“ s
»,promjenom strukture i funkcije desne klijetke“. No, buduci da je plu¢na hipertenzija
(PH) ,conditio sine qua non“ za nastanak plu¢nog srca (8), najbolja definicija prema
suvremenom shvacanju jest: PH proizaSla iz bolesti koje zahvacaju strukturu i/ili
funkciju plu¢a; PH rezultira povecanjem desne klijetke (hipertrofija i dilatacija) te moze
nakon nekog vremena dovesti do desnostranog sréanog popustanja (9). U pluéno srce
se ne ubrajaju hipertrofije desne klijetke nastale uslijed primarnih bolesti lijeve klijetke

ili uslijed prirodenih sréanih greski i posljedi¢ne recirkulacije.

Klasifikacija PH Svjetske zdravstvene organizacije, koja je danas u uporabi, zadniji je
put revidirana 2013. godine (Tablica 1) (6, 10) prihva¢ena je od strane Europskog
kardioloSkog drustva (11, 12), te dijeli PH u pet etioloskih skupina: 1. pluéna arterijska
hipertenzija, 2. plu¢na venska hipertenzija (uslijed poremecaja lijevog srca), 3. PH u
sklopu poremecéaja diSnog sustava i/ili hipoksemije, 4. PH izazvana kroni¢nom
trombotskom i/ili embolijskom boleS¢u i 5. koja ukljuCuje ostale. PH je definirana kao
prisutnost srednjeg tlaka u plu¢noj arteriji (MPAP) > 25 mm Hg. Plu¢no je srce Cesta
bolest srca, Sto je dobrim dijelom i posljedica njene povezanosti s kroni€nom
opstruktivnom pluénom boleS¢éu, koja je danas jedan od vodecih uzroka morbiditeta i

mortaliteta (13).
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Tablical Revidirana klasifikacija plu  €ne hipertenzije s 5. Svjetskog
simpozija o plu €énoj hipertenziji u Nizzi 2013.

1. PLUCNA ARTERIJSKA HIPERTENZIJA (PAH)

1.1. Idiopatska
1.2. Nasljedna
1.2.1. KMPR2 (receptor koStanog morfogenetskog proteina)
1.2.2. ALK 1 (gen aktivne receptor-slicne kinaze 1)
1.2.3. Nepoznata
1.3. Inducirana lijekovima i toksinima
1.4. Povezana s drugim oboljenjima:
1.4.1. Bolestima vezivnog tkiva
1.4.2. HIV infekcijom
1.4.3. Portalnom hipertenzijom
1.4.4. Kongenitalnom sréanom boleScu
1.4.5. Sistostomijazom
1.4.6. Kroniénom hemolitickom anemijom

1 Pluéna veno-okluzivna bolest i/ili pluéna kapilarna hemangiomatoza
1" Perzistiraju¢a plué¢na hipertenzija novorodenceta

2. PLUCNA HIPERTENZIJA ZBOG BOLESTI LIJEVOG SRCA

2.1. Sistolicka disfunkcija
2.2. Dijastolicka disfunkcija
2.3. Valvularna bolest

3. PLUCNA HIPERTENZIJA ZBOG PLUCNE BOLESTI l/ILI HIPOKSEMIJE

3.1. Kroni¢na opstruktivha pluéna bolest

3.2. Intersticijska pluéna bolest

3.3. Druge pluéne bolesti s mijeSanim restriktivnim i opstruktivnim
obrascem

3.4. Poremecaji disanja uslijed spavanja

3.5. Poremedaji alveolarne hipoventilacije

3.6. Kroni¢no izlaganje veéim nadmorskim visinama

3.7. Razvojne abnormalnosti

4. KRONICNA TROMBOEMBOLIJSKA PLUCNA HIPERTENZIJA

4.1. Kroni¢na tromboembolijska pluéna hipertenzija
4.2. Druge plu¢ne arterijske opstrukcije

5. PLUCNA HIPERTENZIJA S NEJASNIM I/ILI MULTIFAKTORIJALNIM
MEHANIZMIMA
5.1. Hematoloski poremecaji: mijeloproliferativne bolesti, splenektomija
5.2. Sustavne bolesti: sarkoidoza, histiocitoza, neurofibromatoza,

vaskulitis
5.3. Metabolicki poremecaji: bolest odlaganja glikogena, poremecaji Stitne
Zlijezde

5.4. Druge: opstrukcije tumorom, fibrozni medijastinitis, kroni¢no bubrezno
zatajivanje na dijalizi

w
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lako bilo koji oblik PH pridonosi morbiditetu i mortalitetu u bolesnka, plu¢na arterijska
hipertenzija (PAH) (skupina 1) posebno je tezak i progresivan oblik koji Cesto dovodi
do desnostranog sréanog zatajivanja i prerane smrti (14-17). PAH je rijetka i teSka
kroni¢na bolest krvnih zila pluc¢a karakterizirana progresivnim porastom vaskularne
rezistencije (18). NelijeCena uzrokuje zatajenje desnog srca i preranu smrt (11), a osim
transplantacije plu¢a, ne postoji kauzalno lijeCenje (19, 20). PAH se klasificira kao
idiopatska (iPAH) ili uz neka druga stanja, poput one u bolestima vezivnog tkiva,
kongenitalnoj sréanoj bolesti ili u bolesnika s HIV-infekcijom. Prosjecno prezivljenje
nelijeCenog uznapredovalog iPAH-a prema podacima iz literature iznosi 2,8 godina
nakon postavljanja dijagnoze, sto je usporedivo s prognozom uznapredovalih malignih
bolesti (18, 21). Kada se postavlja dijagnoza, u bolesnika mora postojati cijeli niz
prethodno definiranih kliniCkih parametara, koji nadilaze puko poviSenje plu¢nog
arterijskog tlaka. Stanja koja potpadaju pod PAH dijele zajedniCke znacajke poput
prekapilarne PH, hipertenzivnu puénu arteriopatiju (obi€no s tzv. pleksiformnim
lezijama), spori KliniCki pocetak i kroni¢ni tijek (u godinama), karakteriziran

progresivnim pogorSanjem (18).

Bolesnici se sukladno NYHA (New York Heart Association) klasifkaciji razvrstavaju u
Cetiri funcionalna stadija prema klinickom stanju, odnosno stupnju bolesti (Tablica 2)
(12). Ovakva je procjena subjektivna i ne bi trebala biti jedino mjerilo za donoSenje

odluka o lijeceniju.
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Tablica2  Funkcionalni stadiji plu

¢ne hipertenzije

NYHA Stadij

Opis

Bolesnici s pluénom hipertenzijom u
kojih nema ogranicenja uobi¢ajenih
fiziCkih aktivnosti. Obi¢na fiziCka
aktivnost ne uzrokuje oteZzano disanje
(dispneju), umor, bol u prsima ili
presinkopalno stanje.

Bolesnici s pluénom hipertenzijom koji
imaju blago ogranicenje fiziCke
aktivnosti. Bez smetnji u mirovanju, ali
normalna fizi¢ka aktivnost uzrokuje
otezano disanje, umor, bol u prsima ili
presinkopalno stanje.

Bolesnici s pluénom hipertenzijom i
znacajnim ograni¢enjem fizicke
aktivnosti. Bez smetnji u mirovanju, ali
fiziCka aktivnost nizeg stupnja od
uobi¢ajene uzrokuje otezano disanje,
umor, bol u prsima ili presinkopalno
stanje.

Bolesnici s pluénom hipertenzijom koji
ne mogu izvrSiti nikakvu fiziCku aktivnost
bez simptoma i imaju znakove
zatajivanja desnog srca. Otezano
disanje (dispneja) i/ili umor mogu biti
prisutni i u mirovanju, a smetnje se
pojacavaju u bilo kakvoj fiziCkoj
aktivnosti.

1.3.PATOFIZIOLOGIJA | DIJAGNOSTIKA PLUCNE ARTERIJSKE

HIPERTENZIJE

Patogeneza povecanog pluénog arterijskog tlaka i pluéne vaskularne rezistencije

(PVR) u PAH se opcenito pripisuje razli¢itim mehanizmima (Slika 1) (22). Ono Sto

razlikuje PAH od ostalih oblika PH je tezina arteriopatije (16). Za podgrupe PAH-a

karakteristiCan je nastanak plucne arterijske vazokonstrikcije te pregradnja u plu¢nim

arterijama.
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Patogeni

it Vazoa ktivni Ca™ signalni N . . ) Metabolitka
mep?thzE’?rl 1 Eimbenici put Upalni medijatori Cimbenici rasta BMPR2 mutacija disfun kcija
r
Serotonin
Angiotenzin ||
Tromboksan A2
VIP o
| i RANTES PDGF
MCP-1 EGF PDK
IL-1B FGF PDH
IL-6 VEGF
Endotelin
NO
Prostaciklin
k4 r Y h
Proliferacija i
Vaskularni tonus Upalne stanice J Rezistencija na ( Proliferacija )

Waskularni tonus
Proliferacija

Proliferacija

Proliferacija

A

Patoloski
ishodi

Vazokonstrikcija

)

Slika 1.

Utvr deni i predmnijevani etiopatogenetski putevi u patog

apoptozu

Migracija stanica

Rezistencija na
apoptozu

Vaskularno remodeliranje

)

enezi plu éne arterijske

hipertenzije NO: duSikov monoksid, RANTES: regulated on activation, normal T-cell
expressed and secreted, MCP: monocyte chemoattractant protein, IL: Interleukin,

PDGF: platelet-derived growth factor; EGF: epidermal growth factor, FGF: fibroblast
growth factor, VEGF: vascular epidermal growth factor, PDK: piruvat dehidrogenaza
kinaza, PDH: piruvat dehidrogenaza. Prema (22)

Pluéno vaksularno remodeliranje zahvaca sva tri sloja plucnih arterija: endotelne

stanice intime, glatko miSi¢ne stanice tunike medije i fibroblaste tunike adventicije.

Takoder dolazi do povec¢anog odlaganja proteina ekstracelularnog matriksa kao Sto su

kolagen, elastin i fibronektin (23). HistoloSki dolazi do muskularizacije prethodno

nemuskulariziranih perifernih arterija. Pretpostavlja se da se periciti diferenciraju u

glatke miSi¢ne stanice te proliferiraju (24), no neki smatraju da te stanice nastaju iz

mati¢nih stanica (25), fibrocita (26) il endotelnih stanica (27). Tipi¢na je znaCajka PAH-

a hipertrofija medije, koja nastaje kako u velikim pluénim arterijama, tako i u malim

distalnim arterijama (28).
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Kasnije uznapredovale faze ukljuCuju formiranje kompleksnih stani¢nih i fibroznih
neointimalnih i pleksiformnih lezija koje opstruiraju i obliteriraju srednje i male plu¢ne
arterije i arteriole, ¢ime protok krvi kroz plu¢éa biva ograni¢en (29). Na osnovu
promatranja progresivne intimalne fibroze i formiranja pleksiformnih lezija u djece i
odraslih s PAH-om, pojedini autori smatraju da PAH ima ranu reverzibilnu fazu i kasnu
ireverzibilnu progresivnu fazu (30). Nadalje, iako neki autori tvrde da su pleksiformne
lezije uvijek prisutne, drugi pak smatraju da to ne mora uvijek biti slu¢aj (31). Smatra
se da staniCna i fibroti€na obliteracija lumena dovodi do oslabljene osjetljivosti na
konvencionalne pluéne vazodilatatore u vecine bolesnika s PAH-om (32, 33). Neki
autori naglasavaju heterogenost lezija u PAH-u te smatraju da je nepoznato koja lezija
u kojem vaskularnom segmentu najviSe doprinosi 80% smanjenju ukupne povrSine
pluénog vaskularnog lumena, koliko se smatra potrebnim za uzrokovanje hipertenzije

(34).

Vaskularna opstrukcija nastaje pored vazokonstriktivnog remodeliranja i uslijed
vazokonstriktivnin medijatora. Dolazi do poremecaja ravnoteZe s jedne strane uslijed
smanjene proizvodnje i povecane razgradnje vazodilatacijskih i antiagregacijskih
medijatora kao Sto su prostaglandin l2 (PGI2) (35), duskov monoksid (nitric oxide, NO)
te ciklicki gvanozinmonofosfat (cGMP) (36), dok s druge strane dolazi do poveéanja
stvaranja vazokonstriktivnih medijatora kao Sto su tromboksan Az (35), endotelin-1 (37)

i 5-hidroksitriptamin (5-HT) (38), Sto dovodi do vazokonstrikcije plucnih arterija.

NO ima nisku molekularnu tezinu, lipofilan je, brzo reagiraju¢i endogeni slobodni
radikal, kojeg u endotelnim stanicama vaskularnog sustava proizvode NO sintaze
(NOS) (39). Otkrice NO 1980. godine (40) objasnilo je u€inke ,relaksiraju¢eg ¢imbenika
podrijetlom iz endotela“ te je ostanovljeno da je njegov prekursor aminokiselina L-
arginin. NO difundira u glatke miSi¢e gdje aktivira hem gvanilat ciklazu, koja povisuje

7
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unutarstani¢nu koncentraciju cGMP-a, koji pak sa svoje strane inducira vazodilataciju
preko cijelog niza mehanizama. Dokazano je da bolesnici s kroni¢nim upalnim
bolestima plu¢a, kojima je kompromitirana vazodilatacijska sposobnost u plucnoj

cirkulaciji, imaju snizene vrijednosti endotelne NOS i NO (41).

Istrazivanja takoder ukazuju da primjena NO sprjeCava vaskularno remodeliranje
prekapilarnog zilja koje stvara otpor i time nastanak PH te posljedi¢nu hipertrofiju
desnog srca (42, 43). Ova zbivanja su karakteristicha za mnoge plu¢ne vaskularne
poremecaje i modulirani su cijelim nizom vazoreaktivnih posrednika podrijetlom iz
endotela te ionskim kanalima osjetljivim na kisik (44). Signalni put NO/cGMP je
kompenzatorni odgovor koji se suprotstavlja vazokonstrikciji izazvanoj endotelinom i
hipoksijom u eksperimentalnih zivotinja. Tako je pokazano da intravenska primjena L-
arginina akutno snizava pluéni arterijski tlak u bolesnika s pluénom hipertenzijom
povecavajuci endogenu proizvodnju NO (45). L-arginin je poboljSao kroni¢nu plu¢nu
hipertenziju i smanjio pluéno vaskularno remodeliranje pojacavajuéi endogenu

proizvodnju NO.

Nadalje, i promjene K* i Ca?*-kanala doprinose pojac¢avanju krvozilnog tonusa, ¢ime
se objaSnjava nastanak endotelne disfunkcije (46, 47). Smanjena ekspresija K*-kanala
i poveéan utok Ca?* u stanice, dovode do povecanja koncentracije citoplazmatskog
Ca?* te kontrakcije i proliferacije glatko misiénih stanica (48). Zajedno s endotelnom
disfunkcijom i suzenjima malih pluc¢nih arterija, u¢estalo je i formiranje tromba, Sto je

uobiCajen nalaz u bolesnika s PAH-om (49).

Proliferacija plucnih arterijskih glatko miSi¢nih stanica je izazvana €imbenicima rasta
(GF), Sto podsjeca na mehanizam nastanka neoplazmi (50). Signalne molekule TGF-

B superobitelji, uklju€ivo i BMP obitelj, reguliraju proliferaciju, migraciju i diferencijaciju
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stanica. Od genetskih poremecaja koji su povezani s PAH, naj¢eS¢e su mutacije gena
za receptor 2 koStanog morfogenetskog proteina (BMPR2) (51). Isto tako, ¢imbenici
rasta iz PDGF obitelji igraju ulogu u nastanku PAH. PDGF stimulira proliferaciju pluénih
arterijskih glatko misicnih stanica (52) te je u zivotinjskom modelu plu¢ne hipertenzije
inducirane MCT-om u Stakora ve¢ dokazana ucinkovitost antagonista PDGF-receptora
(50). Nadalje nastanku PAH doprinose i vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF)
koji takoder pripada u PDGF obitelj te VEGF receptor 2 (53), fibroblastni GF-2
podrijetlom iz endotelnih stanica (54) i epidermalni GF (55). Cimbenici rasta vezu se
za svoje receptore i preko tirozin kinaza utjeCu na proliferaciju i migraciju glatko
misiénih i endotelnih stanica te aktivaciju upalnih stanica pojatavajuéi vaskularno

remodeliranje (56).

Razmatraju se i mehanicki podrazaji kao uzrok PAH. Mehanicki stimulusi poput viaka
i Sirenja mogu potaknuti i podupirati sintezu proteina ekstracelularnog matriksa (57) te

proliferaciju glatkih miSiénih stanica u krvnim zilama (58).

Nadalje, vaznu ulogu igraju i upalni procesi te su kod vaskularnog remodeliranja uvijek
prisutne i upalne stanice: monociti, makrofazi, dendriticke stanice, T i B limfociti (59).
PAH je vezana i s bolestima vezivnog tkiva, koje su sistemske upalne bolesti, npr.
sistemska skleroza i sistemski eritemski lupus (60). Postoje forme vezane uz virusne
infekcije (HIV, EBV) te parazitske bolesti (Sistostomijaza) (61), a opisani su i oblici s
cirkuliraju¢im autoprotutijelima (62). Nakon po¢etnog ostecenja krvnih zZila, vaskularne
stanice secerniraju citokine i regrutiraju cirkulirajuée upalne stanice. U plazmi
bolesnika s PAH-om redovito su poviSene vrijednosti koncentracija upalnih citokina
interleukin-18 (IL-1B) i interleukin-6 (IL-6) (63). Stoga se predmnijeva da u nekim
slu¢ajevima upalni okidac (virus, parazit ili sustavna upalna bolest) moze posluziti kao

pocetna ozljeda koja inicira vaskularno remodeliranje.
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Patohistoloske analize tkiva pluca kao i studije ekspresije gena ukazuju i na vaznost
oksidativnog stresa u PAH (64). U oksidativnom stresu pove¢ana je proizvodnja
oksidanata, medu koje se ubraja i NO, dok je smanjena koncentracija antioksidanata
poput glutationa i melatonina. Smatra se da je u PAH oksidativni stres izazvan
hipoksijom tkiva, koja s jedne strane smanjuje sintezu NO i prostaciklina kao i
vazodilatacijski odgovor endotela na NO, dok s druge strane pojaCava upalu
inducirajuéi INOS (65). Opcenito NO ima dvojaku ulogu u PAH. S jedne strane dovodi
do vazodilatacije pluénih arterija i ima vazoprotektivni u€inak, no s druge strane ovisno
o stanju u tkivu, moZze potaknuti stvaranje kisikovih radikala i oSte¢enje endotela (65).
Odlucujuci su koli¢ina formiranog NO te raspolozivost kofaktora i supstrata. U ljudi
kljuénu ulogu ima eNOS, koja se normalno sastoji od dva monomera koja su spojena
i proizvode NO. U slu€aju nedostatka tetrahidrobiopterina ili L-arginina, dolazi do
raspada eNOS na monomere, koji tada umjesto NO, pocinju proizvoditi Oz (66).
Zakljuéno je u bolesnika s PAH dokazano smanjenje eNOS i uslijed toga manja
proizvodnja i koncentracija NO te koncentracija prostaciklina, dok su koncentracije
endotelina-1 i tromboksana povisene (67). NO ne regulira samo vaskularni tonus, veé
moze smanijiti opseg vaskularnog ostecenja i proliferaciju glatkih misi¢nih stanica, dok

prekomjerno stvaranje kisikovih radikala iste potpomaze (68).

Danas se smatra da svi prethodno opisani procesi sudjeluju u vaskularnoj pregradniji
pluénog krvozilja kod PAH. Remodeliranje krvnih Zila dovodi do smanjenja lumena, Sto
zajedno s postojanom konstrikcijom plu¢nih arterija ima za posljedicu povecéanje
pluénog vaskularnog otpora. Uslijed nastalog naprezanja dolazi do dodatnog stvaranja
ekstracelularnog matriksa, proliferacije glatko miSiénih stanica u stijenkama arterija te
fibroblasta, kao i do povec¢anja intracelularne koncentracije kalcija (23). Desna klijetka

na povecano naknadno opterecenje reagira u pocetku kompenzacijskom hipertrofijom
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i blagom dilatacijom. Na desnom srcu, uslijed poviSenog tlacénog opterecenja plucne
cirkulacije, nastaju promjene remodeliranja miokarda: hipertrofija, fibroza te
intersticijska upala (69). U daljnjem tijeku bolesti, medutim, postupno nastaje
dekompenzacija i zatajenje desnog srca (70). Smrt u bolesnika s kroniénom PH
(ukljuCujuci i one s PAH) je rezultat visokog tlacnog opterecenja desne Klijetke i u
konacnici desnostranog sréanog popustanja. Danas se smatra da je tlacno
opterecCenje desne klijetke odredeno promjenama rezistencije kao i promjenama

dinami¢ne popustljivosti velikih proksimalnih krvnih Zila.

Dijagnoza PH i PAH se Cesto postavlja kasno jer su simptomi nespecificni (18). U ranim
stadijima bolesti bolesnici su najCesce bez simptoma ili imaju blage netipicne
simptome. Zaduha u naporu je najéesS¢i simptom koji se javlja gotovo u svih bolesnika,
usporedno s napredovanjem bolesti. Ostali Cesti simptomi su zamor te bol u prsima,
dok se nesto rjede susrecu sinkopa, nesvjestica i palpitacije. Simptomi uznepredovale
bolesti uklju€uju iskasljavanje krvi i periferne edeme. Istovremeno diferencijalna
dijagnoza uklju¢uje neka vrlo ¢esta kroni¢na stanja, kao Sto su: kroni€¢na opstruktivna
pluéna bolest, astma, anemija te lijevostrano sréano popustanje. Zbog poveéanog
pobola i smrtnosti izuzetno je znaCajno Sto ranije postaviti dijagnozu i zapoceti

lijeCenje.

Dijagnostika i terapija pluéne hipertenzije vodi se preporukama sadrzanim u
zajedni¢kim smjernicama Europskog kardioloSkog druStva i Europskog respiratornog
drusStva, potvrdenih i od Medunarodnog drusStva za transplantaciju srca i plué¢a (11).

Kod sumnje na PAH prvi je korak transtorakalni ehokardiografski pregled, jer
omogucuje uvid u stanje desnog srca i odredivanje pluénog arterijskog tlaka (71, 72).
Njegova je osnovna snaga u tome Sto omogucava neinvazivnu potvrdu kliniCke sumnje
u postojanje PH, pri ¢emu prili€no pouzdano definira i njezinu tezinu. Ima i prognosti¢ku
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dimenziju, a omogucuje evaluaciju ucinkovitosti medikamentne terapije (73). Glavno
je ograni¢enje ove metode nepostojanje pojedinacnih dovoljno ¢vrstih kriterija za
sigurno donoSenje Klini¢kih zakljuCaka. Kod definiranja tezine PH, morfoloski se
analizira proSirenje desnih sr€anih Supljina te Supljih i jetrenih vena, uz stjeSnjenje
lijevih sr€anih Supljina, koje se prilicno dobro kvantificira indeksom deformacije lijeve
klijetke (71). U analizi hemodinamike i funkcijske sposobnosti desne klijetke, pored
brzine, u prvom redu trikuspidne pa pulmonalne regurgitacije, od Kkoristi je i
akceleracijsko vrijeme na pulmonalnoj valvuli, kao i oblik Dopplerskog signala na

pulmonalnoj valvuli i u gornjoj Supljoj veni (71).

Funkcija desne Klijetke naj¢eSce se kvantificira longitudinalnim sistolickim pomakom
trikuspidnog prstena (TAPSE) - analogno ejekcijskoj frakciji desne klijetke. Obzirom da
je lako dostupna i reproducibilna, ova je metoda osnova klinickog pristupa PH, kako

za dijagnozu i procjenu tezine bolesti, tako i za pracenje lije€enja (74).

Pored plu¢nog arterijskog tlaka (PAP), kod kateterizacije desnog srca mjere se, radi
postavljanja dijagnoze PH, i sr€ani minutni volumen te tlakovi u desnoj klijetki i desnom
atriju (RAP). Prognoza bolesnika ovisi o tome koliko desna klijetka moze kompenzirati
opterecenje uslijed povecanog naknadnog opterecenja (21). Pri tome je RAP vrlo

dobar hemodinamski prognosticki parametar za bolesnike s PAH-om (75)

Kateterizacija desnog srca i dalje predstavlja zlatni standard u dijagnozi PH,
utvrdivanju stupnja tezine bolesti i hemodinamskih poremecaja te u testu
vazoreaktivnosti pluéne cirkulacije, a moze se utvrditi i njezina etiologija te dati
prognoza (76). Desnostranom kateterizacijom mjere se direktne vrijednost plu¢nog

kapilarnog tlaka (PCWP) te tlakova u PA desnoj klijetki i pretklijetki (77). Minutni sréani

12



Mario Udovici¢ | Disertacija uvoD

volumen se odreduje najbolje Fick-ovom metodom za Sto je potrebno izmjeriti
saturaciju krvi kisikom iz uzoraka u venskom sustavu (srednja venska saturacija), u
pluénoj arteriji te u arterijskoj cirkulaciji. To omogucava izracun vrijednost kardijalnog
indeksa (ClI) te pluéne vaskularne rezistencije (PVR). Desnostranom je kateterizacijom
moguce razluciti tip 2 PH nastalu kao posljedicu bolesti lijeve klijetke s PCWP >15
mmHg. U slu€aju potrebe, moguce je uciniti i test vazoreaktivnosti, radi identifikacije
potencijalnih bolesnika koji dobro reagiraju na blokatore kalcijevih kanala. Za to se
koristi NO, infuzija epoprostenola ili adenozina, a test se smatra pozitivnim kod
snizenja srednje vrijednosti PA za >10 mmHg ili apsolutne vrijednosti tlaka u PA < 40

mmHg uz povisSenije ili konstantan sréani minutni volumen (11).

1.4. TERAPIJA PLUCNE ARTERIJSKE HIPERTENZIJE

Do 1990.-ih godina postojale su male terapijske moguénosti za bolesnike s PAH-om,
a vrijeme prezivljavanja maksimalno je iznosilo 2-4 godine. LijeCenje PAH-a u novijem
razdoblju je dozivjelo veliki napredak. Ranije usmjereno na bolesnike u terminalnim i
uznapredovalim stadijima, danas se primjenjuje i u ranijim stadijima bolesti (18).
Terapijski ciljevi lijeenja PAH usmjereni su prema smanjenju pluéne vaskularne
rezistencije i plucnog arterijskog tlaka i time tlachom rasterecenju desne Kklijetke kako
bi se sprijeCila progresija bolesti.

Primjena novih lijekova zna¢ajno smanjuje simptome, poboljSava kvalitetu Zivota te
usporava progresiju bolesti (2, 9-11). Prije uvodenja novih, specificnih lijekova za
lijeCenje PAH-a koriStena je isklju€ivo potporna terapija poput primjene Kkisika,
peroralnih vazodilatatora i antikoagulantnih lijekova kako bi se prevenirale tromboze in

situ, a u bolesnika sa znakovima popustanja desnog srca dodaju se diuretici i digoksin
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(3, 12). Takvim nacinom lijeCenja omogucéeno je simptomatsko poboljSanje, ali s
minimalnim ili bez ikakvog ucinka na progresiju bolesti (2).

Zbog vazodilatacijskog ucinka od sredine 80-ih godina, lijeCenje PAH-a zapocinje se
blokatorima kalcijskih kanala (BKK) (19, 78), Ti bolesnici obi¢no imaju odli¢nu
prognozu, no preporucuju se samo u bolesnika s pozitivnim vazoreaktivnim testom, pa
je stoga manje od 10% bolesnika prikladno za terapiju BKK (11, 33).

Od selektivnih plu¢nih vazodilatatora najéeS¢e se koristi kontinuirana kuéna primjena
kisika. To je djelotvorna terapija koja znacajno poboljSava hipoksemiju, snizava
povecanu pluénu vaskularnu rezistenciju, produzuje prezivljavanje i poboljSava
kvalitetu zivota.

Danas su poznata tri sustava koji moduliraju staniénu proliferaciju i vazokonstrikciju
pluénih arterija: endotelinski, prostaciklinski te sustav dusikovog monoksida (NO) (79).

Upravo su ta tri sustava glavni terapijski ciljevi u lije€enju plu¢ne hipertenzije.

Pluéni endotel igra vaznu modulatornu ulogu u odrZzavanju niskog bazalnog
vaskularnog tonusa otpustanjem uravnotezenih koli€¢ina vazodilatatora (uklju€ujuc¢i NO
i prostaciklin) te vazokonstriktora (endotelin 1). U bolesnika s PH dokazana je

neravnoteza u korist otpuStanja vazokonstriktora (80).

1.4.1. Antagonisti endotelinskih receptora

Endotelin-1 (ET-1) vrlo je jaki vazokonstriktor s proliferativnim u€inkom na vaskularne
glatke miSic¢ne stanice, kojeg secerniraju uglavnom stanice endotela i koji se veze na
receptore ETa i ETs (81). ETa se nalaze na vaskularnim glatko miSi¢nim stanicama, a
ETs na endotelnim i glatko miSi¢énim stanicama. Hipoksija, slobodni radikali i ¢imbenici

rasta pojacavaju lu¢enje ET-1 u endotelnim stanicama. Vezanje ET-1 na ETa i ETs na

14



Mario Udovici¢ | Disertacija uvoD

glatko misiénim stanicama izaziva njihovu proliferaciju te vazokonstrikciju. Vezanje na
ETs na endotelnim stanicama inducira sintezu NO i drugih vazodilatatora, kao i
razgradnju ET-1 (82). Tretnutno su registrirani selektivni i neselektivni antagonisti ET
receptora (ERA). Teoretski bi selektivni ETa-ERA trebali biti ucinkovitiji nego
neselektivni ERA, obzirom na ulogu koji fizioloSki igraju ETs receptori, medutim
dosadasnje klini¢ke studije nisu uspjele pokazati takav ucinak (83). Stoga, kod izbora
lijeka, drugi Cimbenici igraju ulogu kao Sto su interkacije izmedu lijekova, jednostavnost
doziranja te nuspojave.

Prvi registrirani neselektivni antagonist endotelinskih recpetora je bosentan (Tracleer;
Actelion), koji je u prvoj studiji BREATHE-1 pokazao znacajno poboljaSanje NYHA
razreda. Dokazano je i zna¢ajno poboljSanje vrijednosti PVR (84), kao i hemodinamike
u bolesnika koji boluju od Eisenmengerovog sindroma (85), PAH uzrokovane HIV-om
(86) te portopulmonalne hipertenzije (86). Preporuc¢en je u terapiji bolesnika
funkcionalnih stadija Il i Ill. U usporedbi s bosentanom, ambrisentan (Volibris;
GlaxoSmithKline, Brentford, UK) je oralni selektivhi ETA-ERA s nizom ucestaloS¢u
jetrene lezije, te je takoder registriran za primjenu u IlI, Il i IV stadiju. Najnoviji je
macitentan, koji je neslektivni ERA (87), s pojac¢anom ucinkovitoS¢u uslijed postojanog
vezivanja za receptore i bolje tkivhe penetracije (87-89). Sitaksentan, selektivni ERA s
umjerenom ucinkoviS¢u povucen je s trziSta 2010. godine zbog pripisanih slu¢ajeva

akutnog jetrenog zatajenja (90, 91).

1.4.2. Inhibitori fosfodiesteraze 5 i NO sustav

Fosfodiesteraze (PDE) su enzimi koji razgraduju druge glasnike poput cGMP-a, od
kojih se PDE-5 vec¢inom nalazi u glatko miSi¢noj muskulaturi plu¢a. Pokazano je,

medutim, da ucinak inhibitora PDE-5 nadilazi onaj direktno apliciranog NO, Sto
15
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vjerojatno ima veze s Cinjenicom da inhibitori PDE-5 pojacavaju i NO-neovisne ucinke
cGMP, kao na primjer one natriuretskih peptida (92). Za PAH su registrirani inhibitori
PDE-5 sildenafil, taladafil i varedanfil. Inhibitor fosfodiesteraze sildenafil (Revatio;
Pfizer, New York, NY, USA), se zbog svoje ucinkovitosti, jednostavnosti uporabe
(tablete, koji se primjenjuje 3 puta na dan) te cijene, koristi kao prva linija lije€enja.
Sildenafil znacajno poboljSava simptome te funkcijski kapacitet u bolesnika s pluénom
arterijskom hipertenzijom, Sto se pokazalo u SUPER-1 studiji (93), Ciji su ucinci
postojani i nakon godinu dana uporabe. Produljenje terapije na 3 godine, SUPER-2
studija, pokazala je postojanost ucinka te 3-godiSnje prezivljenje od 79% (94). Ovdje
je za spomenuti i riociguat (Adempas, Bayer) koji je aktivator gvanilatciklaze nedavno
registriran od strane EMA i FDA za lije€enje PAH u Il i lll stadiju, koji je u studijama
PATENT-1 i -2 pokazao znacajan i postojan uc€inak na poboljSanje funkcionalnog
stadija, smanjenje PVR-a te produljenje vremena do nastupa klinickog pogorsanja (95-

97).

1.4.3. Prostaciklini

Signalni put prostaglandina |2 (prostaciklin) vazan je u patofiziologiji PAH-a, a u
bolesnika s PAH-om njegova je sinteza smanjena (35). PGIlz ve¢inom proizvode
endotelne stanice. Djeluje parakrino s vrlo kratkim poluvremenom zivota kao potentan
pluéni vazodilatator (83). Istovremeno pokazuje i jaka antitrombotska, antiproliferativha
te imunomoduliraju¢a svojstva (98, 99). Danas na trziStu postoje razliCiti stabilni
analozi prostaciklina koji su registrirani za lije€enje PAH-a. Epoprostenol, s kratkim
poluvremenom zivota manjim od 5 minuta, primjenjuje se u kontinuiranoj infuziji preko

centralnog venskog katetera i registriran je za primjenu u stadijima IIl i IV. Novija
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formulacija Veletri (Actelion, Allschwil, Svicarska) koja je stabilna do 24 h, nedavno je
registrirana. Osim intravenske i inhalacijske primjene, prostaglandini se mogu
primjenjivati i supkutano (trepostinil) te oralnim putem (beraprost). Terprostinil je
stabilniji i ima duze poluvrijeme zivota (do 4 h) te se moze primjenjivati supkutano
mikroinfuzijskom pumpom, intravenski, peroralno te inhalacijom (100). lloprost je joS
jedan stabilniji analog prostaciklina registriran za inhalacijsku primjenu u stadiju Ill, a

beraprost za sada nije registriran u Europskoj uniji (12).

1.4.4. Ostali terapijski pristupi i eksperimentalne terapije

U slu€aju pogorSanja bolesti uz jedan od lijekova kojima je zapoceto lijeCenje, moze
se primijeniti i kombinirana terapija dva ili tri lijeka razli€itih mehanizama djelovanja, ali
je stupanj preporuke i razina dokaza u tom slu¢aju niza (11).

Medu tvari koje su takoder u istrazivanju kao potencijalni lijekovi za PAH spadaju i
inhibitori tirozin kinaze (npr. imatinib), blokatori serotoninskih receptora, vazoaktivni

intestinalni peptid te fasudil i statini kao inhibitori Rho signalnog puta (83).

U bolesnika s teSkom plu¢énom hipertenzijom, koji ne reagiraju na navedene terapijske
mogucnosti, a Kklini¢ki se manifestiraju kao NYHA Il ili IV, indicirana je transplantacija
pluca ili rjede transplantacija srca i plu¢a (11). UnatoC tome, dvije nedavne metaanalize
randomiziranih studija usprkos specificnoj terapiji PAH, pokazale su da su terapijske
strategije i dalje nedovoljne, iako je u jednoj metaanalizi pokazano smanjenje

mortaliteta (101), on i dalje ostaje neprihvatljivo visok (101, 102).
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1.5.PENTADEKAPEPTID BPC 157

Stabilni gastriéni pentadekapeptid BPC 157 je dobiven sintezom (Patent Sikiri¢ P i sur,
EP0572688) i sastoji se od 15 aminokiselina (Gly Glu Pro Pro Pro Gly Lys Pro Ala Asp
Asp Ala Gly Leu Val), (M.W. 1419, PL 14736) s primarno otkrivenim anti-ulkusnim
djelovanjem. Ispitan je i sigurne je primjene u klini¢kim studijama upalnih bolesti crijeva
i cijelienja rana, stabilnih je fizikalno-kemijskih osobina u humanom zelu¢anom soku.
Do sada nije registrirana toksi¢nost, LD1 doza se nije mogla posti¢i u studijama
toksi¢nosti. Imunohistokemijskom metodom dokazano je njegovo izvoriste u zelucu i
mozgu. Djelotvoran je i pri vrlo niskim dozama (ng-pg/kg tjelesne mase), dok pri vrlo
visokim dozama ne uzrokuje Stetne popratne pojave. Aktivhost pokazuje nakon
intravenske, intraperitonealne, intragastricne i lokalne primjene. Karakterizira ga
stabilnost i postojanost molekule - inkubacija u ljudskom zelu¢anom soku i vodi ne
uzrokuje razgradnju molekule pentadekapeptida BPC 157 niti nakon 24 sata. Suprotno
tome, drugi peptidi poput h-EGF i h-TGF postojani su u vodi, ali se u zelu€anom soku

razgraduju ve¢ nakon 15 min.

Sinteza pentadekapeptida provodi se stupnjevitom kondenzacijom pomoéu Fmoc
zaSti¢enih aminokiselina. Kondenzacija zapocinje prvom aminokiselinom, valinom,
vezanom uz polimerni nosac¢ (benzildrilaminorezin). Kao vezivajuci reagens koristi se
diisopropilkarodimid. Svakim stupnjem kondenzacije jedna protektivnha Fmoc grupa
zamijeni se piperidinom, a jedna se aminokiselina nadoveze. Isti postupak primjenjuje
se za svaku sljede¢u aminokiselinu dok se sinteza ne zavrSi. Razdvajanje se obavlja
pomocu trifluorooctene kiseline/trifluormetansulfonske kiseline/anizola u omjeru
2:17:52. Sirova mjeSavina pentadekapeptida procisti se u HPLC stupcu 5 mm i.d.,

duljine 150 mm, silicaRP-18, s gradijentom elucije u sustavu otapanja: 0,1
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trifluorooctena kiselina u vodi/acetonitrilu. U svim se pokusima koristi pentadekapeptid

99-postotne Cistoce (103).

Smatra se da pentadekapeptid BPC 157 ima vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze u
organizmu, te da je ovaj peptid novi medijator Robertove citoprotekcije (104).
Teoretski, prisutnost pentadekapeptida BPC 157 u zelu¢anom soku i njegovo vodstvo
u kreiranju korisnih efekata daje tom polipeptidu vodecu ulogu duz gastrointestinalnog
trakta i abdomena, kao neuroendokrinog organa u organizaciji odgovora na stres
oponaSajuc¢e nokse (105, 106). Prema dobro utemeljenoj Selyevoj teoriji stresa u
trenucima kada je organizam pogoden stresnim dogadajem, ovaj pentadekapeptid bi
mogao imati fizioloSki znac¢aj kao medijator usmjeren protiv prijete¢eg fenomena.
Opcenito, ovo bi trebalo voditi ponovnoj uspostavi homeostaze i/ili prevenciji razvoja
lezije i pojaCanom zarastanju svakog prisutnog osStec¢enja. Dokazano je da ovaj
sintetizirani pentadekapeptid BPC 157 u ucinjenim pokusima nema uc¢inka na mnoge
fizioloSke parametre (kao Sto su diureza, krvni tlak, temperatura, gastrointestinalni
motilitet i sekrecija) u normalnim ili in vitro uvjetima. U slu€ajevima poremecaja
homeostaze, tretiranje pentadekapeptidom BPC157 rezultira znatnim ucinkom i

promjenom navedenih parametara (104-111).

Do sada je ovaj peptid i njegov pentadekapeptid u eksperimentalnim uvjetima pokazao
vrlo Siroki spektar organoprotektivnog djelovanja na razne organske sustave i na
oSte¢enja izazvana razliCitim mehanizmima u eksperimentalnim modelima na
Stakorima, miSevima, zamorcic¢ima, zeCevima i pili¢ima, u rasponu doze od 10 pg/kg
do 10 ng/kg tjelesne mase. Prva istrazivanja provedena su na modelima Zelu€anih
lezija u Stakora (105, 107) i pilica (112), a pentadekapeptid BPC 157 je u svim
modelima pokazao izrazitu gastroprotekciju (107, 108, 113-119). Nadalje, i u modelu

izazivanja upale debelog crijeva 2,4-dinitroflorobenzenom, koja nastaje po tipu kasne
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hipersenzitivne reakcije takoder ima protektivni u€inak kao i u slicnom pokusu s

trinitrobenzensulfonskom kiselinom (120).

Tako je uoCeno da primjena pentadekapeptida BPC 157 smanjuje eksudaciju upalnih
medijatora (leukotriena Bs4-LTBa4, te tromboksana B2-TxB2) u serumu i tkivima te
mijeloperoksidaze (MPO) u podruc¢ju ozljede (103, 121). Na taj nacin dolazi do
znaCajno manje eksudacije polimorfonukleara (PMN), ali vece eksudacije
mononukleara u podrucje ozljede. Poznato je da polimorfonukleari izlu€uju medijatore
koji djeluju kao kolagenaze Cime se razgraduje okolni neozlijedeni kolagen i odgada

se sinteza novog kolagena, dok mononukleari imaju zna¢ajnu fagocitnu sposobnost.

Pentadekapeptid BPC 157 pokazao je i sposobnost poticanja sinteze NO blokiranjem
N-nitro-L-arginin metil-estera (L-NAME), inhibitora enzima NOS, Sto djeluje
stimulativno na proces cijeljenja, i to u ranom razdoblju snaznim vazodilatacijskim
u¢inkom, dok kasnije aktivacija NO sustava potiCe i sintezu kolagena (111, 122).
Istrazivani su pozitivni uc€inci pentadekapeptida BPC 157 na alkoholom induciranu
leziju Zelu€ane sluznice i na odrzavanje krvnog tlaka i to u kombinaciji s L-NAME,
kompetitivnim inhibitorom generiranja endotelnog NO i NO prekursorom L-argininom.
Pokazano je da pentadekapeptid BPC 157 uspjeSno antagonizira nezeljene promjene
inducirane L-NAME-om ili L-argininom. Kada su L-NAME i L-arginin bili davani
zajedno, njihov je uc€inak bio oslabljen. U homogeniziranom supernatantu Zelu¢ane
sluznice Stakora, kao i L-arginin, pentadekapeptid BPC 157 inducira formiranje NO, ali
njegov ucinak nije oslabljen kada se daje zajedno s L-NAME. Sinteza NO je bila
oslabljena kada su upotrebljeni pentadekapeptid BPC 157 i L-arginin zajedno. Od kada
je dokazano u eksperimentima in vitro i in vivo da pentadekapeptid BPC 157 moze
ponistiti u€inak L-NAME, prihvatljivom se pocela €initi moguénost interakcije s NO
sustavom (116, 123). Dokazano je da pentadekapeptid BPC 157 sprjeCava L-NAME
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induciranu hipertenziju kao 1 hipotenziju induciranu primjenom L-arginina (116).
Gledano iz perspektive pentadekapeptida BPC 157/L-arginin/NO sustav, halaz
ograni¢ene kompeticije prema dosadasnjim stavovima moze se tumaciti samo kao
blizak meduodnos s NO sustavom. Tako je jasno pokazano da pentadekapeptid BPC
157 moze na specifiCan nacin interferirati s u¢incima NO agensa i u slu€aju integriteta
sluznice zeluca i u slu€aju regulacije krvnog tlaka. Takoder se pokazalo da sposobnost
pentadekapeptida BPC 157 da se suprotstavlja blokadi NOS, konkretno primjeni L-

NAME, nadilazi kontrirajuci potencijal L-arginina (112, 122-128)

Osim protuupalnih, pentadekapeptid BPC 157 posjeduje i antioksidativha svojstva,
antagonizira jetrena 1 mozdana oStecenja putem slobodnih radikala (CCla,
paracetamol, diklofenak) (105, 129, 130). Osim neuroprotekcije u modelu oSte¢enja
slobodnim radikalima, pentadekapeptid BPC 157 pozitivho utjeCe i na poremeca]
funkcije dopaminskog i serotoninskog sustava u mozgu (131-135). Pored vec ranije
napomenutog anti-ulkusnog efekta, ovaj agens snazno potiCe proces cijeljenja u
razli¢itim tkivima (miSic, Zivac, kost) te ostvaruje i €itav niz pozitivnih u¢inaka unutar
gastrointestinalnog sustava (105, 110, 129, 133, 136). Pentadekapeptid BPC 157
potiCe cijeljenje ozljeda i tkiva koje inaCe ne bi, ili bi vrlo teSko cijelilo, kao u modelima
cijeljenja opeklina koze (103, 137, 138), miSica (139-141), tetiva (142-146), ligamenata
(147), perifernih Zivaca (148), mozga (149), kosti (150, 151) te krvnih Zila (152).
Oporavlja funkciju doljnjeg ezofagealnog i piloricnog sfinktera u modelu ezofagitisa
(153, 154), potiCe cijeljenje intestinalnih anastomoza (155) te dovodi do ubrzanog
cijeljenja razli€itih fistula (gastrokutanih, kolonokutanih, duodenokutanih) (125, 126,
156-158). Pozitivan uc€inak na cijeljenje fistula se ostvaruje i nakon mjesec dana
odgode pocCetka terapije. Pored ranije napomenutog jetrenog oStecenja

paracetamolom i NSAR (diklofenak) pentadekapeptid BPC 157 takoder umanjuje i
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alkoholno jetreno ostecenje, kako akutno tako i kroni¢no, te alkoholne zelucane lezije
(119, 123, 159). Zanimljivo je da uz protekciju jetrenog i drugih organskih oSte¢enja
potaknutih terapijom NSAR (ulcerogeno djelovanje, nefropatija) pentadekapeptid BPC
157 pokazuje istovremeno i anti-inflamatorni uc€inak, prevenira i umanjuje oStecenja u
adjuvantom artritisu (160). U modelu kratkog crijeva takoder je registriran oporavak
funkcije probavne cijevi Sto se manifestira smanjenjem gubitka tjelesne mase, a
morfoloSki je zabiljezeno odrzanje visine crijevnih resica i dubine kripti kao i odrzanje
debljine unutarnjeg misiénog sloja crijeva (161). Vezano uz mehanizam cjeljenja, za
ovaj peptid je takoder dokazano da potice ekspresiju erg-1 gena i njegovog produkta
represorskog faktora rasta zivaca 1-A vezujuceg proteina -2 (nab2) u nediferenciranim
Caco-2 stanicama Sto ima za posljedicu indukciju proizvodnje citokina i faktora rasta i
rano stvaranje izvanstani¢nog matriksa (kolagena). Moguce je pretpostaviti i da utjecaj
pentadekapeptida BPC 157 na ekspresiju navedenog gena (erg-1), koji je potentni
transkripcijski aktivator razli€itih trombotickih i inflamatornih kaskada, moze prekinuti
djelovanje proinflamatornih i protrombotickih medijatora i na taj nacin ostvariti
protektivni u€inak u ishemijsko/ reperfuzijskoj ili hipoksi¢no/reoksigenacijskoj ozljedi

miokarda koja je patofizioloSka podloga nastanka infarkta (162).

Isto tako treba naglasiti i da primjena pentadekapeptida BPC 157 ne izaziva osifikaciju

i metaplaziju okolnih tkiva kao Sto je uo€eno pri primjeni nekih faktora rasta (163).

Pozitivni uc€inci ovog agensa na procese cijeljenja razlicitih tkiva, kao i pozitivhe u€inke
u probavnom sustavu, mogu se povezati S Robertovim konceptom adaptivne
citoprotekcije koji se u osnovi zasniva na postavci da manja tkivha oStecenja
primjenom malih doza razli€itih iritansa ostvaruju zastitu odnosno organoprotekciju u
slu¢aju izlaganja puno ja¢im iritansima u velikim dozama. Kao medijatori citoprotekcije

Su izvorno opisani prostaglandini, ali naknadnim istrazivanjima se pokazalo da
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navedene osobine pokazuju i drugi antiulkusni lijekovi (H2 blokaotori, IPP) pa i
pentadekapeptid BPC 157 (110). Navedeni mehanizam citoprotekcije, iako izvorno

pokazan na Zelu€anoj sluznici, zapravo vrijedi generalno u organizmu.

1.5.1. Pentadekapeptid BPC 157 u kardiologiji

U viSe eksperimentalnih modela pokazan je kardioprotektivni i antiaritmicki ucinak

pentadekapeptida BPC 157 (122, 124, 127, 128, 133, 136, 164, 165).

Pentadekapeptid BPC 157 je pokazao ucinkovitost kod izazivanja aritmija ishemijsko-
reperfuziskom ozlledom na modelu izoliranog srca zamorca. lako sam
pentadekapeptid BPC 157 nije pokazao ucinak na frekvenciju srca i tlak u lijevom
ventrikulu prije i nakon ishemije, pokazano je da terapija s pentadekapeptidom BPC
157 reducira pojavu i trajanje ventrikulske fibrilacije i atrioventrikulske disocijacije.
Trajanje fibrilacije ventrikula je smanjeno s prosje¢no 4 minute na 15 sekundi, a pojava
AV disocijacije je reducirana za 40% tijekom reperfuzije. Trajanje sinusnog ritma

produljeno je tijekom reperfuzije sa 7 na 18 minuta (179).

U studiji doksorubicinske kardiotoksi¢nosti i posljedi¢nog zatajivanja srca primjena
pentadekapeptida BPC 157 je u obje ispitivane doze (10 ng/kg i 10 pg/kg) dovela do
znaCajnog smanjenja oStecenja miokarda Sto je bilo praceno redukcijom vrijednosti
laboratorijskog parametra sréane dekompenzacije big-endotelin 1 (BET-1) dija
produkcija ovisi o sintezi NO (166-168). ET-1 regulira cijeli niz fizioloSkih procesa,
uklju€ujuéi vazokontrikciju, angiogenezu, nocicepciju i stani¢nu proliferaciju. Cijeli niz
bolesti kao Sto su arterijska hipertenzija, ateroskleroza, kroni¢no sréano zatajivanje,

dilatativna kardiomiopatija, pluéna hipertenzija i bubrezno zatajivanje, pracene su
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aktivacijom endotelinskog sustava (169-171). Stoga se mjerenjem BET-1, bioloski
manje aktivnog prekursora endotelina-1 (ET-1), mogao pratiti stupanj sréanog
popustanja, ucinkovitost terapije kao i stupnja sinteze ET-1 (172). Dokazano je da je
pentadekapeptid BPC 157 u dozi od 10 pg/kg smanjio poviSene koncentracije BET-1,
dok je u dozi od 10 ng/kg sprijec€io njihov daljnji porast. Pentadekapeptid BPC 157 je u
monoterapiji znacajnije reducirao progresiju Kklini€kih manifestacija kongestivhog
sr€anog popustanja kao Sto su porast sr¢ane frekvencije i frekvencije disanja te pad
arterijskog tlaka u odnosu na terapijske skupine zivotinja, koje su bile tretirane
amlodipinom i losartanom (173). Obzirom na ranije dokazanu direktnu povezanost
produkcije BET-1 kao markera sistolicke funkcije LV s padom koncentracije NO kao
kardioprotektivhog agensa, navedenim radom je ujedno indirektno potvrden pozitivni
ucinak pentadekapeptida BPC 157 na produkciju NO u srcu (173). Zastitni u€inak BPC
157 u doksorubicinskoj kardiotoksi¢nosti bio je znafajno vecéi naspram

konvencionalnoj terapiji losartanom i amlodipinom (124).

U eksperimentalnom modelu izoprenalinom uzrokovanog infarkta srca na Stakorima,
pentadekapeptid BPC 157 je pokazao zastitni uc€inak Sto je bilo vidljivo po manjem
porastu specificnog sréanog enzima troponina T (TnT), manje izraZzenim promjenama

u EKG-u i histoloskoj slici u usporedbi s kontrolnom skupinom (174).

U modelu intoksikacije digitalisom, primjena pentadekapeptida BPC 157 dovela je do
znaCajne redukcije pojave i trajanja totalnog AV bloka, ventrikularne tahikardije te
fibrilacije ventrikla uz posljedicno znacajno viSe stope prezivljenja u odnosu na
kontrolnu skupinu. Antiaritmicki je ucinak pentadekapeptida BPC 157 u modelu
intoksikacije digitalisom bio izrazen i kod blokade aktivhosti NO sustava nespecificnim

inhibitorom NO sintetaze, L-NAME (127).
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Antiaritmicki u€inak ovog agensa potvrden je takoder i u modelu hiperkalijemijskih
odnosno hipokalijemijskih aritmija gdje je profilakticka i terapijska primjena
pentadekapeptida BPC 157 peptida (30 min prije ili 5 min nakon aplikacije visoke doze
otopine KCI (9mEg/kg), odnosno indukcije hipokalijemije primjenom visokih doza
furosemida (100mg/kg i.p.), dovela do prevencije tipicnih elektrokardiografskih
promjena i aritmija induciranih hiperkalijemijom odnosno hipokalijemijom
(hiperkalijemija: pojava visokih T valova, Sirenje QRS kompleksa, signifikantna
bradikardija i asistolija, odnosno hipokalijemija: smanjenje amplitude R i S zubca, T
vala, prolongacija P, T valova, QRS kompleksa, PQ I QT interval, pojava AV bloka i
ventrikularne tahikardije) ili do njihovog vrlo brzog nestanka (unutar 10-30 min od
primjene). Navedeni u€inak je potvrden i elektrofizioloSkim ispitivanjem patch clamp
tehnikom na HEK 293 stanicama gdje je pokazano smanjenje depolarizacijskog ucinka
otopine KCI odnosno smanjenja koncentracije kalija u ekstracelularnoj tekucini na
membranski potencijal HEK 293 stanica primjenom pentadekapeptida BPC 157.
Takoder je dokazano da je ova] ucinak posljedica modulacijskog ucinka
pentadekapeptida BPC 157 na kalijsku vodljivosti membrane HEK 293 stanica (128,
175) . Pored ucinka na kalijsku vodljivost, pokazan je i NO-vezani antiaritmijski ucinak
B pentadekapeptida PC 157 u hiperkalijemiji odnosno hipokalijemiji putem modulacije
aktivnosti NO sustava primjenom L-NAME/L-arginina. Naime, blokada NO sintetaze
nespecificnim inhibitorom (L-NAME) dovodila je do pogorSanja aritmija, dok je primjena
L-arginina bila djelomi¢no ucinkovita jedino u profilaktickoj shemi davanja. Primjena
pentadekapeptida BPC 157 je u potpunosti antagonizirala aritmije u uvjetima blokade
NO sintetaze s L-NAME, dok istodobna primjena L-arginina nije dovela do pozitivhog

sinergistickog djelovanja (128).

25



Mario Udovici¢ | Disertacija uvoD

Uz ove ucinke uoceno je da pentadekapeptid BPC 157 moze imati pozitivan u€inak na
poremecéaj vrijednosti arterijskog tlaka, i to bez utjecaja na normalne bazalne
vrijednosti. To je jasno pokazano u studijama s NO sustavom (116) gdje je primjenjen
pentadekapeptid BPC 157 sam ili zajedno s L-argininom i L-NAME. Davanje L-NAME
izazvala je neposredno postizanje maksimuma ve¢ nakon 10 min te kontinuirani rast
krvnog tlaka tijekom cijelog 90-minutnog trajanja pokusa. Kada bi pentadekapeptid
BPC 157 bio primjenjen 15 minuta prije L-NAME, porast krvnog tlaka bio je znacajno
manji. Kada bi pentadekapeptid BPC 157 bio davan u posttretmanu, u trenucima
maksimalnog porasta tlaka izazvanog L-NAME-om, uocen je jasan pad krvnog tlaka.
Primjenom L-arginina 10 minuta nakon aplikacije L-NAME, uoCen je takoder jasan pad
tlaka. Sam L-arginin uzrokovao je umjereni pad tlaka, dok je pad tlaka izazvan

uporabom BPC 157 u pretretmanu bio joS izrazeniji (106, 116).

Pentadekapeptid BPC 157 djeluje i na koagulacijski sustav, Sto je takoder pokazano u
nekoliko pokusa (164, 165). Jedan od prvih dogadaja nakon ozljede tkiva je aktivacija
koagualcijske kaskade te formiranje tromba, nakon ¢ega ubrzo dolazi do akutnog
upalnog odgovora koji rezultira edemom te otpusStanjem citokina i ¢imbenika rasta
(176). Neke lezije poput gastrointestinalnin ulkusa proizlaze iz prekomjernog
formiranja tromba, Sto dovodi do tromboze (177), koja je dCesto pracena
vazokonstrikcijom. To rezultira ishemijom mukoze te kona¢no nekrozom tkiva. S jedne
strane pentadekapeptid BPC 157 je pokazao trombolitiCki u€inak u modelu transekcije
aorte (152), dok je s druge strane sustavno sprje€avao produljenje vremena krvarenja
izazvano acetilasliciinom kiselinom, varfarinom te heparinom, a prevenirao je i

nastanak trombocitopenije (164).
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1.6.MODELI PLUCNE HIPERTENZIJE

Radi boljeg razumijevanja patofizioloSkih mehanizama PH, kao i za testiranje novih
oblika terapija, koriste se eksperimentalni zivotinjski modeli. lako bilo koji oblik PH
moze pridonijeti povecanju morbiditeta i mortaliteta u bolesnika, PAH je posebno tezak
i progresivan oblik koji Cesto vodi do desnostranog sréanog zatajivanja i prerane smrti
(14, 16, 178). Stoga, kada se govori da bolesnik ima PAH, dijagnoza mora ukljucivati
cijeli niz definiranih klini¢kih parametara, koji nadilaze samo povecéanje tlaka u plu¢noj

cirkulaciji (16).

U literaturi se spominje cijeli niz eksperimentalnih modela pluéne hipertenzije koji
koristi velike Zivotinje, ukljuCujuéi primate (179), goveda (180), ovce (181) i svinje
(182). Te su velike Zivotinje mozda bolji modeli ljudske bolesti nego glodavci, no
znaCajno su skuplji i razvoj bolesti je neprihvatljivo spor (183). NajCeSc¢e koristeni

modeli pluéne hipertenzije u Stakora su model hipoksije i monokrotalinski model (16).

1.6.1. Model pluéne hipertenzije izazvan monokrotalinom

Model pluéne hipertenzije u Stakora izazvane monokrotalinom je najéeSée koristeni
Zivotinjski in vivo model za prou€avanje pluéne hipertenzije (16, 184). Bras i suradnici
su joS 1954. godine posumnjali na monokrotalin (MCT) kao uzro¢nika plucne
vazookluzivne bolesti u studiji Jamaikanaca koji su koristili biljne preparate sa
sjemenkama Crotalarije specatbilis (185). Nakon unosa u organizam MCT biva,
pretezito u hepatocitima preko citokrom P-450 enzimskog sustava, metaboliziran u
svoj toksi¢ni oblik dehidromonokrotalin (186, 187). Lalich je 1961. prvi opisao pluéni

vaskulitis u Stakora hranjenih monokrotalinom (188, 189), te je pokazao da ti Stakori
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razvijaju hipertrofiju desne klijetke (190), a Kay i suradnici su 1967. dokazali prisutnost

pluéne hipertenzije (191).

Usporedne eksperimentalne studije su pokazale da jednokratna injekcija pirolizidin-
alkaloida MCT (60-100 mg/kg TT supkutano) unutar 14 dana pouzdano izaziva tesku
pluénu hipertenziju u svih izlozenih Stakora koja, preko kompenzatornog razvitka
desnostrane sréane hipertrofije uz aktivaciju adrenergickog sustava, dugoro¢no
rezultira desnostranom sréanom dekompenzacijom (192-197), a unutar 6-8 tjedana u
vecCine Stakora dovodi do smrtnog ishoda (183, 198). Tako brza progresija
fulminantnija je od ljudske PAH i iskljucuje moguc¢nost razvoja kompenzacijskog

mehanizma.

Zariste toksiénog djelovanja lezi, osim u jetri, najvise u endotelnim stanicama pluca,
do kojih dolazi krvotokom (199). Nastaje oStecenje DNA stvaranjem kovalentnih veza
i unakrsnog vezanja DNA lanaca (200, 201), bubrenjem mitohondrija (202) i stvaranja
slobodnih radikala (183). Kao i u ljudskoj PAH, MCT u Stakorskom modelu proizvodi
apoptozu endotelnih stanica, koja se prati oko 4. dana nakon injekcije. OSteéenje
endotela dovodi do wupale, povecanja vaskularne permeabilnosti, agregacije
tromobocita, stvaranja intravaskularnih tromba (203) i poja¢ane ekspresije adhezijskih
molekula. Nadalje nastaje pregradnja stijenki krvnih Zila, proliferacija endotela, i
hipertrofija lamine medije. Ovaj model etiopatogenetski oponasa, te bi sukladno
etioloskoj klasifikaciji PH Svjetske zdravstvene organizacije, bio Zivotinjski model za

skupinu 1 pluéne hipertenzije u ljudi — plu¢nu arterijsku hipertenziju (183).

Ucinci navedenih pregradbenih procesa rezultiraju poveéanom obliteracijom u prvoj
liniji arteriola (202, 204), koja dovodi do kroni€nog poviSenja tlaka u pluénoj cirkulaciji

(205, 206). Postupni razvoj vaskularnog remodeliranja namece zaklju€ak da se ne radi
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samo o izravhom ucinku aktivnog alkaloida, koji u prvih 24 h gotovo u cijelosti bude
izlu€en, vec¢ su ukljuceni i razliCiti biolosSki patoloski mehanizmi, koji se aktiviraju
inicijalnim toksi¢nim podrazajem. Buduci da desna klijetka pod takvim uvjetima mora
raditi uz visoke tlakove u plu¢noj cirkulaciji, kompenzatorno se razvija hipertrofija
desne Kklijetke te njezina disfunkcija, Sto je vazna karika u proucavanju PH (16).
Postupno nastaje desnostrano, a na kraju i globalno sréano popustanje (191, 193-195,
205). Hipertrofija srca zahva¢a samo desnu klijetku i korelira s vaskularnim
promjenama. Isto tako dolazi i do nakupljanja mastocita u medijastinalnim limfnim
¢vorovima te oko bronha i pluénih arterija (207, 208). U prethodnim studijama su u
Stakora opisane vrijednosti stistolickih tlakova u plu¢noj arteriji i do 80 mmHg 5 tjedana

nakon primjene MCT-a, Sto je povezano s niskim prezivljenjem i od 35% (209-211).

Medutim, MCT uzrokuje i prolazni akutni miokarditis lijeve i desne klijetke, Sto donekle
komplicira prouCavanje hipertrofije i zatajivanja desne klijetke s teSkom PH (212).
Postoje dokazi da MCT, iako u viSim dozama, uzrokuje i akutno oSteéenje jetre (213)
te bubrega (211). Stoga model PH inducirane MCT-om neki smatraju modelom
subakutnog oStecenja periferne vaskulature pluéa i drugih organa (bubrega, jetre i
srca) (16). Takoder treba naglasiti da je do sada viSe od 30 razli€itih supstanci
pokazalo protektivni u€inak u MCT-om modelu pluéne hipertenzije (16). MCT model
pluéne hipertenzije u Stakora i dalje ostaje naj¢eS¢e koriSteni Zivotinjski model pluéne
hipertenzije, obzirom da nudi jednostavnost, reproducibilnost i niske troSkove u
usporedbi s drugim modelima (214). Kao takav, monokrotalin reproducira najvaznije
elemente ljudske PH: vaskularno remodeliranje, proliferaciju glatko miSi¢nih stanica,
endotelnu disfunkciju, upalu i poja¢anu ekspresiju upalnih citokina te zatajivanje desne

klijetke (Tablica 3).
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Tablica 3 Usporedba patoloskih znacajki ljudske PAH i modela PAH inducirane

monokrotalinom u Stakora (215)

Promjena

MCT model PAH u Stakora

Ljudska PAH

Ostecenje endotela

Ostecenje endotela kao inicijalni

mehanizam (199)

Disfunkcija plu¢nih endotelnih

stanica (47)

Tromboza

Intravaskularni trombi (203, 216)

In-situ tromboze kod PH lezija

(49)

Fragmentacija

laminae elasticaae

Promijenjena sinteza elastina i

Kod PAH uslijed kongenitalnih

infiltracija (219)

kolgena (217) sréanih greSaka (218)
internae
Pretezito mononuklearna Pretezito mononuklearna,
Upala intersticijska i perivaskularna vec¢inom perivaskularna te u

podrucju pleksiformnih lezija

(220)

Pleksiformne lezije

Ne (niti u jednom drugom

Zivotinjskom modelu)

Kod IPAH u 80% teskih

sluCajeva

Hipertrofija medije

patognomonic¢no

patognomonic¢no

Cor pulmonale

patognomonic¢no

patognomonic¢no
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2. HIPOTEZA

Primijenjen u kotretmanu pentadekapeptid BPC 157 Ce sprijeciti razvoj hipertrofije
medije pluénih arterija i hipertrofiju desne klijetke u Stakora izlozenih monokrotalinu,
dok ¢e u posttretmanu kod Stakora ukloniti postojecu hipertrofiju medije plu¢nih arterija

i hipertrofiju desne klijetke izazvane monokrotalinom.
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3. CILJEVI RADA

3.1.0PCI CILJ

U ovom istrazivanju pluéne hipertenzije i plu¢nog srca te oStecenja plucne vaskulature
monokrotalinom u Stakora cilj je primjenom pentadekapeptida BPC 157 peroralno i
intraperitonealno sprijeciti razvoj oStecenja pluc¢ne vaskulature i plu¢nog srca ili ukloniti

vec postojeca oStecenja pluéne vaskulature i hipertrofiju desne klijetke (191, 221).

3.2.SPECIFICNI CILJEVI

Specifi¢ni cilj je bio prouciti u€inkovitost pentadekapeptida BPC 157 primijenjenog u
dvije razliCite doze, na dva razli€ita nacina primjene (peroralno i intraperitonealno) u
dva razli¢ita rezima primjene (kotretman i posttretman nakon razvoja plu¢ne

hipertenzije).
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4. METODE

4.1. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

U istrazivanju su koriSteni muski Wistar Stakori tjelesne mase (TT) od 150 do 200 g
smjesteni u kaveze sa slobodnim pristupom vodi i hrani u kontroliranim laboratorijskim
uvjetima temperature i vlaznosti zraka te 12-satnim ciklusom svjetla i tame. Prvog dana

ispitivanja zivotinje su randomizirane u pokusne skupine.

4.2.LIJEKOVI

Za izazivanje pluéne hipertenzije koriSten je etablirani monokrotalinski (MCT) Stakorski
model (191, 221). Monokrotalin kupljen kod Sigma Chemical Co (St.Louis, MO, USA),
primijenjen je supkutano prvoga dana otopljen u fosfatnoj puferiranoj fizioloSkoj otopini
(Analiticki laboratorij, Gradske ljekarne Zagreb) (221), u dozi od 80 mg/kg TT (221).

Poslije toga zivotinje su randomizirane u jednu od 13 pokusnih skupina.

Sintetski pentadekapeptid BPC 157 (Diagen, Ljubljana, Slovenia) 99% (HPLC) Cistoée
koriSten je u eksperimentu takoder otoplijen u fizioloSkoj otopini prema ranije
etabliranim protokolima (107, 108, 111, 112, 116, 131-133, 162, 173, 222-231).
Pentadekapeptid BPC 157 dio je sekvence aminokiselina proteina BPC izoliranog iz
ljudskog ZzeluCanog soka i topljiv je u vodi i F.O. pri pH 7. Navedene doze
pentadekapeptida BPC 157 (10 ng/kg te 10 pg/kg) koje su ispitivane u ovom
istrazivanju, koriStene su i u prethodnim radovima o pentadekapeptidu BPC 157 (106-

108, 112, 116, 131-133, 173, 222-228).
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Zivotinje su tretirane pentadekapeptidom BPC 157 otoplienim u fiziologkoj otopini
NaCl-a) po vec¢ od prije koriStenom protokolu intraperitonelanog tretiranja (232) u
dozama 10 pg/kg TT i 10 ng/kg TT, dok su kontrolne zivotinje bile tretirane s 0.9%
otopinom NaCl-a 5.0 ml/kg TT jednom dnevno. U grupama s peroralnim tretmanom
zZivotinje su dobivale pentadekapeptid BPC 157 u vodi za pice (0,16 pg/mli 0,16 ng/ml
Sto pri prosjecnom peroralnom unosu vode za pic¢e po zivotinji odgovara dnevnom
unosu od 10 pg/kg 1 10 ng/kg TT), a kontrolne skupine samo vodu za pic¢e (12 mi/dan

po Stakoru) do Zrtvovanja.

4.3.EKSPERIMENTALNI PROTOKOL

Istrazivanje je provedeno na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta u
Zagrebu. U istrazivanju je uklju¢eno 13 skupina po 6 Zivotinja, dakle ukupno 78
Zivotinja. Ispitivane su dvije doze pentadekapeptida BPC-a od 10 ug/kg i 10 ng/kg,
primjenjene intraperitonealno ili peroralno, u kotretmanu (233, 234) ili posttretmanu
(235). Nakon inicijalne primjene monokrotalina Zivotinje su hasumic¢no rasporedene u
jednu od 13 skupina. U prvih Sest skupina zapoceto je s tretiranjem odmah po
randomizaciji, u Cetiri skupine s pentadekapeptidom BPC 157 (BPC 157 10 pg/kg i.p.,
BPC 157 10 ng/kg i.p., BPC 157 10 pg/kg p.o. i BPC 157 10 ng/kg p.o.), te u petoj
kontrolnoj s fizioloSkom otopinom intraperitonealno a Sesta kontrolna je dobivala samo
vodu za pic¢e. U ostalih je pet skupina tretman zapocet 15. dana radi razvoja plu¢ne
hipertenzije. Sedma skupina Zivotinja je bila Zrtvovana 15. dana radi patohistoloske
verifikacije plu¢ne hipertenzije, dok je u preostalih skupina zapoceto s tretamanom 15

dana, u Cetiri skupine s pentadekapeptidom BPC 157 (BPC 157 10 ug/kg i.p, BPC 157
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10 ng/kg i.p., BPC 157 10 pg/kg p.o. i BPC 157 10 ng/kg p.0.), te u zadnje dvije skupine

s fizioloSkom otopinom intraperitonealno ili vodom za pice peroralno.

Pokusne zivotinje su bile svakodnevno tretirane od strane osoba koje nisu bile
upoznate s administriranom tvari po skupinama. Zadnji tretman je bio 24 h prije
Zrtvovanja. Zivotinje su Zrtvovane 30. dana od podetka pokusa dekapitacijom u
anesteziji, kombinacijom ketamina u dozi 40 mg/kg TT i diazepama 10 mg/kg TT

intraperitonealno. Podjela skupina je prikazana u sljedecoj tablici.
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Tablica4  Tablearni prikaz eksperimentalnih grupa
Ime skupine Monokrotalin Terapija Pocetak Kra] Zrtvovanje
tretmana | tretmana
Kotretman BPC 157 10 | 1. dana | BPC 157 10
1 pna/kg TT i.p. 80 mg/kg TT pug/kg TT i.p. 1. dan 29. dan 30. dan
Kotretman BPC 157 10 | 1. dana | BPC 157 10
2 ng/kg TT i.p. 80 mg/kg TT ng/kg TT i.p. 1. dan 29. dan 30. dan
Kotretman BPC 157 10 | 1. dana | BPC 157 10
3 pna/kg TT p.o. 80 mg/kg TT pg/kg TT p.o. 1. dan 29. dan 30. dan
Kotretman BPC 157 10 | 1. dana | BPC 157 10
4 ng/kg TT p.o. 80 mg/kg TT ng/kg TT p.o. 1. dan 29. dan 30. dan
1. dana | 0.9% NaCl-a 5,0
5 | Kotretman kontrola 1 80 mglkg TT mifkg TT i.p. 1. dan 29. dan 30. dan
6 | Kotretman kontrola 2 L. dana | voda za pice 1. dan 29. dan 30. dan
80 mg/kg TT | p.o. ' ' '
7 | Posttretman kontrola 1 L. dana nihil - - 15. dan
80 mg/kg TT '
Posttretman BPC 157 | 1. dana | BPC 157 10
8 10 ug/kg TT i.p. 80 mg/kg TT pug/kg TT i.p. 15. dan 29. dan 30. dan
Posttretman BPC 157 | 1. dana | BPC 157 10
9 10 ng/kg TT i.p. 80 mg/kg TT ng/kg TT i.p. 15. dan 29. dan 30. dan
Posttretman BPC 157 | 1. dana | BPC 157 10
10 10 ug/kg TT p.o. 80 mg/kg TT po/kg TT p.o. 15. dan 29. dan 30. dan
Posttretman BPC 157 | 1. dana | BPC 157 10
" 10 ng/kg TT p.o. 80 mg/kg TT ng/kg TT p.o. 15. dan 29. dan 30. dan
1. dana | 0.9% NaCl-a 5,0
12 | Posttretman kontrola 2 80 mglkg TT mifkg TT i.p. 15. dan 29. dan 30. dan
13 | Posttretman kontrola 3 L. dana | voda za pice 15. dan 29. dan 30. dan
80 mg/kg TT | p.o.
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4.3.1. Klini¢ki izgled zivotinja

Tijekom ispitivanja svakodnevno je pracena aktivnost i izgled zivotinja Sto je
dokumentirano slikanjem zivotinja iz razli€itih terapijskin skupina. Praceni su klinicki
parametri kao Sto su frekvencija rada srca i disanja, boja njuskica te periferni edemi 1.,
7., 14., 21. i 30. dana pokusa. Evaluaciju su provodila dva iskusna, nepristrana
promatraca, koji su pratili i ocjenjivali promjenu klinickog statusa. Boja njuskice
ocjenjivana je bodovanjem s jedan ili nula, tako da je nula oznacavala ruziastu ili
crvenkastu boju njuskice, a jedan plavkastu, cijanoti¢nu boju. Bodovanje su svaki put
neovisno obavile dvije osobe, a zabiljeZzena je prosjeCna ocjena. Stupanj otecenosti
je ocjenjivan kroz procjenu edema razli¢itih anatomskih struktura po sustavu 0 ili 1 (0
— nema edema, 1 — prisutan edem). Procjenjivan je edem njusSke (nosa, usana,
submandibularni edem: 0 — nema edema, 1 — prisutan edem), edem skrotuma (od 0 —
nema edema, 1 — prisutan edem) te edem prednje desne Sapice Zivotinje (od 0 —nema
edema, 1 — prisutan edem). Ocjenjivanje su izvodile dvije neovisne osobe, a kao
konacni rezultat uzeta je srednja vrijednost. Vrijednosti bodova svake od promatranih
struktura su zbrajane i ukupan zbroj je usporedivan. Takoder je pra¢ena promjena
tielesne mase kao pokazatelj nutritivnog statusa redovitim dnevnim mjerenjima

tielesne mase vagom.

Prvog te 7., 14., 21. i 30. dana pokusa su mjereni i sustavni arterijski tlakovi.
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4.3.2. Elektrokardiogram

Svi elektrokardiografski zapisi zabiljeZzeni su na trokanalnom uredaju (tri standardna
odvoda ekstremiteta) brzinom 50mm/s, EKG monitor 2090 Medtronic (Minneapolis,
MN, USA). Aparat je bazdaren na visinu potencijala 1mV/cm. Prilikom snimanja
elektrokardiograma Zivotinje su bile anestezirane intraperitonealnom aplikacijom
kombinacije ketamina u dozi 40 mg/kg TT i diazepama 10mg/kg TT. Elektrokardiogram
je sniman svim Zivotinjama na pocCetku pokusa te 7., 14., 21. i 30. dana, a praceni su
slijedeCi parametri: ritam, frekvencija te promjene STT segmenta (prvenstveno
promjene ST spojnice u smislu patoloske elevacije i denivelacije kao znaka ishemijske
ozljede miokarda), veli€ina R zupca, pojava patoloskog Q zupca te promjene osi QRS
kompleksa u frontalnoj ravnini kao pokazatelja hipertrofije desne klijetke (236). QT
interval je mjeren tako da bi se na aparatu digitalno zamrznuo zapis, koji bi se potom
rasirio na 200 mm/s, te je na 5 pojedinaénih QRS kompleksa digitalnim kaliperima
mjeren QT interval. Na isti nacin je preko RR intervala odredivana i frekvencija srca.
Bazettovom formulom modificiranom za Stakore potom je izraCunavan QTc interval

(237).
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4.3.3. Ehokardiografija

Ehokardiografska ispitivanja su provodena ultrazvucnim aparatima Philips ClearVue
550 i Philips SD800, u oba slu¢aja s linearnim sondama od 7,5 MHz, nakon snimanja
EKG-a 1., 7., 14., 21. i1 30. dana od strane jednog promatraca. Prethodno su zivotinje
bile obrijane u podrucju lijevog hemitoraksa sprijeda. Ultrazvuéna mjerenja su
izvodena tako da bi prikazali srce u kratkoj parasternalnoj osi. Pulsni Doppler je
koriSten za mjerenje akceleracijskog vremena u pluénoj arteriji (PAAT). Pri tome je
uzorak volumena bio centralno pozicioniran unutar plu¢ne arterije netom distalno od
pluénog zaliska, usmjerene paralelno niz protok (198). Za svaku zivotinju u svakom

navratu su radena 3 neovisna mjerenja.

Nakon mjerenja PAAT u istoj osi bi se prikazao lijevi ventrikul u razini papilarnih misiéa,
a za procjenu porasta tlaka u desnoj klijetki mjeren je indeks deformacije lijeve klijetke:
odnos kratkog promjera naspram dugog promjera lijeve klijetke u endsistolickoj fazi

(Slika 2) (238). Za svaku zivotinju u svakom navratu su radena tri neovisna mjerenja.

Razvoj plu¢ne hipertenzije je pracen neinvazivno ehoarkdiografski Sto je poStednije za
pokusne zivotinje. Ehokardiografija kao metoda praéenja razvoja plué¢ne hipertenzije u
Stakorskom modelu s monokrotalinom je pokazala vrlo visoki stupnaj korelacije i
pouzdanosti u usporedbi s magnethom rezonacom i direktnim mjerenjem

kateterizacijom plu¢ne arterije (198, 239).
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Slika 2 Za ehokardiografsko praéenje plu¢ne hipertenzije pored akceleracijskog vremena u
pluénoj arteriji pratit ¢e se i tzv. indeks deformacije lijeve klijetke, koji je definiran kao
odnos kratke osi (b) naspram velikoj osi (a) prikazan u parasternalnoj kratkoj osi u
endsistoli¢koj fazi (238)
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4.3.4. Patohistologija

Tridesetog dana od pocetka pokusa Zivotinje su anestezirane i Zrtvovane. Srce i plu¢a
su disecirani zajedno, a jetra odvojeno. Zatim su organi izvagani. Plu¢a su priredena
za patohistolosku analizu sukladno etabliranom modelu. Oba pluéna krila su izuzeta
zajedno s trahejom, koja su tada (ex vivo) kanulirana i potom je u pluca instiliran 10%
formalin pod tlakom od 20 cm H20, kao Sto je ranije opisano (240-242). Nakon toga su
pluc¢a fiksirana u 10% formalinu, uklopljena u parafin, te su ucinjeni 3-4 um rezovi koji
su obojeni slozenom metodom orcein - van Gieson (243). Remodeliranje pluénih
arterija analizirano je svjetlosnim mikroskopom od strane neovisnog promatraca. Na
patohistoloSkim presjecima je kao pokazatelj hipetrofije pluénih arterija usporedivan
stupanj njihove muskularizacije mjeren kompjuteriziranim morfometrijskim sustavom
ISSA (VAMSTECH, Zagreb) na popre¢nim presjecima krvnih Zila . Ukupna povrsina
(UP) krvne Zile je definirana kao povrSina unutar vanjske elasti¢ne lamine, dok je
povrSina lumena (PL) Zile definirana kao povrSina unutar unutarnje elasti¢ne lamine, a
povrSina medije kao povrSina izmedu vanjske i unutarnje elasti¢ne lamine. Stupan;
muskularizacije je izrazen kao udio povrSine medije u ukupnoj povrsini krvne Zile ili kao
(UP-PL) / UP (Slika 3). Analizirane su muskularizirane plu¢ne arterije promjera 25-100
pum kao Sto je ranije opisano (244, 245). Za svakog pojedinacnog Stakora je analizirano

po 10 arterija na tri presjeka iz razlicitih dijelova pluca.
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Slika 3 Shematski prikaz nagina patohistolosSke kvantifikacije hipertrofije medije plu¢nih arterija:

Stupanj muskularizacije je izrazen kao udio povrSine medije u ukupnoj povrsini presjeka
krvne zile PM/UP ili kao (UP-PL)/UP; (Adv — adventicija, LEE — lamina elastica externa,
LElI — lamina elastica interna, UP — ukupna povrSina arterije, PM — povrSina medije
arterije, PL — povrSina lumena arterije)

Potom je na preparatu srca odvojena desna klijetka, lijeva klijetka i interventrikularni
septum. Hipertrofija desne klijetke je iskazana Fultonovim indeksom: odnosom mase
desne Kklijetke prema zbroju tezina lijeve klijetke i interventrikularnog septuma (246).
Takoder je mjeren odnos mase desne klijetke prema tjelesnoj masi. Jetrena kongestija

je procjenjivana odnosom mokre mase jetre naspram tjelesnoj masi (221).
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4.3.5. Statistika

Za analizu je koriSten program Statistica 7.0. KoriSten je Kruskal-Wallis test s Mann-
Whitney U testom za post hoc analizu, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost-
standardna pogreska ili kao medijan-raspon (razlika maksimalne i minimalne
vrijednosti). Za usporedbu proporcija medu grupama koristen je Fisher exact test.

Razina znacajnosti je postavljena na razinu p < 0,05.
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5. REZULTATI

5.1.KLINICKA PREZENTACIJA

Tijekom pracenja zamije¢ena je vea smrtnost Zzivotinja koje nisu tretirane
pentadekapeptidom BPC 157. U promatranom razdoblju umrla je samo jedna
zivotinja iz pentadekapeptidom BPC 157 tretiranih skupina, dok je kumulativha
smrtnost u svim kontrolnim skupinama bila signifikantno veca (Slika 4). Vecina

smrtnih ishoda je nastupila od tre¢eg tjedna nadalje

, Tretman
1.0 J | )
" |-BPC
—ITKON
—+— BPC-censored
—+— KON-censored
0.8
0.6
0.47
0.2
0.0
T T T | T T T
.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00
Slika 4 Kaplan-Meierova krivulja preZivljenja
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Eksperimentalne zivotinje u kontrolnim skupinama su se od treceg tjedna pokusa
prezentirale opseznim perifernim edemima (njuskica, lice, skrotalna regija) i znacajno
povisenom frekvencijom disanja (Tablica 5). Primjena pentadekapeptida BPC 157, bilo
u posttremanu ili u kotretmanu, sprijecila je nastup perifernin edema ili zna€ajnih
promjena frekvencije disanja. Cijanoza je zamijeCena samo u zivotinja u kontrolnim

skupinama pred sam kraj promatranja (Tablica 6).

Tablica5  Tabelarni prikaz bodovanja perifernih edema (min/med/max)

Dan 1 Dan 7 Dan 14 Dan 21 Dan 30
Kotretman BPC 157
10 pg/kg TT i.p. 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Kotretman BPC 157
10 ng/kg TT i.p. 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Kotretman BPC 157
10 pg/kg TT p.o. 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Kotretman BPC 157
10 ng/kg TT p.o. 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Kotretman kontrola 1 0/0/0 0/0/0 0/0/0 1,0/2,0/2,0 2,5/3,0/3,0
Kotretman kontrola 2 0/0/0 0/0/0 0/0/0 1,5/2,0/2,0 2,5/3,0/3,0
Posttretman kontrola
1 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Posttretman BPC 157
10 pg/kg TT i.p. 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Posttretman BPC 157
10 ng/kg TT i.p. 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Posttretman BPC 157
10 pg/kg TT p.o. 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Posttretman BPC 157
10 ng/kg TT p.o. 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Posttretman kontrola
2 0/0/0 0/0/0 0/0/0 1,5/2,0/2,0 2,5/3,0/3,0
Posttretman kontrola
3 0/0/0 0/0/0 0/0/0 1,0/2,0/2,0 2,5/3,0/3,0
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Tablica 6  Tabelarni prikaz bodovanja stupnja cijanoze njuskice (min/med/max)

Danl Dan7 Danl4 Da 21 Dan30
Kotretman BPC 157
10 pg/kg TT i.p. 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Kotretman BPC 157
10 ng/kg TT i.p. 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Kotretman BPC 157
10 pglkg TT p.o. 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Kotretman BPC 157
10 ng/kg TT p.o. 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Kotretman kontrola 1 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 05100
Kotretman kontrola 2 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 LOLOL0
Posttretman kontrola
1 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Posttretman BPC
157 10 pg/kg TT i.p. 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Posttretman BPC
157 10 ngkg TT ip. | 20 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Posttretman BPC
157 10 puglkg TT p.o. | 200 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Posttretman BPC
157 10 nglkg TT p.o. | 70 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Posttretman kontrola
2 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0,5/1,0/1,0
Posttretman kontrola
3 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0,5/1,0/1,0
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Zivotinje u svim kontrolnim skupinama razvile su u zadnjem tjednu pokusa znakove
kardijalne kaheksije Sto se u svim kontrolnim skupinama iskazalo izrazenim padom
tielesne mase, dok su sve tretirane skupine u kotretmenu i postretmanu imale uredne
krivulje porasta tjelesne mase i 30. dana statisti¢ki zna€ajnu razliku u tjelesnoj masi u
odnosu na kontrole (Tablica 7, Slika 5 i Slika 6). Pad tjelesne tezine bio je toliko izrazen,
da niti porast mase uslijed retencije tekucine i kongestije nije znacajno sprijecio

redukciju ukupne tjelesne mase.

Tablica7  Tablerani prikaz tjelesne mase pokusnih Zivotinja u g (prosjek + SE)

Danl

Dan7

Danl14

Dan21

Dan30

Kotretman BPC
157 10 pg/kg TT

i.p.

198,3+2,8

209,6 + 3,8

222,7+5.3

236,0+6,8

252,5+£8,7

Kotretman BPC
15710 ng/kg TT

i.p.

1950+1,8

208,1+2,0

223,025

238,0+3,3

258,3+4,6

Kotretman BPC
157 10 ug/kg TT

p.o.

197,5+28

209,6 £2,6

223,7+3,4

237,7+4;3

253,0+3,1

Kotretman BPC
15710 ng/kg TT

p.o.

1925+2,8

203,3+3,0

215,7+£3,2

228,3+3,5

243,742

Kotretman
kontrola 1

193,3+1,7

208,5+3,1

2155+3;3

223,2+23

224 5+35

Kotretman
kontrola 2

189,2+2,4

202,7+1,4

218,3+2,7

225,0+4,0

226,8+4,4

Posttretman
kontrola 1

178,8 +£6,5

1952 +6,4

201,3+6,4

Posttretman
BPC 157 10

pa/kg TT i.p.

183,3+7,6

198,277

203,3+8,9

216,7+£9,1

233,2+9,2

Posttretman
BPC 157 10
ng/kg TT i.p.

179,3+6,3

194,7 £5,6

201,7+£5,9

2135+£59

232,2+5,2

Posttretman
BPC 157 10
pa/kg TT p.o.

185,7+7,0

202,0+7,2

209,2+7,7

221,3+8,1

240,274

Posttretman
BPC 157 10
ng/kg TT p.o.

180,7 £5,3

1955+5/4

202,755

214,0 £ 5,7

232,345

Posttretman
kontrola 2

183,3+5,3

198,7+5,1

205,8 +5,3

2128+54

207,6 £5,2

Posttretman
kontrola 3

179,3+6,7

1923+7,8

205,7£4,1

212,4£3,7

205,8+3,2
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Kotretman intraperitonealno

Kotretman peroralno

270
270
* 260 *
260
A o “
J. — 240 T /j *
2 3 A
3 230 ——BPC pg/kg é 230 ——BPC pg/kg
E ~—BPC ng/kg 2 2520 ~—BPC ng/kg
g 220 k)
K —4—kontrola 3, ——kontrola
& 210 F 210
200 = 200
190 - V 190
180 : : : ) 180
Dan1 Dan7 Dan14 Dan21 Dan30 Dan1 Dan7 Dan14 Dan21 Dan30
Posttretman intraperitonealno Posttretman peroralno
250 260
240 T % 250
I
230 240
c i/ = 20 S
3 220 ©
g —+—BPC g/kg 2 220 ——BPC pg/kg
210
@ ——BPC ng/kg 2 210 ~#-—BPC ng/kg
% 200 ——kontrola % ——kontrola
= & 20 / I
190 T
190 1
170 170 : - :
Dan1 Dan7 Dani14 Dan21 Dan30 Dan1 Dan7 Dan14 Dan21 Dan30
Slika 5 Graficki prikaz razvoja tjelesne mase pokusnih Zivotinja (prosjek = SE);* p< 0,001 u

usporedbi s kontrolnom skupinom
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Slika 6 Promjena mase tijela u % od pocetka (prosjek + SE); * p< 0,001 prema Kotretman

kontrola i.p.; # p< 0,001 prema Kotretman kontrola p.o.; 8§ p< 0,001 prema Posttretman
kontrola i.p.; ¢ p<0,001 prema Posttretman kontrola p.o.
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Sto se tiGe frekvencije disanja, ona je u tretiranih Zivotinja bila unutar normalnog

raspona za zivotinje te dobi, dok su zivotinje u kontrolnim skupinama bile izrazito

dispnoicne i tahipnoi¢ne sa statisti¢ki znacajno poviSenom respiratornom frekvencijom

(Slika 7).

Sustavni arterijski tlakovi koji niti u jednoj skupini nisu pokazali znac¢ajnih odstupanja.

Kotretman intraperitonealno Kotretman peroralno
150 150
E 140 é 140 1
© ©
o —4—BPC 157 T —+—BPC 157
£ 130 pg/kg i.p. 2 130 - ug/kg p.o
= 3
2 BPC 157 © BPC 157
_§ 120 ‘// L ng/kg i.p. § 120 ng/kg p.o
£ 2
;% 110 + —&— kontrola E 110 - —te=kontrola
g T ; ar g
3w \1~\§/ “x S0
90 T . 90 -
Dan1 Dan7 Dan14 Dan21 Dan30 Danl Dan7 Dan14 Dan21 Dan30
Posttretman intraperitonealno Posttretman peroralno
140.00 + 140.00 +
= =
£ £
= 130.00 =.130.00 - —+—BPC 157
g —e—BPC 157 2 Hg/kg p.o
Ej i 2
‘® 120.00 ha/kgip. . 120.00 -
g BPC 157 g i 1 ox Bp/ck157
5 ) 5 - ng/kg p.o
E 110.00 ne/kg i.p- % 110.00 T *
g . T \S . % —#—kontrola g oo I —d—kontrola
2 . i ﬁ % = - ?
90.00 90.00
Dan1 Dan7 Dan14 Dan21 Dan30 Danl Dan7 Dan14 Dan21 Dan30
: ey G S : x
Slika 7 Grafi¢ki prikaz frekvencije disanja pokusnih Zivotinja (prosjek + SE); p< 0,001 u

usporedbi s kontrolnom skupinom
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5.2. ELEKTROKARDIOGRAM

In vivo zapisi EKG-a nisu pokazali zna¢ajnih promjena bilo kojih parametara do dana
14. Od 14. dana prate se promjene u kontrolnim skupinama u tri promatrana

parametra: frekvenciji srca, QT intervalu te osi QRS kompleksa (Slika 8).

Slika 8 Zapis EKG-a: Kotretman BPC 157 10 pg/kg i.p. A—1.dani B — 30 dan
Kotretman kontrola 1 i.p. C — 1. dan i D — 30. dan
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U zivotinja koje su tretirane s pentadekapeptidom BPC 157 u kotretmanu tijekom

cijelog razdoblja frekvencija srca ostaje nepromijenjena, unutar skupina nema razlike

neovisno o koli¢ini i naCinu primjene (Slika 9). U posttretmanu biljezi se do dana 14

blagi pad frekvencije srca te potom stabilizacija prosjecne frekvencije srca, promjene

nisu statisti¢ki znacajne niti u usporedbi s kotretmanskom skupinom.

Kotretman intraperitonealno Kotretman peroralno

420 420
= =
' 400 * £ 400
= * =
() ©
§ 38 S 38 ——BPC 157
X~ x
5 ——BPC 157 3 ug/kg p.o
S %0 va/kg ip. S 360 BPC 157
2 BPC 157 ® ng/kg p.o
T 340 ng/kg i.p. ‘T 340
§ —&—kontrola é ——kontrola
$ 320 o 320

300 300

Dan1 Dan7 Dani14 Dan21 Dan30 Dan7 Dani14 Dan21 Dan30
Posttretman intraperitonealno Posttretman peroralno

420 420
400 E 400
£ £
~ ~
= = *
S 380 8 380
X £ *
5 ——BPC 157 5 ——BPC 157
© 360 ug/kgip. @ 360 ug/kg p.o
;§ BPC 157 é BPC 157
2 340 ng/kg i.p. 2 340 ng/kg p.o
g 2
o 320 —#—kontrola v 320 ——kontrola

300 300

Danl  Dan7  Dani4  Dan2l  Dan30 Dan7  Danl4  Dan2l  Dan30
Slika 9 Graficki prikaz frekvencije srca pokusnih Zivotinja (prosjek + SE);* p< 0,001 u

usporedbi s kontrolnom skupinom

U kontrolnih zivotinja od 14. dana biljezi se kontinuirani pad prosjecne frekvencije srca

koji je od 21. dana statistiCki signifikantan prema pocetnim vrijednostima i prema

frekvencijama tretiranih skupina.
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QT interval je bez znacajne promjene u svim skupinama do dana 7. Dana 14. biljezi
se blago nesignifikantno produljenje QT intervala u kontrolnim skupinama te u BPC

157 posttretmanskim skupinama koje do tada nisu primile pentadekapeptid BPC 157

(Slika 10).
Kotretman intraperitonealno Kotretman peroralno
90 90
80 + 80
. ——BPC 157 . ——BPC 157
2 ug/kg i.p. g ug/kg p-o
E, 70 — 70
E E
5 BPC 15?7 o BPC 157
E 60 ng/kg i.p. ‘é‘ 60 ng/kg p.o
= =
o = kontrola o —d—kontrola
50 50
40 . 10
Dan1 Dan7 Dan14 Dan21 Dan30 Danl Dan7 Dan14 Dan21 Dan30
Posttretman intraperitonealno Posttretman peroralno
90.00 90.00
80.00 80.00
—4—BPC 157
"% 70.00 ug/kgi.p. = 70.00 ——BPC 157
£ E ug/kg p.o
E 60.00 BPC 157 T
g ng/kg i.p. k] 60.00 7 * BPC 157
«E < o ¥ S = T ng/kg p.o
5 s0.00 \f ¥ 5 s0.00 I \%
——kontrola
* —&—kontrola
40.00 40,00
30.00 30,00 ) ) )
bani  Dan7  Danl4  Dan2l  Dan30 Danl  Dan7 Danld Dan2l  Dan30
Slika 10

Grafi¢ki prikaz QT intervala pokusnih Zivotinja (prosjek SE);* p< 0,001 u
usporedbi s kontrolnom skupinom

Dana 21. produljenje QT intervala je znac¢ajno u svim kontrolnim skupinama te raste
do 28 dana, kada je jos izrazenije. U zivotinja tretiranih s pentadekapeptidom BPC 157
u kotretmanu od pocetka tijekom cijelog promatranog razdoblja, nema znacajnog

produljenja QT intervala. U s pentadekapeptidom BPC 157 tretiranih zivotinja u
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posttretmanu, iako krivulja do 14. dana slijedi promjene kontrolne skupine, takoder na

kraju nije zabiljeZena statisti¢ki zna¢ajno produljenje QT intervala.

Os QRS kompleksa takoder se mijenja u kontrolnim skupinama pokazujuéi znacajnu

devijaciju osi u desno kao odraz hipertrofije desne klijetke, dok u pentadekapeptidom

BPC 157 tretiranim skupinama nisu zabiljezene promjene (Slika 11).

Kotretman intraperitonealno

Kotretman peroralno

120

120

110 110 1
— 100 — 100 -
‘o ——BPC 157 o ——BPC 157
L2 90 ug/kg i.p. L 90 - Hg/kg p-o
© ]
£ £
s % BPC 157 s % BPC 157
g 20 ng/kg i.p. g 20 ng/kg p.o

T *
» T 3 _
O 60 y&x* —&—kontrola O 60 - — — —) kontrola
! S ~N—t T
50 * 50
40 . . . . 40 .
Danl1  Dan7  Dan14 Dan2l  Dan30 Dan1 Dan7  Danl4  Dan21  Dan30
Posttretman intraperitonealno Posttretman peroralno

120.00 130.00

110.00 120.00
— 100.00 H— — 110.00
= / = 10000 —+—BPC 157
£ 9000 I ke g ue/kg p.o

1.p.

° veke L a 9000
£ 80.00 £ BPC 157
2 BPC 157 2 800 ng/kg p.o
£ 7000 - — - * ne/kg i.p- £ siep
g — & 7000
n 1% =——kontrola g ——kontrola
O 60.00 - © 6000 |

50.00 50.00

40.00 ; ; ; ‘ 40.00 :

Dan1 Dan7 Dani14 Dan21 Dan30 Dan1 Dan7 Dan14 Dan21 Dan30
. e . Sowe e . *
Slika 11 Grafi¢ki prikaz kuta osi QRS kompleksa pokusnih zivotinja (prosjek + SE);" p< 0,001

u usporedbi s kontrolnom skupinom
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5.3. EHOKARDIOGRAFIJA

Od ehokardiografskih parametara su mjereni akceleracijsko vrijeme u plu¢noj arteriji

te indeks deformacije lijeve klijetke.

U kotretmanu se u kontrolnim skupinama od 14. dana prati skracenje akceleracijskog
vremena koje je na kraju pokusa statisti¢ki znac¢ajno, dok u svim skupinama tretiranim
s pentadekapeptidom BPC 157 nema promjene (Slika 12). U posttretmanu se prati u
tretiranih Zivotinja 14. dana skracenje akceleracijskin vremena, da bi s pocetkom
aplikacije pentadekapeptida BPC 157 u svim skupinama doSlo do produljenja
akceleracijskih vremena, i njihovog oporavka na ishodiSne vrijednosti, Sto je 30. dana

statisticki zna¢ajno naspram kontrolnih skupina (Slika 13).

UDO, MCT CON 01 25.06.13. 13-06-25-120538
13-06-25-120538 Philips Healthcare 12:17:04

Philips Healthcare 12:24:44

Slika 12 Protok kroz pluénu arteriju snimlien 30. dana uporabom pulsnog dopplera:
A - Kotretman kontrola 1 i.p. B — Kotretman BPC 157 10 pg/kg i.p.;
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Kotretman intraperitonealno Kotretman peroralno
40 40
) * )
5 35 + 535 = :
% —4—BPC 157 % —4—BPC 157
g 30 ug/kg i.p. g 30 ug/kg p.o
0) Q)
= = ~—-BPC 157
> ~m-BPC 157 >
£ s \ ng/kg i.p. £ s \\ ne/kg p.o
:§ == kontrola :§ —4—kontrola
E 20 E 20
[ [
2 + 2 3
15 T T T T | 15 T T T T |
Dan1l Dan7 Dan14 Dan21 Dan30 Dan1 Dan7 Dan14 Dan21 Dan30
Posttretman intraperitonealno Posttretman peroralno
45.00 45.00
'g 40.00 E 40.00
& * g 2%
: 35.00 - —4—BPC 157 Z 35.00 + ¥ —0—3:;2 157
kgi.p. kg p.o
5 3000 —m—BPC 157 'S 3000 ~#—BPC 157
9 ng/kg i.p. 9° ng/kg p.o
v 2
'g 25.00 —&—kontrola § 2500 —a—kontrola
K] K
3 20.00 g 20.00
Ca A 7 x
15.00 T T T T | 15.00 T T T T )
Dan1 Dan7 Dan14 Dan21 Dan30 Dan1 Dan7 Dan14 Dan21 Dan30
Slika 13 Graficki prikaz akceleracijskog vremena pluéne arterije (prosjek £ SE); "~ p< 0,001

u usporedbi s kontrolnom skupinom
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Indeks deformacije lijeve klijetke dobiven je odnosom male prema velikoj osi lijeve
klijetke (Slika 14). Prema krivuljama je vidljivo da u Zivotinja tretiranih s
pentadekapeptidom BPC 157 u kotretmanu tijekom cijele studije nije zabiljezena
deformacija lijeve Klijetke. U kontrolnim skupinama od 14. dana je zabiljezena
promjena koja je 21. te 30. dana bila sve izraZenija i statistiCki znacajna. U Zivotinja
tretiranih s pentadekapeptidom BPC 157 od 15 dana u posttretmanu, prati se 21. i 30.

dana oporavak oblika lijeve Klijetke, Sto ukazuje na smanjenje tlakova u desnoj Klijetki.

Slika 14 Za procjenu porasta tlaka u desnoj klijetki mjeren je u parasternalnojh kratkoj osi u
razini papilarnih misi¢a indeks deformacije lijeve klijetke: odnos kratkog promjera
naspram dugog promijera lijeve klijetke u endsistolickoj fazi: A - Posttretman BPC 157
10 pg/kg i.p. 1. dana; B - Posttretman kontrola 1 15. dana; C — Posttretman BPC 157
10 pg/kg i.p. 30. dana; D — Posttretman kontrola 2 30. dana; (Philips SD800,
vaskularna sonda 7,5 MHz)

57



Mario Udovici¢ | Disertacija

REZULTATI

Kotretman intraperitonealno

Kotretman peroralno

1.1 1.1
1 * 1+ *
* *
° \ ——BPC 157 09 \{\ —+—BPC 157
i ug/kgp.o
0.8 1t wa/kgip. 0.8
\ —m—BPC 157 \ ~=BPC 157
0.7 ng/kg i.p. 0.7 ng/kg p.o
06 —4&— kontrola 0.6 X —A—kontrola
05 05 \{
0.4 T T T y 0.4 T |
Dan1 Dan7 Dan14 Dan21 Dan30 Dan1l Dan7 Dan14 Dan21 Dan30
Posttretman intraperitonealno Posttretman peroralno
1.10 1.10
1.00 - * 1.00 - *
*
0.90 - —e—BPC 157 0.90 1 ——BPC 157
pg/kgi.p. ng/kg p.o
0.80 0.80 ik
r\ —m—BPC 157 \ —m—BPC 157
0.70 X ng/kg i.p. 0.70 \ ng/kg p.o
0.60 \ —&—kontrola 0.60 N —&—kontrola
0.50 1 0.50 +
0.40 T T T T 0.40 T T T T |
Dan1 Dan7 Dan14 Dan21 Dan30 Dan1 Dan7 Dan14 Dan21 Dan30
Slika 15 Graficki prikaz deformacijskog indeksa lijeve klijetke (prosjek £ SE); " p< 0,001 u

usporedbi s kontrolnom skupinom
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5.4.PATOHISTOLOGIJA

Tablica 8 donosi prikaz rezultata patohistoloSke analize. Na presjecima pluénih arterija
u Zivotinja u skupinama tretiranih s pentadekapeptidom BPC 157 u kotretmanu nije
zabiljeZena hipertrofija medije, za razliku od kontrolnih skupina s izradenom i statisticki
znacajno uvecanim udjelom povrSine medije u ukupnoj povrsini arterije (Slika 16 i Slika

17).

Slika 16 Snimak (40x) plu¢nih arterija Stakora obojenih po metodi orcein - van Gieson: A —
Posttretman BPC 157 10 ug/kg i.p.; B — Posttretman kontrola i.p.
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Slika 17 Kotretman: hipertrofija medije izrazena kao MP/UP u %, (prosjek + SE); * p< 0,001
prema Kontrola i.p.; # p< 0,001 prema Kontrola p.o
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U zivotinja u posttretmanu je isto tako vidljiva statistiCki znacajna razlika izmedu
zivotinja tretiranih s pentadekapeptidom BPC 157 i kontrolnih skupina. Hipertrofija
medije je vidljiva vec¢ i u skupini zrtvovanoj 15. dana, prije poCetka tretmana. Obzirom
da je debljina medije u tretiranih zivotinja statisti¢ki zna¢ajno manja, to ukazuje na

regresiju hipertrofije medije uslijed tretmana s pentadekapeptidom BPC 157 (Slika 18).
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Slika 18 Posttretman: hipertrofija medije izrazena kao MP/UP u %, (prosjek + SE); * p< 0,001
prema Kontrola i.p.; # p< 0,001 prema Kontrola p.o,; 8 p< 0,001 prema Kontrola D15
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Mase slobodnih stijenki desne Kklijetke su bile uredne u svih Zivotinja tretiranih s
pentadekapeptidom BPC 157, neovisno o dozi i rezimu tretmana. Istovremeno su sve
zivotinje u kontrolnim skupinama imale znacajnu hipertrofiju slobodnih stijenki Sto je
dovelo do porasta mase slobodne stijenke desne Kklijetke. StatistiCki znacajna razlika
je vidljiva i kod Fultonovog indeksa: odnosa mase desne Klijetke prema zbroju tezina
lijeve klijetke i interventrikularnog septuma (Slika 19). U posttretmanu isto tako nije bilo

statisticki signifikantne razlike izmedu tretiranih skupina i kontrolne skupine zrtvovane
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Slika 19 Fultonov indeks (prosjek + SE); * p< 0,001 prema Kotretman kontrola i.p.; # p< 0,001 prema

Kotretman kontrola p.o.; 8 p< 0,001 prema Posttretman kontrola i.p.; ¢ p< 0,001 prema
Posttretman kontrola p.o.
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Odmah po zrtvovanju izvagane su i jetre resecirane in toto. Ovdje su takoder dobivene
statisticki znacajne razlike izmedu tretiranih zivotinja i odgovarajucih kontrolnih
skupina. U kontrolnim skupinama jetre su imale zna¢ajno vec¢u masu kao i veci udio u
ukupnoj tjelesnoj masi, kao posljedica kongestije uslijed sréanog popustanja (Slika 20).

U Zivotinja u posttretmanu Zrtvovanih 15. dana nije zabiljeZzeno uvecéanje jetrene mase.
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Slika 20 Relativha masa jetre u mg/g tjelesne mase (prosjek + SE); * p< 0,001 prema

Kotretman kontrola i.p.; # p< 0,001 prema Kotretman kontrola p.o.; § p< 0,001 prema
Posttretman kontrola i.p.; ¢ p<0,001 prema Posttretman kontrola p.o.
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Tablica 8. Prikaz rezultata parametara jetre, srca i patohistoloSke analize (prosjek + SE)
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6. RASPRAVA

Model pluéne hipertenzije koriSten u ovoj studiji dobro je opisan u literaturi, i predstavlja
standardni i najCeSce koriSteni Zivotinjski model plu¢ne hipertenzije (16, 184). Ovaj
Stakorski model unutar samo mjesec dana klini¢ki i patohistoloski reproducira kroni¢nu
i progresivnu bolest s dugogodisnjim razvojem u Covjeka (247). ToCan nacin na koji
MCT izaziva pluénu hipertenziju je jos uvijek predmet rasprava (248). Smatra se da se
inicijalna lezija dogada u endotelu arterija koji dovodi do upalnog odgovora (249).
Supkutana injekcija MCT-a u Stakora izaziva teSku progresivhu PH sli¢nu ljudskoj
IPAH. Progresivna hipertrofija glatko miSiénih stanica medije zapocinje oko 4. dana te
traje do dana 15 (250). Od drugog tjedna se prati porast tlaka u pluénoj cirkulaciji te
nastanak hipertrofije desne Kklijetke, koja od 4. tjedna zbog progresivhog povecanja
tlaka u pluénoj cirkulaciji prelazi u dekompenziranu fazu i dilataciju desne Klijetke s

klinickim znakovima desnostranog sréanog popustanja (250).

Endotelna ozljeda i disfunkcija su glavne znacajke MCT inducirane PH (251).
Poremecaj u odnosu izmedu vazodilatatora i vazokonstriktora u PH vjerojatno je
posljedica plu¢ne endotelne ozljede. NO, prostaglandin |2 (PGI2) te endotelin 1 (ET-1)
kljuéni su vazoaktivni medijatori i terapijski ciljevi u bolesnika s PH. Cijeli niz dosadasnji
studija potvrdio je da su u MCT induciranoj PH u zivotinja snizene razine NO i eNOS,
PGl2te COX-2, a poviSene ET-1iendotelin konvertirajuceg enzima (252-255). DuSikov
monoksid (NO) najjednostavniji je duSikov oksid koji igra vaznu ulogu u homeostazi
(256, 257). Prema dosadasnjim studijama, upravo manjak raspolozivog NO igra vaznu
ulogu u nastanku monokrotalinom inducirane pluéne hipertenzije u Stakora (258, 259),

¢ime NO sustav predstavlja vazan potencijalni terapijski cilj (260).
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U kotretmanu primjena pentadekapeptida BPC 157 pocela je odmah nakon davanja
monokrotalina. Tijekom trajanja cijelog pokusa u tretiranih zivotinja nije doslo do
patoloskih promjena promatranih parametara. U isto vrijeme su se u kontrolnim
skupinama promjene dogadale i pratile u oCekivanom vremenskom slijedu. Kao
indirektni pokazatelj pluéne hipertenzije - znaCajno smanjenje akceleracijskog
vremena u plucnoj arteriji i smanjenje indeksa deformacije lijeve klijetke — prisutni su
vec¢ od 14. dana, a do Zrtvovanja zivotinja se pojacavaju. Od klini¢kih pokazatelja se
od 3. tjedna prati povecanje respiratorne frekvencije, dok se smanjenje tjelesne mase
uslijed desnostranog sréanog popustanja i kongestije te kardijalne kaheksije primjeéuje
tijekom 4. tjiedna pokusa. Od promjena se u EKG-u od 14. dana pratio porast postupne
devijacije osi u desno i redukcije frekvencije srca, 5to je vec ranije opisano u MCT
modelu PAH, dok se od 21. dana prati i zna¢ajno produljenje QT. intervala, Sto je u

skladu s razvojem hipertrofije desne klijetke.

Pentadekapeptid BPC 157 je nakon inicijalne lezije monokrotalinom u svim tretiranim
skupinama, neovisno o dozi i na€inu primjene, sprije€io nastanak remodeliraju¢eg
procesa i strukturnih promjena u pluénim arterijama i hipertrofije medije s posljedi¢nim
razvojem pluéne hipertenzije. Obzirom da je opée prihva¢eno da je endotelna lezija
incijalni korak u patofizioloSkom slijedu nastanka PH inducirane monokrotalinom (184,
251), za pretpostaviti je da je pentadekapeptid BPC 157 upravo ovdje ostvario svoj
protektivni u€inak. Protektivni u€inak pentadekapeptida BPC 157 na endotel je opisan
ve¢ 1997. kada je opisano sprjeCavanje difundiranja plavog Monastral pigmenta
izmedu endotelnih stanica u modelima Zelu¢anog i duodenalnog ulkusa na malim
arterijama (113). Takoder, pentadekapeptid BPC 157 je na velikoj arteriji u modelu
aortne termino-terminalne anastomoze sprijec¢io formiranje tromba te je ponovno uz

protekciju pokazao ubrzanje lijeCenja oSte¢enog endotela. Opcenito je snazni
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protuupalni ucinak dobro dokazan i prouCen za pentadekapeptid BPC 157 u
prethodnim studijama (112, 137, 138). On ukljucuje inhibiciju kalcijskog kanala
A23187, snizavanje leukotrijena (npr. LTB4), drugih upalnih medijatora (npr.,
tromboksana B2 (TXB) i mijeloperoksidaze (MPO)), u zivotinjskim tkivima i u ljudskoj
krvi pentadekapeptid BPC 157 je u kotretmanu pokazao protektivni u€inak na endotel.
Obzirom da tijekom cijelog pokusa u tretiranih zivotinja u kotretmanu nije zabiljezena
niti jedna patoloSka promjena, za prepostaviti je da je u ovom rezimu primjene do
punog izrazaja doSao protuupalni ucinak pentadekapeptida BPC 157 kao i njegov

protektivni u¢inak na endotel.

U posttretmanu je terapijska intervencija s pentadekapeptidom BPC 157 inicirana
nakon Sto se pluéna hipertenzija vec bila razvila. Usprkos relativno kasnoj primjeni
pentadekapeptid BPC 157, u tretiranim skupinama zabiljezeno je zna¢ajno smanjenje
pluéne hipertenzije koja se razvijala kao posljedica lezije izazvane MCT, Sto je
dokazano normalizacijom indirektnih ehokardiografskin i elektrokardiografskih
znakova pluc¢ne hipertenzije od 15. do 30. dana u svim tretiranim skupinama. Takoder,
prati se znacajno veéi mortalitet medu Zivotinjama u kontrolnim skupinama. Znakovi
sréanog popustanja su isto tako primijec¢eni samo u kontrolnim skupinama u zadnjem

tiednu pokusa.

Ta Cinjenica zajedno s profilom promjena - nije zabiljezen pad sistemskog arterijskog
tlaka - ukazuju da pentadekapeptid BPC 157 ima pored vazodilatacijskog ucinka i
antiremodeliraju¢i u¢inak na pluénu cirkulaciju. U¢inkom na smanjenje tlaka u pluénoj
cirkulaciji, pentadekapeptid BPC 157 je sprijecio tlacno optereéenije i hipertrofiju desne

klijetke, Sto se ocitovalo znacajnom razlikom u Fultonovom indeksu.
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Normalizacija elektrokardiografskin parametara, u prvom redu sprjeCavanje
produljenja QTc intervala, korelira takoder s poboljSanjem funkcije desne Klijetke, Sto
je opisano kod pluéne hipertenzije u ljudi, te kao neovisni prediktor korelira s

prezivljenjem (261).

PatohistoloSka analiza je pokazala da je debljina medije prekapilarnih pluénih arterija
u tretiranih skupina u postretmanu bila zna¢ajno manja u usporedbi s kontrolnim
skupinama, ukljucivsi i nalaz hipertrofije medije Zivotinja Zrtvovanih 15. dana, Sto
ukazuje na reverziju negativnog remodeliranja i nastanka hipertrofije medije arterija, ta
na restituciju endovaskularnog lumena pluénih arterija. Cinjenica da nije do$lo do pada
sistemskog tlaka, u skladu je s prethodnim istrazivanjima (104). Tako je poznat
antihipertenzivni ucinak pentadekapeptida BPC 157 u modelu L-NAME inducirane
arterijske hipertenzije (116) te antihipotenzivni u¢inak u modelu L-argininom inducirane
arterijske hipotenzije. lako je dokazano da pentadekapeptid BPC 157 nema izravni
angiogeni ucinak u stani¢nim kulturama, on pokazuje pozitivni angiomodulirajuéi
ucinak u Zivotinjskim modelima cijeljenja miSi¢a i tetive, Sto rezultira brzim i boljim

cijeljenjem (262).

Mehanizmi putem kojih je pentadekapeptid BPC 157 u ovoj studiji ostvario protektivno
i terapijsko djelovanje nisu razjasnjeni i nadilaze okvire ovog istrazivanja. No, imajuci
u vidu da je patogeneza pluéne hipertenzije, kako u Covjeka, tako i u monokrotalinskom
Stakorskom modelu nakon endotelne lezije, multifaktorsko zbivanje, u obzir dolazi
nekoliko mehanizama, za koje se iz ranijih istrazivanja zna da na njih djeluje

pentadekapeptid BPC 157.
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Tako se kao jedan od mogucih i vjerojatnih puteva djelovanja najprije hamece NO
sustav. Pentadekapeptid BPC 157 sam inducira stvaranje NO-a koji se ne moze
inhibirati s L-NAME (116), Pokazujuéi oporavak NO-a potreban za oporavak u
kongestivnom sréanom zatajenju i nefrotskom sindromu, BPC 157 prevenira i
popravlja L-NAME hipertenziju zajedno sa suprotstavljanjem ulcerogenezi. BPC 157
je sprijeCio L-NAME izazvanu hipertenziju kao i L-argininom izazvanu hipotenziju u
istim dozama u kojima je pokazao antiulkusni u€inak i odnos s NO sustavom u zastiti

Zelu€ane sluznice (116, 257).

Kontrolirano stvaranje NO vazno je za regulaciju cirkulacije i njenu homeostazu.
Pentadekapeptid BPC 157 uzrokuje stvaranje NO u homogenatu zelu€anog tkiva
Stakora slicno kao i L-arginin, ali, za razliku od L-arginina, njegov ucinak se ne
umanjuje djelovanjem L-NAME. Dalje je pokazano da pentadekapeptid BPC 157 moze
umanijiti promjene uzrokovane odvojenom primjenom L-NAME i L-arginina, iako
njihovom kombiniranom primjenom ucinak BPC 157 slabi (122). Sam BPC 157 nema
utjecaj na bazalne vrijednosti krvnog tlaka, no u€inkovito suzbija porast krvnog tlaka
uzrokovanog primjenom L-NAME, kao i pad tlaka izazvan L-argininom (122). U
modelima hipovolemije i hipotenzije primjena BPC 157 dovodi do brze i postojane

resustitucije krvnog tlaka uz sprje€avanje smrtnog ishoda (105).

Pored NO sustava, vaznu ulogu i terapijski cilj u pluénoj hipertenziji igra i endotelin. Na
Zivotinjskom modelu doksorubicinom uzrokovanog zatajenja srca usporeden je ucinak
pentadekapeptida BPC 157, amlodipina i losartana, a kao pokazatelj teZzine zatajenja
srca odredivan je bigendotelin-1, bioloski manje aktivan prekursor endotelina-1, Ciju je

razinu pentadekapeptid BPC 157 ucinkovito smanijio u sistemskoj cirkulaciji (173).
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Prolongacija QTc intervala je identificirana u ljudskim i Zivotinjskim studijama kao
neovisan prediktor mortaliteta. Uz to QTc korelira s tlakovima u pluénoj cirkulaciji
dilatacijom desne klijetke te obrnuto korelira s funkcijom desne klijetke. Studije na
zivotinjskim modelima takoder pokazuju da produljenje QT intervala nastaje zbog
redukcije repolarizirajuc¢ih K* struja i prolongacije ventrikularnog akcijskog potencijala,
Sto moze omoguciti supstrat za ventrikularne aritmije. Povoljan antiaritmogeni ucinak
BPC-a 157 pri hiperkalemiji zapazen je na WT HEK293 stanicama. Taj se ucinak
pripisuje inhibiciji provodljivosti kalija na stani¢noj membrani (128). Jasno poboljSanje
QT i QTc intervala u svim skupinama tretiranim s pentadekapeptidom BPC 157
pokazuje da pentadekapeptid BPC 157 znacajno reducira rizik aritmija. Taj ucinak
pentadekapeptida BPC 157 pored izravhog povoljnog ucinka na hemodinamske
parametre, kao Sto su zaustavljanje negativnhog remodeliranja pluéne vaskulature i
smanjenja pluénog arterijskog tlaka, vjerojatno ostvaruje i preko prethodno dokazanog
anitaritmogenog ucinka. To je u skladu s prethodnim istrazivanjima (127, 128), koja su

pokazala da pentadekapeptid BPC 157 sprje€ava prolongaciju QT intervala.

Na kraju, pentadekapeptid BPC 157 je pokazao i homeostatski u€inak na koagulacijski
sustav, pokazavsi s jedne strane trombolitiCki u€¢inak u modelu transekcije aorte (152),
dok je s druge strane sustavno sprjeCavao produljenje vremena krvarenja izazvano
acetilaslicilnom kiselinom, varfarinom te heparinom, a prevenirao je i nastanak

trombocitopenije (164).

Zakljuéno se moZze pretpostaviti da su prethodno istrazeni mehanizmi djelovanja
pentadekapeptida BPC 157 (homeostatski u€inak na tlak modulacijom sinteze NO,
smanjenje ekspresije endotelina 1, antiaritmijski ucinak te homeostatski ucinak na
koagualcijski sustav), vjerojatno rezultirali pozitivnim u€inkom u posttretmanu, i to:

prevencijom i reverzijom vaskularnog remodeliranja, ¢ime je postignuto smanjenje

69



Mario Udovici¢ | Disertacija RASPRAVA

pluéne vaskularne rezistencije i plu¢nog tlaka, te sprjeCavanje tlacnog opterecenja i
razvoja hipertrofije desne klijetke. Koji su pojedini putevi i u kojoj mjeri bili aktivni,

nadilazi okvire ove studije, | predstavlja izazov za buduca istrazivanja.

lako je ova studija provedena na zivotinjskom modelu plu¢ne hipertenzije, koji ne mora
biti prediktivan za terapijski odgovor u ljudi, rezultati sugeriraju da pentadekapeptid
BPC 157 moze biti zastitni ili antiremoduliraju¢i lijek u bolesnika s pluénom
hipertenzijom. Pri tome se pozitivho djelovanje pentadekapeptida BPC 157 postize bez
obzira na primijenjenu dozu (mikrogrami ili nanogrami), putu aplikacije, u
prevencijskom (kotretman) ili naknadnom terapijskom (posttretman) protokolu. Ipak
stieCe se dojam (koji nije statistiCki verificiran) da su rezultati dobiveni
intraperitonealnom aplikacijom nesto bolji, Sto eventualno moze proizlaziti i iz nesto
teze standardizacije pri peroralnoj aplikaciji u vodi za pi¢e. Pentadekapeptid BPC 157
ima slican ucinak, kao i u prijasSnjim istrazivanjima, te je prakticna demonstracija koja
ukazuje na fizioloSki znacaj stabilnog Zelu€anog pentadekapeptida BPC 157 kod
oCuvanja endotela i krvozilnog sustava. Zaklju¢no ova studija moze ukazivati i na
buducu primjenu pentadekapeptida BPC 157 u terapiji plu¢ne hipertenzije te opcéenito

endotelne disfunkcije.
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7. ZAKLJU CAK

U zakljucku, temeljem pracenja klinickih, elektrokardiografskih, ehokardiografskih i
patohistoloskih promjena dokazani su protektivni i terapijski u€inak pentadekapeptida
BPC 157 u monokrotalinskom modelu pluéne hipertenzije u Stakora, u oba rezima
primjene (kotretman i posttretman), u obje ispitivane doze (10ng/kg i 10ug/kg) te u oba
nacina primjene (intraperitonealno i peroralno), pa se obzirom na konzistentan ucinak,
moze ustvrditi da pentedekapeptid BPC 157 posjeduje terapijski potencijal baziran na

ovom eksperimentalnom modelu.
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8. SAZETAK

Pentadekapeptid BPC 157 modulira sintezu NO, ima antiaritmijski u€inak i protektivno
djelovanje na endotel. U ovoj studiji cilj je bio ispitati njegov ucinak u Stakorskom
modelu plu¢nog srca induciranog monokrotalinom. Ova studija je ukljucila 13 grupa po

6 Zivotinja (muZzjaci, tjelesne mase 150-200 Q) .

Pentadekapeptid BPC 157 je davan svakodnevno, u vodi za pice ili per os ad libitum u
dviema dozama (10 pg/kg ili 10 ng/kg), u kotretmanu od 1. do 29. dana ili pak u
posttretmanu, u kojem se za pocetak tretmana se ¢ekao 15. dan i uspostava pluéne

hipertenzije, te su ga zivotinje primale od 15. dana do 29. dana.

U kontrolnim skupinama dokazana je izrazita hipertrofija desne Klijetke, a histoloski je
bilo vidljivo masivno zadebljanje medije prekapilarnih arterija, uz klinicko pogorsanje
zbog pluéne hipertenzije tijekom 4. tjedna nakon injekcije MCT te smrtnoS¢éu medu
pokusnim Zivotinjama uslijed desnostranog sréanog zatajivanja. U kotretmanu
pentadekapeptid BPC 157 je u svim modalitetima primjene ucinkovito sprijecio
nastanak pluéne hipertenzije sa svim manifestacijama, dok je u posttretmanu
pentadekapeptid BPC 157 isto tako u svim modalitetima primjene uspjeSno sanirao
vec¢ razvijenu PAH. Zaklju¢ujemo da pentadekapeptid BPC 157 uspjeSno prevenira i

terapira MCT induciranu pluénu hipertenziju i pluéno srce u Stakora.

Klju€ne rijeci: monokrotalin, pentadekapeptid BPC 157, pluéna hipertenzija, Stakor

12



Mario Udovici¢ | Disertacija SUMMARY

9. SUMMARY

Effect of Pentadekapeptide BPC 157 on Monocrotaline Induced Cor Pulmonale in Rat

Mario Udovici¢ (2015)

Pentadecapeptide BPC 157 modulates sythesis of NO, has antiarrhythmic effect and
protective effect on endothelium. This study was designed to investigate its effects in
monocrotaline induced pulmonary hypertension in rats. It included 13 groups by 6 rats
(body weight 150-200 g). Pentadecapeptide BPC 157 was given daily, either in
drinking water or intraperitoneally, in two different dosages (10 pg/kg i 10 ng/kg), in
cotreatment protocol day 1 - 29, while in posttreatment protocol therapeutic
intervention with pentadecapeptide BPC 157 was started when the development of
pulmonary hypertension had already commenced and was upheld day 15 - 29. In
control groups a marked right heart hypertrophy was evident, and massive thickening
of the precapillary artery smooth muscle layer was histologically apparent, with cilincal
deterioration due to pulmonary hypertension during the 4. week after MCT injection,
and some animals dying during this period because of right heart failure. In cotreatment
protocol pentadecapeptide BPC 157 consistently prevented in all application
modalities the development of pulmonary hypertension with all its manifestations, while
in posttreatment therapeutic protocol BPC 157 reversed also in all application
modalities the already established PAH. We conclude that pentadecapeptide BPC 157
prevents and attenuates MCT-induced pulmonary hypertension and cor pulmonale in

rats.

Keywords: monocrotaline, pentadecapeptide BPC 157, rat, pulmonary hypertension
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