Terapijski efekt BPC 157 na ishemijsku leziju slezene
Stakora s reperfuzijskim efektom

Jelinéié, Zeljko

Doctoral thesis / Disertacija
2010

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / Sveuciliste u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://Jum.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:037116

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-24

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:037116
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:6364
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:6364

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Zeljko Jelingié

Terapijski efekt BPC 157 na ishemijsku
leziju slezene Stakora s reperfuzijskim
efektom

DISERTACIJA

Zagreb, 2010.



Posvecujem mojoj dragoj obitelji

Zavod za farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu

Mentor: Prof. dr. sc. Mate Majerovi¢ dr. med.

Najiskrenije se zahvaljujem Prof. dr. sc. Predragu Sikiri¢u i Prof. dr. sc. Svenu Seiwerthu na

svesrdnoj pomo¢i i savjetima tijekom izrade ovog rada.



SADRZAJ:

Poglavlje Naslov Strana
Naslovnica 1
Zahvale 2
Sadrzaqj 3
Popis kratica 5
1.0. Uvod 7
1.1. Slezena 7
1.1.1. | Infarkt slezene 8
1.2. BPC 157 11
1.2.1. | Terapijski efekti 12
1.2.2. | Citoprotektivha funkcija 13
1.2.3. | Ostala djelovanja 14
1.3. L-arginin 14
1.4. L-NAME 15
2.0. Hipoteza 16
2.1. Obrazlozenje hipoteze 16
2.2. Cilj rada 18
3.0. Materijal i metode 19
3.1. Prva grupa pokusa 19
3.1.1. | Koncentracija BPC 157 2ug/ml 19
3.1.2. | Koncentracija BPC 157 2ng/ml 22
3.1.3. | Interakcija s agensima NO sustava 24
3.2. Druga grupa pokusa 26
3.3. Priprema preparata 30
3.4. Priprema otopina 30
3.5. Utvrdivanje ucCinka i statisticka obrada 30
4.0. Rezultati 32
4.1. Makroskopska analiza rezultata 32
4.2. HistoloSka analiza rezultata 47
4.3. Fisher's exact test 53
5.0. Rasprava 54




6.0. ZakljuCak 82
7.0 Kratki sadrzqgj 83
8.0 Abstract 84
9.0. Literatura 85
10.0. Biografija 110




POPIS KRATICA

ADP

AMP

ATP

AV

BPC 157

CCK

CRF

CT

DNFB

EDRF

GMP

GTN

EGF

HR

ITP

L-NA

L-NAME

L-NIO

L-NMMA

LTB4

LVP

MPO

MRI

adenozin difosfat

adenozin monofosfat
adenozin trifosfat
Atroventrikularno

body protect compound 157
Cholecystokinin
corticotropin-releasing factor
kompjutorizirana tomografija
dinitrofluorobenzen
endothelium-derived relaxing factor
gvanozin momofosfat
glyceryl trinitrate

Epidermal growth factor
Puls

imunotrombocitopenija
NG-nitro-L-arginin

N nitro-L-arginine methyl ester
N-iminoetil-L-ornitin
L—NG—monomethyl arginin
Leukotriene B4

Tlak u lijevom ventriklu
Myeloperoxidase

magnetska rezonanca



NADPH
NMDA
NO
MPTP
NPY
NSAID
Op. Priprema
PGs

Si

SNP
SOD
TGF
TNBS
TXB2

uzv

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
N-metil-D-asparat

dusikov oksid
I-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (neurotoksin)
Neuropeptide Y

nesteroidini protuupalni lijekovi
operacijska pripreme

prostaglandini

Stopa infarkciranosti

natrijev nitroprusid

superoksid dismutaza

Transforming growth factor
2,4,6-trinitrobenzenesulfonicka kiselina
Thromboxane B2

ultrazvuk



1.0.UVOD

Ishemijske lezije i posljedi¢ni infarkt slezene vrlo su rijedak entitet. U literaturi se o0 ovom
problemu ne nalazi mnogo podataka, osim klinicke slike koja se opisuje kao bolni sindrom u
trbuhu ili akutni abdomen.'”

1.1 SLEZENA

Slezena je organ smjeSten u lijevom gornjem abdomenu, naslonjena na dijafragmu, duZine
oko 12 cm, Sirine 7 cm te teSka u prosjeku 180g. Krvna opskrba joj je a. lienalis i aa. gastricae
breves, a krv odvodi v. lienalis, koja se ulijeva u v. portae, koju tvori s v. mesetricom
superior *(slika 1. i 2.). Histolo3ki je gradena od crvene i bijele pulpe o &ijem rasporedu ovsi i
dio funkcija slezene (slika 3.).

SI. 1 Anatomski polozaj slezene SI. 2 Krvna opskrba slezene i odnos prema
repu pankreasa

U funkcionalnom smislu slezena pripada hematopoetskom i imunolo§kom sustavu’.
Normalna je hematopoeza u slezeni prisutna do petog mjeseca fetalnog zivota. Tada se njezin
udio u eritropoezi smanjuje, a tu funkciju preuzima koStana srz. U daljnjem Zivotu
hematopoetska funkcija slezene ocituje se u mogucnosti stvaranja eritroidnih stanica,
megakariocitnih, monocitno-makrofagnih i limfoidnih stanica®’. Ona je najveci limfopoezni
organ 1 ¢ini 25% limfoidne mase u covjeka (slika 4.). Sa svojim limfnih tkivom slezena
sudjeluje u stani¢noj i humoralnoj imunosti®®. Od ostalih funkcija treba navesti da je slezena
spremnik za pohranu krvnih stanica i to uglavnom eritrocita i trombocita. Tako je oko tre¢ina
ukupne mase trombocita izdvojena iz cirkulacije i pohranjena u slezeni. Uklanjanje starih
stanica iz krvi i njihovo “recikliranje” takoder je zadaca slezene'®'".



Lymphatic
Vasculature

Thoracic

SI. 3 Histoloska slika slezene SI. 4 Rasprostranjenost limfnog tkiva u
ljudskom tijelu

Splenektomija je zahvat kojim se relativno ¢esto operacijski odstranjuje slezena. Indikacije
za ovu operaciju su u prvom redu trauma te bolesti slezene ili stanja u kojima slezena dovodi
do pogorSanja klini¢ke slike i opceg stanja bolesnika (ITP). Posljedice ovih operacija po
organizam su: poviSene vrijednosti trombocita (i do 1000x10°/L), tromboza prvenstveno
lienalne vene, ali i drugih vena, s ekstenzijom tromba u portalnu i gornju mezentzeri¢nu venu
te povecana incidencija fulminantnih sepsi izazvanih Pneumokokima i Hemofilusom
influence. Naravno ovdje treba ubrojiti i gubitak svih uobicajenih funkcija slezene'*°.

1.1.1. INFARKT SLEZENE

U etiologiji infarkta slezene (slika 5.) spominje se viSe grupa bolesti, koje su potanko
navedene u tbl.1.

Infarkti
slezene

SL.5 NHL s vidljivim infarktima slezene (strelica)



Tablica 1. Etiologija nastanka infarkta slezene

GRUPA UZROKA

STANJE ILI BOLEST

Maligne hematoloSke bolesti

Leukemia

Lymphoma (Hodgkin i Non Hodgkin)

Myelofibrosis

Benigne hematoloSke bolesti

Stanje hiperkoagulibilnosti (deficiti proteina Cili P, ...)

Terapija eritropoetinom

Idiopatska venska tromboza

Policitemia vera

Anemija srpastih stanica

Embolic¢ki poremecaji

Endokarditis

Fibrilacija atrija

Umjetna mitralna valvula

Paradoksalna embolija iz desnog srca

Muralni tromb iz lijevog ventrikla nakon infarkta miokarda

Inficirani graft torakalne aorte

HIV udruZen s Tbc infekcijom

Vaskularni poremecaji

Vaskulitis

Autoimuni/kolageni vaskularni
poremecaji

Trauma

Tupa trauma

Torzija mobilne slezene

Kateterizacija lijevog srca kroz femoralnu arteriju

Skleroterapija krvare¢ih zila Zeluca

Infuzija pitersina

Embolizacija krvarenja iz slezene

Operativne procedure

Pankreatektomija

Transplantacija jetre
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Ostali uzroci Tromboza spleni¢ne vene

Peritonitis

Pankreatitis

Amiloidozis

Sarkoidozis

Karcinom pankreasa

ARDS

Sindrom postpartalnog toksi¢nog Soka

Infekcija Epstein Bar virusom

Od infektivnih bolesti potrebno je spomenuti infekciju Epstein Barr virusom'*'>"'*.

Takoder i peritonitis kao i septicke komplikacije mogu dovesti do infarkta slezene. Obi¢no su
ovi infarkti praceni nekim od hematoloSkih poremecaja, u pravilu u vidu hemolitiCkih
anemija1’6’12’15’16. Specifi¢ni hematoloSki poremecaji su najceS¢i uzrok infarkta">®’. U ovu
grupu spadaju: sferocitoza i anemija srpastih stanica'"'%19% koja je 1 ukupno najces¢i uzrok
infarktu slezene te policitemia vera 071316 g anemiji srpastih stanica infarkti su vrlo Cesti 1
ponavljaju se te dovode do sekvestracije slezene i njezine autoamputacije. Od malignih bolesti
najéeséi uzrok infarkta slezene je non Hodgkin lymphoma i metastatski tumori'>”%". (slika 6.
aib).

Sl. 6 a. 1 b. Karcinomska metastaza u slezeni

Klinicka slika infarkta slezene karakterizirana je naglom snaZznom boli u lijevom gornjem
abdominalnom kvadrantu s ¢estom propagacijom boli u lijevo rame. Defans miSi¢ne stjenke
se ne opisuje, a u krvnim nalazima nije uofeno postojanje specificnog testa, koji bi
dijagnosticki rasvijetlio ovo stanje. Od dijagnostickih metoda, kojima se infarkt slezene moZze
prikazati u upotrebi su UZV abdomena (slika 7), CT (slika 8) i rijetko MRI no nalazi svih
ovih pretraga nisu specificni za infarkt slezene te se stanje Cesto zamjenjuje s drugim
bolestima i otkriva nakon splenektomije na patohistoloskom nalazu'*®.
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Infarkt

S1.7 UZV: Infarkt slezene S1. 8 CT: infarkt slezene

Iz svega navedenog jasno je da je slezena vazan organ i da njezin gubitak ima posljedice na
cijeli organizam. Pokusaj spasSavanja slezene i njene funkcije u literaturi je opisan i sastoji se
od preSivanja traumatskih lezija do parcijalne splenektomija u nekim specifi¢nim
indikacijama (Mb Gaucher). Na Zalost jo$ uvijek se u nekim indikacijama splenektomija kao
terapijska opcija ne moze izbjec'il’6.

U dostupnoj literaturi samo jedan rad grupe iz Spanjolske 2005.g. poku$ava poveéati
prezivljavanje slezene kod koje je ishemicka lezija inducirana podvezivanjem krvnih Zila
slezene Stakora. Zivotinje su bile izloZene poviSenom tlaku kisika kroz 11 dana, a 12. dan su
bile Zrtvovane. U zakljucku se navodi da izlaganje poviSenom tlaku kisika povecava
ucestalost odrZzavanja ukupne mase slezene nakon simultane ligature splenicne arterije i vene,
ali ne povecava postotak vitalnih podrucja slezene iako su procesi cijeljenja u nekroti¢nim
podrugjima ubrzani®'.

1.2. BPC 157

BPC 157 je stabilni polipeptid s lancem od 15 aminokiselina molekularne tezine 1419. U
prvom pregledu u literaturi u Journal of Physiology (Paris) 1993.g. opisana je identifikacija 1
aktivnost novog proteina izoliranog iz ljudskog Zeluanog soka??. Kodno ime tog spoja je bilo
BPC (molekularna teZina 40 000, utvrdena na gel kromatografiji). Aktivnha komponenta ovog
polipeptida gradena je od 15 aminokiselina (Gly, Glu, Pro, Pro, Pro, Gly, Lys, Pro, Ala, Asp,
Asp, Ala, Gly, Leu, Val), melekularne teZine 1419, a dobio ime je BPC 157 (slika 9.) Od tada
nije uofeno postojanje podudarnsti ovog peptida sa poznatim crijevnim peptidima pa se
pojavila ideja da je ovaj pentadekapeptid odgovoran za aktivnost cijele molekule te su razliciti
njegovi protektivni efekti u gastrointestinalnom traktu i ostalim organima postali cilj
istrazivanja’>*2+*>%.
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S1. 9 Strukturna formula BPC 157

Teoretski, prisutnost BPC-a 157 u zeluCanom 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 oponasajuce nokse***’. Prema dobro
utemeljenoj Selyevoj teoriji stresa u trenucima kada je organizam pogoden stresnim
dogadajem, ovaj pentadekapeptid moZda ima fizioloski znacaj kao medijator usmjeren protiv
prijeteceg fenomena. Opcenito, ovo bi trebalo voditi ponovnoj uspostavi homeostaze i/ili
prevenciji razvoja lezije i poja¢anom zarastanju svakog prisutnog osteéenja®>>>>+2>20-27,

Zahvaljuju¢i radovima, koji su slijedili ova zapaZanja, uoceno je postojanje mnogih korisnih
efekata na gotovo svim organima. Svi ti efekti podjeljeni su u dvije grupe: terapijski i
citoprotektivni efekti®’.

1.2.1. TERAPIJSKI EFEKTI

BPC 157 je snazan antiulcerogeni faktor. Jednako je u¢inkovit bez obzira na dozu u ug-ng/kg,
davan intragastricno, protiv niza gastrointestinalnih lezija izazvanih razli¢itim ulcerogenim
procedurama®®. Na taj nadin, bez obzira na mehanizam, tako velika efikasnost sugerira moé za
istovremenom interakcijom sa razliitim sustavima, koji mogu biti potencijalno poremeceni
aplikacijom ulcerogena (prostaglandini, dopamin, adrenergici)®**®. Ti odgovori snaZno
koreliraju sa onima dobivenim nakon sistemske aplikacije, kao i nakon akutne i kroni¢ne
primjene pentadekapeptida. Ovo ukazuje da su isti sustavi ukljuceni u njegov lokalni (davan
intragastricki) 1 sustavni efekt (davan intraperitonealno ili intramuskularno). PoStujuci
regularnu proceduru usporedeno je djelovanje BPC-a 157 uz dodatak L-arginina prekursora
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NO i NG—nitro—L—arginine methyl estera (L-NAME) blokatora NO sintetaze (L-
arginin=hipotenzija, L-NAME=hipertenzija). Nadeno je da, davan sustavno, uz antiulkusno
djelovanje BPC 157 blokira oba efekta; kako efekta NO agonista tako i NO antagonista. Uz to
naden je i jak ucinak angiogeneze te direktna zaStita endotela”**03132,

Dokazana je moguénost koristenja BPC-a 157 u terapiji ulceroznog kolitisa™. Za razliku od

sulfasalazina BPC 157 ne ublaZuje samo leziju ve¢ u cysteamin-kronicnom kolitis modelu
sprecava recidive bolesti. U cysteamin-duodenalnom pokusu sa sialoadenektomijom
pentadekapeptid, &ini se kontrolira funkciju Zlijezda slinovnica™.

Takoder je uoceno djelovanje na aferentni Ziv€ani sustav, koji usko suraduje s NO
sustavom™*°7%, U studiji s capsaicinom BPC 157 znacajno oporavlja funkciju NO-sustava®’.
K tome on oporavlja blokadu srediSnjeg dopamin sustava (blokada inducirana s
haloperidolom blokatorom srediSnje aktivnih dopaminski receptora). To je vazno jer je
poremecaj srediSnjeg dopaminskog sustava odgovoran za razvoj ulceracija u
gastrointestinalnom traktu, a haloperidol u bolesnika direktno uzrokuje ulceracije**~>.

Vazno je napomenuti da svi ovi efekti nisu kompromitirani s problemima, koji su uobicajeni u
farmakologiji peptida. Prvo je ljudski zZelu€ani sok upotrebljavan za izolaciju BPC-a 157 te je
imunohistokemijski dokazan u ZeluCanoj mukozi i lumenu. Ovaj je peptid postojan u
ljudskom Zelu¢anom soku duze od 24 sata , dok drugi standardni peptidi, kao EGF ili TGF-
beta bivaju razgradeni vrlo brzo®™. Vazno je napomenuti da su standardni crijevni peptidi
izolirani iz drugih izvora (EGF urin trudne Stakorice; bombesin iz ekstrakta koze dvije Zabe;
neurotension iz govedeg hipotalamusa; somatostatin iz hipotalamusa ovce; itd), a ne iz
gastrointestinalnog trakta. Snazan efekt zarastanja poslije peroralne kao i1 parenteralne
primjene, bez obzira na vrlo niske doze, podupire predloZenu fizioloSku funkciju. Za razliku
od ostalih standardnih polipeptida, koji su aktivni uz dodatak razli¢itih nosaca, ovaj postojani
peptid je u&inkovit bez njih®.

1.2.2. CITOPROTEKTIVNA FUNKCIJA

Rastezanje Zeluca ugrozava intergitet njegove sluznice. Sluznica i krvne Zile rastezanjem
bivaju istegnuti, a sfinkter je razvucen i naginje refluksu sadriaja38. U rastegnuti Zeludac
ispunjen apsolutnim alkoholom (96%) davan je BPC 157 direktno u Zeludac i1 promatran
njegov uéinak tijekom rastezanja Zeluca i prate¢i odgovor krvnih Zila®®*. U kontrolnom
pokusu nakon 180 sek. samo je glavno stablo lijeve gastri¢ne arterije bilo vidljivo na stjenci
Zeluca. Kod jedinki tretiranih BPC 157 nakon 180 sek. bio je upadljivo vidljivo glavno stablo
lijeve gastricne arterije s manjim ograncima, konkomitantnim venama, kapilarnom
vasodilatacijom, crvenilom tkiva Zeluca te anastomoza sa desnom gastroepiploicnom
arterijom. Danas se ovi fenomeni mogu promatrati iz kuta citoprotektivne teorije i efekta
citoprotektivnih agensa. Nekolicina studija pokazuje da BPC 157 snaZno inhibira alkoholne
lezije Zeluca, kao i druge citotoksi¢ne lezije. U gastrektomiranog Stakora svi standardni agensi
su aktivni. Poslije sialoadenektomije samo BPC 157 je aktivan i najvaznije njegova
antiulkusna aktivnost prati oporavak AMP-ADP-ATP sustava u mukozi Zeluca®®>>%4!,
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Napominje se istaknuti ucinak angiogeneze usporediv s efektom sukralfata, posebno s
obzirom na formiranje granulacijskog tkiva. Pokazano je da je taj efekt vjerojatno udruZen s
osobitim generiranjem NO iz sluznice Zeluca. Nakon uniStavanja sluznice Zeluca
centrifugiranjem dokazano je da je novo formirani NO uocen samo nakon dodavanja BPC 157
dok je L-arginin bio bezuspjeSan. Ovaj BPC-om 157 formirani NO ponovo nije bio inhibiran s
L-NAME. Otkako je ova pojava uocena u sluznici zeluca i s obzirom na veliku slicnost u
determiniranju NO sintetaze u Zelucu i ostalim tkivima za pretpostaviti je da BPC 157 ima
istovrsnu aktivnost i u drugim organima. Dokazano je da je BPC 157 ucinkovitiji od
standardnih agensa, a Xue i sur. su ocijenili da je njegova snaga 50 puta veca od
famotidina2s29-31:42:43.44.45.46

U stresu alkohol izaziva Sarenilo lezija. Osim inhibiranja nastanka lezija ZeluCane sluznice
medu ostalim izazvanih i akutnim abuzusom alkohola, pentadekapeptid BPC 157 inhibira i
ucinke kroni¢nog konzumiranja alkohola: lezije Zeluca, lezije jetre 1 portalnu
hipertenziju®>**.

Treba takoder navesti da koncept citoprotekcije vodi konceptu organoprotekcije. Izvorno
organoprotektivni agensi (prostaglandini, somatostatin je prije imao citoprotektivnu ulogu na
lezije Zeluca inducirane alkoholom) pokazuju korisni efekt jedino kada su dati profilakticki
protiv akutnog pankreatitisa ili lezije jetre. BPC 157 ima oba djelovanja i profilakticko 1
terapij sko?#4,

1.2.3. OSTALA DJELOVANJA

Sposobnost cijeljena rane ostaje izvan okvira originalnog koncepta citoprotekcije/
organoprotekcije. Mogu¢nost cijeljenja BPC-a 157 ukljucuje razne rane: duboke opekotine,
lezije laserom, koZne rane, rane u dijabetiCara, pseudoartroze, presjecene tetive, presjeene
miSice, presjeCene Zivce, otkidanje tetiva od kostiju, oSteCenja roZnice, peritonitis, ileoilealne
anastomoze, kolokoli¢ne anastomoze, pluéne lezije...”® U svim ovim terapijskim djelovanjima
pentadekapeptid je efikasan bez obzira da 1li je primijenjen lokalno ili

. .28,46,47,48,49.50,51,52,53,54,55,56,57,58,59
sistemski .

1.3. L-arginin

L-arginin je aminokiselina prekursor NO. Za ovu sintezu potrebno je vise koenzima te uz
molekularni kisik i NO sintetaza. Danas je NO prepoznat kao ubikvitarni biokemijski put koji
je ukljucen u regulaciju kardiovaskularnog, srediSnjeg i perifernog nervnog sustava. NO
inhibira enzime u ciljnim stanicama i moZe uc¢i u interakciju s radikalima, koji su produkt
oksidacije stvarajuéi toksi¢ne supstance. Takoder ima ulogu u imunolo$koj obrambenoj
reakciji domacina 1 u patofiziologiji ozbiljnih klinickih stanja (ahalazija, ciroza, vaskularna
permeabilnost, modulacija adjuvantnog artritisa,...), sudjeluje u reguliranju pluénog i krvnog
tlaka itd 28:29-3032.60
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Glavni mehanizam njegovog djelovanja je dilatacija krvnih Zila, a inaktivira se u krvi u
reakciji s oksihemoglobinom tvore¢i dusi¢ni dioksid. Posljedica proSirivanja krvnih Zila je
pad tlaka Sto je jedan od njegovih najvaznijih efekata 28.29.60

1.4. N° -nitro-L-arginin methyl ester (L-NAME)

NC-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME) je analog L-arginina, ¢ije je funkcija blokiranje
NO sintetaze. Na taj nacin se iz L-arginina ne moze sintetizirati NO te su svi efekti djelovanja
L-arginina blokirani §to L-NAME &ini njegovim antagonistom 2%



16

2.0. HIPOTEZA

Hipoteza je da :

-BPC 157 moze djelovati terapijski na ishemicke lezije slezene i to kao preventiva
nastanka i kao terapija lezija u razvoju

-L-NAME 1 L-arginin mijenjaju tijek ishemickih lezija slezene, te bi NO-sistem bio
ukljucen u tijek ishemickih lezija slezene

-BPC 157 ¢e terapijski djelovati i u uvjetima blokade NO sintetaze (L-NAME) te
aplikacije prekursora NO (L-arginina).

2.1. ObrazloZenje hipoteze

Dosadasnji radovi daju snazne dokaze da BPC 157 ima jaku antiinflamatornu aktivnost
kako u akutnom tako i u kronicnom upalnom modelu, osjetno oslabljuje razlicite
eksperimentalne lezija na mnoge organe, promice cijeljenje rana i fraktura a zabiljezen je i
efekt na poremeceni krvni tlak u vidu njegove regulacije. IzloZena je kompleksna interakcija s
dopaminskim sistemom. Temeljeno na eksperimentu s neurotoksinom capsaicinom sugerirano
je otpusStanje BPC 157 iz somatosenzornih neurona u studiji blokiranja nocioceptivnih
receptora i u studiji crijevnih lezija 2%,

Shodno tome za ocekivati je da BPC 157 ima pozitivni terapijski efekt na ishemicku leziju
slezene izazvanu potpunim klemanjem hilusa slezene 2122

Upotreba tvari koje pozitivno ili negativno utjecu na NO sistem, davane zasebno ili u
kombinaciji, mogu biti doprinos odredivanju moguc¢ih odnosa NO s drugim agensima i
sustavima. Istrazivani su pozitivni uéinci BPC 157 na alkoholom induciranu leziju Zelu¢ane
sluznice 1 na odrzavanje krvnog tlaka 1 to u kombinaciji s L-NAME, kompetitivhim
inhibitorom generiranja endotelnog NO 1 NO prekursorom L-argininom. Pokazano je da BPC
157 moze obrnuti promjene inducirane L-NAME-om ili L-argininom. Kada su L-NAME i L-
arginin bili davani zajedno njihov je ucinak bio oslabljen. U homogeniziranom supernatantu
ZeluCane sluznice Stakora, kao i L-arginin, BPC 157 inducira formiranje NO, ali njegov
ucinak nije oslabljen. Sinteza NO je bila oslabljena kada su upotrjebljeni BPC 157 i L-arginin
zajedno. Od kad je bilo dokazano u eksperimentima in vitro i in vivo da BPC 157 moZe
ponistiti u¢inak L-NAME (esencijalnu to¢ku koja ukazuje na L-arginin) pocela se Ciniti
prihvatljivom moguénost interakcije s NO sustayom?>**-3%6061:62,

Gledano iz perspektive BPC 157/L-arginin/NO sustav, nalaz ograni¢ene kompeticije prema
dosadaS$njim stavovima moze se tumaciti samo kao blizak meduodnos s NO sustavom.
Primjedbu da uc¢inak agensa moZe biti oslabljena L-arginin analogom i ponovo uspostavljena
dodavanjem L-arginina L-arginin analogu (kao npr. L-NAME) ne treba nuZno uzimati u korist
esencijalne kompeticije sa samim L-argininom. Naime, za utvrditi kompeticiju izmedu
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navedenih agensa i samog L-arginin analoga bitno je uociti inhibiciju u¢inaka tih agensa. U
toj kombinaciji (standardni agens + L-arginin + L-arginin analog) L-arginin evidentno moZze
lakSe funkcionirati. OCito je da nesuprimirana aktivnost samog L-arginina, uz nedostatak
direktnih studija, moZe biti snaZzan dokaz bliskog medudjelovanja izmedu agensa i L-arginina,
prekursora NO. Tako je jasno pokazano da BPC 157 moZe na specifi¢an nacin interferirati s
ucincima NO agensa i u slucaju integriteta sluznice Zeluca i u slu¢aju regulacije krvnog tlaka.
U studijama u kojima je upotrebljavan homogenizirani supernatant Zelu¢ane sluznice Stakora
dokazano je da je djelovanje BPC 157 na nastajanje NO izrazitije i/ili razliCito od efekta L-
arginina. Sindrom pluéne hipertenzije ili ascites u brojlera su bili izazvani kroni¢nom
aplikacijom L-NAME dok je L-arginin imao Stetan utjecaj na miokard. U ovom ozra¢ju BPC
157 moZe zamjetno prevenirati pojavu lezija na raznim organima. Osim toga oba ucinka,
protektivni (niske doze agensa) i ulcerogeni (visoke doze agensa), tvari, koji oslobadaju NO,
sugerira specificno NO posredovanje 24.29.32.60.61.62

S obzirom da do sada u ni jednoj studiji nije istraZzen u¢inak BPC 157, L-arginina i L-
NAME, kao ni njihovo medudjelovanje, na ishemicku leziju slezene to je u svijetlu svega
naprijed navedenog izvjesno da ¢e ovo ispitivanje dovesti do znacajnih novih znanstvenih
spoznaja.
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2.2. CIL] RADA

Cilj rada je bio istraZiti terapijski efekt BPC-a 157 na ishemicku leziju slezene Stakora u
ranoj i kasnijoj fazi njenog nastanka i pracenje ponasanja lezije u reperfuziji. Efekt BPC-a
157 Ce biti usporeden s efektom L-NAME i L-arginina na isto tkivo i u istim okolnostima.
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3.0. METODE I MATERIJAL

Ispitivanje je bilo provedeno na odraslim Zenkama bijelog Stakora Wistar. Tijekom
ispitivanja bilo je izvrSeno 17 pokusa. Pokusi su bili podijeljeni u dvije grupe.

U prvoj grupi, od 1.-11. pokusa, su pokusi s trajanjem ishemije do 40 minuta. Pozicija
slezene tijekom ovih pokusa je izvan trbusne Supljine uz otvoreni abdomen. Zivotinje ne
mogu prezivjeti uz otvorenu trbusnu Supljinu duze od sat vremena. Vrijeme od jednog sata
nije dovoljno dugo da se u histoloSkom preparatu razvije tipicna slika infarkta, koji je predmet
ovog istraZivanja, stoga su se ispitivanja nastavila drugom grupom pokusa.

U drugoj grupi pokusa, od 12.-17. pokusa, ishemija slezene je trajala 3, 6, 9, 12, 18 i 24
sata, ali uz zatvorenu trbusnu Supljinu. Ovom grupom pokusa pratio sam dinamiku razvoja
histoloske slike infarkta.

U svim pokusima anestezija su bili Tiopental 0,15 ml i Apaurin 0,2 ml i to
intraperitonealno.

3.1. PRVA GRUPA POKUSA

3.1.1. Koncentracija BPC 157 2ug/ml.

1. Vrsilo se klemanja hilusa slezene u trajanju od 30 min te potom reperfuzija slezene u
trajanju od 10 minuta. Radilo se u dvije grupe. Prva je bila kontrolna, a u drugoj sam dao 1 ml

BPC 157 u koncentraciji od 2pug/ml kao kupku neposredno prije klemanja hilusa slezene, koje
je bilo vrSeno Peanovim stezaljkama. Promjene su dokumentirane slikanjem svakih 5 minuta i
na kraju cijelog pokusa. Potom su Zivotinje Zrtvovane te im odstranjene slezena za histolosku
analizu 1 mjerenja teZine Zivotinja te teZine 1 volumena slezene (slika. 10).

ObrazloZenje: Ovaj pokus istrazuje efikasnost terapije BPC 157 u dozi od 2ug/ml
neposrednim premediciniranjem u prevenciji nastanka infarkta slezene i neumanjivanje
nastale Stete reperfuzijom tkiva.
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op. priprcma slikanjeimjerenje invivo mjcrenje post mortem

min c\ 10 15 20 25 35 40

BPC157 klemanje reperfuzija  Zrtvovanje

=5 otpustanjekleme

SI. 10 Shematski prikaz prvog pokusa

2. Vrsilo se klemanje hilusa slezene, Peanovim stezaljkama, i izazivanje infarkta sa slikanjem
u 10 1 20 min. Radilo se u dvije skupine kontrolna i BPC 157. Nakon 20 min jedinkama u
BPC 157 skupini dodan je 1 ml BPC-a 157 u koncentraciji od 2pug/ml kao kupka. Nadalje je
radeno mjerenje i dokumentiranje slikanjem u 25, 30, 35 i 40 min trajanja pokusa. Slijedi
otpustanje stezaljki i reperfuzija u trajanju 10 min po isteku kojih se ponovo vrsi mjerenje i
dokumentiranje slikanjem. Nakon toga se Zivotinje Zrtvuju, slikaju i mjere kao u prethodnom
pokusu, a slezena upucuje na histoloSku analizu. (slika 11.)

ObrazloZenje: Ovaj pokus istrazuje efikasnost terapije BPC 157 u dozi od 2pg/ml nakon 20
min trajanja nokse u zaustavljanju napredovanja razvijenih promjena, kao i1 prestanku
pojavljivanja novih promjena te neucinkovitost reperfuzije u smanjenju nastalih oStecenja
slezene.

op. priprema slikanjei mjerenje in vivo mjerenja post mortem

YV vy

min /0 5 10 15/70 25 30 3%0 45 50

klemanje BPC157 otpustanjekleme reperfuzija Zrtvovanje

SI.11. Shematski prikaz drugog pokusa

3. Vrsilo se 30 minuta klemanja hilusa slezene. Radile su se dvije grupe. Prva je bila
kontrolna, a u drugoj je dan_1 ml BPC 157 u koncentraciji od 2ug/ml kao kupku neposredno
prije klemanja hilusa. Promjene su dokumentirane slikanjem svakih 10 minuta i na kraju
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cijelog pokusa. Po skidanju klema Zivotinje su Zrtvovane te su im odstranjene slezene za
histolosku analizu (slika. 12).

ObrazloZenje: Ovaj pokus istrazuje efikasnost terapije BPC 157 u dozi od 2ug/ml
neposrednim premediciniranjem u prevenciji nastanka infarkta slezene.

op. priprema slikanjei mjerenje invivo mjerenje post mortem

min T 0 5 10 15 20 25 30 35

BPC 157 klemanje zrtvovanje

S1.12. Shematski prikaz tre¢eg pokusa

4. Vrsilo se klemanje hilusa slezene Peanovim stezaljkama 1 izazivanje infarkta sa slikanjem u
10 1 20 min. Radilo se u dvije skupine kontrolnu i BPC 157. Nakon 20 min jedinkama u BPC
157 skupini dodan je 1 ml BPC-a 157 kao kupka u koncentraciji od 2ug/ml. Slikanje je bilo
vrseno u 30 min. Potom se Zivotinje Zrtvuju, slikaju i mjere. (slika. 13).

ObrazloZenje: Ovaj pokus istraZzuje efikasnos terapije BPC 157 u dozi od 2ug/ml u
zaustavljanju napredovanja promjena, kao i prestanku pojavljivanja novih promjena.

op. priprema slikanje i mjerenje invivo mjerenja post mortem

%

klemanje BPC157 Zrtvovanje

SI. 13 Shematski prikaz ¢etvrtog pokusa
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3.1.2.Koncentracija BPC 157 2ng/ml.

5. Vrsilo se klemanja hilusa slezene u trajanju od 30 min te potom reperfuzija slezene u
trajanju od 10 minuta. Radilo se u dvije grupe. Prva je bila kontrolna, a u drugoj sam dao 1 ml
BPC 157 u koncentraciji od 2ng/ml kao kupku neposredno prije klemanja hilusa slezene, koje
je bilo vrSeno Peanovin stezaljkama. Promjene su dokumentirane slikanjem svakih 5 minuta i
na kraju cijelog pokusa. Potom su Zivotinje Zrtvovane te im odstranjene slezena za histolosku
analizu 1 mjerenja teZine Zivotinja te teZine 1 volumena slezene (slika. 14).

Obrazlozenje: Ovaj pokus istrazuje efikasnost terapije BPC 157 u dozi od 2ng/ml
neposrednim premediciniranjem u prevenciji nastanka infarkta slezene i neumanjivanje
nastale Stete reperfuzijom tkiva.

op. priprema slikanjc i mjerenje in vivo mjerenjc post mortem

min /

BPC 157 klemanje otpustanje kleme reperfuzija  Zrtvovanje
=5

S1.14 Shematski prikaz petog pokusa

6. Vrsilo se klemanje hilusa slezene, Peanovim stezaljkama, i izazivanje infarkta sa slikanjem
u 10 i 20 min. Radilo se u dvije skupine kontrolna i BPC 157. Nakon 20 min jedinkama u
BPC 157 skupini dodan je 1 ml BPC-a 157 u koncentraciji od 2ng/ml kao kupka. Nadalje je
radeno mjerenje i dokumentiranje slikanjem u 25, 30, 35 i 40 min trajanja pokusa. Slijedi
otpusStanje stezaljki 1 reperfuzija u trajanju 10 min po isteku kojih se ponovo vr$i mjerenje i
dokumentiranje slikanjem. Nakon toga se Zivotinje Zrtvuju, slikaju 1 mjere kao u prethodnom
pokusu, a slezena upucuje na histoloSku analizu. (slika 15.)

ObrazlozZenje: Ovaj pokus istrazuje efikasnost terapije BPC 157 u dozi od 2ng/ml nakon 20
min trajanja nokse u zaustavljanju napredovanja razvijenih promjena, kao i prestanku
pojavljivanja novih promjena te neucinkovitost reperfuzije u smanjenju nastalih oStecenja
slezene.




23

op. priprcma slikanjc mjerenja

min / 5 10 15 /5 25 30 35 45 50\

klemanje BPC 157 otpustanjekleme reperfuzija  Zrtvovanje

SI.15 Shematski prikaz Sestog pokusa

7. Vrsilo se 30 minuta klemanja hilusa slezene. Radile su se dvije grupe. Prva je bila
kontrolna, a u drugoj je dodan_1 ml BPC 157 u koncentraciji od 2ng/ml kao kupku
neposredno prije klemanja hilusa. Promjene su dokumentirane slikanjem svakih 10 minuta i
na kraju cijelog pokusa. Po skidanju klema Zivotinje su Zrtvovane te im odstranjene slezene za
histoloSku analizu te obavljeno mjerenje tezine Zivotinja te teZine i volumena slezene (slika.
16).

Obrazlozenje: Ovaj pokus istrazuje efikasnost terapije BPC 157 u dozi od 2ng/ml
neposrednim premediciniranjem u prevenciji nastanka infarkta slezene.

op. priprcma slikanjeci mjerenje in vivo mjerenje post mortem

min \ 5 10 15 20 25 30

BPC 157 klemanje Zrtvovanje
=5

SI. 16 Shematski prikaz sedmog pokusa

8. Vrsilo se klemanje hilusa slezene Peanovim stezaljkama i izazivanje infarkta sa slikanjem u
10 i 20 min. Radilo se u dvije skupine kontrolnu i BPC 157. Nakon 20 min jedinkama u BPC
157 skupini dodan je 1 ml BPC-a 157 kao kupka u koncentraciji od 2ng/ml. Slikanje je bilo
vrseno u 30 min. Potom se Zivotinje Zrtvuju, slikaju i mjere. (slika. 13).

Obrazlozenje: Ovaj pokus istrazuje efikasnos terapije BPC 157 u dozi od 2ng/ml u
zaustavljanju napredovanja promjena, kao i prestanku pojavljivanja novih promjena.
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op. priprema slikanje i mjerenje invivo mjerenje post mortem

min / 5 10 15

klecmanje BPC157 Zrtvovanje

SI. 17 Shematski prikaz osmog pokusa

3.1.3. Interakcija s agensima NO sustava

9. Vriilo se klemanja hilusa slezene u trajanju 30 minuta. Radile su se dvije grupe. Obje grupe
su premedicinirane 5 min prije klemanja hilusa intraperitonealno s L. argininom u dozi 200

mg/kg. Prva je bila kontrolna, a u drugoj je dan 1 ml BPC 157 u dozi od 2ug/ml neposredno

prije klemanja hilusa i to kao kupku. Promjene su dokumentirane slikanjem svakih 10 minuta
i na kraju cijelog pokusa. Skidanjem klema Zivotinje su Zrtvovane te im odstranjene slezene
za histolosku analizu te su obavljena mjerenja tezine Zivotinje te teZine i volumena slezene
(slika 18.).

Obrazlozenje: Cilj pokusa je bila usporedba djelovanja agonista NO sistema (L-arginin) s
djelovanjem BPC-a 157.

L-arginin | op.priprema slikanjei mjerenje in vivo mjerenje post mortem

min <r 0
BPC 157 klemanje Zrtvovanje
=3

SI. 18 Shematski prikaz devetog pokusa

10. Vrsilo se klemanja hilusa slezene u trajanju od 30 minuta. Radilo se u dvije grupe. Obje
grupe su premedicinirane 5 min prije klemanja hilusa intraperitonealno s L-NAME u dozi 5

mg/kg. Prva je bila kontrolna, a u drugoj je dan 1 ml BPC 157 u dozi od 2ug/ml neposredno
prije klemanja hilusa i to kao kupka. Promjene su dokumentirane slikanjem svakih 10 minuta
1 na kraju cijelog pokusa. Skidanjem klema Zivotinje su Zrtvovane, a slezene su im
odstranjene za histoloSku analizu. IzvrSena su i mjerenja teZine Zivotinje te teZine i volumena
slezene (slika 19).
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Obrazlozenje: Cilj pokusa je bio usporedba djelovanja antagonista NO sistema (L-NAME) s
djelovanjem BPC-a 157.

L-NAME op. priprema slikanjeimjerenjc in vivo mjerenje post mortem

min o\ 10 15 20 25 30

klemanje

BPC 157 irtvovanje

SI. 19 Shematski prikaz desetog pokusa

11. Vrsilo se klemanja hilusa slezene u trajanju od 30 minuta. Radile su se dvije grupe. Obje
grupe su premedicinirane 5 min prije klemanja hilusa intraperitonealno s L-argininom u dozi
od 200 mg/kg i .-NAME u dozi 5 mg/kg. Prva je bila kontrolna, a u drugoj je dan 1 ml BPC
157 u dozi od 2ug/ml neposredno prije klemanja hilusa i to kao kupka. Promjene su
dokumentirati slikanjem svakih 10 minuta i na kraju svega. Skidanjem klema Zivotinje su
Zrtvovane te im odstranjena slezena za histoloSku analizu i izvrSeno mjerenje tezine Zivotinje
te tezine 1 volumena slezene (slika 20.).

Obrazlozenje: Cilj pokusa je bila usporedba zajednickog djelovanja antagonista NO sistema
(L-NAME) i agonista NO sistema (L.-arginina) s djelovanjem BPC-a 157.

L-NAME| | op.priprema  slikanjeimjerenje in vivo mjerenje post mortem
L-arginin

min T o\ 10 15 20 25 30

BPC 157 klemanje zrtvovanjc

— r
-§
-

SI. 20 Shematski prikaz jedanaestog pokusa

Svaki je od navedenih pokusa bio proveden na 5 pari Zivotinja.
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3.2. DRUGA GRUPA POKUSA

12. Nakon laparotomije vrSeno je ligiranje hilusa slezene te potom zatvaranje trbuSne Supljine
u dva sloja. Radile su se dvije grupe Zivotinja. Prva je bila kontrolna, a u drugoj je dat 1 ml

BPC 157 u koncentraciji od 2ug/ml intraperitonealno neposredno prije laparotomije. Ishemija
je trajala 3 sata, a potom su Zivotinje zZrtvovane. Promjene su dokumentirane slikanjem nakon
Jrtvovanja Zivotinja po isteku tri sata ishemije slezene. Zrtvovanim su Zivotinjama
odstranjene slezene za histolosku analizu te izvrSeno mjerenje tezine Zzivotinja te teZine i

volumena slezene. (slika 21.).

ObrazloZenje: Ovim pokusom istrazena je efikasnost terapije BPC 157 u dozi od 2ug/ml
neposrednim premediciniranjem u prevenciji nastanka infarkta slezene nakon tri sata trajanja
ishemije.

mjcrenje islikanje

operacijska priprecma post mortem

BPC 157 ligiranje hilusa uspavljivanjci
Zrtvovanjc

SI. 21 Shematski prikaz dvanaestog pokusa

13. Nakon laparotomije vrSeno je ligiranje hilusa slezene te potom zatvaranje trbuSne Supljine
u dva sloja. Radile su se dvije grupe Zivotinja. Prva je bila kontrolna, a u drugoj je dat 1 ml

BPC 157 u koncentraciji od 2ug/ml intraperitonealno neposredno prije laparotomije. Ishemija
je trajala 6 sati, a potom su Zivotinje Zrtvovane. Promjene su dokumentirane slikanjem nakon

Zrtvovanja Zivotinja po isteku Sest sati ishemije slezene. Zrtvovanim su Zivotinjama
odstranjene slezene za histoloSku analizu te izvrSeno mjerenje teZine Zivotinja te teZine i
volumena slezene. (slika 22.).

ObrazloZenje: Ovim pokusom istraZzena je efikasnost terapije BPC 157 u dozi od 2ug/ml
neposrednim premediciniranjem u prevenciji nastanka infarkta slezene nakon Sest sati trajanja
ishemije.
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mjcrcenjce i slikanje
operacijska priprema post mortem

sati

BPC 157 | ligiranjec hilusa uspavljivanjei
Zrtvovanjc
3

i

SI. 22 Shematski prikaz trinaestog pokusa

14. Nakon laparotomije vrSeno je ligiranje hilusa slezene te potom zatvaranje trbuSne Supljine
u dva sloja. Radile su se dvije grupe Zivotinja. Prva je bila kontrolna, a u drugoj je dat 1 ml

BPC 157 u koncentraciji od 2ug/ml intraperitonealno neposredno prije laparotomije. Ishemija
je trajala 9 sati, a potom su Zivotinje Zrtvovane. Promjene su dokumentirane slikanjem nakon
Zrtvovanja Zivotinja po isteku devet sati ishemije slezene. Zrtvovanim su Zivotinjama
odstranjene slezene za histoloSku analizu te izvrSeno mjerenje teZine Zivotinja te teZine i
volumena slezene. (slika 23.).

ObrazloZenje: Ovim pokusom istraZena je efikasnost terapije BPC 157 u dozi od 2ug/ml
neposrednim premediciniranjem u prevenciji nastanka infarkta slezene nakon devet sati
trajanja ishemije.

mjcrenjc i slikanjc
opoeracijska priprema post martem

sati 1 2 3 4 5 6 7 8
BPC 157 ligiranje hilusa uspavljivanjei
.5 zrtvovanje

SI. 23 Shematski prikaz Cetrnaestog pokusa
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15. Nakon laparotomije vrSeno je ligiranje hilusa slezene te potom zatvaranje trbusne Supljine
u dva sloja. Radile su se dvije grupe Zivotinja. Prva je bila kontrolna, a u drugoj je dat 1 ml
BPC 157 u koncentraciji od 2ug/ml intraperitonealno neposredno prije laparotomije. Ishemija
je trajala 12 sati, a potom su Zivotinje Zrtvovane. Promjene su dokumentirane slikanjem
nakon Zrtvovanja Zivotinja po isteku dvanaest sati ishemije slezene. Zrtvovanim su
Zivotinjama odstranjene slezene za histolosku analizu te izvrSeno mjerenje teZine Zivotinja te
tezine 1 volumena slezene. (slika 24).

ObrazloZenje: Ovim pokusom istraZzena je efikasnost terapije BPC 157 u dozi od 2ug/ml
neposrednim premediciniranjem u prevenciji nastanka infarkta slezene nakon dvanaest sati
trajanja ishemije.

mjecrenje i slikanje
opcracijska priprema post mortem

sati

BPC157 ligiranjc hilusa uspavljivanjei
=5 Zrtvovan_!e

S1.24 Shematski prikaz petnaestog pokusa

16. Nakon laparotomije vrSeno je ligiranje hilusa slezene te potom zatvaranje trbuSne Supljine
u dva sloja. Radile su se dvije grupe Zivotinja. Prva je bila kontrolna, a u drugoj je dat 1 ml
BPC 157 u koncentraciji od 2ug/ml intraperitonealno neposredno prije laparotomije. Ishemija
je trajala 18 sati, a potom su Zivotinje Zrtvovane. Promjene su dokumentirane slikanjem
nakon Zrtvovanja Zivotinja po isteku osamnaest sati ishemije slezene. Zrtvovanim su
Zivotinjama odstranjene slezene za histolosku analizu te izvrSeno mjerenje teZine Zivotinja te

tezine 1 volumena slezene. (slika 25).

ObrazloZenje: Ovim pokusom istrazena je efikasnost terapije BPC 157 u dozi od 2ug/ml
neposrednim premediciniranjem u prevenciji nastanka infarkta slezene nakon osamnaest sati
trajanja ishemije.
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mjercenjc i slikanje
opcracijska priprema post mortem

sati 2 a 6 8 10 12 14 16
BPC 157 <5 ligiranje hilusa uspavljivanje i
N Zrtvovanje

SI. 25 Shematski prikaz Sesnaestog pokusa

17. Nakon laparotomije vrSeno je ligiranje hilusa slezene te potom zatvaranje trbusne Supljine
u dva sloja. Radile su se dvije grupe Zivotinja. Prva je bila kontrolna, a u drugoj je dat 1 ml

BPC 157 u koncentraciji od 2ug/ml intraperitonealno neposredno prije laparotomije. Ishemija

je trajala 24 sata, a potom su Zivotinje Zrtvovane. Promjene su dokumentirane slikanjem
nakon Zrtvovanja Zivotinja po isteku dvadesetietiri sata ishemije slezene. Zrtvovanim su
Zivotinjama odstranjene slezene za histolosku analizu te izvrSeno mjerenje teZine Zivotinja te
tezine 1 volumena slezene. (slika 26).

ObrazloZenje: Ovim pokusom istraZzena je efikasnost terapije BPC 157 u dozi od 2ug/ml
neposrednim premediciniranjem u prevenciji nastanka infarkta slezene nakon dvadeseticetiri
sata trajanja ishemije.

mjcrcnjcislikanje
opcracijska priprerna post mortem

sati

BPC 157 ligiranje hilusa uspavljivanjei
=5 Zrtvovanjc

SI. 26 Shematski prikaz sedamnaestog pokusa
Svaki je od navedenih pokusa bio proveden na 5 pari Zivotinja.

Zrtvovanje pokusnih Zivotinja bilo je obavljeno giljotiniranjem u anesteziji.
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3.3. PRIPREME PREPARATA

Nakon Zrtvovanja odstranjene slezene Stakora bile su pohranjene u 4% otopini formaldehida.
Slijedio je uobicajeni postupak fiksiranja parafinom i izrada HE preparata, kako je opisano.21

3.4. PRIPREMA OTOPINA

BPC 157: Pentadekapeptid BPC 157 je dio lanca peptida ljudskog Zelu¢anog soka BPC-a
slobodno topiv u vodi na pH 7.0 1 u fizioloSkoj otopini. Upotrjebljen je peptid 99% cistoce i
pripremljen kako je opisano®.

L-arginin i L-NAME: Proizvedeni u Sigma, St Louis, MO, USA rastopljeni su u fiziolo$koj
otopini kako je ranije opisano®.

Sve su otopine svjeze pripremane neposredno prije same primjene u pokusu.

3.5. UTVRPIVANJE UCINKA I STATISTICKA OBRADA

Radi usporedbe rezultata 1 njihovog broj¢anog izraZavanja te mogucnosti statistiCke obrade
podataka kao instrument mjerenja za makroskopsko utvrdivanje upotrijebiti ¢u a. broj lezija,
b. polumjer lezija, c. povrSinu lezija i d. stopu infarkciranosti (Si).

Slezena Stakora je vrlo mala i tanka, a njezin hilus je rasporeden duz cijele facies visceralis.
Stoga je povrsina infarkta, koji se vidi na povrSini slezene, upravno razmjeran volumenu tkiva
slezene zahvacenim infarktom. Ova povrsina je zbog radijalnog Sirenja krvnih Zila u slezeni
uvijek, vise ili manje, kruznog oblika. Prema tome Sto je povrSina lezije veca ve¢i je i infarkt i
Sto je veci broj vidljivih lezija to je oStecenje slezene vece. Stoga je formula za izraun stope
infarkciranosti:

i=n_.2
Si=—— =" %
broj slezena
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U drugoj grupi pokusa veli¢ina infarkta je mjerena na histoloSkim preparatima i to kao
postotak povrSine vidnog polja pri istom povecanju, koji nije zahvacen infarktom. Dakle
mjerene su povrSine zdravog tkiva, a brojane vrijednosti predstavljaju postotak povrSine
vidnog polja, koji nije zahvacen infarktom, kao posljedicom ishemije inducirane ligiranjem
hilusa slezene. Mjerenje je bilo izvrSeno na 10 vidnih polja svakog preparata.

S obzirom na distribuciju rezultata upotrjebljena su parametrijska i neparametrijska testiranja
u okviru programa Statistica 7.1.
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4.0. REZULTATI

Za statisticku analizu rezultata pokusa upotrjebljen je program Statistika 7.1. U okviru toga u
svim pokusima za analizu distribucije podataka koristen je Kologorov-Smirnov test. Za grupe
podataka koje su bile normalno distribuirane koriSten je t-test, a za grupe podataka koji nisu
bile normalno distribuirane koriSten je Mann-Whitney U test. Za komparaciju broja Zivotinja s
infarktom i bez njega izmedu grupa koriSten je Fisher's exact test. Numericki podaci su
prikazani kao meantstandardna devijacija, a kategoric¢ki podaci su prikazani kao median—
range (razlika izmedu maksimalne i minimalne vrijednosti). Razina signifikantnosti je u svim
pokusima bila na vrijednosti p<0.05, a za graficku obradu podataka koristio se GraphPad
Prism 5.0.

4.1. Makroskopska analiza rezultata

U ovoj grupi pokusa mjeren je broj lezija u svakoj slezeni i veli¢ina makroskopski vidljive
lezije. Ove su lezije definirane jasno uocljivim promjenama boje fascije visceralis slezene.
Oblik ove promjene boje uvijek je bio kruzan te je mjeren polumjer lezije (slika 27.). Iz
polumjera promjena i broja lezija izraCunavane su povrsina lezija i stopa infarkciranosti.

S1.27 Makroskopski izgled lezija

8. pokus
2.par 30 min

KONTROLA BPC 157
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U pokusu pretretmana BPC 157 s reperfuzijom radeno je klemanje hilusa slezene u trajanju
od 30 minuta te potom reperfuzija slezene u trajanju od 10 minuta. Radilo se u dvije grupe.
Prva je bila kontrolna, a u drugoj je pokusnim Zivotinjama dan 1 ml BPC 157 1 to na jednoj
grupi zZivotinja u koncentraciji od 2ug/ml kao kupku neposredno prije klemanja hilusa
slezene, a u drugoj grupi Zivotinja u koncentraciji od 2 ng takoder kao kupku neposredno prije
klemanja hilusa slezene. Klemanje je vrSeno Peanovin stezaljkama. Promjene su
dokumentirane slikanjem svakih 5 minuta i na kraju cijelog pokusa te su izvrSena mjerenja
broja lezija i njihovog polumjera.

Kologorov-Smirnov test ukazao je da su rezultati mjerenja u ovoj grupi pokusa normalno
distribuirani te je upotrjebljen t-test. Nakon statistiCke obrade rezultata u ovim je pokusima
uocena statisticki zna€ajna razlika u veli€ini infarkta slezena koje su bile tretirane s BPC 157
prema kontrolnoj skupini bez BPC 157 te je time dokazana efikasnost terapije BPC 157
neposrednim premediciniranjem u prevenciji nastanka infarkta slezene. Tijekom trajanja
reperfuzije i nakon nje nije doSlo do smanjivanja broja i veliCine infarkciranih podrucja u
smislu umanjivanja Stete nastale ishemijom tkiva slezene. Isti je pozitivni efekt BPC 157
zabiljezen u obje grupe ispitivanih Zivotinja bez obzira na apliciranu dozu od 2 pg/ml
odnosno 2 ng/ml. [(graf 1,2,3)legenda simbola slika 28].

Stopa infarkciranosti iznosila je u ovoj grupi pokusa za kontrola 38,631. U grupi Zivotinja s
BPC 157 u koncentraciji 2 ug/ml 1,046, a u grupi pokusnih Zivotinja s koncentracijom BPC
157 od 2 ng/ml 1,57. (Tablica 2).

Graf 1. Broj lezija po grupama u pretretmanu BPC 157 s reperfuzijom
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Graf 2 Polumjer lezija po grupama u pretretmanu BPC 157 s reperfuzijom
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Graf 3. PovrSina lezija po grupama u pretretmanu BPC 157 s reperfuzijom
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U pokusu posttretmana s reperfuzijom vrSilo se klemanje hilusa slezene Peanovim
stezaljkama, 1 izazivanje infarkta sa slikanjem u 10 i1 20 min. Radilo se u tri skupine:
kontrolna, BPC 157 u koncentraciji od 2ug/ml i BPC u koncentraciji od 2 ng/ml. Nakon 20
min jedinkama u BPC 157 skupinama dodan je 1 ml BPC-a 157 kao kupka u ranije
navedenim koncentracijama. Nadalje je vrSeno mjerenje i dokumentiranje slikanjem u 25, 30,
35 i 40 min trajanja pokusa. Slijedi otpusStanje stezaljki i reperfuzija u trajanju 10 min po
isteku kojih se ponovo vrsi mjerenje i dokumentiranje slikanjem.

Kologorov-Smirnov test ukazao je da su rezultati mjerenja ovih pokusa normalno distribuirani
te je za analizu upotrjebljen t-test. Nakon obrade rezultata dokazana je efikasnost terapije
BPC 157 nakon 20 min trajanja nokse u zaustavljanju napredovanja razvijenih promjena, kao
1 prestanku pojavljivanja novih promjena te neuinkovitost reperfuzije u smanjenju nastalih
oStecenja slezene. Prisutnost pozitivnog efekta BPC 157 dokazana je u obje grupe pokusnih
Zivotinja bez obzira na dozu BPC 157 u ug ili ng po mililitru. [(graf 4,5,6) legenda simbola
slika 28].

Stopa infarkciranosti iznosila je u ovoj grupi pokusa za kontrolu 7,065. U grupi Zivotinja s
BPC 157 u koncentraciji 2 pg/ml, kao 1 u grupi pokusnih Zivotinja s koncentracijom BPC 157
od 2 ng/ml stopa infarkciranosti je bila O (Tablica 2).

Graf 4 Broj lezija po grupama u posttretmanu BPC 157 s reperfuzijom
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Graf 5 Polumjer lezija po grupama u posttretmanu BPC 157 s reperfuzijom
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Graf 6 PovrSina lezija po grupama u posttretmanu BPC 157 s reperfuzijom
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Pokusi pretretmana iizvodeni su klemanjem hilusa slezene kroz 30 minuta. Radile su se tri
grupe. Prva je bila kontrolna, a u druge dvije je dodan 1 ml BPC 157 kao kupka neposredno
prije klemanja hilusa, i to u jednoj grupi pokusnih Zivotinja u koncentraciji od 2 pug/ml, a u
drugoj grupi u koncentraciji od pokusu 2ng/ml. Promjene su dokumentirane slikanjem svakih
10 minuta i na kraju cijelog pokusa.
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Kologorov-Smirnov test ukazao je da su rezultati mjerenja ovih pokusa normalno distribuirani
te je za obradu podataka upotrjebljen t-test. Isti je dokazao efikasnost terapije BPC 157
neposrednim premediciniranjem u prevenciji nastanka infarkta slezene kako u dozi od
2 pg/ml tako i u dozi od 2ng/ml. [(graf 7,8,9) legenda simbola slika 28].

Graf 7 Broj lezija po grupama u pretretmanu BPC 157
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Graf 9 PovrSina lezija po grupama u pretretmanu BPC 157

Povrsina lezija po grupi

U pokusima pretretmana s BPC 157 stopa infarkciranosti za kontrolnu skupinu iznosila
11,643, a u grupi Zivotinja s apliciranim BPC 157 0 bez obziran koncentraciji BPC 157 u
pg/ml ili u ng/ml. (Tablica 2).

U pokusima posttretmana BPC 157 vrSilo se klemanje hilusa slezene Peanovim stezaljkama i
izazivanje infarkta sa slikanjem u 10 i 20 min. Radilo se u tri skupine. Prva je bila kontrolna, a
u druge je dvije skupine nakon 20 min trajanja ishemije apliciran BPC 157 i to jednoj skupini
u koncentraciji od 2 pug/ml, a drugoj skupini u koncentraciji od 2 ng/ml i to u obje grupe kao
kupka. Slikanje je bilo vrSeno u 30 min, a Zivotinje su nakon mjerenja Zrtvovane.

Kologorov-Smirnov test ukazao je da su rezultati mjerenja ovih pokusa normalno distribuirani
te je za provjeru signifikantnosti upotrjebljen t-test. Nakon obrade rezultata ovih pokusa
dokazana je efikasnost terapije BPC 157 u obje promatrane doze u zaustavljanju napredovanja
promjena koje su se pojavile, kao i prestanku pojavljivanja novih promjena. [(graf 10,11,12)
legenda simbola slika 28].

Stopa infarkciranosti je u Cetvrtom pokusu za kontrolnu skupinu iznosila 5,756, a u grupi
zivotinja s apliciranim BPC 157 1,046. U osmom pokusu bila je zabiljezena za kontrolnu
skupinu Stopa 4,71 prema 0 za grupu Zivotinja s BPC 157. (Tablica 2).



Graf 10 Broj lezija po grupama u posttretmanu BPC 157
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Graf 12 PovrSina lezija po grupama u posttretmanu BPC 157
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Cilj pokusa medudjelovanja agonista NO sustava, L-arginina, s BPC 157 je bio usporedba
njihovog djelovanja medu sobom i prema kontrolnoj skupini. U tu se svrhu vrS$ilo klemanje
hilusa slezene u trajanju 30 minuta. Radile su se tri grupe. Prva je grupa bila kontrolna, a
druge dvije grupe su premedicinirane 5 min prije klemanja hilusa intraperitonealno s L
argininom u dozi 200 mg/kg. Nakon laparotomije jednoj od njih je dodan 1 1 ml BPC 157 u
dozi od 2pg/ml neposredno prije klemanja hilusa i to kao kupku. Promjene su dokumentirane
slikanjem svakih 10 minuta i na kraju cijelog pokusa.

Kologorov-Smirnov test ukazao je da su rezultati mjerenja ovog pokusa normalno
distribuirani te je za statistiCku obradu upotrjebljen t-test. Nakon statisticke obrade rezultata
dokazano je djelovanje BPC-a 157 u smislu protekcije tkiva od posljedica ishemije i u
sprecavanju nastanka infarkta slezene u kombinaciji s L-argininom, agonistom NO sustava.
Efikasnost agonista NO sistema (L-arginina) u sprecavanju nastanka infarkta nije potvrdena.
Naprotiv ne samo da sam L-arginin nije uspio sprijeciti nastajanje infarkta slezene ve¢ su
rezultati ukazali da je nalaz na slezenama tretiranim samo L-argininom prema kontrolnoj
skupini bio statisticki znacajno 1oSiji odnosno da su broj infarkta, njithov polumjer i povrSina
bili ve¢i. BPC 157 u potpunosti je sprijeio nastajanje infarkta slezene kako sam, tako i u
kombinaciji s L-argininom.[(graf 13,14,15) legenda simbola slika 28].

Stopa infarkciranosti u kontrolnoj skupini je bila 11,643, a u skupini Zivotinja tretiranih samo
s L-argininom 51,286. U skupini Zivotinja tretiranth BPC 157 kao i1 u skupini Zivotinja
tretiranih s BPC 157 i L-argininom stopa infarkciranosti je bila 0.



Graf 13 Broj lezija po grupama u usporedbi L-arginina i BPC 157
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Graf 14 Polumjer lezija po grupama u usporedbi L-arginina i BPC 157
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Graf 15 PovrSina lezija po grupama u usporedbi L-arginina i BPC 157
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Cilj pokusa medudjelovanja antagonista NO sustava, L-NAME, s BPC 157 je bio usporedba
njihovog djelovanja medu sobom i prema kontrolnoj skupini. U tu se svrhu vr$ilo klemanje
hilusa slezene u trajanju 30 minuta. Radile su se tri grupe. Prva je grupa bila kontrolna, a
druge dvije grupe su premedicinirane 5 min prije klemanja hilusa intraperitonealno s L-
NAME u dozi od 5 mg/kg. Nakon laparotomije jednoj od njih je dodan i 1 ml BPC 157 u dozi
od 2ug/ml neposredno prije klemanja hilusa i to kao kupka. Promjene su dokumentirane
slikanjem svakih 10 minuta i na kraju cijelog pokusa.

Kologorov-Smirnov test ukazao je da su rezultati mjerenja ovog pokusa normalno
distribuirani te je za statistiCku obradu upotrjebljen t-test. Nakon statisticke obrade rezultata
dokazano je djelovanje BPC-a 157 u smislu protekcije tkiva od posljedica ishemije i u
sprecavanju nastanka infarkta slezene u kombinaciji s L-NAME, antagonistom NO sustava.
Efikasnost antagonista NO sistema (L-NAME) u sprecavanju nastanka infarkta nije
potvrdena. Cak $to vise, ne samo da sam L-NAME nije uspio sprije¢iti nastajanje infarkta
slezene ve¢ su rezultati ukazali da je nalaz na slezenama tretiranim samo s L-NAME prema
kontrolnoj skupini bio statisticki znacajno 1oSiji odnosno da je broj infarkta, njihov polumjer 1
povrsina bili ve¢i. BPC 157 u potpunosti je sprijecio nastajanje infarkta slezene kako sam tako
1 u kombinaciji s L-NAME.[(graf 16,17,18) legenda simbola slika 28].

Stopa infarkciranosti u kontrolnoj skupini je bila 11,643, a u skupini Zivotinja tretiranih samo
s L-NAME 24,073. U skupini Zivotinja tretiranth BPC 157 kao 1 u skupini Zivotinja tretiranih
s BPC 157 1 L-NAME stopa infarkciranosti je bila 0.
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Graf 16 Broj lezija po grupama u usporedbi L-NAME i BPC 157
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Graf 17 Polumjer lezija po grupama u usporedbi L-NAME i BPC 157
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Graf 18 PovrSina lezija po grupama u usporedbi L-NAME i BPC 157
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Cilj pokusa medudjelovanja antagonista i agonista NO sustava, L.-NAME i L-arginina, s BPC
157 je bio usporedba njihovog djelovanja izmedu agensa NO sustava i BPC 157 prema
kontrolnoj skupini. U tu se svrhu vrSilo klemanje hilusa slezene u trajanju 30 minuta. Radile
su se tri grupe. Prva je grupa bila kontrolna, a druge dvije grupe su premedicinirane 5 min
prije klemanja hilusa intraperitonealno s L-NAME u dozi od 5 mg/kg 1 L-argininom 200 u
dozi od mg/kg. Nakon laparotomije jednoj od njih je dodan i 1 ml BPC 157 u dozi od 2pg/ml
neposredno prije klemanja hilusa i to kao kupka. Promjene su dokumentirane slikanjem
svakih 10 minuta i na kraju cijelog pokusa.

Kologorov-Smirnov test ukazao je da su rezultati mjerenja ovog pokusa normalno
distribuirani te je za statistiCku obradu upotrjebljen t-test. Nakon statisticke obrade rezultata
dokazano je djelovanje BPC-a 157 u smislu protekcije tkiva od posljedica ishemije i u
spreCavanju nastanka infarkta slezene u kombinaciji s L-NAME, antagonistom NO sustava i
L- argininom, agonistom NO sustava. Efikasnost antagonista NO sistema (L-NAME) i
agonista NO sustava L- arginina u spreavanju nastanka infarkta nije potvrdena. Cak $to vise
ne samo da sami L-NAME L-arginin nisu uspjeli sprijeciti nastajanje infarkta slezene ve¢ su
rezultati ukazali da je nalaz na slezenama tretiranim samo s agensima NO sustava prema
kontrolnoj skupini bio statisticki znacajno 1osiji, odnosno da su broj infarkta, njihov polumjer
i povrSina bili ve¢i. BPC 157 u potpunosti je sprijeCio nastajanje infarkta slezene kako sam,
tako i u kombinaciji s agensima NO sustava.[(graf 19,20,21) legenda simbola slika 28].

Stopa infarkciranosti u kontrolnoj skupini je bila 11,643, a u skupini Zivotinja tretiranih s L-
argininom i L-NAME 365,81. U skupini Zivotinja tretiranih BPC 157 kao i u skupini Zivotinja
tretiranih s BPC 15, L-argininom i L-NAME stopa infarkciranosti je bila 0.



Graf 19 Broj lezija po grupama u usporedbi L- arginina, L-NAME i BPC 157
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Graf 20 Polumjer lezija po grupama u usporedbi L- arginina, L-NAME i BPC 157
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Graf 21 PovrSina lezija po grupama u usporedbi L- arginina, L-NAME i BPC 157
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Slika 28 Legenda simbola za sve grafove

+ statisticki znacajna razlika
prema kontrolnoj skupini

¥ staisti¢ki znacajna razlika
prema grupi Zivotinja tretiranih
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Tablica 2

STOPA INFARKCIRANOSTI ZA SVE POKUSE

Pretretman BPC 157 s reperfuzijom 38,631 1,046 1,57

Posttretman BPC 157 s reperfuzijom 7,065 0 0
Pretretman BPC 157 11,643 0 0
Posttretman BPC 157 5,283 1,046 0

Pretretman L-arginin i 11,643 0 51,286 0
BPC 157
Pretretman L-NAME i 11,643 0 24,073 0
BPC 157
Pretretman L-arginin, L- 11,643 0 365,81 0
NAME i BPC 157

4.2. Histoloska analiza rezultata

U ovoj grupi pokusa veliCine infarkta mjerene su na histoloSkim preparatima pri istom
povecanju i to kao postotak povrSine vidnog polja koji nije zahvacen infarktom. Dakle
mjerene su povrSine zdravog tkiva, a brojane vrijednosti predstavljaju postotak povrSine
vidnog polja, koji nije zahvacen infarktom, kao posljedicom ishemije inducirane ligiranjem
hilusa slezene. Mjerenje je izvrSeno na 10 vidnih polja svakog preparata.

Histoloski se u razli¢ito velikim podru¢jima vidi nekroza parenhima, kao izraz infarkta, uz
dijelom oc¢uvana podrucja preteZito bijele pulpe (slika 29).
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Slika 29

HISTOLOSKA SLIKA INFARKTA
SLEZENE

XV pokus 12 sati ishemije

KONTROLA BPC 157

U ovim je pokusima nakon laparotomije vrSeno ligiranje hilusa slezene te potom zatvaranje
trbusne Supljine u dva sloja. Radile su se dvije grupe Zivotinja. Prva je bila kontrolna, a u
drugoj je dat 1 ml BPC 157 u koncentraciji od 2ug/ml intraperitonealno neposredno prije
laparotomije. Ishemija je trajala progresivno 12, 18 1 24 sata, a potom su Zivotinje Zrtvovane.
Zrtvovanim su Zivotinjama odstranjene slezene za histoloSku analizu, a rezultati se
dokumentiraju slikanjem. Za analizu slikovnih podataka koriSten je ISSA sustav za obradu i
pohranu slika, VAMS teh, Zagreb.

Kologorov-Smirnov test ukazao je da rezultati mjerenja ovih pokusa nisu normalno
distribuirani te je za analizu upotrjebljen Mann-Whitney U test. Nakon obrade rezultata
dokazana je efikasnost terapije BPC 157 u spreCavanju razvoja infarkta nakon isteka svih
promatranih vremena, dakle nakon 12, 18 i 24 sata trajanja nokse. [(graf 22,23,24,25,26,27)
legenda simbola slika 28].



Graf 22 PovrSina zdravog tkiva nakon 12 sati ishemije
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Graf 23 Postotak zdrave povrSine nakon 12 sati ishemije
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Graf 24 PovrSina zdravog tkiva nakon 18 sati ishemije
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Graf 26 PovrSina zdravog tkiva nakon 24 sati ishemije
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Ako se prate povrSine oCuvanog tkiva u promatranim vremenskim odsjeccima uocava se pad
udjela zdravog tkiva po svakom promatranom odsjeCku vremena zasebno. Tako je udio
zdravog tkiva u kontrolnoj skupini nakon 12 sati ishemije 5,25%, nakon 18 sati ishemije
4,67% 1 nakon 24 sata ishemije 3,96%. U skupinama pokusnih Zivotinja, koje su tretirane s
BPC 157 udjeli zdravog tkiva su nakon 12 sati 11,60%, nakon 18 sati 10,41% 1 nakon 24 sata
8,69%.

4.3. Fisher's exact test

Fisher's exact test koriSten je za usporedbu broja Zivotinja po grupama koje su razvile infarkt
slezene i kod kojih infarkta nije bilo (tbl 3). Ukupno je u prvoj grupi pokusa p bio manji od
0,001* Sto je statisticki znacajna razlika i ukazuje na djelotvornost BPC 157 u sprecavanju
nastanka infarkta slezene Stakora u ranoj fazi.

Kao 3to je bilo i za ocekivati, u drugoj grupi pokusa s obzirom na vrijeme ishemije koje je
bilo dugacko, sve su Zivotinje razvile infarkt.

U ukupnom zbroju Fisher's exact test ukazuje na statisti¢ki zna€ajan potencijal BPC 157 u
spreCavanju nastanka infarkta slezene Stakora induciranog ligaturom spleni¢ne arterije
(p<0,001%*). Ovo opazanje je prisutno bez obzira na dozu BPC 157 koja je upotrjebljena
(ng/kg ili ng/kg), vrijeme apliciranja pentadekapeptida BPC 157 (pretretman ili posttretman)
te ukupno vrijeme trajanja pokusa. Uvodenjem NO sistema u pokus (L-arginin kao NO donor
1 blokator NO sintetaze L-NAME kao njegov antagonist) nisu doprinijeli promjeni krajnjeg
efekta ishemije na tkiva. U svim tim pokusima doSlo je do razvoja infarkta u kontrolnih
Zivotinja, a u Zivotinja tretiranih BPC 157 nisu nadeni znaci infarkta u promatranom vremenu.

Usporedujuéi veli¢inu infarkta u kontrolnih Zivotinja tretiranih L-argininom, L-NAME i istim
preparatima zajedno s veli¢inom infarkta kontrolnih Zivotinja koje nisu tretirane nikakvim
preparatima uocCava se znacajno veci infarkt u kontrolnih Zivotinja tretiranih agensima NO
sistema (Si za kontrolu je 15,643 prema Si za agense NO sistema 147,356).



Tablica 3

Fisher's exact test
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Pokus br. Kontrola BPC 157 Fisher's exact test
Pozitivni/ br. Zivotinja Pozitivni/ br. Zivotinja p-vrijednost
1 5/5 1/5 p=0.476*
2 5/5 0/5 p<0.001*
3 5/5 0/5 p<0.001*
4 5/5 2/5 p=0.166
5 5/5 5/5 p=1.0
6 5/5 0/5 p<0.001*
7 5/5 0/5 p<0.001*
8 5/5 0/5 p<0.001*
9 5/5 0/5 p<0.001*
10 5/5 0/5 p<0.001*
11 5/5 0/5 p<0.001*
Suma 55/55 8/55 p<0.001*
Pokus br. Kontrola BPC 157 Fisher's exact test
Pozitivni/ br. Zivotinja Pozitivni/ br. Zivotinja p-vrijednost
15 5/5 5/5 p=1.0
16 5/5 5/5 p=1.0
17 5/5 5/5 p=1.0
Suma 15/15 15/15 p=1.0
UKUPNA SUMA SVIH POKUSA ZAJEDNO
SUMA 70/70 23/70 p<0.001*
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5.0. RASPRAVA

Koncept stresa 1 organoprotekcije srediSte je zanimanja mnogih znanstvenih istrazivanja. Na
tragu tradicionalne Selye-ve hipoteze o osovini hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda
Siroko je prihvaceno da je CRF kljuéni peptid u kreiranju odgovora na stres®. S druge strane
postoji mnostvo dokaza da prostaglandini (PGs), somatostatin i dopamin osiguravaju snaznu
zagtitu mnogih organa®. Tek nedavno je prihvaéeno misljenje da gotovo svi organi u tijelu
mogu biti napadnuti stresnim faktorima i reagirati na stres. U svijetlu ovih fizioloskih rjesenja
zatita tjelesnih organa shvaéena je kao rezultat oba ova fiziolo§ka mehanizma®.

Posvemasnje prisutstvo prostaglandina, somatostatina i dopamina u tijelu, u fizioloSki
signifikantnim koli¢inama, osnazilo je hipotezu o njihovoj sveobuhvatnoj ulozi i mogucoj
aplikaciji u stresu”>%%. Zeludac je, u Selyejevoj teoriji stresa prepoznat kao poseban, ali
iskljucivo pasivni cilj, postao ZariSte interesa istrazivaca. Ovaj je interes zasnovan na dva
uvjerljiva dokaza. Prvo: medu svim protektivnim efektima spominjanim ranije,
gastroprotekcija je bila prepoznata prva, i drugo: funkcija medijatora organoprotekcije €ini se
da je od krajnje vaZznosti posebno u gastrointestinalnom traktu®*®’.

Moguénost da je Zeludac, koji je pogoden stresom, sposoban inicirati protu-odgovor na stres
nije donedavno bila razmatrana u teorijama stresa. Zahvaljuju¢i zapaZanjima predloZeno je da
je zeludac, kao najosjetljiviji dio gastrointestinalnog trakta i najvec¢i neuroendokrini organ u
tijelu, od iznimne vaznosti za pokretanje odgovora na stres protiv svih ubita¢nih uzroka.
Krajnji rezultat bio bi snaZna zastita svih organa od 'mapada stresa®. U skladu s ovom
pretpostavkom, stres oponasajuc¢i odgovor najbolje je objasnjen terminom "organoprotekcija".
Endogeni organoprotektori (npr. prostaglandini, somatostatin, dopamin) su predloZeni kao
posrednici®’. Takvim endogenim tvarima, koje se odupiru stresu, dodijeljena je prikladna
uloga u ouvanju homeostaze™.

Odmicuc¢i se od tradicionalnog pogleda na stres sugerirano je da je Zeludac esencijalan za
tielesne aktivnosti u stresu. Konfrontiraju¢i Zeludac s op¢im stresom, koji vodi prema
Zelu€anom stresnom poremecaju, Zeludac je sam u mogucnosti inicirati, posredovati i
organizirati povratni odgovor protiv svih Stetnih noksi kao posebni organoprotektivni ,,stres
oponaSajuéi odgovor“®®. Ovo endogeno odupiranje (,,stres oponasaju¢i odgovor®) moze biti
pojacano prikladnom aplikacijom odgovaraju¢ih organoprotektivnih tvari i poremecena
homeostaza ¢e biti uspostavljena. U drugu se ruku gastroprotekcija, ako je prihva¢amo na
ovaj nacin, pojavljuje kao specifi¢na i esencijalna pocetna tocka u mogucénosti organizma da
se nosi s tvarima koje uzrokuju stres®™®%2 .

Hipoteza da ovaj stres oponasajuc¢i odgovor moZe biti organiziran iz Zeluca potkrepljena je
svakodnevno rastuéim brojem dokaza. Cini se da Zeludac ima centralnu poziciju i dobru
povezanost s mnogo razli€itih organa dobro definiranom osovinom®’’. U usporedbi s ostalim

organima Zeludac ima specificnu inervaciju 1 posebno vezu s mozgom kao i najvecu
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reprezentacijsku povr§inu na mozdanoj kori**’’. Zanimljivo je za napomenuti da je isti
neuralni greben izvorno odgovoran za sekreciju mozdanih i crijevnih stanica tzv. mozdano-
crijevnih peptida. Oni se pojavljuju vrlo rano tijekom evolucije, ve¢ u vrlo ranoj filogenezi.
Izgleda da je koncentracija ovih peptida dosljedno viSa u gastrointestinalnom traktu nego u
mozgu”. Moguc¢i funkcionalni zna¢aj ovog nalaza joS viSe je naglaSen posebnim promjenama
dopaminskog sistema u po&etku Zivotno ugrozavajuéih dogadanja tijekom stresa®.

U skladu s postavljenom hipotezom da je Zeludac inicijalna tocka stres oponaSajuceg
odgovora, samo u Zelu€anoj sluznici je u stresu naden povecéani broj dopaminskih receptora,
dok je nasuprot tome u isto vrijeme broj receptora u podruc¢jima mozga za koje se smatralo da
su vazni za ovaj proces bio nepromijenjenim’”. Zelutanoj je sluznici nemoguée odrZavati
anaerobni metabolizam, Cak i kra¢i period. On zahtijeva konstantnu opskrbu glukozom i
kisikom, $to je, uz mozak, posve jedinstveno u organizmu’>. Iako prividno tek dio mnogo
kompleksnijeg odgovora ovi podaci zajedno osiguravaju uvid u mehanizme kako organizam
prepoznaje Zivotno ugroZavajuce uslove 1 inicira njima oponasajuci 0dgovor68. Naime, radi
specificnih metabolickih obrazaca i centralizacije krvotoka, koji na taj nacin zaobilazi
Zelu€anu sluznicu, za razliku od drugih organa, ZeluCana je sluznica snaZno aficirana u
najranijoj fazi stresa. Ovaj bi dogadaj mogao biti okida¢ za inicijaciju ,,stres oponasajuceg
odgovora“ (npr. porast broja dopaminskih receptora u Zelu¢anoj sluznici) *>%.

Koliko su prostaglandini, dopamin i somatostatin korisno upotrebljivi kao organoprotektorni
agensi ostaje da se istraZi u daljnjim radovima i nije predmet ovog rada. Iako je dopamin
Siroko primjenjiv u Zivotno ugroZavaju¢im stanjima Soka i njegova superiornost prema
drugim klasi¢nim preparatima dobro dokumentirana, njegov je ,,organoprotektivni kapacitet*
vrlo ograni¢en®. Posljedi¢no, potraga za dodatnim posrednicima definiranog "stres
oponaSajuceg odgovora" u ovim se uvjetima ¢inila potpuno opravdanom.zz’68

Slijede¢i ovu hipotezu uskoro je izoliran novi Zeluc¢ani peptid molekularne tezine 40 000
nazvan BPC. Uoceno je da je 15 aminokiselinski odsjecak (Gly, Glu, Pro, Pro, Pro, Gly, Lys,
Pro, Ala, Asp, Asp, Ala, Gly, Leu, Val) klju€an za aktivnost cijele molekule te je u potpunosti
obraden>®®. Nazvan je BPC 157. Zbog ogromnog raspona razli¢itih organoprotektivnih
efekata 1 njegovog izvora iz Zeluca, BPC je bio predloZen kao presudan posrednik Zelu¢anog
"stres oponaSajuceg odgovora". Ovi efekti postignuti su u viSe vrsta Zivotinjskih modela
(Stakori, pili¢i, zeCevi, ...) koriste¢i vrlo niske doze (uglavnom mikrogrami i nanogrami /kg)
nakon intraperitonealne primjene, peroralne ili intramukozne (lokalne) primjene. Efekt je bilo
oCit ve¢ nakon prve primjene. Izolirani pentadekapeptid BPC 157 je pokazao i dugotrajno
djelovanje, a bio je vrlo u¢inkovit i u primijeni istovremeno s Stetnim agensom ili u veé
uznapredovalim kroni¢nim patoloskim uvjetima. Cini se da terapija BPC-om 157 ne dijeli bilo
koje od do sada poznatih ogranienja za "konvencionalne organoprotektore". Nije uocena
toksicnost, a na razliite bazalne parametre bio je bez ucinka. Ovi nalazi osigurali su prodor u
teoriji stresa. BPC 157 se zahvaljuju¢i ovim saznanjima, kao moguci endogeni slobodni
radikal 1 posrednik organoprotekcije, predstavio kao Kkoristan prototip nove klase
organoprotektivnih lijekova.**°®
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S obzirom na porijeklo BPC 157 prvo ZariSte interesa istrazivanja su bili povoljni efekti
novog pentadekapeptida na Zelu€anu sluznicu™. Uzduz cijelog gastrointestinalnog trakta
pored razli¢itih ulcerogenih faktora kao S$to su stres, etanol (intragastricno), NSAID
(nesteroidini protuupalni lijekovi), cistamin, DNFB (dinitrofluorobenzen), TNBS (2,4,6-
trinitrobenzenesulfonicka kiselina), jodacetamid, ezofagojejunalna anastomoza, kolokoli¢na
anastomoza itd., BPC157 je pokazao snazno suprotstavljanje induciranju lezija i u slucaju
nastanka njihovom brzom cijeljenju®’. Njegova je aktivnost bila uo&ena i u eksperimentima
izvodenim u uvjetima posebnih izazova kao $to su aplikacija neurotoksina capsaicina, blokada
NO sintetaze®’, inhibicija sinteze prostaglandina®’ i blok blokade dopaminskog i
kateholaminskog sistema’®. S obzirom da je svaki od ovih izazova proucavan odvojeno
namece se zakljucak da BPC 157 konkurira sa svakim od njih na njithovom specificnom
planu. Sveukupno, ovo omogucava donoSenje zaklju¢ka o raznovrsnosti poremecaja i
vaznosti sistema, koji se mogu zajednicki odraziti na aktivnost BPC 157. U svijetlu ovoga
pentadekapeptid BPC 157 moZe osigurati (ne)specifican lijek koji djeluje neovisno o
specificnosti poremecaja na svaki sistem ponaosob. Teoretski, ovaj paralelni sistem moze sam
po sebi (ne)specificno djelomi¢no zamijeniti dijelove drugih funkcija ili sistema; ili vice versa
on moze (ne)specifi¢no unaprijediti svako stanje koje se inace pojavljuje kao posljedica dobro
poznatih specifi¢nih regulatornih poremeéaja npr. blokade prostanglandina® ili NO
sintetaze’ "%, iscrpljenosti somatosenzornih neurona s capsaicinom itd”*. U kombinaciji s po
Zivot opasnim stanjima, kao Sto je teSki akutni pankreatitis, koji moZe biti izazvan na razne
nacine, ali uvijek ukljuCuje i izraZeni stres, ovakav kompleks aktivnosti moze biti vaZan i
odgovoran za uoCene korisne efekte (npr. slabljenje gastroduodenalnih lezija u Stakora s
akutnim pankreatitisom, zajedno s zalije¢ivanjem samog akutnog pankreatitis) .

PredloZeno medusobno djelovanje izmedu Stetne nokse i aktivnosti pentadekapeptida BPC
157" moZe biti ilustrirano efektom capsaicina23’79’80. Na primjer, uocen je oslabljeni odgovor
na jednokratnu primjenu BPC 157 nakon administracije capsaicina; dok je takoder pokazana
promjena smjera capsaicinskog efekta pentadekapeptidom BPC 157. Nadeno je da
kontinuirana dnevna aplikacija BPC 157, kao nadomjestak, ponovno uspostavlja
gastroprotektivni efekt BPC 157 u capsaicinom tretiranih Stakora, ako je prethodno ovaj efekt
bio ukinut®. Isto tako identi¢ni obrasci mogu biti uoceni 1 vezani uz NO sustav. S pozornoscu
na sintezu NO u preparatu tkiva in vitro (homogenat tkiva Zelucane sluznice Stakora), efekt
pentadekapeptida BPC 157, koji je davan u istoj dozi (100uM) kao i L-arginin (uobicajeno
upotrebljavan kao NO donor) ne moZe biti inhibiran s N-nitro-L-arginin metilesterom (L-
NAME) (poznat kao vrlo snazan endotelni inhibitor NO-sintetaze) iako je davan u deset puta
ve¢im dozama od onih koje su potrebne za inhibiciju efekta L—arginina29. Na temelju ovoga se
moze zakljuciti da pentadekapeptid BPC 157 sam po se bi izaziva odgovarajuc¢u produkciju
NO%. Cak §to vise jasno je pokazano da ,upotrebom originalnog Szabo-ovog protokola za
endotelna etanolska oStecenja, BPC 157 Stiti endotel 1 ima angiogeni efekt. Zajedno s efektom
na NO sistem, zaStita endotela mogla bi biti odluc¢ujuc¢i ¢imbenik za citoprotektivni i/ili
organoprotektivni efekt BPC-a 157.7"%!

Ucinkovitost pentadekapeptida BPC 157 moze biti videna kako u akutnim stanjima tako i u
kroni¢nim. Svojom ucinkovitos¢u BPC 157 mozZe prevenirati razvoj lezija, ali i imati znacajan
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iscjeliteljni efekt u vec¢ etabliranih lezija, ¢ak ako je primijenjen oralno, npr. primijenjen
redovito u pitkoj vodi Stakora s refluks ezofagitisom daje stalan pozitivan efekt’®’. Na taj
nacin, odrzavanje integriteta Zeluc¢ane sluznice za, razmatrano u svijetlu ukupnih efekata cemu
su pripojeni posebno porijeklo BPC-a 157 i njegova stabilnost u Zelu¢anom soku, sugeriraju
da pentadekapeptid BPC 157, boraveci trajno u ZeluCanom soku, mozZe uvjerljivo zastititi
sluznicu od razvoja ofteéenja®®. I doista on ne samo da 3titi endotel veé¢ ga brani i od
unisStavajuceg ucinka etanola: oslabljuje ZeluCane lezija in vivo, jednako kao Sto i in vitro
sprecava uniStenje stanica ZeluCane sluznice, pokazujuéi direktan citoprotektivni efekt koji
nije ovisan o kiseloj ZeluCanoj sekreciji. Nema utjecaj na sekretornu aktivnost Zelucane
sluznice, kao ni na motilitet gastrointestinalnog trakta®>*>242027,

U ovoj fazi istraZzivanja bilo je potrebno primijetiti da bitna uloga BPC-a 157 u odrZavanju
integriteta ZeluCane sluznice nije bila u potpunosti dokazana. U prisutstvu razlicitih agensa
mnogi su peptidi ve¢ bili predloZeni kao nosioci i pokretaCi odrZzavanja integriteta ZeluCane
sluznice®””. S druge strane, &inilo se da su efekti pentadekapeptida BPC 157 superiorni
efektima drugih crijevnih peptida (npr. sekretin, glukagon, somatostatin, CCK i NPY) ili
konvencionalnim preparatima (dopaminski preparati, antagonisti H, receptora) koji su
upotrjebljeni kao referalni standardi. Nedavno su reanalizom Robertsove citoprotektivne i
adaptivne citoprotektivne reakcije pruZeni snazni dokazi da je pentadekapeptid BPC 157
ukljuen u obje ove reakcije®. Pri tom je posebna paZnja poklonjena aktivnosti spojeva za
koje se tradicionalno mislilo da su citoprotektivni. Interesantno je navesti, da je osim BPC-a
157 samo joS omeprazol bio ukljucen u obje ove reakcije dok su ostali agensi bili ocigledno
ograni¢eni samo na citoprotektivnu reakciju’’. Konaéno, u prilog ovoj funkciji BPC-a 157
govori i da, ovisno o dozi, on moZe reducirati LTB4 u ljudskoj krvi stimuliranoj s A231877.
Uz to je dokazano da BPC 157 blokira i druge medijatore upale kao $to su MPO i1 TXB2 kako
u zZivotinjskom modelu tako i u upalno promijenjenoj ljudskoj sluznici. BPC 157 moze
djelovati lokalno bez obzira na poziciju upale u gastrointestinalnom traktu; osim ve¢ opisanog
djelovanja na stanice ZeluCane sluznice, upotrjebljen u podrucju kolo-kolicne anastomoze,
ubrzava njeno cijeljenje.”’

Jasni 1 vazni pozitivni ucinci BPC-a 157 u gastrointestinalnom traktu te interakcija s vise
bitnih regulacijskih sistema (somatosenzornim neuronskim, endotelnim i NO sistemom) za
koje je zajedniCki esencijalni znaCaj za organizam, osigurali su jasnu pozadinu za uocene
korisne uéinke na ostala oiteéenja organa. >

No djelovanja BPC-al57 nisu ogranic¢ena samo na Zeludac i Zelu¢anu sluznicu. Radovi koji su
slijedili ukazali su na c¢itavu paletu aktivnosti ovog pentadekapeptida, potvrdivsi njegovu
znacajnu citoprotektivnu i terapijsku ulogu u gotovo cijelom organizmu.

Dokazi da protektivni efekti BPC 157 u pretretmanu mogu biti upotrebljivo proSireni prema
njegovom terapijskom djelovanju (npr. djelotvornost u uvjetima dokazanog akutnog
pankreatitisa) zasluZuju posebnu paznju. U pankreasu su antisekretorna i citoprotektivna
aktivnost jednako kao i djelovanje u smislu odstranjivanja slobodnih radikala obuhvaceni u
zaititu od akutnog pankreatitisa®. Njihova slaba aktivnost u posebnim uvjetima razvijenog
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akutnog pankreatitisa Cini vjerojatnim postojanje dodatnih faktora u iscjeljivanju lezije
akutnog palnkrealtitisal23 27,

Uoceni su statisticki znacajne razlike u morfologiji akutnog pankreatitisa izmedu kontrolne
grupe i grupe Zivotinja tretiranih s BPC 157. U kontrolnoj je grupi, za razliku od grupe u kojoj
je administriran BPC 157, uoCena jaca infiltracija granulocitima kao znak produZenog ili
povratnog oStecenja, znaCajan edem 1 nekroza te kasnije pojavljivanje mononuklearnih
stanica, konstantno manje polimorfonuklearnih stanica i viSe mononuklearnih upalnih
stanica”*’. Faktori koji upravljaju intenzitetom upalnog odgovora u akutnom pankreatitisu
slabo su poznati pa se pretpostavka da bi to mogao biti BPC 157 ¢ini razumnom to vise $to je
njegov moduliraju¢i ucinak na upalne stanice kao $to su polimorfonukleari, ¢ija je supresija u
pokusu jasno uocena, i mononukleari, Cije je privlatenje u istom pokusu jasno prikazano,
snazno dokazan. Nadalje ovo bi mogla biti posljedica ranije navedenog smanjenja LTBy4 i
TXB; u serumu i upalnom tkivu jednako kao i sadrzaja MPO u upalnom tkivu Sto ce
zahtijevati daljnja istraZivanja. Upotrebom BPC 157 dokazano je poboljSanje akutnog
pankreatitisa izazvanog ligiranjem glavnog Zucovoda bez obzira da 1i je pentadekapeptid
primjenjen peroralno ili parenteralno. Ovo je poboljSanje praceno mjerenjem razine serumske
amilaze, a ucinci su evidentirani u profilaktickom kao i u terapijskom reZimu pokusa. Kao $to
je i za pretpostaviti s obzirom na porijeklo pentadekapeptida, isti pozitivni efekti zabiljeZeni
su i na Zelu¢ane i duodenalne lezije u sklopu akutnog pankreatitisa®’.

S obzirom na rezultate pokusa, koji su konstantno pokazivali pozitivne ucinke nakon
administracije BPC 157, istrazeni su efekti pentadekapeptida na razne hepatotoksi¢ne
procedure (npr. ligiranje glavnog Zuc¢nog voda i jetrene arterije, ograniavanje stresa,
primjena CClL,)®. Razmatrajuéi razliGite faktore ukljucene u razvoj hepatalnih lezija (ishemija
1 kolestaza u ligiranju glavnog Zuc¢nog voda i hepatalne arterije, ekscesivno prekoracenje
razine kortikosteroida u prolongiranom snaZznom stresu, oStecenja koja rezultiraju aktivnoScu
slobodnih radikala nakon administracije CCly) moguce je nagadati da pentadekapeptid BPC
157 mozda ima Siroki raspon sukladnih hepatoprotektivnih ucinaka?”®.

Zahvaljuju¢i svom predloZzenom antiinflamatornom ucinku, BPC 157 je bio ucinkovit u
modelima akutne/subakutne upale i upalne/neupalne boli (npr. u bolnim sindromima
izazvanim terpentinom, octenom kiselinom, karageninom, MgSOQOy, ...)27. Interesantno je za
navesti da BPC 157 nije djelovao na snaZznu Zarecu bol koju je bilo moguce kupirati morfinom
i njemu sli¢nim spojevima®™*"*®. Proucavajué¢i somatosenzorne neurone u uvjetima kada je
njihovo konac¢no ostecenje vec bilo ostvareno i u proteinskoj depleciji, pentadekapeptid BPC
157 nije djelovao na alodiniju. S druge strane, ako je bio davan u redovitim dnevnim dozama
nakon administracije capsaicina, bio je u stanju prevenirati razvoj capsaicinske alodinije na
nacin da je sprecavao oStecenje somatosenzornih neurona i depleciju peptida (ovi nalazi
uvjerljivo koreliraju s rezultatima uocenim u capsaicinskom pokusu s oStecenjima ZeluCane
sluznice). U odnosu na referalne standarde (npr. aspirin, indometacin), BPC 157 je bio
ucinkovit u znacajno nizim dozama (ug/kg ili ng/kg prema mg/kg). Uz to je takoder uocena i
antipiretska aktivnost BPC 157 pa se prema tome moZe zakljuciti da u svom djelovanju BPC
157 ima znacajan antiinflamatorni kapacitet***'.
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S obzirom na mogu¢nost djelovanja BPC 157 na odgodenu hipersenzitivnost uoceni su
takoder pozitivni ucinci. Radi proucavanja ovog efekta razvijen je novi model upalnih bolesti
debelog crijeva u miSeva®. Osim efekta iritacije istraZivane doze 2,4-dinitrofluorobenzen
primijenjene u lumenu crijeva rezultirale su specificnim T-limfocitno posredovanim
oSteCenjem sluznice tankog 1 debelog crijeva. Poput metilprednizolona, Siroko
rasprostranjenog lijeka u lijeCenju ovakvih poremecaja, BPC 157, upotrjebljen u
odgovaraju¢oj dozi, znacajno reducira ulceracije, hemoragiju, edem i posebno infiltraciju
mononuklearnim stanicama upalno promijenjenog crijeva®’. Poput toga, u drugim modelima
akutne i kroni¢ne upale kolona, aplikacija trinitrobenzensulfoni¢ne kiseline (TNBS) ili
jodoacetamida u Stakora, pokazana je znatna redukcija lezija u Zivotinja tretiranth BPC 157.
Kao $§to je vec ranije navedeno 1 u ovim modelima dokazano je smanjenje LTB4 i1 TXB2 u
serumu 1 u upalnom tkivu kao i poviSenje vrijednosti MPO u upalnom tkivu.*"

Poput pozitivnih efekata BPC 157 u akutnoj i subakutnoj upali75 uocena je mogucnost
pozitivnog djelovanja BPC 157 i1 u kroni¢nim upalnim modelima. U studijama stecenog
artritisa (aplicirano je 0.2 ml Freundove otopine u rep Stakora kroz 14 dana, 30 dana ili jednu
godinu), BPC 157 (doze 10 pg/kg ili 10 ng/kg) bio je davan jednokratno (jedan sat prije ili
poslije aplikacije Freundove otopine) ili jednom dnevno kroz 14 dana, 30 dana ili tijekom
jedne godine. Nakon jednokratne primjene lezije su bile znaCajno manje razvijene, a u
Zivotinja dnevno tretiranih BPC 157 bile su Cak joS viSe oslabljene. U terapiji ve¢ formiranog
steCenog artritisa, BPC 157 terapijski efekt je bio evidentan nakon dva tjedna po pocetku
njegove aplikacije te ga je bilo moguce jasno pratiti i nakon jedne godine od pocetka
apliciranja®’.

Analogno tome, terapijski efekti BPC 157 u modelu steCenog artritisa Stakora (npr. blazi
sinovitis, artritis 1 periartritis, manja infiltracija mononuklearima, slabije izraZen periostitis s
formiranjem priostealne nove kosti, manje izraZzen otok Sapica, manje ¢vorova i slabija
ukocenost) takoder bi mogli biti interpretirani kao vjerojatna posljedica pozitivnih utjecaja na
neke tipove odgodene hipersenzitivne reakcije®”"”.

Formiranje granulacijskog tkiva, angiogeneza i sinteza kolagena, od esencijalne su vaznosti u
procesima cijeljena. Pri istrazivanju ucinaka BPC 157 u ovom podrucju posebna je paznja
posvecena utjecaju BPC 157 na granulacijsko tkivo i formiranje kolagena, na angiogenezu te
na razvoj vlatne snage tkiva® i to upotrebljavajuéi tri eksperimentalna modela $takora: 1.
kozne incizijske rane, 2. kolon-kolon anastomoze i 3. model angiogeneze s implantacijom
sintetske spuzve. Uzorci su bili pregledavani histoloski i to za kolagen, retikulin i krvne Zile
upotrebljavajuéi razvijene skorove i morfometriju. U svim je pokusima dokazana statisticki
znacajna razlika izmedu Zivotinja tretiranih BPC 157 i Zivotinja u kontrolnim skupinama te je
na taj naCin promovirana ideja o znacajnoj involviranosti BPC 157 u procese cijeljenja.
Pokazalo se da ovi efekti cijeljenja mogu biti postignuti bez obzira na nacin primjene BPC
157 ukljuCujuéi peroralnu i lokalnu primjenu, Sto ¢ini BPC 157 upotrebljivim snaZznim
lijekom”. Osnazujuci ovu tvrdnju nedavno je dokazano da lokalna primjena BPC 157 osjetno
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poboljsava cijeljenje oSteéenja roznice®’. Cak $to vile, pokazalo se da uz svoje efekte na
cijeljenje rana, ovaj pentadekapeptid pospjeSuje zarastanje fraktura u Stakora zajedno s ranije
navedenim efektom angiogeneze®. Ovaj uinak nije neotekivan kada se ima na umu da
gastrektomija znacajno povecava ucestalost osteoporoze, metabolickih poremecaja 1 rizika za
nastanak prijeloma, pa se sama od sebe namece ideja o postojanju ZeluCanog peptida s
osteogenom  aktivnogéu’' %2
odrzavanju koStane homeostaze te bazirano na mogucoj vaZnosti primije¢enih ucinaka
pentadekapeptid BPC 157 je moguci ozbiljni kandidat za daljnja istrazivanja. Takoder je

vazno napomenuti da BPC 157 mozZe zastititi gastrektomirane Zivotinje te da stoga moze biti
27,93

. Na sre¢u, u svijetlu sugerirane znaCajne uloge Zeluca u

promisljeno upotrjebljen u svrhu odstranjivanja posljedica gastrektomije

Utjecaji pentadekapeptida BPC 157 su ispitivani i na efekte srCane elektrofiziologije za
vrijeme globalne hipoksije i oporavka funkcije nakon reoksigenacije na izoliranim srcima
svinja94. Mjereni su: spontani HR, AV vrijeme, LVP, koronarni protok, tlak O, te incidencija i
trajanje disritmija. lako BPC 157 nije imao utjecaja na HR i1 LVP prije ili nakon perioda
ishemije on je u usporedbi s kontrolom povecao potroSnju kisika za vrijeme reoksigenacije do
17% . K tome je signifikantno skratio trajanje fibrilacije sa 4.05 na 0.25 min po srcu i AV
disocijaciju za 39% tijekom reperfuzije. Uz to je i produZio trajanje sinusnog ritma za vrijeme
reperfuzije sa 7 na 18 min. Prema tome je jasno dokazano da BPC 157 smanjuje incidenciju i
trajanje disritmija tijekom hipoksije i reoksigenacije srca uz napomenu da ovi protektivni
efekti nisu utjecali na redukciju sréane funkcije?”**.

Uz ove efekta na srce i njegovu funkciju uoceno je da BPC 157 moZe imati odreden ucinak na
poremeceni krvni tlak i to bez djelovanja na normalne bazalne vrijednosti. To je jasno
pokazano u studijama s NO sistemom® gdje je upotrijebljen BPC 157 sam ili zajedno s L-
argininom i L-NAME. Administracija L-NAME izazvala je promptni doseg maksimuma ve¢
nakon 10 min 1 stalni porast krvnog tlaka za vrijeme cijelog 90 minutnog trajanja
eksperimenta. U slucaju kada je pentadekapeptid BPC 157 bio davan 15 minuta prije L-
NAME, L-NAME-om izazvani porast krvnog tlaka je bio zamjetno slabiji. Ako je BPC 157
bio davan u posttretmanu, u trenucima maksimalnog porasta tlaka izazvanog L-NAME-om,
bilo je mogucée uociti jasan pad krvnog tlaka. Upotrebom L-arginina 10 minuta nakon
aplikacije L-NAME uocen je takoder jasan pad tlaka. Sam L-arginin uzrokuje umjereni pad
tlaka, dok je pad tlaka izazvan upotrebom BPC 157 u pretretmanu znatan***’.

Zahvaljujuéi blokadi NO sistema apliciranjem L-NAME®®!| ukazano je na moguénost da je
modulirajuci efekt BPC 157 prisutan neovisno u NO sintetazi s obzirom da je ovo djelovanje
bilo prisutno usprkos blokadi NO sintetaze s L-NAME-om. Alternativno, BPC 157 bi mogao
biti poseban supstrat za NO sintetazu, vjerojatno potentniji od L-arginina i stoga sposoban
modulirati aktivnost NO sistema i u trenucima izrazito snazne aktivnosti (kao nakon
aplikacije samog L-arginina) ili inaktivnosti (npr. nakon administriranja same L-NAME). Kao
Sto je bilo i za pretpostaviti, u Zelu€anoj sluznici iz homogenata tkiva Zeluca Stakora, doslo je
do ograni¢enja NO sinteze kada su upotrjebljeni kombinirani BPC 157 1 L-arginin.
Pentadekapeptid BPC 157 sam za sebe inducira stvaranje NO koje je komparabilno sa
efektom L-arginina na produkciju NO. S obzirom na vaznost NO supstrata, $to moze biti
pretpostavljeno inhibicijom ili ne inhibicijom s L-NAME, NO otpustanje izazvano BPC-om
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157, koji je davan u istoj dozi (100 uM) kao i1 L-arginin, nje bilo moguce sprijeciti s L-
NAME, koji je poznati snazni endotelni inhibitor NO sintetaze. Ovo se dogadalo i kada je L-
NAME bila davana u koncentracijama koja je bila 10 puta vec¢a (100 uM 1 1000 uM) od onih
potrebnih za blokadu efekta L-arginina. Za napomenuti je da je isti efekt bilo moguce vidjeti i
u pokusu integriteta Zelucane sluznice®**"".

I na kraju, kada je rije¢ o BPC 157, uz sve ostalo, treba spomenuti njegovu interakciju s
dopaminskim i/ili kateholaminskom sustavom posebno u centralnom Zivéanom sustavu’’.
Iako studije, dizajnirane da pokazu vezu izmedu BPC 157 i dopaminskih receptora, dugo nisu
uspjele potkrijepiti njeno postojanje te usprkos ne postojanju utejcaja na ukupno ponaSanje
normalnih Zivotinja, dokazano je da BPC 157 moze blokirati stereotipe izazvane agonistom
dopamina amfetaminom®®. Sto viSe, on moZe prevenirati pojavu amfetaminskih stereotipa, ali
i djelovati reverzibilno na stereotipe, koji su veé etablirani’®. Njegova blokirajuéa funkcija
takoder pojacava efekt amfetamina nakon aplikacija antagonista dopamina haloperidola.
Zajedno s ovim, pokazano je da pentadekapeptid BPC 157 moze poboljsati poremecaje
motorike izazvane neurotoksinom MPTP, Parkinsogenim neurotoksinom, djeluju¢i na

nigrostriatni dopamin ili reserpin koji je depletor intraneuronskih dopaminskih granula27’97’98.

Jedan od predloZenih mehanizama djelovanja BPC 157 za koji postoje snazni dokazi, a s
kojim smo se susreli i u ovom pokusu, je preko NO sistema’*?-2729-30-32.93,

Godine 1987. dokazivanje formiranja NO specifiénim enzimom u vaskularnim endotelnim
stanicama otvorio je potpuno novu stranicu u bioloskim i biokemijskim istraZivanjima. NO,
koji je objasnjavao bioloSka svojstva EDRF-a (endothelium-derived relaxing factor) je
endogeni stimulator otopljene guanilat ciklaze i k tome djelatna molekula oslobodena od
makrofaga miSeva i drugih stanica nakon imunologke aktivacije®'.

NO se sintetizira iz aminokiselina L-arginin uz sudjelovanje enzima NO sintetaze. Postoje dva
tipa NO sintetaze. Prvi tip je konstitutivan i oslobada se u kratkom vremenu kao odgovor na
podrazaj receptora ili fizikalne stimulacije(’l. NO osloboden ovim enzimom sluzi kao
trandukcijski mehanizam zasnovan na nekoliko fizioloSkih odgovora. Drugi tip enzima djeluje
nakon aktivacije makrofaga, endotelnih stanica i brojnih drugih stanica preko citokina®'.
Jednom izlu¢en on dugoroCno sintetizira NO, a njegova je indukcija inhibirana s
glukokortikoidima. Za sada jedina jasno dokazana uloga ovog NO je citotoksi¢nost u napadu
na mikroorganizme i tumorske stanice. No uz ovo postoje snazni dokazi da enzimsko
oslobadanje NO ima i druge bioloSke posljedice ukljucujuéi i patolosku vazodilataciju te
oStecenje tkiva®'.

Godine 1980. demonstrirana je vaskularna relaksacija inducirana s acetilholinom, koja je bila
ovisna o prisutnosti endotela i posredovana labilnim humoralnim faktorom, kasnije nazvanim
ERDF (endothelium-derived relaxing factor)”. Ova o endotelu ovisna relaksacija kasnije je
dokazana u mnogim vaskularnim pokusima i to na svim vrstama Zila, a dogadala se kao
odgovor na podrazaj razli€itih supstanci kao Sto su acetilholin, adenin nukleotid, trombin,
supstanca P, bradikinin,... Takoder je uoceno da i drugi stimulansi kao hipoksia, elektri¢na
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stimulacija, porast protoka kroz krvne Zzile, ... uzrokuju o endotelu ovisnu relaksaciju
vaskularnog tkiva in vitro! 0101102,

Humoralna priroda ERDF-a je bila otkrivena upotrebom niza farmakoloskih primjena u
kojima se biologka aktivnost supstance u biopokusu prenosila s donora na detektora'®. Na taj
je nacin prikazano da je ERDF vrlo kratko Zivuca supstanca s poluvremenom raspadanja u
oksigeniranoj slanoj fizioloskoj otopini od samo sekunde'"*'®. Dokazano je oslobadanje
ERDF-a ne samo nakon stimulacije, npr. acetilholinom, ve¢ i u bazalnim uvjetima'**. Uogeno
je da su efekti ERDF-a inhibirani hemoglobinom, metilenskim plavilom, hidrokininom, ... , a
posredovani stimulacijom otopljene gvanilat-ciklaze s posljediénim porastom razine
intracelularnog ciklitkog GMP'®. Nadeno je takoder da superoksidni anioni (O, )
doprinose nestabilnosti ERDF-a, s obzirom da je efekt ERDF-a produzen s SOD-om (SOD:
superoksid dismutaza), a inhibiran s Fe** i hiperoksijom’’. Kasnije je zasjeeno da veéina
otopina koje su opisane kao inhibitori ERDF-a djeluju generiranjem O, kao rezultatom
njihovog redoks potencijala’’.

ERDF se u pokusima takoder pokazao kao inhibitor agregacije trombocita'®, disagregator
agregiranih trombocita te da sinergisticki djeluje s prostaciklinom u obje ove reakcije77’107.

Takoder on inhibira adherenciju trombocita na endotel, ekstracelularni matriks i fibrinske
. -77,108,109
mti .

Nakon ovih pronalazaka pocelo se postavljati pitanje prirode ERDF-a. Postojalo je mnostvo
teorija o porijeklu i prirodi same aktivne tvari. Prvi dokaz da je stvaranje NO iz stanica
endotela sisavaca prava priroda ERDF-a doSao je iz pokusa u kojemu su u identifikaciji NO
upotrjebljena kemijska sredstva. Naime, NO je moguée direktno mjeriti kao
hemiluminiscentan produkt njegove reakcija s ozonom''’. Otpustanje NO iz vaskularnih
endotelnih stanica drugih Zivotinjskih vrsta i u brojnim vaskularnim pokusima, u koli¢inama
suficijentnim za njegovu biolosku aktivnost, takoder je bilo dokazano'''. Svi dokazi, do kojih
se doslo u brojnim pokusima, snazno su podupirali prijedlog da je ERDF po svojoj kemijskoj
prirodi NO.

Usprkos nagomilanim dokazima da je ERDF kemijski NO nekoliko pravaca istrazivanja
sumnjalo je u taj zakljucak. Ove sumnje su izazvale opservacije o razli¢itom poluvremenu
raspadanja ERDF-a, razli¢itoj povezanosti ERDF-a i NO na stupcu anionskog izmjenjivaca,
razliCitoj aktivnosti u pokusima s glatkom muskulaturom, stabilizaciji ERDF-a i slaboj
korelaciji izmedu bioloske aktivnosti i sadrzaja NO detektibilnog kemijskim metodama®. U
istrazivanjima koja su slijedila priroda ERDF-a u vidu NO bila je dokazana na viSe nivoa, a
samim tim i njegova sinteza i fizioloske uloga®".

Rani su radovi vrlo brzo prekrizili moguénost da su NO, ™, NO3 ~, NHj3 i hidroksilamin izvor
NO"". Dokazno je da je aminokiselina L-arginin prekursor za sintezu NO u endotelnim
vaskularnim stanicama. Kultura endotelnih stanica bez prisutnosti L-arginina kroz 24 sata
prije pokusa jasno je izrazavala pad u koli¢ini sintetiziranog ERDF-a ¢ija je sinteza bila
inducirana bradikininom 1 A23187. Sintezu je bilo moguce obnoviti dodavanje L-arginina, ali
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ne i D-arginina''?

je sugeriralo da je formiranje NO ovisno samo o slobodnom L-argininu

. Ovo povecanje produkcije bilo je moguc¢a samo uz infuziju L-arginina Sto
61,112

Navedeni su pokusi osigurali dokaze samo na temelju indicija da je L-arginin prekursor
sinteze NO. Definitivni su dokazi dobiveni u pokusima koji su upotrebljavali mass
spektrometriju i [ISN]L—arginin. U tim je pokusima pokazano formiranje NO iz terminalnog
atoma dusSika L-arginina kad je bio podraZen s bradikininom''%. Konverzija L-arginina u NO
je specificna s obzirom da njegovi brojni analozi, ukljucuju¢i i D-arginin nisu bili u stanju
sintetizirati NO"""'12,

Daljnjim je pokusima pokazano postojanje spojeva koji inhibiraju djelovanje NO sintetaze
potrebne za produkciju NO iz L—alrgininal113 . U pokusima in vitro L-NMMA se pokazala kao
kompetitivni inhibitor'", a njezin u¢inak na druge enzime koji metaboliziraju L-arginin nije
bio uogen'"®. L-NMMA inhibira oslobadanje NO i iz endotelnih stanica'" i iz vaskularnog
tkiva''®. Ovaj se spoj pokazao kao upotrebljiv alat za istraZivanje bioloskog znaaja L-
arginina odnosno njegovih putova djelovanja u kardiovaskularnom sustavu’’.

L-NMMA izaziva o endotelu ovisnu konstrikciju aortnog prstena u zeceva ukazujuéi na
kontinuirano otpuitanje NO, koji u ovom tkivu odrzava opustajuéi tonus''>. Na ovaj je na&in
bilo moguce ukloniti bazalno odrzavanje tonusa u svih prouc¢avanih Zivotinjskih vrsta. No L-
NMMA nije djelovala samo na relaksaciju izazvanu L-argininom ve¢ i na opusStanje tonusa
izazvano acetilholinom, A23187 i supstance P37 Sve ove efekte je bilo moguce vratiti u
prvotno stanje dodavanjem L-arginina. U daljnjem je tijeku pokusa pokazano da L-NMMA, u
perfundiranoj aorti zeca, inhibira s acetilholinom NO induciranu relaksaciju, S$to je u
potpunosti specifi¢an proces i reverzibilan s L-argininom, ali ne i s D—argininomm. L-
NMMA inhibicija o endotelu ovisne relaksacije pulmonalne arterije hrcaka, koja je bila
izazvana histaminom i acetilholinom, takoder je bila reverzibilna s L-argininom''®.
Zahvaljuju¢i ovim saznanjima L-NMMA se pocela upotrebljavati za istrazivanje uloge L-
arginina i, kao Sto je ranije navedeno, njegovih putova djelovanje in vitro ne samo na aortama
zedeva ve¢ i na aortama $takora, moZdanim arterijama pasa®' pa i arterijama i venama humane
populacije’”.

Porast tlaka induciran s L-NMMA prac¢en je sa sniZenjem protoka krvi kroz bubrege,
mezenterij, karotide i1 vaskularnu loZu zadnjeg dijela tijela Stakora, koji su bili podvrgnuti
kroni¢nom tretmanu''’. Ovi su efekti bili stalni ako je davanje infuzije L-NMMA bilo
produZeno na 6 sati Sto ukazuje ne samo na odlu¢ujucu ulogu NO u odrZavanju opusStenog
tonusa 1 dilatacije u svim promatranima vaskularnim loZzama ve¢ i1 na Cinjenicu da su
regulatorni mehanizmi u Zilama bili u nemoguénosti reakomodirati krvni protok prema nivou
prije administracije L-NMMA’". U budnih kroni¢no instrumentiranih pasa, L-NMMA
inducira o dozi ovisnu, a L-argininom reverzibilnu, konstrikciju koronarne cirkulacije i
redukciju protoka krvi kroz koronarne arterije u fazi odmora srca'?. Takoder je uo&eno da je
koronarna dilatacija, koja slijedi vagalnu stimulaciju, najvjerojatnije isto tako ovisna o NO'.

Pokazano je da vazodilatacija inducirana s acetilholinom ili bradikininom, ali ne ona izazvana
s GTN, mozZe u studijama, u kojima je L-NMMA davan infuzijski u ljudske brahijalne arterije
ili dorzalne vene Sake, biti oslalbljena1122’123 . Nadalje, dok u brahijalnoj arteriji L-NMMA
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inducira direktnu vazokonstrikciju, na vene Sake on nema takav direktni efekt. To ukazuje na
¢injenicu da se na arterijskoj strani cirkulacije odvija stalno oslobadanje NO, ¢ega na venskoj
strani cirkulacije nema. Da arterijska strana cirkulacije oslobada vece koli¢ine NO od venske
strane sugerirano je cCinjenicom da se acetilholinom inducirana dilatacija u venama s
povecanjem doze brzo transformirala u konstrikciju77’123.

Mnogi su drugi analozi L-arginina opisani kao inhibitori generiranja NO u Zilnom tkivu. Tako
je L-NA (NG—nitro—L—arginin) inhibitor NO sintetaze, koji in vitro ima iste efekte na Zilno
tkivo kao i oni efekti koji su opisani za L-NMMA'#. L-NIO (N-iminoetil-L-ornitin), L-NA i
njegov metil ester L-NAME izazivaju u potpunosti iste specificne ucinke na Zilno tkivo, koji
su opisani za L-NMMA'®. Oni inhibiraju endotelnu NO sintetazu, a njihova razli¢ita snaga
djelovanja moze biti posljedica razli¢itog unosa, distribucije ili metabolizma spojeva. Dvoje
od ovih spojeva, L-NMMA i L-NAME su aktivni i u peroralnoj primjeni s obzirom da
induciraju porast krvnog tlaka kada su dati peroralnim putem Brattleboro Stakorima (genetski
vasopresin deficijentni Stakori)' .

Mnoge su fizioloske posljedice postojanja NO posredovane vazodilatacije. Vazec¢i koncept
mehanike smatra Zilno stablo ili kao sistemom Zila koje pruzaju otpor sréanom pumpanju krvi
ili rezistentnim sistemom Zila ¢ija je aktivnost posredovana djelovanjem neuralnih ili
humoralnih vasokonstriktornih i vasodilatatornih utjecaj a®l.

FizioloSki stimulusi koji generiranja NO nisu u potpunosti istrazeni, no ¢ini se da su dvije
najznacajnije odrednice pulsirajuéi valovi krvnog protoka i smiéni stres krvnih Zila'*’. O
endotelu ovisna 1 krvnim protokom inducirana vazodilatacija opisana je u provodnim
arterijama in vitro 1 in vivo'®'? " Kronitno povecanje krvnog protoka uzrokovano
arteriovenskom fistulom straznjih udova u psa pokazalo je pojacanu o endotelu ovisnu
relaksaciju nakon administriranja acetilholina'®. IstraZivadi su takoder izvijestili da je u
rezistentnim intaktnim arterijama ze¢jih usiju o endotelu ovisna vazodilatacija kao odgovor na
stimulaciju acetilholinom bila pove¢ana u poviSenom protoku. Ova su istrazivanja naknadno
pokazala da je aktivnost endogenog NO veca u velikim arterijama, u kojima su hidraulicki
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tlak 1 smicni stres jaci'’.

Dilatacija izazvana krvnim protokom u epikardijalnim arterijama pasa nakon reaktivne
hiperemije je bila znacajno ublazena nakon ogoljivanja Zila od endotela'’. U kulturi
endotelnih stanica NO se oslobadao u upravnoj ovisnosti o razini protokam. lako
bradikininom izazvano oslobadanje NO iz perfundiranog srca hré¢aka povecava i unapreduje
krvni protok, to nema utjecaja na promjene u tlaku perfuzijem. O protoku ovisna dilatacija
pokazana je i u ljudskoj populaciji’®>. Uloga ostalih faktora kao §to je simpaticka i
parasimpati¢ka inervacvija u fizioloSkom generiranju NO ili moguénost da neke endotelne
stanice oslobadaju vazoaktivne supstance, koje tijekom svog djelovanja izazivaju oslobadanje

NO, nije do sada jos rasvjetljena'*>'**1%,

Stoga se Cini da je na danaSnjem nivou znanja o NO ovisna vazodilatacija u potpunosti
lokalno regulirana, kao i da je jedan od najjednostavnijih i najvaznijih adaptivnih mehanizama
u kardiovaskularnom sistemu’’.
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U famakoloskom smislu, dostupni dokazi ukazuju da je kardiovaskularni sustav u stalnom
stanju aktivne vazodilatacije ovisne o generiranju NO. Stoga NO sada moZe biti smatran
endogenim nitrovasodilatatorom'*°.

Nitrovazodilatacija je u klinickoj upotrebi ve¢ viSe od 100 godina i joS uvijek je u Sirokoj
upotrebi u stanjima kao S$to su angina pektoris, kongestivne sréane greske, hipertenzivne krize,
plu¢na hipertenzija, fibrinoliza, perkutana koronarna angioplastika 1 komplikacije nakon
kateterizacije srca’”’. No malo je bilo poznato u nacinima djelovanja ove vrste spojeva.
Slijedila su istraZivanja koja su pokazala da svi nitrovazodilatatori i NO aktiviraju otopljenu
gvanilat ciklazu. Stoga je danas Siroko rasprostranjeno mis$ljenje da aktivacijom gvanilat
ciklaze nitrovasodilatatorima dolazi do posljedi¢nog porasta ciklickog GMP-a §to inducira niz
fosforilacija proteina rezultirajuéi relaksacijom glatke muskulature'**13-140-141,

Tocan nacin kako nitrovazodilatatori aktiviranu otopljenu gvanilat ciklazu bio je predmet
mnogih rasprava. Bilo je predloZzeno da su slobodni radikali, ukljucuju¢i NO, stvarni
aktivatori otopljene gvanilat ciklaze'”. Alternativno je bila iznesena hipoteza da NO,
osloboden metabolizmom nitrovazodilatatora reagira s tiolnom grupom tvorec¢i S-nitrosotiol,
koji u daljnjem tijeku aktivira otopljenu gvanilat ciklazu'*. Nadalje je dokazano da
vazodilatatori takoder generiraju NO u neenzimskoj reakciji s cisteinom'* i da je stimulacija
otopljene gvanilat ciklaze sa ovim spojem ovisna o generiranju NO'## Uy ovoj reakciji
koncentracija nitrovazodilatatora koja inducira polumaksimalnu stimulaciju gvanilat ciklaze
izaziva jednako otpustanje NO'®.

Neki vazodilatatori, kao na primjer SNP (natrijev nitroprusid), otpuStaju NO spontano, drugi,
kao organski nitrati, zahtijevaju prije otpuStanja NO interakciju s tiolom te otpustaju NO kao
posljedicu bazalno katalizirane hidrolize’’. Ovi podaci, promisljeni zajedno, snazno podupiru
tvrdnju da je NO krajnja zajednicka aktivna molekula svih nitrovazodilatatora, koji aktiviraju
otopljenu gvanilat cikalzu’’.

Postojanje o NO ovisnog vazodilatativnog tonusa vodi takoder do pojave odstranjivanja ovog
tonusa posljedicnim povecanjem broja receptora za NO, Sto rezultira povecanjem osjetljivosti
na stimulatore otopljene gvanilat ciklaze, odnosno vazodilatatore, a dogada se stimuliranjem
ovog enzima'®. Poveéana je osjetljivost na ove vazodilatatore, §to je bilo pokazano in vitro
odstranjenjem endotela'®® ili nakon tretmana nespscificnim'®’ ili specifi¢nim'**'*
inhibitorima sinteze NO, bila pripisana nekolicini razli¢itih mehanizama. Danas je poznato da
je ovo povecanje osjetljivosti na nitrovazodilatatore, prisutno i in vivo i da je in vitro praceno
povecéanim stvaranjem ciklitkog GMP, kao odgovora na vazodilatatore'*.

Odstranjenje bazalnog NO tonusa u kardiovaskularnom sistemu dovodi do fenomena srodnog
denervacijskoj supersenzitivnosti, u kojoj mehanicka ili kemijska prevencija oslobadanja
neurotransmitera vodi povecanju osjetljivosti na djelovanje tih neurotransmitera
upotrjebljenih egzogeno'”. U ovom sluaju posljedica je uspostavljena, ako se nakon
nekoliko dana tretmana s inhibitorima NO sinteze razvije viSe kroni¢ni tip supersenzitivnosti,
kao ucinak de novo sintentizirane otopljene gvanilat ciklaze. Ako se to dogodi, tada
supersenzitivnost na egzogeni NO treba sliCiti denervacijskoj supersenzitivnosti s akutnim i

kroni¢nim karakteristikama’'’.



66

U tom se kontekstu &ini interesantnim da je u venskom tkivu'' i venskoj cirkulaciji ljudske
populacije in vivo'® bazalno otpuStanje NO manje i da je osjetljivost na nitrovazodilatatore u
usporedbi s arterijskom stranom cirkulacije ve¢a. Moguce je da je ova povecana osjetljivost
vena na nitrovazodilatatore rezultat ili otopljene gvanilat ciklaze koja je senzitivnija na
stimulaciju egzogenim NO ili da venski glatki migiéi sadrze veéu koliinu gvanilat ciklaze®'.

Koncept promijenjene vaskularne reaktivnosti, koja je posljedica promjena u bazalnom NO
tonusu moze takoder objasniti neke aspekte tolerancije na nitrovazodilatatore, Sto je uoceno
tijekom zadnjeg stolje¢a od kad su ovi spojevi u redovitoj klini¢koj upotrebi’’. Iako je
tolerancija na GTN (gliceril trinitrat) posljedica djelomi¢nog oSte¢enja njegovog metabolizma
prema NO'*, Ge¥¢i obrazac ove tolerancije je posljedica gubitka osjetljivosti otopljene
gvanilat ciklaze na djelovanje NO'*2. 1 doista, ova tolerancija je suprotnost supersenzitivnosti
i stoga sli¢na postsinapti¢koj subsenzitivnosti, koja prati porast razine neurotransmitera' .
Kao rezultat ovoga mogucée je da dugotrajni tretman s nitrovazodilatatorima deregulira
otopljenu gvanilat ciklazu ili ¢ak 1 sintezu NO, §to je i dokazano u pokusu kroni¢nog tretmana
zeCeva s molsidominom rezultiraju¢i sniZenjem otpusStanja NO iz grudne aorte na podraZaj
acetilholinom’”.

Endogeni NO ovisni opuStajuc¢i tonus i koncept promijenjene vaskularne osjetljivosti na
nitrovazodilatatore nakon odstranjenja NO mogu takoder biti signifikantni za neka
patofizioloSka zapaZanja. Zbog fenomena supersenzitivnosti, patoloSka stanja u kojima je
smanjena sinteza ili otpuStanje NO mogu biti ujedinjeni sa pojaCanom sposobnosti za
udovoljavanje zahtjevima nitrovazodilatatora, osim ako nije pridruzen i defekt u mehanizmu
efektora, koji nije povezan s otopinom gvanilat ciklaze’’.

Moguce je da je gubitak NO posredovanog vazdilatatornog tonusa u konacnici bitan ¢cimbenik
u esencijalnoj hipertenziji ili u vazospasticnom fenomenu kao §to su ih ranije prepoznali neki
vazokonstriktorni faktori. U tom kontekstu, dijetna nadopuna s kalcijem je pokazala pad
krvnog tlaka u Zivotinja, ali i u ljudskoj populaciji s hipertenzijom'* kao i kod Zena s
hipertenzijom koja se pojavila u trudnoéi'>. U okvirima fiziologkih granica, bazalno i
stimulirano otpusStanje NO iz perfundiranog segmenta aorte zeca je osjetljivo na promjene
koncentracije Ca® ™ Iz ovoga dakle proizlazi, da bi na stjenci Zila mogla postojati
paradoksalna situacija kojom bi Ca**ovisno otpuStanje NO iz stanica endotela moglo biti
antagonizirano s Ca**, nadmeéu¢i se na nivou glatke muskulature za postizanje kontrakcije’’.

U bolesnika s esencijalnom hipertenzijom vazodilatatorni odgovor na infuziju acetilholinom u
brahijalnoj arteriji je bio reduciran, dok je odgovor na SNP (natrijev nitroprusid) bio u istih
pacijenata nepromijenjen ili pojadan'’. PogorSana o endotelu ovisna relaksacija takoder je
bila uo&ena na krvnim Zilama genetski uvjetovanih dijabeti¢nih $takora'® i u nekim'”, ali ne
svim, radovima u kojima su se koristile krvne Zile Stakora s medikamentozno induciranim
dijabetesom'®. U animalnim modelima hipertenzije, nekoliko je grupa istraZivada uoéilo
redukciju o endotelu ovisnog vaskularnog odgovora161’162, koji je u nekim slucajevima bio
pracen snizenom razinom ciklickog GMP'®. Interesantno je navesti da su se obje ove
vrijednosti vratile na normalu nakon §to su se na normalu vratile i vrijednosti krvnog tlaka'®%

Uocena je statisticki znacajna korelacija izmedu smanjenja o endotelu ovisne relaksacije i
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visine i trajanja hipertenzije na razliito visokim vrijednostima spontano hipertoni¢nih
Stakora'®. Drugi su istrazivaci izvijestili o nepostojanju promjena164 ili o porastu o endotelu
ovisne relaksacije na arterijama hipertenzivnih Zivotinja'®. Svi ovi eksperimenti nisu u
potpunosti kompatibilni zbog upotrebe razli¢itih vaskularnih prepariranja 1 razlicitih
Zivotinjskih vrsta, koje su bile stimulirane razliitim agonistima. Stoga se na podrucju
hipertenzije iskazuje potreba za sistemati¢cnom studijom, koja ¢e poruciti efekte o endotelu
ovisne relaksacije.

Redukcija u otpuStanju ERDF iz endotela krvnih Zila ili smanjenje o endotelu ovisne
relaksacije prikazana je na Zilnom tkivu zeeva u kojih je izazvana ateroskleroza'®®'®’ i u
aterosklerotski promijenjenim koronarnim krvnim Zilama ljudske populacije'®®. Unistenje
endotela izazvalo je porast bazalnog tonusa i pojaCan odgovor na vazokonstriktorne
supstance'®. Odgovor koronarne cirkulacije na acetilholin u ljudskoj je populaciji bio
smanjen u pacijenata s boleS¢u koronarnih arterijam, a arterije dobivene iz srca takvih

pacijenata su pokazivale reducirano bazalno i stimulirano oslobadanje NO'™.

Ovaj je proces moguce objasniti na dva nacina. Oksidacijom dobiveni radikali i lipidna
peroksidaza ukljuceni su u razvoj ateroskleroze te se akumuliraju u monocitima, koji stoga
mogu generirati i otpustati O, . Druga je moguénost da oksidirani low-density lipoproteini
(poznati faktor rizika za razvoj aterosklerotske koronarne bolesti) doprinose disfunkciji
endotela u ateroskeroti¢nim arterijama s obzirom da je dokazano da inhibiraju o endotelu
ovisnu relaksaciju'’%.

Inhibicija NO s hemoglobinom sljedeci je faktor koji moZe imati ulogu u razvoju vazospazma
koji slijedi subarahnoidalnu hemoragiju, za koju se ve¢ dugo sumnja da je posredovana nekim
produktima raspada eritrocita’’. Suvremene studije basilarne arterija pasa in vitro pokazale su
da je o endotelu ovisna relaksacija inducirana s A23187 inhibirana s hemoglobinom i sa
cerebrospinalnim likvorom dobivenim od bolesnika s subarahnoidalnom hemoragijom'”.
Injekcija hemoglobina u mozdane komore svinja izazvala je o koncentraciji ovisnu
vazokonstrikciju u intratekalnim arterijama'’*. S obzirom da je NO i inhibitor aktivacije
trombocita, oSteCenje njihove aktivacije u stjenci krvne Zile ne¢e samo povecati sklonost
vazokonstrikciji ve¢ takoder i sklonost adheziji, agregaciji i posljedicno tome otpustanje
vazokonstiktornih tvari Sto ¢e pogorSati tendenciju k vazospazmu. U tom kontekstu, produkti
aktivnosti trombocita koji se otpustaju za vrijeme agregacije in vitro kontrahirati ¢e koronarnu
arteriju psa kojoj je unisten endotel, dok ée u prisutnosti endotela izazvati relaksaciju'”.
Smanjena ¢e proizvodnja NO voditi pojacanoj adheziji trombocita za stjenke krvnih Zila, Sto
je pokazano u okolnostima ateroskleroze i dijabetesa jednako kao Sto je pokazano i da je
nedostatak NO ukljucen u razvoj restenoze Sto se ponekad dogada nakon angioplstikel76.
Smanjena sinteza NO moze doprinijeti i nastanku stanja kao S$to su ateroskleroza i
hipertenzija; npr. dokazano je da endogeni NO inhibira sintezu renina’’. NO oslobadajuéi
vazodilatatori inhibiraju proliferaciju glatkih miSiénih stanica u Zilama procesom
posredovanim ciklickim GMP'”’. U literaturi se navodi da NO inhibira oslobadanje mitogenih
faktora iz stimuliranih ljudskih trombocita'’”®, a da SNP produZuje fibrinolizu, vjerojatno

preveniraju¢i oslobadanje inhibitora tkivnog aktivatora plazminogena iz trombocita'”.
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Istrazivanja formiranja NO u zidovima krvnih Zila i njegove uloge kao endogenog

nitrovazodilatatora pokrenula su istraZivanja za novim spojevima koji ¢e mo¢i ili imitirati
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ulogu NO ili povecati njegovo stvaranje u kardiovaskularnom sistemu’’.

Osim djelovanja na krvne Zile NO djeluje i na trombocite, Ziv€ani sustav, kao djelatna
molekula u imunoloSkoj reakciji na makrofage, neutrofile, Kupfferove stanice te ulazi u
interakciju s glukokortikoidima u imunolo§kim reakcijama’”.

ERDF koji je u prvo vrijeme bio definiran svojim odnosom prema vaskularnoj relaksaciji
pokazao se djelotvornim i kao inhibitor agregacije trombosita'®’. NO inhibira agregaciju
trombocita mehanizmom ovisnim o ciklickom GMP'®'. Takoder inhibira adheziju trombocita
na vlakna kolagena, endotelni stani¢ni matriks i na jednoslojni endotel takoder mehanizmom
posredovanim ciklickom GMP. Aktivnost prostaciklina, koji takoder ima slabi inhibitorni
uéinak na adheziju trombocita, takoder je posredovana s ciklickim GMP'*®!%.

Agregacija trombocita je praéena s povisenjem razine ciklickog GMP-a u trombocitima'**'®,

Prvotno se smatralo da je to mehanizam koji posreduje agregaciju trombocita'™
suprotstavljajuéi se aktivnosti ciklicke AMP'®. Nalazi da nitrovazodilatatori i NO, koji
podize razinu ciklickog GMP-a, popratno inhibiraju agregaciju trombocita doveli su do
pretpostavke da je u stvari ciklicki GMP odgovoran za inhibiciju trombocita'™'. Novija
istrazivanja ukazuju da trombociti takoder produciraju NO i da je L-arginin u stvari put kako
NO negativnhom povratnom spregom regulira agregaciju trombocita'®®. Stvaranje NO iz L-
arginina u citoplazmi trombocita ovisno je o koncentraciji slobodnog Ca®™ §to ukazuje da je
sinteza NO u trombocitima ovisna o Ca** '*®. L-arginin ne povisuje bazalnu razinu cikli¢kog
GMP-a u nestimuliranim trombocitima, ali ¢ini to kada su oni stimulirani s kolagenom. I
drugi spojevi koji poticu agregaciju trombocita kao Sto su ADP i arahidoni¢na kiselina,
takoder stimuliraju sintezi NO u trombocitima. Agregacija inducirana tim tvarima inhibirana
je L-argininom, dok je D-arginin inaktivan'®’. Analozi L-arginina L-NMMA, L-NAME i L-
NIO pojacavaju kolagenom induciranu agregaciju trombocita u istom opsegu i s istom
snagom. Hemoglobin ne poniitava u¢inak L-arginina u opranim trombocitima'’. S duge
strane on je najjaci inhibitor porasta razine ciklicke GMP u citoplazmi trombocita, Sto ukazuje
da hemoglobin ne moZe efikasno penetrirati membranu trombocita te da se stvaranje NO u
stanicama trombocita odvija kao autokrino regulirani sistem'’. Stoga je u trombocitima L-
arginin put djelovanja NO kao autokrinog mehanizma negativne sprege za regulaciju
ponovnog djelovanja. Cini se da je agregacija trombocita i in vivo regulirana NO iz
trombocita jednako kao i prostaciklinima oslobodenim iz endotela Zila. Zajednic¢ko djelovanje
ova dva posrednika moZe rezultirati sinergisti¢kom supresijom porasta intracelularnog Ca”* i
inhibicijom agregacije trombocita'®’.

Ve¢ dugo se znalo da je neurotransmisija spojevima, kao Sto su acetilholin, glutamat i glicin
udruZena u mozgu, a posebno u malom mozgu, s porastom nivoa ciklickog GMP®'. Jo§ davno
je dokazano da NO stimulira otopljenu gvanilat ciklazu u homogenatu moZdane kore miga'®.
U isto je vrijeme dokazano da topiva frakcija prednjeg mozga Stakora sadrZi supstancu male
molekularne teZine, koja aktivira otopljenu gvanilat ciklazu i ¢ija je aktivnost inhibirana s
hemoglobin0m189. Nakon toga je izoliran L-arginin kao aktivator otopljene gvanilat ciklaze u
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stanicama neuroblastoma'””. Sva ova opaZanja zajedno, a posebno otkri¢e L-arginina, puta

djelovanja NO u endotelu Zila, vodila su istraZivanju postojanja ovog fizioloSkog puta u
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centralnom Ziv€anom sustavu’’.

Dodavanje L-arginina u citosol sinapsi Stakora u prisutnosti NADPH (nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat) rezultiralo je stvaranje NO 1 citrulina i bilo je praceno sa stimulacijom
otopljene gvanilat ciklaze'". Stimulacija Ziv€anih stanica Stakora s NMDA (N-metil-D-
asparat) prouzrocila je porast razine ciklickog GMP-a, §to je bilo udruZeno s oslobadanjem
tvari slicne ERDF-u'"?. K tome stanice koje su oslobadale ovu ERDF-u sli¢nu tvar nisu bile
ciljne stanice u kojima je razina ciklickog GMP-a bila povisena. Pokazalo se da je pojacani
odgovor ciklickog GMP-a na stimulaciju NMDA-om'” i kainatom'”* u reZnjevima malog
mozga Stakora moguce posti¢i s L-argininom i inhibirati s L-NMMA na nacin da se njegov
uCinak ponisti L-argininom. Ovo je bio dokaz da je ovaj odgovor doista posredovan s
NO'"** Nadeno je da fizioloska razina Ca®™, koja je esencijalna za djelovanje NO sintetaze,
u mozgu inhibira gvanilat ciklazu''. Ovo je mozde kontrolni mehanizam kojim se gvanilat
ciklaza ne aktivira u svim stimuliranim stanicama ve¢ samo u ciljnim stanicama, koje se
djelatnelgl. Sinteza NO u mozgu kompetitivno je inhibirana s L-NMMA, L-NA i L-NIO. Kao
i u stanicama endotela i u trombocitima, za sintezu NO u mozgu potreban je kofaktor
NADPH'.

Prepariranjem citoplazme raznih regija u mozgu pokazano je da je najviSa koncentracija NO
sintetaze u malom mozgu, zatim u hipotalamusu i srednjem mozgu, stratumu i hipokampusu,
dok je najniza aktivnost nadena u produZenoj moZdini'”’. Lucenje NO odvija se i u
astrocitima nakon podraZaja s bradikininom i A23187'". Specifi¢ne lokalizacije enzima u
malom mozgu i ostalim regijama mozga zahtijevaju daljnja istrazivanja. NO sistem vjerojatno
ima ulogu i u patologiji centralnog nervnog sistema'”®. Poveéani priljev Ca®*, koji prati
produzenu aktivaciju NMDA (N-metil-D asparat) receptora, je udruZen s degeneracijom
neurona'”. Ekscesivna aktivacije NMDA receptora, s posljedicnim poviSenjem Ca™,
doprinosi neurotoksi¢nosti glutamata mehanizmom poviSene produkcije NO'”. Visoka razina
ciklickog GMP takoder uzrokuje destrukciju fotoreceptornih stanica u retini, gdje je sinteza
NO dokazana imunocitokemijskim metodama®. Ovaj efekt bi mogao objasniti porijeklo
nekih inhereditarnih oboljenja retine®'. Takoder se pretpostavlja da ciklicki GMP ima ulogu u
napadima konvulzija, s obzirom da je u razliitim moZdanim regijama prije lijekovima
izazvanih konvulzija zabiljeZen porast razine ovog nukleotida®”.

U perifernom ziv€anom sistemu Zivci €iji transmiteri nisu niti acetilholin niti noradrenalin,
¢ine vaznu komponentu autonomne inervacije glatkih miSi¢a u gastrointestinalnom traktu,
zdjeli¢nim organima, di§nim putovima, kao i nekim drugim sistemima’’. Priroda transmitera,
koje otpustaju ovi Zivci predmet je mnogih rasprava. Kao predloZeni mogu¢i kandidati za
transmitere navedeni su: purini kao Sto su adenozin i ATP, neuropeptidi kao vazoaktivni
intestinalni peptid 1 supstanca P te inhibitorni faktor izoliran iz bovinog miSi¢a retraktora
penisa. Novija su istrazivanja ukazala da je NO moguc¢i transmiter bar u nekim od ovih Zivaca
dok je u drugima vrlo vjerojatno posrednik’’. Za analgetski efekt acetilholina postoji
opravdana pretpostavka da je posredovan s NO. Acetilholin, L-arginin i SNP su u mogu¢nosti
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proizvesti efekt analgezije u animalnom modelu, a L-NMMA je sposobna sprijeciti pojavu
203

analgezije u istim modelima™ .

Zaklju¢no se moze re€i da je otkric¢e stvaranja NO u tkivima sisavaca i rasvjetljavanje nekih
njegovih bioloskih ucinaka u zadnjih 20-tak godina bacilo novo svjetlo na mnoga podrucja
istrazivanja. Pod fizioloskim uvjetima NO se oslobada kao odgovor na stimulaciju
membranskog receptora jednog enzima, koji je konstitutivan i o Ca®* ovisan. L-arginin je
fizioloSki put djelovanja NO u transdukcijskom mehanizmu za otopljenu gvanilat ciklazu i
kao takav je mehanizam preko kojeg razliCite stanice reguliraju svoju funkciju i komuniciraju
s drugim stanicama®'.

U kardiovaskularnom sistemu otpuStanje NO predstavlja generalni adaptivni mehanizam
preko kojeg Zilni endotel odgovara na promjene u svom okruzZenju, regulira krvni protok 1 tlak
krvi djeluju¢i na glatku muskulaturu krvnih Zila. K tome NO regulira interakciju izmedu
endotela i trombocita i vjerojatno novostvorenih krvnih stanica, §to omogucuje kontrolu
proliferacije glatkih miSi¢nih stanica krvnih zila. NO takoder djeluje kao autokrini regulatorni
sustav, koji u slucaju trombocita izgleda ne prenosi NO na druge trombocite ili stanice, ali
zato usmjerava i modulira njihovu mogucénost agregacije produkcijom NO. U ovom trenutku
ne postoji drugi primjer ovakve autokrine funkcija u organizmu. Cini se da je poviSenje nivoa
ciklickog GMP-a, koje prati stimulaciju receptora u nekim stanicama, vrlo vjerojatno ovisno o
produkciji NO u istim tim stanicama’’.

VaZznost L-arginina, fizioloSkog puta djelovanja NO u Ziv€anom sustavu, treba i1 dalje
istraZivati, iako se ve¢ sada pouzdano zna da je povezan s stimulacijom specifi¢nih receptora
preko ekscitatornih amino kiselina. S obzirom da su sinteza NO 1 otopljena gvanilat ciklaza
Siroko 1 nejednako rasprostranjeni u mozgu, vrlo je vjerojatno da je ovaj fizioloski put
djelovanja udruzen s drugim posrednickim sistemima ne samo u centralnom Zziv€anom
sustavu ve¢ i u oba podrucja perifernog Ziv€anog sustava: senzornom i motornom. Prisutnost
NO dokazana je i u srzi nadbubreznih Zlijezda i u retini, gdje je involviran u oslobadanje
kateholamina i u ulazni mehanizam na svjetlo osjetljivih neurona’’.

Oslobadanje NO, koje je posredovano specificnim enzimom moZe biti regulator funkcija i
drugih stanica. Dosad je ovaj enzim naden u stanicama kore nadbubrezne Zlijezde i u nekim
epitelnim stanicama sugerirajuci svoje sudjelovanje u regulaciji sekrecije ili djelovanju drugih
hormona. NO se oslobada i nakon imunoloske stimulacije enzima, $to je moguce inducirati u
procesu, koji je Ca** neovisan. Ovaj enzim, koji je izvorno opisan u makrofagima, oslobada
NO kao dio obrambene reakcije domacina, a djeluje citotoksi¢no ili citostaticno na stanice
tumora i invazivne mikroorganizme. S obzirom da je indukcija ovog enzima dokazana i u
drugim stanicama i tkivima, koja ne pripadaju retikuloendotelnom sustavu, postoji
pretpostavka da NO mozda ima i neke druge bioloske posljedice ukljucujuci i patolosku
vazodilataciju i osteéenje tkiva®.

Rezistencija na infekciju i karcinom se mogu tretirati i na nespecificne nafine upotrebom
produkata metabolizma bakterija, Sto je Cinjenica poznata duZe od jednog stolje¢a (npr.
Fehleisen 1882.g. i Coley je 1893.g. su s ograni¢enim uspjehom upotrebljavali streptokok
izazivajuci erizipel kao terapiju bolesnika s karcinomom). Bioloska baza ovog fenomena
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povezana je s funkcijom makrofaga®”*. Danas dostupni dokazi ukazuju da je ovaj nespecifi¢ni

imunitet povezan s indukcijom sinteze NO. Iz ovog proizlazi da je o NO ovisni nespecifi¢ni
imunitet generalizirani fenomen u organizmu, koji ne zahvaca samo retikuloendotelni sustav
vec¢ 1 druga tkiva, posebno endotel krvnih Zila, koje su najrasprostranjenije tkivo u cijelom
organizmu. U tom kontekstu, uloga pluca i jetre u 0 NO ovisnoj nespecificnoj imunoj reakciji
je krucijalna, s obzirom da su oba ova organa u organizmu sa stajaliSta cirkulacije strateski
pozicionirana, i namijenjena da sluZe kao imunologki filtri’’.

Nalaz da glukokortikoidi inhibiraju indukciji sinteze NO je od posebnog znacaja s obzirom da
moze objasniti terapijske i toksi¢ne ucinke ovih spojeva te moZe otkriti vaznost NO u
razli¢itom uvjetima. Inhibicija indukcije NO sinteze objaSnjava antieritematozni i
antiedematozni uc¢inak glukokortikoida jednako kao i njihov povoljan u¢inak na endotoksicni
Sok, astmu i reumatoidni artritis, stanja u kojima je NO vjerojatno odgovoran za patolosku
vazodilataciju i oSteCenje tkiva. Nadalje inhibicija stvaranja NO moZe pomo¢i u objasnjenju
zaSto glukokortikoidi pomazu u Sirenju infekcije 1 maligne bolesti te zaSto preveniraju
posljedice odgodene preosjetljivosti u stanjima kao Sto su reakcija odbacivanja transplantata i
vaskulitis?7205-206207

Nacin na koji se L-arginin ¢ini dostupnim za potrebe fiziologije NO i, u usporedbi s drugim
putovima, relativna vaznost ovih metabolickih pravaca zahtjeva posebnu pozornost. In vivo i
in vitro stanice posjeduju dovoljnu koli¢ini slobodnog L-arginina sposobnog da opskrbe o
Ca”* ovisnu sintezu NO. U slu¢ajevima kada su stanice bile stimulirane za produkciju NO in
vitro uoena je moguénost egzogene opskrbe L-argininom””*®. U realnim fizioloskim
okolnostima ovo se vjerojatno odvija u stanicama endotela krvnih Zzila, trombocitima i
neutrofilima. Endotelne stanice, koje su iscrpile svoje zalihe L-arginina, u mogucnosti su
sintetizirati ovu aminokiselinu koriste¢i endogene izvore, Sto ukazuje na cinjenicu, u
normalnim okolnostima, dobre reguliranosti raspoloZzivih koli¢ina L—argininazo&mg,

Upotreba tvari koje pozitivno ili negativnho utjeCu na NO sistem, davane zasebno ili u
kombinaciji, mogu biti doprinos odredivanju moguc¢ih odnosa NO s drugim agensima i
sustavima. Istrazivani su pozitivni uéinci BPC 157 na alkoholom induciranu leziju Zelu¢ane
sluznice 1 na odrzavanje krvnog tlaka 1 to u kombinaciji s L-NAME, kompetitivhim
inhibitorom generiranja endotelnog NO 1 NO prekursorom L-argininom. Pokazano je da BPC
157 moze obrnuti promjene inducirane L-NAME-om ili L-argininom. Kada su L-NAME i L-
arginin bili davani zajedno njihov je ucinak bio oslabljen. U homogeniziranom supernatantu
ZeluCane sluznice Stakora, kao i L-arginin, BPC 157 inducira formiranje NO, ali njegov
ucinak nije oslabljen. Sinteza NO je bila oslabljena kada su upotrjebljeni BPC 157 i L-arginin
zajedno. Od kad je bilo dokazano u eksperimentima in vitro i in vivo da BPC 157 moZze
ponistiti u¢inak L-NAME (esencijalnu toCku koja ukazuje na L-arginin) pocela se Ciniti
prihvatljivom moguénost interakcije BPC 157 s NO sustavom >*+23>60:61.62

Gledano iz perspektive BPC 157/L-arginin/NO sustav, nalaz ograniene kompeticije prema
dosadaS$njim stavovima moze se tumaciti samo kao blizak meduodnos s NO sustavom.
Primjedbu da uc¢inak agensa moZe biti oslabljena L-arginin analogom i ponovo uspostavljena
dodavanjem L-arginina L-arginin analogu (kao npr. L-NAME) ne treba nuZno uzimati u korist
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esencijalne kompeticije sa samim L-argininom. Naime, za utvrditi kompeticiju izmedu
navedenih agensa i samog L-arginin analoga bitno je uociti inhibiciju ucinaka tih agensa. U
toj kombinaciji (standardni agens + L-arginin + L-arginin analog) L-arginin evidentno moZze
lakSe funkcionirati. OCito je da nesuprimirana aktivnost samog L-arginina, uz nedostatak
direktnih studija, moZe biti snaZan dokaz bliskog medudjelovanja izmedu agensa i L-arginina,
prekursora NO. Tako je jasno pokazano da BPC 157 moZe na specifi¢an nacin interferirati s
ucincima NO agensa i u slucaju integriteta sluznice Zeluca i u slu¢aju regulacije krvnog tlaka.
U studijama u kojima je upotrebljavan homogenizirani supernatant Zelu¢ane sluznice Stakora
dokazano je da je djelovanje BPC 157 na nastajanje NO izrazitije i/ili razliCito od efekta L-
arginina. Sindrom plu¢ne hipertenzije ili ascites u brojlera su bili izazvani kroni¢nom
aplikacijom L-NAME dok je L-arginin imao Stetan utjecaj na miokard. U ovom ozra¢ju BPC
157 moZe zamjetno prevenirati pojavu lezija na raznim organima. Osim toga oba ucinka,
protektivni (niske doze agensa) i ulcerogeni (visoke doze agensa), tvari, koje oslobadaju NO,
sugerira specifiéno NO posredovanje *+%°2+6061:62

U svijetlu sveg do sada navedenog zapazili smo mogucénost djelovanja BPC 157 preko NO
sustava na ishemicke lezije. Za istraZivanje ucinkovitosti ovog pentadekapeptida u
sprecavanju nastanka i terapiji ishemickih lezija izabran je model ishemicke lezije slezene
Stakora, odnosno infarkta slezene induciranog ligiranjem njenog hilusa.

Uzrok infarkta slezene pripisuje se okluziji njezini krvnih Zila, $to vodi u ishemiju parenhima
i posljedi¢nu nekrozu tkiva slezene. On moze biti segmentalan ili globalan konzumirajuci
cijeli organ. Prvi opis infarkta datira iz 1896.g., kada je viden na histoloSkom preparatu
slezene nakon splenektomije, koja je bila indicirana endokarditisom (vjerojatno posljedica
septi¢kog embolusa). Cesto je klini¢ka slika infarkta slezene ,,nijema“ i najéesée udruZena s
hematoloskim oboljenjima. Usprkos tome dvije novije studije navode ucestalost infarkta
slezene od 50% u bolesnika s mieloickom leukemijom i 72% u bolesnika s mielofibrozom. U
danasnje se vrijeme infarkt slezene dijagnosticira sve ¢eS¢e, cemu su doprinijeli u prvom redu
tehnicki napredak dijagnostickih metoda i ucestaliji radioloSki pregledi bolesnika, Sto je
uobiCajeni postupak neoperativnhog vodenja pacijenata s tupom traumom abdomena, ali i

ucestalije izvodenje angiografske embolizacije povrijedenih Zila slezene'’.

Uzroci nastanka infarkta slezene su navedeni u tablici 1 na str.6.

Infiltrativne hematoloSke bolesti uzrokuju kongestiju cirkulacije u slezeni svojim
abnormalnim stanicama. Npr. mehanizam infarkta slezene u anemiji srpastih stanica se
pripisuje kristalizaciji abnormalnog hemoglobina tijekom hipoksije ili acidoze. Kao posljedica
toga rigidni eritrociti tvore srpaste formacije, koje okludiraju spleni¢ku cirkulaciju. U
homozigotnih bolesnika s anemijom srpastih stanica ve¢ tijekom djetinjstva kao posljedica
multiplih infarkta slezene javlja se oziljno promijenjena, skvréena, autoinfarkcirana slezena.
Heterozigotni bolesnici s anemijom srpastih stanica su u nesto boljem poloZaju s obzirom da
je za razvoj infarkta slezene potreban znatno ja¢i podrazaj u vidu izloZenosti niskom
parcijalnom tlaku kisika ($to se npr. dogada tijekom leta u avionu ¢iji tlak u kabini nije uredno
reguliran) ili tijekom vrlo energi¢nih aktivnosti $to se dogada npr. tijekom skijanja na velikim
visinama. U oba slu¢aja bolesno stanje, odnosno infarkt slezene, nastaje na ranije opisani
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nacin. U mijelofibrozi je parenhima slezene infiltrian ekstramedularnom hematopoezom, $to
. . St e 5,6,7,13210
uzrokuje zastoj u splenickoj cirkulaciji 1 infarkt.”™ "

Kod malignih oboljenja slezene (npr. kroni¢na mijeloicka leukemija) javlja se povecana
potreba slezene za kisikom, koja je posljedica izrazitog povecanja mase slezene. Infarkt je
jedini mogu¢i ishod stanja, kad se ova zna¢ajno povecana masa slezene pripoji smanjenoj
mogucénosti dotoka kisika, Sto je posljedica anemije u sklopu hiperslenizma koji je dio
klini¢ke slike u kroni¢noj mijeloickoj leukemiji.>®"!32

Tromboembolic¢ki incidenti su sljedeci po ucestalosti uzrok infarkta slezene. U ovom slu¢aju
embolizacija krvnih Zila slezene je posljedica mnostva kardiovaskularnih stanja medu kojima
su najceSce: atrijalni ili ventrikularni muralni tromb formiran nakon infarkta miokarda ili
fibrilacije atrija, komplikacije nakon kateterizacije srca ili bakterijskog endokarditisa. U
literaturi se navodi izvjeStaj koji spominje 19% incidencije u nastanku infarkta slezene u
bolesnika kod kojih je u terapiji endokaditisa radena valvularna kirurgija. Kod gotovo
polovice ovih bolesnika dijagnoza je postavljena incidentalno na CT-u.>%"!321°

Sljede¢i mehanicki uzrok infarktu slezene moze biti ubrizgavanje bilo kontrasta ili
sklerozansa u krvne Zile Zeluca tijekom neke od angiografskih procedura radi krvarenja iz
ZeluGanih krvnih Zila ili portalne hipertenzije.*'”

Stanja hiperkoagulabilnosti takoder mogu uzrokovati infarkt u slezeni kao npr. prirodeni
deficit proteina C moZe biti uzrok infarktu slezene. U ovom smislu medu steCena stanja s
hiperoagulabilno$¢u ubrajaju se i poremecaji mieloproliferacije, antikoagulanti u lupusu i
terapija eritropoetinom. Infarkt slezene se moze javiti i u sindromu postpartalnog toksi¢nog
Soka, dok je tromboza lienalne vene najceS¢e posljedica pankreatitisa ili kirurSkih zahvata, a
$to moZe dovesti do venskih infarkta slezene.”'

Medu rjede uzroke infarkta slezene ubrajaju se malarija, infekcija Epstein Bar virusom,
pankreartitis, konzumiranje kokaina 1 vrlo rijetko nakon transplantacije jetre. Kao izolirani
slucajevi opisani su infarkti slezene uslijed torzije mobilne slezene oko njenog hilusa i
posljedi¢ne okluzije krvnih Zila te nakon tupe traume abdomena i razvoja abdoinalnog
kompartmenta, koji je doveo do pritiska na vene i prekida cirkulacije kroz slezenu i takoder
posljedi¢nog razvoja infarkta. Ovaj mehanizam nastanka infarkta slezene moguc je i nakon
opseznih kirurSkih zahvata u abdomenu narocito onih indiciranih akutnim abdomenom s
posljedicom razvoja abdominalne sepse.*'’

S obzirom na sve navedeno model ishemicke lezije slezene Stakora Cinio se vrlo povoljnim za
vrednovanje efikasnosti BPC 157 u preveniranju nastanka njenih ishemickih oStecenja, kao i u
terapiji istih. Precizno definirana krvna opskrba i moguénost jednostavnog kirurSkog pristupa
i potpune okluzije hilusa slezene Stakora omogudili su tocno i uspjeSno provodenje
predvidenih pokusa. Za razvoj histoloske slike infarkta potrebno je najmanje 12 sati te su
pokusi stoga bili podijeljeni u dvije grupe. U prvoj grupi, od 1.-11. pokusa, su pokusi s
trajanjem ishemije do 40 minuta. Pozicija slezene tijekom ovih pokusa je bila izvan trbusne
Supljine uz otvoreni abdomen. Zivotinje ne mogu preZivjeti uz otvorenu trbusnu Supljinu duZe
od sat vremena te su se tijekom ovih pokusa promatrali u¢inci BPC-a 157 u kratkom vremenu,
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a mjerenja su bila obavljena na temelju makroskopski vidljivih promjena. U drugoj grupi
pokusa, od 12.-17. pokusa, ishemija slezene je trajala 3, 6, 9, 12, 18 i1 24 sata, ali uz zatvorenu
trbusnu Supljinu. Ovom grupom pokusa pracena je dinamiku razvoja histoloSke slike infarkta
slezene. Veli¢ina infarkta mjerena je na histoloSkim preparatima i to kao postotak povrSine
zdravog tkiva u vidnom polju pri istom povecanju, dakle mjereno je tkivo koje nije bilo
zahvaceno infarktom. Mjerenje je izvrSeno na deset vidnih polja svakog preparata, a
histoloske su se karakteristike infarkta slezene ocitovale nekrozom parenhima slezene uz
djelom o¢uvana podrucja preteZzito bijele pulpe.

U prvoj je grupi pokusa nakon statisticke obrade rezultata uoc¢en snazan pozitivan efekt BPC
157 na razvoj ishemickih lezija slezene, kako u pokusima u kojima je BPC 157 dan kao
premedikacija tako i u pokusima u kojima je BPC 157 dodavan naknadno, dakle u
posttretmanu. U pokusima u kojima je BPC 157 davan naknadno njegovo je djelovanje bilo
terapijsko i1 to prvenstveno spreCavajuci povecavanje veC nastalih lezija dok su lezije u
kontrolnih Zivotinja nastavile rasti kako u svom broju tako i u povrSini. Ovi su efekti bili
prisutni bez obziran koncentraciju BPC 157 koja je primjenjivana u pokusu. Dakle,
koncentracije BPC 157, bilo da je davan u pug/kg ili u ng/kg, nisu imale utjecaj na efikasnost
ovog pentadekapeptida. U svim je pokusima Stopa infarkciranosti nedvojbeno ukazivala na
ucinkovitost BPC 157, kao i vrijednosti t-testa.

Vrlo su zanimljivi, po svojim rezultatima, pokusi u prvom dijelu, u kojima se efekt BPC 157
usporeduje s efektima NO sistema. Od preparata upotrjebljenih za usporedbu s NO sistemom
koriSteni su L-arginin i L- NAME njegov kompetitivni antagonist. Usporedba djelovanja BPC
157 1 L-arginina pokazala je superiornost BPC-157 u zastiti ishemiziranog tkiva slezene
prema L-argininu. Stope infarkciranosti su bile 51,286 za grupu Zivotinja tretiranih s L-
argininom, a 0 za grupu Zivotinja tretiranih L-argininom i BPC-157, kao 1 samim BPC 157. S
obzirom da je L-arginin davan u obje grupe pokusnih Zivotinja jasno se namece zakljuc¢ak da
je zastiti ishemiziranog tkiva slezene u promatranom vremenu pridonio BPC 157. Ova je
zaStita ocito bila snaZzna Sto potkrepljuju i podaci o stopi infarkciranosti, kao i rezultati
statisticke obrade mjerenja u pokusu. Cak $to viSe sam L-arginin ne samo da nije uspio
zastititi tkivo slezene od razvoja infarkta ve¢ je u grupi pokusnih Zivotinja koje su
medicinirane samo s L-argininom oStecenje slezene izazvao ishemijom bilo jafe izraZeno.
Ovo je jace oStecCenje bilo statisticki znac¢ajno pa se sam od sebe namece zaklju¢ak da L-
arginin ucestvuje u razvoju ishemickih lezija slezene, no na Zalost ne sprecavajuci ih ve¢ ih
pojacavajuci. Mehanizam ovog djelovanja L-arginina nije u potpunosti jasan te ¢e zahtijevati
daljnja istraZivanja.

U sljede¢em je pokusu djelotvornost BPC 157 usporedivana s ucincima L-NAME, koji je
antagonist L-arginina i spoj koji inhibira djelovanje NO sintetaze. Stopa infarkciranosti ovog
pokusa je za kontrolnu grupu pokusnih Zivotinja koje su primile samo L-NAME bila 24,073,
dok je za grupu Zivotinja koje su primile L-NAME i BPC 157 Stopa infarkciranosti bila 0. I u
ostalim mjerenim parametrima potvrdena je statistiCki znacajna ucinkovitost BPC 157
ukazuju¢i na nemogucénost supresije uc¢inka BPC 157 L-NAME-om. S obzirom da je iz
literature znano da je predmnijevani mehanizam djelovanja BPC 157 preko NO sustava i
indukcije NO S§to je i dokazano, jasno je da je potentnost BPC 157 znaCajno veca od
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mogucnosti inhibicijskog u¢inka L-NAME. No kao i u ranijem pokusu i ovdje je doslo do
jacih oStecenja tkiva slezene u grupi pokusnih Zivotinja, koje su tretirane samo s L-NAME
prema kontrolnoj skupini. S obzirom da L-NAME blokira NO sintetazu ovaj je rezultat u
svijetlu ranijih spoznaja bio za ocekivati.

Zadnji pokus iz serije pokusa u kojima je usporedivana djelotvornost BPC 157 s
ucinkovito$¢u NO sustava ukljucio je oba preparata i L-arginin i L-NAME, koji su davani u
obje grupe Zivotinja, a samo je jedna grupa dobila BPC 157. Poznato je da se efekti L-
arginina 1 L-NAME danih zajedno u odgovaraju¢im koli¢inama, u tkivima poniStavaju. Na
ovaj je nacin prakticno jedini aktivni supstrat u pokusnim Zivotinjama bio BPC 157. Davani
zajedno L-arginin i L-NAME su ocito iscrpili tkivne zalihe zaStitnih elemenata od ishemickih
lezija te su stoga infarkti u ovoj grupi pokusnih Zivotinja bili po svojoj brojnosti i veli¢ini
izrazito opsezni. U grupi Zivotinja s administriranim BPC 157, bilo sam ili u kombinaciji s
agensima NO sustava, infarkta u promatranom vremenu nije bilo. Ovi su podaci vidljivi i iz
vrijednosti Stope infarkciranosti za ovaj pokus, koja za kontrolnu grupu iznosi 11,643, dok za
grupu Zivotinja kojim su dani agensi NO sustava iznosi 365,81, a za grupu Zivotinja s
administriranim BPC 157, bilo sam ili u kombinaciji s agensima NO sustava, iznosi 0.

Ako se promatra izolirane u¢inke NO sustava na tkivo slezene Stakora u ishemiji uocavaju se
znatno vece promjene u grupi Zivotinja tretiranih agensima NO sustava. Ishemicke su leziju u
ovoj grupi vece i po svom broju i po svojoj povrSini. Uzimajuc¢i sve kontrolne skupine, u
kojima pokusne Zivotinje nisu primile nikakvu medikaciju, kao jedinstvenu kontrolnu
skupinu, dobiva se Si 15,634. Stopa infarkciranosti za grupu Zivotinja tretiranih L-argininom
je 51,286; za grupu Zivotinja tretiranih s L-NAME je 24,073, a za pokusne Zivotinje tretirane s
L-argininom i L-NAME je 365,81. Ovi podaci jasno ukazuju da agensi NO sustava nisu sami
u stanju efikasno prevenirati oSteCenja slezene u ishemiji niti sami niti kada su zajedno
administrirani donator NO 1 inhibitor NO sintetaze.

U kombinaciji s ovim agensima NO sustava BPC 157 je potentniji organoprotektivni i
citoprotektivni agens, Sto je jasno pokazano rezultatima pokusa u kojem, u promatranom
vremenu, nije uoceno postojanje promjena izazvanih ishemijom kao posljedicom ligiranja
hilusa slezene. 1z istih je pokusa moguce zakljuciti da sami agensi NO sustava znatno
pogorSavaju posljedice ishemije na tkivo slezene (ukupni Si za NO sustav 147,056 prema Si
za kontrolne Zivotinje 15,643). Samim tim razvidno je da agensi NO sustava mijenjaju tijek
ishemickih lezija slezene u smislu njihovog pogorSavanja, a shodno tome je vjerojatna i
interakcija NO sustava s tkivnim metabolizmom u razvoju infarkta kao posljedice inducirane
ishemije slezene. U ovoj su interakciji biokemijski procesi, ija je funkcija zastita tkiva od
ishemije, gubitnici, $to je samo od sebe interesantan rezultat, koji propituje efikasnost,
dugotrajnost i1 dostupnost NO sustava u metabolicki kriznim stanjima organizma. Primjedbe,
koje su rezultat ovih pokusa zasluZzuju opsezna daljnja istraZzivanja i evaluaciju, u
biokemijskom 1 farmakoloSkom smislu kako osnovnih tako i eventualnih alternativnih
pravaca djelovanja NO sustava u ishemic¢kom tkivu. U literaturi se na ovu temu ne nalaze
odgovaraju¢i radovi $to otvara put potpuno novom pravcu istraZivanja s obecavajucim
uzbudljivim rezultatima, koji bi mogli imati svoju implementaciju u mnogim po Zivot
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ugrozavaju¢im stanjima cCija je osnova ishemija kako pojedinih tkiva, tako i cijelog organizma
(infarkti organa, embolije, guSenje, utapanje, trovanje s CO, ...).

Nakon interpretacije ovih rezultata i oCite snazne ucinkovitosti pentadekapeptida BPC 157
samo od sebe se namece pitanje moguceg mehanizma njegovog djelovanja u modelu
ligaturom inducirane ishemicke lezije slezene Stakora.

Poznato je da upotreba tvari, koje utjecu na NO sustav bez obzira na prirodu njihovog utjecaja
i da li su davane zasebno ili odvojeno, moZze pomoci ste¢i uvid u odnos NO sustava s drugim
tvarima ili regulacijskim sustavima. Ovaj pristup iako dobro poznat nije do danas
ekstenzivnije upotrebljavan, a ¢ini se da bi nam u rasvjetljavanju pozitivnih efekata BPC 157 1
njegove interakcije s NO sistemom mogao biti od koristi. Vjerno je pokazano da BPC 157
moZe obrnuti tijek promjena prema kontrolnim bazalnim vrijednostima bez obzira da li su ove
promjene inducirane s L-NAME ili s L-argininom. Kad su L-NAME i L-arginin primijenjeni
zajedno njihov je ucinak oslabljen ili ¢ak poniSten. U homogeniziranom supernatantu
Zelucane sluznice Stakora kao i L-arginin, pentadekapeptid BPC 157 inducira formiranje NO,
ali njegov efekt nije oslabljena dodavanjem L-NAME. Sinteza NO je bila oslabljena nakon
Sto su L-arginin 1 BPC 157 bili kombinirani zajedno. IstraZivani su pozitivni uc¢inci 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. S obzirom da BPC 157 zahvaca sintezu NO u oba pravca,
pozitivnom i negativnhom, bilo je moguce djelomic¢no dokazati interakciju BPC 157 s NO
sustavom.

Uopceno uzevsi u ova dva posebna in vivo pokusa, u kojima su upotrjebljene iste testne doze
BPC 157 i NO agensa dobiveni su srodni nalazi. Cini se da u¢inci izazvani kombinacijom
pentadekapeptida BPC 157 i tvari koje pozitivno (L-arginin) ili negativno (L-NAME) utjecu
na NO sustav nisu slucajno indicirane specifi¢ne radnje posebno u svjetlu generiranja NO u
sluznici Zeluca S$to je zabiljeZeno nakon administriranja pentadekapeptida BPC 157 u
homogenat tkiva sluznice Zeluca Stakora.

Posebno interesantna tocka izvornog pozitivnog ucinka BPC 157 ne bi trebala biti samo
mogucnost ponovne uspostave bazalne vrijednosti nakon dodavanja kombinacije L-arginina i
L-NAME. ViSe od toga, nakon dodavanja L-arginina L-NAME njegov je ucinak bio znacajno
oslabljen (Zelucane lezije) i gotovo potpuno nestao (krvni tlak). S obzirom na NO sistem, €ini
se da je kombinacija stimulatora (L-arginin) 1 inhibitora (L-NAME) mogla oslabiti aktivnost
pentadekapeptida. U ovoj bi kombinaciji vjerojatno trebalo posvetiti vecu paznju ucincima L-
arginina Sto je u istrazivanjima farmakoloskih djelovanja bilo djelomi¢no zanemareno.

Racunajuci da pripravak kao Sto je L-NAME inhibira NO sintetazu posredstvom kompeticije
sa L-argininom postavlja se moguénost postojanja iste ili slicne kompeticije s
pentadekapeptidom. Nalazi mnogih ranijih in vitro eksperimenata potvrduju ovu
pretpostavku. Stvaranje NO bilo je oslabljeno u slu¢ajevima kada su L-arginin i BPC 157 bili
davani zajedno, a u odvojenoj primjeni oba su inicirali aktivnost NO sintetaze. Ova se
kompeticija izmedu BPC 157 i L-arginina pojavljivala ne samo in vitro ve¢ i in vivo i to
takoder ako je dostupnost NO sintetaze bila ograni¢ena kao npr. kad je bila izrazito inhibirana
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upotrebom L-NAME. Ovo moze biti objasnjeno daljnjom inhibicijom aktivnosti BPC 157 u
slu¢ajevima kada je L-arginin bio dodavan L-NAME S§to je jesno videno u oba pokusa: u
pokusu s Zelu¢anim lezijama i u pokusu s krvnim tlakom.

Vel je navedeno da se gledano iz perspektive BPC 157/L-arginin/NO sustav, nalaz
ograni¢ene kompeticije prema dosada$njim stavovima moZe tumaciti samo kao blizak
meduodnos s NO sustavom. S obzirom da su Ca** i o NADPH ovisna NO sintetaza prisutni u
ZeluCanom tkivu u endotelu malih krvnih Zila 1 kapilara te da su vjerojatno prisutni i u drugim
stanicama Zelu€ane sluznice, ali i u stanicama drugih tkiva kao Sto je slezena koja je bogata
endotelom, to¢na lokalizacija djelovanja BPC 157 zahtijevati ¢e daljnja istrazivanja. Bazirano
na gotovo istoj odredenosti NO sintetaze u Zelu¢anom soku i drugim tkivima, kao S$to su npr.:
krvne Zile, pluca i jetra, i pentadekapeptid BPC 157 bi trebao imati ista djelovanja na ta tkiva.
Ovo je osnova za razumijevanje mnostva efekata pentadekapeptida BPC 157, koji su dodani
osnovnom protektivnom efektu, kako u Zelu¢anoj sluznici tako i u drugim tkivima. S obzirom
na tvari koje svojim dvojnim efektom djeluju na NO sintetazu i vaznost signalne uloge NO u
odrzavanju integriteta ZeluCane sluznice te odrZavanje krvnog tlaka moguca posrednicka
uloga BPC 157 bila bi uvelike korisna.

No sve ovo jo$ uvijek u potpunosti ne objaSnjava zaStitnu funkciju BPC 157 u ishemickim
lezijama. U ranijem tekstu je navedeno da je redukcija u otpuStanju ERDF iz endotela krvnih
zila ili smanjenje o endotelu ovisne relaksacije prikazana u pokusu u kojem je izazvana
ateroskleroza i u aterosklerotski promijenjenim koronarnim krvnim Zilama ljudske populacije.
Unistenje endotela izazvalo je porast bazalnog tonusa i pojacan odgovor na vazokonstriktorne
supstance. Odgovor koronarne cirkulacije na acetilholin u ljudskoj je populaciji bio smanjen u
pacijenata s boleS¢u koronarnih arterija, a arterije dobivene iz srca takvih pacijenata su
pokazivale reducirano bazalno i stimulirano oslobadanje NO.

Ovaj je proces moguce objasniti na dva nacina. Oksidacijom dobiveni radikali i lipidna
peroksidaza ukljuceni su u razvoj ateroskleroze te se akumuliraju u monocitima, koji stoga
mogu generirati i otpustati O, . Druga je moguénost da oksidirani low-density lipoproteini
(poznati faktor rizika za razvoj aterosklerotske koronarne bolesti) doprinose disfunkciji
endotela u ateroskeroti¢nim arterijama s obzirom da je dokazano da inhibiraju o endotelu
ovisnu relaksaciju. Dodavanjem BPC 157 u ova tkiva podrazaj NO sistema bi bio potentniji i
ucinkovitiji u svojoj protektivnoj funkciji.

Sli¢an proces mogao bi se odvijati i u slu¢aju ishemickih lezija gotovo svih tkiva, a pogotovo
slezene. Oksidacijom dobiveni radikali se zbog prekida cirkulacije, koji je izazvan ligiranjem
hilusa slezene, zadrzavaju i podrazuju NO sistem. U monocitima, koji su prisutni u tkivu
slezene u velikoj kolicini, aktivira se lipidna peroksidaza i dolazi do oslobadanja dodatnih
koli¢ina O, . Ovaj radikal bi svojim oksidacijskim potencijalom bio u moguénosti
privremeno zastititi tkivo u kojem se razvio od pogubnih posljedica ishemije. Naravno da
ovakva zaStita ne moZe trajati u nedogled i da se rezerve reaktanata potrebnih za ovu reakciju
brzo iscrpljuju. Ipak ova protekcija iako ne moze biti trajna, moze pomoci premostiti akutnu
fazu ishemije i umanjiti Stetu koju ¢e ista donijeti tkivima na koja djeluje. Takoder bi ovaj
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model protekcije tkiva od Stetnog djelovanja ishemije bio u mogucénosti usporiti nastanak
definitivnog infarkta sa svim njegovim Stetnim posljedicama.

Potvrda za ovo miSljenje dobivena je u drugoj grupi pokusa. U njoj je ishemija trajala 3, 6, 9,
12, 18 i 24 sata. Vrijeme potrebno da se razvije histoloska slika infarkta slezene, odnosno
nekroze tkiva kao patohistoloskog izricaja infarkta, je viSe od 10 sati neprekidnog trajanja
ishemije. U ovoj grupi pokusa postoci zdrave povrSine tkiva slezene na histoloskim
preparatima nakon 12 sati ishemije su bili u kontrolnoj skupini Zivotinja 5,25%, a u grupi
zivotinja s BPC 157 11,60%. Nakon 18 sati ishemije postotak zdrave povrSine u kontrolnoj
skupini i u skupini Zivotinja tretiranih BPC 157 i dalje se smanjuje, ali je postotak zdrave
povrsine statisticki znacajno zveCi u grupi Zivotinja tretiranih s BPC 157. Isti se trend
nastavlja i nakon 24 sata trajanja ishemije. S obzirom da su u svim pojedina¢nim pokusima
grupe Zivotinja bila izlozene istom vremenu trajanja ishemije, a razlika medu njima je bila
samo dodatak BPC 157, za pretpostaviti je da je pozitivan u¢inak u vidu vece zdrave povrSine
posljedica upotrebe ovog pentadekapeptida. Takoder je iz ovih podataka jasno da iako
potentan terapijski i citoprotektivni preparat BPC 157, Sto je 1 bilo za ocekivati, ne moze
trajno sprijeciti nastanak infarkta u tkivu, koje je potpuno ishemizirano, odnosno u kojem je
cirkulacija u potpunosti prekinuta.

U literaturi se nalazi samo jedan rad, koji inducira ishemiju tkiva slezene na tehnicki sli¢an
nacin kao i u ovom radu. Radi se o izvjeStaju Spanjolske grupe autora u kojem je bio cilj
provjeriti ucinak podvezivanja glavnih krvnih Zzila slezene u Stakora i utjecaj terapije
hiperbaricnim kisikom nakon podvezivanja. U tu su svrhu operacijski pripremili 69 muzjaka
laboratorijskih $takora, tipa albino Wistar, mase od 285 g do 375 g. Zivotinje su slu¢ajnim
odabirom podijeljene u tri skupine: skupina 1: cetiri Stakora s funkcijom simulacije
operacijskih efekata na tkivo slezene Stakora; skupina 2: 34 Stakora, istovremeno
podvezivanje arterije i vene slezene u hilusu (odnosno kontrolna skupina); skupina 3: 31
Stakor, podvezivanje arterije 1 vene u hilusu slezene i terapija hiperbari¢nim kisikom tijekom
11 dana nakon operacije. Na Zivotinjama iz skupine 1 napravljen je uzduzni rez, koze i
potkoznog tkiva, priblizne duZine od 2,5 cm, s pocetkom 0,5 cm ispod ksifoida u smjeru
pubisa. Potom je otvorena linea alba i peritoneum. Obavljena je eksploracija trbusne Supljine i
provjerena intaktnost slezene. Potom je abdominalni zid zatvoren u dva sloja: aponeuroza s
“mononylonom” 4-0, produznim Savom te koza s 4-0 takoder produznim Savom. Na
Zivotinjama 2. i 3. skupine izvedena je srednja uzduZna laparotomija, u istoj duzini kao i kod
skupine 1 te je nakon eksploracije trbusne Supljine, izdvojena glavna grana lienelne Zile. Oko
1,4 cm od ruba slezene, napravljen je istodoban podvez lienalne arterije i vene na dva mjesta
(slika 30.)

Stakori su dvanaesti dan Zrtvovani, a slezena je izvadena i saduvana u 5%-tnoj otopini
formalina, a potom u parafinu radi patohistoloSke analize. U rezultatima se navodi da je
slezena bila normalna u 8,82% Zivotinja u skupini koja nije bila tretirana hiperbari¢énim
kisikom (p=0,01) i u 45,16% u skupini tretiranoj kisikom (slika 31.). Postotak funkcionalne
mase tkiva slezene u slezenama koje su pretrpjele infarkt u odnosu na tjelesnu masu Zivotinja
nije se razlikovala u skupinama 2 i 3. Patohistoloski izgled slezena pokazivao je oCuvanu
gradu na dijelu koji nije bio zahvacen infarktom u obje skupine, a neoformacija vezivnog
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tkiva i krvnih Zila te cikatrizacija u skupini tretiranoj hiperbari¢nim kisikom bila je
naglaSenija. Zakljuc¢ak ovog rada je bio da terapija hiperbaricnim kisikom, u postoperativnom
periodu, nakon istovremenog podvezivanja arterije i1 vene slezene, uvelike reducirala
ucestalost infarkta, a da pri tom nije izmijenila udio funkcionalne mase slezene u slu¢ajevima
kada je doslo do infarkta, te da je poviSeni tlak kisika ubrzao proces cikatrizacije uz povecanu
proizvodnju fibroblasta i vaskularnog tkiva.

Ligadura

Artéria e Veia
Esplénica

S1. 30 Mjesto podvezivanja arterije i vene slezene

Preuzeto iz: Paulo DN, Kall M, Grillo Junior LS et all: Viability of the
spleen in rats after ligation of the slpenic vessels: effects of hyperbaric
oxygen therapy. Revista Da Associacao Medica Brasileira, Jan-Feb 2005;

51(1):46-50.

SI. 31 Makroskopski izgled slezene nakon istodobnog podvezivanja arterije
i vene slezene: a) Bijeli infarkti lokalizirani na donjoj polovici; b) Bijeli
infarkti lokalizirani na srednjem dijelu organa (strelica).

Preuzeto iz: Paulo DN, Kall M, Grillo Junior LS et all: Viability of the
spleen in rats after ligation of the slpenic vessels: effects of hyperbaric
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oxygen therapy. Revista Da Associacao Medica Brasileira, Jan-Feb 2005;
51(1):46-50.

Rezultati ovog pokusa grupe iz Spanjolske nisu usporedivi s rezultatima pokusa koji su
opisani u ovom radu s obzirom da u njthovom pokusu nije izvrSena potpuna okluzija krvne
opskrbe slezene. U radu Spanjolske grupe se navodi: ,,istovremeno podvezivanje lienalnih Zila
dovelo je do djelomi¢nog bijelog infarkta, ceS¢e u donjoj polovici organa, u 84,7% Zivotinja.
To pokazuje da je kolateralna cirkulacija u slezeni kod nekih Zivotinja bila ucinkovita u
odrzavanju funkcionalnosti cijelog organa. Prema Petroianu, cirkulacija gornjeg pola slezene
moze biti uspjeSno nadomjestena aa. gasticama breves. Medutim, najveci dio gornjeg pola
slezene je bio funkcionalan, Sto pokazuje da osim arterija gastrika breves ima i drugih kojima
se kod Stakora prenosi, za odrzavanje funkcionalnosti slezene, dovoljna koli¢ina krvi.
Zapravo, tijekom podvezivanja zila i kod skupine 1, zamijeCene su Zile koje su izlazile iz
lienalne arterije, na toCkama prije mjesta podvezivanja i vodile do gornjeg dijela slezene
(podaci nisu navedeni). Infarkt na srednjem dijelu organa, s oCuvanjem krajnjih gornjih i
donjih rubova, pokazuje da raspodjela i u¢inkovitost kolateralne cirkulacije nije uniformna. U
tim sluCajevima, kolateralne grane koje napajaju rubna podru¢ja gornjeg i donjeg dijela
nadomjestale su cirkulaciju, ne dozvoljavaju¢i da dode do nekroze tih podrucja.*

Ova ¢injenica, koju navode autori citiranog rada iz Spanjolske, uocena je i tijekom pokusa
koji se opisuju u ovom rad. Krvne Zile slezene Stakora poput kista napustaju glavno stablo
lienalne arterije mnogo prije 1,4 cm opisanih u radu kolega iz Vitorije osiguravajuci opskrbu
ne samo gornjeg pola ve¢ i donjeg pola slezene. Uz to arterija gastrike breves, koje se u
Stakora vrlo teSko mogu uociti makroskopski, jasno su vidljive gledane pod jacim povecalom
ili operacijskim mikroskopom, a njihova krvna opskrba, s obzirom na volumen slezene, uopce
nije zanemariva. To je razlog relativno malih inshemickih lezija u vidu infarkta slezene,
odnosno prezivljavanju slezene 1 oCuvanju njene funkcije. Hiperbaricna primjena kisika
povecala je oksigeniranost krvi te omogucila otapanje dodatnih koli¢ina kisika u palzmi Sto je
potpomoglo prezivljavanju dijela tkiva slezena i to na dva nacina. Prvo: ova povecana
kolic¢ina kisika opskrbila je tkivo slezene i omogucila mu prezivljavanje u akutnoj fazi te
drugo: usprkos dodatnim koli¢inama kisika tkivo slezene je bilo izloZeno ishemiji, koja je
inducirala umnoZavanje krvnih Zila unutar slezene ili otvaranje i proSirivanje ve¢ postoje¢ih
krvnih Zila u slezeni tvoreci na taj nacin anastomoze, koje su osigurale ne samo prezivljavanje
tkiva slezene vec 1 brz razvoj oZiljaka te smirivanje stanja na novoj zadovoljavajucoj razini
ravnoteZe izmedu kompenzacije krvotoka i oksigeniranosti s obzirom na tkivne potrebe.

Imaju¢i tijekom dizajna ovog rada na umu sve ove Cinjenice odlucili smo se za potpuni prekid
cirkulacije slezene ¢ime smo osigurali u potpunosti nezavisnost ovog ispitivanja od ucinaka
promjenjivih krvnih Zila unutar slezene i njihovih potencijalnih medusobnih anastomoza, koje
bi bile u mogucnosti nekontrolirano dostavljati kisik na krajnju periferiju slezene. Eventualna
primjedba o nepostojanju dokaza o uspjeSnosti potpunog prekida cirkulacije u provedenim
pokusima otpada samom ¢injenicom razvoja infarkta difuzno u cijeloj slezeni, dok su zdravi
dijelovi tkiva takoder difuzno otoCasto rasporedeni po cijelom vidnom polju svih
patohistoloSkih preparata. Postojanje fokusa zdravog tkiva u izoliranim dijelovima slezene
moglo bi upucivati na postojanje zaostale neprekinute cirkulacije krvi kroz slezenu, no to se
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nije dogodilo s obzirom da je zdravo tkivo vidljivo tek mikroskopskim metodama
pretraZivanja i stacionirano u malenim oto¢i¢ima, koji su zasebno manji od vidnog polja
mikroskopa pri velikom povecanju. Na ovaj se nacin statisticki znacajna razlika u veli€ini
zdravih povrSina tkiva slezene izmedu Zivotinja tretiranih s BPC 157 i kontrolne grupe, a koja
je vidljiva na patohistoloskih preparatima u pokusima 15-17 u potpunosti moZe pripisati
pozitivnom u¢inku BPC 157 te ranije navedenoj njegovoj interakciji s NO sustavom.

Rezultati ovog rada otvaraju mogucnost novih istraZzivanja efekata BPC 157 i to narocito u
dijelu koji se odnosi na njegovu interakciju s NO sustavom. S obzirom da je poznato da NO
sustav najjace djeluje na nivou endotela krvnih Zila postoji li mogucnost njegovog znacajnijeg
oslobadanja i djelovanja nakon podrazaja s BPC 157 ili oslobadanjem NO od BPC 157 i u
drugim tkivima? Da li je otpusStanje NO, pokazano u ranijim radovima na viSe Zivotinjskih
modela, moguce inhibirati nekim drugim agensima, a koji nisu L-NAME odnosno analozi L-
arginina? Da li u smislu citoprotekcije funkcije postoji moguénost djelovanja BPC 157 na
membranu stanice u svrhu pobudivanja specifi¢nih biokemijskih citoprotektivnih odgovora?
Poznato je da svi regulatorni mehanizmi imaju neku vrstu kontrole i/ili autokontrole u vidu
antagonista ili povratnih sprega. Postoji li takav mehanizam i za BPC 1577 Pozitivan odgovor
na ova pitanja omogucio bi dodatni uvid u fizioloSke putove BPC 157, a samim tim nas
priblizio i kontroli njegove aktivnosti, bilo u vidu pojacavanja Zeljenog efekta ili s druge
strane slabljenja nepoZeljnog ucinka. Takoder bi daljnja istraZivanja, od kojih su neka u
tijeku, trebala dati odgovor na pitanje o djelotvornosti BPC 157 i u drugim ishemickim
modelima, kao npr: ishemija srca, plu¢a, bubrega, jetre, ..., ali i okluzije arterija ekstremiteta,
Sto bi sve moglo imati zna€ajne implikacije u vidu razvoja potpuno novih farmakoloSkih
pripravaka. Precizni odgovori na ova, ali i mnoga druga pitanja koja nisu ovdje navedena, bili
bi u mogucnosti pojasniti biokemijske putova BPC 157 i vrlo vjerojatno ukazati na potpuno
novi biokemijski regulacijski put u organizmu, koji s obzirom na raznolikost u¢inaka BPC
157, zahvac¢a gotovo sve organske sustave te moc¢no sudjeluje u odrzavanju homeostaze
cijelog organizma.
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6.0. ZAKLJUCAK

Tijekom izvodenja pokusa i statistiCke obrade njihovih rezultata potvrdene su sve tri hipoteze.
(1) BPC 157 djeluje terapijski na ishemicke lezije slezene Stakora i to kao preventiva nastanka
i kao terapija lezija u razvoju; (2) L-NAME i L-arginin mijenjaju tijek ishemickih lezija
slezene, te je samim tim NO-sistem ukljucen u tijek ishemickih lezija i (3) BPC 157 terapijski
djeluje i u uvjetima blokade NO sintetaze (L-NAME) te aplikacije prekursora NO (L-
arginina).

Ovi su zakljucci u potpunosti u skladu s podacima poznatim iz ranijih pokusa, u kojima je
dokazana snaZzna protektivna aktivnhost BPC 157 u raznim Zivotinjskim modelima kako u
pretretmanu tako i u posttretmanu. Njegova je ucinkovitost potvrdena i u miligramskim i u
nanogramskim dozama. Zahvaljuju¢i u ovom radu prezentiranim rezultatima, u protektivne
mogucnosti BPC 157 moguce je uz ostalo ubrojiti 1 zaStitu od ishemijskih oStecenja tkiva, a
efekti interakcije s djelovanjem NO sustava odnosno moguce djelovanje BPC 157 preko ovog
sustava postavlja nove izazove za daljnja istraZivanja.
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7.0 KRATKI SADRZAJ

Infarkt slezene je rijetko stanje u pravilu praceno ozbiljnim komorbiditetom. Literatura
dobro dokumentira protektivno i terapijsko djelovanje pentadekapeptida BPC 157 u mnogim
patoloskim stanjima ukljucujuci i ona inducirana ishemijom. PredloZen je model djelovanja
BPC 157 preko NO sustava.

Cilj: Cilj rada je bio istraziti terapijski efekt BPC-a 157 na ishemicku leziju slezene
Stakora u ranoj i kasnijoj fazi njenog nastanka i pracenje ponasanja lezije u reperfuziji. Efekt
BPC-a 157 je bio usporeden s efektom L-NAME i L-arginina na isto tkivo i u istim
okolnostima.

Materijal i metode: Materijal su bile Zenke Wistar Stakora teZine od 200-300 g, a izvedeni
su pokusi s potpunim prekidom cirkulacije kroz slezenu na nacin da je jednoj grupi u svakom
pokusu davan BPC 157 (10mg, 10 ng/kg) dok je druga grupa bila kontrola. Nakon toga su
slijedile makroskopske i mikroskopske analize rezultata.

Rezultati: Rezultati makroskopskih mjerenja prikazali su veliCine infarkciranih povrSina
slezene (30 minuta ishemije), a na mikroskopskim se preparatima (12,18 i 24 sata ishemije)
ocitavao postotak zdrave povrSine na 10 mikroskopskih vidnih polja. Razina signifikantnosti
je u svim pokusima bila na vrijednosti p<0.05. BPC 157 davan u obje doze singifikantno je
smanjio infarkcirano podrucje i povecao udio zdravih podrucja slezene u Stakora u kojih su
krvne Zile slezene bile ligirane.

Zaklju¢ak: BPC 157 djeluje terapijski na ishemicke lezije slezene Stakora i1 kao
preventiva nastanka i kao terapija razvijene lezije; L-NAME i L-arginin mijenjaju tijek
ishemickih lezija slezene; i BPC 157 terapijski djeluje i u uvjetima blokade NO sintetaze (L-
NAME) te aplikacije prekursora NO (L-arginina).
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8.0 ABSTRACT

Title: Therapeutic effect BPC 157 on ischemic lesion rat’s spleen with reperfusion effect

Mr. sc. Zeljko Jelinéi¢ dr. med., 2010.

Infarction of the spleen is a rare condition accompanied by serious comorbidity. In literature
protective and therapeutic effect of pentadecapaptid BPC 157 is well documented in many
pathological conditions including ischemia induced states. It is suggested that the model of
action of BPC 157 through the NO system.

Aim: The aim was to explore the therapeutic effect of BPC 157 on ischemic lesion of rat
spleen in early and late phase of their development and monitoring evolution of the lesion in
reperfusion. The effect of BPC 157 was compared with the effect of L-NAME and L-arginine
on equal tissue and in the same circumstances.

Material and methods: The material was Wistar rat females weight 200-300g and the trials
were carried out with the circulation cut off in the spleen in a way that in each trial a group
was given BPC 157 (10 pg, 10ng/kg i.p.), and the second group was control. After that
followed a macroscopic and microscopic analysis of results.

Results: The macroscopic measurements represented the value of the spleen’s infracted area
(30 minutes of ischemia) and microscopic preparation (12, 18 and 24 hours of ischemia) took
measurements of healthy area per 10 visual microscopic fields. In all trials p<0,005. BPC 157
given in both doses significantly decreased the infracted area and enlarged the percentage of
healthy spleen area in rats whose spleen’s blood vessels were ligated.

Conclusion: BPC 157 has an effect on ischemic lesion in rat spleena, as prevention of leasion
development and as therapy of an advanced lesion; L-NAME and L-arginine changes the
evolution of the ischemic lesion of the spleen; and BPC 157 has a therapeutic effect in
conditions of NO synthase blockade (L-NAME) and application NO precursor (L-arginine).
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