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Popis oznaka i kratica

NO

NOS

nNOS

eNOS

iINOS

L-NAME

dusik oksid

dusik oksid sintetaza

neuronalna dusik oksid sintetaza
endotelijalna dusik oksid sintetaza

inducibilna dusik oksid sintetaza

N-dusik-L-arginin-metilester

BPC 157 — Zeluc€ani pentadekapeptid BPC 157

1.p. — intraperitonealno

p.0. — per os, peroralno

FO — fizioloska otopina (0,9% NaCl)



1.0. UVODISVRHA RADA



1.1. Svrha rada

Cisteamin ima ulcerogeni u¢inak na sluznicu duodenuma i kolona (1-3), a nije poznat u¢inak
na sluznicu maternice. Shodno tome, odlucili smo ispitati utjecaj cisteamina na sluznicu
maternice te o¢ekujemo da ¢emo dobiti lezije koja ¢e nam posluziti za proucavanje ostecenja
sluznice maternice. Nakon oSte¢enja sluznice maternice mogu se pojaviti unutarmaterni¢ne
priraslice koje su znacajni problem u ginekologiji. U prethodnim istrazivanjima uvidjelo se da
pentadekapeptid BPC 157 inhibira lezije i duodenuma i kolona (1-3) te o¢ekujemo da ¢e imati
koristan ucinak i na maternicu. Isto tako, pentadekapeptid BPC 157 antagonizira ucinak
inhibicije NO-sustava (primjena blokatora NOS-a, L-NAME) i hiperstimulacije NO-sustava
(primjena substrata NOS-a, L-arginin) te ima znacajni ufinak na NO-sustav na modelima
razli¢itih lezija (4, 5). Stoga je vjerojatno da bi koristan ucinak BPC 157 na cisteaminske
lezije sluznice maternice bio takoder posredovan djelovanjem na inhibiciju NOS-a (primjena

blokatora NOS-a, L-NAME) 1 na hiperstimulaciju NO-sustava (substrat NOS-a, L-arginin).

Svrha ovog istrazivanja je pokazati da cisteamin osStecuje stijenku maternice i da BPC 157
inhibira nastajanje lezija i ubrzava cijeljenje ve¢ postojecih i da taj uéinak zavisi o NO-
sustavu. Nadalje ¢e se pokazati da BPC 157, ovisno o dozi, sprijeCava oSteCenje stijenke
maternice. Pokazat ¢e se i ucinak primjene blokade NO-sintetaze primjenom L-NAME i
ucinak primjene substrata za NO-sintetazu, L-arginina. Medudjelovanje L-NAME 1i/ili L-

arginina s pentadekapeptidom BPC 157 takoder je jedan od ciljeva ovog rada.

1.2. Pregled dosadasnjih spoznaja

Maternica je jedan od unutarnjih organa zenskog spolnog sustava. Anatomski i funkcionalno
razlikuju se: a) tijelo maternice b) materi¢ni tjesnac i1 ¢) vrat maternice, cilindri¢ni donji dio s

donjim krajem koji se izbocuje u rodnicu.

Sluznica maternice ili endometrij oblaze Supljinu tijela maternice. Graden je od bazalnog

.....

superficijalni ili kompaktni sloj te duboki ili spongiozni sloj. Sluznica maternice sastoji se od



epitela, vezivnog sloja i zlijezda. Epitel je jednoslojan i ¢ine ga cilindri¢ne stanice. Vezivni
sloj ¢ini oskudna mreza vezivnih vlakana izmedu zljezdanih vodova gdje se nalazi mnostvo
vezivnih stanica, fibroblasta i limfocita. Materni¢ne Zzlijezde mnogobrojne su i cjevaste
tvorbe, a Cine ih stanice koje se nalaze 1 na povrSini sluznice. Iz bazalnog sloja, koji u
normalnim uvjetima ne reagira na hormone, obnavlja se endometralna sluznica nakon
menstruacije. Funkcionalni sloj izrazito je podlozan hormonalnim podrazajima i tijekom

reproduktivne dobi se ciklicki ljusti i obnavlja (6).

Menstruacijski ciklus podijeljen je ovulacijom u dvije faze: proliferacijsku i1 sekrecijsku.
Proliferacijsku fazu (preovulacijska, folikularna) obiljezava proliferacija Zlijezda, strome te
endotelnih stanica vaskularnih prostora, a pod utjecajem je estrogena. U ranoj proliferacijskoj
fazi (peti do sedmi dan ciklusa), jednostavne tubularne zlijezde oblozene kubi¢nim do niskim
cilindriénim epitelom s malenim jezgrama koje su okruzene gustom stromom gradenom od
sitnih vretenastih stanica, postaju voluminoznije i izvijuganije s visokim -cilindriénim
epitelom i rahlom stromom. U srednjoj proliferacijskoj fazi (osmi do deseti dan ciklusa),
izrazena je mitoticka aktivnost epitela i strome, dok su u kasnoj proliferacijskoj fazi (11. do
14. dan ciklusa) Zlijjezde izvijugane, a epitel pseudoslojevit, s velikim jezgrama, brojnim

mitozama, te gustom stromom, krupnijih stanica (6).

Sekrecijska faza (postovulacijska ili luteinska) pod utjecajem je progesterona iz Zutog tijela
jajnika. Morfoloske promjene u ovoj su fazi specifi¢ne te je moguée odrediti dan ciklusa uz
odstupanje od jedan do dva dana. Nakon ovulacije (14. do 15. dan) morfoloski se endometrij
ne razlikuje od onog u kasnoj proliferacijskoj fazi ciklusa. Zatim se javljaju bazalne vakuole u
oko polovice stanica zljezdanog epitela funkcionalnog sloja. Inae, epitel je visok,
pseudoslojevit, a zZlijezde su pojacano izvijugane (16. dan), odnosno jezgre su potisnute prema
lumenu Zlijezda, zaokruZene i mjehuraste (17. dan, da bi 18. dan bile smjeStene bazalno s
izrazenom vakuolizacijom iznad njih te pocetnom sekrecijom - 19. dan), odnosno jasno
izrazenom sekrecijom u lumen Zlijjezda (20. dan), s «nagrizenim» rubom stanica prema
lumenu (21. dan). Nakon toga, izrazen je jak edem strome (22. dan) s pocetnom
diferencijacijom stanica strome u velike predecidualne stanice i endometrijske granulocite
(22. dan), odnosno diferencijacija stromalnih stanica ispod epitela povrSine u predecidualne
stanice, dok se u endometralnim granulocitima primjecuju floksifilna granula (24. dan). U
cijelom podru¢ju zone kompaktne stanice strome su predecidualno promijenjene (25. dan),

jasno se dijeli funkcionalni sloj u kompaktu i spongiozu s pocetnim kolapsom zlijezda (26.



dan). Uz kolaps Zlijjezda javljaju se 1 ZariSta nekroze i krvarenja (27. dan) te disocijacija

stanica strome, izrazita hemoragija i nekroza (28. dan) (6).

1.2.1. Unutarmaternicne priraslice

Unutarmaterni¢ne priraslice prvi je opisao Fritsch 1894. godine (7). Asherman je 1948.
godine u nekoliko radova opisao ucestalost, etiologiju i1 simptome unutarmaterni¢nih
priraslica pa se od tada upotrebljava termin Ashermanov sindrom da bi se opisala ta bolest.
Originalna definicija Ashermanova sindroma je prisustvo unutarmaterni¢nih priraslica u
dijelu maternice ili kompletna obliteracija Supljine maternice i/ili cervikalnog kanala
prouzrocena traumom endometrija, a za posljedicu ima neuredno menstrualno krvarenje,

neplodnost 1 ponovljene gubitke trudnoce (8-10).

Pojam unutarmaterni¢nih priraslica ukljucuje stvaranje fibroznog tkiva koje moze rezultirati
stvaranjem fibroznih priraslica izmedu zidova stjenke maternice. Medutim, sama fibroza bez
stvaranja unutarmaterni¢nih priraslica moze biti jo§ jedan aspekt iste bolesti. Fibroza moze
biti blaga i povrSinska ili jaka i duboka, koja prodire i do miSi¢nog sloja, ali bez stvaranja

priraslica izmedu dva zida maternice.

Histoloski Ashermanov sindrom je stanje u kojem endometrij postaje fibrozan. Endometralna
stroma uglavnom je zamijenjena fibroznim tkivom, a zlijezde su obloZene neaktivnim
kubi¢nim i cilindri¢nim epitelom. Razlika izmedu funkcionalnog i bazalnog sloja endometrija
se izgubila 1 funkcionalni sloj je zamijenjen jednoslojnim epitelom koji ne odgovara na

hormonsku stimulaciju (11).



1.2.1.1. Klasifikacija unutarmaterni¢nih priraslica

Da bi se mogao procijeniti opseg priraslica, odrediti najprikladnije lijeCenje i predvidjeti

rezultate lijeCenja, potrebna je pravilna klasifikacija bolesti.

Godine 1988. Ameri¢ko druStvo za neplodnost razvilo je objektivan sustav bodovanja za
klasifikaciju unutarmaterni¢nih priraslica u korelaciji s menstrualnim krvarenjem,

histeroskopskim i histerosalpingografskim nalazom (Tablica 1.).

Tablica 1. Klasifikacija unutarmaterni¢nih priraslica, 1988. Americko drustvo za neplodnost

KLASIFIKACIJA UNUTARMATERNICNIH PRIRASLICA, 1988.

AMERICKO DRUSTVO ZA NEPLODNOST

Veli¢ina priraslica <1/3 1/3-2/3 >2/3
(prema Supljini
) 1 2 3

maternice)

Vrsta priraslica tanke tanke do guste | guste
1 2 4

Menstruacija normalna oskudna izostala
1 2 4

STUPANIJ I Blagi (1-4)

STUPANJ II Umjereni (5-8)

STUPANJ 111 Jaki (9-12)




S druge strane, Europsko drusStvo za histeroskopiju i Europsko druStvo za ginekoloSku
endoskopiju usvojilo je klasifikaciju Histeroskopskog centra u Nizozemskoj (Tablica 2.),

(12).

Tablica 2. Klasifikacija unutarmaterni¢nih priraslica, 1995. Europsko drustvo za ginekolosku

endoskopiju, Europsko drustvo za histeroskopiju

KLASIFIKACIJA UNUTARMATERNICNIH PRIRASLICA, 1995,
EUROPSKO DRUSTVO ZA GINEKOLOSKU ENDOSKOPIJU,

EUROPSKO DRUSTVO ZA HISTEROSKOPIJU

TIP Opseg unutarmaterni¢nih priraslica

I Tanke priraslice

Mogu se rijesiti samo histeroskopom

Uredna tubarna u$c¢a

II Guste priraslice
Priraslice povezuju zidove materni¢ne Supljine
Moguca vizualizacija oba tubarna usca

Ne mogu se rijesiti samo histeroskopom

Ila Priraslice samo u podrué¢ju unutarnjeg us¢a maternice

Supljina maternice uredna

I Visestruke guste priraslice

Povezuju odvojena podrucja materni¢ne Supljine




Zatvoreno jedno tubarno usce

v Ekstenzivne guste priraslice s djelomi¢nim zatvaranjem maternic¢ne
Supljine

Va Ekstenzivna endometralna fibroza u kombinaciji s Tipl ili Tip 2
priraslicama

Izostala ili oslabljena menstruacija

Vb FEkstenzivna endometralna fibroza

Tip 3 ili Tip 4 priraslice i izostanak menstruacije

Obje klasifikacije su vrlo temeljite, ali su prili¢no sloZene i komplicirane za svakodnevnu
upotrebu. U novije vrijeme poboljSava se sustav klasifikacija, jer se u obzir uzimaju i klinicki

simptomi, histeroskopski nalazi, ali i reproduktivno zdravlje (13).

1.2.1.2. Etiologija

Unutarmaterni¢na oSte¢enja mogu dovesti do stvaranja unutarmaterni¢nih priraslica. Oko 90
posto unutarmaterni¢nih priraslica nastaje kao posljedica kiretaza materista zbog komplikacija
u trudno¢i kao $to su zadrzani ili nekompletni pobacaj (14), zaostalo tkivo posteljice (15),

postporodajna krvarenje (16).

Schenker 1 Margalioth pregledali su 1856 slucajeva Ashermanova sindroma (17) i ustanovili
da je trudnoca bila dominantni predisponirajuci ¢imbenik u 90,8 % slucajeva, 1 to u 66,7 %
slucajeva Ashermanov sindrom se javio zbog kiretaza nakon pobacaja, a u 21,5 % nakon

postporodajnih kiretaza, u 2 % nakon carskog reza i 0,6 % nakon mole.

Ostecenja maternice 1 izvan trudnoce takoder mogu dovesti do pojave priraslica. Na prvom
mjestu su dijagnosticke kiretaze (17), zatim histeroskopske operacije mioma, polipa i septuma

maternice (18).



Infekcija takoder moze biti uzrok unutarmaterni¢nih priraslica, iako su stavovi istrazivaca
razli¢iti. Neki autori smatraju infekciju glavnim razlogom nastanka unutarmaterni¢nih
priraslica, i to posebice kroni¢ne i subakutne upale maternice (19-21), dok drugi smatraju da

ista ne igra znacajnu ulogu u stvaranja priraslica (22).

Pretpostavlja se da upalni proces zajedno s traumom sluznice maternice dovodi do stvaranja

priraslica (23, 24).

1.2.1.3. Simptomatologija

S obzirom na sve gore navedeno, oSte¢enje maternice kao trajnu posljedicu moze imati
poremecaj menstruacije u vidu oslabljene menstruacije ili izostanka menstruacije, ponovljene

gubitke trudnoce 1 kona¢no neplodnost (17, 25).

Menstrualni poremecaji u obliku oskudne menstruacije 1 izostanak menstruacije i dalje je
najucestalija klinicka znacajka povezana s unutarmaterni¢nim priraslicama. Ponovljeni gubitci
trudnoca jo§ su jedan od simptoma unutarmaterni¢nih priraslica. lako teSki stupanj
unutarmaterni¢nih priraslica uzrokuje opstrukciju maternicne Supljine i u konacnici
neplodnost, blazi stupanj unutarmaterni¢nih priraslica moze biti povezano s ponovljenim
gubitcima trudnoca. U moguce etioloske ¢imbenike za ponovljene gubitke trudno¢a mozemo
ukljuciti stezanje materni¢ne Supljine zbog unutarmaterni¢nih priraslica, smanjenje povrsina
normalnog endometralnog tkiva koji je potreban za implantaciju i razvoj posteljice i

nedostatna prokrvljenost endometralnog tkiva kao posljedice fibroze endometrija (25).

Jo$ jedan simptom unutarmaterni¢nih priraslica je neplodnost. Smatra se da je temeljni
mehanizam neplodnosti zbog unutarmaterni¢nih priraslica opstrukcija koja moze biti u
podrucju vrata maternice, u podrucju tubarnih us¢a i u Supljini maternice. Sve to za posljedicu
moze imati oslabljenu migraciju spermija, smanjenu migraciju embrija u Supljinu maternice te

loSu implantaciju embrija zbog slabe receptivnosti endometrija (26).



1.2.1.4. Dijagnostika

Histerosalpingografija je jednostavna metoda probira za unutarmaternicne priraslice,
poglavito u neplodnih pacijenata, zbog dodatne informacije koje se mogu dobiti o prohodnosti
jajovoda, ali ima i niz nedostataka. Prvo, ona ne moze otkriti samu endometralnu fibrozu kao
u slucajevima kad je sama fibroza prisutna, a priraslica nema te ima visoku stopu lazno

pozitivnih rezultata (27-29).

Transvaginalni ultrazvuk je neinvazivna metoda koja se upotrebljava u rutinskoj praksi.
Ultrazvukom mozemo procijeniti razvoj endometrija, mozemo identificirati podrucja
kalcifikacije unutar endometrija, kao i hiperehogena podrucja koja mogu biti znak gustih

priraslica. Medutim, senzitivnost tranvaginalnog ultrazvuka je oko 52 % (30).

Sonohisterografija u odnosu na histerosalpingografiju i transvaginalni ultrazvuk pokazala se

tocnija u otkrivanju unutarmaterni¢nih priraslica, sa sentitivnos$¢u oko 75 % (29).

1.2.1.5. LijeCenje

Histeroskopska kirurgija je zlatni standard u lijeCenju unutarmaterni¢nih priraslica. Ona
omogucuje direktan pogled u Supljinu maternice, a prednost joj je to Sto se danas moze
izvoditi i ambulantno. Direktan pogled na priraslice pod veéim povecanjem omogucuje
precizan 1 siguran tretman. Kada su priraslice tanke, i samo Sirenje maternice moze biti
dovoljno da se priraslice razrijese (31). Ipak, lijeCenje teskih i gustih priraslica ostaje veci
izazov. U tim slucajevima, Supljina moze biti potpuno srastena ili preuska da bi zahvat uopce

bilo moguce izvesti.

U vecini slucajeva, razrjeSavanje priraslica se moze uciniti uz pomo¢ histeroskopskih Skara.
Opcéenito, tanke i centralno smjeStene priraslice treba uvijek prve ukloniti, a &vrste i
marginalne priraslice treba odstranjivati pazljivo radi ve¢e mogucnosti perforacije maternice.
Histeroskopskim Skarama ili hladnom nozu uvijek dajemo prednost u odnosu na druge
metode, laser ili struja, jer bi se na taj nacin trebalo sprijeciti toplinsko oSte¢enje preostalog

endometrija i smanjiti stopa perforacija tijekom postupka (32, 33).



Histeroskopsko lije€enje unutarmaterni¢nih priraslica nudi dobre rezultate 1 rijeSava
menstrualne poremecaje u vecini slucajeva (34). Podaci koji se odnose na reproduktivni ishod
u ve¢inom su rezultat nerandomiziranih studija. Plodnost nakon histeroskopskog lijecenja

priraslica ovisi o tezini priraslica i ponovnom javljanju istih nakon zahvata (35, 36).

1.2.1.6. Prevencija recidiva

Kao $to je ve¢ spomenuto, povratak priraslica nakon operacije je jedan od najvaznijih faktora
koji mogu ometati reproduktivni ishod. Povratak priraslica je znatno ¢e$¢i u onim slucajevima

kada su priraslice bile jace 1 gusce (36, 37).
Predlozeno je nekoliko metoda za sprjecavanje povratka unutarmaterni¢nih priraslica.

Jedna od metoda je postavljanje unutarmaternicnog uloska, no postotak recidiva je i dalje
veliki (38, 39), ali su priraslice obi¢no tanje i njeznije (40). Upotreba unutarmaterni¢nih
ulozaka kako bi se sprijecilo ponovno stvaranje priraslica nakon zahvata bio je jedan od prvih

pokusaja dokumentiranih u literaturi (41).

Unutarmaternic¢ni balon je takoder opisan kao metoda za mehanic¢ko sprije€avanje ponovnih
stvaranja priraslica nakon uklanjanja istih s dobrim rezultatima (42). To je silikonski balon,
trokutastog oblika koji se uklapa u oblik Supljine maternice. U jednom radu pokazani su dobri
rezultati glede stope trudnoée od 61,6 % i spontanih pobacaja od 15,6 %, nakon upotrebe

unutarmaterni¢nog balona nakon uklanjanja priraslica (42).

Hijaluronska kiselina je jedna od najraSirenijih tvari u ljudskom tkivu i1 ukljucena je u mnoge
bioloske funkcije, kao S§to su mehani¢ka potpora, migracija i proliferacija stanica. U
posljednjih nekoliko desetljeca, proizvodi od hijaluronske kiseline upotrebljavaju se nakon
ginekoloskih operacije kako bi se sprijecilo nastajanje i intraperitonealnih i unutarmaterni¢nih
priraslica (43-45). Mehanizam po kojem se ovi proizvodi djeluju nije do kraja razjaSnjen.
Hijaluronska kiselina stvara privremenu barijeru izmedu organa koji mehanicki prijeci
stvaranje priraslica, a osim toga, ovi proizvodi utjecu na popravak tkiva povecanjem brzine

proliferacije stanica mesotela (46).

Kako bi se obnovio endometrij, viSe autora je predlozilo hormonsku terapiju (31, 47).

Predlozeni su razliciti tretmani, ali ne postoji konsenzus o vremenu upotrebe (prije operacije
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1/ili poslije operacije) i vrsti terapije (estradiol ili kombinacija estradiola 1 progesterona).
Glavna ideja je brza regeneracija endometrija odmah nakon operacije sa svrhom sprijecavanja

nastanka novih priraslica.

Upotreba sildenafil citrata intravaginalno jedna je od metoda farmakoloSkog lijeenja debljine
endometrija. Ovaj lijek je specificni inhibitor fosfodiesteraze koji pojacava vazodilatatorni
ucinak dusikovog oksida Cije su izoforme sintetaze takoder pronadene u maternici (48).
Sildenafil citrat u kombinaciji s estradiolom poboljsava prokrvljenost endometrija i njegovu

debljinu (49).

Nijedna od ovih metoda ne daje dovoljno dobre rezultate u prevenciji i lijeCenju oStecenja
sluznice maternice. Stoga je intencija ovog rada da ispita jedan famakoloski pripravak koji bi

mogao pomoci u rjeSavanju ovog problema.
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1.2.2. Cisteamin

Cisteamin ima ulcerogeni u¢inak na sluznicu duodenuma i kolona. Prethodne studije koje su
se oslanjale na Robertov koncept citoprotekcije (50-53), kao i na cisteaminska istrazivanja (3,
54), predlozen je model citotoksi¢nog ostecenja (1-3, 54-56) koji se pokazao posebnim u
odnosu na ostale, jer izravno uzrokuje oste¢enje sluznice, neovisno o zelucanoj sekreciji (57),
za koju se dugo smatralo da je izvorna noksa za oSteCenje sluznice probavnog sustava. U
pocetku je koristen kao ulcerogeni model za indukciju duodenalnog ulkusa (2, 3), no ubrzo se
na temelju tih rezultata pretpostavilo kako bi on mogao djelovati ulcerogeno i na sluznicu
ostalih segmenata gastrointestinalnog sustava (2), izmedu ostalih i na sluznicu debelog crijeva

(3), sto je 1 dokazano.

Shodno gore navedenim djelovanjima, odlucili smo ispitati djelovanje cisteamina na sluznicu

maternice Stakora.

1.2.3. Pentadekapeptid BPC 157
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Slika 1. Pentadekapeptid BPC 157

Pentadekapeptid BPC 157 (GEPPPGKPADDAGLV) jest sekvenca proteina BPC izoliranog
iz ZeluCanog soka, sintetski proizveden sa 99-postotnom ¢isto¢om postignutom visokotlaénom
teku¢om kromatografijom (Slika 1.). Odlikuje se topljivos¢u u vodi 1 fizioloSkoj otopini pri
pH 7.0, koji djeluje sam bez nosaca pa se po tome razlikuje od standarnih peptida, u rasponu
od nanogramske do mikrogramske doze. Djelovanje pentadekapeptida BPC 157 nije
ograni¢eno isklju¢ivo na lokalnu primjenu, ve¢ je brojnim eksperimentalnim modelima
pokazan i potvrden ucinak i pri sistemskoj primjeni. U ispitivanjima toksi¢nosti nije pronaden
toksicni ucinak, te do sada nisu utvrdene nuspojave vezane uz primjenu pentadekapeptida

BPC 157 (58, 59).

BPC 157 se pokazao uspjeSan u terapiji upalne bolesti crijeva (PL-10, PLD-116, PL 14736,
Pliva) (58, 59) i u cijeljenju rana (60, 61). U organizmu pokazuje organoprotektivnu
aktivnost. Istrazivanja su pokazala citoprotektivan u¢inak BPC 157 na sluznicu Zeluca Stakora
izlozenu o$teéenjima npr. alkoholom i nesteroidnim protuupalnim lijekovima (62, 63).
Pokazao se ucinkovitim u cijeljenju ileo-ilealnih (50), jejuno-ilealnih anastomoza nakon

resekcije ¥ tanakog crijeva (64) te kolon-kolon anastomoza (65).

Pentadekapeptid BPC 157 pokazao se ucinkovitim i u cijeljenju lezija cisteaminom
induciranog kolitisa, pri ¢emu je morfoloSkom evaluacijom makroskopski i mikroskopski
verificirano smanjenje broja i povrSine lezija sluznice debelog crijeva (3, 54). U¢inak BPC
157 kao moguceg organoprotektivnog medijatora zapaZen je u brojnim studijama koje su
istrazivale farmakodinamicke ucinke BPC 157 na razli¢itim modelima oSte¢enja tkiva 1
organa. Posebice, BPC 157 antagonizira cisteaminske lezije na duodenumu ( 1, 2, 54) i nakon
gastrektomije 1 nakon salivariektomije. Isto tako, BPC 157 antagonizira i cisteaminom

izazvane lezije kolona i u akutnoj 1 kroni¢noj primjeni (3, 54).

Za ovaj je pentadekapeptid nedavno dokazano da potice ekspresiju erg-1 gena (early growth
response gene-1) te njegovog represora nab-2 (nerve growth factor 1-A binding protein-2) u
Caco-2 stanicama. Erg-1 inducira stvaranje citokina i faktora rasta te formaciju ranog

ekstracelularnog matriksa te posljedi¢no tome djeluje pozitivno na cijeljenje rana (66).

Kod prekomjerne doze paracetamola, inducirana je progresivna hepaticka encefalopatija s
generaliziranim konvulzijama u Stakora. BPC 157 bio je u€inkovit i u nanogramskoj i

mikrogramskoj dozi i profilakticki i terapijski. Oba u¢inka impliciraju da je BPC 157 vrlo
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ucinkovit paracetamolski antidot ¢ak i1 kod uznapredovalih oSte¢enja uzrokovanih aplikacijom

prekomjerne doze paracetamola (67).

Kombinirana gastrointestinalna, jetrena i mozdana toksi¢nost inducirana diklofenakom u
Stakora dovela je do ozbiljnih zelu€anih, intestinalnih i jetrenih lezija s poviSenim serumskim
vrijednostima bilirubina, AST-a 1 ALT-a te hepatickom komom. BPC 157 bio je i ovdje vrlo
ucinkovit, djelujudi kao antidot diklofenaku (62). Kod akutnog pankreatitisa, pokazan je
pozitivan utjecaj BPC-a 157 na razvoj zelucanih i duodenalnih lezija kod Stakora s ligaturom

zucovoda u predtretmanu i posttretmanu (68).

S obzirom na sve gore navedeno, pokazano je da pentadekapeptid BPC 157 pozitivno djeluje
na mnoge organske sustave. Djelovanje BPC 157 na sluznicu maternice jos nije pokazano te

stoga ova disertacija to prvi puta prikazuje.

14



1.2.4. Sustav dusik oksida

Dusik oksid se stvara u tkivima iz L-arginina putem dusik oksid sintetaze (NOS). Postoje tri
izoforme dusSik oksidaze: neuronalna (nNOS), endotelijalna (eNOS) i1 inducibilna (iNOS).
eNOS primarno je smjesStena na membrani endotelnih stanica krvnih zila te u trombocitima i
nekim ziv€anim stanicama mozga. nNOS primarno je smjeStena u citosolu ziv€anih stanica
srediSnjeg 1 perifernog Ziv€anog sustava. iNOS sintetiziraju makrofazi i leukociti aktivirani
vanjskim ¢imbenicima, kao §to su endoksini bakterija, medijatori upale 1 razliciti citokini.
nNOS i eNOS su odgovorne za sintezu NO u fizioloskim uvjetima, dok je iNOS odgovorna za

sintezu NO u patofizioloskim stanjima poput upale (69, 70).

NO se mozZe stvarati i neovisno o NOS, npr. putem ksantin oksidaze u hipoksi¢nim uvjetima
redukcijom nitrata (NO3-) u nitrite (NO2-), zatim unosom nitrata hranom, redukcijom u usnoj
Supljini putem bakterijske reduktaze, te na kraju, anaerobne bakterije stvaraju NO u crijevima
koriste¢i nitrite i nitrate kao supstrat. L-NAME inhibira NOS, dok je supstrat NOS-a, L-
arginin (71).

Pokazano je da NO ima kljuénu ulogu u brojnim fizioloskim, ali 1 patoloskim procesima.
Kontinuirano stvaranje NO-a u endotelnim stanicama krvnih Zila dovodi do relaksacije
glatkih miSiénih stanica stjenke krvnih zila i vazodilatacije te se NO smatra jednim od

najvaznijih regulatora tonusa krvnih zila (72).

Takoder je pokazano da NO inhibira agregaciju trombocita te 1 na taj nacin sudjeluje u
regulaciji protoka krvi (73). Nadalje, duSikov monoksid je vazan neurotransmiter u
perifernom zivéanom sustavu. Nalazimo ga u Zivcima gastrointestinalnog i urogenitalnog
sustava gdje sudjeluje u regulaciji motiliteta. U srediSnjem zivéanom sustavu NO takoder ima

ulogu neurotransmitera te sudjeluje u procesima pamcenja i regulacije boli (74).

Aktivacija imunosnog sustava, posebno makrofaga, za posljedicu ima stvaranje velikih
koli¢ine NO-a nuznog za obranu organizma od razli¢itih patogenih uzro¢nika. Takoder je
potrebno istaknuti sredi$nju ulogu dusikova oksida u septickom Soku, a ne treba zaboraviti ni

ulogu NO-a, odnosno njegovih metabolita kao slobodnih radikala (75, 76).

U trudno¢i je NO vaZzan za inhibiciju kontraktilnosti miSi¢a maternice, regulaciju protoka krvi

kroz posteljicu kao i protoka krvi fetusa (77).
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NOS je opisana u endometriju brojnih vrsta, sugeriraju¢i da NO moZe biti ukljucen u funkciju
endometrija. U ljudskom endometriju, eNOS i iNOS su nadeni u zljezdanom epitelu sluznice
maternice. Smatra se da NO sudjeluje u pokretanju i kontroli menstrualnog krvarenja.
Nadalje, NO igra vaznu ulogu u inhibiciji agregacije trombocita u endometriju za vrijeme

menstrualne hemostaze. NO u maternici moze smanjiti miometrijsku kontraktilnost (78).

Hipoteza, da BPC 157 (budué¢i da se konstitutivno stvara u zelucanoj sluznici, da je stabilan u
zelu¢anom soku), ima jedan Siroki uc€inak, da uspjesno kompetira i s analozima L-argininina
(npr. L-NAME) i s L-argininom i da taj uc¢inak ima odredeno fiziolosko znacenje (stvaranje
NO-a), kasnije je prakticki potvrdena. Njegovi dobrobitni ucinci koji ilustiraju medusobnu
povezanost (s primjenom L-arginin/L-NAME, samostalno ili zajedno) potvrdeni su u
zelucanoj sluznici i protekeiji mukoze nakon alkoholnih lezija i kod regulacije krvnog tlaka
(4), kod kardiovaskularnih poremecaja 1 kronicnom sréanom zatajenju (79), pluénoj
hipertenziji (80), aritmijama (81), kod poremecaja nakon hipokalemije (82) 1 hiperkalijemije
(83) 1 konac¢no u kompleksnoj nemoguénosti cijeljenja, dokazanoj s cijeljenjem fistula,
kolokutane (5) i ezofagokutane (84). Ostaje, medutim, za pokazati kako prednost potencijalne
modulacije NO-sustava (primjerice, uc¢inak na eNOS-gen) moze biti prebacena u klinicku

primjenu.
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2.0. Hipoteza

Cisteamin izaziva oStecenje stijenka maternice, a BPC 157 primijenjen parenteralno i
peroralno inhibira nastajanje lezija i ubrzava cijeljenje ve¢ postojecih, sto je posredovano NO-

sustavom.

3.0. Ciljevirada

3.1.  Opéi cilj

Pokazati da cisteamin oStecuje stijenku maternice i da BPC 157 inhibira nastajanje tih lezija i

ubrzava cijeljenje ve¢ postojecih. Pokazati da taj ucinak zavisi o NO-sustavu.
3.2. Specifi¢ni ciljevi

Pokazati da BPC 157 ovisno o dozi sprijeCava osStecenje stijenke maternice. Pokazati u¢inak
primjene blokade NO-sintetaze primjenom L-NAME te u¢inak primjene substrata za NO-
sintetazu,  L-arginina. = Pokazati medudjelovanje = L-NAME i/ili L-arginina s

pentadekapeptidom BPC 157.
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4.0. Materijali i metode
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4.1. Eksperimentalne Zivotinje

Ovo istrazivanje je odobreno od Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu. Provedeno je na 225 zenki Wistar soja Stakora, tjelesne mase 200-220g (vidi Tablicu
3). Zivotinje su bile smjestene u vivarij, dobivale su vodu i hranu ad libitum, u kontoliranim
laboratrijskim uvjetima temperature i vlaznosti zraka te 12-satnim ciklusom svjetla i tame.
Prije pokusa zivotinje su bile uskladene u menstralnom ciklusu (diestrus) te randomizirane u

skupine po pet zivotinja.

Tablica 3. Prikaz zZivotinja po skupinama. Svaka grupa od pet Zivotinja je dobila cisteamin u
oba roga uterusa. Nakon toga svaka pojedina grupa je dobila odredenu medikamentoznu

terapiju navedenu u tablici. U¢inak se utvrdivao nakon dva sata, tri i sedam dana.

MEDIKACIJA Utvrdivanje u€inka nakon Zrtvovanja
2h 3d 7d
0,9%NaCl Sml/kg ip 5 5 5
CISTEAMIN BPC 157 10 pg/kg ip 5 5 5
40mg/0,5ml/rog
maternice BPC 157 10 ng/kg ip 5 5 5
12ml/stakor/dan H20 po 5 5 5
BPC 157 10 pg/kg po 5 5 5
BPC 157 10 ng/kg po 5 5 5
L-NAME 5mg/kg ip 5 5 5
L-arginin 100mg/kg ip 5 5 5
L-NAME 5mg/kg ip+L- 5 5 5
arginin 100 mg/kg ip
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L-NAME 5mg/kg ip+ BPC
157 10 pg/kg ip

L-arginin 100mg/kg ip+ BPC
157 10 pg/kg ip

L-NAME 5mg/kg ip+L-
arginin 100 mg/kg ip + BPC
157 10 pg/kg ip

0,9%NaCl
Sml/kg ip

BPC 157
10 pg/kg ip

BPC 157
10 ng/kg ip

12ml/Stakor
/dan H20po

BPC 157
10 pg/kg po

BPC 157
10 ng/kg po
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4.2. Lijekovi

U istrazivanju su se koristili pentadekapetid 157 (GEPPPGKPADDAGLYV)(Diagen,
Ljubljana, Slovenija) 99% (HPLC) Cistoce, otopljen u fizioloskoj otopini NaCl, prema ranije
etabliranim protokolima. Pentadekapeptid BPC 157 je aktivni dio proteina BPC 157 primarno
izoliranog iz ljudskog Zeluanog soka, stabilan je otopljen u vodi i u fizioloskoj otopini pri pH

7,0.

Koristili smo esencijalnu amonokiselinu L-arginin koja je prekursor NO-a, te NG-nitro-L-
arginin-metil ester (L-NAME), inhibitor sinteze NO 1 cisteamin. Sve supstance kupljene su

kod Sigma Chemical Co (St Louis, MO, USA).

U cijelom eksperimentu za uvodenje zivotinja u opéu anesteziju koristili smo ketamin
(Ketamine 0,5-4mg/kg i.p., Ketanest, Parke-Davis GmbH, Berlin,Njemacka) te diazepam
(Normabel 0,04-0,2mg/kg i.p., Belupo, Ludbreg, Hrvatska). Kontrolne skupine tretirali smo
fizioloSkom otopinom (5ml/kg), primijenjenom intraperitonealno te u drugoj skupini
peroralno. Postoperacijska analgezija provodila se primjenom ketoprofena Smg/kg s.c.,
najmanje jednom dnevno, a prema potrebi i viSe puta dnevno. Po isteku pojedinog
eksperimentalnog perioda Zivotinje su se zrtvovale, prema utvrdenim standardima sukladno
odredbama Etickog kodeksa o laboratorijskim Zivotinjama, Zakonom o zastiti Zivotinja (NN
135/06), Zakonom o izmjenama i dopunama Zakona o zastiti zivotinja (NN37/13) kao i

Pravilnika o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13).

4.3. [Eksperimentalni protokol

U kratkotrajnoj op¢oj anesteziji (ketamin 20mg/kg i.p.), uz premedikaciju diazepamom
(Apaurin 6mg/kg i.p.), nakon brijanja, pranja i dezinfekcije koze trbuha 10-postotnom
otopinom povidon jodida (Betadine; Purdue Frederick, Norwalk, CT, USA), medijalnim
uzduznim rezom oko tri centimetra otvorili smo trbusnu Supljinu. Prikazali smo maternicu te
smo cisteamin primjenili u proksimalne dijelove oba roga maternice, u dozi od 400mg/kg, tj.

40mg u volumenu od 0,5ml destilirane vode u svaki od dva roga maternice.
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Po zahvatu Zivotinje su grijane, promatrane i prevrtane od strane na stranu dok ne uspostave
stabilnu sternalnu rekumbenciju, kada su vracene u vivarij. Hranu i vodu dobivale su ad
libitum. Jednom dnevno Zzivotinje su bile analgizirane (ketoprofen, Knavon, Belupo,
Hrvatska; Smg/kg s.c.). Medikacija je ukljucivala pentadekapeptid BPC 157 10pg/kg 1 10
ng/kg po danu i to i.p., 1xdan, odnosno u piju¢oj vodi, peroralno (12ml/stakor/dan; 0,16pg/ml
ili 0,16ng/ml); L-NAME 5mg/kg, i.p., Ixdan, L-arginin 100mg/kg, i.p., 1xdan, primijenjenih
samostalno i/ili u kombinacijama, a kontrolne zivotinje su primale jednaki volumen fizioloske
otopine (5ml/kg) intraperitonealno, ili samo pijuéu vodu (12ml/dan). Primjena BPC 157 je
bila neposredno nakon cisteamina ili kod ve¢ formiranih lezija nakon dva sata, a L-NAME 1
L-arginin je davan neposredno nakon cisteamina. Zadnja doza BPC 157 je bila 24 sata prije

zrtvovanja. Doze i na¢in primjene su odabrane shodno prethodnim radovima (4).

Zivotinje su bile zrtvovane nakon dva sata, tri dana i sedam dana po primjeni cisteamina.
Ucinila se relaparotomija na mjestu oziljka, otvorila se trbuSna Supljina te je prikazana
maternica. Nakon toga je maternice u cijelosti odstranjena, a ucinak se utvrdivao

makroskopski 1 mikroskopski.

4.4. Makroskopija

Nakon zrtvovanja zivotinja ucinili smo evaluaciju makroskopskih lezija. Procijenjivali smo
ostecenje stijenke maternice temeljem intenziteta krvarenja 1 postotaka povrSine zahvaéene
krvarenjem. Intenzitet krvarenja smo procijenjivali semikvantitativno (0-nema, 1-slabo, 2-
srednje 1 3-jako), a krvarenjem zahvacenu povrSinu smo prikazali kao postotak povrSine

zahvacene krvarenjem u odnosu na ukupnu povrsinu maternice oba roga.
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4.5. Histoloska analiza

Za histoloSku analizu maternicu smo fiksirali u cijelosti, rastegnuli na stiroporskoj podlozi u
10% neutralnom formalinu. Vrijeme fiksacije je bilo izmedu 24 i 48 sati. Nakon toga smo
preuzeli po tri poluserijska popre¢na uzorka iz podrucja makroskopski vidljivog krvarenja, a u
slucaju kad nije bilo makroskopski vidljivih promjena, tri poluserijska uzorka u razmacima od
1 cm. Uzorci su standardnim postupcima uklopljeni u parafin, rezani i bojeni hemalaon-

eozinom.

Histoloski se procijenjivalo: a) stupanj nekroze stijenke maternice (0 - nema, 1 - < 1/2
debljine stijenke maternice, 2 - > 1/2 debljina stijenke maternice); b) stupanj regeneracije (0 -
nema, 1 - fokalno < 1/2 debljine, 2 - cirkumferencija < 1/2 debljine, 3 - fokalno > 1/2 debljine,
4 - cirkumferencija > 1/2 debljine). Za analizu se koristio program ISSA-VAMSTEC

Software Company-Zagreb.

4.6. StatistiCka analiza

Za statistiCku analizu koristio se program Statistica 7.0., StatSoft Inc.Tulsa, Oklahoma, USA.
Rezultati su testirani na normalnost distribucije Kolmogorov Smirnov testovima, a ovisno o
rezultatima distribucije, koristili su se parametrijski testovi ANOVA te post hoc Newman
Keuls test ili neparametrijski testovi Kruskal-Wallis i Mann-Whitney U test. Za usporedbu
frekvencija koriSten je Fisherov test, a rezultati su prezentirani kao minimum, medijan i
maksimum (Min/Med/Maks), tabli¢no 1 graficki. Statisticka znaCajnost se smatrala kada je

p<0,05.
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5.0. Rezultati
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5.1. Rana primjena terapije

5.1.1. Ostecenje stijenke maternice cisteaminom-makroskopske promjene

Cisteamin izaziva oStecenje stijenke maternice (Slika 2 1 3), a primjena pentadekapeptida
BPC 157 potie i ubrzava regeneraciju sluznice maternice prema svim analiziranim
parametrima (Slika 4 i1 5). Primjena cisteamina u svaki rog maternice (40mg/0,5ml/rog

maternice) uzrokuje teSke lezije stijenke maternice.

Procijenjivali smo oStecenje stijenke maternice temeljem postotka povrSine zahvacene
krvarenjem 1 intenziteta krvarenja. Krvarenjem zahvacenu povrSinu smo prikazali kao
postotak povrSine zahvacene krvarenjem u odnosu na ukupnu povr§inu maternice oba roga
(Slika 7-9), a intenzitet krvarenja (Slika 10-12) smo procijenili semikvantitativno (0-nema, 1-

slabo, 2-srednje 1 3-jako).

Kod Zzivotinja koje su uz cisteamin (40mg/0,5/rog maternice) primale fiziolosku otopinu
(0,9% NaCl), 5 ml/kg, intraperitonealno ili samo pijuc¢u vodu, krvarenje stijenke maternice je
bilo vidljivo 2 sata po primjeni cisteamina uz jaki intenzitet krvarenja. U zivotinja u kojih je
proveden tretman pentadekapeptidom BPC 157, statisticki je znafajno manja povrSina
zahvacena krvarenjem, a prikazali smo je kao postotak povrSine zahvacene krvarenjem u
odnosu na ukupnu povrSinu maternice oba roga, a intenzitet krvarenja je slabiji u svim

ispitivanim vremenskim intervalima i u svim dozama.

Dodavanjem L-NAME dobili smo lezije koje su odgovarale lezijama kao kod kontrolnih
zivotinja. Medutim, ako L-NAME damo u kombinaciji s BPC 157, pozitivan uc¢inak BPC
157 je i dalje prisutan (Slike 7-12).

Ako smo zivotinje tretirali s L-argininom, dobili smo protektivni u€inak, odnosno povrsina
krvarenja je statisticki manja, kao i intenzitet krvarenja (Slike 7-12). Ako L-arginin damo sa
BPC 157, lezije su bile jednake kao i1 kod Zivotinja koje su tretirane samo s BPC 157 (Slike 7-
12).

Kombinacijom L-NAME i L-arginina dobili smo lezije kao i kod kontrolnih Zivotinja. Ako

smo L-NAME i L-arginin kombinirali s BPC 157, protektivni u¢inak BPC 157 je bio prisutan.
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Slika 2. Maternica Stakora (oba roga). Makroskopska slika krvarenja maternice u kontrolnih

Stakora nakon dva sata od primjene cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice).

Slika 3. Maternica Stakora (jedan rog). Makroskopska slika krvarenja unutra$njosti maternice

u kontrolnih Stakora nakon dva sata od primjene cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice).
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MAKROSKOPSKO POVRSINA KRVARENJA
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Slika 4. Postotak povrSine krvarenja stijenke maternice (n=>5, srednja vrijednost+SD, %)
nakon dva sata, tri dana i sedam dana po primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice )

kod kontrolnih Zivotinja. Vidi se signifikantno smanjivanje lezija (p<0,05).
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Slika 5. Maternica Stakora (unutrasnja strana jednog roga) nakon dva sata od primjene
cisteamina u rog maternice (40mg/0,5 ml/rog maternice) i primjene BPC 157 (10ug/kg, i.p.).

Jasno se pokazuje protektivni uc¢inak BPC 157 na sluznicu maternice.

Slika 6. Maternica Stakora nakon tri dana od primjene cisteamina u oba roga maternice (40
mg/0,5 ml/rog maternice) i primjene BPC 157 (10pg/kg, i.p.). Jasno je vidljiv protektivni

ucinak BPC 157 na oba roga maternice.
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Slika 7. Postotak povrSine krvarenja stijenke maternice (n=5, srednja vrijednost=SD, %)
nakon dva sata po primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rogmaternice). Neposredno nakon
cisteamina daje se BPC 157, 10pg/kg ili 10ng/kg (1x/5Sml/kg/dan i.p. ili u pijucoj vodi,
peroralno, 12ml/stakor/dan; 0,16pg/ml ili 0,16ng/ml); L-NAME 5mg/kg i.p. 1xdan, L-arginin
100mg/kg i.p. 1xdan, primijenjenih samostalno i/ili u kombinacijama, a kontrolne zivotinje su
primale jednaki volumen fizioloske otopine (Sml/kg i.p. 1xdan) ili samo pijuu vodu
(12ml/stakor/dan) *P<0,05, najmanje prema kontroli.
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Slika 8. Postotak povrSine krvarenja stijenke maternice (n=5, srednja vrijednost=SD, %)
nakon dva sata po primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice). Neposredno nakon
cisteamina daje se BPC 157, 10pg/kg ili 10ng/kg (1x/5Sml/kg/dan i.p. ili u pijucoj vodi,
peroralno, 12ml/Stakor/dan; 0,16pug/ml ili 0,16ng/ml); L-NAME 5mg/kg i.p. 1xdan, L-arginin
100mg/kg i.p. 1xdan, primijenjenih samostalno 1/ili u kombinacijama, a kontrolne Zivotinje su
primale jednaki volumen fizioloske otopine (Sml’kg i.p. 1xdan) ili samo pijuéu vodu
(12ml/$takor/dan) *P<0,05, najmanje prema kontroli.
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Slika 9. Postotak povrSine krvarenja stijenke maternice (n=5, srednja vrijednost=SD, %)
nakon dva sata po primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice). Neposredno nakon
cisteamina daje se BPC 157, 10pg/kg ili 10ng/kg (1x/5Sml/kg/dan i.p. ili u pijucoj vodi,
peroralno, 12ml/stakor/dan; 0,16pg/ml ili 0,16ng/ml); L-NAME 5mg/kg i.p. 1xdan, L-arginin
100mg/kg i.p. 1xdan, primijenjenih samostalno i/ili u kombinacijama, a kontrolne Zivotinje su
primale jednaki volumen fizioloske otopine (5Sml/kg i.p. 1xdan) ili samo pijuu vodu
(12ml/stakor/dan) *P<0,05, najmanje prema kontroli.
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Slika 10. Intenzitet krvarenja stijenke maternice, skor 0-3, Min/Med/Maks, nakon dva sata po
primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice). Neposredno nakon cisteamina daje se BPC
157, 10pg/kg ili 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan i.p. ili u pijucoj vodi, peroralno, 12ml/Stakor/dan;
0,16pg/ml ili 0,16ng/ml); L-NAME 5mg/kg i.p. 1xdan, L-arginin 100mg/kg i.p. Ixdan,
primijenjenih samostalno i/ili u kombinacijama, a kontrolne Zivotinje su primale jednaki
volumen fizioloske otopine (Sml/kg i.p. Ixdan) ili samo pijuéu vodu (12ml/Stakor/dan)
*P<0,05, najmanje prema kontroli.
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Slika 11. Intenzitet krvarenja stijenke maternice, skor 0-3, Min/Med/Maks, nakon tri dana po
primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice). Neposredno nakon cisteamina daje se BPC
157, 10pg/kg ili 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan i.p. ili u pijucoj vodi, peroralno, 12ml/Stakor/dan;
0,16pg/ml ili 0,16ng/ml); L-NAME 5mg/kg i.p. 1xdan, L-arginin 100mg/kg i.p. Ixdan,
primijenjenih samostalno i/ili u kombinacijama, a kontrolne zivotinje su primale jednaki
volumen fizioloske otopine (Sml/kg i.p. 1xdan) ili samo pijuéu vodu (12ml/Stakor/dan)
*P<0,05, najmanje prema kontroli.
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Slika 12. Intenzitet krvarenja stijenke maternice, skor 0-3, Min/Med/Maks, nakon sedam dana
po primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice). Neposredno nakon cisteamina daje se
BPC 157, 10pg/kg ili 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan ip. ili u pijuéoj vodi, peroralno,
12ml/stakor/dan; 0,16pg/ml ili 0,16ng/ml); L-NAME 5mg/kg i.p. 1xdan, L-arginin 100mg/kg
1.p. 1xdan, primijenjenih samostalno i/ili u kombinacijama, a kontrolne zivotinje su primale
jednaki volumen fizioloske otopine (5ml/kg 1ip. Ixdan) ili samo pijuéu vodu
(12ml/stakor/dan) *P<0,05, najmanje prema kontroli.
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5.1.2. Mikroskopska analiza rezultata

Histoloski smo procijenjivali: a) stupanj nekroze stijenke maternice (0 - nema, 1 - < 1/2
debljine stijenke maternice, 2 - > 1/2 debljina stijenke maternice); b) stupanj regeneracije (0 -
nema, 1 - fokalno < 1/2 debljine, 2 - cirkumferencija < 1/2 debljine, 3 - fokalno > 1/2 debljine,
4 - citkumferencija > 1/2 debljine) (Slike 13-21).

Primjena cisteamina u dozi od 40mg/0,5ml/rog maternice stvara nekrozu stijenke maternice
(Slike 13, 15, 17, 18, 19). Pojavu nekroze dokazali smo dva sata nakon primjene cisteamina i

zahvacala je viSe od polovice stijenke maternice.

U Zivotinja u kojih je proveden tretman pentadekapeptidom BPC 157, nekroza zahvaca
manje od polovice stjenke maternice nakon dva sata (Slike 14, 16, 17, 18, 19). Nakon sedam

dana u najduljem ispitivanom vremenskom intervalu nekroza se vise ne nalazi.

Dodavanjem L-NAME dobili smo nekrozu u vise od polovice stjenke maternice, kao kod
kontrolnih Zivotinja. Medutim, ako L-NAME dodamo sa BPC 157, pozitivan ucinak istog je 1
dalje prisutan (Slike 17-19).

Ako zivotinje tretiramo L-argininom, dobili smo protektivni uc¢inak, odnosno nekroza je
zahvacala manje od polovice stjenke maternice. Ako L-arginin damo sa BPC 157, ucinak je

isti kao 1 kod Zivotinja koje su tretirane samo s BPC 157 (Slike 17-19).

Kombinacijom L-NAME 1 L-arginina nekroza je bila prisutna u vise od polovice stjenke
maternice kao kod kontrolnih Zivotinja. Ako smo L-NAME i L-arginin dali sa BPC 157,
protektivni u¢inak istog je bio prisutan (Slike 17-19).

Primjena pentadekapeptida BPC 157 poti€e i ubrzava regeneraciju sluznice maternice
uzrokovanu cisteaminom (Slike 20 i 21). Regeneracija se nalazi u potpunosti kod tretiranih

zivotinja s BPC 157 u najduzem ispitivanom razdoblju, nakon sedam dana.
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Slika 13. Mikroskopski prikaz lezija maternice induciranih cisteaminom nakon dva sata kod
kontrolnih zivotinja. Popre¢ni presjek maternice sa zariStima nekroze i krvarenja u stijenci
maternice, vide se zastojne krvne Zile u svim slojevima stijenke (Olympus BX 50, povecanja

10x).

Slika 14. Mikroskopski prikaz protektivnog uc¢inak BPC157 nakon dva sata po primjeni

cisteamina. Poprec¢ni presjek maternice s urednim povrSinskim epitelom endometrija 1
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endometralnim Zlijjezdama, nema nekroze ni krvarenja uz blagi zastoj u krvnim Zilama

(Olympus BX 50, poveéanje 10x).

Slika 15. Mikroskopski prikaz lezija maternice induciranih cisteaminom nakon tri dana kod
kontrolnih zivotinja. Poprec¢ni presjek maternice, nekroza i krvarenje zauzimaju nesto vise od
polovice debljine stijenke, tj. cijeli endometrij uz dio miometrija, a prisutna je i transmuralna
upala s mjeSanim dominantno polimorfonuklearnim upalnim infiltratom (Olympus BX 50,

povcanje 20x).
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Slika 16. Mikroskopski prikaz protektivnog uc¢inak BPC157 nakon primjene cisteamina
nakon tri dana. Poprec¢ni presjek maternice s urednim povrSinskim epitelom endometrija i
urednim endometralnim zlijezdama, nema nekroze ni krvarenja (Olympus BX 50, poveéanje

20x)
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Slika 17. Nekroza stijenke maternice, skor 0-2, Min/Med/Maks, nakon dva sata po primjeni
cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice). Neposredno nakon cisteamina daje se BPC 157,
10pg/kg ili 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan i.p. ili u pijuéoj vodi, peroralno, 12ml/Stakor/dan;
0,16pg/ml ili 0,16ng/ml); L-NAME 5mg/kg i.p. Ixdan, L-arginin 100mg/kg i.p. Ixdan,
primijenjenih samostalno i/ili u kombinacijama, a kontrolne zivotinje su primale jednaki
volumen fizioloske otopine (Sml/kg i.p. 1xdan) ili samo pijuéu vodu (12ml/Stakor/dan)
*P<0,05, najmanje prema kontroli.
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Slika 18. Nekroza stijenke maternice, skor 0-2, Min/Med/Maks, nakon tri dana po primjeni
cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice ). Neposredno nakon cisteamina daje se BPC 157,
10pg/kg ili 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan i.p. ili u pijuéoj vodi, peroralno, 12ml/Stakor/dan;
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0,16pg/ml ili 0,16ng/ml); L-NAME 5mg/kg i.p. Ixdan, L-arginin 100mg/kg i.p. Ixdan,
primijenjenih samostalno i/ili u kombinacijama, a kontrolne zivotinje su primale jednaki
volumen fizioloske otopine (Sml/kg i.p. 1xdan) ili samo pijuéu vodu (12ml/Stakor/dan)
*P<0,05, najmanje prema kontroli.
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Slika 19. Nekroza stijenke maternice, skor 0-2, Min/Med/Maks, nakon sedam dana po
primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice). Neposredno nakon cisteamina daje se BPC
157, 10pg/kg ili 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan i.p. ili u pijucoj vodi, peroralno, 12ml/Stakor/dan;
0,16pg/ml ili 0,16ng/ml); L-NAME 5mg/kg i.p. 1xdan, L-arginin 100mg/kg i.p. Ixdan,
primijenjenih samostalno 1/ili u kombinacijama, a kontrolne Zivotinje su primale jednaki
volumen fizioloske otopine (Sml/kg i.p. 1xdan) ili samo pijuéu vodu (12ml/Stakor/dan)
*P<0,05, najmanje prema kontroli.
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Slika 20. Regeneracija sluznice maternice, skor 0-4, Min/Med/Maks, nakon tri dana po
primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice ). Neposredno nakon cisteamina daje se BPC
157, 10pg/kg ili 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan i.p. ili u pijucoj vodi, peroralno, 12ml/Stakor/dan;
0,16pg/ml ili 0,16ng/ml); L-NAME 5mg/kg i.p. Ixdan, L-arginin 100mg/kg i.p. Ixdan,
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primijenjenih samostalno 1/ili u kombinacijama, a kontrolne Zivotinje su primale jednaki
volumen fizioloske otopine (5Sml/kg i.p. 1xdan) ili samo pijuéu vodu (12ml/Stakor/dan)
*P<0,05, najmanje prema kontroli.
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Slika 21. Regeneracija stijenke maternice, skor 0-4, Min/Med/Maks, nakon sedam dana po
primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice ). Neposredno nakon cisteamina daje se BPC
157, 10pg/kg ili 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan i.p. ili u pijucoj vodi, peroralno, 12ml/Stakor/dan;
0,16pg/ml ili 0,16ng/ml); L-NAME 5mg/kg i.p. Ixdan, L-arginin 100mg/kg i.p. I1xdan,
primijenjenih samostalno 1/ili u kombinacijama, a kontrolne Zivotinje su primale jednaki
volumen fizioloske otopine (Sml/kg i.p. 1xdan) ili samo pijuéu vodu (12ml/Stakor/dan)
*P<0,05, najmanje prema kontroli.

5.2. Kasna primjena terapije

5.2.1. Makroskopska i mikroskopska analiza rezultata

Primjena BPC 157 dva sata nakon primjene cisteamina pokazuje uc¢inkovitost tretmana BPC
157, jer je postotak veli¢ine povrSine zahvacene krvarenjem i intenzitet krvarenja statisticki
znacajno manji nego kod kontrolnih zivotinja (Slike 22-25). Primjena cisteamina u dozi od
40mg/0,5 ml/rog maternice stvara nekrozu stijenke maternice (Slike 26 i 27). Nekroza nakon
tri dana zahvacda viSe od polovice stijenke maternice. Medutim, nakon sedam dana pocinje
regeneracija sluznice maternice. U Zivotinja u kojih je proveden tretman pentadekapeptidom
BPC 157, nekroza zahvaca manje od polovice stijenke maternice i pokazuju tendenciju
smanjivanja, sve do potpunog izostanka u najduljem ispitivanom vremenskom intervalu.
Primjena pentadekapeptida BPC 157 potice 1 ubrzava regeneraciju sluznice maternice nakon

lezija uzrokovanih cisteaminom, prema svim analiziranim parametrima (Slike 28 1 29).
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Regeneracija stijenke dogada se postupno i1 u potpunosti se nalazi kod tretiranih Zivotinja s
BPC 157 u najduzem ispitivanom razdoblju, nakon sedam dana. Kod kontrolnih zivotinja
regeneracija se dogada sporije i nakon sedam dana zahvaca fokalno viSe od pola debljine

stijenke maternice.
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Slika 22. Postotak povrSine krvarenja stijenke maternice (n=5,srednja vrijednost£SD, %)
nakon tri dana po primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice ), dva sata nakon
cisteamina Zivotinje su primile pentadekapeptid BPC 157 10ug/kg, 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan
1.p.), ili u pijucoj vodi, p.o. (12ml/stakor/dan; 0,16pg/ml ili 0,16ng/ml), a kontrolne Zivotinje
su primale jednaki volumen fizioloske otopine (5ml/kg i.p., ili samo piju¢u vodu (12ml/dan)
*P<0,05, najmanje prema kontroli.
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Slika 23. Postotak povrSine krvarenja stijenke maternice (n=5,srednja vrijednost£SD, %)
nakon sedam dana po primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice), dva sata nakon
cisteamina zivotinje su primile pentadekapeptid BPC 157 10ug/kg, 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan
1.p.), ili u pijucoj vodi, p.o. (12ml/stakor/dan; 0,16pg/ml ili 0,16ng/ml), a kontrolne Zivotinje

38



su primale jednaki volumen fizioloSke otopine (5ml/kg) i.p., ili samo piju¢u vodu (12ml/dan)
*P<0,05, najmanje prema kontroli.
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Slika 24. Intenzitet krvarenja stijenke maternice, skor 0-3, Min/Med/Maks, nakon tri dana po
primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice), dva sata nakon cisteamina Zzivotinje su
primile pentadekapeptid BPC 157 10ug/kg, 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan i.p.), ili u pijuéoj vodi,
p.o. (12ml/stakor/dan; 0,16pg/ml ili 0,16ng/ml), a kontrolne Zivotinje su primale jednaki
volumen fizioloske otopine (5ml/kg) i.p., ili samo pijué¢u vodu (12ml/dan) *P<0,05, najmanje

prema kontroli.
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Slika 25. Intenzitet krvarenja stijenke maternice, skor 0-3, Min/Med/Maks, nakon sedam dana
po primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice), dva sata nakon cisteamina Zivotinje su
primile pentadekapeptid BPC 157 10gu/kg, 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan i.p.), ili u pijucoj vodi,
p.o. (12ml/stakor/dan; 0,16pg/ml ili 0,16ng/ml), a kontrolne Zivotinje su primale jednaki
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volumen fizioloske otopine (Sml/kg) i.p., ili samo pijucu vodu (12ml/dan) *P<0,05, najmanje

prema kontroli.
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Slika 26. Nekroza stijenke maternice, skor 0-2, Min/Med/Maks, nakon tri dana po primjeni
cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice), dva sata nakon cisteamina zivotinje su primile
pentadekapeptid BPC 157 10ug/kg, 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan i.p.), ili u pijucoj vodi, p.o.
(12ml/stakor/dan; 0,16pug/ml ili 0,16ng/ml), a kontrolne Zivotinje su primale jednaki volumen
fizioloske otopine (Sml/kg) i.p., ili samo piju¢u vodu (12ml/dan) *P<0,05, najmanje prema

kontroli.
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Slika 27. Nekroza stijenke maternice, skor 0-2, Min/Med/Maks, nakon sedam dana po
primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice), dva sata nakon cisteamina zivotinje su
primile pentadekapeptid BPC 157 10pg/kg, 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan i.p.), ili u pijuéoj vodi,
p.o. (12ml/stakor/dan; 0,16pug/ml ili 0,16ng/ml), a kontrolne zivotinje su primale jednaki
volumen fizioloSke otopine (5ml/kg) i.p., ili samo pijuc¢u vodu (12ml/dan) *P<0,05, najmanje

prema kontroli.
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Min,Med,Maks,skor0-4 REGENERACIJA
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Slika 28. Regeneracija sluznice maternice, skor 0-4, Min/Med/Maks, nakon tri dana po
primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice ), dva sata nakon cisteamina Zivotinje su
primile pentadekapeptid BPC 157 10pg/kg, 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan i.p.), ili u pijuéoj vodi,
p.o. (12ml/stakor/dan; 0,16pug/ml ili 0,16ng/ml), a kontrolne zivotinje su primale jednaki
volumen fizioloske otopine (5ml/kg) i.p., ili samo piju¢u vodu (12ml/dan) *P<0,05, najmanje
prema kontroli.
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Slika 29. Regeneracija sluznice maternice, skor 0-4, Min/Med/Maks, nakon sedam dana po
primjeni cisteamina (40mg/0,5ml/rog maternice), dva sata nakon cisteamina zivotinje su
primile pentadekapeptid BPC 157 10ug/kg, 10ng/kg (1x/5ml/kg/dan i.p.), ili u pijucoj vodi,
p.o. (12ml/stakor/dan; 0,16pg/ml ili 0,16ng/ml), a kontrolne zivotinje su primale jednaki
volumen fizioloSke otopine (5ml/kg) i.p., ili samo piju¢u vodu (12ml/dan) *P<0,05, najmanje
prema kontroli.

41



6.0.

Rasprava
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Sprijecavanje nastanka unutarmaterni¢nih priraslica nakon oStecenja sluznice maternice i
danas predstavlja izazov kako u klinickom, tako 1 eksperimentalnom aspektu. Oko 90 %
unutarmaterni¢nih priraslica nastaje kao posljedica oStecenja sluznice maternice nakon
kiretaza zbog komplikacija u trudno¢i kao S§to su zadrzani ili nekompletni pobacaj (14),
zaostalo tkivo posteljice (15) 1 postporodajna krvarenje (16). OStecenja sluznice maternice i
izvan trudnocée takoder mogu dovesti do pojave priraslica. Na prvom myjestu su dijagnosticke
kiretaze (17), zatim histeroskopske operacije mioma, polipa i septuma maternice (18).
Infekcija takoder moze biti uzrok unutarmaterni¢nih priraslica iako su stavovi istrazivaca
razli¢iti. Neki autori smatraju infekciju glavnim razlogom nastanka unutarmaterni¢nih
priraslica 1 to posebice kroni¢ne i subakutne upale maternice (19-21), dok drugi smatraju da
ista ne igra znacajnu ulogu u stvaranja priraslica (22). Pretpostavlja se da upalni proces

zajedno s oSte¢enjem sluznice maternice dovodi do stvaranja priraslica (23, 24).

PrijaSnje studije koje su upotrebljavale cisteamin kao sredstvo za izazivanja oSteéenja
sluznice duodenuma i kolona (1-3) dokazale su Stetan ucinak uz upalni proces. Budu¢i da ne
postoji cisteaminski model za oStecenje sluznice maternice, mi smo odlucili ispitati utjecaj

cisteamina na sluznicu maternice.

Rezultati istrazivanja nedvojbeno su pokazali da cisteamin uzrokuje oStec¢enje stijenke
maternice koje se makroskopski prezentira kao krvarenje. Primjenom razli¢itih protokola
medikacije, koji su se razlikovali po vrsti medikamenta, dozi i1 vremenu apliciranja,
makroskopski se utvrdivao opseg oSte¢enja sluznice maternice, odnosno njezin intenzit. Kod
kontrolnih Zivotinja ve¢ nakon dva sata po primjeni cisteamina zamjecuju se makroskopski
vidljive promjene u vidu krvarenja, a u zivotinja u kojith je proveden tretman
pentadekapeptidom BPC 157, povrSina zahvaéena krvarenjem u odnosu na ukupnu povrs§inu
oba roga maternice je statisticki manja, a intenzitet krvarenja slabiji u svim ispitivanim

vremenskim intervalima i u svim dozama (Slike 7-12).

Cisteamin apliciran u rogove maternice stvara nekrozu koja nakon dva sata zahvaca vise od
polovice stijenke maternice. U Zivotinja u kojih je proveden tretman pentadekapeptidom BPC
157, nekroza zahvaca manje od polovice stjenke maternice i pokazuju tendenciju smanjivanja,

sve do potpunog nestanka u najduljem ispitivanom vremenskom intervalu (Slike 17-19).

43



U zivotinja koje su primile pentadekapeptid BPC 157 uofena je statisticki znacajna

regeneracija sluznice maternice u odnosu na kontrolne zivotinje (Slike 20-21).

Pentadekapeptid BPC 157 se pokazao ucinkovit i u nanogramskoj i mikrogramskoj dozi i kod

intraperitonealnog i peroralnog nacina primjene.

Cilj nam je bio dokazati da cisteamin oStecuje sluznicu maternice, a BPC 157 smanjuje
dokazana oS$te¢enja, ali unutarmaternine priraslice nismo dokazali ni u najduljem
vremenskom intervalu od sedam dana. Usprkos tome §to cisteamin dovodi do krvarenja i
nekroze sluznice maternice gotovo u cijelosti, regeneracija sluznice dogada se nakon sedam

dana promatranog razdoblja.

Sljede¢i cilj naseg istrazivanja bio je ispitati uCinak primjene blokade NO-sintetaze
primjenom L-NAME te ucinak primjene substrata za NO-sintetazu, L-arginina te pokazati

medudjelovanje L-NAME 1/ili L-arginina s pentadekapeptidom BPC 157.

Rezultati su pokazali da dodavanjem L-NAME lezije ostaju iste kao i kod kontrolnih
zivotinja. Medutim, kada smo L-NAME dali sa BPC 157, pozitivan ucinak istog bio je i dalje

prisutan.

Ako Zivotinje tretiramo L-argininom, dobili smo protektivni ucinak, odnosno povrsina,
intenzitet krvarenja 1 nekroza bili su smanjeni. Ako smo L-arginin dali sa BPC 157, lezije su

bile jednake kao i kod zivotinja koje su tretirane samo s BPC 157.

Kombinacijom L-NAME i L-arginina dobili smo lezije kao i kod kontrolnih Zivotinja. Ako

smo L-NAME i L-arginin dali prije BPC 157, protektivni u¢inak istog bio je 1 dalje prisutan.

Iz svega gore navedenog zakljuCujemo da cisteamin izaziva teSka ostecenja tkiva i time
dovodi do maksimalne insuficijencije NO-sustava te insuficijentne NOS. Slijedom toga, L-
NAME ne moze imati svoj primarni uéinak (lezije ostaju kao kod kontrole) i ne moze
dodatnom inhibicijom jo§ smanjiti ve¢ maksimalnu inhibiciju (insuficijenciju) NO-sustava 1
blokadu NOS-a. S druge strane, L-arginin, koji je substrat NOS-a i1 prekursor NO-a, dakle,
doprinosi poboljsanju prethodno negativnog ucinka te pokazuje primarno pozitivni uc¢inak
(koji je rezultat popravljene situacije s NO te potaknutom sintezom preko NOS-a) (Slike 7-9).
Da je tome tako, svjedoci uc¢inak L-NAME kod Zivotinja koje su primile i L-arginin te se

primarni uc¢inak L-arginina gubi i lezije su ponovno teske kao kod kontrole (Slike 7-9). Takav
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se ucinak smatra dokazom specificne ukljucenosti NO-sustava te da je ucinak cisteamina
specifi¢ni fenomen povezan s inhibicijom NOS-a, te jednako protektivni s reaktivacijom NO-
sustava. Dakle, to pokazuje da je L-NAME aktivna, odnosno aktivna je blokada NOS-a, onda
kada postoji ono Sto se moze blokirati - to je djelatna sinteza NO-a preko aktivne NOS (§to

ponovo postoji kada se cisteaminskim Stakorima doda L-arginin).

BPC 157 primijenjen samostalno pokazuje manje lezije u odnosu na kontrolu, a taj pozitivni
ucinak zadrzan je i kada se primijeni s L-NAME, L-argininom i u kombinaciji (grupe
zivotinja: 1. BPC 157; 2. BPC 157+L-NAME; 3. BPC157+L-arginin, 4. BPC 157+L-
NAME+L-arginin). Osim toga, BPC 157 wuklanja uc¢inak L-NAME (BPC 157+L-
NAME)(BPC 157+L-NAME+L-arginin) jer su lezije manje nego kod kontrolnih Zivotinja $to
znaci da reaktivira NO-sustav u potpunosti te da je njegov ucinak jaci nego ucinak L-arginina
u odnosu na L-NAME (inhibicija NOS-a uzrokovana primjenom L-NAME) (Slike 7-12). U
kombinaciji BPC 157 + L-arginin jednaki je uc¢inak na lezije kao i kod samog BPC 157, znaci
ostaje primarni uc¢inak BPC 157, jer nema kompeticije s L-argininom. Dakle, cisteaminske
lezije na uterusu pokazuju fenomen specificne inhbicije NO-sustava, a ucinak BPC 157

posredovan je Cini se reaktivacijom NO-sustava.

Imajuéi na umu sve do sada poznate pozitivne efekte pentadekapeptida BPC 157 i njegovu
povezanost s NO-sustavom (5, 85) te specificnu osobinu ovog agensa da antagonizira
negativan ucinak blokade aktivnosti NO-sustava s L-NAME, $§to je ujedno pokazano i u
cisteaminskom modelu oStecenja stijenke maternice, moze se zakljuciti da je protektivni
ucinak peptida BPC 157 u navedenom modelu analogan ranije opaZzenom protektivnom
ucinku peptida BPC 157 u prijas$njim radovima (4). Dokazano je da se BPC 157 upli¢e u
ucinke NO na cjelovitost sluznice zeluca, kao i odrzanje krvnog tlaka na specifican nacin,
uglavnom sinergisticki s L-argininom i antagonisticki s L-NAME (4). Naime, Zelucane lezije
eksperimentalno izazvane 96-postotnim etanolom su umanjene primjenom BPC 157 i L-
arginina, ali primjena L-NAME nije ponistila u¢inak BPC 157 kao §to je ponistila u¢inak L-
arginina. Navedeno ukazuje na to da BPC 157 interferira s u¢inkom NO-sustava na jace ili
drugacije izraZen nac¢in od samog NO (4). Korisni uc¢inci BPC 157 1 medusobnu povezanost
s NO-sustavaom (primjenom L-arginin/L-NAME, samostalno ili zajedno) potvrdeni su i u
dugim radovima. Ovaj peptid je takoder povecavao produkciju NO u kardiovaskularnom
sustavu u uvjetima doksorubicinske kardiotok¢isnosti i posljedi¢ne sréane insuficijencije (79).

Navedeni porast produkcije dusi¢nog oksida se indirektno manifestirao kroz smanjenje
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vrijednosti  endotelina 1 kao parametra funkcije endotela, ¢ime je ujedno 1 potvrden
protektivan ucinak peptida BPC 157 na endotelne stanice (80). Interakcija ovog agensa i NO-
sustava u kontekstu disfunkcije endotela je takoder pokazana i u modelima L-NAME
inducirane arterijske hipertenzije i L-argininom inducirane arterijske hipotenzije gdje je
primjena peptide BPC 157 u oba modela dovodila do uspostave normalnih vrijednosti
arterijskog tlaka (4). U kontekstu insuficijencije procesa cijeljenja u razli¢itim tkivima koji je
takoder odraz insuficijencije i dualnosti NO-sustava (dusSicni monoksid inhibira funkciju
trombocita 1 proliferaciju vaskularnih glatkih miSiénih stanica kao vaznih dogadaja u
mehanizamu cijeljenja), takoder je pokazan pozitivan homeostatski uc¢inak pentadekapeptida
BPC 157 na primjeru cijeljenja viSe razlicitih tkiva (misi¢, tetiva, ligament, zivac, kost, krvne

zile, crijevne fistule) (5, 86, 87).

Odnos BPC 157 1 NO-sustava pokazan je i kod aritmija (81), kod poremecaja nakon
hipokalemije (82) i1 hiperkalijemije (83) i kona¢no u kompleksnoj nemoguénosti cijeljenja,

dokazanoj s cijeljenjem fistula, kolokutane (5) i ezofagokutane (84).

S obzirom na sve navedeno, pentedekapeptid BPC 157 pokazuje znacajan protektivni uc¢inak
u odnosu na maternicu te posjeduje terapijski potencijal u ovom eksperimentalnom modelu.
Osim toga, primjena L-NAME ne pogorSava cisteaminske lezije sluznice maternice, dok
primjena L-arginina djeluje protektivno. Navedeni protektivni uc¢inak na maternicu se
ostvaruje primjenom pentadekapeptida BPC 157, koji se ne moze antagonizirati djelovanjem
L-NAME, ali istovremeno nije zabiljezen niti eventualni pozitivan sinergizam s istodobnom
primjenom L-arginina 1 BPC 157. Rezultati ove studije ukazuju da pentadekapeptid BPC 157
pokazuje konzistentan protektivan ucinak u cisteaminom induciranih lezija maternice kod

Stakora, te da su uc¢inci posredovani NO-sustavom.
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. Lokalno primijenjen u svaki rog uterusa, cisteamin izaziva oStecenje stijenke
maternice uz intenzivno krvarenje ve¢ dva sata nakon primjene, a te lezije, medutim,
regrediraju kroz sedam dana.

. BPC 157 primijenjen parenteralno i peroralno i u mikrogramskim i nanogramskim
dozama, inhibira nastajanje lezija (primijenjen neposredno nakon cisteamina) i
ubrzava cijeljenje ve¢ postojecih (primjenjen nakon dva sata kada su lezije najteze).

. Primjena L-arginina kao NOS-substrata dovodi do pobljsanja koje se, kako je
navedeno, uklanja istodobno primjenom L-NAME (lezije kao kod kontrolnih
Zivotinja). Primjena cisteamina i nastala oSteCenja tkiva izazivaju posljedi¢no ispad
NO-sistema 1 maksimalnu inhibiciju NOS-a, jer L-NAME sama ne povecava nastale
lezije, no inhibira poboljSanje do kojeg dovodi primjena L-arginina do razine
kontrolnih lezija.

. BPC 157 pokazuje pozitivni u¢inak u interakciji s NO-sustavom (grupe Zivotinja: 1.
BPC 157; 2. BPC 157+L-NAME; 3. BPC157+L-arginin, 4. BPC 157+L-NAME+L-
arginin). Osim toga, BPC 157 uklanja u¢inak L-NAME (BPC 157+L-NAME)(BPC
157+L-NAME+L-arginin), jer su lezije manje nego kod kontrolnih zivotinja, Sto znaci
da reaktivira NO-sustav. Njegov ucinak je jac¢i od ucinka L-arginina u odnosu na L-
NAME (inhibicija NOS-a uzrokovana primjenom L-NAME). Time je ukazano na
povezanost ucinka ispitivanog peptida BPC 157 u uvjetima modulacije aktivnosti NO-
sustava.

S obzirom na sve navedeno, ¢ini se kako pentedekapeptid BPC 157 pokazuje znacajan
protektivan ucinak u odnosu na maternicu te da posjeduje terapijski potencijal u ovom

eksperimentalnom modelu.

48



Sazetak:

Cisteamin ima ulcerogeni uc¢inak na sluznicu duodenuma i kolona, a nije poznat u¢inak na
sluznicu maternice. Isto tako nije poznato da li je potencijalni u¢inak cisteamina na maternicu
posredovan preko djelovanja na NO-sustav. Pentadekapeptid BPC 157 inhibira lezije i
duodenuma 1 kolona te stoga pretpostavljamao da ima koristan uc¢inak i na sluznicu maternice.
Isto tako, pentadekapeptid BPC 157 antagonizira ucinak inhibicije NO-sustava (primjena
blokatora NOS-a, L-NAME) i hiperstimulacije NO-sustava (primjena substrata NOS-a, L-
arginin) te ima znacajni uc¢inak na NO-sustav na modelima razli¢itih lezija. Stoga je cilj ovoga
rada pokazati da cisteamin oStecuje stijenku maternice i da BPC 157 inhibira nastajanje lezija
1 ubrzava cijeljenje ve¢ postojecih. Cisteamin se primjenio u 250 Wistar Albino Stakora, u
proksimalne dijelove rogova maternice (40mg/0,5 ml/rog maternice) te se u¢inak utvrdivao
makroskopski i mikroskopski, nakon dva sata, tri dana i sedam dana po primjeni cisteamina.
Medikacija je ukljucivala pentadekapeptid BPC 157 10ug/kg, 10ng/kg po danu, i to: (i)
intraperitonealno, 1xdan, odnosno (ii) u pijucoj vodi, peroralno (12ml/Stakor/dan; 0,16pg/ml
ili 0,16ng/ml); L-NAME 5mg/kg i.p., 1xdan, L-arginin 100mg/kg 1xdan, primijenjenih
samostalno i/ili u kombinacijama, a kontrolne zivotinje su primale jednaki volumen fizioloske
otopine (5ml/kg) intraperitonealno ili samo pijuéu vodu (12ml/dan). Primjena je bila

neposredno nakon cisteamina ili kod ve¢ formiranih lezija nakon dva sata.

Rezultati ovog istrazivanja su ukazali na to da cisteamin izaziva oStecenje stijenka maternice,
a BPC 157 primijenjen parenteralno i peroralno i u mikrogramskim i nanogramskim dozama,
inhibira nastajanje lezija i ubrzava cijeljenje ve¢ postoje¢ih. Uocena je i povezanost uc¢inka
ispitivanog peptida BPC 157 u uvjetima modulacije aktivnosti NO-sustava, blokadom s L-
NAMA i prekursorom NO, L-argininom, Sto govori da je regeneracija sluznice maternice
povezana sa sustavom dusicnog oksida. Zaklju¢no se moze reci da je pentedekapeptid BPC
157 pokazao znacajan protektivani uc¢inak u odnosu na maternicu te da posjeduje terapijski

potencijal u ovom eksperimentalnom modelu.

Kljucne rijeci: cisteamin, sluznica maternice, BPC 157, NO-sustav
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Abstract:

Cysteamine induces damages of endometrium and penatadecapeptide BPC 157 counteracts
those lesions as well as interacts with NO-system. Cysteamine was applied directly in each of
the uterus horns (40mg/0.5ml/uterus horn), in the total dose of the 400 mg/kg. Effect was
evaluated by macroscopic and microscopic examination after 2h, 3days and 7 days.
Medication was given after cysteamine, either immediately or 2h later, including
pentadecapeptide BPC 157 10ug/kg or 10ng/kg per day, intraperitoneally (5ml/kg), or per-
orally (12ml/rat/day, 0.16ug/ml, 0.16ng/ml), L-NAME (5mg/kg/day intraperitoneally), L-
arginine (100mg/kg/day intraperitoneally), given alone and/or in combinations, while controls

received saline (Sml/kg) intraperitoneally or drinking water (12ml/rat/day).

We demonstrated a strong damaging effect of cysteamine on the endometrium. BPC 157
given intraperioneally or per-orally prevented lesions development and counteracted already
extensive lesions. We proved interaction between the tested pentadecapeptide BPC 157 in
conditions of modulation of the NO-synthetase inhibitor L-NAME or NO-synthetase
substrate L-arginine. These suggest NO-system related regeneration of the endometrium
and beneficial effect of BPC 157 connected with NO-system. In conclusion, significant
protective effect to the uterus of pentadecapetide BPC 157 may have a particular

therapeutical potential.

Key words: cysteamine, endometrium, BPC 157, NO-system
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