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POPIS OZNAKA | KRATICA

AMI lat. arteria mesenterica inferior, donja mezenteri¢na arterija
AMS lat. arteria mesenterica superior, gornja mezenteri¢na arterija
BPC engl. body protective compound

BPC 157 Zelu€ani pentadekapeptid BPC 157

cGMP engl. cyclic guanosine monophosphate

CTA engl. computed tomography angiography, angiografija kompjutoriziranom

tomografijom

DGLA engl. dihomo-y-linolenic acid, di homo gama linolenska kiselina
EGF engl. epidermal growth factor, epidermalni faktor rasta

EGR engl. early growth response

EMG elektromiografija

eNOS engl. endothelial nitric oxide synthase

FGF engl. fibroblast growth factor, faktor rasta fibroblasta

Gl gastrointestinalni

HPLC engl. high performance liquid chromatography, visokotlacna likvidna

kromatografija

i.p. intraperitonealno

IBD engl. inflammatory bowel disease, upalna bolest crijeva
L-NAME engl. nitro-L-arginine methylester

LD letalna doza

MDA malondialdehid



MRNA engl. messenger ribonucleic acid

NO dusikov (1) oksid, duSikov monoksid

NOS sintetaza dusikovog (Il) oksida

PAD engl. peripheral arterial disease, periferna arterijska bolest

PCR engl. polymerase chain reaction, polimerazna lan¢ana reakcija
PDGF engl. platelet derived growth factor, trombocitni faktor rasta
p.o., per os peroralno, na usta

SRF engl. serum response factor

TGF-B engl. transforming growth factor- 8, transformirajuci faktor rasta
VCI lat. vena cava inferior, donja Suplja vena

VEGF engl. vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelni faktor rasta

VEGFR2 engl. vascular endothelial growth factor receptor 2

MJERNE JEDINICE
g gram

kg kilogram

mg miligram

ml mililitar

Mg mikrogram



1. UvVvOD

1.1. Pentadekapeptid BPC 157

Pentadekapeptid BPC 157 (BPC 157) je dio sekvence proteina BPC (engl.
Body Protective Compound), koji je prvotno izoliran iz ljudskog ZeluCanog soka.
Sacinjen je od slijeda petnaest aminokiselina: Gly-Glu-Pro-Pro-Pro-Gly-Lys-Pro-Ala-
Asp-Asp-Ala-Gly-Leu-Val (molekularna formula CgHggN16O22) (Slika 1.) (1, 2).
Pentadekapeptid BPC 157 je stabilni zelu€ani peptid i citoprotektivni medijator, koji
pomaze cijeljenju raznih lezija $to je ekstenzivno dokazano brojnim istraZivanjima na
animalnim modelima te u klinickim istrazivanjima upalne bolesti crijeva (PL-10, PLD-
116, PL 14736 Pliva, Hrvatska) (1, 3 - 65). Pentadekapeptid BPC 157 je bez
toksi¢nih ucinaka i letalna doza (LD1) nije dosegnuta u istraZivanjima toksic¢nosti te je

bez zabiljeZenih nuspojava i sigurnog je terapijskog profila (1).
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Slika 1. 2D struktura pentadekapeptida BPC 157 (2)



Djelovanje mu je bez nosaca i po tome se bitno razlikuje od ostalih standardnih
peptida za Cije djelovanje je potreban nosac. U slu€aju standardnih peptida vezanih
za nosac, ucinak se pripisuje kompleksu peptid-nosac, dok kod pentadekapeptida
BPC 157 ucinak nedvojbeno pripada njemu samom. BPC 157 ima stabilne fizikalno-
kemijske osobine u ljudskom zelu€anom soku. Karakterizira ga stabilnost i
postojanost molekule u Zelu¢anom soku i vodi u kojoj se ne razgraduje niti nakon 24
sata. Topljiv je u vodi i u fizioloSkoj otopini pri pH 7,0. Imunohistokemijom dokazano

je njegovo izvoriste u Zelucu i mozgu (1, 3, 4).

U istraZivanjima je koridten sintetski pentadekapeptid BPC 157 proizveden u Diagenu
(Ljubljana, Slovenija, GEPPPGKPADDAGLYV, relativna molekularna masa (M))
1419 Da, PL 14736). Sinteza peptida se odvija postupnom kondenzacijom pomocu
Fmoc (fluorenilmetilkloroformat) zastiCenih aminokiselina, pocevSi s prvom
aminokiselinom valinom, vezanom za polimerni nosa¢ (benzhidrilamin resin), a kao
reagens za vezanje koristi se diizopropilkarbodiimid. Svakim stupnjem kondenzacije
jedna protektivna Fmoc grupa zamjeni se piperidinom te se jedna aminokiselina
nadoveze, sve do konacne sinteze peptida. Razdvajanje strukture pentadekapeptida
se obavlja mjeSavinom trifluorooctene kiseline, trifluormetan-sulfonske kiseline i
anizola u omjeru 2:17:52. Sirova peptidna mjeSavina se procisti visokotlathom
tekuc¢inskom kromatografijom (HPLC), stupcu 5 mm i.d., duljine 150 mm, silika RP-
18, gradijentom eluiranja s otapalom sacinjenim od 0,1% trifluorooctene kiseline u
vodi i acetonitrilu (4, 5). U istrazivanjima je korisSten peptid 99%-tne Cisto¢e postignute

HPLC-om (1-des-Gly peptid kao necistoc¢a) (6).

Djelovanje pentadekapeptida BPC 157 nije ograni¢eno isklju€ivo na lokalnu primjenu,
vecC je potvrden njegov ucinak i pri sistemskoj primjeni, tj. djelovanje je neovisno o

nacinu primjene (parenteralno, peroralno i lokalno) (1, 6, 7).



1.2. Pregled dosadasnjih istrazivanja

U brojnim dosadasnjim istrazivanjima (1, 3 — 65) koristeni su razni animalni
modeli na kojima je dokazan protektivan ucinak pentadekapeptida BPC 157 te se
smatra da ovaj peptid ima vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze u organizmu i da je
novi medijator Robertove citoprotekcije (8, 9). U slu€aju djelovanja stresnog dogadaja
na organizam, prema poznatoj Selyeovoj teoriji stresa, ovaj peptid bi mogao imati
fizioloSko djelovanje kao medijator usmjeren protiv prijete¢eg dogadaja (8). Dokazan
je njegov citoprotektivan i organoprotektivan ucinak na cijeljenje lezija razliCitih
organskih sustava, a ovdje je izdvojeno nekoliko istrazivanja s kratkim prikazom

protektivnih u€inaka na cijeljenje razlicitih tkiva.
Protektivan u€inak BPC 157 na cijeljenje:
(a) koze

Dokazan je protektivan ucCinak BPC 157 prilikom lokalne i sistemske primjene kod
cijeljenja opeklina koZze miSeva. U usporedbi s netretiranim kontrolama, kod miSeva
tretiranim s BPC 157 svi parametri cijeljenja opeklina su bili bolji tijekom
eksperimenta. Tako je uo€en manji edem, manji broj upalnih stanica, manje izrazena
nekroza, povec¢an broj kapilara uz uznapredovalu formaciju dermalnog retikulina i
kolagenskih vlakana te je uoCen povecan broj o€uvanih folikula (10). Takoder, BPC
157 je poboljSao cijeljenje opeklina i kod miSeva koji su sistemski primali

kortikosteroide (metilprednisolon) (11).
(b) misi¢éa

BPC 157 ubrzava cijeljenje i ponovnu uspostavu funkcije presjeCenog misi¢a

kvadricepsa Stakora (12). Takoder, poboljSava cijelienje ozljede nastale



nagnjecenjem misi¢a - crush ozljede u sistemskoj i lokalnoj primjeni. Dokazano je da
mikroskopski, makroskopski (manji hematom i edem, bez kontraktura nakon ozljede),
funkcionalno te na temelju enzimske aktivnosti (snizava vrijednosti kreatin kinaze,
laktat dehidrogenaze i aspartat aminotransferaze) djeluje protektivno kod crush
ozljede (13). BPC 157 pospjeSuje cijelienje miSica i kod sistemske primjene

kortikosteroida (14).

(c) tetiva

BPC 157 pospjesuje cijeljenje presjeCene/rupturirane Ahilove tetive Stakora i in vitro
stimulira rast tendocita (15). Takoder, potiCe cijeljenje oStecene Ahilove tetive i kod

istodobne primjene kortikosteroida (16).

(d) ligamenata

Dokazan je protektivan uCinak BPC 157 na cijelienje medijalnog kolateralnog
ligamenta Stakora nakon kirurSke transekcije; primijenjen intraperitonealno, peroralno

i topiki poboljSava cijeljenje kod akutne ligamentarne ozljede (17).

(e) zivca

BPC 157 ubrzava cijeljenje nakon traumatske ozljede ishijadicnog Zivca Stakora,
potiCucCi brzu regeneraciju aksona, $to je pokazano mikroskopski/morfometrijski,
klinicki i funkcionalno (EMG) u vremenskim intervalima od jedan i dva mjeseca nakon
ozljede. Neuroprotekcija BPC 157 je prikazana kao izravni uc€inak (BPC 157 apliciran
lokalno, na mjesto lezie) te kao neizravan ucinak (BPC 157 apliciran

intraperitonealno i intragastri¢no) (18).



(f) mozga

Dokazan je neuroprotektivan ucinak BPC 157 na mozdani parenhim nakon
inducirane traumatske ozljede mozga kod miseva (19). U skupini tretiranoj s BPC
157 uoCeno je znaCajno manje osteCenje mozdanog parenhima (subarahnoidalna i
intraventrikularna hemoragija, edem mozga) s boljim ranim ishodom tijjekom 24 sata

u usporedbi s kontrolnom skupinom Zivotinja (19).

(e) kosti

Osteogeni u€inak BPC 157 kod cijeljenja kosti dokazan je na modelu segmentnog
osteoperiostalnog kosStanog defekta palCane kosti kod zeCeva; primijenjenog lokalno i

intramuskularno (20).

(f) gastrointestinalni sustav

Ekstenzivno je prikazan protektivan uCinak BPC 157 na cijeljenje raznih lezija
gastrointestinalnog sustava u brojnim istrazivanjima (3, 4, 7, 21 - 45). Protektivho
djeluje na cijeljenje kolokutanih (23), ezofagokutanih (24), gastrokutanih (25),
rektovaginalnih (26) i kolovezikalnih (27) fistula te ileoilealnih anastomoza (28). BPC
157 u peroralnoj ili intraperitonealnoj primjeni pokazao se kao ucinkovita terapija kod
sindroma kratkog crijeva, dokazanom na modelu resekcije tankog crijeva Stakora
(29). Takoder, BPC 157 djeluje protektivho kod ishemijskog kolitisa putem aktivacije

kolateralne cirkulacije ¢ime se premoscuje defekt okluzije krvne Zile (30).

(9) jetre

Hepatoprotektivan ucCinak pentadekapeptida BPC 157 prikazan je brojnim
istrazivanjima (3, 7, 21). Istrazivanja su pokazala da BPC 157 antagonizira u€inke

etanola i nastanak akutnih i kroni¢nih lezija Zeluca i jetre (3, 21), prevenira portalnu



hipertenziju i lezije jetre kod kronicne primjene alkohola (3) te lezije prouzroCene

uporabom nesteroidnih protuupalnih lijekova kod ispitivanih Zivotinja (22).

Protektivan uc€inak BPC 157 dokazan je u istrazivanju tumorske kaheksije (31), koja
ukljuCuje metabolicki sindrom uzrokovan malignim tumorom i obuhvaca vise od 50%
pacijenata u terminalnoj fazi bolesti te se manifestira znacajnim gubitkom tjelesne
teZine povezanom s atrofijom skeletnih miSi¢a i gubitkom masnoc¢e. Uz navedeno,
tumorska kaheksija uzrokuje i do 20% smrtnih sluCajeva kod oboljelih od malignih
bolesti. Stoga, Kang i suradnici predlazu da bi BPC 157 mogao biti u€inkovita terapija

kod navedenog stanja (31).

(h) krvozilni sustav

BPC 157 normalizira vrijednosti krvnog tlaka (32 - 34) i djeluje antiaritmogeno (32, 34
- 37). BPC 157 sprjeCava formaciju tromba i otklanja trombozu anastomoze
abdominalne aorte (38), sprieCava vensku trombozu nakon okluzije donje Suplje vene
(39), skracuje vrijeme prolongiranog krvarenja i trombocitopeniju kod amputacije repa
Stakora (sa ili bez antikoagulansa) te sprje€ava ucinke posredovane s L-NAME i/ili L-

argininom (40).

Uz navedena istrazivanja u kojima su ukratko opisani protektivni ucinci
pentadekapeptida BPC 157, postoje brojna druga istrazivanja u kojima je BPC 157

pokazao svoj protektivan u€inak (41 — 65).



1.3. Pentadekapeptid BPC 157, krvne zile i angiogeneza

U istrazivanju na animalnom modelu anastomoze infrarenalnog segmenta
abdominalne aorte, BPC 157 je sprijeCio stvaranje tromba te je doveo do uklanjanja
ve¢ formiranog tromba na mjestu kreirane anastomoze i time je sprijeCio prijetecu
ishemiju donjih ekstremiteta. Zastitni u¢inak BPC 157 na cijeljenje anastomoze i
formiranje tromba zamijecen je pri sistemskoj (intraperitonealnoj i peroralnoj) i

lokalnoj primjeni, u mikrogramskim i nanogramskim dozama (38).

Na animalnom modelu ligature donje Suplje vene, BPC 157 je antagonizirao ili barem
u vecoj mijeri uklonio posljedice duboke venske tromboze (sindrom donje Suplje
vene). BPC 157 je sprijeCio vensku trombozu, trombocitopeniju, skratio je vrijeme
prolongiranog krvarenja, djelovao na brzu aktivaciju kolateralne cirkulacije,
redistribuciju ,zarobljenog” volumena krvi te je stabilizirao kardiovaskularni disbalans
- normalizirao vrijednost krvnog tlaka, tj. uklonio vensku hipertenziju i arterijsku
hipotenziju te tahikardiju i sprije€io nastanak venskih trombova, tj. sve posljedice koje

su bile zabiljezene u kontrolnoj skupini zivotinja (39).

Uz antagonizaciju oksidativhog stresa, pokazao je i odredenu gensku ekspresiju -
EGR, NOS, SRF, VEGFR, AKT1, PLCy, KRAS, za koje je poznato da su bitni faktori
koji moduliraju mnoge procese nakon vaskularne ozljede, kao Sto su razliCiti
proadhezivni, proupalni i protromboti¢ni geni (39). PCR-om je analizirana genska
ekspresija iz tkiva v. cava inferior, v. ovarica dextra i v. ovarica sinistra te je u skupini
zivotinja koje su primile BPC 157 uo€eno povecanje ekspresije gena (EGR, NOS,
SRF, KRAS) i smanjenje ekspresije (EGR, VEGFR, PLCy), dok je AKT1 ostao

nepromijenjen u svim zilama (39).



Hsieh i suradnici u svom istrazivanju prikazali su proangiogeni ucinak BPC 157 (65).
Proangiogeni ucinak BPC 157 prikazali su in vivo na modelu ishemije straznjeg
ekstremiteta Stakora kirurSkom resekcijom a. femoralis, $to je rezultiralo potpunim
gubitkom dotoka krvi u miSi¢e distalno od mjesta zahvata. U skupini Zivotinja koja je
bila tretirana s BPC 157 statistiCki znaCajno je ubrzan oporavak protoka krvi, time Sto
je povecCana gustoca, tj. brojnost novonastalih krvnih Zila te je sprijeCena prijeteCa

ishemija straznjeg ekstremiteta (65).

Opcéepoznata je uloga vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) koji stimulira
angiogenezu vezanjem za receptor VEGF 2 (VEGFR2) na endotelnim stanicama.
Nakon aktivacije, VEGFR2 se nakuplja na membrani stanice i endocitozom ulazi u
citosol zajedno s endosomom (66). Hsieh i suradnici pokazali su da u stanicama koje
su bile tretirane s VEGF-om tijekom 30 minuta, dolazi do akumulacije i formacije
veCeg broja velikih svijetlih klastera koje su zajedno lokalizirane s EEAl+
endosomima (engl. early endosome antigen 1+), Sto ukazuje na povecanu
internalizaciju VEGFR2. Takoder, pokazali su da BPC 157 inducira vrlo sli¢an
obrazac akumulacije i internalizacije VEGFR2 u stanicama §to je usporedivo s
ucinkom VEGF-a. Neposredno nakon aplikacie BPC 157, djelovao je na
internalizaciju VEGFR2 i potom na aktivaciju fosforilacije VEGFR2, Akt i eNOS

signalnog puta bez potrebe za drugim ligandima (65).

Osim $to je proangiogeni uCinak BPC 157 povezan s internalizacijom VEGFR2 i
aktivacijom VEGFR2-Akt-eNOS signalnog puta, u in vitro istraZivanju s ljudskim
vaskularnim endotelnim stanicama BPC 157 je povecao brojnost mRNA i proteinsku
ekspresiju VEGFR2 (65). Radi svega navedenog, smatramo da protektivan ucinak
BPC 157 na cijeljenje lezija razliCitih organskih sustava je posljedica njegovog

djelovanja na vaskularne endotelne stanice, tj. angiogenezu.



1.4. Interakcija pentadekapeptida BPC 157 i NO sustava

Ranije je otkriveno da vaskularne endotelne stanice mogu stvarati plin NO
(duSikov monoksid, duSikov (Il) oksid) (67), a potom je dokazano da je NO
sintetiziran izravno iz aminokiseline L-arginina (68). Nastanak plina NO u stijenci
krvnih Zila zapocinje vezanjem acetilkolina, bradikinina i drugih vazodilatatora na
odgovarajuce receptore na membranama endotelnih stanica te putem povecanja
unutarstaniéne koncentracije Ca®* i kalmodulina aktivira se NO-sintetaza (sintetaza
duSikovog (ll) oksida, NOS) koja pretvara arginin u citrulin i oslobada NO. NO
difundira u glatke miSicne stanice, veze se za guanilil-ciklazu i poti€e nastanak
cGMP-a (engl. cyclic guanosine monophosphate), koji snizava unutarstani¢nu
koncentraciju Ca®* i tako relaksira glatke misiéne stanice (69). NO djeluje kao
inhibitor agregacije trombocita i proliferacije stanica glatkih misi¢a krvnih Zila, Sto

zajedno pridonosi homeostatskom odgovoru na ozljedu (70).

NO sustav predstavlja jedan od najvaZznijih sustava s ulogom odrzavanja homeostaze
kod ozljede, kojeg je izvorno opisao Moncada (67, 70). On je objasnio homeostatski
odgovor NO sustava na ozljedu, tj. definirao Cimbenike koji sudjeluju pri homeostazi,
a najbitniji su odrzavanje integriteta krvnih Zila i kontrola trombocita (70). Uloga NO
sustava prepoznata je u fiziologiji i patofiziologiji kardiovaskularnog sustava,
srediSnjeg i perifernog Ziv€anog tkiva, imunologiji i upali, dok najnovija istrazivanja
ukazuju na kljuénu ulogu NO sustava u mitohondrijskim signalnim putevima,
stanichom odgovoru na hipoksiju te poznatoj ulozi u homeostazi (70 - 72). Dogadaji
uzrokovani NO sustavom u homeostazi okidaci su preko kojih mitohondriji moduliraju
signalizacijske puteve u indukciji stani¢nih mehanizama prilagodbe i obrane, no sami

ucinci NO sustava mogu uzrokovati mitohondrijsku disfunkciju. Tako ¢e prekomjerno



stvaranje NO, kao i njegova inhibicija dovesti do znaCajnog oStecenja ZeluCane

sluznice (70, 73, 74).

Uz poznate kljune spojeve kao Sto su VEGF, endotelin-1 i ciklooksigenaza-2 (COX-
2) (75), koji sudjeluju u interakciji s NO sustavom, tj. posreduju u homeostatskom
uCinku NO sustava, po svim znaCajkama u dualnoj homeostatskoj ulozi NO sustava
mogao bi sudjelovati medijator kao Sto je BPC 157 (56). Ako usporedimo Cimbenike
homeostaze prema Moncadi (odrzavanje vaskularnog integriteta, kontrola trombocita,
homeostatski odgovor NO sustava na ozljedu) (70), BPC 157 u dosadasnjim
istraZivanjima zadovoljava sve navedene uvjete, a njegov protektivan u¢inak na NO

sustav endotela krvnih zZila dokazan je ranijim istrazivanjima (4, 8, 56, 57).

Dokazano je da BPC 157 utjeCe na stvaranje NO, tj. in vitro iz homogenata tkiva
sluznice Zeluca Stakora, ako se primjeni u istoj dozi od 100 pmol kao i L-arginin,
inducira komparabilno stvaranje NO (6, 49). Zanimljivo je da se u€inak BPC 157 nije
mogao inhibirati s blokatorom NOS, L-NAME (engl. nitro-L-arginine methylester), ¢ak
i kada je L-NAME davan u deset puta viSoj dozi od one potrebne za inhibiciju u€inka
L-arginina (1000 pmol umjesto 100 umol). Sinteza NO je bila obustavljena kada su

kombinirani BPC 157 i L-arginin (58).

BPC 157 dokazano $titi endotel (6, 38, 41), utjeCe na serumsku razinu endotelina
(32), te suzbija hipertenziju uzrokovanu s L-NAME i hipotenziju uzrokovanu s L-

argininom (56).

Zanimljivo je da BPC 157 ima poseban ucinak na NO sustav u razli¢itim modelima,
pa tako nakon amputacije repa Stakora (sa i bez primijene antikoagulantnih lijekova
poput heparina i varfarina), antagonizira pojacano krvarenje (nuspojavu uzrokovanu

L-argininom) i trombocitopeniju (uzrokovanu s L-NAME) (40). Na modelu ishemijskog
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kolitisa, BPC 157 smanjuje razinu oksidativnhog stresa i normalizira razinu NO u

tkivima (30).

Kao Sto je ranije navedeno u istrazivanju sindroma donje Suplje vene na Stakorskom
modelu, BPC 157 je antagonizirao (ili barem smanjio) posljedice duboke venske
tromboze (39). U navedenom istrazivanju mjerena je razina oksidativhog stresa, tj.
razina NO i MDA (malondialdehid) u uzorcima tkiva VCI (vena cava inferior) i u
plazmi (76). Poznato je da se MDA ubraja u reaktivne aldehide koji mogu poremetiti
strukturu i funkciju proteina, a u krvotok se oslobadaju kada su stanice osteéene
lipidnom peroksidacijom, pa se smatra indirektnim markerom oksidativhog stresa
(76). U kontrolnoj skupini u korelaciji s pojavom znacajnog sindroma donje Suplje
vene uocCena je smanjena razina NO i povec¢ana razina MDA u uzorcima tkiva VCI,
dok je u plazmi bilo bez promjene u razini NO, ali je znac¢ajno povecana razina MDA.
Negativna lan€ana reakcija kod kontrolnih Zivotinja uzrokovana je naglim smanjenjem
opskrbe krvlju, potom smanjenom razinom NO u tkivu VCI, naglim oste¢enjem
endotelnih stanica vaskularne stijenke te nizom sposobno$cu proizvodnje eNOS (77),
Sto dovodi do oksidativnog stresa kao rezultat lize endotelnih stanica (78, 79). Kod
zivotinja tretiranih s BPC 157 dolazi do preokreta vecine zbivanja koja dovode do
oksidativnog oStecenja, time Sto se uspostavlja interakcija s NO sustavom Kkoji
odrzava vaskularni integritet (9, 39, 56, 57). To je pra¢eno povec¢anom vrijednosti NO
u plazmi i u tkivu VCI, normalnim vrijednostima MDA, adekvatnom funkcijom eNOS

sustava i opskrbom krvlju (9, 39, 56, 57).
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1.5. Pentadekapeptid BPC 157 i koncept citoprotekcije/adaptivne
citoprotekcije i organoprotekcije

Pentadekapeptid BPC 157 smatramo prototipom, esencijalnim endogenim
medijatorom koji posreduje u citoprotektivnom i adaptivhom citoprotektivnom
odgovoru na razli¢ite nokse u Zelucu i u cijelom gastrointestinalnom traktu, kao i pri
cijeljenju rana (8, 53, 80 - 84). Navedeni ucinci BPC 157 izvorno su zabiljezeni u
Zelucu kao brza zastita endotela protiv prijete¢e nokse, koja je uobiCajena za
antiulkusna citoprotektivha sredstva za sprjeCavanje ishemijske lezije sluznice (7, 53,

58, 85, 86).

André Robert je zaCetnik koncepta citoprotekcije, prvotno objasnjene u istrazivanju s
prostaglandinima danim zajedno s nekrotiziraju¢im, iritiraju¢cim agensom (etanolom),
kao zastita ZeluCane sluznice. U tom istrazivanju zZeluCana Kkiselina nije bila
eliminirana te se smatralo da ona nema utjecaja na citoprotektivni ucinak, tj.
prisutnost Zelu€ane kiseline nije uzeta u obzir kao potencijalni ¢imbenik cijeljenja
(81). Nakon otkri¢a citoprotekcije, A. Robert je otkrio adaptivnu citoprotekciju kao
tijek cijeljenja lezija nakon pocetnog ostecenja, tako Sto je zamijetio neocekivanu
korisnu kontrareakciju izazvanu sluznicom Zeluca kojom se neutralizirala pojava
veCih lezija sluznice zeluca (80, 82). Temeljeno na Robertovom konceptu
citoprotekcije (tj. protekcija neovisna o zZelu€anoj kiselini protiv iritirajuceg agensa) i
adaptivne citoprotekcije (tj. mali iritansi i male lezije Stite od jakih iritansa i jakih lezija
u Zelucu), za mnoge supstance (uklju€ujuéi standardnu antiulkusnu terapiju) se
smatralo da su citoprotektivna sredstva (51, 53, 83, 84). Tako su referentna
antiulkusna sredstva kao $to su omeprazol, cimetidin, ranitidin, brokriptin i atropin
smatrane agensima koji imaju citoprotektivnu aktivnost (52, 83, 84). Treba

napomenuti da je Zelu€ani pentadekapeptid BPC 157 prirodno prisutan i stabilan u
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ljudskom ZeluCanom soku gdje sudjeluje u odrzavanju integriteta sluznice
gastrointestinalnog sustava (1). Kasnija istrazivanja s BPC 157 pokazala su da moze

sluziti kao endogeni citoprotektivni medijator (50).

U kasnijim istrazivanjima (50, 51) primjenjivala se totalna gastrektomija kod
eksperimentalnih Zivotinja, Sto je znacilo ispravno postavljanje uvjeta citoprotekcije, a
time i testiranja citoprotektivnih agenasa. Dok je uvrijezeno vladalo misljenje da bez
Zelu€ane kiseline nema niti ulkusa, svrha prvih istraZivanja s BPC 157 bila je pokazati
vaznost koncepta Robertove citoprotekcije kojim je smatrano da protektivna sredstva
obavezno moraju biti antisekretorna i da su ulcerogeni obi¢no hipersekrecijski stetni
agensi (50, 51, 81). Potpuni izostanak sekrecije Zelu€ane kiseline kod Stakora
metodoloski je izveden pomoc¢u modela totalne gastrektomije ezofagoduodenalnom
termino-terminalnom anastomozom, a kao iritirajuéi agens koristen je cisteamin (50,
51). Nakon zahvata, cisteamin je uzrokovao teSke ulkuse dvanaesnika, dok su BPC
157 i referentni antiulkusni agensi poput omeprazola, cimetidina, ranitidina,
bromokriptina i atropina inhibirali pojavnost ulkusa induciranih cisteaminom. Tako su
BPC 157 i ostali referentni antiulkusni agensi zadrzali svoje protektivne ucinke, a
cisteamin je zadrzao svoj ulcerogeni ucinak, tj. njihovi ucinci ostali su nepromijenjeni
¢ak i u potpunoj odsutnosti zelu€ane kiseline. Time se definitivno dokazalo da njihovi
ucinci (pozitivni i negativni) se ne odnose na izluCivanje ZeluCane kiseline, stoga
ovise o citoprotekciji (50, 51, 83). U kasnijem istrazivanju ucinci referentnih
antiulkusnih sredstava su izostali nakon sialoadenektomije, dok je BPC 157 zadrzao

protektivan ucinak i kod sialoadenektomiranih Stakora (51).

Ova prva istrazivanja imala su bitan utjecaj na daljnja istraZivanja i uspostavljanje

uloge BPC 157 u citoprotekciji i adaptivnoj citoprotekciji, kao i u protektivnoj ulozi

13



ovog peptida u cijeljenju lezija drugih organskih sustava, tzv. organoprotekciji (Slika

2) (8, 53).

Primjenom BPC 157 kao prototipa citoprotekcije u kasnijim istraZivanjima otkriven je i
treCi najvazniji dio koncepta citoprotekcije. Osim zastite zelu€anih stanica i endotela
za obnovu integriteta mukoze, citoprotektivni agensi trebali bi kontrolirati funkciju
krvnih Zila, Sto je dokazano za BPC 157 u istrazivanjima na modelu okluzije krvne

Zile (30, 39) i defekta perforacije cekuma (46).

Na modelu ligature donje Suplje vene, tj. kod sindroma donje Suplje vene Stakora,
BPC 157 aktivira kolateralnu cirkulaciju i obnavlja protok krvi ¢ime se premoScuje
defekt okluzije, antagonizira venska hipertenzija i staza, stvaranje tromba te arterijska
hipotenzija i tahikardija (39). Nakon perforantne ozljede cekuma, BPC 157 davan u
terapiji aktivira okolne krvne Zile koje ulaze u defekt perforacije ¢ime ga premosc¢uje

(Slika 2) (46, 53).

Stoga se pretpostavilo da je u€inak pentadekapeptida BPC 157 na krvne Zile putem
aktiviranja kolateralne cirkulacije temeljni princip zastite od djelovanja negativne

nokse, ovisno o vrsti leziji (okluzija ili perforacija) (39, 46, 53).
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Ponovna uspostava krvnog protoka

Slika 2. Stabilni zelu€ani pentadekapeptid BPC 157 i implementacija koncepta
Robertove citoprotekcije i organoprotekcije (53, tekst slike prilagoden uz dopustenje

autora znanstvenog rada).

BPC 157 ima protektivne ucCinke preko uspostave ZeluCane citoprotekcije i
organoprotekcije u cijelom gastrointestinalnom (GI) sustavu, ukljuCujuci profilakti¢no i
terapijsko djelovanje na postojeée lezije, npr. fistule (23 - 27), anastomoze (28),

ishemijski kolitis (30) (oznaka +1). Poseban utjecaj BPC 157 ima na odrZavanje
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endotelnog integriteta (9, 41, 56, 57, 65) (oznaka +2). To zajedno moze rezultirati
aktivacijom krvnih zila, tj. kolateralne cirkulacije tijjekom ozljede Cime dolazi do
premostenja (bypass) odredene lezije, npr. okluzije krvne Zzile (39) ili perforacije
organa (46) (oznaka =3). Uz navedeno, uCinak BPC 157 posljedica je njegove
interakcije s NO sustavom, kao i interakcije s prostaglandinskim, dopaminskim i
serotoninskim sustavima (23 — 30). Pleotropni ucinci ukljuuju karakteristicne
receptore, ukljuéuju¢i VEGFR2 i receptore hormona rasta, razliCite puteve, ukljuCujuci
VEGFR2-AKT-eNOS, ERK 7, FAK-paksilin, FoxO3a, p-AKT, pmTOR i p-GSK-3B, i
karakteristicne petlje, ukljuCujuci stimulaciju gena EGR-1 i njegove korepresorne
NaB2 gene i sprjeCavanje porasta proupalnih i prokahektickih citokina (31, 39, 53,
65). BPC 157 djeluje protiv lezija uzrokovanih slobodnim radikalima tako $to djeluje
kao sakuplja€ slobodnih radikala (53). Dokazano je da normalizira vrijednosti NO i
MDA u tkivima tijekom ishemije i reperfuzije (30, 39). U brojnim istrazivanjima
dokazano je da peroralna primjena BPC 157 otoplienog u vodi za pice ili
intragastricna primjena BPC 157 ima podjednako djelovanje kao i sistemska,

intraperitonealna primjena (21 — 45, 53).
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1.6. Okluzija abdominalne aorte

Okluzija abdominalne aorte i njezinih vecéih ogranaka moze nastati naglo
(akutno) i postupno (kroni¢no). U slu€aju postupne okluzije abdominalne aorte

ucinkovit kompenzatorni mehanizam je razvoj kolateralne cirkulacije (87).

Akutna okluzija abdominalne aorte je puno rijede, ali i potencijalno katastrofalno
patolosko stanje. Posljedica je akutne tromboze na podlozi aterosklerotske okluzivne
bolesti, jaSuc¢e embolije na aortoilijakalnoj bifurkaciji, ekspanzije laznog lumena kod
disekcije aorte i traume aorte. Rijetko je akutna okluzija uzrokovana vaskulitisom,
hiperkoagulabilnoS¢u i gljivicnom infekcijom. Akutna okluzija abdominalne aorte je
povezana s visokom stopom morbiditeta i mortaliteta (88). Stopa smrtnosti kod
neinterventnog tretmana je do 75%, a kod rane dijagnoze i intervencije stopa varira
izmedu 20% do 50% (89). Uzroci smrti nisu povezani samo s ishemijom vitalnih
organa, nego i teSkim respiratornim zatajenjem, fatalnim sréanim aritmijama,
nekontroliranom hiperkalemijom i sekundarnom bubreznom insuficijencijom
uzrokovanom mionekrozom (89). Bitan Cimbenik za prognozu je brzina dono$enja
dijagnoze i rana intervencija. Klinicka slika akutne arterijske okluzije uklju€uje: bol,
paresteziju, paralizu, bljedilo, odsutnost pulsa i poikilotermiju. Hitna dijagnostika i
terapija su nuzne kako bi se komplikacije svele na minimum i izbjegao letalan ishod

(88).

Infrarenalni dio aorte ima predispoziciju za razvoj ateromatoznih lezija, zbog
oscilacija u krvnom protoku i niskih vrijednosti stresnog naprezanja (engl. wall shear
stress) (90). Bifurkacijski kut i smanjenje promjera aorte utjeCu na pojavnost
aterosklerotskih plakova (91). Tromboti¢nu bolest zavrSnog dijela aorte opisao je

francuski kirurg Rene Leriche 1923. godine (92). Povezao ju je s trijasom simptoma:
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klaudikacijama, impotencijom i oslabljenim perifernim pulsom, pa se od tada eponim
,Leriche sindrom“ Cesto koristi za oznaavanje aortoilijakalne okluzivne bolesti (92 -
94). AortoilijaCna okluzivna bolest ili Leriche sindrom spada u podskupinu periferne
arterijske bolesti (PAD), koja uklju€uje ateromatoznu okluziju infrarenalnog dijela
aorte, zajednicCke ilijacne arterije ili oboje. To¢nu incidenciju i prevalenciju tesko je
utvrditi, jer mnogi pacijenti su asimptomatski kao rezultat razvoja kolateralne mreze
(93). Medutim, samo PAD ima procijenjenu prevalenciju od Cak 14,5% kod osoba

starijinh od 70 godina (94).

U danasnje vrileme, dijagnoza okluzije abdominalne aorte postavlja se CT
angiografijom (CTA) koja se smatra ,zlatnim standardom® i koja je zamijenila
tradicionalnu katetersku angiografiju. CTA je neinvazivha pretraga, kojom se s
manjom koli¢inom kontrasta mozZe razluCiti detaljan trodimenzionalni anatomski
prikaz. Digitalna suptrakcijska angiografija (DSA) danas je zauzela svoje mjesto u
intervencijske, terapijske svrhe kod endovaskularnog pristupa lije¢enju okluzije, koja
sve viSe zamjenjuje otvorene kirurSke zahvate, kao Sto su tromboendarterektomija i
aortobifemoralna premosnica (engl. bypass) (94). lako perkutane kateterske
intervencijske i kirurSke tehnike mogu uspje$no prevladati problem okluzije, nekim
pacijentima s teSkom arterijskom okluzijom tesko je ublaziti bol i izlijeciti ishemijske
ulkuse te su trenutno bez ucinkovite terapije, osim moguée amputacije ekstremiteta
koja se nastoji izbjeci (95). Stoga je krucijalno usmijeriti istrazivanja u pronalasku
adekvatne farmakoloSke terapije za Siru populaciju bolesnika sa stenozama i

okluzijama krvnih Zila.
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1.7. Kolateralne krvne zile/anastomoze

Opcenito prema definiciji, kolateralne krvne Zzile ili anastomoze povezuju
podrucje koje opskrbljuje jedna krvna zZila s onim koje opskrbljuje druga. Kolateralne
arterije stoga pruzaju alternativni izvor opskrbe krvlju odredenog tkiva ili organa, koji
je ugrozen okluzivnom arterijskom boles¢u i mogu pomoci u o€uvanju funkcije tkiva ili

organa u takvih bolesnika (96).

Kolateralna cirkulacija je mreza ,endogenih bypass krvnih Zila“, koja je prisutna u
vecini tkiva. Ona pruza zastitu od ishemijskog ostecenja uzrokovanog na primjer
koronarnom aterosklerozom, ishemijskim mozdanim udarom, perifernom arterijskom
boleS¢u i u drugim slicnim stanjima (96). Kolateralna cirkulacija varira medu
pojedincima zbog razlika u broju i promjeru kolateralnih krvnih Zila, koje su prisutne
prije stenoze i okluzije te njihovoj sposobnosti adaptivnhom rastu nakon pocetka
okluzivne bolesti. Kolaterale se razlikuju od arterija, vena i kapilara u funkcionalnim i
fenotipskim svojstvima te bi ih se moglo smatrati ,treCom cirkulacijom® uz opce

poznatu arterijsko-vensku i limfnu cirkulaciju (96).

Kolaterale u zdravim tkivima mogu povecati svoj anatomski promjer, a u
opstruktivnim bolestima se remodeliraju. Buduéi da se kolateralama povezuju dvije
arterije ili ogranci susjednih arterijskih stabala, krvni protok duz njihove duljine dolazi
iz suprotnih smjerova u zdravim tkivima (97). To dovodi do ,to and fro“ protoka, koji
sprieCava hemostatsku trombozu, Sto rezultira malim ili nikakvim protokom u tocki
koja je blizu sredine kolaterala. Tako se kolaterale nalaze u jedinstvenom
hemodinamiCkom okruzenju niskog i oscilatornog naprezanja. Parcijalna stenoza ili
okluzija koja uzrokuje opstrukciju krvnog protoka u jednoj od susjednih arterijskih

stabala, dovodi do jednosmjernog protoka kroz kolaterale (96).
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Postoje dvije vrste kolaterala: kolateralne arterije i mikrovaskularne kolaterale (96).

Kolateralne arterije ili ,arterija-arterija® anastomoze su prisutne na slicnim
anatomskim mjestima medu ljudima i drugim vrstama sisavaca. U usporedbi s
mikrovaskularnim kolateralama, kolateralne arterije u zdravih mladih osoba opcenito
ne pokazuju nikakav ili minimalan tortuozitet, a kod opstruktivhe bolesti prolaze

manje povecanje lumena, tj. remodeliranje (96, 98).

Mikrovaskularne kolaterale ili ,arteriole-arteriole“ anastomoze krizno povezuju male
dijelove arteriola u grananjima susjednih arterijskih stabala. Prosje¢ni promjer im je
manji od 100 um u vecini vrsta, ukljuCujuci i Covjeka. Karakteristike mikrovaskularnih
kolaterala su: znacCajna tortuoznost €ak i kod mladih osoba, remodeliranje promjera
njihovog lumena za 5 do 10 puta kod ljudi s okluzivnom boleSc¢u i barem najmanje
toliko kod sojeva miSeva, te velika genetska varijabilnost njihovog broja, promjera i

mogucénosti remodeliranja (96, 98).

Kolateralne arterije i mikrovaskularne kolaterale obi¢no imaju jednu ili viSe bocnih
ogranaka. One pomazu u opskrbi tkiva kisikom, a sluze i kao ,skele“ za dostavu
protoka krvi u parenhimsko tkivo unutar ,kolateralne zone“ (engl. watershed) izmedu

susjednih arterijskih stabala (96).

Opisane kolateralne krvne zile razlikuju se od drugih vrsta arterijskih anastomoza
koje su slicne kolateralama (engl. collateral-like), ali nisu same po sebi oznacene kao
kolaterale. Postoje dvije vrste takvih arterijskihn anastomoza: anastomoze unutar

stabla (engl. intra-tree anastomoses) i arkadne arterije (96, 98).

Anastomoze unutar stabla su ,arteriole-arteriole® anastomoze, koje povezuju
susjedne ogranke unutar odredenog stabla. One mogu imati suprotan protok u

srediSnoj toCki njihovog spoja, bas kao i kolaterale (99). One takoder sudjeluju u istoj
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.endogenoj bypass funkciji“ kolaterala u slu¢aju kada dode do okluzije susjednog
ogranka (100). Anastomoze unutar stabla Stite mnogo manje dijelove tkiva, pa ne
spajaju druga, odvojena arterijska stabla; puno su krace i imaju malo ili nimalo

tortuoziteta (96).

Arkadne arterije su arterije koje luCno prolaze, a mogu ovisno o0 pojedincu
anastomozirati s drugom arterijom. Kod ljudi su to na primjer: marginalne
mezentericne arterije, ZeluCane i omentalne arkadne arterije, gastroepiploi¢na
arterija, unutarnja torakalna arterija, pankreatikoduodenalna arkada, kolateralna

interkostalna arterija, itd. (101).
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1.8. Vaskularna opskrba gastrointestinalnog sustava Stakora i

covjeka

Laboratorijski uzgojeni Stakori danas su jedni od naj¢es¢ih eksperimentalnih
modela za istrazivanja, zbog jednostavnosti rukovanja i dostupnosti samih jedinki.
Usporedno s ljudima, laboratorijski Stakori imaju slicne anatomske strukture
organskih sustava. Ranija istrazivanja su upucivala da usporedba krvozilnog sustava
Covjeka i Stakora nije pravilna zbog brojnih kolaterala prisutnih u Stakorskom modelu
(102, 103). Podaci iz drugih istrazivanja upucuju na znatnu homologiju izmedu
krvozilnog sustava Stakora i ljudi u podrucju ventrolateralnog dijela abdominalne
stijenke. Medutim, postoje i znaCajne razlike koje se moraju uzeti u obzir pri

izvodenju i tumacenju eksperimentalnih postupaka kod Stakora (104).

Eksperimentalni animalni modeli ligature/okluzije arterija danas se Siroko primjenjuju
u istrazivanjima terapeutske angiogeneze (105). Terapeutska angiogeneza nudi
obecanja za lijeCenje arterijskih stenoza i okluzija te periferne arterijske bolesti (106).
Za uspjeSna istrazivanja terapijske angiogeneze potreban je odgovaraju¢i model
ishemije. Svrha terapeutske angiogeneze je spasiti periferno tkivo poveéanjem
periferne perfuzije kroz kolateralne krvne Zile, tako da bi podrucje lijeCenja trebalo
usmijeriti na podrucje kolateralnih puteva (105, 106). lako je poznato da su kolateralni
putevi prisutni unutar urodene vaskulature, nema potpunih saznanja koja opisuju
detaljnu sveobuhvatnu vaskularnu anatomiju i kolateralne puteve, osobito usporednu
anatomiju krvoZilnog sustava Covjeka i Stakora te do danas ne postoji adekvatna
farmakoloSka terapija za ishemijske bolesti koje su vodece bolesti danasnjeg doba
(105). Za jednostavnije razumijevanje ovog doktorskog rada, opisat c¢emo arterijski
krvoZilni sustav abdominalne aorte Covjeka i Stakora, njihove razlike i moguéu

kolateralnu cirkulaciju.
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1.8.1. Pregled vaskularne opskrbe gastrointestinalnog sustava Stakora

Ranija istrazivanja vaskularne anatomije pokazala su da se probavni organi —
jetra, Zeludac i crijeva laboratorijskih Stakora opskrbljuju krvlju s tri glavne arterije:
truncus coeliacus, a. mesenterica cranialis i a. mesenterica caudalis, koje su ogranci

abdominalne aorte (103, 107, 108).

Truncus coeliacus ili arteria coeliaca (celijaéno stablo, celijaéna arterija) je prvi
visceralni ogranak koji polazi s ventralne strane abdominalne aorte i snabdijeva krvlju
Zeludac, slezenu, jetru, gusteracu i kranijalni dio duodenuma. A. coeliaca se dijeli na
tri glavna ogranka: a. lienalis, a. gastrica sinistra i a. hepatica. A. lienalis (slezenska
arterija) se grana na nekoliko manjih ogranaka: ogranci za gusteracu - rr. pancreatici,
u podrudju hilusa slezene su rr. lienales te se nastavlja kao a. gastroepiploica sinistra
na velikoj krivini Zeluca. A. gastrica sinistra (lijeva zelu€ana arterija) opskrbljuje malu
krivinu Zeluca, gdje daje parijetalne i visceralne ogranke (rr. parietalis i rr. visceralis).
A. hepatica (jetrena arterija) daje jetrene ogranke (rr. hepatici), desnu Zelu€anu
arteriju (a. gastrica dextra) i gastroduodenalnu arteriju (a. gastroduodenalis) koja se

dijeli na: a. pancreaticodudenalis cranialis i a. gastroepiploica dextra (107, 108).

Arteria mesenterica cranialis (kranijalna mezenteriCna arterija) je drugi visceralni
ogranak abdominalne aorte koji polazi s ventralne strane i kaudalno od celijacne
arterije. Ona je najveci ogranak abdominalne aorte i opskrbljuje krvlju dijelove
probavnog sustava koji pripadaju mezenteriju. NajCeS€e zasebno polazi od
abdominalne aorte i to kaudalno od desne bubrezne arterije u 39% slucajeva.
ZajednicCko izlaziSte s desnom bubreznom arterijom ima u 37% slu¢ajeva, dok mnogo
rijede (9%) polazi kranijalno od desne bubrezne arterije (107). A. mesenterica

cranialis se dijeli u nekoliko ogranaka: a. colica media, a. pancreaticoduodenalis
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caudalis, a. colica dextra, aa. jejunales i a. ileocecocolica. Prvi ogranak a. colica
media (srednja arterija kolona) opskrbljuje poprecni kolon i kranijalni dio silaznog
kolona. Naj¢eSée se samostalno odvaja od kranijalne mezenterine arterije, dok
nesto riede kao zajedniCka grana s desnom arterijom kolona (a. colica dextra). Drugi
ogranak a. pancreaticoduodenalis caudalis (kaudalna pankreatikodudodenalna
arterija) daje ogranke za opskrbu gusteraCe i dvanaesnika (rr. pancreatici i fr.
duodenales). Postoji anastomoza izmedu a. pancreaticoduodenalis caudalis i
cranialis (ogranak celijane arterije). Treci ogranak kranijalne mezenteriCne arterije je
a. colica dextra (desna arterija kolona) koja opskrbljuje kaudalni dio uzlaznog kolona.
Cetvrti ogranci su jejunalne arterije (aa. jejunales), koje &ine nekoliko ogranaka koji
opskrbljuju jejunum i kranijalni dio ileuma. Zadnji ogranak a. ileocecocolica usmjeren
je kaudalno i ventralno, a dijeli se na r. colicus koji opskrbljuje uzlazni kolon, a. ilealis

za ileum i a. cecalis za cekum (107, 108).

Arteria mesenterica caudalis (kaudalna mezenteriCnha arterija) je treci visceralni
ogranak abdominalne aorte, koji se dijeli na a. colica sinistra i a. rectalis cranialis,
koje opskrbljuju kaudalni dio silaznog kolona i rektum. Bitna anastomoza nalazi se
izmedu kranijalne i kaudalne mezenteri¢ne arterije, tj. izmedu a. colica media i a.

colica sinistra (103, 107, 108).
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1.8.2. Pregled vaskularne opskrbe gastrointestinalnog sustava €ovjeka

Truncus coeliacus ili arteria coeliaca (celijaCno stablo, celijaCna arterija) polazi
s prednje strane abdominalne aorte u razini 12. prsnog kraljeSka. Celijacno stablo
opskrbljuje krvlju jetru, Zeludac, zavrdni dio jednjaka, slezenu i gornju polovicu
dvanaesnika i gusteracu. Celijacno stablo je usmjereno ventralno i kaudalno te se
nakon kratkog toka dijeli u: a. gastrica sinistra, a. hepatica communis i a. lienalis.
Arteria gastrica sinistra (lijeva ZeluCana arterija) opskrbljuje kardiju i malu krivinu
Zeluca. Anastomozira s desnom zelu€anom arterijom (ogranak zajednicke hepati¢ne
arterije). Arteria hepatica communis (zajedniCka jetrena arterija) daje ogranke: a.
gastroduodenalis, a. gastrica dextra te a. hepatica propria. A. gastrouodenalis se
dijeli na: a. pancreaticoduodenalis superior et posterior, aa. retroduodenales te a.
gastroepiploica dextra. A. gastrica dextra (desna ZeluCana arterija) usmjerena je uz
malu krivinu Zeluca i anastomozira s lijevom Zelu€anom arterijom. A. hepatica propria
(izvorna jetrena arterija) nastavlja tok zajedniCke jetrene arterije i na ulazu u jetru
daje ogranke za desni i lijevi rezanj jetre te zu€ni mjehur. Arteria lienalis (slezenska
arterija) je najvec¢a grana celijjanog stabla koja daje ogranke: rr. splenici, rr.
pancreatici i a. gastroepiploica sinistra koja se dijeli na: rr. gastrici i rr. omentales

(109).

Arteria mesenterica superior (gornja mezenteri¢na arterija, AMS) se odvaja s prednje
strane od abdominalne aorte u razini 1. slabinskog kraljeSka, oko 0,5 - 1 cm ispod
celijaénog stabla i iznad renalnih arterija. Ta arterija se kod Stakora naziva a.
mesenterica cranialis. Ona opskrbljuje distalnu tre¢inu duodenuma, jejunum, ileum,
cekum, ascendentni kolon i proksimalni dio transverzalnog kolona. Ogranci AMS su:
a. pancreaticoduodenalis inferior, aa. jejunales, aa. ileales, a. colica dextra, a.

flexurae dextra, a. colica media, a. marginalis coli i a. ileocolica (109, 110).
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Prva grana AMS je a. pancreaticoduodenalis inferior (donja pankreati¢noduodenalna
arterija), koja opskrbljuje dvanaesnik i glavu guSterale te daje anteriorne i
posteriorne ogranke koji formiraju anastomoze s granama a. pancreaticoduodenalis
superior (ogranak celijaCne arterije). A. colica media (srediSnja arterija kolona)
opskrbljuje transverzalni kolon, a usmjerena je desno i u duplikaturi peritoneuma se
dijeli na desni i lijevi ogranak. Desni ogranak anastomozira s a. colica dextra (2.
ogranak AMS) i tvori luk. Lijevi ogranak anastomozira s a. colica sinistra (ogranak
donje mezenterine arterije) i tvori luk - arcus Riolani. A. colica dextra (desha arterija
kolona) opskrbljuje uzlazno debelo crijevo te se dijeli na dva ogranka, od kojih doniji
ogranak anastomozira s gornjim ogrankom ileokolicne arterije. A. ileocolica
(ileokoli¢na arterija) opskrbljuje uzlazno debelo crijevo, crvuljak, cekum i ileum, a
dijeli se na gornji i donji ogranak. Donji ogranak anastomozira s krajnjim dijelom AMS
tvoredi luk s ograncima: a. cecalis anterior et posterior, a. appendicularis, r. ilealis i r.
colicus. Aa. jejunales i aa. ileales Cine dvadesetak ogranaka usmjerenih lijevo, koji
medusobno anastomoziraju i tvore arkade u mezenteriju od kojih odlaze sitne arterije

(vasa recta) i opskrbljuju stijenku crijeva (109, 110).

Arteria  mesenterica inferior (donja mezentericna arterija, AMI) polazi s
anterolateralne lijeve strane abdominalne aorte u razini 3. slabinskog kraljeSka. Ta
arterija se kod Stakora naziva a. mesenterica caudalis. Njezini ogranci su: a.
ascendens, a. colica sinistra, aa. sigmoideae i a. rectalis superior. A. colica sinistra
(ljeva arterija kolona) je smjeStena retroperitonealno i dijeli se na gornji i donji
ogranak. Gornji ogranak opskrbljuje poprec¢ni kolon i pocetni dio silaznog kolona te
anastomozira s a. colica media (ogranak AMS). Donji ogranak snabdijeva zavrsni dio
silaznog kolona te anastomozira s a. sigmoidalis superior. Aa. sigmoideae

(sigmoidne arterije) se obi¢no sastoje od 2 do 4 ogranka, koji su usmjereni lijevo i
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dolje te anastomoziraju s a. colica sinistra i a. rectalis superior (ogranci AMI). A.
rectalis superior (gornja rektalna arterija) je usmjerena prema dolje te se dijeli na dva
ogranka koji opskrbljuju gornji dio rektuma. Ona prema gore anastomozira sa

sigmoidnim arterijama, a prema dolje s donjom rektalnom arterijom (111).

Marginalna arterija ili Drummondova anastomoza cCini kolateralni put izmedu AMS i
AMI. Kolateralna mreza potje€e od silaznog grananja a. ileocolica, koja je povezana s
a. colica dextra preko ascendentnih i descendentnih ogranaka a. colica dextra. Ova
mreza je povezana s desnim i lijevim ograncima a. colica media, ascendentnim i
descendentnim ograncima a. colica sinistra, i sigmoidnim ograncima AMI koje
zavrSavaju u a. rectalis superior (110). Drummondova anastomoza smjeStena je
unutar mezenterija debelog crijeva i prolazi cijelom duzinom debelog crijeva, a sastoji
se od ogranaka a. colica dextra, media i sinistra. Marginalna arterija je malog

promijera, no u slu€aju okluzije dolazi do znacajnog porasta promjera (111, 112).

AMS i AMI formiraju anastomozu i putem Riolanovog luka (engl. meandering artery),
koja predstavlja arterijsku anastomozu izmedu proksimalnog dijela a. colice media

(ogranak AMS) i proksimalnog ogranka a. colica sinistra (ogranak AMI) (111, 112).
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1.8.3. Komparativna anatomija kolateralne cirkulacije Stakora i €ovjeka

Ranija istrazivanja na animalnom modelu okluzije (ligature) na mjestu
bifurkacije abdominalne aorte, nisu rezultirale smrtnim ishodom ispitivanih Zivotinja
(103). Takoder, uocCeno je da je okluzija proksimalnije od ogranka lijeve renalne
arterije povezana sa smrtnih ishodom ispitivane Zivotinje, dok su okluzije distalnije od
lijeve renalne arterije povezane s relativno dobrim ishodima. Za dobar ishod kod
distalnijih okluzija zasluzne su brojne kolaterale/anastomoze u Stakorskom modelu

(103, 104).

U ranijim istrazivanjima opisuje se pojavnost makroskopski povecanih kolaterala
nakon 4 dana od okluzije abdominalne aorte Stakora, a stupanj njihovog povecanja
varira s mjestom vezanja (103). U istrazivanjima na animalnom modelu inducirane
okluzije abdominalne aorte uoCena je pojava anastomoza (kolaterala), od kojih su
najznacajnije: 1) mezenteriCha anastomoza (anastomoza izmedu a. mesenterica
superior i a. mesenterica inferior), 2) ovari¢na (gonadalna) anastomoza (preko a.
ovarica i a. uterina), 3) anastomoze anterolateralne abdominalne stijenke (parijetalne
anastomoze), 4) ureteriCne anastomoze, 5) anastomoze izmedu a. iliolumbalis i a.
iliaca circumflexa profunda, 6) anastomoze izmedu a. iliolumbalis i a. phrenica
inferior, 7) lumbalne anastomoze te 8) kolaterale preko spinalnih arterija koje polaze

od a. sacralis media (102, 103, 107, 113).

Kod ljudi okluzija aortoilijaénog segmenta (tzv. Leriche sindrom) dovodi do aktivacije
visceralnih i parijetalnih kolaterala, koji pomazu u odrzavanju perfuzije donjih
ekstremiteta. Anatomska lokacija lezije izravno utjeCe koji ¢e se cirkulatorni
kolateralni put pojaviti. Od visceralnih anastomoza, kolateralni put pocinje s

ograncima a. mesenterice superior i ukljuuje Riolanov luk i marginalnu arteriju
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(Drummondova anastomoza) prije anastomoziranja s ograncima a. mesenterice
inferior i to s a. rectalis superior, potom s a. rectalis media koja je ogranak unutrasnje

ilija¢ne arterije (113 — 116).

Sistemske arterijske anastomoze najizrazenije su kod proksimalnih lezija aorte ili
onih koje se razvijaju neposredno ispod ogranaka renalnih arterija. Donje
interkostalne arterije zajedno s lumbalnim arterijama, tvore dva razliCita puta koja
zavr$avaju u unutarnjim ili vanjskim ilijacnim arterijama. Jedan put ukljuuje a. iliaca
circumflexa profunda i njen spoj s vanjskom ilijaénom arterijom, a drugi put formira
anastomozu s iliolumbalnom arterijom i zavrSava u unutarnjoj ilijaénoj arteriji. Isto
tako, tkz. Winslow Pathway (engl.) je sustavna kolateralna mreza koja dopire do
vanjske ilijaCne arterije preko unutrasnje torakalne arterije, potom gornje epigastricne
arterije, a zatim donje epigastriCne arterije. Manji kolateralni put povezuje a. sacralis
mediana s unutrasnjom ilijacnom arterijom preko lumbalnog ogranka iliolumbalne

arterije (113 - 116).
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1.9. Svrha istrazivanja

Smatra se da su protektivni u€inci pentadekapeptida BPC 157 na ubrzano
cijeljenje ranije spomenutih lezija razliCitih organskih sustava posljedica njegovog
djelovanja na endotelne stanice krvnih Zzila (53, 56, 57, 65). Pentadekapeptid BPC
157 se smatra prototipom citoprotektivhog agensa Robertove citoprotekcije (8, 58, 80
- 86). Prema konceptu citoprotekcije djelovanje citoprotektivnog agensa nastupa
neposredno nakon aplikacije na mjesto lezije (8, 80 - 84). Ideja ovog istrazivanja bila
je proucCavanje aktivacije kolateralne cirkulacije odmah nakon inducirane okluzije
abdominalne aorte. Zbog dosadasnijih istrazivanja u kojima je pentadekapeptid BPC
157 djelovao neposredno nakon aplikacije po konceptu citoprotekcije (8), misljenja
smo da bi mogao djelovati i kod akutne okluzije abdominalne aorte na brzu aktivaciju
kolateralne cirkulacije od mjesta okluzije. UCinak pentadekapeptida BPC 157 na
kolateralnu cirkulaciju kod akutne okluzije abdominalne aorte i oSteCenja koja nastaju

kao posljedica istoga do sada nisu ispitivane.

Svrha istrazivanja predstavlja realizaciju hipoteze istrazivanja; pentadekapeptid BPC
157 primijenjen parenteralno u tretmanu ili peroralno u predtretmanu na Stakorskom
modelu akutne okluzije abdominalne aorte povecava protok kroz kolateralni krvotok
od mjesta ligacije. Posebice, svrha istrazivanja je pokazivanje ucinaka
pentadekapeptida BPC 157 kao moguce farmakoloske terapije kod okluzija krvnih

Zila i u prevenciji prijetecih ishemija tkiva i organa.
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2. HIPOTEZA

Pentadekapeptid BPC 157 primijenjen parenteralno u tretmanu ili peroralno u
predtretmanu na Stakorskom modelu akutne okluzije abdominalne aorte povecava
protok kroz kolateralni krvotok od mjesta ligacije te smanjuje mogucnost nastanka

posljedica okluzije (ishemije tkiva/organa).
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

3.1. Opéi cilj

Pokazati ucinak pentadekapeptida BPC 157 primijenjenog u tretmanu i
predtretmanu na aktivaciju kolateralne cirkulacije od mjesta ligacije te kolateralnu
cirkulaciju u podrucju distalnog dijela descendentnog kolona i uterusa na Stakorskom

modelu akutne okluzije (ligature) abdominalne aorte.

3.2. Specifiéni ciljevi

a) Pokazati da intraperitonealna primjena pentadekapeptida BPC 157 nakon
izazvane okluzije abdominalne aorte (tretman; terapijski u€inak) djeluje na brzu

aktivaciju kolateralne cirkulacije s pove¢anjem broja kolaterala.

b) Pokazati da peroralna primjena pentadekapeptida BPC 157 nakon izazvane
okluzije abdominalne aorte (predtretman; profilaktiCki ucinak) djeluje na brzinu

aktivacije kolateralne cirkulacije i broj kolaterala.

c) Pokazati da primjena pentadekapeptida BPC 157 u predtretmanu i tretmanu
smanjuje ishemijska oSte¢enja misica donjih ekstremiteta, tkiva distalnog dijela

descendentnog kolona i uterusa kod eksperimentalnih zivotinja.

d) Pokazati da pentadekapeptid BPC 157 u predtretmanu i tretmanu djeluje na brz
oporavak motornih funkcija (hoda) nakon akutne okluzije abdominalne aorte kod

Stakora.
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4. MATERIJALI' I METODE

4.1. Tvari u istrazivanju

|. Tretman:

a) pentadekapeptid BPC 157 (Diagen d.o.o., Ljubljana, Slovenija) otoplien u 0,9%
NaCl (Natrii chloridi infundibile, Pliva, Hrvatska) u dozi 10 pg/kg kao intraperitonealna

kupka,

b) ekvivalentna koli¢ina 0,9% otopine NaCl-a (Natrii chloridi infundibile, Pliva,

Hrvatska).

Il. Predtretman:

a) pentadekapeptid BPC 157 otopljen u vodi za pi¢e (0,25 pg/ml, 12 ml/Stakor/dan),
b) voda za pice.

Anestetici: diazepam (6 mg/kg i.p.) - Apaurin 10 mg/2 ml otopina za injekciju, Krka,

Novo mesto, Slovenija;

tiopental (40 mg/kg i.p.) - Thiopental 500 mg prasak za injekcije, Rotexmedica

GmbH, Trittau, Njemacka.

Analgetik: ketoprofen (3 mg/kg i.p.) - Ketonal 100 mg/2 ml otopina za injekcije,

Sandoz d.o.o., Zagreb, Hrvatska.
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4.2. Zivotinje u istrazivanju

U istrazivanju su koristene Zzenke Wistar Stakora, mase 300 + 20 g, u dobi 10 -

12 tjedana, koje su uzgojene u nastambi za laboratorijske Zivotinje Zavoda za

farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (broj registracije nastambe

HR-POK-007). Zivotinje su drzane u kavezima pri sobnoj temperaturi (20 °C + 2 °C) s

12-satnim svjetlosnim reZzimom dan/no¢ (po€etak dana u 07:00 sati). SmjeSteni su po

3 - 4 u jedan kavez uobi€ajenih dimenzija za Stakore, pri uvjetima vlage zraka 50 - 70

% i buke do 60 dB. Voda i hrana daju se ad libitum.

Metodom slu€ajnog odabira dodijeljeno je 10 Stakora po svakoj pokusnoj skupini.

Ukupan broj pokusnih skupina iznosi 16, a ukupan broj Zivotinja u pokusu je 160.

Varijabilnost je kod ispitivanih Zivotinja svedena na minimum, jer smo koristili Zivotinje

uzgojene u istoj hastambi, istog spola, dobi i tjelesne mase.

Tablica 1. Shematski prikaz eksperimentalnih skupina:

Skupine 1 min 1h 6 h 24 h
Predtretman Kontrola
(peroralna primjena, (voda za pice) p.o. 10 10 10 10
7 dana prije zahvata)
BPC 157
(0,25 pg/mL, 12 10 10 10 10
mL/Stakor/dan) p.o.
Tretman Kontrola 10 10 10 10
(intraperitonealna (0,9 % NaCl) i.p.
kupka)
BPC 157 10 10 10 10
(10 pg/kg) i.p.
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4.3. Metodologija - eksperimentalni protokol

Zivotinjama u op¢oj anesteziji (diazepam 6 mg/kg i.p., tiopental 40 mg/kg i.p.)
je ucinjena standardna kirurSka priprema operativhog polja (brijanje koze trbuha,
pranje i dezinfekcija operativnog polja povidon jodidom) te se medijalnom
laparotomijom (rezom koZe i miSi¢a u medijanoj liniji u duljini od 4 cm) pristupilo
trbusnoj Supljini. Ispreparirano je podrucCje oko abdominalne aorte i pristupilo se

segmentu neposredno iznad bifurkacije abdominalne aorte.

KoriSten je model kirurski inducirane okluzije abdominalne aorte totalnom ligacijom
abdominalne aorte pod nadzorom mikrokamere s povecanjem 40 - 400 puta. Prije
ligiranja aorte paZljivo se eksploriralo podrucje oko bifurkacije aorte i vizualizirali su
se ogranci abdominalne aorte. Pri tom se strogo pazilo da se kod svih pokusnih
skupina ligatura postavi na isto mjesto. Ispod mjesta ligature vizualizira se arteria
mesenterica caudalis, arteria sacralis media i obje iljacne arterije (102, 103, 107,
113, 117 - 119). U slucaju odstupanja od uobiCajene anatomije krvnih Zila, zZivotinja je

iskljuena iz istrazivanja (107, 113).

Ligatura kirurSkim Savom (Ethibond konac 3.0, Ethicon inc. Johnson & Johnson
Company, USA) se postavljala distalno od polaziSta desne iliolumbalne arterije, a

proksimalno od bifurkacije abdominalne aorte (102, 103, 113, 117 - 119).

Kod skupina Zivotinja u tretmanu neposredno nakon ucinjene ligacije navedenog
segmenta, izvrSena je aplikacija pentadekapeptida BPC 157 (10 ug/kg, i.p.).
Kontrolne Zivotinje su za intraperitonealnu kupku primile ekvivalentnu koli€inu

fizioloSke otopine (0,9 % NaCl otopina).
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Skupine Zivotinja u predtretmanu pile su pentadekapeptid BPC 157 otopljen u vodi za
pice (0,25 pg/ml) svakodnevno tjedan dana prije zahvata. Kontrolne Zivotinje u

predtretmanu pile su svakodnevno vodu za pi¢e ad libitum.

Kod skupina na vremenskim intervalima od 1 sata, 6 sati i 24 sata, trbusna stijenka je
zasivena po slojevima pojedinacnim Savima (Vicryl 3.0 za miSicCe, svila 3.0 za koZzu).
Kod skupina na vremenskom intervalu od 1 minute za navedenim Sivanjem nije bilo
potrebe, jer se 1 minutu od ligacije zapoCelo s provodenjem istraZivanja. Po
dovrSenom zahvatu Zivotinje su promatrane, grijane i prevrtane s jedne na drugu
stranu dok se nije uspostavila stabilna sternalna rekumbencija. Sve ispitivane
Zivotinje na intervalima od 6 sati i 24 sata dobivale su analgeziju (ketoprofen 3

mg/kg) svakih 6 sati ili do pojave znakova boli.

Zrtvovanje svih skupina Zivotinja izvréeno je u opcoj anesteziji dvostrukim dozama
anestetika (diazepam 6 mg/kg i.p., tiopental 40 mg/kg i.p.). Nakon Zrtvovanja kod

svih pokusnih skupina uzeti su uzorci za patohistoloSku analizu.

Kod skupina Zivotinja na vremenskom intervalu od 1 minute, nije bilo potrebe za
dodatnom anestezijom, jer se neposredno nakon ligacije zapocelo s digitalnom
subtrakcijskom angiografijom, procjenom kolateralizacije te zavr§no zZrtvovanje nakon

Cega su uzeti uzorci za patohistoloSku analizu.

Kod skupina na vremenskom intervalu od 1 sata, takoder nije bilo potrebno dodatno
anestezirati zZivotinje, jer su iste jo$ bile pod djelovanjem duboke anestezije koja je
prethodila kirurSkom zahvatu. Zivotinje su bile podvrgnute digitalnoj subtrakcijskoj
angiografiji, procjeni kolateralizacije te su im nakon Zzrtvovanja uzeti uzorci za

patohistoloSku analizu.
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Kod skupina na vremenskim intervalima od 6 sati i 24 sata, istraZivanje je zapoceto
analizom hodne pruge, jer su u vremenskom periodu od 6 sati nakon okluzije krvne
Zile oCekivana ostecenja donjih ekstremiteta pa na dalje najizrazenija (120), a do
tada je regredirao uCinak anestezije. Nakon analize hodne pruge, Zivotinje su
ponovno podvrgnute anesteziji, te potom subtrakcijskoj angiografiji, procjeni
kolateralizacije mikrokamerom, a nakon zZrtvovanja uzeti su uzorci za patohistoloSku

analizu.

4.3.1. Digitalna subtrakcijska angiografija

U svim skupinama zivotinja izvedena je analiza krvnih Zila digitalnom
subtrakcijskom angiografijom s ciliem otkrivanja prisutnosti kolateralne cirkulacije

nakon ligature abdominalne aorte.

U ispitivanju je koriSten rendgenski uredaj proizvodaca SHIMADZU (Tokio, Japan),
tip C-VISION PLUS, #0161H26402; tvornicki broj cijevi: VARIAN, G1092 #22024-
4W, koji je smjeSten u Kilinici za tumore Klinickog bolnickog centra ,Sestre
milosrdnice“. Uredajem je upravljao kvalificirani radioloSki tehnolog zaposlen u

navedenoj ustanovi, a pretragu je vodila pristupnica.

Intravaskularna kanila (24 G, 13 ml/min; BD Neoflon, Helsingborg, Svedska) je
postavljana u abdominalnu aortu 1 mm iznad ligature, vrhom kanile postavljenim
prema kranijalno, pri ¢emu je intravaskularno smjesten segment kanile duljine 15
mm. Pomocu intravaskularne kanile retrogradno je aplicirano jodno vodotopljivo

kontrastno sredstvo iohexol (Omnipaque 350, GE Healthcare, Chicago, USA) u
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abdominalnu aortu. Za sve pokusne skupine manualno je aplicirano ukupno 2 ml

kontrasta, brzinom aplikacije od 0,3 ml/sekundi (121 - 124).
Tijek eksperimenta:

a) Zivotinje u tretmanu: neposredno nakon ligacije abdominalne aorte kod svih
pokusnih skupina (na vremenskim intervalima od 1 minute, 1 sata, 6 sati i 24 sata),
apliciran je pentadekapeptid BPC 157 (10 ug/kg, i.p.). Zatim se ovisno o
vremenskom intervalu Zivotinje pristupilo procjeni kolateralne cirkulacije. Na primjer:
kod pokusnih skupina na vremenskom intervalu od 1 minute, zapocCeto je s
izvodenjem DSA 1 minutu od ligacije, a to je vrijeme potrebno za postavljanje

intravaskularne kanile.

b) Zivotinje u predtretmanu: tjedan dana prije pokusa (kirurskog zahvata ligacije) pile
su svakodnevno ad libitum pentadekapeptid BPC 157 otopljen u vodi za pice, potom
se nakon tjedan dana izveo postupak anestezije, kirursSki zahvat s ligacijom te je
ovisno o vremenskom intervalu provedena DSA. Na primjer: kod pokusnih skupina
na 1 minutu mjerilo se vrijeme od ligacije pa do isteka 1 minute, tj. u tom periodu se
postavila intravaskularna kanila i 1 minutu nakon ligacije se zapocelo s izvodenjem

DSA.

U analizi video snimki DSA koristen je softverski program ISSA (VAMSTEC-
Software Company, Zagreb, Hrvatska). Kod svih pokusnih skupina analizirane su

sekvence DSA dobivene izmedu 5. i 15. sekunde od injiciranja kontrastnog sredstva.

Za skoriranje je koriStena ordinalna mjerna skala, pri ¢emu se biljezila prisutnost
kolaterala: O - nema kolateralne cirkulacije, 1 - prisutna jedna kolaterala, 2 - prisutne
dvije kolaterale, 3 - prisutne tri kolaterale, 4 - prisutne Cetiri kolaterale, 5 - prisutno pet

kolaterala, itd.
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4.3.2. Procjena brojnosti krvnih zila mikrokamerom

Prisutnost i brojnost krvnih Zila procjenjivana je pomoc¢u mikrokamere VMS-
004D USB Microscope (Veho, Southampton, UK) s povecanjem 40 — 400 puta.
Brojanje ogranaka krvnih Zzila uc€injeno je prije i nakon ligacije i aplikacije terapije
(BPC 157 10 pg/kg, 0,9 % NacCl i.p.). Procjenjivala su se grananja krvnih Zila na

podrucju distalnog dijela descendentnog kolona i uterusa (39).

Na srednjem dijelu lijevog roga uterusa i parametrija, segmentu duzine od 1 cm

promatran je broj krvnih zila te prezentacija crvenih ili plavih krvnih Zila.

Na podru€ju descendentnog kolona analiziran je segment na distalnom Kkraju
dugacCak 1 cm s tri susjedne Zile, a broj grananja je rasporeden u nekoliko skupina,
brojeci nakon grananja glavne grane kao: a) prvi i drugi ogranak, b) trec¢i ogranak, c)
Cetvrti ogranak i interkonekcije (potpuno ispunjene ili prazne krvne Zile) izmedu tri
susjedne zile, dok je kod dodatnih grananja promatrano postojanje/nepostojanje

vaskularnih mreza (izgled poput sace) (39).
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4.3.3. Analiza hodne pruge zivotinja

Analiza hodne pruge provodila se inicijalno, prije samog pokusa kod svih
Zivotinja kao jedan od kriterija odabira Zivotinja. Sve ukljuCene Zivotinje u pokusu bile
su kvalificirane kao 1, tj. Zivotinje normalnog hoda, optimalne brzine i uskladenih

pokreta.

Postupak analize hodne pruge provodio se kod pokusnih skupina na vremenskim
intervalima od 6 sati i 24 sata, na nacin da se Zivotinja postavila na po¢etak mjerne
povrSine (ogradena staza duljine 100 cm, prozirnog dna ispod kojeg je bila
postavljena kamera). Hod se analizirao klini¢ki, a provodili su ga pristupnica i strucni

suradnik, bez saznanja kojoj skupini pripada ispitivana zivotinja.

Zivotinjama je analiziran nagin i brzina hoda te su u ordinalnoj mjernoj skali razvrstani
u 4 skupine: 1. normalan hod, optimalne brzine i uskladenih pokreta, 2. usporen, ali
normalan hod, 3. teturaju¢i hod, uz zanoSenje i padove, 4. Zivotinje koje ne mogu
hodati niti se osoviti na straznje noge (Tablica 2.). Test je proveden kao u ve¢ ranije

objavljenim radovima (12, 38).

Tablica 2. Analiza hoda Zivotinja, ordinalna mjerna skala (1 - 4).

Analiza hoda Zivotinja Vrijednost na ordinalnoj skali

Normalan hod, optimalne brzine i

uskladenih pokreta 1
Usporen, ali normalan hod 2
Teturajuci hod, uz zanoSenje i padove 3

Zivotinje koje ne mogu hodati niti se osoviti

na straznje noge 4
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4.3.4. Patohistoloska analiza

Neposredno nakon Zrtvovanja zivotinja uzeti su uzorci tkiva distalnog dijela
descendentnog kolona, lijevog roga uterusa te popre€no-prugastog misic¢a lijevog
donjeg ekstremiteta (m. quadriceps femoris) za patohistolosku analizu. Navedeni
uzorci stavljani su u 4 %-tnu otopinu formalina. Uzorci su rezani i bojani
hematoksilinom i eozinom. Nezavisni tim patologa analizirao je navedene uzorke. Za
analizu navedenih tkiva pod visokim povecanjem randomizacijom je odabrano pet
polja. Uzorci su promatrani pomocu mikrometra postavljenog na objektiv pod
povecanjem od 200 x i pod optickim mikroskopom Olympus BX51 s povecanjem 10 x

100, kao u ranije objavljenim radovima (12 - 14, 30).

Za procjenu ishemijskih promjena descendentnog kolona analizirana je arhitektura
stijenke, edem stijenke, akutni upalni infiltrat, kroni¢ni upalni infiltrat, kongestija krvnih
Zila i umnoZeno vezivo. PatohistoloSke promjene ocjenjene su po skoring sustavu
kao: 0 — nema prisutnih promjena, 1 — oskudno izrazene promjene, 2 — umjereno

izrazene promjene i 3 — obilno izraZzene promjene.

Za procjenu ishemijskih promjena uterusa analizirana je prisutnost akutnog upalnog
infiltrata, kongestije, tj. hiperemije krvnih Zzila i kroni€nog upalnog infiltrata. U skoring
sustavu promjene su opisane kao: 0 — nema prisutnin promjena, 1 — oskudno

izraZzene promjene, 2 — umjereno izrazene promjene i 3 — obilno izraZzene promjene.

Za procjenu ishemijskih promjena popre¢no-prugastog misSica donjeg ekstremiteta
analizirana je prisutnost patohistoloSkih promjena: kongestije, tj. hiperemije krvnih
Zila, nekroze, edema i upalnog infiltrata. Promjene su oznaCene prema skoring
sustavu: 0 — nema prisutnih promjena, 1 — oskudno izrazene promjene, 2 — umjereno

izrazene promjene i 3 — obilno izrazene promjene.
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4.3.5. Eticka nacela

Osiguranje etiCkih nacela u ispitivanju osigurano je pridrzavanjem europske
direktive 2010/63/EU, Zakona o izmjenama i dopunama Zakona o zastiti zZivotinja
(NN 37/13), Zakona o zastiti Zivotinja (NN 135/06), Pravilnika o zastiti Zivotinja koje
se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13), FELASA preporuka i preporuka Eti¢kog

povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

Pokus se po teZini smatra nepovratnim za pokusne skupine na intervalima od 1

minute i 1 sata, a za skupine na intervalima od 6 sati i 24 sata smatra se teskim.

Zrtvovanje Zivotinja je provedeno dvostrukom dozom anestetika (diazepam 6 mg/kg
i.p., tiopental 40 mg/kg i.p.). Strogo se pazilo da Zivotinje ne trpe bol; svakih 6 sati (ili

u slu€aju pojave znakova boli) se aplicirao analgetik (ketoprofen 3 mg/kg).

Pregledom mrezne baze alternativnih metoda u pokusima na laboratorijskim
zivotinjama (125), nismo nasli podatke o in vitro modelu koji bi bio odgovarajuc¢a
zamjena za in vivo model predlozen u ovom istrazivanju. Takoder, nije nam poznata
druga Zivotinjska vrsta, nize na filogenetskoj ljestvici od Stakora (beskraljeznjaci),

koja bi bila jednako vrijedan model za ovakvu vrstu istrazivanja.
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4.3.6. Statisticka analiza

Za ocCekivanu razliku medu eksperimentalnim skupinama od 25 % uz
anticipirani koeficijent varijacije od 10 — 15 %, snagu testa od 0,9 i P vrijednost <
0,05, bilo je potrebno 10 Zivotinja po skupini. Statisticka obrada eksperimentalnih

podataka radena je uz pomoc racunala i programa Dell Statistica 13.0.

Za statistiCku obradu parametrijskih podataka iz tri i viSe eksperimentalnih skupina

koriStena je ANOVA za jednu varijablu.

Za utvrditi razlike viSestrukom usporedbom parova eksperimentalnih skupina koriSten

je post hoc Tukey-Kramer test.

Za statisticku obradu neparametrijskih podataka iz tri ili viSe grupa, koristen je
Kruskal-Wallis test. Za potvrdu razlike viSestrukom usporedbom parova

eksperimentalnih skupina koristen je post hoc Dunn test.

Za usporedbu razlike u incidenciji medu eksperimentalnim skupinama koriSten je

Fischer exact test.

Rezultati su prikazani tabli€no i graficki, a ovisno o vrsti podataka kao srednja
vrijednost (mean) * standardna devijacija (S.D.) i/ili minimum, medijan i maksimum

(min/med/max).
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati digitalne subtrakcijske angiografije, broj kolaterala

srednja vrijednost + standardna devijacija

BPC 157 i.p., tretman kontrola

Slika 3. Digitalna subtrakcijska angiografija (DSA) - broj kolaterala nakon 1 minute od
okluzije abdominalne aorte kod skupina tretiranih s BPC 157 (tretman, 10 pyg/kg i.p.) i
0,9 % NaCl (kontrola, 5 ml/kg i.p.). Vidljiv je dvostruko veci broj kolaterala kod BPC
157 (3,3 £ 0,48) u odnosu na kontrolnu skupinu (1,7 £ 0,47). Rezultati su prikazani

kao srednja vrijednost £ standardna devijacija; * P < 0,05 prema kontroli.
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Slika 4. Digitalna subtrakcijska angiografija (DSA) - broj kolaterala nakon 1 minute
kod BPC 157 predtretman skupine (0,25 ug/mL, 12 mL/8takor/dan p.o.) i kontrolne
skupine (voda za pice, p.o.). Vidljiv je statistiCki znaCajno veci broj kolaterala kod
BPC 157 predtretman skupine (3 + 0,47) u odnosu na kontrolnu skupinu (1,7 + 0,48).
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija; * P < 0,05

prema kontroli.
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Slika 5. Digitalna subtrakcijska angiografija (DSA) - broj kolaterala nakon 1 sata od
okluzije abdominalne aorte kod skupina tretiranih s BPC 157 (tretman, 10 ug/kg i.p.) i
0,9 % NaCl (kontrola, 5 ml/kg i.p.). Vidljiv je gotovo dvostruko veci broj kolaterala kod
BPC 157 (4 + 0,67) u odnosu na kontrolnu skupinu (2,1 £ 0,74). Rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija; * P < 0,05 prema kontroli.
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Slika 6. Digitalna subtrakcijska angiografija (DSA) - broj kolaterala nakon 1 sata kod
BPC 157 predtretman skupine (0,25 pg/mL, 12 mL/Stakor/dan p.o.) i kontrolne
skupine (voda za piée, p.o.). StatistiCki znaCajno veéa srednja vrijednost broja
kolaterala zamjetna je u BPC 157 predtretman skupini (3,4 + 0,52) u odnosu na
kontrolnu skupinu (2,1 £ 0,74). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +

standardna devijacija; * P < 0,05 prema kontroli.
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Slika 7. DSA kod Zivotinje iz BPC 157 tretman skupine (10 pg/kg, i.p.), 1 sat nakon
okluzije abdominalne aorte i intraperitonealne primjene pentadekapeptida BPC 157.

Prisutne kolaterale su:

1 - lijeva ovari¢na kolaterala (izmedu a. ovarica i a. uterina),

2 - desna ovari€na kolaterala (izmedu a. ovarica i a. uterina),

3 - mezentericna kolaterala (izmedu a. mesenterica cranialis i a. mesenterica

caudalis),

415 - lumbalne kolaterale.
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Slika 8. DSA kod Zzivotinje iz BPC 157 predtretman skupine (0,25 pg/mL, 12

mL/Stakor/dan p.o.) na vremenskom intervalu od 1 sata. Vidljive kolaterale su:
1 - desna ovari¢na kolaterala (izmedu a. ovarica i a. uterina),

2 - mezentericna kolaterala (izmedu a. mesenterica cranialis i a. mesenterica

caudalis),

3 - lijeva ovari¢na kolaterala (izmedu a. ovarica i a. uterina).
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Slika 9. DSA ucinjena kod Zivotinje iz kontrolne skupine na vremenskom intervalu od
1 sata od okluzije abdominalne aorte pokazuje dvije kolaterale, $to je zna€ajno manje
u odnosu na BPC 157 tretman (vidi sliku 5.) i BPC 157 predtretman (slika 6.) skupine.

Prisutne kolaterale su:

1 - mezenteritna kolaterala (izmedu a. mesenterica cranialis i a. mesenterica

caudalis),

2 - desna ovari¢na kolaterala (izmedu a. ovarica i a. uterina).
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Slika 10. Digitalna subtrakcijska angiografija (DSA) - broj kolaterala nakon 6 sati od
okluzije abdominalne aorte kod skupina tretiranih s BPC 157 (tretman, 10 pg/kg i.p.) i
0,9 % NaCl (kontrola, 5 mil/kg i.p.). U BPC 157 tretman skupini vidljiv je veéi broj
kolaterala (4 £ 0,47) u odnosu na kontrolu (2,5 £ 0,53). Rezultati su prikazani kao

srednja vrijednost + standardna devijacija; * P < 0,05 prema kontroli.
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Slika 11. Digitalna subtrakcijska angiografija (DSA) - broj kolaterala nakon 6 sati od
okluzije abdominalne aorte kod BPC 157 predtretman skupine (0,25 pg/mL, 12
mL/Stakor/dan p.o.) i kontrolne skupine (voda za pice, p.o.). Vidljiva je vecCa srednja
vrijednost broja kolaterala u BPC 157 skupini (3,5 £ 0,53) u odnosu na kontrolu (2,5 +
0,53). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija; * P <

0,05 prema kontroli.
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Slika 12. Digitalna subtrakcijska angiografija (DSA) - broj kolaterala nakon 24 sata od
okluzije abdominalne aorte kod skupina tretiranih s BPC 157 (tretman, 10 pg/kg i.p.) i
0,9 % NaCl (kontrola, 5 ml/kg i.p.). Vidljiva je gotovo dvostruko veca srednja
vrijednost broja kolaterala u BPC 157 tretman skupini (4,4 = 0,7) u odnosu na
kontrolu (2,5 + 1,08). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna

devijacija; * P < 0,05 prema kontroli.
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Slika 13. Digitalna subtrakcijska angiografija (DSA) - broj kolaterala nakon 24 sata od
okluzije abdominalne aorte kod BPC 157 predtretman skupine (0,25 pg/mL, 12
mL/Stakor/dan p.o.) i kontrolne skupine (voda za pice, p.o.). Veca srednja vrijednost
broja kolaterala zamjetna je u BPC 157 predtretman skupini (3,6 + 0,52) u odnosu na
kontrolu (2,5 + 1,08). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna

devijacija; * P < 0,05 prema kontroli.
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Slika 14. DSA kod Zzivotinje iz BPC 157 tretman skupine 24 sata nakon okluzije
abdominalne aorte i intraperitonealne primjene pentadekapeptida BPC 157 (10 ug/kg
i.p.). Vidljiva je bogata mreza kolateralnih putova, koje premos¢uju defekt okluzije i
koje su u znacajno vecem broju u komparaciji s kontrolnom skupinom (Slika 16.).

Prisutne kolaterale su:

1 - mezenteritna kolaterala (izmedu a. mesenterica cranialis i a. mesenterica

caudalis),

2 - desna ovari¢na kolaterala (izmedu a. ovarica i a. uterina),

3 - lijeva ovari¢na kolaterala (izmedu a. ovarica i a. uterina),

4 - kolaterala izmedu a. iliolumbalis i a. iliaca circumflexa profunda,

5 - kolaterale anterolateralne trbusne stijenke.
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Slika 15. DSA ucinjen kod Zivotinje iz BPC 157 predtretman skupine (0,25 ug/mL, 12

mL/Stakor/dan p.o.) 24 sata nakon okluzije abdominalne aorte. Prisutne kolaterale su:

1 - desna ovari¢na kolaterala (izmedu a. ovarica i a. uterina),

2 - mezentericna kolaterala (izmedu a. mesenterica cranialis i a. mesenterica

caudalis),

3 - lijeva ovari¢na kolaterala (izmedu a. ovarica i a. uterina),

4 - kolaterala izmedu a. iliolumbalis i a. iliaca circumflexa profunda.
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Slika 16. DSA kod kontrole u vremenskom intervalu od 24 sata pokazuje znacajno
manji broj kolaterala u komparaciji s BPC 157 tretman (Slika 12.) i BPC 157

predtretman skupinama (Slika 13.). Vidljive kolaterale su:

1 - desna ovari¢na kolaterala (izmedu a. ovarica i a. uterina),

2 - mezentericna kolaterala (izmedu a. mesenterica cranialis i a. mesenterica

caudalis),

3 - lijeva ovari€¢na kolaterala (izmedu a. ovarica i a. uterina).
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Slika 17. Usporedni prikaz srednje vrijednosti broja kolaterala + standardne devijacije

srednja vrijednost + standardna devijacija
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po skupinama: BPC 157 tretman, BPC 157 predtretman i kontrola, ovisno o
vremenskim intervalima na 1 min, 1 h, 6 h i 24 h, dobivenih digitalnom subtrakcijskom
angiografijom (DSA). BPC 157 tretman (10 pg/kg, i.p.), BPC 157 predtretman (0,25
pug/mL, 12 mL/Stakor/dan p.o.), kontrola 0,9% NaCl 5 ml/kg i.p tretman, kontrola
(voda za pi¢e, p.o.) predtretman. Kontrolne skupine prikazuju se istodobno, radi
istovjetnih rezultata dobivenih u istrazivanju. * P < 0,05 prema kontroli. Statisticki
znacajno veca srednja vrijednost broja kolaterala u svim skupinama koje su bile
tretirane pentadekapeptidom BPC 157, u tretmanu (10 pg/kg i.p.) i predtretmanu
(0,25 pg/mL, 12 mL/Stakor/dan p.o.). Takoder, veci broj kolaterala kod BPC 157
skupina u odnosu na kontrolne skupine vidi se na svim mjerenim vremenskim

intervalima nakon okluzije abdominalne aorte.
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5.2. Procjena brojnosti krvnih zila mikrokamerom

Procjena brojnosti krvnih Zila, tj. gusto¢a krvnih Zila na podrucju distalnog
dijela descendentnog kolona i uterusa izvedena je mikrokamerom (VMS-004D USB
Microscope (Veho, Southampton, UK)) s povec¢anjem 40 — 400 puta. Ukupan broj
krvnih Zila promatran je na to¢no odredenom odsjeCku crijevne vijuge od 1 cm,
odnosno na odsjeCku lijevog roga uterusa duline 1 cm. Dobiveni rezultati
usporedivani su izmedu BPC 157 i kontrolnih skupina ovisno o vremenskim

intervalima, pocevsi od vremena ligacije, potom na 1 minuti, 1 satu, 6 sati i 24 sata.

5.2.1. Brojnost krvnih zila descendentnog kolona
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Slika 18. Mikrokamera, broj krvnih Zila na podrucju descendentnog kolona, srednja
vrijednost + standardna devijacija. BPC 157 tretman (10 pg/kg i.p.), kontrola (0,9 %
NaCl 5 ml/kg i.p.) na intervalima (lig. - od trenutka ligature/okluzije, zatim na 1 minuti,
1 satu, 6 sati i 24 sata nakon okluzije aorte). * P < 0,05 prema kontroli. Zamjetan je

znacajno veci broj krvnih zila u BPC 157 tretman skupini u odnosu na kontrolu.
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Slika 19. Mikrokamera, broj krvnih Zila na podrucju descendentnog kolona, srednja
vrijednost * standardna devijacija. BPC 157 predtretman (0,25 pg/ml, 12
ml/Stakor/dan p.o.), kontrola (voda za pice, p.0.) na vremenskim intervalima (lig. - od
trenutka ligature/okluzije, na 1 minuti, 1 satu, 6 sati i 24 sata nakon okluzije aorte). *
P < 0,05 prema kontroli. Neposredno nakon okluzije uoCava se porast srednje
vrijednosti broja krvnih zila kod BPC 157 predtretman skupine u odnosu na kontrolnu,
pocCevsi od 1 minute i 1 sata, dok se na istim vremenskim intervalima kod kontrole
prati smanjenje broja krvnih zila na podrucju kolona. Porast srednje vrijednosti broja
krvnih Zila kod kontrole zabiljezen je tek na intervalima od 6 sati i 24 sata, no

znacajno manje nego kod BPC 157 predtretman skupine.
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Slika 20. Slikovni prikaz krvnih Zila na podrucju descendentnog kolona ovisno o

vremenskim intervalima (1 min, 1 h, 6 h i 24 h). A - kontrola (radi istovjetnih rezultata
u tretmanu i predtretmanu kontrolne skupine se skupno prikazuju), B - BPC 157
tretman (10 pg/kg i.p.), C - BPC 157 predtretman (0,25 ug/ml, 12 mi/Stakor/dan p.o.).
U B i C skupinama primjetan je veéi broj krvnih Zila u svim vremenskim intervalima u
odnosu na kontrolu (A) (P < 0,05).
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5.2.2. Brojnost krvnih zila uterusa
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Slika 21. Mikrokamera, broj krvnih Zzila na podrucju lijevog roga uterusa, srednja
vrijednost = standardna devijacija. BPC 157 tretman (10 pg/kg i.p.), kontrola (0,9 %
NaCl 5 ml/kg i.p.) ovisno o vremenskim intervalima (lig. - od trenutka ligature
(okluzije), na 1 minuti, 1 satu, 6 sati i 24 sata nakon okluzije aorte). * P < 0,05 prema
kontroli. Neposredno nakon okluzije uo€ava se porast srednje vrijednosti broja krvnih
Zila kod BPC 157 tretman skupine u odnosu na kontrolnu, pocevsi od 1 minute nakon
ligature, dok se na istom vremenskom intervalu kod kontrole prati smanjenje broja
krvnih Zila na podrucju uterusa. Blagi porast srednje vrijednosti broja krvnih Zila kod
kontrole uocen je na vremenskom intervalu od 1 sata, no statisticki zna¢ajno manje

nego kod BPC 157 tretman skupine.
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Slika 22. Mikrokamera, broj krvnih zila na podrucju lijevog roga uterusa, srednja
vrijednost * standardna devijacija. BPC 157 predtretman (0,25 pg/ml, 12
ml/Stakor/dan p.o.), kontrola (voda za pi¢e, p.0.) ovisno o vremenskim intervalima
(lig. - od trenutka ligature (okluzije), na 1 minuti, 1 satu, 6 sati i 24 sata nakon okluzije
aorte). * P < 0,05 prema kontroli. Neposredno nakon ligature uoava se porast
srednje vrijednosti broja krvnih zila kod BPC 157 predtretman skupine u odnosu na
kontrolnu, pocevsi od 1 minute nakon ligature, dok se na istom vremenskom intervalu
kod kontrolne skupine prati znacajno manja srednja vrijednost broja krvnih Zila na
podruCju uterusa. Na ostalim vremenskim intervalima znaCajno je manja srednja
vrijednost broja krvnih Zzila kod kontrole u usporedbi s BPC 157 predtretman

skupinom.
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Slika 23. Slikovni prikaz krvnih Zila lijevog roga uterusa mikrokamerom na
vremenskim intervalima (1 min, 1 h, 6 h i 24 h). Slike A - kontrola (radi istovjetnih
rezultata u tretmanu i predtretmanu, kontrolne skupine se prikazuju skupno), B - BPC
157 tretman (10 pg/kg i.p.) i C - BPC 157 predtretman (0,25 ug/ml, 12 mi/Stakor/dan
p.o.). U B i C skupinama primjetan je veéi broj krvnih Zila u svim vremenskim

intervalima u odnosu na kontrolu (A) (P < 0,05).
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5.3. Analiza hodne pruge zivotinja

1) Tretman skupine
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Slika 24. Analiza hodne pruge na 6 sati; BPC 157 tretman (10 ug/kg i.p.), kontrola 0,9
% NaCl 5 mL/kg i.p.; * P < 0,05 prema kontroli. U BPC 157 tretman skupini statisticki

znacajno bolji hod (med = 1,5) u odnosu na kontrolu (med = 3).
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Slika 25. Analiza hodne pruge na 24 sata; BPC 157 tretman (10 ug/kg i.p.), kontrola
0,9 % NaCl 5 ml/kg i.p.; * P < 0,05 prema kontroli. Statisti¢ki znac¢ajno bolji hod u

BPC 157 tretman skupini (med = 1) u odnosu na kontrolu (med = 2).
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2) Predtretman skupine
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Slika 26. Analiza hodne pruge na 6 sati; BPC 157 predtretman (0,25 ug/ml, 12
ml/§takor/dan p.o., 7 dana prije zahvata), kontrola (voda za pice, p.0.); * P < 0,05

prema kontroli. StatistiCki zna¢ajno bolji hod u BPC 157 predtretman skupini (med =

2) u odnosu na kontrolnu skupinu (med = 3).

3,5

25 /
=
< 2 »
= / / —— BPC 157
815 predtretman
w

1 / / -#~ kontrola
0,5

min med max

Slika 27. Analiza hodne pruge na 24 sata; BPC 157 predtretman (0,25 ug/ml, 12

ml/Stakor/dan p.o., 7 dana prije zahvata), kontrola predtretman (voda za piée, p.o.);
* P < 0,05 prema kontroli. U BPC 157 predtretman skupini znacajno bolji hod (med =

1) u odnosu na kontrolnu skupinu (med = 2).

66



Slika 28. Analiza hoda Zivotinja u bo¢no ogradenoj stazi duljine 100 cm na
vremenskom intervalu od 6 sati od inducirane okluzije abdominalne aorte. Slika A
pokazuje Zivotinju tretiranu pentadekapeptidom BPC 157 (10 pg/kg i.p.), normalnog
hoda, optimalne brzine i uskladenih pokreta (svrstane u skupinu 1). Slika B pokazuje
zZivotinju iz kontrolne skupine (0,9 % NaCl 5 ml/kg i.p.), usporenog i teturaju¢eg hoda,
uz zanoSenje i padove (svrstane u skupinu 3).
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5.4. Patohistoloska analiza

5.4.1. Patohistoloska analiza descendentnog kolona

PatohistoloSka analiza stijenke descendentnog kolona prema skoring sustavu

pokazala je u sva Cetiri vremenska intervala (1 min, 1 h, 6 h i 24 h) viSe izraZzen

upalni infiltrat neutrofilnih granulocita i kroni€ni upalni infiltrat u kontrolnoj skupini u

odnosu na BPC 157 tretiranu skupinu. Osim navedenog upalnog infiltrata, edem

sluznice i podsluznice kolona bio je viSe izrazen u kontrolnim skupinama u odnosu na

BPC 157 tretiranu skupinu. U obje skupine arhitektura sluznice kolona bila je

ocuvana.

Tablica 3. PatohistoloSka analiza descendentnog kolona na vremenskim intervalima

od 1 min, 1 h, 6 hi 24 h. Min/Med/Max. Score: 0 — nema prisutnih promjena, 1 —

oskudno izrazene promjene, 2 — umjereno izrazene promjene, 3 — obilno izrazene

promjene. * P < 0,05 prema kontroli.

1 min 1h 6 h 24 h
kontrola BPC 157 kontrola BPC 157 kontrola BPC 157 kontrola BPC 157
Arhitektura | 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Edem 1/1/2 0/0/0* 3/3/3 1/1/1* 3/3/3 1/1/1* 0/1/1 0/0/0*
stijenke
Akutni
upalni 1/1/1 0/1/1* 21213 1/1/1* 1/1/1 0/0/0* 0/0/1 0/0/0*
infiltrat
Kroniéni
upalni 0/1/2 0/0/0* 1/1/2 0/0/0* 1/2/2 0/0/1* 2/2/3 1/1/1*
infiltrat
Kongestija | 2/3/3 1/1/1* 3/3/3 0/0/1* 3/3/3 0/0/1* 2/2/2 0/1/1*
krvnih zila
Umnozeno | 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 2/2/3 0/0/0*
Vezivo
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Slika 29. Tkivo preparata kolona Zivotinje iz kontrolne skupine (0,9 % NaCl 5 ml/kg
i.p.) na intervalu od 1 minute nakon okluzije abdominalne aorte (AA); HE povecéanje x
20. OcCuvana arhitektura sluznice debelog crijeva. Vrlo blagi edem lamine proprije uz
oskudan infiltrat neutrofilnih granulocita. Dilatirane krvne Zile submukoze ispunjene

su krvlju i rijetkim neutrofilnim granulocitima te srednje obilnim limfocitima.

Slika 30. Tkivo preparata descendentnog kolona Zivotinje iz BPC 157 tretman
skupine (10 pg/kg i.p.) na intervalu od 1 minute nakon okluzije AA; HE povecéanje x
20. Oc¢uvana arhitektura sluznice kolona. U lamini propriji tek pokoji neutrofilni

granulocit. Blaga hiperemija krvnih Zila submukoze.
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Slika 31. Tkivo preparata descendentnog kolona Zivotinje iz kontrolne skupine (0,9 %
NaCl 5 ml/kg i.p.) na intervalu od 1 sata nakon okluzije AA; HE povecanje x 20.
Edem lamine proprije s infiltratom neutrofilnih granulocita. Edem submukoze s

dilatiranim krvozZilnim prostorima u kojima se nadu oskudni neutrofilni granulociti.

Slika 32. Tkivo preparata descendentnog kolona Zzivotinje iz BPC 157 tretman
skupine (10 pg/kg i.p.) na intervalu od 1 sata nakon okluzije AA; HE povecanje x 20.
Blagi edem lamine propije uz oskudan infiltrat neutrofilnih granulocita.
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Slika 33. Tkivo preparata descendentnog kolona Zivotinje iz kontrolne skupine (0,9 %
NaCl 5 ml/kg i.p.) nakon 6 sati od okluzije AA; HE povecanje x 20. Edem sluznice i
podsluznice s dilatacijom i kongestijom krvnih Zila. Vrlo oskudan mijeSani upalni
infiltrat.

Slika 34. Tkivo preparata descendentnog kolona Zzivotinje iz BPC 157 tretman
skupine (10 ug/kg i.p.) na intervalu od 6 sati nakon okluzije AA; HE povecanje x 20.
Blagi edem podsluznice bez dilatacije i kongestije krvnih zila.
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Slika 35. Tkivo preparata descendentnog kolona Zivotinje iz kontrolne skupine (0,9 %
NaCl 5 ml/kg i.p.) na intervalu od 24 sata nakon okluzije AA; HE povecéanje x 20.
Kroni¢ni upalni infiltrat u lamini propriji i dilatiranim krvnim Zilama podsluznice.

UmnoZeno vezivo u podsluznici.

Slika 36. Tkivo preparata kolona Zivotinje iz BPC 157 tretman skupine (10 pg/kg i.p.)
na intervalu od 24 sata nakon okluzije AA; HE poveéanje x 20. Oskudan kronicni

upalni infiltrat u lamini propriji. Blago dilatirani krvoZzilni prostori podsluznice.
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5.4.2. PatohistoloS§ka analiza uterusa

PatohistoloSka analiza stijenke lijevog roga uterusa prema skoring sustavu

pokazala je u sva Cetiri vremenska intervala (1 min, 1 h, 6 h i 24 h) viSe izrazen

upalni infiltrat neutrofilnih granulocita i kroni¢ni upalni infiltrat u kontrolnoj skupini u

odnosu na BPC 157 tretiranu skupinu. U kontrolnim skupinama upalni infiltrat ZariSno

infiltrira i endometralni epitel, dok ga u BPC 157 tretiranim skupinama ne infiltrira.

Osim navedenog upalnog infiltrata, kongestija krvnih Zila stijenke uterusa je vise

izraZzena u kontrolnim skupinama u odnosu na BPC 157 tretiranu skupinu.

Tablica 4. PatohistoloSka analiza uterusa na vremenskim intervalima od 1 min, 1 h, 6

h i 24 h. Min/Med/Max. Score: 0 — nema prisutnih promjena; 1 — oskudno izrazene

promjene; 2 — umjereno izrazene promjene; 3 — obilno izrazene promjene. * P < 0,05

prema kontroli.

1 min 1lh 6 h 24 h
kontrola BPC 157 kontrola BPC 157 kontrola BPC 157 kontrola BPC 157
Akutni upalni 2/3/3 0/1/1* 3/3/3 1/1/1* 3/3/3 1/1/1* 1/1/2 0/0/0*
infiltrat
Kongestija/
hiperemija 3/3/3 0/0/0* 3/3/3 1/1/1* 21213 0/1/1* 1/2/2 0/1/1*
krvnih Zila
Kronicni 0/0/1 0/0/0* 0/1/1 0/0/0* 1/2/2 0/0/0* 2/3/3 0/1/1*

upalni infiltrat
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Slika 37. Tkivo preparata uterusa Zivotinje iz kontrolne skupine (0,9 % NaCl 5 ml/kg
i.p.) na intervalu od 1 minute nakon okluzije AA; HE povecéanje x 20. Stijenka uterusa
difuzno je prozeta obilnim neutrofilnim granulocitima uz dilatirane i hiperemi¢ne krvne

Zile endometrija i miometrija.

Slika 38. Tkivo preparata uterusa Zivotinje iz BPC 157 tretman skupine (10 pg/kg i.p.)
na intervalu od 1 minute nakon okluzije AA; HE povecanje x 20. U stijenci uterusa
vidljiv je ZariSno vrlo oskudan upalni infiltrat neutrofilnin granulocita. Ne nalazi se

hiperemije krvnih Zila stijenke uterusa.
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Slika 39. Tkivo preparata uterusa Zivotinje iz kontrolne skupine (0,9 % NaCl 5 ml/kg
i.p.) na intervalu od 1 sata nakon okluzie AA; HE povecanje x 20.
U stijenci uterusa difuzno je prisutan obilan infiltrat neutrofilnih granulocita uz

dilatirane krvne Zile.
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Slika 40. Tkivo preparata uterusa Zivotinje iz BPC 157 tretman skupine (10 pg/kg i.p.)
na intervalu od 1 sata nakon okluzije AA; HE povecanje x 20. U stijenci uterusa vidljiv

je zariSno oskudan infiltrat neutrofilnih granulocita uz blago dilatirane krvne Zile.
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Slika 41. Tkivo preparata uterusa Zzivotinje iz kontrolne skupine (0,9 % NaCl 5 ml/kg
i.p.) na vremenskom intervalu od 6 sati nakon okluzije AA; HE povecanje x 20.
U stijenci difuzno je prisutan obilan infiltrat neutrofilnih granulocita od kojih se pojedini

nalaze u dilatiranim krvnim Zilama. Neutrofilni granulociti infiltriraju i endometralni

epitel na povrsini kao i epitel Zlijezda.

Slika 42. Tkivo preparata uterusa Zivotinje iz BPC 157 tretman skupine (10 pug/kg i.p.)
na intervalu od 6 sati nakon okluzije AA; HE povecanje x 20. U stijenci uterusa
prisutan je vrlo oskudan infiltrat neutrofilnih granulocita. Uredan je endometralni epitel

Zlijezda. Ne nalazi se kongestije krvnih Zila.
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Slika 43. Tkivo preparata uterusa Zivotinje iz kontrolne skupine (0,9 % NaCl 5 ml/kg
i.p.) na vremenskom intervalu od 24 sata nakon okluzije AA; HE povecéanje x 20.
Vidljiv je obilan kroni¢ni upalni infiltrat u endometriju s dosta plazma stanica uz

ZariSnu infiltracija endometralnog epitela Zlijezda upalnim stanicama.

Slika 44. Tkivo preparata uterusa Zivotinje iz BPC 157 tretman skupine (10 pg/kg i.p.)
na intervalu od 24 sata nakon okluzije AA; HE povecanje x 20. Vidljiv je vrlo oskudan

kroni¢ni upalni infiltrat u stijenci uterusa uz blago dilatirane krvozilne prostore.
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5.4.3. PatohistoloSka analiza misica

PatohistoloSka analiza poprecno-prugastog miSica lijevog donjeg ekstremiteta

(m. quadriceps femoris) prema skoring sustavu u sva Cetiri vremenska intervala (1

min, 1 h, 6 h i 24 h) nije pokazala znacajniju razliku u strukturi misi¢a izmedu

kontrolne skupine i BPC 157 tretirane skupine. Kongestija krvnih Zila je neSto viSe

izrazena u kontrolnim skupinama u odnosu na BPC 157 tretiranu skupinu, no bez

drugih znacajnijih promjena.

Tablica 5. PatohistoloSka analiza miSi¢a na vremenskim intervalima od 1 min, 1 h, 6

h i 24 h. Min/Med/Max. Score: 0 — nema prisutnih promjena, 1 — oskudno izrazene

promjene, 2 — umjereno izrazene promjene, 3 — obilno izrazene promjene. * P < 0,05

prema kontroli.

1 min 1h 6 h 24 h
kontrola BPC 157 kontrola BPC 157 kontrola BPC 157 kontrola BPC 157

Nekroza 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0

Edem 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0

Upalni infiltrat | 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0
Kongestija/

hiperemija 0/1/1 0/0/0* 0/0/0* 2/2/3 0/0/0*
krvnih Zila
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Slika 45. Tkivo preparata popreCno-prugastog misi¢a lijevog donjeg ekstremiteta
zZivotinje iz kontrolne skupine (0,9 % NaCl 5 ml/kg i.p.) na intervalu od 6 sati nakon
okluzije AA; HE povecanje x 20. OCuvana je struktura misi¢a uz vidljivu kongestiju
krvnih Zila.

Ry St

Slika 46. Tkivo preparata popreCno-prugastog misi¢a lijevog donjeg ekstremiteta
Zivotinje iz BPC 157 tretman skupine (10 uyg/kg i.p.) nakon 6 sati od okluzije AA; HE

povecanje x 20. OCuvana je struktura miSi¢a. Ne nalazi se kongestije krvnih Zila.

79



6. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju postavljenu hipotezu i pokazuju da
pentadekapeptid BPC 157 primijenjen parenteralno ili peroralno u vodi za pi¢e na
Stakorskom modelu akutne okluzije abdominalne aorte povecava protok kroz
kolateralni krvotok od mjesta ligacije te smanjuje moguénost nastanka posljedica

okluzije, tj. ishemije tkiva i organa.

U istraZivanju sindroma donje Suplje vene (ligatura VCI, duboke venske tromboze) na
animalnom modelu, BPC 157 dovodi do rekapitulacije Virchovljevog trijasa (ostecenje
endotela, hemodinamska staza ili turbulencija i hiperkoagulabilnost) (39). BPC 157
stabilizira kardiovaskularni disbalans, tj. normalizira vrijednost krvnog tlaka -
antagonizira vensku hipertenziju, arterijsku hipotenziju i tahikardiju, putem aktivacije
kolateralne cirkulacije Sto sve doprinosi antagonizaciji duboke venske tromboze. U
istraZivanju anastomoze infrarenalnog segmenta abdominalne aorte na animalnom
modelu, BPC 157 takoder sprjeCava formiranje tromba te pospjeSuje cijeljenje

anastomoze i time sprje€ava prijetecu ishemiju donjih ekstremiteta (38).

U skladu s navedenim istrazivanjima (38, 39), BPC 157 je uklonio ili barem smanjio
posljedice okluzije velike krvne zile - abdominalne aorte na Stakorskom modelu,
putem aktivacije kolateralne cirkulacije oko mjesta ligacije te kolateralne cirkulacije u
podrucju descendentnog kolona i uterusa. Protektivni u€inak BPC 157 zamijecen je
neposredno, tj. na vremenskom intervalu od 1 minute nakon aplikacije na mjesto
lezije (citoprotektivni agens), uz pracenje njegovog ucinka i na ostalim vremenskim

intervalima (1 satu, 6 sati i 24 sata) po indukciji okluzije abdominalne aorte.
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Rezultati dobiveni digitalnom suptrakcijskom angiografijom pokazuju dvostruko vecu
pojavnost makrokolaterala kod obje BPC 157 skupine (tretman i predtretman) na
vremenskim intervalima od 1 minute i 1 sata. Kod kontrolnih skupina dolazi do
otvaranja kolateralne cirkulacije tek na intervalima od 6 sati i 24 sata, no i dalje

statisticki zna¢ajno manje nego kod obje BPC 157 skupine.

Rezultati dobiveni mikrokamerom na podrucju zavr$nog dijela descendentnog kolona
i lijevog roga maternice, takoder pokazuju vecu brojnost/gustoéu promatranih krvnih
Zila u obje BPC 157 skupine u odnosu na kontrolne skupine. Kod BPC 157 skupine
je statisticki zna€ajno veca srednja vrijednost broja krvnih Zila ve¢ na vremenskom
intervalu od 1 minute od okluzije, dok se kod kontrolnih skupina porast brojnosti
krvnih Zila prati od 6 sati pa nadalje, no i dalje mnogo maniji nego kod obje BPC 157
skupine. To ukazuje da BPC 157 aktivira okolne krvne Zile i tako sprjeCava ili barem
smanjuje posljedice okluzije abdominalne aorte, tj. ishemijska oSteCenja tkiva

zavrSnog dijela descendentnog kolona i uterusa Stakora.

U provedenom istrazivanju BPC 157 je djelovao na brzi oporavak motornih funkcija,
tj. hoda zivotinja na vremenskim intervalima od 6 sati i 24 sata u komparaciji s
kontrolnim zivotinjama. Na intervalu od 6 sati u BPC 157 tretman i predtretman grupi
vecina zivotinja (medijan) je bila svrstana u skupinu 2 ili 1, tj. Zivotinje usporenog, ali
normalnog hoda ili normalnog hoda, optimalne brzine i uskladenih pokreta. Na istom
intervalu obje kontrolne skupine bile su svrstane u skupinu 3, tj. zivotinje teturajuceg
hoda, uz zanoSenje i padove. Na intervalu od 24 sata u obje BPC 157 i kontrolne
skupine zamijecena je tendencija oporavka motornih funkcija u odnosu na raniji
interval od 6 sati. Tako je na intervalu od 24 sata vecina Zivotinja (medijan) iz obje

BPC 157 skupine svrstana u skupinu 1, tj. kao Zivotinje normalnog hoda, optimalne
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brzine i uskladenih pokreta, dok je vecina zivotinja (medijan) u obje kontrolne skupine

svrstana u skupinu 2, tj. kao Zivotinje usporenog, ali normalnog hoda.

Rezultati dobiveni patohistoloSkom analizom uzoraka koristeCi skoring sustav
pokazali su najizrazenije promjene na stijenci zavrSnog dijela descendentnog kolona
i to ve€ na intervalu od 1 minute, dok su o¢ekivano promjene na popre¢no-prugastom
miSicu donjeg ekstremiteta bile najmanje. PatohistoloSka analiza stijenke
descendentnog kolona pokazala je u sva Cetiri vremenska intervala viSe izrazen
upalni infiltrat neutrofilnih granulocita i kroni¢ni upalni infiltrat u kontrolnoj skupini u
odnosu na BPC 157 tretiranu skupinu. Osim navedenog upalnog infiltrata, edem
sluznice i podsluznice kolona bio je izraZeniji u kontrolnim skupinama u odnosu na

BPC 157 skupinu, dok je arhitektura sluznice kolona ostala o€uvana u obje skupine.

PatohistoloSka analiza stijenke uterusa prema skoring sustavu pokazala je na sva
Cetiri vremenska intervala viSe izrazen upalni infiltrat neutrofilnih granulocita i kroni¢ni
upalni infiltrat u kontrolnoj skupini u odnosu na BPC 157 tretiranu skupinu. U
kontrolnim skupinama upalni infiltrat zariSno infiltrira i endometralni epitel, dok u BPC
157 tretiranim skupinama ne infiltrira. Uz navedene promjene, kongestija krvnih zila
stijenke uterusa je bila izrazenija u kontrolnim skupinama u odnosu na BPC 157

tretiranu skupinu.

PatohistoloSka analiza popre€no-prugastog misica donjeg lijevog ekstremiteta (m.
guadriceps femoris) prema skoring sustavu u sva Cetiri viemenska intervala pokazala
je nesto viSe izrazenu kongestiju krvnih Zila u kontrolnim skupinama u odnosu na

BPC 157 tretiranu skupinu, dok nije pokazala znacajniju razliku u strukturi misica.

Protektivan uc€inak BPC 157 nakon okluzije abdominalne aorte zamijeé¢en je u makro-

i mikrocirkulaciji; pri lokalnoj primjeni (na mjesto lezije) i pri sistemskoj primjeni
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(peroralno) te kao profilaktiCki uCinak (predtretman) i terapijski ucinak (tretman).
Dobiveni rezultati ovog istrazivanja u skladu su s brojnim dosadas$njim istrazivanjima
na animalnim modelima, gdje je dokazan protektivan u€inak pentadekapeptida BPC
157 na cijeljenje lezija razli€itih organskih sustava (1, 4 - 65). Osim brojnih korisnih
uCinaka opisanih u tim istrazivanjima, BPC 157 je pokazao svoj zastitni ucinak i u

klini¢kim istrazivanjima upalne bolesti crijeva (PL-10, PLD-116, PL 14736 Pliva) (3).

Kao $to je ranije spomenuto, pentadekapeptid BPC 157 je dio sekvence proteina
BPC, koji je prvotno izoliran iz ljudskog Zelu¢anog soka. Njegovo djelovanje je bez
nosaca, pa u€inak nedvojbeno pripada njemu samom. To ga bitno razlikuje od ostalih
standardnih peptida za Cije djelovanje je potreban nosac te se tada ucinak pripisuje
kompleksu peptid-nosac (1, 3). Shodno inicijalnim istrazivanjima, danas se BPC 157
smatra prototipom citoprotektivnog medijatora Robertove citoprotekcije koji ima
vaznu ulogu u odrZavanju homeostaze u organizmu (8, 9, 53, 80 - 84). U slucaju
djelovanja stresnog dogadaja na organizam, prema poznatoj Selyeovoj teoriji stresa,
ovaj peptid bi mogao imati fizioloSko djelovanje kao medijator usmjeren protiv
prijete¢eg dogadaja (8, 9). Prema konceptu citoprotekcije djelovanje citoprotektivnog
agensa pocinje neposredno nakon aplikacije na mjesto lezije, sto je pokazano i ovim
istrazivanjem. Djelovanje BPC 157 nije ograni¢eno iskljucivo na lokalnu primjenu, veé
je potvrden njegov ucinak i pri sistemskoj primjeni, tj. djelovanje je neovisno o nacinu
primjene (parenteralno, peroralno i lokalno) (1, 6, 7). Osim toga, u vecini istrazivanja

svoj zastitni u€inak postize pri mikrogramskim i nanogramskim dozama (1, 3 - 65).

BPC 157 odlikuje stabilnost i postojanost molekule u zelu€anom soku u kojem se ne
razgraduje niti nakon 24 sata. U istrazivanjima toksi¢nosti BPC 157 je bez

zabiljeZzenih toksicnih u€inaka, letalna doza mu nije postignuta te je bez nuspojava i
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sigurnog je terapijskog profila, Sto ga svrstava u skupinu peptida pogodnim za

istraZzivanja i kao potencijalna terapija (1).

Smatra se da su protektivni u€inci pentadekapeptida BPC 157 na ubrzano cijeljenje
lezija razliCitih organskih sustava posljedica njegovog djelovanja na endotelne
stanice krvnih zila (57). Protektivan u€inak BPC 157 na NO sustav endotela krvnih
Zila dokazan je dosadasnjim istrazivanjima (4, 8, 56, 57). Prema Moncadi za
odrzavanje homeostatskog odgovora NO sustava na ozljedu najbitniji ¢imbenici su
odrzavanje integriteta krvnih Zila i kontrola trombocita, Sto sve BPC 157 u
dosadas$njim istrazivanjima zadovoljava (67, 70). BPC 157 utjeCe na otpustanje NO,
tj. inducira komparabilno stvaranje NO, kao i L-arginin (NOS supstrat) (6, 49). Osim
toga, dokazano je da utjeCe na serumsku razinu endotelina (32); stiti endotel (6, 38,
41) te suzbija hipertenziju uzrokovanu s L-NAME (NOS inhibitor) i hipotenziju

uzrokovanu s L-argininom (56).

U istrazivanjima je pokazano da antagonizira oksidativni stres; na modelu
ishemijskog kolitisa BPC 157 smanjuje razinu oksidativhog stresa i normalizira razinu
NO u tkivima (30). Takoder, u istrazivanju sindroma donje Suplje vene (39), smanjuje
razinu oksidativnog ostecenja putem interakcije s NO sustavom i odrzava vaskularni
integritet, Sto je praceno povecanom vrijednosti NO u plazmi, normalnim
vrijednostima MDA, adekvatnom funkcijom eNOS sustava i opskrbom krviju (9, 39,

56, 57).

Uz navedeno, pokazao je i odredenu gensku ekspresiju na EGR, NOS, SRF,
VEGFR, AKT1, PLCy, KRAS za koje je poznato da su bitni faktori koji moduliraju
mnoge procese nakon vaskularne ozljede, kao Sto su razli€iti proadhezivni, proupalni

i protromboti¢ni geni. U skupini Zivotinja koje su primile BPC 157 uoceno je
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povecanje ekspresije gena (EGR, NOS, SRF, KRAS) i smanjenje ekspresije (EGR,

VEGFR, PLCy), dok je AKT1 ostao nepromijenjen u svim Zilama (39).

Proangiogeni uc¢inak BPC 157 prikazan je u istrazivanju na modelu ishemije straZnjeg
ekstremiteta Stakora, gdje je znacCajno ubrzao oporavak protoka krvi, povecao
gustocu/brojnost novonastalin krvnih Zila i time sprijeCio ishemiju straznjeg
ekstremiteta (65). In vitro BPC 157 inducira vrlo sli€an uzorak na akumulaciji
VEGRF2 i internalizaciji VEGFR2 u stanicama koji je usporediv s u¢inkom VEGF-a.
BPC 157 djeluje na aktivaciju VEGFR2-Akt-eNOS signalnog puta, a u in vitro
istraZivanju s ljudskim vaskularnim endotelnim stanicama povecava brojnost mRNA i
proteinsku ekspresiju VEGFR2. Radi navedenog, smatramo da protektivan ucinak
BPC 157 na cijeljenje lezija razliitih organskih sustava je posljedica njegovog
djelovanja na vaskularne endotelne stanice, gdje povecanjem ekspresije,
internalizaciie VEGFR2 i aktivacile VEGFR2-Akt-eNOS signalnog puta potice

angiogenezu (65).

Opcepoznato je da okluzija abdominalne aorte i njezinih vecih ogranaka moze nastati
naglo (akutno) i postupno (kroni¢no). U slu€aju postupne okluzije abdominalne aorte
ucinkovit kompenzatorni mehanizam je razvoj kolateralne cirkulacije (87). Akutna
okluzija abdominalne aorte je puno rijede, ali i potencijalno letalno stanje osobito kod
nedostatne kolateralne cirkulacije. Povezana je s visokom stopom morbiditeta i
mortaliteta (88). Stopa mortaliteta kod neinterventnog tretmana je do 75%, a kod
rane dijagnoze i intervencije stopa varira izmedu 20% do 50% (89). Klini¢ka slika
akutne arterijske okluzije ukljuCuje: bol, paresteziju, paralizu, bljedilo, odsutnost pulsa
i poikilotermiju. Hitna dijagnostika i terapija su nuzne kako bi se komplikacije svele na
minimum i izbjegao letalan ishod (88). Infrarenalni dio abdominalne aorte ima
predispoziciju za razvoj ateromatoznih lezija (90), a trombotiCna bolest zavrSnog
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dijela abdominalne aorte i zajedniCke ilijacne arterije poznatija je jos i kao ,Leriche
sindrom® (92-94). Aortoiljacna okluzivha bolest ili Leriche sindrom spada u
podskupinu Siroko rasprostranjene periferne arterijske bolesti, koja ima procijenjenu

prevalenciju od ¢ak 14,5% kod osoba starijih od 70 godina (94).

U danasnje vrijeme digitalna suptrakcijska angiografija je zauzela svoje mjesto u
intervencijske, terapijske svrhe kod endovaskularnog pristupa lije€enju okluzije, koja
kao wuspjeSna metoda sve vise zamjenjuje otvorene kirurSke zahvate
(tromboendarterektomija, aortobifemoralna premosnica/bypass) (94). lako perkutane
kateterske intervencijske i kirurSke tehnike mogu uspjeSno prevladati problem
okluzije, nekim pacijentima s uznapredovalom arterijskom okluzijom tesko je ublaziti
bol i izlijeCiti ishemijske ulkuse te su trenutno bez ucinkovite terapije, osim amputacije
ekstremiteta koja se nastoji izbjeci (65, 95). Stoga je krucijalno usmijeriti istraZivanja u
pronalasku adekvatne farmakoloSke terapije i prevencije za Siru populaciju bolesnika

sa stenozama i okluzijama krvnih Zila.

U ovom istrazivanju akutne okluzije zavrSnog dijela abdominalne aorte,
pentadekapeptid BPC 157 je djelovao na aktivaciju kolateralne cirkulacije, povecao je
brojnost, tj. gustocu krvnih zila u podrucju descendentnog kolona i uterusa, smanijio
ishemijska ostec¢enja navedenog tkiva i djelovao na brz oporavak motornih funkcija.
Time je realizirana hipoteza istrazivanja - BPC 157 primijenjen parenteralno u
tretmanu (terapijski ucinak) ili peroralno u predtretmanu (profilakticki ucinak) na
Stakorskom modelu akutne okluzije abdominalne aorte poveéava protok kroz
kolateralni krvotok od mijesta ligacije. S obzirom na ranije spomenuti sigurni profil
pentadekapeptida BPC 157, ovo istrazivanje otvara mogucnosti za daljnja izu€avanja
ovog peptida kao moguce farmakoloSke terapije kod okluzija krvnih Zila te u
prevenciji prijetecih ishemija tkiva i organa.
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7. ZAKLJUCCI

e Pentadekapeptid BPC 157 primijenjen u tretmanu i predtretmanu aktivira
kolateralnu cirkulaciju od mjesta ligacije te kolateralnu cirkulaciju u podrucju
descendentnog kolona i uterusa na Stakorskom modelu akutne okluzije
zavrsnog dijela abdominalne aorte.

e Intraperitonealna primjena pentadekapeptida BPC 157 nakon izazvane
okluzije abdominalne aorte (tretman; terapijski ucinak) djeluje na brzu
aktivaciju kolateralne cirkulacije s pove¢anjem broja kolaterala.

e Peroralna primjena pentadekapeptida BPC 157 nakon izazvane okluzije
abdominalne aorte (predtretman; profilakticki ucinak) djeluje na brzinu
aktivacije kolateralne cirkulacije i broj kolaterala.

e Primjena pentadekapeptida BPC 157 u predtretmanu i tretmanu smanjuje
ishemijska oStecenja tkiva zavrdnog dijela descendentnog kolona i uterusa
kod eksperimentalnih Zivotinja.

e Pentadekapeptid BPC 157 u predtretmanu i tretmanu djeluje na brz oporavak
motornih funkcija (hoda) nakon akutne okluzije abdominalne aorte Stakora.

e Rezultati dobiveni ovim istraZivanjem predstavljaju osnovu za daljnje
izu€avanje u€inaka pentadekapeptida BPC 157 te njegovu mogucu primjenu u

terapiji okluzija krvnih zila i u prevenciji prijete¢ih ishemija tkiva i organa.
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8. SAZETAK NA HRVATSKOM JEZIKU

Istrazeni u€inak pentadekapeptida BPC 157 na kolateralnu cirkulaciju nakon akutne
okluzije abdominalne aorte pokazao je da poveca protok kroz kolateralnu cirkulaciju

od mjesta ligacije i djeluje protektivno na tkiva.

Na animalnom modelu potpune ligature abdominalne aorte kirurSkim Savom (distalno
od polaziSta desne iliolumbalne arterije, a proksimalno od bifurkacije abdominalne
aorte) ispitan je u€inak BPC 157 u tretmanu (10 pg/kg i.p.), u predtretmanu BPC 157
otopljen u vodi u dozi 10 pg/kg (0,25 pg/ml, 12 mi/Stakor/dan, p.o. kroz 7 dana prije
ligacije). Za kontrolne skupine koristen je ekvivalentni volumen 0,9 % NaCl (tretman) i
voda za pice (predtretman). IstraZivanje je provedeno na Zenkama Stakora soja
Wistar, po 10 zivotinja u svakoj skupini (ukupno 160 Zivotinja) na vremenskim
intervalima od 1 min, 1 h, 6 h i 24 h. Analizirana je kolateralna cirkulacija pomocu
digitalne subtrakcijske angiografije (DSA), dok je broj krvnih Zila kolona i uterusa
analiziran pomoc¢u mikrokamere. Kod skupina na intervalima od 6 h i 24 h izvrSena je

analiza hodne pruge. Nakon Zrtvovanja, uzeti su uzorci za patohistolosku analizu.

Pomocu DSA dokazana je statistiCki znaajna (P < 0,05) veéa srednja vrijednost
broja kolaterala u svim BPC 157 (tretman i predtretman) skupinama. Direktnom
opservacijom mikrokamerom dokazan je veéi ukupan broj krvnih Zila u podrucju
descendentnog kolona i uterusa kod svih BPC 157 skupina u odnosu na kontrolu.
Rezultati su potvrdeni patohistoloSkom analizom navedenog tkiva. Analiza hodne

pruge (6 hi 24 h) je pokazala znacajno bolji hod kod BPC 157 skupina.

BPC 157 je pokazao preventivni i terapijski u€inak kod okluzije abdominalne aorte uz
aktivaciju kolateralne cirkulacije, Sto predstavlja potencijal ovog peptida u terapiji

okluzivnih bolesti.

Klju€éne rijeci: pentadekapeptid BPC 157, okluzija abdominalne aorte, kolateralna

cirkulacija
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9. SAZETAK NA ENGLESKOM JEZIKU

Effect of pentadecapeptide BPC 157 on collateral circulation after acute

occlusion of the abdominal aorta in rats
Katarina Kasnik Kovacg, 2020.

In this study, it was demonstrated that BPC 157 increased the blood flow through the

collateral circulation from the ligation site and acted protectively on the tissues.

On animal model of the complete ligature with surgical suture of the abdominal aorta
(distal from the starting point of the right iliolumbar artery and proximal to the
bifurcation of the abdominal aorta), the examination was done on, the effect of BPC
157 (10 pg/kg i.p.) in treatment, in pre-treatment BPC 157 dissolved in a drinking
water at a dose of 10 pg/kg p.o. (0.25 pg/ml, 12 mi/rat/day for 7 days prior to ligation).
For control, an equivalent volume of 0.9% NaCl (treatment) and drinking water (pre-
treatment) was used. Tests were conducted on female Wistar rats, 10 animals in
each group (altogether 160 animals) at time intervals of 1min, 1h, 6h, and 24h.
Collateral circulation was analyzed using digital subtraction angiography (DSA), while
the number of blood vessels in the colon and uterus were analyzed using a micro
camera. The walking test was performed in groups at intervals of 6 h and 24 h. After

sacrificing, samples were taken for pathohistological analysis.

With DSA, there was shown a statistically significant (P < 0.05) higher mean value of
collaterals in all BPC 157 (treatment and pre-treatment) groups. Using a micro
camera, a higher total number of blood vessels in the descendent colon and uterus in
BPC 157 groups in relation to controls was demonstrated. The results were
confirmed by a pathohistological analysis of the tissues. The assessment of the
walking test (6 h and 24 h) showed a significantly better course in all BPC 157

groups.

BPC 157 showed a preventive and therapeutic effect in occlusion of the abdominal
aorta with the activation of collateral circulation, which represents the potential of this

peptide in the treatment of occlusive diseases.

Keywords: pentadecapeptide BPC 157, occlusion of the abdominal aorta, collateral

circulation
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11. ZIVOTOPIS

Rodena sam 19. studenoga 1988. godine u Bjelovaru. Osnovnu $kolu pohadala
sam u Narti i lvanskoj, a op¢i smjer gimnazije zavrSila sam u Bjelovaru. Medicinski
fakultet u Zagrebu upisala sam 2007. godine, a diplomirala sam 2013. godine.
Lije€niCki pripravnicki staz odradila sam u Domu zdravlja Bjelovarsko-bilogorske
zupanije i Kilini¢koj bolnici Dubrava, a drzavni ispit polozila sam 2014. godine.
Radila sam 14 mjeseci u Zavodu za hithu medicinu Bjelovarsko-bilogorske Zupanije.
2014. godine upisujem Poslijediplomski doktorski studij ,Biomedicina i zdravstvo® na
Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Specijalizaciju iz Klinicke radiologije
zapoCela sam u rujnu 2015. godine u KliniCkom bolniCkom centru ,Sestre
milosrdnice“. Poslijediplomski specijalisti¢ki studij iz Klinicke radiologije pohadala

sam 2018. i 2019. godine.

Od 2010. godine sudjelujem u laboratorijskom eksperimentalnom radu na
istraZivanju pentadekapeptida BPC 157 pod vodstvom prof. dr. sc. Predraga Sikiri¢a
na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta u Zagrebu. Aktivho i pasivno
sudjelovala sam na viSe znanstvenih i struCnih medunarodnih skupova. Autorica i
koautorica sam nekoliko radova indeksiranih u medunarodnoj bibliografskoj bazi

podataka Current Contents (CC) te u drugim indeksiranim ¢asopisima.
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