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1. UVOD | SVRHA RADA

Traheotomija predstavlja jednu od prvih operacija jo§ iz antickog doba, a zapisi 0
traheotomiji vidljvi su i na egipatskim iskopinama koje datiraju od 3000 god. pr.Kr. U
modernu kirurgiju traheotomiju je uveo Chevalier Jackson, 1909. god. [1] i uz neke izmjene
nastale tijekom godina postala je onakva kakvu poznajemo danas.

Traheotomija je indicirana kod opstrukcije gornjih diSnih puteva, zastite diSnih puteva
i dugotrajne ili trajne mehanicke ventilacije. Opstrukcija diSnih puteva najcese nastaje u
djece s akutnom bolesti gornjih di$nih puteva kao npr. epiglotitis, ali isto tako moze se
pojaviti 1 u odraslih kao posljedica tupe traume. U novije vrijeme sve c¢eS¢a indikacija za
traheotomiju u djece su kroni¢ne pluéne bolesti, neuromuskularne bolesti, abnormalnosti
gornjih disnih puteva te kongenitalne malformacije [2]. Traheotomija se izvodi i u lijeCenju
najsloZenijih bolesti grkljana i dusnika, kao $to su tumori glave i vrata i stenoza dusnika. Od
svih indikacija traheotomija se najéeS¢e izvodi u pacijenata na dugotrajnoj mehanickoj
ventilaciji zbog respiracijske insuficijencije. To su pacijenti s teSkom ozljedom glave,
posttraumatskim distres sindromom, respiracijskim infekcijama ili KOPB-om [3]. Dobrobit
traheotomije kod pacijenata na mehanickoj ventilaciji je laksa i jednostavnija njega pacijenata
i upravo je to glavni razlog zasto se trraheotomija izvodi kada se ocekuje mehanicka
ventilacija dulja od 5-7 dana.

Poznajemo dvije tehnike izvodenja traheotomije: standarnu otvorenu i perkutanu
traheotomiju. Standardna otvorena traheotomija je postupak koji se moze raditi u lokalnoj ili
opcoj anesteziji. Nakon namjeStaja pacijenta i pripreme operacijskog polja pristupa se na
prednju stranu vrata okomitom ili vodoravnom incizijom koze. Odvajanjem miSi¢nih struktura
vrata prikaze se prednja strana dusnika te se u predjelu hrskavicnih prstenova uéini otvor na

dusniku koji moze biti razli¢itog oblika: okomiti, vodoravni, pravokutni ili krizni. U otvor



dusnika postavi se kanila koja na taj nacin omogucuje ulazak i izlazak zraka. Kanila se potom
ucvrsti za kozu na prednjoj strani vrata. Perkutana traheotomija, kako su je prvi opisali
Ciaglia i suradnici [4], predstavlja minimalno invazivni postupak koji se izvodi pod
kontrolom bronhoskopa. Bronhoskop omoguéava vizualizaciju, ali isto tako omogucuje i
toaletu dusnika koja je potrebna prije izvodenja perkutane traheotomije. Nakon namjestaja
pacijenta i pripreme operacijskog polja ucini se punkcija dusnika pomocu igle te se kroz nju u
lumen dus$nika postavi Zica vodilica. Slijedi incizija koze, a potom dilatacija kanala pomocu
dilatatora. Nakon toga postavi se kanila u duSnik koja se zatim uévrsti za kozu.
Bronhoskopski se provjeri poloZaj i prohodnost kanile.

Traheotomija ima i svoje komplikacije koje se dijele na neposredne, rane i kasne. Od
neposrednih komplikacija potrebno je izdvojiti krvarenje [4,5], ozljedu okolnih struktura i
postopstrukcijski pluéni edem. Nadalje, pretjerana ventilacija ili ozljeda parijetalne pleure
prilikom izvodenja traheotomije mogu dovesti do razvoja pneumotoraksa. Tako su Heffner i
suradnici uodili razvoj pneumotoraks do 5% pacijenata s emfizemom pluca [6]. Jedna od
mogucih, srecom ne 1 Cestih neposrednih komplikacija je i laceracija straznjeg zida dusnika
koja nastaje prilikom postavljanja kanile u dusnik [7,8]. Rano prepoznavanje i neodgodeno
zbrinjavanje takve ozljede je kljuéno za preZivljenje pacijenta. Malpozicija kanile i njezino
smjeStanje u sredoprsje moze dovesti do pneumomedijastinuma 1 posljedi¢no do otezZane
ventilacije pacijenta. Prava incidencija te komplikacije teSko Se moze odrediti jer je objavljen
samo mali broj slucajeva, ali je takvu komplikaciju svakako potrebno na vrijeme prepoznati i
zbrinuti. Prolazna hipotenzija, smanjena zasi¢enost krvi kisikom i nekirur§ko krvarenje
predstavlja rijetke neposredne komplikacije traheotomije i njihova incidencija iznosi 6 -10%

[9,10].



U rane komplikacije ubrajamo krvarenje koje nije nastalo kao posljedica zahvata nego
poremecaja faktora zgrusavanja krvi. Infekcija je takoder jedna od moguéih ranih
komplikacija. Nastaje kao posljedica otvaranja duSnika, organa koji je kontaminiran i
koloniziran bakterijama [11,12]. Celulitis isto ubrajamo u rane komplikacije i moze
predstavljati ozbiljan problem [13].

Kasne komplikacije  traheotomije su stenoza duSnika, traheomalacija,
traheovaskularna, traheoezofagealna i traheokutana fistula.

Stenoza du$nika nastaje kao posljedica redoslijeda zbivanja koji zapo€inju pritiskom
balona ili vrha endotrahealne kanile $to uzrokuje smanjenu prokrvljenost sluznice dusnika. To
onda dovodi do razaranja epitela i razvoja traheitisa, a kasnije i do razvoja ulceracija i
daljnjeg ostecenja stijenke dusnika [14-16].

Traheomalacija nastaje kao posljedica dugotrajnog pritiska endotrahealne kanile na
stijenku duSnika [21]. Najces¢e se takav klini¢ki problem razrjeSava postavljanjem duze
endotrahealne kanile, ali nekad je potrebno 1 kirurSki intervenirati u vidu resekcije dusnika ili
traheoplastike. U novije vrijeme ovaj se problem moze rijesiti i postavljanjem endotrahealnog
stenta u zahvaceni dio dusnika.

Dugotrajni pritisak na stijenku dusnika dovodi do nekroze i posljedi¢nog razaranja
stijenke $to omogucuje stvaranje fistula s okolnim strukturama. Najteza takva komplikacija je
traheovaskularna fistula, najcesée s brahiocefalicnom arterijom, rezultat koje je masivno
krvarenje. Incidencija traheovaskularne fistule nakon traheotomije srecom je vrlo rijetka i
iznosi oko 2% [6]. Od ostalih fistula u literaturi su opisane traheokutana [17], traheopleuralna
[18], medijastinalna [19] i perikardijalna fistula [20].

O traheokutanoj fistuli govorimo kada u razdoblju od 3 do 6 mjeseci nakon uklanjanja

trahealne kanile nije doslo do potpunog zatvaranja otvora traheotomije. U podlozi navedene



fistule je preraStanje epitela koze u epitel dusnika. Rizi¢ni faktori za nastanak traheokutane
fistule su dugotrajna traheostoma upotreba kortikosteroida, visoka Zivotna dob i malnutricija
[22]. Od mogucih terapijskih intervencija u rjeSavanju traheokutane fistule danas se koristi
kauterizacija 1 sekundarno cijeljenje, resekcija fistuloznog kanala 1 razne tehnike
rekonstruktivnog zatvaranja koriste¢i miSi¢ne reznjeve [23].Traheokutana fistula predstavlja
dobro poznatu posljedicu dugotrajne traheostome koja se prema literaturi pojavljuje u 13-43%
pedijatrijskih pacijenata nakon dekanilacije [24,25]. Fistula je povezana s kontinuiranom
sekrecijom $to moze rezultirati iritacijom okolne koze, poteskocama s iskasljavanjem zbog
nedovoljnog subgloti¢kog tlaka te povisenim rizikom od aspiracija i poreme¢enim govorom
[26]. U djece dugotrajna traheostoma povezana je s poviSenim rizikom od infekcija, krvarenja
i opstrukcije disnih puteva te negativnim psihosocijalnim utjecajem [27-29].

U svrhu zatvaranja traheokutane fistule do danas je opisano nekoliko kirurSkih
postupaka kao §to su primarno zatvaranje fistule, fistulektomija s primarnim ili sekundarnim
zatvaranjem [30-33]. Primarno zatvaranje fistule donosi najbolji estetski efekt i prihvatljivije
je od strane pacijenata, ali nazalost moguce su ozbiljne komplikacije kao $to su supkutani
emfizem, pneumomedijastinum ili pneumotoraks [33]. S obzirom na moguc¢e komplikacije
sve viSe se trazi alternativni nacin zbrinjavanja fistula te se u nekim institucijama prednost
daje fistulektomiji sa sekundarnim cijeljenjem, pogotovo u pedijatrijskih pacijenata [34]. U
svrhu zatvaranja fistule upotrebljavaju se i mnogo slozeniji kirurSkih zahvati u kojima se
koriste lokoregionalni misi¢ni i kozni reznjevi, slobodni reznjevi, hrskavi¢ni ili sluzni¢ni
graftovi te Z- plastika [35-42]. Takve operacije su dugotrajne, mutiliraju¢e i donose znacajni
rizik za pacijenta, a nazalost komplikacije kao 1 neuspjeh nisu iskljuceni.

Treba naglastiti da su sva dosadasnja istrazivanja bila usmjerena na kirurski nacin

zbrinjavanja traheokutanih fistula, tako da postoji manjak dostupnih podataka o eventualnim



nekirurSkim metodama. Kako traheokutana fistula i nadalje predstavlja prvorazredan klini¢ki
problem za koji se jo$ uvijek nije pronasla sigurna i u¢inkovita metoda zbrinjavanja, namece
se potreba daljnjih istrazivanja u svrhu pronalaska alternativhog, npr. farmakoloskog
modaliteta lijeCenja.

Do sada je u eksperimentalnoj literaturi opisano nekoliko modela cijeljenja fistula, ali
jo$ uvijek nije opisan model traheokutane fistule. Ohrabreni rezultatima koje je pokazao
pentadekapeptid BPC 157 u cijeljenju raznih modela fistula [43-48], smatramo da bi se
potencijalni ucinak navedenog peptida mogao ispitati i na modelu traheokutane fistule.
Pentadekapeptid BPC 157 je pokazao svoju ucinkovitost u procesima cijeljenja rana kao i
povoljan ucinak na razlic¢ite nokse [49]. Takoder, postoje radovi koji pokazuju veliki doprinos
sustava dusikovog oksida (NO sustava) u procesu cijeljenja [50], kao i povezanost BPC 157 i
NO sustava u tom procesu[51]. Interes u dosadasnjim istrazivanjima ucinka pentadekapeptida
BPC 157 na cijeljenje fistula pocivao je prije svega na fistulama gastrointestinalnog trakta,
dok fistula diSnog sustava, tocnije traheokutana fistula, nije bila razmatrana niti istrazivana.

Iz do sada navedenog proizlazi kako u svakodnevnoj klinickoj praksi traheokutana
fistula predstavlja prvorazredan problem za koji do sada nije ustanovljen ,,zlatni standard*“ u
lijeCenju, a sadasnji modaliteti lije¢enja, koji su iskljucivo kirurki, sa sobom nose odredeni
rizik i komplikacije. Oslanjajuci se na dosadasnje ispitane rezultate pentadekapeptida BPC
157 u cijeljenju fistula smatramo da bi bilo zanimljivo ispitati moguéi u¢inak ovog peptida u
cijeljenju traheokutane fistule kao i njegovu interakciju s NO sustavom u Zelji pronalaska

novog farmakoloskog modaliteta lijecenja.



1.1. PENTADEKAPEPTID BPC 157

1.1.1. Uvod

Pentadekapeptid BPC 157 (body protection compound) je stabilni Zelucani
pentadekapeptid, izoliran iz zelu¢anog soka, topljiv je u vodi kod neutralnog pH 7.0, ali i u
fizioloskoj otopini. Sintetiziran od Diagen, Ljubljana, Slovenija (GEPPPGKPADDAGLYV,
M.W. 1419., PL 14736), karakterizira ga 99% (HPLC) distoca (1-des-Gly peptid kao
necistoca). BPC 157 ima antiulkusno svojstvo, stabilan je u ZzeluCanom soku i izrazito
ucinkovit u cijeljenju razlicitih tkiva neovisno o na¢inu primjene- lokalno ili sistemski [49,
52, 53]. Za djelovanje ne koristi nosa¢, djeluje sam [53] i u dosadasnjim istrazivanjima bez
evidentiranih toksi¢nih u¢inaka (LD1 nije postignuta).

Peptidi imaju vaznu ulogu u procesima cijeljenja i imunoloskom sustavu te su zato
posebno zanimljivi za farmakoloSka istrazivanja. Nedostatak peptida je njihova nestabilnost 1
zbog toga je u istrazivanjima potrebno koristiti nosace jer u protivnom imaju slabu ili gotovo
nikakvu aktivnost. Nosaci peptida proizvedenih od raznih proizvodac¢a mogu predstavljati
problem zbog njihove jednoznac¢nosti jer je moguce da jednaki nosaci koji su proizvedeni u
razli¢itim tvrtkama imaju 1 razliita svojstva. U istrazivanjima gdje se koriste nosaci peptida
nije sasvim do kraja razjasnjena aktivnost samog peptida, otpusStanje na mjestu djelovanja te
je zapravo upitno je li odredeno djelovanje posljedica djelovanja peptida ili mozda samog
nosaca ili pak njihovog medudjelovanja. Zbog navedenog je ograniCena terapijska primjena
peptida unato¢ njihovom velikom potencijalu.

Za razliku od drugih peptida, svojstvo pentadekapeptida BPC 157 je njegova stabilnost
I svoje djelovanje ostvaruje bez nosaca. Zbog navedenog svojstva u¢inak BPC 157 iskljucivo

je rezultat njegovog samostalnog djelovanja [53]. Cinjenica da je izoliran iz ljudskog



zelucanog soka svrstava ga u posebnu skupinu peptida iz gastrointestinalnog trakta te ga
odlikuje izrazita stabilnost i otpornost. To svojstvo razlikuje ga od drugih peptida kao $to su
npr. EGF i TGF-B koji se razgraduju u svega nekoliko minuta pa je za njihovo djelovanje
potreban nosac [54,55]. Gastrointestinalni trakt predstavlja izrazito nepovoljno okruzje zbog
razli¢itih nepovoljnih uvjeta: Siroki raspon pH vrijednosti (1-10), temperaturne razlike (4-
80°C), prisutnost brojnih bakterija, virusa i proteolitickih enzima, brza izmjena sluznitkog
pokrova. Peptidi iz grupe peptida Gl trakta moraju biti sposobni podnijeti takve nepovoljne
uvjete. Pentadekapeptid BPC 157 predstavlja upravo takav zeluCani peptid koji djeluje
antiulkusno, siguran je u dosada$njim istrazivanjima za upalnu bolest crijeva i cijeljenje rana,
stabilan u Zelu¢anom soku, bez utvrdene toksi¢nosti, a djeluje sam, bez nosaca. Ucinak
pentadekapeptida BPC 157 na razlicita ostecenja i organske lezije dokazan je na brojnim
eksperimentalnim istrazivanjima in vivo i in vitro, a njegova stabilnost, §to ga razlikuje od
ostalih standardnih peptida, doprinosi njegovom ucinku u cijeljenju razli¢itih tkiva neovisno o

nac¢inu primjene [49, 52, 53]

1.1.2. Utjecaj pentadekapeptida BPC 157 na tkiva i organe

Interakcijom s drugim vaZnim sustavima za odrZavanje homeostaze kao npr. NO
sustavom [43,56-60], GABA-ergickim sustavom [61], sredi$njim dopaminergi¢kim sustavom
[62-69], nekolinergickim i neadrenergickim inhibitornim somatosenzornim sustavom [53,70],
pentadekapeptid BPC 157 ostvaruje svoje djelovanje na razlicita tkiva i organe otklanjajuci
poremecaje navedenih sustava. U tijeku su klinicka istrazivanja u kojima se zeli pokazati
ucinak BPC 157 u lijeenju upalnih bolesti crijeva i njihovih komplikacija [71-73], a isto tako

I kod sindroma kratkog crijeva [74]. Izrazitu djelotvornost pentadekapeptid BPC 157 pokazao



je u cijeljenju rana [75], posebno onih koje uobicajeno otezano cijele kao $to su opekline koze
i opeklinska oStecenja zeluCane sluznice [76-79], oSteCenja perifernog zivca [80], oStecenja
misi¢no-tetivno-ligamentarnog sustava [81-87] i kostani defekti [88]. Posebno iznenaduje
¢injenica da je BPC 157 pokazao svoju djelotvornost neovisno o nacinu primjene, bilo
sistemski [63,70,89] ili lokalno [76-79,86,90-92]. Pentadekapeptid BPC 157 pokazuje
znacajni antiulkusni uc¢inak $to je vidljivo na brojnim modelima kao $to su: model upalnih
bolesti crijeva [71-73] ili model Zelucanih ulceracija uzrokovanih primjenom NSAID-a
[57,69,76,77,93-104]. U usporedbi sa standardnim antiulkusnim lijekovima, H2 blokatorima i
inhibitorima protonske pumpe, BPC 157 pokazuje superiorni ucinak [69,93,101,104].
Uspjesno poniStava alkoholna osteéenja jetre [105] i ZzeluCane sluznice [93,103]. U procesu
cijeljenja potice angiogenezu [75,84,106] te na taj nacin dovodi do oc¢uvanja endotela [69] i
spreCava pojacanu ekspresiju endotelina [60]. Proangiogenetski ucinak ostvaruje putem
VEGFR2-Akt-eNOS signalnog puta $to je pokazano in vivo na modelu ishemije straznjih
nogu Stakora 1 u in vitro ispitivanjima na HUVEC stanicama. In vitro, BPC 157 regulira
ekspresiju VEGFR2 i na razini mRNA i na razini proteina. Na modelu ishemije straznjih
nogu, BPC 157 ubrzava oporavak cirkulacije i broj krvnih zila [107].

Svoje djelovanje pokazao je i na modelu prolongiranog ezofagitisa gdje lokalno
djelovanje ostvaruje smanjujuci disfunkciju donjeg ezofagealnog sfinktera i pilori¢nog
sfinktera te tako dovodi do smanjenja regurgitacije ZeluCanog sadrzaja u jednjak. Takoder,
stimulira sintezu prostanglandina ¢ime se postize dodatni pozitivni ucinak [97,98]. U
cijeljenju crijevnih anastomoza u Stakora ima dokazanu ulogu jer poboljSava sve parametre
cijeljenja, a sama anastomoza izdrzava vece vrijednosti tlaka koje su priblizno normalnih
vrijednosti [108,109]. U cijeljenju kolokoli¢ne anastomoze zivotinje tretirane BPC 157 bile su

urednog postoperacijskog tijeka, bez poteSkoca u pasazi crijeva te sa zna¢ajno manjim brojem



abdominalnih priraslica u usporedbi s kontrolnom skupinom. Kolokoli¢na anastomoza je
potpuno zacijelila sedmi postoperacijski dan za razliku od kontrolne skupine u kojoj ni
Cetrnaesti postoperacijski dan anastomoza nije zacijelila [110].

Uspjesnost cijeljenja anastomoza i potencijalnu klinicku primjenu BPC 157 pokazao je
1 u cijeljenju ezofagogastricne anastomoze. BPC 157 poboljSava sve parametre cijeljenja na
mjestu anastomoze uz smanjenu razinu ezofagitisa i oCuvanje tlaka sfinktera na mjestu
anastomoze i tlaka pilori¢nog sfinktera [111]. Na modelu sindroma kratkog crijeva BPC 157
poboljSao je cijeljenje crijeve anastomoze i oponirao je negativni u€inak diklofenaka i L-
NAME na lezijama u mozgu, jetri i gastrointestinalnom sustavu [112]. Nakon
sijaloadenektomije BPC 157 kontrolira funkciju Zlijezda slinovnica i odrzava integritet
gastrointestinalne sluznice [113]. Pentadekapeptid BPC 157 pokazuje slicnu selektivnost
stimulacije granulacijskog tkiva u usporedbi s PDGF-BB kod spuzvastog granuloma i kod
cijeljenja rana u db/db miseva, ali ipak aktivnije poti¢e ranu organizaciju kolagena [114]. U
nediferenciranim Caco-2 stanicama BPC 157 potice ekspresiju egr-1 i represornog faktora
rasta zivaca 1-A vezuci protein-2 (nab2). EGR-1 poti¢e proizvodnju citokina i faktora rasta te
ranu izgradnju izvanstanicnog matriksa Sto rezultira njegovim pozitivnim ucinkom na
cijeljenje rana [114]. Znacajan uspjeh pokazan je na istrazivanjima miSi¢notetivnih ozljeda.
Nakon transekcije Ahilove tetive BPC 157 doveo je do potpunog oporavka, funkcionalnog i
biomehani¢kog [82]. Jednaki ucinak je potvrden i na modelu transekcije medijalnog
kolateralnog ligamenta [86]. Izrazitu ulinkovitost pokazao je i na modelu cijeljenja
kompleksa tetiva-kost usprkos terapiji kortikosteroidima i tako pokazao da ponistava
negativni u¢inak kortikosteroida u cijeljenju [85]. BPC 157 promovira ex vivo rast fibroblasta
u tetivi, prezivljenje stanica u stresu i in vitro migraciju fibroblasta. Sve navedeno posljedica

je aktivacije FAK- paxillin signalnog puta [115]. Daljnja istrazivanja iste istrazivacke grupe



otkrila su da BPC 157 potice ekspresiju receptora za hormon rasta u fibroblastima tetive tako
Sto obilno utjeCe na gen odgovoran za navedene receptore. Navedeno otkri¢e potvrdeno je
analizom DNA matrice, cDNA (komplementarna DNA), kao i na razini mRNA i razini
proteina koriste¢i PCR 1 Western blot metode [116]. U cijeljenju miSi¢a, bilo nakon
transekcije ili tupe (crush) ozljede, BPC 157 je doveo do potpunog oporavka i vracanja
funkcije [81,117], a jednako tako doveo je do cijeljenja miSi¢a u Zivotinja tretiranih
kortikosteroidima [90]. Osim na lokalna o$te¢enja misica, BPC 157 djeluje i na promjene
miSi¢a uzrokovanih sistemskim poremecajima. Tako je vidljiv njegov wucinak kod
hiperkalijemije [118,119] i hipermagnezemije [120], a poniStava i u¢inak sukcinilkolina na
neuromuskularnoj razini [119]. Najnovija istrazivanja pokazaju potencijalni ucinak u
tumorskoj kaheksiji [121]. Svoj u¢inak BPC 157 ostvaruje i ha modelu kroni¢nog zatajivanja
srca uzrokovanog doksorubicinom [60], pokazuje antiaritmijsko djelovanje [56,119],
smanjuje oStecenje endotela srca [56,59,60]. Kardiotoksi¢nost uzrokovana bupivakainom
moze se ponistiti S BPC 157. Naime, BPC 157 ponistava djelovanje bupivakaina koje se
manifestira kao elevacija T vala, visoki stupanj AV bloka, respiratorni arest, asistolija. BPC
157, naime, oporavlja funkciju kalijevih kanala i tako doprinosi inhibiciji depolarizacije.
Navedeni u¢inak pokazan je in vivo i in vitro, na HEK293 stanicama [122]. Svoje sistemsko
djelovanje pokazao je u terapiji anafilaksije uzrokovane primjenom dekstrana i/ili bjelanjka
jajeta. BPC 157 prevenira razvoj anafilakti¢ke reakcije, ukoliko je primjenjen profilakticki, ali
isto tako umanjuje Stetne posljedice veé¢ razvijene reakcije, kada je primjenjen nakon
dekstrana/bjelanjka jajeta. U usporedbi s kloropiraminom i cimetidinom pokazuje superiorni
uc¢inak [123]. Protuupalno djelovanje BPC 157 ostvaruje smanjenjem broja upalnih stanica
[76,77,124], smanjenjem leukotrijena LTB,, tromboksana TXB, te mijeloperoksidaze MPO u

serumu i upalom zahvacéenim tkivima [125,126]. Pentadekapeptid BPC 157 ostvaruje ucinak i
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na NO sustav putem NO-agonista i NO sintetaza (NOS)-blokatora [43,51,57-59]. NO-sustav
je, naime, vazan u o¢uvanju integriteta gastrointestinalne sluznice [57]. BPC 157 dovodi do
oporavka zelu€anih i jetrenih lezija uzrokovanih akutnom i kroni¢nom upotrebom alkohola,
prevenira akutno trovanje i reducira posljedice alkoholne apstinencijske krize
[58,103,105,127].

U istrazivanjima na ZeluCanim lezijama uzrokovanih indometacinom ili aspirinom te
na modelu alkoholnih lezija Zeluca uzrokovanih direktnom intragasticnom primjenom
alkohola, BPC 157 pokazuje svoj citoprotektivni u¢inak [93,101,103,104]. Citoprotektivno
djelovanje pokazao je i na jetrenim lezijama uzrokovanih primjenom paracetamola,
diklofenaka i ibuprofena [94,95]. Mehanizam citoprotekcije i adaptivne citoprotekcije ispitan
je 1 na modelu Zelu€anih lezija nakon peroralne 1 direktne intragastricne primjene jakog
alkohola. Rezultati su pokazali da BPC 157 unapreduje fizioloski obrambeni sustav dovodeci
do zaStite sluznice $to se ocituje samo manjim oSte¢enjima nakon primjene jakog alkohola.
BPC 157 ujedno i odrzava tlak u donjem ezofagealnom i pilori¢nom sfinkteru [128]. Zeludac
proizvodi 95% 5-hidroksitriptamina (5-HT) koji stimulira imunoloske stanice na proizvodnju
proupalnih medijatora Sto ima veliku ulogu u patofiziologiji upalnih bolesti crijeva. Tu
Cinjenicu iskoristila je grupa autora i u nedavno objavljenom istrazivanju pokazala
citoprotektivni ucinak BPC 157. Naime, u in vivo 1 in vitro istraZivanju pokazan je izraziti
citoprotektivni ucinak pentadekapeptida BPC 157 koji je povecao stopu prezivljenja crijevnih
neurona u kulturi stanica i proliferaciju crijevnih glija stanica. Opisani u¢inak moze doprinjeti
cijeljenju oStecenih Ziv€anih i sluzni€kih dijelova crijeva i na taj nacin ponuditi objasnjenje za
terapijsko djelovanje BPC 157 na ulkuse probavnog trakta. Nadalje, u istom modelu BPC 157
je doveo do smanjena sinteze i otpustanja 5-HT u crijevu i tako usporio crijevnu pokretljivost,

a upravo je poremecaj crijevne pokretljivosti jedan od bitnih patofizioloskih ¢imbenika u
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upalnim bolestima crijeva [129]. Navedeno otkrice joS je jednom potvrdilo izraziti
citoprotektivni ucinak pentadekapeptida BPC 157 i dodatno pojasnilo njegovu potencijalnu
terapijsku primjenu u lije¢enju ulkusa 1 upalnih bolesti crijeva.

Pentadekapeptid BPC 157, nadalje, smanjuje antinociceptivni u¢inak morfija nakon
akutne primjene i uspjeSno se suprostavlja haloperidol induciranom pojacavanju
antinociceptivnog ucinka Sto ukazuje da svoje djelovanje ostvaruje putem srediSnjeg
dopaminergi¢nog sustava [62]. Istrazivan je i u¢inak ovog pentadekapeptida na poremecaje
S7S-a koriste¢i bihevioralne studije [130], naroéito hipersenzitivnost dopaminskih receptora
izazvanih amfetaminom i posljedi¢ne primjene haloperidola [67], tolerancija i apstinencija
diazepama [61], fenomen stereotipskog amfetaminskog ponasSanja [67,131], neurolepti¢ka
katalepsija [66], akutna alkoholna intoksikacija [58,127] te serotoninski sindrom [132]. BPC
157 primjenjen periferno utjece na mozdanu sintezu serotonina i povecava njegovo otpustanje
u supstanciji nigri [133].

Snazan protektivni ucinak pokazao je i na regurgitacijom izazvanoj upali pluca i
pluénim lezijama uzrokovanih intratrahealnom primjenom klorovodi¢ne kiseline, kao i na
zelucanim lezijama izazvanih 96% etanolom u Stakora s prethodnom aspiracijskoj ozljedom
plu¢a [134,135]. Nakon amputacije repa u Stakora BPC 157 je smanjio vrijeme krvarenja,
trombocitopeniju i ponistio djelovanje heparina i varfarina [136].

Djelujuci na slozene fizioloske sustave (NO, dopaminergi¢ki, GABA, prostaglandinski
I somatosenzorni neuronski sustav), BPC 157 ostvaruje svoj ucinak kao sastavni dio
primarnog fizioloSkog obrambenog sustava. Uspjesno se suprostavlja hiperaktivnosti i/ili
inhibiciji fizioloskih sustava i na taj nacin poniStava njihov negativni uc¢inak u vidu mnogih

oStecenja razlicitih tkiva i organa [52].
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1.1.3. Utjecaj pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje vanjskih i unutarnjih fistula:
kolokutane, gastrokutane, ezofagokutane, duodenokutane, kolovezikalne i

rektovaginalne fistule

Veliki napor se ulozio u ispitavanje cijeljenja fistula, kako unutarnjih tako i vanjskih.
Naime, fistule predstavljaju patoloskih spoj dva razli¢ita organa ili komunikaciju organa i
vanjskog svijeta i u klinickoj praksi predstavljaju veliki problem s potencijalnim
komplikacijama. KirurSko lijecenje predstavlja metodu izbora u lijecenju fistula, ali i ta
metoda nije bezopasna i nosi sa sobom niz mogué¢ih komplikacija. U svrhu uspostavljanja
alternativne metode, koja bi bila sigurnija, ucinkovitija i lako primjenjiva, zapocela su
istrazivanja na modelu fistula. Model fistule predstavlja jedinstveni primjer gdje se moze
sinhrono pratiti cijeljenje dva razlicita tkiva, sluznice GI trakta i koze, i upravo je to snaga

BPC 157 koja je pokazana istrazivanjima na razli¢itim modelima fistula.

Kolokutana fistula

Istrazivanja na modelu fistula i uc¢inak pentadekapeptida BPC 157 u cijeljenju istih
zapocela su na modelu kolokutane fistule [43]. Kolokutana fistula oznacava patoloski spoj
koZe 1 lumena debelog crijeva. Takvu fistulu moZzemo na¢i u raznim bolestima kao Sto su
divertikuloza crijeva, Crohnova bolest, maligne bolesti debelog crijeva, ali su prisutne i kao
komplikacije ranijih operativnih zahvata [137]. Takve fistule se prezentiraju dugotrajnim i
otezanim cijeljenjem i potreban je kirurSki zahvat kako bi se sanirale. S obzirom da je u
ranijim istraZzivanja BPC 157 pokazao izvanredni potencijal u lijjecenju 1 koznih 1 crijevnih
lezija doslo se do pretpostavke da bi BPC 157 mogao biti koristan 1 u cijeljenju kolokutane

fistule. Osim ucinka na samo cijeljenje fistule, ispitivao se i odnos BPC 157 i NO sustava.
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Zanimljivo, agonisti NO sustava, L- arginin, i antagonisti NO sustava, L- NAME, pokazuju
proturjecno djelovanje u cijeljenju koznih i crijevnih lezija. Naime, u koznih lezija L-NAME
otezava cijeljenje, ali povecava odlaganje kolagena i doprinosi smanjenju edema dok L-
arginin smanjuje razinu kolagena [138,139]. U crijevnim lezijama L-NAME poboljsava [140]
ili suprimira [141] cijeljenje anastomoza. U istrazivanju cijeljenja kolokutanih fistula
kontrolna skupina pokazala je izrazito slabu razinu cijeljenja, bez spontanog cijeljenja tijekom
28 dana, uz perzistiranje otvora fistule i kontinuirano izlaZenje crijevnog sadrzaja kroz otvor
fistule, sto je dovelo do povecanja promjera fistule. HistoloSka analiza pokazala je spoj koze i
sluznice crijeva odvojenih slojem granulacijskog tkiva, prekriven fibrinom uz prisutstvo
granulocita i mononukleara u dubljim dijelovima. Cijeljenje je poboljsano primjenom
sulfasalazina i BPC 157, dok je primjena metilprednizolona dodatno pogorsala situaciju.
Pozitivan u¢inak BPC 157 vidljiv je ve¢ u ranoj fazi (3-5. postoperacijski dan) kada je
prisutno znacajno cijeljenje fistule. Za razliku od kontrolne skupine, fistulozni kanal bio je
ispunjen kao posljedica izrazitog obnavljanja potkoznog miSi¢nog sloja. Pozitivni ucinak
sulfasalazina bio je vidljiv tek u kasnijem postoperacijskom razdoblju (21-28. dan), a jednako
vrijedi 1 za negativni u¢inak metilprednizolona. Primjenom L-NAME doslo je do pogorSanja
lokalnog nalaza, a istovremenom primjenom L-arginina ponistio se negativni u¢inak L-
NAME. Zanimljivo, samostalna primjena L-arginina, prekursora NO sustava, nije dovela do
poboljsanja cijeljenja fistule nego je rezultat cijeljenja bio isti kao i u kontrolnoj skupini.
Pentadekapeptid BPC 157, samostalno ili u kombinaciji s L-NAME i/ili L-argininom,
pokazao je pozitivan ucinak i poboljSanje svih parametara cijeljenja u svim ispitivanim
skupinama. U potpunosti je ponisStio negativni uc¢inak L-NAME. Kombinacija BPC 157 i L-

arginina nije dovela do jo§ boljeg ucinka u usporedbi s BPC 157 kada je primjenjivan
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samostalno. Navedeni ucinci BPC 157 neovisni su o nacinu primjene, peroralno ili

intraperitonejski, kao i 0 koli¢ini primjenjene aktivne tvari (10ug/kg - 10ng/kg) [43].

Gastrokutana fistula

Daljnje istrazivanje na modelu fistula nastavljeno je istrazivanjem cijeljenja
gastrokutane fistule [44]. Raniji radovi su pokazali u¢inak standardnih antiulkusnih lijekova
na cijeljenje Zeluc¢anih ulkusa [142,143], ali i na cijeljenje koznih lezija, ¢ak i kod primjene
kortikosteroidne terapije [144]. Na modelu gastrokutane fistule primjena BPC 157 je dovela
do uspjesnog cijeljenja zelucanih, ali i koznih lezija §to u konac¢nici dovodi do potpunog
zatvaranja gastrokutane fistule [44]. lako postoje rijetki raniji pokusaji primjene somatostatina
[145], omeprazola [146] i oktreotida [147] bilo je potrebno dodatno procijeniti u¢inak
antiulkusne terapije u cijeljenju gastrokutane fistule. Navedeni u¢inak, dodatno je analiziran
primjenom standardne antiulkusne terapije (omeprazola, ranitidina i atropina) koja se takoder
pokazala uspjeSnom u zatvaranju gastrokutane fistule. Isti u¢inak nije bio ugroZen ¢ak ni

primjenom kortikosteroidne terapije, koja sama po sebi otezava cijeljenje [44].

Ezofagokutana fistula

Ezofagokutana fistula u kirurgiji jednjaka nastaje kao posljedica dehiscencije raznih
ezofagodigestivnih anastomoza u vratu, nosi sa sobom znacajni morbiditet i mortalitet i

najcesce zahtjeva dugotrajno lijecenje.

Na modelu ezofagokutane fistule u Stakora promatran je u¢inak BPC 157 u cijeljenju

fistule u vremenskom intervalu od cetiri dana. Pentadekapeptid BPC 157, primjenjen
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peroralno ili intraperitonejski, sam ili u kombinaciji s L-argininom ili L-NAME te njihovim
medusobnim kombinacijama, ubrzao je cijeljenje ezofagokutane fistule te je neutralizirao
ucinak L-NAME. Svoj pozitivni u¢inak pokazao je neovisno o nacinu primjene i o koli¢ini
primjenjene aktivne tvari (10pg/kg - 10ng/kg). Kod zivotinja tretiranih s BPC-om 157
evidentirano je ubrzano cijeljenje lezija, s manjim curenjem na otvor fistule i bez ugibanja
Zivotinja u vremenskom intervalu od Cetiri dana. Dodatno, primjena BPC 157 dovela do
ispravljanja disfunkcije pilorickog i donjeg ezofagealnog sfinktera i prakticki bez znakova

ezofagitisa [45].

Duodenokutana fistula

Patofiziologiju duodenalnog ulkusa kao i model cistaminom izazvanih ulkusa ispitivali
Su U svojim istrazivanjima Selye i Szabo [148-150]. Taj model predstavlja standard u
istrazivanju duodenalnih ulkusa. Zelja da se dodatno objasni patofiziologija ulkusne bolesti i
promovira nova ideja u cijeljenju duodenalnih ulkusa potaknula je osmiSljavanje modela
duodenokutane fistule [46]. Pentadekapeptid BPC 157 pokazao je zavidan ucinak i doveo je
do potpunog zatvaranja fistule ve¢ za sedam dana. Za razliku od BPC 157, kontrolna skupina
je pokazala loSe rezultate, fistula je ostala trajno otvorena s kontinuiranom sekrecijom uz
mortalitet od 40% tijekom cetiri dana. Uloga NO sustava i povezanost s BPC 157 je takoder
ispitana samostalnom i kombiniranom primjenom L-NAME i L-arginina. L-NAME je
pokazao svoj devastiraju¢i u¢inak dodatno pogorSavajuci proces cijeljenja uz visoki mortalitet
u usporedbi s kontrolnom skupinom. Pentadekapeptid BPC 157 je u potpunosti poniStio
djelovanje L-NAME. L-arginin je pozitivno djelovao na cijeljenje duodenokutane fistule, ali

je njegov ucinak bio sporiji. L- arginin je doveo do zatvaranja fistule 21. dan, za razliku od
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BPC 157 koji je fistulu zatvorio 7. dan. Svoj dominantni u¢inak BPC 157 pokazao je
neovisno o nacinu primjene (peroralno ili intraperitonejski), kao i o koli¢ini primjenjene

aktivne tvari (10pg/kg - 10ng/kg).
Kolovezikalna fistula

Kolovezikalna fistula predstavlja tip enterovezikalnih fistula i oznacava patoloski spoj
debelog crijeva i mokra¢nog mjehura. NajceS¢e kolovezikalna fistula nastaje kao posljedica
rupture divertikula crijeva, tumora debelog crijeva i erozije stijenke mokra¢nog mjehura.
Takoder, eroziju stijenke mokra¢nog mjehura 1 posljedi¢nu fistulu moze uzrokovati
peridivertikularni apsces [151-157]. Takva fistula, nastala o$tecenjem stijenke crijeva i
mokraénog mjehura, spontano ne cijeli 1 izaziva kroni¢nu upalu urogenitalnog sustava.
Enterovezikalne fistule predstavljaju jednu od moguéih komplikacija upalnih bolesti crijeva.
Kod upalnih bolesti crijeva najceséa je ileovezikalna fistula. Kod Crohnove bolesti i
ulceroznog kolitisa, do razvoja fistule dovodi kroni¢na upala crijeva. Incidencija
enterovezikalnih fistula u upalnim bolestima crijeva iznosi 17 - 50%. Cak 35% pacijenata
razvija barem jednu fistulu tijekom svoje bolesti. Incidencija za razvoj fistule povecava se
duljinom trajanja bolesti. Nakon 20 godina aktivne bolesti ona iznosi oko 50%. Recidivi

fistula prisutni su u tre¢ine pacijenata [158-163].

Pentadekapeptid BPC 157, neovisno o nacinu primjene i o koli¢ini primjenjene
aktivne tvari (10ug/kg - 10ng/kg), poti¢e proces cijeljenja i dovodi do potpunog zatvaranja
defekta mokra¢nog mjehura i debelog crijeva te zatvaranja fistule na mokra¢nom mjehuru i
crijevu [47]. Za razliku od Zivotinja tretiranih BPC 157, kontrolna skupina je pokazala losije
rezultate. Kontrolne Zivotinje su se prezentirale s otvorenom fistulom, promjer fistule se ¢ak 1

povecao u usporedbi s inicijalnim defektom. Nadalje, kontrolna skupina je pokazala znacajniji
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gubitak tjelesne mase kao i povecani mortalitet. IzraZenije intraabdominalne priraslice i
problemi pasaze crijeva bili su vidljivi u Zivotinja kontrolne skupine. Fekalurija, direktna
posljedica otvorene komunikacije debelog crijeva 1 mokra¢nog mjehura je bila vidljiva u
kontrolnih zivotinja. Navedena komplikacija nije bila prisutna u zivotinja tretiranih BPC 157
koji su se na kraju eksperimentalnog protokola prezentirali bistrim urinom i bez znakova

izlazenja crijevnog sadrzaja.

Rektovaginalna fistula

Rektovaginalna fistula, patoloski spoj rektuma i vagine, oznacava izraziti klinicki
problem za ¢ije je rjeSavanje potreban kirurski zahvat. Pentadekapeptid BPC 157 je uspje$no
zacijelio obje komponente rektovaginalne fistule, defekt vagine i defekt rektuma [48]. U
istrazivanju na modelu rektovaginalne fistule, BPC 157 je proces cijeljenja zapoceo na
defektu rektuma, a zatim se cijeljenje nastavilo na vaginalnom dijelu i na kraju dovelo do
potpunog zatvaranja fistule. Rezultat je potvrden mikroskopski, makroskopski i biomehanicki.
Neovisno o na¢inu primjene (peroralno ili intraperitonejski) i/ili dozi lijeka (ng/pg) ucinak
BPC 157 nije se mijenjao i dovodio je do potpunog cijeljenja fistule. Za razliku od BPC 157,
u kontrolnim skupinama fistula nije cijelila, uz kontinuiranu sekreciju i izlazenje crijevnog

sadrzaja kroz fistulu [48].
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1.2.  NO-SUSTAV | PENTADEKAPEPTID BPC 157

NO molekula je identificirana 1989. godine kao Endothelium-Derived Relaxing Factor
(EDRF) [164], a 1992. proglasena je molekulom godine, da bi 1998. za otkri¢e uloge NO u
kardiovaskularnom sustavu Louis Ignarro, Robert Furchgott i Ferid Murad dobili Nobelovu
nagradu za medicinu. Saznanje o direktnoj sintezi iz L-arginina objasnjava rasprostranjenost
NO molekule s razli¢itim ulogama u organskim sustavima. Nalazi se u interakciji s
mitohondrijskim sustavima odgovornim za regulaciju stani¢nog disanja gdje pojacava
stvaranje reaktivnog kisika, a time direktno utjee na procese o kojima ovisi stani¢no
prezivljenje [164]. Iznimno vaznu ulogu NO-sustav ima u procesu cijeljenja rane [50-52, 56-
59, 68, 69]. Odnos stabilnog zelu¢anog pentadekapeptida BPC 157 i NO- sustava zorno je
prikazan u preglednom radu Sikiri¢a i sur. [51] u kojem je pokazana uska veza s Moncadinim
homeostatskim odgovorom NO-sustava na ozljede (odrzavanje integriteta krvozilnog sustava,
kontrola trombocita) [50-52, 56-59, 68, 69]. Osim navedenog, BPC 157 utjeCe i na sve
dogadaje nastale kao posljedica gubitka vaskularnog integriteta. Smanjuje trombozu kod
anastomoze abdominalne aorte [165] ili krvarenje/trombocitopeniju kod amputacija ili
primjene lijekova (heparin, varfarin, aspirin) [136]. Nakon teskih ozljeda razli¢itih tkiva,
akutnih ili kroni¢nih, BPC 157 omogucava cijeljenje tkiva koja spontano ne cijele [49].
Prirodno okruzenje pentadekapeptida BPC 157 je zeluc¢ani sok, a osnovna aktivnost NO-
sintetaze je viSestruko visa u Zelucanoj sluznici nego u drugim tkivima [166], tako da se
povoljan uc¢inak BPC 157 moze objasniti aktivnom kompeticijom s oba analoga L-arginina,
Sto u konacnici rezultira pove¢anim stvaranjem NO [51]. Upravo gore navedeno objasnjava i
druge pozitivne ucinke meduodnosa pentadekapeptida BPC 157 i NO-sustava u razli¢itim

modelima kao npr.: a) zastita sluznice zeluca u studijama citoprotekcije, stvaranja NO i
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regulacije krvnog tlaka, b) pozitivni ucinci kod akutne i kroni¢ne intoksikacije alkoholom i
kod sindroma ovisnosti, ¢) kod poremecaj kardiovaskularnog sustava, kroni¢nog sréanog
zatajenja, pluéne hipertenzije 1 poremecaja sranog ritma, d) kod hipokalijemije i
hiperkalijemije i e) kod otezanog cijeljenja fistula.

Meduodnos pentadekapeptida BPC 157 i NO-sustava ispitivao se primjenom NO
prekursora ili blokatora NO sintetaze (NOS), kao i NO prekursora i NOS blokatora u
kombinaciji [51]. Pentadekapeptid BPC 157 utjeCe na otpustanje NO kod raznih Zivotinjskih
vrsta i u razli¢itim tkivima. Nadalje, BPC 157 ponistava djelovanje NOS blokatora L-NAME i
NO prekursora L-arginina. Medudjelovanje s NO-sustavom moze dati objasnjenje za razne
povoljne u¢inke pentadekapeptida BPC 157 u ranijim istrazivanjima [51, 52, 56-59, 68, 69].
L-NAME, kompetitivni inhibitor endotelnog NO moguce je blokirati s pentadekapeptidom
BPC 157 in vitro i in vivo, ¢ime se o€ituje medudjelovanje s NO-sustavom. Pretpostavka je da
L-NAME inhibira NOS natjecuci se s L-argininom, a moguce je da pentadekapeptid BPC 157
ima sli¢an u¢inak na NO-sustav. Pojedinacno primjenjeni 1 pentadekapeptid BPC 157 i L-
arginin poticu sintezu NO, dok njihova zajednicka primjena iznenadujuce dovodi do
smanjenog stvaranja NO. Navedeno otkri¢e govori u prilog aktivne kompeticije BPC 157 i L-
arginina [51]. Dodatno smanjenje stvaranja NO se dogada kombinacijom L-arginina,
pentadekapeptida BPC 157 i L-NAME, §to je dokazano u istraZivanjima na alkoholnim
lezijama zeluca i arterijskom hipertenzijom [57], a taj ucinak vjerojatno je posljedica
ogranicene raspolozivosti NOS. Ucinak pentadekapeptida BPC 157 neSto je drugaciji od
ucinka L-arginina, jer se njegov ucinak na sintezu NO nije uspio blokirati niti primjenom L-
NAME u visestrukoj vecoj dozi od one potrebne za blokadu ucinka L-arginina. Na modelu
supernatanta homogenata sluznice zeluca Stakora potvrden je ovaj razli¢it ucinak

pentadekapeptida BPC 157 na stvaranje NO u usporedbi s L-argininom [57]. Na modelu
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ascitesa 1 pluéne hipertenzije uzrokovanih kroni¢nom aplikacijom L-NAME kod pilica,
promjene se uspjes$no preveniraju zajednickom primjenom L-arginina i pentadekapeptida BPC
157 [59]. Ispitivana je i akutna i kroni¢na toksi¢nost L-NAME na istom modelu i verificirana
su oSteCenja srca, jetre i slezene, a L-arginin je za posljedicu imao kongestiju, edem i
hemoragiju u vise organskih sustava [59]. UspjeSna inhibicija uc¢inka L-NAME postignuta je
kombinacijom L-arginina i pentadekapeptida BPC 157 uz izostanak bilo kakvih oSteenja
uzrokovanih pentadekapeptidom BPC 157 [59]. Uc¢inak pentadekapeptida BPC 157
najizrazeniji je na prevenciji lezija Zeluca, a primjenom L-NAME je bio samo oslabljen, za
razliku od ucinka L-arginina koji se primjenom L-NAME potpuno blokira [58]. Dodatni
znacaj navedenom daje Cinjenica da je razina NOS 1 NO znacajno visa u sluznici Zeluca nego
u drugim tkivima [166]. SloZzeno medudjelovanje pentadekapeptida BPC 157 s NO-sustavom
koji znacajno sudjeluje u oCuvanju integriteta zelucane sluznice i1 vrijednosti krvnog tlaka
posljedica je iznimnih karakteristika ovog peptida koji je stabilan u Zelu¢anom soku [57]. Na
modelu metildigoksinom induciranih aritmija takoder je pokazano medudjelovanje
pentadekapeptida BPC 157 s NO-sustavom. Naime, aritmije su prevenirane primjenom
pentadekapeptida BPC 157, pogorsavale su se primjenom L-NAME, a istovremena primjena
L-NAME i pentadekapeptida BPC 157 imala je slicne ucinke kao i samostalna primjena
pentadekapeptida BPC 157, dok L-arginin sam nije imao ucinak na aritmije [56]. Aritmije
uzrokovane digitalisom mogu se sprijeciti pentadekapeptidom BPC 157 u medudjelovanju s
NO-sustavom [56]. Citoprotektivha uloga pentadekapeptida BPC 157 dokazana je u
spreCavanju alkoholom induciranih lezija Zeluca preko promjene tonusa krvnih Zila
oslobadanjem NO [69]. Angiogenetski ucinak pentadekapeptida BPC 157 dokazan je in vivo,
povecanjem VEGF, CD 34 i FVIII, kao znakovima angiogeneze [52]. Djelovanje BPC 157 i

interakcija s NO sustavom pokazana je i u brojnim modelima fistula [43-48].
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2. HIPOTEZA

Na osnhovi spoznaja iz dosada$njih istrazivanja pentadekapeptida BPC 157 na raznim
modelima cijeljenja rana i fistula i njegove povezanosti s dusikovim oksid sustavom (NO

sustavom) hipoteza ovog istrazivanja je:

1. Pentadekapeptid BPC 157 ubrzava cijeljenje traheokutane fistule u Stakora djelujuéi u
interakciji s dusikovim oksid sustavom (NO sustavom).

2. NO-sustav je mehanizam uklju¢en u proces cijeljenja traheokutane fistule sto se
pokazuje primjenom blokade (L-NAME) i/ili stimulacije (prekursor L-arginin).

3. Pentadekapeptid BPC 157 je uklju¢en u mehanizam djelovanja NO-sustava na proces
cijeljenja traheokutane fistule. To se pokazuje primjenom BPC 157 kod blokade (L-

NAME) i/ili stimulacije (L-arginin).
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3. CILJEVI RADA

OPCI CILJ:

Utvrditi u¢inak pentadekapeptida BPC 157 na proces cijeljenja traheokutane fistule u Stakora.

SPECIFICNI CILJEVI:

1) Ispitati ukljucenost dusikovog oksida (NO) sustava, stimulacije i/ili blokade u proces
cijeljenja traheokutane fistule te utjecaj pentadekapeptida BPC 157 na navedeni proces

u odnosu na NO sustav stimulacijom (L-arginin) odnosno blokadom (L-NAME).

2) Procijeniti 0 dozi zavisan uc¢inak BPC 157 na proces cijeljenja traheokutane fistule.

Procijeniti u¢inak BPC 157 na proces cijeljenja traheokutane fistule ovisno o nacinu

primjene BPC 157 (peroralno/intraperitonejski).
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Eksperimentalne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno na muzjacima Wistar albino $takora, tjelesne mase 220-280g,
uzgojenih u nastambi za laboratorijske Zivotinje Zavoda za farmakologiju Medicinskog
fakulteta Sveutilista u Zagrebu (broj registracije HR-POK-007). Zivotinje su podijeljene u
skupine prema primjeni terapije i vremenskom intervalu pracenja. Ukupno je bilo 15
ispitivanih skupina, 5 Zivotinja po skupini i tri vremenska intervala usmréivanja zivotinja (3.,

5., 7. postoperacijski dan). Istrazivanje je provedeno na ukupno 225 zivotinja.

4.2. Ispitivani agensi i nacini primjene

1. BPC 157 (Diagen, Ljubljana, Slovenija, GEPPPGKPADDAGLYV, M.W.1419) sintetiziran i
pripremljen s postignutom ¢istocom od 99%, otopljen u 0,9% NaCl. BPC 157 je apliciran:
a)  per os u vodi za pi¢e u dozama 10 pg/kg, 10 ng/kg, 0,16 pg/ml, 0,16 ng/ml,
ukupno 12 ml/Stakor/dan.
b) intraperitonejski u koncentracijama 10 pg/kg i 10 ng/kg na dan
2. L- NAME (L- nitro arginin metil ester) (Sigma, SAD) je apliciran intraperitonejski u
koncentraciji 5 mg/kg na dan

3. L-arginin (Sigma, SAD) je apliciran intraperitonejski u koncentraciji 100 mg/kg na dan

Prva intraperitonejska primjena gore navedenih agensa slijedila je 30 minuta po zavrSetku

operacijskog zahvata, a zadnja primjena 24 sata prije zrtvovanja.
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4.3. Kirurski zahvat

Sve zivotinje bile su podvrgnute jednakom kirurSkom zahvatu u opcoj anesteziji. S
obzirom da u literaturi nije opisan model trahcokutane fistule kirurSki zahvat je osmisljen
temeljem iskustva iz humane medicine i kirur§kog postupka traheotomije koji je za potrebe
ovog istrazivanja modificiran kako je opisano u daljnjem tekstu. Takoder, potrebno je
naglasiti da fistule u zivotinjskim modelima nisu uvjetovane vremenom nego su one stvorene
kirurski, stoga definicija koja opisuje traheokutanu fistulu u ¢ovjeka ovdje nije primjenjiva.

Neposredno prije zapo¢injanja operacCijskog zahvata zivotinjama je izmjerena tjelesna
masa pomocu digitalne vage, a vrijednosti su izraZzene u gramima (g). Anestezija se provodila
sukladno preporukama Postupnika za primjenu anestezije u pokusnih zivotinja Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Za sedaciju Zivotinja Koristila se intraperitonejska primjena
diazepama (Apaurin, Krka, Slovenija) u dozi 6mg/kg, a anestezija Zivotinja postizala se
primjenom Thiopentala (Inresa Arzneimittel GmbH, Njemacka) u dozi 3,75 mg/100 g.

Po uvodu u anesteziju Zivotinje su polegnute na leda na operacijskom stolic¢u i
ekstremiteti su se fiksirali elasticnim gumicama. Po ucinjenom slijedila je priprema
operacijskog polja koja je ukljucivala SiSanje dlake zivotinje s prednje strane vrata i ¢iS¢enje
koze antiseptickim sredstvom. Zatim se u predjelu vrata s prednje strane ucinila vertikalna
incizija koze veli¢ine 1 cm. Prepariranjem su se razmaknuli misici vrata te se prikazao dusnik.
Nakon mobilizacije dusnik se uzdignuo u razinu kozne incizije. Otvor na dusniku ucinio se
horizontalnom incizijom elasti¢nog vezivnog tkiva dusnika iznad i ispod hrskavi¢nog prstena
koji se potom djelomi¢no resecirao s dvije vertikalne incizije. Defekt dusnika 4 mm u
promjeru se potom s 4 pojedina¢na Sava debljine 5-0 (Monocryl, Ethicon inc., Johnson &

Johnson, SAD) pri¢vrstio za rubove koze na prednjoj strani vrata. Na taj je nacin stvorena
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komunikacija izmedu dusnika i koze (Slika 1.). Operacijski zahvat trajao je u prosjeku 15
minuta. Po dovrSetku zahvata Zivotinje su bile nadgledane pod grijatom lampom do punog

budenja.

Za postoperacijsku analgeziju koristila se supkutana primjena ketoprofena (Ketonal,
Lek Zagreb, Hrvatska) u dozi 5 mg/kg. Prva primjena analgetika slijedila je neposredno nakon

kirurskog zahvata te zatim svakih 12-24 sata.
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Slika 1.: Kirurski zahvat kreiranja traheokutane fistule.
A. Mobilizacija i odizanje dusnika iznad razine koze.
B. Incizija elasticnog vezivnog tkiva iznad 1 ispod prstena dusnika.
C. Resekcija hrskavi¢nog prstena dusnika.

D. Stvaranje fistule fiksiranjem rubova dusnika za rub koZe pomocu kirur§kog konca.
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4.4. Protokol istrazivanja

Nakon ucinjenog kirurSkog zahvata zivotinje su podijeljene u skupine sukladno
protokolu istrazivanja kako je prikazano u tablici br. 1. Sve Zivotinje su podvrgnute
jednakom postoperacijskom postupanju. Razlika izmedu ispitivanih skupina je samo u na¢inu
primjene ispitivanih agensa i koncentraciji BPC 157 (ug, ng) kako je predvideno protokolom:
BPC 157, L-NAME, L-arginin, BPC 157 + L-NAME, BPC 157 + L-arginin, BPC 157 + L-
NAME + L-arginin, L-NAME + L-arginin. Prema intervalima praenja Zivotinje su
podijeljene u tri skupine ovisno o danu zZrtvovanja: 3. postoperacijski dan, 5. postoperacijski
dan i 7. postoperacijski dan.

Prema nacinu primjene i koncentraciji ispitivanih agensa Zivotinje su podijeljene u
ukupno 15 skupina od kojih su dvije kontrolne skupine kod kojih se ne primjenjuje nijedan
agens koji je predmet ovog istrazivanja. U zivotinja koje su svrstane u ove dvije kontrolne
skupine primjenila se voda za pice per os odnosno 0,9% natrijev klorid (B. Braun, Njemacka)
intraperitonejski u dozi 5 ml/kg/dan .

U postoperacijskom tijeku nadgledalo se opée stanje i ponasSanje zivotinja. PO
zavrSetku vremena pracenja zivotinje su se zrtvovale intraperitonejskom primjenom

Thiopentala u tri puta vecoj dozi nego je preporuceno za postizanje anestezije.
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3.dan 5.dan 7. dan
Kontrolna skupina (voda za pice) 5 Zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja
peroralna primjena BPC 157 ug 5 Zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja
BPC 157 ng 5 Zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja
Kontrolna skupina (fizioloska otopina) | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja
BPC 157 pg 5 zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja
BPC 157 ng 5 zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja
L-NAME 5 Zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja
L-ARG 5 zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja
L-NAME+ L-ARG 5 Zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja

intraperitonejska primjena

L-NAME+BPC 157 ug 5 Zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja
L-ARG+ BPC 157 ug 5 Zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja
L-NAME+L-ARG+BPC 157 pg 5 Zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja
L-NAME+BPC 157 ng 5 Zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja
L-ARG+BPC 157 ng 5 Zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja
L-NAME+L-ARG+BPC 157 ng 5 Zivotinja | 5 Zivotinja | 5 Zivotinja

Tablica br. 1.: Sumarni prikaz skupina zivotinja, vremenskih razdoblja

agensa.
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4.5. Vrednovanje ucinka

4.5.1. Makroskopska analiza

Nakon zrtvovanja zivotinjama je izmjerena tjelesna masa i vrijednost izrazena u
gramima (g). Potom se izmjerio promjer defekta koze pomocu preciznog Sestara i
mikroskopske kamere (Discovery VMS-004, Veho, Velika Britanija). Nakon vanjskog
mjerenja slijedila je ekscizija dusnika u cijelosti i dijela koZe na mjestu fistule. Unutarnji
defekt dusnika mjerio se na jednaki nacin kao i vanjski, kozni defekt. Mjerenju unutarnjeg
defekta dusnika prethodila je uzduzna incizija membranoznog dijela dusnika kako bi se
unutarnji defekt mogao prikazati. Veli¢ina defekta koze i dusnika izraZena je u milimetrima
(mm).

Po izvrSenim mjerenjima preparati su rasireni na stiropornoj podlozi i u¢vrséeni bez
velike tenzije. Promjene su dokumentirane digitalnim fotoaparatom (Olympus mju 300

digital) nakon ¢ega je slijedila fiksacija u 10% puferiranom formalinu (PH 7,4) na 24h.

45.2. HistoloSka analiza

Nakon 24h preparati su dehidrirani i nacinjene su parafinske kocke koje su se rezale
klizaju¢im mikrotomom na debljinu od 4 um nakon ¢ega je slijedilo bojanje hematoksilinom i
eozinom. Daljnju analizu nakon bojanja uéinio je patolog.

U procjeni cijeljenja fistule analizirala se epitelizacija tkiva, prisutnost upalnih stanica,

prisutnost nekroze i formiranje granulacijskog tkiva.
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4.6. Statisticka analiza

Za statisticku analizu koriSteni su statisticki testovi Kruskall-Wallis i Mann-Whithney
U test. Prikazana je srednja vrijednost uz standardnu devijaciju. Vrijednost p < 0.05 smatrana

je statisticki znacajnom. Podaci su prezentirani tabli¢no i graficki,

4.7. Eticka nacela

Cjelokupno istrazivanje provedeno je u skladu s Direktivom 2010/63/EU Europskog
parlamenta i Vijec¢a od 22. rujna 2010. o zastiti zivotinja koje se koriste za znanstvene svrhe te
Zakonom o zastiti zivotinja RH (NN br. 135/2006, 37/2013 i 55/2013) i preporukama Eti¢kog
povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Unaprijed je u istrazivanju definirana primjenjena anestezija, analgezija i “Humane
Endpoint” u skladu s Postupnikom za primjenu anestezije u pokusnih Zivotinja Medicinskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu i IACUC smjernicama.
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S. REZULTATI

5.1. Kontrola, voda za pice

U kontrolnoj skupini Zivotinja koje su primale vodu za pi¢e primjetio se znacajniji
gubitak tjelesne mase koji je bio udruzen s otezanim cijeljenjem kozne lezije, ali i lezije
dusnika (Slika 11.). Neovisno o vremenskom intervalu, (3., 5. ili 7. dan), nije zabiljeZeno
zatvaranje fistule. Analizirajuéi ukupnu povrsinu fistule, fistula se zatvorila u < 50% povrSine

(Slika 4.,5.).

5.2. BPC 157, mikrogrami/nanogrami, voda za pice

U skupini Zivotinja tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 primjetio se manji gubitak
na tjelesnoj masi nego $to je to bio sluc¢aj u kontrolnoj skupini (Slika 12.). Proces ciljenja
fistule je znacajno ubrzan te je zabiljezen u kratkom razdoblju nakon kreiranja fistule tako da
je >50% ukupne povrsine fistule bilo zatvoreno ve¢ trec¢i postoperacijski dan (Slika 4.,5.). U
daljnjem vremenskom razdoblju (5. i 7. dan), nastavljeno je cijeljenje fistule koja se zatvorila
u > 80% ukupne povrsine (Slika 4.,5.). Analizom je utvrdeno da je uc¢inak BPC 157 bio

neovisan o koli¢ini primjenjene aktivne tvari (10pg/kg - 10ng/kg) (Slika 4.,5.).

5.3. Kontrola, fizioloSka otopina, i.p.

U kontrolnoj skupini Zivotinja kojima je aplicirana fizioloSka otopina intraperitonejski
primjecen je znaCajni gubitak na tjelesnoj masi, sli¢an onome zabiljezenom kod kontrolne
skupine kod koje je primjenjivana voda za pice (Slika 12.). Nadalje, cijeljenje fistule tijekom
svih vremenskih intervala bilo je otezano i fistula se zatvorila u < 60% svoje povrsine.

Jednaki u¢inak primjecen je i na koznoj leziji i na leziji dusnika (Slika 6., 7., 8., 9., 10.,11.).
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5.4. BPC 157, mikrogrami/nanogrami, i.p.

Zivotinje tretirane BPC 157 intraperitonejski pokazale su manji gubitak na tjelesnoj
masi nego je to bilo u kontrolnoj skupini koja je primala intraperitonejski fizioloSku otopinu
(Slika 12.). Zabiljezen je znacajni ucinak u cijeljenju traheokutane fistule koja je tijekom
vremenskog razdoblja istrazivanja pokazivala kontinuirani napredak u cijeljenju tako da se 7.
postoperacijski dan zatvorila > 90% svoje ukupne povrsine. U¢inak BPC 157 nije bio ovisan

0 koli¢ini primjenjene aktivne tvari (10pg/kg - 10ng/kg) (Slika 6., 7., 8., 9., 10.,11.).

55.  L-NAME,i.p.

ZnaCajan gubitak na tjelesnoj masi, ve¢i nego kod kontrolne skupine koja je
intraperitonejski primala fizioloSku otopinu, zabiljeZen je u Zivotinja koje su tretirane S L-
NAME (Slika 12.). Otezano i usporeno cijeljenje koje je bilo vidljivo u kontrolnoj skupini jo$
je bilo dodatno pogorsano u skupini s L-NAME. Fistula je uspjela zacijeliti u < 30% ukupne

povrsine (Slika 6., 7., 8., 9., 10.,11.).

5.6. L-arginin,i.p.

Kod Zivotinja tretiranih L- argininom zabiljezen je manji gubitak na tjelesnoj masi
nego kod kontrolne skupine, ali ipak vec¢i nego kod Zivotinja tretiranih s BPC 157 (Slika 12.).
Sto se ti¢e dinamike cijeljenja traheokutane fistule, Zivotinje tretirane L- argininom pokazale
su bolji rezultat i uspjesnost cijeljenja nego kontrolna skupina, ali losiji nego skupina tretirana
s BPC 157 (Slika 6., 7., 8., 9., 10.,11.). U usporedbi s kontrolnom skupinom, rezultat

zabiljezen 7. postoperacijskog dana pokazao je statisticku znacajnost (Slika 10.,11.).
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57. L-NAMEI L-arginin, i.p.

U zivotinja tretiranih s L-NAME i L-argininom, istodobna primjena L-arginina
ponistavala je izrazito negativno djelovanje L-NAME tako da je rezultat u cijeljenju fistule
bio bolji nego onaj dobiven u skupini koja je dobivala samo L-NAME (Slika 6., 7., 8., 9.,
10.,11.). Rezultat zabiljezen u ovoj skupini bio je priblizno jednak rezultatu u kontrolnoj

skupini. Isti u¢inak je primjecen i na gubitku tjelesne mase (Slika 12.).

5.8. L-NAME i BPC 157, mikrogrami/nanogrami, i.p.

BPC 157 uspjesno je poniStavao negativni u¢inak L-NAME u procesu cijeljenja fistule
1 pokazao znacajno bolji rezultat nego kontrolna skupina, ali ipak loS$iji nego onaj zabiljezen u
zivotinja tretiranih samostalnom primjenom BPC 157. Navedeni ucinak primjecen je i na
gubitk tjelesne mase (Slika 12.). U¢inak BPC 157 nije se mijenjao ovisno o koli¢ini

primjenjene aktivne tvari (10ug/kg - 10ng/kg) (Slika 6., 7., 8., 9., 10.,11.).

5.9. L-argininiBPC 157, mikrogrami/nanogrami, i.p.

U skupini Zivotinja koje su dobivale L-arginin i BPC 157, u usporedbi s kontrolnom
skupinom, koristan ucinak je jasno izraZzen i zabiljeZeno je cijeljenje > 70% ukupne povrSine
fistule (Slika 6., 7., 8., 9., 10.,11.). Navedeni rezultat je znacajno bolji nego onaj u kontrolnoj
skupini, ali ipak malo losiji nego kod samostalne primjene BPC 157. Neovisno o primjenjenoj
dozi (10pg/kg - 10ng/kg) ucinak je bio isti. Dodatak pentadekapeptida BPC 157 L- argininu
doprinio je manjem gubitku tjelesne mase nego je to vidljivo kod samostalne primjene L-

arginina i u kontrolnoj skupini (Slika 12.).
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5.10. L- NAME, L- arginin, BPC 157, mikrogrami/nanogrami, i.p.

Pentadekapeptid BPC 157 jo§ je jednom pokazao svoj uéinak prema L- NAME te je
prakti¢ki u potpunosti sprije¢io negativno djelovanje L-NAME na cijeljenje. Navedeno je
dovelo do cijeljenja fistule koje je bilo vidljivo u > 80% ukupne povrsine fistule (Slika 6., 7.,
8., 9., 10.,11.). Rezultat je znacajno bolji u usporedbi s kontrolnom skupinom, a neznatno
lo$iji nego onaj zabiljeZen tijekom samostalne primjene BPC 157. Potrebno je i ovdje
naglasiti da je navedeni u¢inak BPC 157 bio neovisan o koli¢ini primjenjene aktivne tvari

(10pg/kg - 10ng/kg). Jednaki uéinak vidljiv je i na gubitku tjelesne mase (Slika 12.).

5.11. Histoloska analiza

Na histoloskim preparatima zivotinja kontrolne skupine nakon 5. postoperacijskog
dana nalazi se otvoren fistulozni kanal s obilnim granulacijskim tkivom i edemom okolne
strome uz prisutnu obilnu mijeSanu upalnu infiltraciju. S rubova fistuloznog kanala nalazi se
proliferacija epitela s oba kraja fistule (Slika 13.). Nakon 7. postoperacijskog dana u Zivotinja
kontrolne skupine nalazi se dobro formirani, Sirok fistulozni kanal, prekriven s dvije vrste
epitela (kutana i trahealna strana). Ispod epitela se dijelom nalazi granulacijsko tkivo (Slika
15. A., B.). U zivotinja tretiranih s BPC 157 edem je znatno manje izrazen te se nakon 5.
postoperacijskog dana nalazi celualrno granulacijsko tkivo te relativno oskudan ostatak
fistuloznog kanala (Slika 14.). Nakon 7. postoperacijskog dana fistulozni kanal je zatvoren

granulacijskim tkivom, ponegdje s epitelizacijom otvora fistule (Slika 16. A., B.).
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Makroskopske slike

Slika 2.: Karakteristican prikaz traheokutane fistule 7. postoperacijski dan, BPC 157 pg,

intraperitonejska skupina. Lezija koze (A.), lezija dusnika (B.).
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Slika 3.: Karakteristican prikaz traheokutane fistule 7. postoperacijski dan, kontrola,
intraperitonejska skupina. Lezija koze (A.), ozna¢ena bojom; lezija dusnika (B.), oznacena

bojom.
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Graficki prikaz

Slika 4.. Prikaz veli¢ine lezije koZze nakon formiranja traheokutane fistule te peroralne
primjene terapije u vodi za pi¢e (BPC 157 10 ng/kg, 10 ng/kg, 0,16 pg/ml, 0,16 ng/ml;

kontrola 12 ml/Stakor/dan) u postoperacijskom tijeku (dani), srednja vrijednost = SD, mm,

*p<0.05.
Velicina lezije koZe- p.o. skupina
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Slika 5.: Prikaz veli¢ine lezije dusnika nakon formiranja traheokutane fistule te peroralne
primjene terapije u vodi za pi¢e (BPC 157 10 ng/kg, 10 ng/kg, 0,16 pg/ml, 0,16 ng/ml;

kontrola 12 ml/Stakor/dan) u postoperacijskom tijeku (dani), srednja vrijednost = SD, mm,

*p<0.05.
Velicina lezije dusnika- p.o. skupina
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Slika 6.: Prikaz veli¢ine lezije koze nakon formiranja traheokutane fistule te intraperitonejske
primjene terapije jedan put na dan, prva primjena 30 min nakon zahvata, zadnja 24 h prije
zrtvovanja  (BPC 157 10 pg/kg, 10 ng/kg, L-NAME 5 mg/kg, L-arginin 100 mg/kg,
samostalno i/ili zajedno, kontrola 0,9 % NaCl 5 ml/kg) u postoperacijskom tijeku (dani),

srednja vrijednost + SD, mm, *p<0.05.

Veli¢ina lezije koZe 3. postoperacijski dan- i.p. skupina
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Slika 6.: Prikaz veli¢ine lezije dusnika nakon formiranja traheokutane fistule te
intraperitonejske primjene terapije jedan put na dan, prva primjena 30 min nakon zahvata,
zadnja 24 h prije zrtvovanja (BPC 157 10 pg/kg, 10 ng/kg, L-NAME 5 mg/kg, L-arginin 100
mg/kg, samostalno i/ili zajedno, kontrola 0,9 % NaCl 5 ml/kg) u postoperacijskom tijeku

(dani), srednja vrijednost = SD, mm, *p<0.05.

Velicina lezije dusnika 3. postoperacijski dan- i.p. skupina
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Slika 7.: Prikaz veli¢ine lezije koze nakon formiranja traheokutane fistule te intraperitonejske
primjene terapije jedan put na dan, prva primjena 30 min nakon zahvata, zadnja 24 h prije
zrtvovanja  (BPC 157 10 pg/kg, 10 ng/kg, L-NAME 5 mg/kg, L-arginin 100 mg/kg,
samostalno i/ili zajedno, kontrola 0,9 % NaCl 5 ml/kg) u postoperacijskom tijeku (dani),

srednja vrijednost = SD, mm, *p<0.05.

Velic¢ina lezije koZe 5. postoperacijski dan- i.p. skupina
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Slika 8.: Prikaz veli¢ine lezije dusnika nakon formiranja traheokutane fistule te
intraperitonejske primjene terapije jedan put na dan, prva primjena 30 min nakon zahvata,
zadnja 24 h prije zrtvovanja (BPC 157 10 pg/kg, 10 ng/kg, L-NAME 5 mg/kg, L-arginin 100
mg/kg, samostalno i/ili zajedno, kontrola 0,9 % NaCl 5 ml/kg) u postoperacijskom tijeku

(dani), srednja vrijednost = SD, mm, *p<0.05.

Veli¢ina lezije dusnika 5. postoperacijski dan- i.p. skupina
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Slika 9.: Prikaz veli¢ine lezije koze nakon formiranja traheokutane fistule te intraperitonejske
primjene terapije jedan put na dan, prva primjena 30 min nakon zahvata, zadnja 24 h prije
zrtvovanja  (BPC 157 10 pg/kg, 10 ng/kg, L-NAME 5 mg/kg, L-arginin 100 mg/kg,
samostalno i/ili zajedno, kontrola 0,9 % NaCl 5 ml/kg) u postoperacijskom tijeku (dani),

srednja vrijednost + SD, mm, *p<0.05.
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Slika 10.: Prikaz veli¢ine lezije dusnika nakon formiranja traheokutane fistule te
intraperitonejske primjene terapije jedan put na dan, prva primjena 30 min nakon zahvata,
zadnja 24 h prije zrtvovanja (BPC 157 10 ug/kg, 10 ng/kg, L-NAME 5 mg/kg, L-arginin 100
mg/kg, samostalno i/ili zajedno, kontrola 0,9 % NaCl 5 ml/kg) u postoperacijskom tijeku

(dani), srednja vrijednost = SD, mm, *p<0.05.

Velicina lezije dusnika 7. postoperacijski dan- i.p. skupina
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Slika 11. : Promjena tjelesne mase (4, inicijalna masa — izmjerena masa prije zrtvovanja) u

ispitivanim vremenskim intervalima, srednja vrijednost + SD, g, *p<0.05.
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Histoloski prikaz

Slika 13.: Histoloski prikaz preparata, kontrolna skupina, 5. postoperacijski dan (HE, objektiv
x4). Fistulozni kanal otvoren, u dijelu prisutno rahlo, edematozno granulacijsko tkivo s dosta

naslaga fibrina, a u dijelu se nalazi epitel koji prerasta preko vezivnog promijenjenog dijela

stijenke kanala.
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Slika 14.: Histoloski prikaz preparata, BPC, 5. postoperacijski dan. (bojenje HE, objektiv

x10). Nalaze se podru¢ja celularnog granulacijskog tkiva te relativno oskudan ostatak

fistuloznog kanala.
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Slika 15. A., B.: Histoloski prikaz preparata, kontrolna skupina, 7. postoperacijski dan

(bojenje HE, objektiv x4, x10). Fistulozni kanal dobro formiran, Sirok, prekriven s dvije vrste

epitela (kutana i trahealna strana), ispod epitela dijelom granulacijsko tkivo.

B. objektiv x10
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Slika 16. A., B.: Histoloski izgled preparata, BPC, 7. dan (bojenje HE, objektiv x4, x10).

U tretiranih Zivotinja fistulozni kanal je zatvoren granulacijskim tkivom, ponegdje s

epitelizacijom otvora fistule.

A. objektiv x4

B. objektiv x10
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6. RASPRAVA

Pentadekapeptid BPC 157 je ubrzao cijeljenje trahcokutane fistule $to se prezentiralo
smanjenjem veli¢ine kozne lezije i lezije dusnika. To je rezultiralo smanjenjem sekrecije na
otvor fistule i poboljSanje opcéeg stanja Zivotinja. Svoj u¢inak BPC 157 pokazao je neovisno o
nadinu primjene, peroralno/intraperitonejski, kao i 0 primjenjenoj dozi lijeka, (10ug/kg -
10ng/kg). U tretiranim zivotinjama, kad je BPC 157 primjenjivan samostalno fistula se u
razdoblju ispitivanja od sedam dana zatvorila u >80% povrsine (peroralna skupina) i u > 90%
povrsine (intraperitonejska skupina). Sto se ti¢e brzine uginka cijeljenja, BPC 157 je svoje
djelovanje pokazao brzo, dovode¢i do zatvaranja preko polovice povrsine fistule u prva tri
postoperacijska dana. Daljnjim protekom vremena proces cijeljenja se nastavio da bi u
konacnici rezultirao gotovo potpunim zatvaranjem fistule. Navedeno se nije prikazalo u
kontrolnoj skupini. U kontrolnoj skupini je proces cijeljenja bio usporen i napredovanje u
cijeljenje je bilo vidljivo do 5. postoperacijskog dana kada je fistula bila zatvorena u <50%
svoje povrSine. U intervalu od 5. do 7. postoperacijskog dana nije nastupilo daljnje
napredovanje u cijeljenju fistule sto moze upucivati da su se prirodni mehanizmi cijeljenja
potrosili i da fistula spontano ne cijeli. Prolongirani otvor fistule ima negativni ucinak na
mehanizme cijeljenja 1 predstavlja stres za zivotinju koji onda onemogucéuje daljnje
napredovanje u cijeljenju fistule. Pentadekapeptid BPC 157 je svoje ucinkovito djelovanje
pokazao i prilikom primjene s drugim agensima (L-NAME, L-arginin). Rezultati su pokazali
znacajnu interakciju pentadekapeptida BPC 157 1 dusikov oksid (NO) sustava $to je ve¢ bilo
promovirano u ranijim istrazivanjima na modelu fistula [43,46]. Primjenjivan zajedno s L-
NAME (NOS-blokator), BPC 157 je u potpunosti nadvladao nepovoljni i devastirajuéi uc¢inak

L-NAME sto je rezultiralo povoljnjim u¢inkom na proces cijeljenja nego je to bio slucaj u
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kontrolnoj skupini kao i u zivotinjama tretiranim s L-NAME. Samostalna primjena L-NAME
dovela je do otezanog i usporenog cijeljenja rezultiraju¢i agravacijom fistula koje je imalo
nepovoljni ucinak na stanje zivotinja. Nevezano za samostalnu ili istovremenu primjenu s
antagonistom NO (L-NAME) i/ili agonistom/prekursorom NO (L-arginin), BPC 157 je
pospjesio cijeljenje traheokutane fistule. Istovremena primjena L-NAME i L-arginina
pokazala je rezultat jednak onome u kontrolnoj skupini §to upuéuje na medusobno
poniStavanje djelovanja izmedu NO antagonista (L-NAME) i NO agonista (L-arginin).
Samostalna primjena L-arginina ne pokazuje djelotvorni ucinak na cijeljenje fistule sve do 7.
postoperacijskog dana. L-arginin svoje djelovanje u ranijim vremenskim intervalima (3. i 5.
postoperacijski dan) pokazuje samo na potencijalu L-NAME $§to navodi da se radi o NO
specifiénom ucinku [51]. Antagoniziranje tezih lezija (L-NAME), uz neantagoniziranje blazih
kontrolnih lezija, govori poglavito o u¢inku L-arginina na blokadu NOs i time na povoljni
uc¢inak. Istodobna primjena BPC 157, L-NAME i L-arginina rezultirala je gotovo identi¢nim
u¢inkom kao 1 samostalna primjena BPC 157. Navedeno se moZe objasniti medusobnim
ponistavanjem djelovanja L-NAME i L-arginina gdje onda BPC 157 ostvaruje svoj gotovo
potpuni ucinak. Taj rezultat potvrduje superiorni u¢inak BPC 157 u odnosu na L-NAME.
Nadalje, rezultat vidljiv prilikom istovremene primjene pentadekapeptida BPC 157, L-NAME
I L- arginina, gdje je onemogucen NO sustav (L-NAME+L-arginin), a evidentiran je pozitivan
ucinak na proces cijeljenja traheokutane fistule potvrduje da u ovom modelu pentadekapeptid
BPC 157 ostvaruje svoje djelovanje putem NO sustava, jer da to nije tako, onda bi rezultat
vidljiv u ovoj skupini Zivotinja bio istovjetan onome u kontrolnoj skupini. Sto se tice
promjena u tjelesnoj masi Zivotinja, zivotinje koje su imale povoljan tijek u cijeljenju fistule

su se prezentirale s manjim gubitkom tjelesne mase, dok one kod koje je cijeljenje bilo
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usporeno, otezano i1 nepotpuno su ostvarile veci gubitak tjelesne mase Sto je svakako
doprinijelo nepovoljnom stanju Zivotinja.

Dakle, sazimaju¢i dosadaS$nju raspravu, traheokutana fistula spontano ne cijeli u
ispitivanim vremenskim razdobljima. Pentadekapeptid BPC 157, primjenjen u obje ispitivane
doze, 10pg/kg/dan - 10ng/kg/dan, peroralno 1 intraperitonejski, ima brzi terapijski ucinak, te
ubrzao je cijeljenje traheokutane fistule ve¢ od prvog ispitivanog vremenskog razdoblja. Kod
cijeljenja traheokutanih fistula, primjena L-NAME dovodi do agravacija defekata fistule. L-
arginin pokazuje odgodeni terapijski u¢inak na defekte fistule. Istodobna primjena L-NAME i
L-arginina (L-NAME+L-arginin) je dovela do medusobne antagonizacije. Terapijski uc¢inak
pentadekapeptida BPC 157 u zajednickoj primjeni s L-NAME (BPC 157+L-NAME), L-
argininom (BPC 157+L-arginin), te L-NAME+L-arginin (BPC 157+ L-NAME+L-arginin)
pokazuje da pozitivni u€inak pentadekapeptida BPC 157 u potpunosti nadilazi ucinke
blokade NO-sustava (uklonjena agravacija (L-NAME)), uéinke stimulacije NO sustava
(parcijalni terapijski u¢inak NO-prekursora postaje potpuni) te imobilizacije NO-sustava
(zatvaranje defekta koze i dusnika nakon istovremene primjene L-NAME i L-arginina, i
njihove medusobne antagonizacije), te redovito zadrZzava svoj terapijski u€inak, pokazujuéi i
svoj samostalni terapijski ucinak kao 1 trijalni ucinak kroz modulaciju NO-sustava
(antagonizacija, stimulacija, imoblizacija NO-sustava).

Makroskopski rezultati potvrdeni su 1 histoloSkom analizom. Naime, na histoloskim
preparatima zivotinja kontrolne skupine nakon 5. dana nalazi se otvoreni fistulozni kanal s
prisutnim rahlim, edematoznim granulacijskim tkivom s dosta naslaga fibrina. Takoder,
prisutan je epitel koji prerasta preko vezivno promijenjenog dijela stijenke fistuloznog kanala.
Nakon 7. dana u zivotinja kontrolne skupine nalazi se dobro formirani fistulozni kanal koji je

Sirok i prekriven s dvije vrste epitela (kutana i trahealna strana). Ispod epitela dijelom prisutno
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granulacijsko tkivo. U zivotinja tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 histoloski se nakon 5.
dana nalaze podrucdja celularnog granulacijskog tkiva te relativno oskudan ostatak fistuloznog
kanala. Nakon 7. dana fistulozni kanal je zatvoren granulacijskim tkivom, ponegdje s
epitelizacijom otvora fistule.

Ako usporedujemo rezultate ovog istrazivanja s rezultatima ranijih istrazivanja na
modelima fistula [43-48], u¢inak BPC 157 na proces cijeljenja se nije mijenjao. Na svim do
sada opisanim modelima fistula, a i na modelu traheokutane fistule, BPC 157 doveo je do
pospjesenja procesa cijeljenja i tako ubrzao zatvaranje fistula. Njegov ucinak nije bio ovisan o
nacinu primjene (peroralno/intraperitonejski) kao ni o primjenjenoj dozi lijeka, (10ug/kg -
10ng/kg). Takoder, BPC 157 je svoje djelovanje pokazao i tijekom samostalne i istovremene
primjene s L-NAME i L-argininom. Sto se ti¢e u¢inka L-arginina, u modelu kolokutane
fistule [43] L-arginin je pokazao rezultat istovjetan onome u kontrolnoj skupini. U modelima
ezofagokutane [45] i duodenokutane [46] fistule, L-arginin je pokazao svoje pozitivno
djelovanje ve¢ u ranoj fazi cijeljenja, dok se u modelu traheokutane fistule takav rezultat
pokazao tek 7. postoperacijskog dana. U usporedbi s prijasnjim modelima za cijeljenje
traheokutane fistule bio je potreban najkra¢i vremenski interval da bi se fistula zatvorila. U
dosadasnjim istraZivanjima za cijeljenje je bilo potrebno 21-28 dan, dok je u modelu
ezofagokutane fistule istraZivanje trajalo 4 dana zbog nemogu¢nosti zivotinja da prezive dulje
od toga te se u tom intervalu fistula nije zatvorila. Nadalje, u modelu duodenokutane fistule
[46] u¢inak L-NAME u cijeljenju duodenalne lezije je bio 1osiji nego §to je bio u kontrolnoj
skupini, ali u kasnijim vremenskim intervalima taj rezultat nije pokazao statisticku znacajnost.
U modelu traheokutane fistule rezultat koji je pokazala L-NAME je statisticki znacajan
tijekom cijelog razdoblja istrazivanja. Kao §to je to bio slu¢aj i u dosadas$njim istrazivanjima

na modelima fistula i ovdje je vidljiv sinkroni proces cijeljenja dva razliita tkiva, koze i
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dusnika. Ako gledamo svaku komponentu fistule zasebno, u ovom istrazivanju je vidljivo da
lezija koze pokazuje vecu brzinu zatvaranja fistuloznog otvora nego je to slucaj s lezijom
dusnika. Navedeni ucinak se moze objasniti veCom elasticnoscu tkiva i kontraktilnos¢u koze u
odnosu na duSnik. Kontrakcija koze dovodi do smanjenja defekta kozne lezije Sto je i
uobicajeni mehanizam kod cijeljenja rane. Za razliku od koze, dusnik koji je spoj hrskavi¢no-
membranoznog tkiva ipak ima manju sposobnost kontrakcije. MozZe se re¢i da u slucaju
traheokutane fistule cijeljenje nastupa izvana prema unutra, a u tom procesu zatvaranjem
kozne lezije se ispunjava lezija dusnika $to u konacnici doprinosi zatvaranju fistule u cijelini.
Zatvaranjem kozne lezije smanjila se sekrecija na otvor fistule iz diSnog puta, $to je dovelo do
poboljSanja opéeg stanja Zivotinja. U kontrolnoj skupini, s obzirom na oteZano, usporeno i
nepotpuno cijeljenje, komunikacija izmedu koze i dusnika je stalno bila prisutna, otvorena sto
je imalo negativni uinak na opce stanje Zivotinja. Naime, trajna komunikacija izmedu
dusnika 1 koZe moze dovesti do neZeljenih komplikacija kao S§to su poviseni rizik od
aspiracije, infekcija i opstrukcija disnih puteva stranim tijelom. Navedene komplikacije su
opisane u literaturi [26-29] i vidljive su u svakodnevnom klinickom radu. Za pretpostaviti je
da je isti fenomen mogu¢ i u ovom modelu $to bi objasnilo nepovoljan tijek stanja onih
zivotinja koje su se prezentirale s otvorenom komunikacijom koze i dusnika. Zivotinje kod
kojih je bilo usporeno i otezano cijeljenje su se prezentirale sa znakovima animalne patnje
kroz cijeli vremenski tijek istrazivanja. Takav negativni utjecaj na opce stanje Zivotinja bi
neminovno rezultiralo letalnim ishodom ukoliko bi se istrazivanje nastavilo nakon sedmog
postoperacijskog dana. Za razliku od Zivotinja u kontrolnoj skupini, Zivotinje tretirane s BPC
157 nisu se prezentirale znakovima animalne patnje, naprotiv, napredovanjem cijeljenja

fistule njihovo opce stanje i izgled se vratio u normalu.
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Traheokutana fistula, patoloski spoj koze 1 duSnika predstavlja otvorenu komunikaciju
dusnika i vanjskog svijeta [17] i u klini¢koj praksi predstavlja znacajni problem C¢ija
incidencija iznosi 13-43% [24,24]. Do sada su sva istraZzivanja u Zelji da se pronade najbolji
nacin rjeSavanja traheokutalnih fistula bila isklju¢ivo orijentirana na kirurSke tehnike
zbrinjavanja. S obzirom da su opisane brojne tehnike kirur§kog lijeGenja [30-42] namece se
zakljucak da idealan modalitet zbrinjavanja traheokutane fistule joS nije ustolicen. Na§ model
traheokutane fistule predstavlja prvi takav model opisan u literaturi koji omogucuje daljnja
istrazivanja orijentirana na patologiju dusnika i potencijalno na cijeli respiratorni sustav. U
animalnom modelu cijeljenje traheokutane fistule je otezano Sto je vidljivo 1 u klinickoj praksi
te kao takav predstavlja vjerodostojan model za istrazivanja potencijalnih farmakoloskih
agensa u svrhu pospjeSenja cijeljenja. Na taj nacin Zeli se ponuditi alternativa dosadasnjem
nacinu zbrinjavanja ovog klini¢kog problema. Dosadasnja istraZivanja pentadekapeptida BPC
157 na modelima fistula isklju¢ivo su bila orijentirana na fistule gastrointestinalnog trakta
[43-48]. Posebnost istrazivanja na modelu traheokutane fistule leZi u histoloskoj strukturi
dusnika koji je spoj hrkavi¢nog 1 vezivnog tkiva, a do sada fistula koja sadrzi hrskavi¢no tkivo
nije bila predmet istraZivanja.

Pentadekapeptid BPC 157, stabilni zelucani pentadekapeptid, izoliran iz Zelucanog
soka, topljiv u vodi kod neutralnog pH 7.0, ali i u fizioloSkoj otopini, ima antiulkusno
svojstvo 1 pokazuje izrazitu ucinkovitost u cijeljenju razli¢itih tkiva neovisno o nacinu
primjene: lokalno ili sistemski [49, 52, 53]. U¢inak na razli¢ita oSteCenja i organske lezije
pentadekapeptid BPC 157 pokazao je na brojnim istrazivanjima in vivo i in vitro. BPC 157
ostvaruje interakciju s drugim vaznim sustavima kao npr. dusikov oksid (NO) sustavom
putem NO-agonista i NO sintetaza (NOS)-blokatora [43,51,56-59]. Na taj nadin ostvaruje

svoje djelovanje na razli¢ita tkiva i1 organe, a upravo je ta interakcija BPC 157 1 NO sustava
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oznacena kao krucijalna u cijeljenju razlicitih fistula, unutarnjih i vanjskih. Nadalje, svoju
ucinkovitost op¢enito u procesima cijeljenja pokazao je i u istrazivanjima u lijeCenju upalnih
bolesti crijeva i njihovih komplikacija [71-73], sindroma kratkog crijeva [74], cijeljenju rana
[75], posebno onih koje uobiCajeno otezano cijele: opeklinske rane i oSteCenja zeluCane
sluznice [76-79], ozljede perifernog Zzivca [80], koStano- miSi¢no- tetivno- ligamentarne
ozljede [81-88]. Svoje djelovanje ostvaruje neovisno o nacinu primjene, sistemski [63,70,89]
ili lokalno [76-79,86,90-92]. U dosada$njim istrazivanjima na razli¢itim modelima fistula
BPC 157 je uspjesno doveo do potpunog zatvaranja fistula. Na taj nacin je uspje$no razrijesio
patoloski spoj dva razli¢ita organa ili komunikaciju s vanjskim svijetom S§to se prezentiralo
kao prestanak sekrecije sadrzaja na otvor fistule i unapredenje stanja ispitivanih Zzivotinja.
Takoder, evidentiran je sinkroni proces cijeljenja dva razlicita tkiva putem interakcije s NO
sustavom [43-48]. Kako je do sada ispitivan u¢inak BPC 157 na gastrointestinalnim fistulama,
zanimljivo je bilo vidjeti kako ¢e se BPC 157 ponasati tijekom cijeljenja fistule koja sadrzi
hrskavi¢no, vezivno 1 kozno tkivo Sto zapravo predstavlja traheokutanu fistulu.

U ovome modelu BPC 157 pokazuje svoj ve¢ poznati ucinak na proces cijeljenja [43-
49]. Taj ucinak ostvaruje putem nekoliko vaznih mehanizama od koji je angiogeneza
presudna. BPC 157 potice angiogenezu [75,84,106], dovodi do ocCuvanja endotela [69] 1
sprjecava pojacanu ekspresiju endotelina [60]. Navedeni proangiogenetski ucinak ostvaren je
putem VEGFR2-Akt-eNOS signalnog puta $to je pokazano U in vivo i in Vvitro istrazivanjima,
na razini mRNA i na razini proteina [107]. Pentadekapeptid BPC 157 putem stimulacije
granulacijskog tkiva i ranom organizacijom kolagena unapreduje proces cijeljenja. Navedeni
uc¢inak je prikazan kod spuzvastog granuloma i kod cijeljenja rana u db/db miSeva [114].
Dodatno, mehanizam djelovanja koji je BPC 157 pokazao u istrazivanju na nediferenciranim

Caco-2 stanicama zasigurno ima ulogu i u cijeljenju traheokutane fistule kako je pokazano u
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ovome radu. Naime, poticanjem ekspresije egr-1 i represornog faktora rasta zivaca 1-A
vezivanjem protein-2 (nab2), BPC 157 dovodi do pojacane proizvodnje citokina i faktora
rasta i povoljno utjeCe na ranu izgradnju izvanstani¢énog matriksa §to na kraju rezultira
pozitivni uéinkom na cijeljenje [114]. Upala je sastavni dio procesa cijeljenja, a produljenje
upalne faze negativno utjece na krajni ishod cijeljenja. BPC 157 svoje protuupalno djelovanje
ostvaruje smanjenjem broja upalnih stanica [76,77,124], smanjenjem leukotrijena LTB,,
tromboksana TXB, te mijeloperoksidaze MPO u serumu i upalom zahvacenim tkivima
[125,126] 1 na taj nacin doprinosi cijeljenju tkiva.

U osnovi, kao i kod drugih modela fistula, testirani agensi (BPC 157, L-NAME i L-
arginin) pokazuju paralelno cijeljenje (BPC 157, L-arginin) odnosno necijeljenje (L-NAME)
budu¢i da se pocetak cijeljenja duSnika i koZe odvijao istovremeno. Ukoliko bi pocetak
cijeljenja ovih rana bio razli€it ($to se nije pokazalo), kao i da je pozitivni ili negativni ué¢inak
na cijeljenje bio vidljiv samo na jednoj komponenti fistule (koza/dusnik), tada bi testirani
agensi pokazali mehanizam neparalelnog cijeljenja, $to ovdje ipak nije bio slucaj. Sukladno
tome, kao $to je to vidljivo i u ranijim istrazivanjima na modelu fistula, ovi rezultati sugeriraju
da primjena pentadekapeptida BPC 157 uspjeSno ponistava poremecaje u cijeljenju Sto
unapreduje cijeljenje traheokutane fistule u cjelini, te ima posebnu interakciju s NO-sustavom,
kako je naprijed ve¢ opisano

Dakle, ovo istrazivanje potvrdilo je ve¢ poznati u¢inak BPC 157 i njegovu interakciju
s dusikov oksid (NO) sustavom u procesu cijeljenja fistula i rana opcenito [43-49, 51]. Svi
pozitivni u¢inci prisutni su i u ovom modelu traheokutane fistule §to u konacnici rezultira
poboljSanim 1 ubrzanim cijeljenjem. Rezultati ovog istrazivanja su svakako ohrabrujuci i

otvaraju potencijalno novi, alternativni put u nekirurSkom lijeenju traheokutane fistule.
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ZAKLJUCAK

. Traheokutana fistula ne cijeli spontano u Stakora u ispitivanom razdoblju od sedam
dana.

. Pentadekapeptid BPC 157 ubrzava cijeljenje traheokutane fistule u Stakora $to se
o¢ituje potpunim zatvaranjem fistule tijekom ispitivanog razdoblja.

. Pozitivni ucinak na proces cijeljenja fistule BPC 157 pokazuje ve¢ od prvog
ispitivanog razdoblja (3. postoperacijski dan) i kontinuiran je tijekom cijelog
razdoblja istrazivanja.

. Uc¢inak na cijeljenje fistule postize Se i neovisan je o nacinu primjene
pentadekapeptida BPC 157, peroralno ili intraperitonejski, kao i o primjenjenoj dozi
ispitivanog agensa, (10pg/kg - 10ng/kg).

. Blokada NOS-a s primjenom L-NAME dovodi do agravacije fistule, vidljivo na obje
komponente fistule (koza/dusnik).

. Stimulacija NOS-a s primjenom L-arginina dovodi do poboljsanja cijeljenja fistula
vidljivog tek 7. postoperacijskog dana.

. Pentadekapeptid BPC 157 zadrzava svoj ucinak i kod blokade NO-sustava (L-NAME
—BPC 157+L-NAME) i kod pojacane stimulacije NO-sustava (L-arginin—BPC
157+L-arginin), te kod imobilizacije NO-sustava (L-NAME+L-arginin —BPC 157+
L-NAME+L-arginin). Terapijski ucinak pentadekapeptida BPC 157 u zajednickoj
primjeni s L-NAME (BPC 157+L-NAME), L-argininom (BPC 157+L-arginin), te L-
NAME+L-arginin (BPC 157+ L-NAME+L-arginin) pokazuje da pozitivni ucinak
pentadekapeptida BPC 157 u potpunosti nadilazi ucinke blokade NO-sustava

(uklonjena agravacija (L-NAME)), NO-stimulacije (parcijalni terapijski u¢inak NO-
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prekursora postaje potpuni) te imobilizacije NO-sustava (nakon istovremene primjene
L-NAME i L-arginina, i njihove medusobne antagonizacije, uklonjene ostatne lezije),
te redovito zadrzava svoj terapijski ucinak, pokazuju¢i 1 svoj samostalni terapijski
ucinak kao i trijalni u¢inak kroz modulaciju NO-sustava (antagonizacija, stimulacija,
imoblizacija NO-sustava).

8. Ovaj ucinak odgovara ranije opisanim ucincima u cijeljenju razli¢itih modela fistula i

interakciji s NO-sustavom.
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8. KRATKI SADRZAJ I NASLOV DISERTACIJE NA HRVATSKOM

JEZIKU

UCINAK PENTADEKAPEPTIDA BPC 157 NA CIELJENJE TRAHEOKUTANE

FISTULE U STAKORA

Uvod. Traheokutana fistula, patoloski spoj dusnika i koze predstavlja jednu od kasnih
komplikacija traheotomije. Prema podacima iz literature, incidencija traheokutane fistule je
preko 40% u pedijatrijskih pacijenata. Do sada su opisane brojne kirurS§ke tehnike
zbrinjavanja traheokutane fistule, ali jo§ uvijek nije pronadena tehnika i nadin zbrinjavanja
koji bi predstavljao zlatni standard. KirurSko zbrinjavanje fistula sa sobom nosi i moguce
komplikacije stoga je poZeljno pronaci novo, bolje rjeSenje. Pentadekapeptid BPC 157 je
izoliran iz humanog zelucanog soka, a karakterizira ga stabilnost pri neutralnom pH i §to za
svoje djelovanje ne mora koristiti nosa¢ Sto ga razlikuje od drugih peptida.U dosada$njim
istrazivanjima nije utvrdena letalna doza $to ga ¢ini sigurnim za primjenu. BPC 157 pokazao
je svoju djelotvornost u cijeljenju rana i fistula opcenito stoga je pozeljno utvrditi njegov
uc¢inak na modelu traheokutane fistule u Stakora.

Materijali i metode. Muzjaci Wistar albino Stakora, tjelesne mase 220-280 g podvrgnuti su
standardnoj horizontalnoj traheotomiji prilikom koje je kreirana traheokutana fistula veli¢ine
4 mm. Zivotinje su podijeljene u skupine: BPC 157 pg/ng, peroralna/intraperitonejska
primjena, kontrolna skupina, L-NAME (i.p.), L-arginin (i.p.), L-NAME+ L- arginin (i.p.), L-
NAME+ BPC 157 pg/ng( i.p.), L-NAME+ L- arginin+ BPC 157 pg/ng (i.p.), L- arginin +

BPC 157 pg/ng (i.p.). Ucinak ispitivanih agensa na proces cijeljenja promatran je kroz tri
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vremenska intervala- tre¢i, peti i sedmi postoperacijski dan. Sedmi postoperacijski dan
nastupilo je Zrtvovanje zivotinja i vrednovanje rezultata.

Rezultati. BPC 157 doveo je do poboljsanja procesa cijeljenja traheokutane fistule kroz sve
ispitivane vremenske intervale Sto je u konacnici rezultiralo gotovo potpunim zatvaranjem
fistule. Njegov ucinak je bio nepromijenjen neovisno o primjenjenoj dozi, 10ug/kg - 10ng/kg,
kao 1 na¢inu primjene (p.o./i.p.). Uspjesno je poniStavao nepovoljni ucinak L- NAME, a u
zajednic¢koj primjeni s L- NAME i L- argininom je pokazao rezultat slican onome prilikom
samostalne primjene. L- arginin je sedmi postoperacijski dan pokazao statiti¢ki znacajan
rezultat. Sve navedeno govori u prilog interakcije BPC 157 i NO sustava u ovome modelu.
Zaklju¢ak. BPC 157 ubrzava cijeljenje traheokutane fistule u Stakora. Svoje djelovanje

ostvaruje zahvaljujuci interakciji s NO sustavom.

Kljuéne rije¢: traheokutana fistula, pentdekapeptid 157, NO sustav, cijeljenje rane
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9. KRATKI SADRZAJ I NASLOV DISERTACIJE NA ENGLESKOM

JEZIKU

THE EFFECT OF PENTADECAPEPTIDE BPC 157 ON TRACHEOCUTANEOUS

FISTULA HEALING IN RAT

Introduction. One of the common late complications of a tracheotomy is tracheocutaneous
fistula. The surgical procedure is needed to close such fistulas. BPC 157 represents an anti-
ulcer peptide (GEPPPGKPADDAGLYV, M.W. 1419) successful in trials for inflammatory
bowel disease, wound treatment, effective alone without a carrier. BPC 157 interferes with
NO-system in vitro/in vivo on different models and different animal species. The impact of
BPC 157 and NO-system on the gastrocutaneous, colocutaneous, and oesophagocutaneous
fistulas healing process indicates the potential effect of BPC 157 in the tracheocutaneous
fistula healing process, which has not yet been investigated.

Matherials and methods. Albino Wistar male rats were used in this experiment, 220-280 g.
Tracheocutaneous fistula, 4 mm trachea and skin defect, was surgically made under
anaesthesia. Animals were treated according to the experiment protocol: (a)) drinking water
p.o., (b)) BPC 157 (10 png/kg, 12 ml/rat/day) p.o., (c)) BPC 157 (10 ng/kg, 12 ml/rat/day) p.o.,
(d)) saline 5ml/kg/day i.p., (e)) BPC 157 (10ug/kg, 5Sml/kg/day) i.p., (f)) BPC 157 (10 ng/kg,
5 ml/kg/day) i.p., (9)) L-NAME (5 mg/kg/day) i.p., (h)), L- arginine (100 mg/kg/day) i.p., (i))
L-NAME L- arginine i.p., (j)) L- NAME BPC 157 (ug) i.p., (K)) L- arginine BPC 157 (ug)
I.p., (1)) L-NAME L- arginine BPC 157 (pg) i.p., (m)) L-NAME BPC 157 (ng) i.p., (n)) L-

arginine BPC 157 (ng) i.p.,, (0)) L-NAME L- arginine BPC 157 (ng) i.p.. Seventh
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postoperative day animals were euthanized. Fistula specimens were harvested and
macroscopic and histological analysis was made.

Results. A consistent counteracting beneficial effect was shown in all animals treated with
BPC 157, alone and with (L-NAME) and/or L-arginine in a 7-day interval. BPC 157
accelerated the healing of tracheocutaneous fistulas and showed macroscopic and histological
healing improvements. The tracheocutaneous fistulas healing was improved speedily (BPC
157 completely counteracted L-NAME effects (L-NAME+BPC 157 and L-NAME+L-
arginine+ BPC 157 groups), or with delay and to less extent (L-arginine) or aggravated,
rapidly and prominently (L-NAME). L-arginine reduces aggravation by NOS-blockade (L-
NAME) to the control level. Also, BPC 157 more than nullifies the effect of L-NAME.
Conclusion. BPC 157 improved the healing of both tracheal and skin defects and mediated
fistula closing. This effect was shared by L-arginine, with an opposite effect seen by L-
NAME, thereby portraying BPC 157/NO-system involvement in the healing of
tracheocutaneous fistula.

Keywords. Tracheocutaneous fistula, pentadecapeptide BPC 157, NO system, fistula healing.
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11. ZIVOTOPIS

Rodio sam se 23.1.1985. u Zagrebu gdje sam zavr$io osnovnu i srednju $kolu. Medicinski
fakultet Sveudilista u Zagrebu upisao sam ak. godine 2004./2005., a diplomirao ak. god.
2009./2010. Pripravnic¢ki staz odradio sam u KBC Sestre milosrdnice u Zagrebu.
Specijalisticko usavrSavanje iz kardiotorakalne kirurgije, smjer torakalna kirurgija zapoceo
sam u Klinici za torakalnu kirurgiju Jordanovac KBC Zagreb 2012. god., a specijalisticki ispit
sam uspjesno polozio 2018. god. i od tada nosim naziv specijaliste kardiotorakalne kirurgije,
smjer torakalna Kirurgija. Poslijediplomski doktorski studij na Medicinskom fakultetu
Sveudilista u Zagrebu upisao sam ak. god. 2013./2014. i zapoceo istrazivacki rad u Zavodu za
farmakologiju Medicinskog fakulteta. Aktivni sam ¢lan Hrvatske lijecnicke komore,
Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora, Hrvatskog drusStva mladih lijeénika HLZ-a, Hrvatskog
torakalnog druStva TORAKS. Predsjednik sam Lije¢ni¢ke komisije Hrvatskog karate saveza,
¢lan Zdravstvene komisije Hrvatskog atletskog saveza, a kao lijjecnik mladih kategorija
sudjelujem u radu Hrvtskog nogometnog saveza. Clan sam i Hrvatskog saveza sudaca
americkog nogometa te aktivno sudim utakmice ameri¢kog nogometa u zemlji i inozemstvu

od 2010. god.
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