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POPIS OZNAKA | KRATICA

ALT- alanin —aminotransferaza

AF- alkalna fosfataza

a- SMA —eng. alpha smooth muscle actin

AST- aspartat-aminotransferaza

CCI-4 — tetraklor ugljik

CTGF- eng. connective tissue growth factor, faktor rasta vezivnog tkiva

ET —1 eng. endothelin-1, endotelin-1

FGF — eng. fibroblast growth factor, faktor rasta fibroblasta

FAS- eng. apoptosis stimulating factor, faktor stimulacije apoptoze

GGT- gama- glutamil transferaza

HSC-MFB- eng. hepatic stellate cell- myofibroblast - hepati¢ne stelatne stanice-
miofibroblasti

MCP-1- eng. macrophage chemotactic protein-1,kemotakticki protein makrofaga
MMP-2- eng. matrix metalloproteinases, matrix metaloproteinaza

NF-kB — eng. nuclear factor — kB, nuklearni faktor kB

NGF- eng.nerve growth factor, faktor rasta zZivaca

PDGF - eng. platelet derived growth factor, trombocitni faktor rasta

TGF-B — eng. transforming growth factor- B, transformirajuci faktor rasta

TIMP- eng. tissue inhibitor of metalloproteinase, tkivni inhibitor metaloproteinaze
TLR4- eng.Toll-like receptor, Toll like receptor

VEGF — eng. vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelni faktor rasta
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1. UVOD

Ciroza jetre je veliki medicinski problem za kojeg do sada nije pronadeno
adekvatno terapijsko rjeSenje. U svijetu se vrSe brojna istrazivanja koja na
razli€itim modelima istrazuju ¢imbenike koji su odgovorni za razvoj fibroze jetre
do ciroze'. Modeli ciroze jetre se mogu se podijeliti na kirurki induciranu
bilijarnu cirozi ligaturom glavnog zuénog kanala te kemijski induciranu cirozu
jetre CCly, tioacetamidom, dimetilnitrozaminom, 2-acetilaminofluorenom (2-
AAF) i alkoholom ?%. Najvise je istrazivanja radeno na modelima kemijski
inducirane ciroze jetre sa tetraklor ugljikom (CCl,) te kirurki inducirane bilijarne
ciroze ligaturom glavnog Zuc¢nog kanala, s podjednakom ucinkovitoS¢u indukcije

ciroze jetre 2%,



1.1. PATOFIZIOLOGIJA CIROZE JETRE

Nastanak jetrene fibroze je posljedica djelovanja razli€itih noksi (alkohol,
virusne upale, Zuéna staza te brojni lijekovi)**.

Proces fibroze je u pocCetnim fazama reverzibilan uz uvjet
pravovremenog uklanjanja nokse. Daljnjim taloZzenjem ekstracelularnog
matriksa taj proces postaje ireverzibilan s razvojem jetrene ciroze kao
terminalnim stadijem”.

Kao reakcija jetre na noksu te poviSenih razina Zucnih kiselina i soli,
dolazi do oslobadanja slobodnih radikala. @ Apoptoza stanica dovodi do
otpustanja medijatora upale, TGFB, PTGF-a, lipopolisaharida te aktivacije
kaskadnih reakcija koje dovode do upalne reakcije i aktivacije hepaticnih
stelatnih stanica (ltove stanice ili miolipociti). Hepati¢ne stelatne stanice se
nalaze izmedu sinusoida i jetrenih stanica unutar Disseovih prostora te u
normalnoj jetri sluze za pohranu retinoida ( metabolita vitamina A). Djelovanjem
odredene nokse aktiviraju se i transformiraju u miofibroblaste koji uzrokuju
povecanu produkciju PDGF-a, VGF-a, FGF-a, MCP-1-a, TGF-B-a, leptina,
TIMP-a, MMP-2-a, ET-1-a, TLR4-a te brojnih drugih medijatora upale.
Posljedicno dolazi do povecane proliferacije duktalnih kanali¢a, fibroblasta,
pretvorbe ekstracelularnog matriksa u kolagen, kontrakcije tkiva, upalne

infiltracije, te sniZzene razine NO'3537,

Sve navedeno rezultira poveéanom
produkcijom kolagena tipa | (70% sinteze kolagena). Ostatak kolagena nastaje
aktivacijom portalnih fibroblasta (koji podrzavaju sintezu upalnih i fibrogenih

medijatora) i fibrocita. Aktivirane hepaticne stelatne stanice-miofibroblasti



(HSC-MFB) kontinuirano otpustaju NF-kB koji odgada apoptozu te tako

1,35-37

indirektno dodatno povecava sintezu kolagena Takoder otpustaju

inhibitor metaloproteinaze (tkivni inhibitor metaloproteinaze- TIMP) koiji blokira

matriksmetaloproteinazu (Cija je funkcija proteoliza ekstracelularnog matriksa)

1,35-37

te na taj nacin povecavaju ukupnu koli€inu kolagena Proces fibroze

dovodi do zastoja zu€i u zuénim kanali¢ima, ishemije parenhima i dodatnog
otpustanje upalnih medijatora te oksidativnhog stresa. Ovaj zaarani krug nokse i

posljedi¢ne fibroze na koncu rezultira razvojem jetrene ciroze'**".



olcsidativni stres, liposaharidi
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Slika 1. Patofiziologija ciroze jetre

Na Slici 1 prikazana je patofiziologija ciroze jetre. SrediSnju ulogu u tom
procesu imaju neaktivne hapaticne stelatne stanice (HSC) koje se pod
utjecajem nokse, oksidativnog stresa, oStecenja okolnih stanica (posljedi¢ne
parakrine stimulacije, aktivacije upale i apoptoze) pretvaraju u miofibroblaste
(MFB). Aktivirane HCS-MFB stanice poticu ekspresiju i sintezu PDGF-a, FGF-
a, VGF-a, MCP-1-a, TBFB-a, leptina, CTGF-a, TIMP-a, MMP-2-a, ET-a, TLR4-a
koji dovode do daljnje proliferacije miofibroblasta, migracije upalnih stanica,
sinteze kolagena, kontrakcije tkiva i inhibicije apoptoze u jetri. Sve navedeno uz
kroni¢nu prisutnost nokse dovodi do razvoja ciroze jetre kao ireverzibilnog

stadija fibroze jetre.



1.2.DOSADASNJA ISTRAZIVANJA LIJECENJA JETRENE CIROZE

Brojna su mjesta djelovanja potencijalnih lijekova za sprjeCavanje
progresije fibroze: od zaustavljanja aktivacie HSC (ltovih stanica) preko
kaskade upalnog odgovora do produkcije kolagena. Silimarin, cirkumin,
resveratrol i vitamin E su u dosadasnjim istrazivanjima pokazali
hepatoprotektivan ucinak u 43% ispitanika, ali ne i u€inak na smanjenje jetrene
fibroze®. Aplikacija &mbenika rasta hepatocita genskom terapijom ili
rekombinantnim proteinom dovodi do regresije jetrene fibroze, ali uz
potencijalnu karcinogenost *’. Na Zivotinjskim modelima obecavajuéi su se
pokazali i inhibitori kaspaze (npr., VX-166, IDN-6556, GS-945) no bez
znadajnijeg uspjeha u klinickim istraZivanjima®. Primjena pioglitazona (PPAR
ligand) nije imala ucinka na modelu kolestatske fibroze, dok je na modelima
toksi¢nih (CCL4) i metaboliCkih lezija usporila proces razvoja fibroze u ranom
stadiju bolesti®®. Rani tretman atrovastatinom (inhibitor HMG-CoA reduktaze)
na modelu ligature glavnog zZu¢nog kanala u Stakora inhibira aktivaciju Itovih
stanica (HSC) i posljedi€nu proizvodnju kolagena, no bez uc€inka kod vec
razvijene fibroze®. Inhibitori angiotenzin konvertaze i AT1R antagonisti (sartani)
na Zivotinjskim modelima usporavaju razvoj fibroze*'. Dugotrajna upotreba
AT1R antagonista losartana kod bolesnika s kroni¢nim hepatitisom C usporava
progresiju fibroze, snizava ekspresiju NADPH oksidaze i profibrogenih gena
(kolagen tipa 1, MMP-2)*>. TGF-B ima glavnu ulogu u patogenezi razvoja
jetrene fibroze, stoga je primjena TGF-B neutralizirajuéih antitijela pokazala
antifibroti€ni u€inak u predklinickim studijama. Takoder je u klini¢kim studijama

dokazan povoljan ucinak oralno dostupnog piridinskog derivata pirfenidona koji



blokira produkciju TGF-B te tranilasta, koji ponistava u¢inak TGF-B*. Imatinib
(inhibitor nekoliko tirozin kinaza) inhibira proliferaciju HSC (ltovih stanica) i
reducira fibrozu na eksperimentalnim modelima, no zbog brojnih nuspojava nije
nasao Kklinicku primjenu u lijeCenju ciroze. Inhibitori protein kinaze druge
generacije poput nilotiniba imaju blaze nuspojave te se njihov ucinak jos
istrazuje®. Leflunomid (inhibitor sinteze pirimidina) potie apoptozu HSC**.
Gliotoxin i sulfasalazin takoder pokazuju proapoptotiCki ucinak HSC te

ubrzavaju povladenje fibroze na Zivotinjskim modelima*>™*’.

Aktivacija
kanaboidnih receptora (CB1, CB2) uzrokuje apoptozu HSC $&to dovodi do

48,49

redukcije fibroze kod ciroti¢nih Stakora Djelomi¢an antifibrozirajuci ucinak

u jetri postignut je u eksperimentalnim studijama primjenom melatonina,

pegiliranog interferona i N-acelicisteina®®>2.

Alopurinol je na Stakorskom
modelu bilijarne jetrene lezije takoder pokazao hepatoproektivan uginak *°.
Klinicki je dokazana regenerativha sposobnost autologno transplantiranih
CD33+ stanica iz koStane srzi i CD34+ krvnih stanica te koncentriranih

monocita®**°

. Takoder se istrazuje uc€inak alogene transplantacije purificiranih
hepatocita kod akutnog jetrenog zatajenja, uznapredovale ciroze i metabolickinh

promjena®.
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Na Slici 2 prikazani su mehanizmi fibrozne progresije i regresije uz moguca

Slika 2. Cilina mjesta djelovanja lijekova "

cillana mjesta djelovanja lijekova. Aktivirane HSC-MFB dovode do proliferacije
fibroblasta, sinteze kolagena, kontraktilnosti, migracije upalnih stanica te do
razvoja fibroze, u slu€aju pravovremenog uklanjanja nokse ili aktivacije
apoptoze HSC-MFB dolazi do razgradnje ekstracelularnog matriksa
djelovanjem metaloproteinaza i jetrene regeneracije. Moguca mijesta
djelovanja: hepatoprotekcija, inhibicija aktivacije HSC, inhibicija funkcije
aktivirane HSC- MFB, aktivacija apoptoze NK stanicama, indukcija apoptoze,

inhibitori TIMP i MMP i stani¢na terapija.



Tablica 1. Pregled najistrazivanijih tvari u lijeCenju ciroze jetre te njihov

mehanizam djelovanja ">

ISPITIVANA TVAR MEHANIZAM DJELOVANJA
Silimarin protuupalni ucinak, hepatoprotekcija
Cirkumin protuupalni ucinak, hepatoprotekcija
Resveratrol protuupalni ucinak, hepatoprotekcija
Vitamin E protuupalni ucinak, hepatoprotekcija

Cimbenik rasta hepatocita

hepatoprotekcija, poticanje proliferacije hepatocita

VX-166

inhibitori kaspaze, hepatoprotekcija

IDN-6556 , GS-945

inhibitori kaspaze, hepatoprotekcija

GS-945

inhibitori kaspaze, hepatoprotekcija

Pioglitazon

PPAR ligand,prevencija aktivacije Itovih stanica

Atrovastatin

inhibitor HMG-CoA reduktaze, prevencija aktivacije Itovih

stanica

Sartani (Ibesartan)

Inhibitori angiotenzin konvertaze i AT1R antagonisti ,

redukcija fibrinogeneze

TGF-B blokirajuéa

antitijela blokiranje faktora rasta (TGF -), redukcija fibrinogeneze
Pirfenidon blokator sinteze TGF-3 , redukcija fibrinogeneze
Imatinib Inhibitor tirozin kinaza, inhibicija ltovih stanica
Inhibitori protein kinaze druge generacije , inhibicija Itovih
Nilotinib stanica
Leflunomid inhibitor sinteze pirimidina
Gliotoxin stimulacija apoptoze Itovih stanica i miofibroblasta
Sulfasalazin stimulacija apoptoze Itovih stanica i miofibroblasta
aktivacija kanaboidnih receptora (CB1, CB2), stimulacija
Rimonabant apoptoze Itovih stanica i miofibroblasta
Melatonin protuupalni ucinak, inhibicija aktivacije Itovih stanica

Pegilirani interferon Na2b

protuupalni uc€inak




N-aceticistein protuupalni u€inak, inhibicija aktivacije Itovih stanica

protuupalni u€inak smanjenjem oksidativnog stresa,

Alopurinol smanjena aktivacija HSC (| TGF), | inhibicije apoptoze

1.3.DOSADASNJA SAZNANJA O PENTADEKAPEPTIDU BPC157

Za pentadekapeptid BPC157 dokazan je antiulkusni u€inak u cijelom
probavnom sustavu te je smatran medijatorom citoprotekcije. U klinickim je
istrazivanjima za upalne bolesti crijeva (PL-10, PLD-116, PL14736 Pliva,
Hrvatska) i multiplu sklerozu. To je stabilan peptid, bez toksi¢nih je ucinaka,
letalna doza nije dosegnuta, bez nuspojava u testiranjima te je stoga vrlo
sigurnog peptidnog profila (npr.,druge tvari uzrokuju znacajne nuspojave)®°.
UCinak pentadekapeptida BPC157 je povezan s aktivho$¢u stani€nog FAK-
paksilin signalnog puta. BPC157 povecéava ekspresiju receptora hormona rasta
djelovanjem preko Janus kinaze 2. UocCeno je da PDGF-BB i BPC 157 imaju
slicnu selektivnost stimulacije granulacijskog tkiva kod cijeljenja rana u db/db
miSeva. Ipak, BPC157 aktivnije poti€e ranu organizaciju kolagena. Takoder
potiCe ekspresiju EGR-1 te njegov represorni ¢imbenik rasta Zivaca 1-A vezudi
protein-2 (nab2) u nediferenciranim Caco-2 stanicama brze od PDGF-BB.
EGR-1 inducira proizvodnju citokina i Cimbenika rasta te ranu tvorbu
ekstracelularnog matriksa i kolagena, koji se aktiviraju prilikom jetrene lezije™.
BPC157 potice cijeljenje tetive, tetivnomisiénog prijelaza i miSi¢a bez stvaranja
ozilinog tkiva. Pentadekapeptid BPC157 je na modelu akutne jetrene lezije s

bilijarnom stazom i ishemijom ( ligatura glavnog Zu¢nog kanala i jetrene arterije




unutar 24h) inducirane CCl-4 pokazao hepatoprotektivni  ug&inak’".
Hepatoprotektivni ucinak pentadekapeptida BPC157 je potvrden i na modelu
alkoholne lezije jetre (kod akutne i kroni¢ne aplikacije) uz pozitivan u€inak na
portalnu hipertenziju te kod jetrenih lezija uzrokovanih visokim dozama
inzulina’®™. Uz protulkusni ucinak pentadekapeptida BPC157 potvrden je i
hepatoprotektivni ucinak na jetrene lezije (od hepatomegalije do opsezne
nekroze parenhima) uzrokovane razli€itim nesteroidnim protuupalnim lijekovima
(diklofenak, ibuprofen, paracetamol), pri ¢emu uz hepatoprotektivni ucinak
BPC157 ima i pozitivan ucinak na prateCe lezije cijelog gastrointestinalnog
sustava (Zeludac, dvanaesnik, tanko i debelo crijevo) i mozga (encefalopatija)
75-78.

Pentadekapeptid BPC157 modulira aktivnost NO sustava (prilikom
blokade NO sustava primjenom LNAME pentadekapeptid BPC157 u potpunosti
poniStava njen ucinak, dok se kod primjene pentadekapeptida BPC157 s L-

Argininom, supstratom NO sustava ne postiZze potencijacija uginka). °"®.

10



Tablica 2. Do sada istrazivani modeli jetrenih lezija te u€inak pentadekapeptida

BPC157 1’8

ISTRAZIVANI MODELI
JETRENIH LEZIJA

UCINAK PENTADEKAPEPTIDA
BPC157

antiinflamatorni, hepatoprotektivni ucinak,

CCl4 modulacija NO sustava

antiinflamatorni, hepatoprotektivni ucinak,
Ibuprofen modulacija NO sustava

antiinflamatorni, hepatoprotektivni ucinak,
Diklofenak modulacija NO sustava

antiinflamatorni, hepatoprotektivni ucinak,
Paracetamol modulacija NO sustava

Visoke doze inzulina

antiinflamatorni, hepatoprotektivni ucinak,

modulacija NO sustava

Kroni¢ni alkoholizam

antiinflamatorni, hepatoprotektivni ucinak,
prevencija aktivacije ltovih stanica,

modulacija NO sustava

Akutna intoksikacija alkoholom

antiinflamatorni, hepatoprotektivni ucinak,

modulacija NO sustava

Ligatura koledokusa i jetrene
arterije (24h)

antiinflamatorni, hepatoprotektivni ucinak,

modulacija NO sustava

Restraint stress (48h)

antiinflamatorni, hepatoprotektivni ucinak,

modulacija NO sustava

11




2. HIPOTEZA

Pentadekapeptid BPC157 djeluje hepatoprotektivno te smanjuje razvoj
fibroze na modelu kirurski inducirane bilijarne ciroze u Stakora (ligaturom

glavnog Zu¢nog kanala).

12



3. CILJEVI RADA

3.1. OPCICILJ

Opéi cilj ovog istraZivanja bio je smanijiti fibrozu jetre te oCuvati jetrenu

funkciju primjenom pentadekapeptida BPC157.

3.2.  SPECIFICNI CILJEVI

Specifi¢ni cilj ovog istrazivanja je oCuvanje jetrenog parenhima, biokemijska
potvrda uredne jetrene funkcije, reducirana produkcija kolagena u Zzivotinja

tretiranih pentadekapeptidom BPC157 ovisno o dozi i nainu primjene.

13



4. MATERIJALI | METODE

U istrazivanju smo primijenili op¢e prihvaceni model kirurski inducirane

bilijarne ciroze koji je koriten u brojnim studijama®>?

. Za istrazivanje su
koriSteni muzjaci Wistar Stakora. Prije poCetka istrazivanja sve Zivotinje su bile
zdrave, dobrog opceg stanja, jednako uhranjene ( mase 180-200g) i kod niti
jedne nije primijeéena Zutica ni akoliéna stolica. Zivotinje su drzane u normalnim
uvjetima, cirkadijani ritam, stalna sobna temperatura, pristup hrani i vodi ad
libitum. Sve Zivotinje su hranjene uobi¢ajenom hranom za glodavce.
Postupkom randomizacije dodijeljeno je 6 Stakora po svakoj pokusnoj skupini

kroz vremenske intervale od 2, 4, 6 i 8 tjedana (prema dosad objavljenim

istrazivanjima). Ukupno su koristene 144 Zivotinje (prikazano u Tablici 3).

Tablica 3. Ispitivane skupine

Skupine 2 tiedna 4 tiedna 6 tjedana 8 tjiedana

BPC157 (10ug/kg) i.p.

BPC157 (10ng/kg) i.p.

BPC157 (10ng/kg) p.o.

Kontrola (0,9%NaCl, 5mi/kg) i.p

(
(
BPC157 (10ug/kg) p.o.
(
(
(

D O O o o
D O O o o
D O o o o
D O O o o

Kontrola (voda za pi¢e 12ml /dan) p.o.
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4.1. KIRURSKI MODEL BILIJARNE CIROZE

U opcoj anesteziji (Ketamine-HCI 50-60 mg/kg + Xylazine-HCI 5-10 mg/kg
i.p.), nakon standardne kirurSke pripreme operativnog polja (brijanje koze
trbuha, pranje i dezinfekcije operativhog polja povidon jodidom), medijanom
laparotomijom (rezom koze i miSi¢a u medijanoj liniji u duljini od 3-4cm),
pristupilo se trbusnoj Supljini. Verificirao se u supraduodenalnom dijelu glavni
zuc¢ni kanal, odvojio od okolne vaskulature (vene porte i jetrene arterije) te je
isti isprepariran i ligiran (prema dosadasnjim radovima) . TrbuSna stjenka je
zasivena po slojevima pojedina¢nim Savima (Vicryl 3.0 za miSice, svila 3.0 za

kozu)*3?

. Navedeni postupak prikazan je na Slici 3. Po dovrS§enom zahvatu
Zivotinje su grijane, promatrane i prevrtane sa strane na stranu do uspostave
stabilne sternalne rekumbencije i potom su vracene u vivarij. Hranu i vodu

dobivale su ad libitum te analgeziju kao u vecC objavljenim radovima

(buprenorfin 0.5 mg/kg, svakih 12h)".
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Slika 3. izvodenje ligature glavnog Zu¢nog kanala.
A. Rez koze gornje medijane laparotomije
B. Rez misica i fascije gornje medijane laparotomije
C. Verifikacija glavnog Zu¢nog kanala
D. Ligatura glavnog Zu¢nog kanala
E. Savi misi¢a i fascije laparotomije

F. Savi koze.
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4.2.LIJEKOVI

Pentadekapeptid BPC 157 (Diagen d.o.0., Ljubljana, Slovenija) otopljen u
fizioloSkoj otopini je koristen u dozama 10ug/kg i 10ng/kg (zbog istrazivanja
ovisnosti primijenjene doze i ucinka) intraperitonealno (i.p skupine) i peroralno u
vodi za pi¢e (0.16 pg/ml, ili 0,16ng/ml, 12ml po Stakoru ad libitum, p.o. skupine)
neposredno nakon ucinjenog zahvata i tijekom cijelog istrazivanja. Navedeni
nacini primjene koristeni su zbog istrazivanja ovisnosti nacina primjene i u€inka,
kao Sto je istrazivano u dosadasnjim radovima Kkoji su proucavali ucinak
pentadekapeptida BPC157. Kontrolne zivotinje primale su ekvivalentnu koli€inu

0,9% otopine NaCl-a intraperitonealno, odnosno vodu za pice.

4.3.PROMATRANI PARAMETRI

Zivotinje su svakodnevno promatrane (mjerenje mase (g) i makroskopska
promatranja Zzivotinja i stolice) i redovito tretirane tijekom cijelog pokusa te
prema vremenskin terminima (2, 4, 6 i 8 tjedana) zrtvovane predoziranjem
prethodno navedenim anestetikom. Prije samog Zzrtvovanja anesteziranim
Zivotinjama se iz vene kave venepunkcijom uzeo uzorak krvi za biokemijsku
analizu. Nakon zrtvovanja izmjerila se masa jetre (sa i bez ispunjenog Zu¢nog
kanala) i promatrala se prisutnost/ odsutnost ascitesa. Takoder su uzeti uzorci
tkiva jetre za patohistoloSsku analizu kao u ve¢ do sad objavljenim radovima

(bojenje hemalaun eozinom, Gomori, Mallory, imunohistokemijski a SMA) %

33,74,76,77,80-82
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4.4. MAKROSKOPSKA ANALIZA

Promatran je izgled, uhranjenost, ponasanje Zivotinja, prisutnost zutice i izgled
stolice. Svakodnevno je mjerena masa zivotinja. Nakon Zrtvovanja promatran je
izgled jetre (jetra je fotografirana na milimetarskom papiru fotoaparatom
(Olympus mju 300 digital)), mjerena je masa jetre (g) pomocu digitalne vage (sa

i bez ispunjenog Zuénog kanala)**°.

4.5.HISTOLOSKA ANALIZA

Neposredno nakon zrtvovanja uzeti su uzorci tkiva jetrenog parenhima, fiksirani
u formalinu prema veé prije opisanom protokolu fiksacije. *"®” Nakon fiksacije,
uklapanja u parafinske blokove i rezanja uzorci su bojani hemalaun eozinom,
po Gomoriu i Malloryu te imunohistokemijski a SMA (odredivanje topografske
distribucije aktivnih miofibroblasta: lobularna, portalna, porto/septalna sa
skorom intenziteta imunoreaktivnih stanica (1-slabo, 2-srednje,3-jako pozitivhe

stan ice)) 2-33,74,76,77,80-82 )

Za morfometrijsku analizu uzoraka koristili smo
softverski program ISSA (VAMSTEC, Zagreb, Hrvatska). Uzorci su analizirani
pod povecCanjem objektiva 10X, 20X ili 40X. Odreden je postotak povrsine
kolagena u odnosu na povrsinu vidnog polja (prosjek od pet velikih vidnih polja
odreden ,hot-spot* tehnikom)®. Procijenjena je regeneracijska sposobnost jetre
odredivanjem proliferacije hepatocita preko broja dvostrukih jezgara (prosjek od

pet velikih vidnih polja)™*’®"". Stupanj jetrene fibroze (0-6) i indeks jetrene

aktivnosti (0-18) odredeni su prema Ishakovoj klasifikaciji za fibrozu (0- nema
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fibroze, 1- fibrozno proSirenje pojedinih portalnih prostora, s ili bez kratkih
fibroznih septa, 2- fibrozno proSirenje veéine portalnih prostora, s ili bez kratkih
fibroznih septa, 3- fibrozno proSirenje vecine portalnih prostora s mjestimi¢nim
porto-portalnim (P-P) premostenjem, 4- fibrozno proSirenje portalnih prostora sa
znacajnim porto-portalnim (P-P) i porto-centralnim (P-C) premostenjem, 5-
znacajno premostenje (P-P i/ili P-C) s pojedinacnim nodulima (inkompletna
ciroza), 6- ciroza, vjerojatna ili definitivna) i za nekroinflamatornu aktivnost
(piecemeal nekroza: 0-4, konfluentna nekroza: 0-6, fokalna nekroza, apoptoza i

fokalna upala: 0-4, portalna upala: 0-4)%%8,

4.6.BIOKEMIJSKA ANALIZA

Iz uzoraka krvi odredivane su razine jetrenih enzima (AST, ALT, GGT,
alkalne fosfataze), bilirubina i albumina kao pokazatelja jetrene funkcije. Svi
testovi su radeni s Olympus AU2700 uredajem s originalnim reagensima

(Olympus Diagnostica, Lismeehan, Ireland) %>
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4.7.STATISTICKA ANALIZA

Podaci su testirani Kolmogorov-Smirnoff testom za procjenu distribucije
podataka. U slu€aju normalne distribucije primijenjena je one-way ANOVA test s
adekvatnim post hoc testom, dok u slu€aju nenormalne distribucije, primijenjen
Kruskal-Wallis test s adekvatnim post hoc testom. Za usporedbu frekvencijske
razlike medu grupama koristen je Chi kvadrat test,odnosno Fischer exact test.
Vrijednost p < 0.05 smatrala se statisti¢ki signifikantnom. Rezultati su prikazani

grafiéki po uzoru na veé objavljene radove. ¥7*7¢"7
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5. REZULTATI

5.1. MAKROSKOPSKA MJERENJA

Tijekom cijelog istraZivanja u svih pentadekapeptid BPC157 Zivotinja
primijeCen je prirast mase u odnosu na kontrolne skupine. Pentadekapeptid
BPC157 Zivotinje su pokretnije, Zivahnije, bez Zutice, smede stolice uredne
konzistencije, poput zdravih Zivotinja tijekom cijelog eksperimenta, dok su
kontrolne Zivotinje bile slabije, trome, iktericne od Cetvrtog eksperimentalnog
tiedna uz porast ascitesa kroz vremenske periode pokusa te su imale akoli¢nu
stolicu. Ascites je bio odsutan u svim skupinama pentadekapeptid BPC157
Zivotinja. Nakon Zrtvovanja kod kontrolnih Zivotinja su nadene steatoticne,
zastojne, a u Sestom i osmom tjednu nodularne, cirotiCne jetre s izrazitom
dilatacijom glavnog Zuc¢nog kanala, za razliku od pentadekapeptid BPC157
tretiranih Zivotinja kod kojih nisu primijeCene nodularne promjene a glavni Zuc¢ni
kanal je manje proSiren (Tablica 4, Slika 6, 7).

Pronadene su znaCajno manje mase jetre (s ispunjenim, dilatiranim
glavnim Zu€nim kanalom i mase same jetre) kod pentadekapeptid BPC157
Zivotinja u usporedbi s kontrolnim Zivotinjama ukazuju¢i na manju stazu Zuci

( Slika 8, 9).
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Tablica 4. Makroskopske promjene kod Zivotinja

4 TJEDNA 8 TUEDANA
BPC157ug KONTROLA BPC157ug KONTROLA

+ + + -
PRIRAST MASE

- + - +
ZUTICA

+ + + -
ZIVAHNOST
AKOLICNA - + - +
STOLICA

- + - +
ASCITES

—Fisher exact probability test +/- vs. kontrola p <0.05

Tablica 4. prikazuje makroskopska promatranja zivotinja nakon Cetvrtog i osmog

tiedna istrazivanja. Kod BPC157 ug i kontrolnih Zivotinja nakon Cetvrtog tjedna

uocen je prirast mase u odnosu na ranije intervale. Sve BPC157 Zivotinje su se

normalno kretale u kavezu , imale su smedu stolicu te nisu imale ascites, dok

su kontrolne Zivotinje bile adinami€ne, iktericne uz prisutan ascites i akoli¢nu

stolicu. Nakon osmog tjedna kod BPC157 ug Zivotinja prisutan je prirast mase,

dok je u kontrolnih Zivotinja uoCena znacajna redukcija tjelesne mase. Kod

BPC157 ug zZivotinja je uoCena normalna pokretljivost u kavezu,odsustvo Zutice

te smeda stolica. Kod kontrolnih Zivotinja nakon osmog tjedna uocen je ascites,

Zutica, izrazita adinamija te akoli¢na stolica.
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Slika 4. Sesti tiedana istrazivanja, pod A: jasno vidljive ikteriéne uske, njuska i
prednje Sape kontrolne Zivotinje, pod B: pentadekapeptid BPC157 Zivotinja

uredne anikteri¢ne kozZe uski, njuske i prednjih Sapa.
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Slika 5. Osmi tjedan istrazivanja, pod A : desno, iktericna unutarnja strana koze
trbuha kod kontrolne Zivotinje, lijevo, normokolorirana unutarnja strana koze
trbuha kod pentadekapeptid BPC157 Zivotinje. Pod B: desno, ikteriCni rep i
uSke kod kontrolne Zivotinje, lijevo, normokolorirani rep i uske kod

pentadekapeptid BPC157 Zivotinje.
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Slika 6. Osmi tjedan istrazivanja. Lijevo nodularna, steatoti¢na jetra s ve¢om
dilatacijom glavnog Zzu¢nog kanala kod kontrolne Zivotinje u odnosu na manju
jetru oCuvanog parenhima i manje dilatiranog glavnog Zu¢nog kanala u

pentadekapeptid BPC157 tretiranih Zivotinja desno.
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Slika 7. Masa Zivotinja kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.), voda
za pi¢e (12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip. (BPCug ip.),
BPC157 10ug/kg/dan po (0.16ug/ml, 12 mi/Stakor/dan) (BPCug po), BPC157
10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10upg/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCng po.). Postepeni stalan porast mase svih Zivotinja,
statisticki zna¢ajan u osmom tjednu kod pentadekapeptid BPC157 Zivotinja u

odnosu na kontrolne Zzivotinje. *P <0.05 vs. kontrola.
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Slika 8. Masa jetre kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.), voda za
pice (12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip. (BPCug ip.),
BPC157 10ug/kg/dan po (0.16ug/ml, 12 ml/Stakor/dan) (BPCug po), BPC157
10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCng po.). ZnaCajno manja masa jetre kod svih
pentadepeptid BPC157 tretiranih skupina Zivotinja u usporedbi s kontrolnim

zivotinjama tijekom cijelog pokusa. *P <0.05 vs. kontrola.
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Slika 9. Masa jetre i ciste Zu€nog kanala kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.)
(Kon. ip.), piju¢a voda (12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip.
(BPCug ip.), BPC157 10ug/kg/dan po (0.16ug/ml, 12 mi/Stakor/dan) (BPCug
po), BPC157 10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po.
(0.16ng/ml, 12 ml/stakor/dan) (BPCng po.). Znaajno manja masa jetre s
dilatiranim glavnim zZu€nim kanalom kod pentadekapeptid BPC157 tretiranih
Zivotinja u odnosu na kontrolne Zivotinje tijekom cijelog pokusa. *P <0.05 vs.

kontrola.
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5.2. HISTOLOSKA ANALIZA

Od drugog tjedna istrazivanja kod kontrolnih Zivotinja je uoCena blaga
proliferacija zu€nih kanalica, HSC (ltovih stanica), infiltracija upalnih stanica
(portalna i fokalna). Opisane promjene su se pojaCavale kod kontrolnih Zivotinja
nakon Cetvrtog tjedna uzrokujuci razvoj jetrene ciroze (vecina jetrenih reznijica je
zamijenjena kolagenom i umnozZenim zuénim kanali¢ima). Kod Zivotinja
tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 proces odlaganja kolagena i proliferacije
zucnih kanali¢a je bio znaajno manjeg intenziteta (manje fibroznog tkiva po
vidnom polju, odsutnost piecemeal i fokalne nekroze, portalna i fokalna upala

slabijeg intenziteta) uz o€uvanje normalnog jetrenog parenhima. (Slika 10-24).
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Slika 10. 4 tjedna nakon podvezivanja glavnog zu¢nog kanala. Pod A: BPC157
skupina, prikazano portalno podru€je s portalnom venom, ograncima jetrene
arterije i zu¢nim kanalima bez povecane proliferacije, pod B: kontrolna skupina,
prikazano znacajno povecanje proliferacije Zu¢nih kanala. Slike Ai B snimljene

su pod vidnim povecanjem 20X, hemalaun i eozin bojenje.
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Slika 11. Sest tjedana nakon ligacije glavnog zuénog kanala. Pod A : BPC157
skupina, prikazana je sinusoidalna dilatacija s o€uvanim portalnim podrucjima,
pod B: kontrolna skupina, prikazana je poremeéena hepatalna lobularna
struktura, porto —portalna i porto- centralna. Slike Ai B snimljene su pod vidnim

poveéanjem 10X, hemalaun i eozin bojenje.
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Slika 12. Osam tjedana nakon ligacije glavnog Zzu¢nog kanala. Pod A: BPC157
skupina, prikazana su normalna jetrena portalna podru¢ja s ocCuvanim
parenhimom, pod B: kontrolna skupina, vecina jetrenih lobularnih podrucja je
zamijenjena sa proliferiranim Zuénim kanali¢ima i fibroznim tkivom. Slike A i B

snimljene su pod vidnim poveéanjem 40X, hemalaun i eozin bojenje.
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Slika 13. Broj hepatocita nakon ligature glavnog zu¢nog kanala u Stakora kroz
tiedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.), voda za pi¢e(12 ml/Stakor/dan)
(Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip. (BPCug ip.), BPC157 10ug/kg/dan po
(0.16ug/ml, 12 mi/Stakor/dan) (BPCug po), BPC157 10ng/kg/dan ip. (BPCng
ip.), BPC157 10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12 ml/Stakor/dan) (BPCng po).
Znacajno veci broj hepatocita kod pentadekapeptid BPC157 Zivotinja u
usporedbi s kontrolnim Zivotinjama tijekom cijelog pokusa. *P <0.05 vs.

kontrola.

33



MEAN+SD PROMIJER JEZGRE

um
12

10

I TT B BPCug,ip

BBPCug,.po

B

o

-
4—

S
—
—
-
—
—

R,
)
)

| EBPCng,ip

e

N
N
% S

otatety!
SEEDE

[ BPCng,po

alate?
afafatafatetatelst

Bl Kon ip

OKon po

-
§\
L
|
%

.
U

.

o LR

Slika 14. Promijer jezgre hepatocita kroz tjedne.Bez statistiCki znacajne razlike
medu skupinama. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.), voda za pice (12
ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip. (BPCug ip.), BPC157
10ug/kg/dan po (0.16pg/ml, 12 mil/Stakor/dan) (BPCug po), BPC157
10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12

ml/Stakor/dan) (BPCng po.). *P <0.05 vs. kontrola.

34



MEAN 45D BROJDVOSTRUKIH JEZGARA

A
#
% ® * *
B -
= : & -I -[ I [ BEPCuE.iD
5 gis T T &Ei .E TEE t% E 1 B BPCpg,po
: i 2 e ¥ ; i O BPCng.i
T T EETE ST = e Bare
= = = = i B BPChEpo
3 - T e = by Ao i ke
] i -I %i ] _;azlif | o = fi s O Konip
o - :' = B A _— i
: 1 E i = B e =R O ko o
= l = B [ & = |
I = E')f = i [a == e
i == EE e =Bl & i) == R e o i == ]
o | EREE = bl = s - = el
2 q ] A
tjedan

Slika 15. Broj dvostrukih jezgara kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon.
ip.), voda za pi¢e (12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC 157 10ug/kg/dan ip.
(BPCug ip.), BPC157 10ug/kg/dan po (0.16ug/ml, 12 mi/Stakor/dan) (BPCug
po), BPC157 10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml,
12 ml/Stakor/dan) (BPCng po.). Znacajno veci broj dvostrukih jezgara hepatocita
kod pentadekapeptid BPC157ug tretiranih Zivotinja tijekom, drugog, Cetvrtog i
Sestog tjedna istraZivanja te drugog i Cetvrtog tjedna istrazivanja kod zivotinja
tretiranih s pentadekapeptid BPC157 ng u usporebi s kontrolnim Zivotinjama. *P

<0.05 vs. kontrola.
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Slika 16. Piecemeal nekroza kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.),
voda za pice (12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC 157 10ug/kg/dan ip. (BPCug
ip.), BPC157 10ug/kg/dan po (0.16ug/ml, 12 ml/stakor/dan) (BPCug po),
BPC157 10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCng po.). Skor 0-4 (0-odsutna, 1- slaba, 2 - slaba/umjerena,
3- umjerena, 4-opsezna). Odsutnost piecemeal nekroze u pentadekapeptid
BPC157 tretiranih Zivotinja tijekom cijelog istrazivanja, za razliku od kontrolnih
Zivotinja kod kojih je bila odsutna samo u prva 4 tjedna istrazivanja. *P <0.05 vs.

kontrola.
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Slika 17. Portalna upala kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.), voda
za pi¢e (12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip. (BPCug ip.),
BPC157 10ug/kg/dan po (0.16pg/ml, 12 mi/Stakor/dan) (BPCug po), BPC157
10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCng po.). Skor 0-4 (0- odsutna, 1- slaba, 2-umjerena, 3-
umjerene/znacajna, 4- znacCajna). Kod pentadekapeptid BPC157 Zivotinja
tijekom cijelog istrazivanja nalazi se slabiji intenzitet portalne upale u usporedbi

s kontrolnim zivotinjama. *P <0.05 vs. kontrola.
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Slika 18. Fokalna nekroza, apoptoza i upala kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan
ip.) (Kon. ip.), voda za pi¢e (12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan
ip. (BPCpg ip.), BPC157 10ug/kg/dan po (0.16ug/ml, 12 ml/Stakor/dan)
(BPCug po), BPC157 10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po.
(0.16ng/ml, 12 ml/Stakor/dan) (BPCng po.). Skor 0-4 (0- odsutna, 1- jedno
podrucje ili manje, 2- dva do Cetiri podrucja, 3- pet do deset podrucja, 4- vise
od deset podrucja). Odsutnost fokalne liticke nekroze, apoptoze i fokalne upale
kod pentadekapeptid BPC157 zZivotinja tijekom prvih 6 tjedana istrazivanja te
kod BPC157 ug skupina (ip. i po. skupina) i BPC157 ng, ip skupini zivotinja u
osmom tjednu istrazivanja u odnosu na kontrolne Zivotinje. *P <0.05 vs.

kontrola.
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Slika 19.  Arhitekturne promjene, fibroza i ciroza kroz tjedne. 0.9%NaCl
(5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.), voda za pi¢e (12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157
10ug/kg/dan ip. (BPCupg ip.), BPC157 10ug/kg/dan po (0.16ug/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCug po), BPC157 10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157
10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12 ml/Stakor/dan) (BPCng po.) Skor 0-6 (O-
odsutnost fibroze, 1-fibrozna ekspanzija ponekih portalnih podrucja, 2- fibrozna
ekspanzija vecine portalnih podrucja, 3- fibrozna ekspanzija vecéine portalnih
podrucja s povremenim portoportalnim premostavanjem, 4- fibrozna ekspanzija
portalnih podruja sa znacCajnim portoportalnim premostenjima kao i
portocentralnim, 5- znac€ajno premostavanje (porto-portalni i/ili porto-centralno)
s povremenim nodularnim strukturama (djelomi¢na ciroza), 6- ciroza). Znacajno
maniji intenzitet arhitekturnih promjena, fibroze i ciroze u pentadekapeptid BPC
157 tretiranih Zivotinja tijekom cijelog istrazivanja u usporedbi s kontrolnim

Zivotinjama. *P <0.05 vs. kontrola.
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Slika 20. Ishak skor kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.), voda za
pice (12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip. (BPCug ip.),
BPC157 10ug/kg/dan po (0.16pg/ml, 12 mi/Stakor/dan) (BPCug po), BPC157
10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCng po.). Zna¢ajno manji ukupan Ishak skor (0-18) kod
pentadekapeptid BPC157 tretitanih Zivotinja tijekom cijelog istraZivanja u

usporedbi s kontrolnim Zivotinjama. *P <0.05 vs. kontrola.

40




MIN,MED,MAX a-SMA, PORTALNA DISTRIBUCUA

4

abBPCpg,po

‘ BBPCugip

]

7

— O BPCng,ip

EOBPCng,po

| B Kon ip

OKon po

tjedan

Slika 21. a- SMA, portala distribucija kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.)

(Kon. ip.), voda za pi¢e (12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip.
(BPCug ip.), BPC157 10ug/kg/dan po (0.16ug/ml, 12 mi/Stakor/dan) (BPCug
po), BPC157 10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po.
(0.16ng/ml, 12 ml/Stakor/dan) (BPCng po.). Bez znacCajne razlike u intenzitetu

(1-3) u portalnoj distribuciji (a-SMA bojenje). *P <0.05 vs. kontrola.
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Slika 22. a- SMA, lobularna distribucija kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.)
(Kon. ip.), voda za pi¢e (12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip.
(BPCug ip.), BPC157 10ug/kg/dan po (0.16ug/ml, 12 mi/Stakor/dan) (BPCug
po), BPC157 10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po.
(0.16ng/ml, 12 ml/Stakor/dan) (BPCng po.) Zna€ajno maniji intenzitet (1-3) u
lobularnoj distribuciji (a-SMA bojenje) kod pentadekapeptid BPC157 tretiranih
Zivotinja tijekom cijelog istrazivanja u usporedbi s kontrolnim Zivotinjama. *P

<0.05 vs. kontrola.
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Slika 23. a- SMA, porto-septalna distribucija kroz tjedne. 0.9%NaCl
(5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.), voda za pi¢e (12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157
10ug/kg/dan ip.  (BPCug ip.), BPC157 10pg/kg/dan po (0.16ug/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCug po), BPC157 10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157
10pg/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12 ml/Stakor/dan) (BPCng po.) Znacajno maniji
intenzitet (1-3) u porto-septanoj distribuciji (a-SMA bojenje) kod
pentadekapeptid BPC157 tretiranih Zivotinja tijekom cijelog istraZivanja u

usporebi s kontrolnim Zivotinjama. *P <0.05 vs. kontrola.
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Slika 24. PovrSina kolagena kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.),
voda za pi¢e (12 mi/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip. (BPCug
ip.), BPC157 10ug/kg/dan po (0.16ug/ml, 12 ml/stakor/dan) (BPCug po),
BPC157 10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCng po.). Znacajno manja povrSina kolagena po vidnom
poliju kod pentadekapeptid BPC157 tretiranih Zivotinja tijekom cijelog

istraZivanja u usporedbi s kontrolnim Zivotinjama. *P <0.05 vs. kontrola.
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5.3.BIOKEMIJSKA ANALIZA

Tijekom cijelog istrazivanja kod svih pentadekapeptid BPC157 Zivotinja
nadene su znacajno nize serumske vrijednosti ukupnog i direktnog bilirubina u
usporedbi s kontrolnim Zivotinjama, posljediéno kod pentadekapeptid BPC157
tretiranih Zivotinja nije primije¢ena Zutica (prisutna kod kontrolnih Zivotinja od

Cetvrtog tjedna istrazivanja). (Slika 25, 26)

Kao posljedica staze zuci te otpustanja slobodnih radikala, Zucnih soli dolazi
do ostecenja funkcije hepatocita kod kontrolnih Zivotinja i posljedi¢nog rasta
jetrenih enzima. Serumske razine jetrenih enzima (alkalne fosfataze, AST, ALT,
GGT) su bile znaano nize u pentadekapeptid BPC157 tretirnih Zivotinja u
usporedbi s kontrolnim Zivotinjama pokazuju¢i manje funkcionalno jetreno

oStecenje i hepatoprotekciju u pentadekapeptid BPC 157 Zivotinja. (Slika 27-30)
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Slika 25. Ukupni bilirubin kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.),
voda za pice (12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC 157 10ug/kg/dan ip. (BPCug
ip.), BPC157 10ug/kg/dan po (0.16ug/ml, 12 ml/stakor/dan) (BPCug po),
BPC157 10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10pg/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCng po.). Znacajno niZe vrijednosti ukupnog serumskog
bilirubina kod pentadekapeptid BPC157 Zivotinja tijekom cijelog istrazivanja u

odnosu na kontrolne Zivotinje. *P <0.05 vs. kontrola.
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Slika 26. Direktni bilirubin kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.),
voda za pi¢e (12 mi/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip. (BPCug
ip.), BPC157 10ug/kg/dan po (0.16ug/ml, 12 ml/stakor/dan) (BPCug po),
BPC157 10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCng po.). Znacajno nize serumske vrijednosti direktnog
bilirubina kod pentadekapeptid BPC157 tretiranih Zivotinja tijekom cijelog

istraZivanja u odnosu na kontrolne Zivotinje. *P <0.05 vs. kontrola.
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Slika 27. Alkalna fosfataza kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.),
voda za pi¢e (12 mi/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10upg/kg/dan ip. (BPCug
ip.), BPC157 10ug/kg/dan po (0.16ug/ml, 12 ml/stakor/dan) (BPCug po),
BPC157 10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCng po.). ZnacCajno niZze serumske vrijednosti alkalne
fosfataze kod pentadekapeptid BPC157 tretiranih Zivotinja tijekom cijelog

istraZivanja u usporedbi s kontrolnim Zivotinjama. *P <0.05 vs. kontrola.
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Slika 28. ALT kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.), voda za pice
(12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip. (BPCug ip.), BPC157
10ug/kg/dan po (0.16pg/ml, 12 ml/Stakor/dan) (BPCug po), BPC157
10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCng po.). Znacajno nize serumske vrijednosti ALT-a kod
pentadekapeptid BPC157 tretiranih Zivotinja tijekom cijelog istraZivanja u

odnosu na kontrolne Zivotinje. *P <0.05 vs. kontrola.
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Slika 29. AST kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.), voda za pice
(12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip. (BPCug ip.), BPC157
10ug/kg/dan po (0.16ug/ml, 12 ml/Stakor/dan) (BPCug po), BPC157
10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCng po.) *P <0.05 vs. kontrola.

Znacajno nize serumske vrijednosti AST-a kod pentadekapeptid BPC157
tretiranih Zivotinja tijekom cijelog istrazivanja u odnosu na kontrolne zivotinje. p

vrijednost <0.05 je smatrana statistiCki znaCajnom.
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Slika 30. GGT kroz tjedne. 0.9%NaCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.), voda za pice
(12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip. (BPCug ip.), BPC157
10pg/kg/dan  po (0.16pg/ml, 12 ml/Stakor/dan) (BPCug po), BPC157
10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCng po.).

Znacajno nize serumske vrijednosti GGT-a kod pentadekapeptid BPC157
tretiranih Zivotinja tijekom cijelog istraZivanja u odnosu na kontrolne Zivotinje. *P

<0.05 vs. kontrola.
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Serumske razine albumina su bile znacajno vise u pentadekapeptid BPC157
tretiranih Zivotinja, slicne s razinama u zdravih Zivotinja potvrdujuci bolju

sintetsku funkciju jetre Sto pridonosi manjem razvoju ascitesa. (Slika 31.)
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Slika 31. Albumini kroz tjedne. 0.9%NacCl (5ml/kg/dan ip.) (Kon. ip.), voda za
pice (12 ml/Stakor/dan) (Kon. po.), BPC157 10ug/kg/dan ip. (BPCug ip.),
BPC157 10ug/kg/dan po (0.16pg/ml, 12 mi/Stakor/dan) (BPCug po), BPC157
10ng/kg/dan ip. (BPCng ip.), BPC157 10ug/kg/dan po. (0.16ng/ml, 12
ml/Stakor/dan) (BPCng po.). Znac¢ajno viSe serumske vrijednosti albumina kod
pentadekapeptid BPC157 tretiranih Zivotinja od Cetvrtog tjedna istraZivanja u

odnosu na kontrolne Zivotinje. *P <0.05 vs. kontrola.
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6. RASPRAVA

U ovom istrazivanju promatrali smo ucinak pentadekapeptida BPC157 na
razvoj jetrene fibroze na Stakorskom modelu ligature glavnog Zu¢nog kanala.
Potvrden je hepatoprotektivan i protuupalni ucinak pentadekapeptida BPC157.
Rezultati istrazivanja ukazuju na mogucu inhibiciju aktivacije hepati¢nih stelatnih
stanica pentadekapeptidom BPC157.

Ciroza jetre je terminalni stadij procesa fibroze jetre te je rezultat utjecaja

razli¢itih nepovoljnih uzroka®. U ranim fazama taj proces je reverzibilan pod

uvjetom pravovremenog uklanjanja uzroka jetrene nokse. Proces fibroze
postaje nepovratan s daljnjom izloZzenoS¢éu jetrenoj noksi $to posljedi¢no
rezultira odlaganjem izvanstani¢nog matriksa te razvojem jetrene ciroze.

Ozljeda jetre odredenim noksama rezultira povecanom razinom Zucnih
kiselina i soli, otpuStanjem slobodnih radikala te aktivacijom niza kaskadnih
reakcija od upalne reakcije, duktalne proliferacije do apoptoze hepatocita i
transformacije HSC u miofibroblaste s pove¢anom proizvodnjom kolagena tipa |
(70%). Ostatak kolagena nastaje aktivacijom portalnih fibroblasta i fibrocita’*°

NajCeSce istrazivane tvari s potencijalnim ucinkom na cirozu jetre s
obzirom na mjesto u€inka mogu se podijeliti na protuupalne i hepatoprotektivhe
tvari, inhibitore aktivacije hepati¢nih stelatnih stanica, inhibitore aktivnosti
hepatiCnih stelatnih stanica-miofibroblasta, induktore apoptoze hepati¢nih
stelatnih stanica-miofiborblasta, inhibitore metaloproteinaze i TIMP receptora te
staniéna terapija. '

.Pentadekapeptid BPC157 je peptid izvorno izoliran iz ljudskog Zelu€anog

soka, ima antiulkusni u€inak u cijelom probavnom sustavu $to je prikazano na
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mnogim razli¢itim modelima. BPC157 je u kliniCkim ispitivanjima za upalnu
bolest crijeva i multiplu sklerozu. Ovaj peptid je bez toksi¢nih ucinaka,
smrtonosna doza nije postignuta, nema nuspojava i zato je vrlo sigurnog

peptidnog  profila®"®°.

PoboljSava cijeljenje razli¢itih  tkiva (miSi¢a
(poprecnoprugastog i glatkog), Zivaca, sluznice, kosti, tetiva) te cijeljenje
slozenih rana poput fistula (ezofagokutane, gastrokutane, kolokutane,
duodenokoliéne, rektovaginalne) 8%, BPC157 u prisutnosti nokse in vivo potice
angiogenezu (potice ekspresiju VEGF, CD34 i FVIII pozitivnih vaskularnih
elemenata) ali bez izravnog poticanja angiogeneze u in vitro uvjetima®°.

Uoceno je da PDGF-BB i BPC157 imaju sli¢nu selektivhost na stimulaciju
granulacijskog tkiva u zacjeljivanju rana kod db / db miSeva, medutim, BPC157
aktivnije potiCe ranu organizaciju kolagena. On takoder poti¢e ekspresiju EGR-1
i njenog represora NIAB2 u Caco-2 stanicama brze od PDGF-BB. EGR-1
inducira produkciju citokina i faktora rasta te rano nastajanje izvanstani¢nog
matriksa, takoder modulira aktivhost FAK-paksilina i JAK-2 signalnog puta koji
su bitni u procesima fibrogeneze i fibrolize. Smanjuje prekomjerno otpustanje
endotelina (koji poti¢e kontrakciju Itovih stanica) te modulira aktivhost NO
sustava s posljedichom boljom prokrvljenoS¢u tkiva, vecom tolerancijom na
noksu i smanjenim razvojem ozilinog tkiva’.

BP157 je na modelu akutnih jetrenih lezija izazvanih CCI4 (u roku od 24
sata) pokazao hepatoprotektivni u¢inak ’".

Hepatoprotektivni ulinak pentadekapeptida BPC157 je potvrden na
modelima alkoholnih jetrenih lezija (djeluje kao antagonist alkohola, umanjuje

ZeluCana i jetrena oStecenja, bilo nakon akutnog ili kroni€nog unosa,

suprotstavlja se akutnoj intoksikaciji i posljedicama apstinencije kod kroni¢nog
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alkoholnog abuzusa), s pozitivnim u€inkom na portalnu hipertenziju te kod
jetrenih lezija uzrokovanih visokim dozama inzulina "%,

Takoder je uoCen pozitivan ucinak pentadekapeptida BPC 157 na
portalnu hipertenziju, snizavanjem portalnog tlaka ve¢ 3 minute nakon
aplikacije peptida, redistribucijom portalnog krvotoka te otvaranjem prirodnih
portokavalnih komunikacija uz odrzanu bolju prokrvljenost tkiva jetre.

Kod Stakora s ligaturom glavnog zuCnog kanala tretiranih s
pentadekapeptidom BPC157 uodili smo manju dilataciju Zu¢nog kanala bez
vidljivih nodularnih promjena jetre, bez uoCene steatoze dok ju u kontrolnoj
skupini nadena steatotiCna, zastojna, nodularna, fibrozna ¢vrsta jetra s vec¢im
promjerom zucnog kanala. Za napomenuti je da pentadekapeptid BPC157
Zivotinje nisu bile iktericne te kod njih nije uoCen razvoj ascitesa, koji je redovito
bio prisutan kod kontrolnih zivotinja. Takoder sve tretirane Zivotinje su imale
normokoloriranu stolicu za razliku od akolicne stolice u kontrolnih Zivotinja Sto
ukazuje na indirektni, drugi put izluCivanja zuci iz tijela i zahtjeva daljnja
istrazivanja. Prirast mase uoCen kod tretiranih Zzivotinja ukazuje na bolju
sintetsku i metaboli¢ku funkciju jetre Sto takoder rezultira ve¢om pokretljivo$cu i
aktivnoScu tretiranih Zivotinja.

Serumske vrijednosti bilirubina (ukupnog i direktnog) bile su znacajno
nize u pentadekapeptid BPC157 tretiranih Zivotinja Sto govori za prilog
hepatoprotekciji na razini hepatocita te unato€ stazi te poviSenoj razini Zuénih
soli, o€uvanoj metaboli¢koj funkciji jetre. Kod pentadekapeptid BPC157 Zivotinja
uocena je histoloski i manja portalna i periportalna upala Sto potvrduje od prije
i na drugim modelima i organskim sustavima uoCeni protuupalni ucinak te govori

u prilog generaliziranom protuupalnom ucinku. Alfa SMA bojenjem koje je
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indirektni pokazatelj aktivnih miofibroblasta uo€ena je zna€ajno manja aktivnost
miofibroblasta u lobularnim i portoseptalnim prostorima §to govori za manju
sintezu kolagena te manji razvoj jetrene ciroze.

Vrijednosti jetrenih enzima (AST, ALT, GGT) takoder su bile nize u
pentadekapeptid BPC157 tretiranih Zivotinja sa znacajno viSim razinama
serumskog albumina.

Protuupalni te citoprotektivni u€inak pentadekapeptid BPC157 na stanice
Zucnih kanali¢a je takoder potvrden s obzirom na znacajno nize serumske
vrijednosti alkalne fosfataze.

Vrijednosti navedenih enzima potvrduju bolju funkciju jetre, manje jetreno
oStecenje u usporedbi s kontrolnim zivotinjama.

Histoloski kod kontrolnih Zivotinja pronadena je razvijena ciroza jetre sa
znacajno vecim postotkom povrSine parenhima zahvacenim kolagenom, veca i
intenzivnija podrucja upale u usporedbi s pentadekapeptid BPC157 Zivotinjama
kod kojih je jetreni parenhim bio usporediv sa zdravim jetrenim parenhimom.

Kod Zivotinja tretiranih pentadekapeptid BPC157 uocili smo znacajno veci
broj hepatocita te vecCi broj hepatocita s dvostrukim jezgrama u odnosu na
kontrolne Zzivotinje kod kojih se ukupni broj hepatocita te broj hepatocita s
dvostrukim jezgrama konstantno snizavao, iz ¢ega proizlazi oCuvana mitotska
aktivnost hepatocita kod BPC157 Zivotinja te samim time i ve¢a regenerativna
sposobnost jetre. Pentadekapeptid BPC157 svojim u€inkom preko Egr-1 gena i
njegovog represora NIAB2 vjerojatno regulira aktivhost HSC stanica te na taj
nacin znac¢ajno smanjuje proces nastanka oziljnog tkiva te posljedicnog razvoja

fibroze jetre.
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Nadalje pentadekapeptid BPC157 modulira aktivnost NO sustava, potice
sintezu NO-a $to posljedi¢no dovodi do bolje vaskularizacije i oksigenacije tkiva
$to takoder potice regeneraciju generalno, pa tako i same jetre.®’

Sve zajedno ukazuje na hepatoprotektivni ucinak pentadekapeptida

BPC157 u stanju kolestaze te spre€avanju razvoja ciroze jetre.
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7. ZAKLJUCAK

PoniStavanje procesa fibroze jetre predstavlja paradigmu za proces
cijelienja, ne samo u jetri nego i u drugim tkivima dok primjena
pentadekapeptida BPC157 redovito poboljSava proces cijeljenja uz smanjenu
nezeljenu fibrozu. Shodno tome, izgleda da se pentadekapeptid BPC157
suprostavlja razvoju ciroze jetre citoprotektivnim odnosno hepatoprotektivnim
uc¢inkom, protuupalnim u€inkom, posljedicnom inhibicijom aktivacije hepati¢nih
stelatnih stanica te modulacijom aktivnosti NO sustava (bolja vaskularizacija i
oksigenacija tkiva). Kad uzmemo u obzir dobiveni uCinak pentadekapeptida
BPC157 (jednako uspjeSan i kod peroralne primjene i kod parenteralne
primjene u mikrogramskim i nanogramskim dozama) na mehanizme nastanka
kolagena te pozitivan hepatoprotektivni ucinak ¢ak i u uvjetima dugotrajne
kolestaze (kao S&to je ligatura glavnog Zuc¢nog kanala) te ucinkovitost
poniStavanja razvoja fibroze jetre smatramo da pentadekapeptid BPC157

predstavlja mogucée farmakolosko rieSenje problema ciroze jetre.
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8. SAZETAK

Dugotrajna bilijarna staza uzrokuje oStecenje jetre koje rezultira cirozom
s moguc¢im smrtnim ishodom. Unato€ brojnim ranijim studijama problem
lijeCenja ciroze jetre joS nije adekvatno rijeSen. Za pentadekapeptid BPC157 je
veC pokazan hepatoprotektivni ucCinak na oStecenjima jetre uzrokovanim
alkoholom, visokim dozama inzulina i nesteroidnim upalnim lijekovima. U ovoj
studiji ispitali smo ucinak pentadekapeptida BPC157 na poznatom Kkirurski
induciranom modelu bilijarne ciroze uzrokovane ligacijom zajedni¢kog zu€ovoda
koja uzrokuje cirozu jetre u Stakora.

Za eksperiment su koristeni muzjaci Wistar Stakora mase 180-200g.
Postupkom randomizacije Zivotinje su podijeliene u peptidom tretirane i
kontrolne skupine. Nakon podvezivanja glavnog Zu¢nog kanala, zivotinje su
primale pentadekapeptid BPC157 svakodnevno, u dozi od 10 ug / kg i 10 ng /
kg intraperitonealno ili oralno. Kontrolna grupa dobila je ekvivalentan volumen
0.9% NacCl-a. Nakon vremenskih intervala od 2, 4, 6 i 8 tjedana, Zivotinje su
zrtvovane. Uzeti su uzorci krvi za mjerenje jetrenih enzima (ALT, AST, GGT,
AP), bilirubina i razine serumskog albumina kao indikatora funkcije jetre.

Izmjerena je tjelesna tezina zivotinja, teZine jetri sa i bez prosSirenog
glavnog Zu¢nog kanala. Uzeti su uzorci jetrenog parenhima, fiksirani, obradeni
te potom bojani hemalaun eozinom, po Gomoriju, Malloriju te
imunohistokemijski a SMA. HistoloSki je odreden stupanj fibroze (0-6) i
nekroinflamatorni skor (0-18) po Ishak klasifikaciji. Izmjeren je postotak
povrSine kolagena. Proliferativna sposobnost hepatocita odredena je prema

prosjeCnom broju dvostrukih jezgara po vidnom polju.
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Pentadekapeptid BPC157 tretirane Zivotinje nisu imale Zuticu, imale su
manju tezinu jetre, tjelesnu tezinu slicnu zdravim zivotinjama. HistoloSki manje
povrSine zahvacene kolagenom uz bolje oCuvani jetreni parenhim (BPC157
Zivotinje) za razliku od kontrolnih Zivotinja kod kojih je nadena razvijena jetrena
ciroza. Biokemijski nalazi pokazali su nize vrijednosti bilirubina, jetrenih enzima
i viSe vrijednosti albumina u usporedbi s kontrolnim zivotinjama Sto pokazuje
bolju o€uvanost i funkcionalnu aktivnost jetre.

Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da bi
pentadekapeptid BPC157 mogao biti potencijalno farmakolosko rjeSenje kod

problema jetrene ciroze.

Kljuéne rijeCi: podvezivanje glavhom Zzucnog kanala, bilijarna

ciroza, pentadekapeptid BPC157
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9. SUMMARY

Hepatoprotective effect of BPC 157 on model of biliary cirrhosis in rats

Anita Zenko Sever (2016)

We examined hepatoprotective effect of pentadecapeptide BPC157 on rat

model of cirhosis caused by common bile duct ligation.
The animals received pentadecapeptide BPC157 daily (10pug/kg and 10 ng/kg
(ip/po)) during 2, 4, 6 and 8 weeks. The control group received the equivalent
volume of 0.9% NaCl. Blood samples were taken for liver enzymes
measurement , bilirubin and albumin serum levels.

We measured the body weight, liver weight with and without main bile duct.
Histopathological analysis was performed on hematoxylin-eosin, Gomori’s,
Mallory stain and a SMA. The fibrosis degree and liver necroinflammatory
activity were determined by Ishak classification. Hepatic fibrosis extent was
assessed as collagen area percentage within microscopic field. Hepatocyte
proliferative ability was determined according to the average number of double
nuclei in five HPF.

BPC157 animals had no jaundice, smaller liver weight, smaller bile stasis
within bile duct, body weight similar to healthy animals. Histologicaly smaller
collagen area and better preserved parenchyma was found in BPC157 animals
vs. liver cirrhosis in control animals. Biochemical results shown lower bilirubin,
liver enzymes and albumin values in BPC157 rats compared to control showing

better preservation of liver activity.
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We can conclude that BPC157 could be pharmacological solution for liver

cirrhosis.

Key words: common bile duct ligation, biliary cirrhosis, pentadecapeptide

BPC157
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