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1. UvobD

1.1 ANATOMIJA KRVNIH ZILA

Krvne zile predstavljaju sastavni dio cirkulacijskog sustava, kojim se krv prenosi duzi cijelog
tijela. Tri su osnovna tipa krvnih zila: arterije (odvode krv iz srca), kapilare (ostvaruju
izmjenu tvari izmedu krvi i tkiva), te vene (prijenos krvi od kapilara, natrag u srce).

Sve krvne Zile su svojom gradom prilagodene fizioloSkim potrebama i funkciji koji obavljaju.
Bez obzira na tip tri su osnovna sloja od kojih je gradena stijenka krvnih zila: tunica intima
(interna), tunica media, tunica adventitia.

Tunica intima sastoji se od jednog sloja endotelnih stanica, koje oblazu unutarnju stranu
lumena krvne zile. Stanice se nalaze u bazalnom sloju iz kojeg se obnavljaju pema stopi od
1% dnevno. Osim endotela tunicu intimu ¢ini i subendotelni sloj, kojega glavninu ¢ini rahlo
vezivno tkivo uz poneku glatku misi¢nu stanicu. Kod arterija, tunica intima odvojena je
unutarnjom elasticnom membranom od tunice muscularis. Unutarnja elasticna membrana
gradena je od elastinskih vlakana, s otvorima (fenestrama) kroz koje difuzijom prolaze tvari
Sto hrane stanice u dubljim slojevima stijenke krvne zile.

Tunica media gradena je od koncentri¢nih slojeva spiralno poredanih glatkih misi¢nih stanica,
koje svojim metabolizmom proizvode i izluCuju izvanstani¢ni matriks kojega Cine elasti¢na
vlakna, te kolagena vlakna uglavnom tipa III, tzv. retikulinska vlakna. U velikim arterijama
postoji vanjska elasticna membrana koja obavija miSi¢ni sloj, te ga odjeljuje od vanjskog sloja
stijenke, tunicae adventitiae.

Tunicu adventitiu uglavnom ¢ine uzduzno poredana vlakna kolagenih i elasti¢nih vlakana,
koja postupno prelaze u okolno vezivno tkivo organa kroz koje odredena zila prolazi. Za

razliku od miSiénog sloja, u tunici adventitii prevladavaju kolagena vlakna tipa 1.
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Stanice u slojevima krvnih zila najve¢im se dijelom prehranjuju difuzijom iz krvi koja prolazi
kroz njihov lumen, medutim kod veéih krvnih Zzila ne, jer su njihovi slojevi predebeli da bi
prehrana difuzijom bila dostatna. Stoga su za njihovu prehranu odgovorne tzv. zilne Zile (vasa
vasorum) koje se granaju unutar vanjskog i povrSinskog dijela misi¢nog sloja.

Za inervaciju stijenke vecine krvnih zila odgovorna je gusta mreza nemijeliniziranih
simpatickih vlakana (vazomotoricki zivci) s adrenalinom kao neurotransmiterom, ¢ijim se
otpusStanjem izaziva vazokonstrikcija. Preduvjet uspjesnog Sirenja podrazaja jest difuzija
neurotransmitera u sve slojeve stijenke, koja je omogucena preko tijesnih (adherentnih ili
nexus) spojeva medu glatkim miSiénim stanicama. U arterijama skeletnih miSi¢a postoji i
inervacija kolinergicnim vlaknima koja uzrokuju vazodilataciju. U arterijama postoje i
zavrseci aferentnih vlakana: baroreceptori (receptori za tlak) u karotidnom sinusu i luku
aorte, te kemoreceptori karotidnih i aortalnih tjelesaca.

Krvozilni sustav dijeli se na makrocirkulaciju (zile promjera ve¢eg od 0,1 mm) zaduzenu za
prijenos tvari kroz organizam, te mikrocirkulaciju (zile promjera manjeg od 0,1 mm, vidljive
samo svjetlosnim mikroskopom), koja je odgovorna za izmjenu tvari izmedu zilnog sustava i
okolnih tkiva.

S obzirom na gradu arterije se odlikuju odredenim karakteristikama u odnosu na druge tipove
krvnih zila. Njihov miSiéni sloj je najdeblji, a gustoca inervacije najgusé¢a. Na osnovi svoje
veliCine arterije se mogu podijeliti na: arteriole, miSi¢ne arterije (srednjeg i velikog promjera),
te velike elasti¢ne arterije (Junqueira i sur.,1999).

Arteriole su manjeg promjera (<0,5 mm) i uzeg lumena, koji je oblozen endotelnim stanicama
slicnim onima kod neprekinutih kapilara. Subendotelni sloj je tanak, unutarnja elasticna
membrana postoji samo u najveéim arteriolama. MiSiéni sloj ¢ini 1-5 slojeva glatkih miSiénih

stanica, dok je adventicija vrlo tanka i nema vanjsku elastiénu membranu.
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Misiéne arterije ¢ine vecéinu arterija u tijelu. Unutarnji sloj sli¢an je onom kod arteriola samo
S§to je nesto deblji. IzraZena je unutarnja elasticna membrana, dok misi¢ni sloj tvori oko 40
slojeva glatkih miSi¢nih stanica. Sto je arterija uZa to se broj slojeva migi¢énih stanica
smanjuje. Izvanstani¢ni matriks miSi¢nog sloja tvore elasticna i retikulinska vlakna, te
proteoglikani. U vec¢im mi$iénim arterijama izraZena je vanjska elasticna membrana, dok je
adventicija dobro razvijena , te se sastoji od kolagenih i elasti¢nih vlakana, fibroblasta i neSto
masnih stanica. Zilne Zile i Zivci uglavnom se nalaze u vanjskom sloju, a kod veéih migiénih
arterija prodiru do vanjskog dijela misi¢nog sloja.

Velike elasti¢ne arterije nazivaju se jos i arterije elasticnog tipa. U velike arterije ubrajaju se
aorta, pluéna arterija, te njihovi veliki ogranci. U svom miSi¢nom sloju sadrzavaju veliku
koli¢inu elastina, $to im daje Zuckastu boju. Svi slojevi osim tunike adventicije su vrlo dobro
razvijeni, te su deblji nego kod ostalih tipova arterija. Unutarnji sloj, te subendotelni sloj
deblji su nego u misi¢nih arterija. Unutarnja elasticna membrana dobro je razvijena, ali je
isprepletena s elastiénim vlaknima izvanstani¢nog martriksa misi¢nog sloja. MiSiéni je sloj
vrlo dobro razvijen. Broj slojeva se tijekom razvoja poveéava od 40 slojeva glatkih misSi¢nih
stanica u novorodenceta, do 70 u odrasla covjeka. Izvanstani¢ni matriks osobito je bogat
elasti¢nim vlaknima, retikulinskim vlaknima, a osnovna tvar u gradi jest hondroitin-sulfat.
Opcenito velike arterije se zbog svoje osnovne funkcije provodenja krvi iz smjera srca
nazivaju provodne arterije. Uz funkciju prijenosa krvi, one ublazavaju promjene krvnog tlaka.
U sistoli se elasti¢ni slojevi velikih arterija rastezu, dok u dijastoli kada tlak u ventrikulu pada
elasticni povrat stijenke velikih arterija omogucuje da se tlak odrzi. Povecanjem udaljenosti
nazivaju se i1 raspodjelne arterije, jer im je glavna uloga opskrba razli¢itih organa krvlju.
MiSi¢ni sloj moze kontrolirati dotok krvi sukladno utjecaju lokalnih kemijskih i Ziv€anih

podrazaja (Junqueira i sur., 1999).
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1.2 FIZIOLOGILJA KRVOZILNOG SUSTAVA

Krvozilni cirkulacijski sustav moze se podijeliti na pluénu cirkulaciju (mali krvotok), te
sistemsku cirkulaciju (veliki krvotok ili periferna cirkulacija). Svaki tip krvnih zila u
cirkulacijskom sustavu ima odredenu ulogu, preduvjet ¢ega je razli¢ita histoloska grada
stijenke krvnih zila. Arterije dovode krv pod visokim tlakom u tkiva. Odlikuju se ve¢om
brzinom protoka krva, te izrazito jakim stijenkama.

Arteriole, kao krajnji ogranci arterijskog sustava, djeluju poput kontrolnih ventila, kroz koje
se krv propusta u kapilare. Preduvjet njihove ventilne funkcije jest snazna misi¢na stijenka,
pomocu koje se moze mijenjati veli¢ina lumena, od potpune zatvorenosti, preko razli¢itih
stupnjeva djelomi¢ne otvorenosti, te kona¢no potpune otvorenost, pa ¢ak i prosirenosti.
Zadaca kapilara jest izmjena tekucine, hranjivih tvari, elektrolita, hormona i drugih tvari
izmedu krvi i medustani¢ne tekucine. Morfoloski preduvjet za izvodenje takve funkcije su
mala debljina stijenke, koja je propusna za tvari male molekularne mase.

Venule prikupljaju krv iz kapilara, te se postupnim spajanjem povecavaju oblikujuéi vene.
Vene vracaju krv u srce, odlikuju se nizim tlakom, tankom stijenkom, medutim s dovoljnom
koli¢inom misi¢a kojima je omoguéeno stezanje i Sirenje, Cime se ostvaruje glavna uloga vena
kao glavnog spremnika krvi u tijelu.

Tri su osnovna nacela cirkulacijske funkcije krvozilnog sustava. Protok krvi kroz odredeno
tkivo, uskladen je s tkivnim potrebama tog tkiva (Guyton i Hall, 1999).

Pri porastu aktivnosti , protok kroz odredeno tkivo moze se povecati 20-30 puta. Na razini
mikrocirkulacije nadgledaju se tkivne potrebe, na temelju raspolozivosti kisika i hranjivih
tvari, kao i na temelju porasta koncentracije otpadnih tvari i otpadnih metabolita tkiva i ugljik
dioksida. Na taj nacin ostvaruje se tzv. lokalni nadzor protoka krvi, kojim se uskladuje protok

krvi kroz tkivo sa tkivnom aktivno$¢u i metabolizmom.
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Sréani minutni volumen nadzire se na temelju ukupnog lokalnog tkivnog protoka (Guyton i
Hall, 1999). Naime krv se venama vraca u srce koje na povecani dotok krvi (preload)
odgovara tako da svu krv odmah izbacuje u arterije (afterload). Na taj nacin srce djeluje na
tkivne potrebe, premda samo ne moze u potpunosti regulirati tlak i protok krvi, ve¢ mu je za
to potrebna potpora visi regulacijskih sustava.

Regulaciju na razini mikrocirkulacije nadopunjavaju tzv. humoralna i autakoidna regulacija u
kojoj se pri odredenim uvjetima stani¢nog metabolizma odredene molekule pojavljuju u
suvisku ili jednostavno dolazi do porasta koncentracije odredenih tvari koje djeluju na
sfinkterski sustav arteriola, prosiruju¢i podrucje lokalne regulacije krvnog protoka kroz tkivo.
Svi navedeni mehanizmi nisu dostatni za adekvatnu regulaciju protoka, kao i odrzavanje
protoka kroz krvne zile, bez ucinka visih regulacijskih sustava.

Ukoliko tlak padne ispod kriti¢ne razine aktivira se autonomni ziv¢ani sustav (simpatikus i
parasimpatikus). Autonomni ziv€ani sustav na temelju informacija koje prima preko
aferentnih neurona djeluje u dva smjera. S jedne strane djeluje na frekvenciju srca, a s druge
strane na tonus krvnih zila. Aktivacija autonomnog zivéanog sustava ostvaruje se u
vremenskom razdoblju veli¢ine od nekoliko sekundi. Posljedice aktivacije autonomnog
ziv€anog sustava su: povecanje snage sréanog izbacivanja krvi, kontrakcija velikih venskih
spremnika, ¢ime se doprema veca koli¢ina krvi u srce, uz op¢u konstrikciju vecine arteriola u
tijelu, Sto ima za posljedicu porast koli¢ine krvi u arterijskom stablu.

U tijeku nekoliko sati ili dana aktiviraju se bubrezi u sustavu regulacije tlaka, luenjem
hormona koji nadziru tlak te reguliraju volumen krvi.

Na taj se nacin lokalnom, autonomnom ziv€anom i bubreznom regulacijom krvnog tlaka
kontrolira perfuzija periferije djelovanjem na rad srca, volumen krvi, te tonusa krvnih Zzila
kako bi se sprijecilo da oscilacije tlaka u jednom dijelu organizma, utjeu na promjene u

drugim podruc¢jima (Guyton i Hall, 1999).
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1.3 FIZIOLOGIJA MEHANIZMA ZGRUSAVANJA KRVI

Prvi korak u pokretanju kaskade mehanizma zgruSavanja krvi jest prekid kontinuiteta
endotelnog sloja u krvnoj zili. Odmah po ozljedi endotela aktiviraju se neurogeni refleksni
mehanizmi koji su modulirani promjenama u koncentraciiji razli¢itih humoralnih ¢imbenika
(npr. endotelin). U fazi po ozljedi endotela najaktivniji su ¢imbenici koji ispoljavaju
vazokonstriktorno djelovanje, zbog cega dolazi do vaskularne kontrakcije. Taj vaskularni
spazam predstavlja prvi korak, a ujedno i fizioloski mehanizam, koji se prvi aktivira u
pokretanju hemostatskog fizioloSkog procesa u organizmu. Vaskularni spazam jest
kratkoro¢na reakcija, te postupno nastupa relaksacija, koja bi dovela do nastavka krvarenja,
medutim, ubrzo po primarnom vazospazmu aktiviraju se trombociti i koagulacijski sustav. U
hemostatskom procesu 3 su glavna ¢imbenika odgovorna za adekvatnu aktivaciju i funkciju
hemostaze: 1.08tec¢enje endotelnih stanica; 2.trombociti; 3. koagulacijski sustav (Kumar i sur.,
2000). Endotelne stanice djeluju na vise toCaka hemostaze, jer istovremeno posjeduju
antitrombocitna, antikoagulanta 1 fibrinoliticka svojstva, ali u odredenim okolnostima
pokazuju i prokoagulantno djelovanje. Sve dok je endotele neoSte¢en, trombociti i
koagulantske bjelan¢evine su odvojene i1 izolirane od subendotelnih trombogenickih
komponenti (npr. kolagen). Rezultat toga je da trombociti u cirkulaciji ne adheriraju na
stijenku krvne zile, sve dok se ne aktiviraju. Po aktivaciji trombocita mijenjaju se njihova
svojstva, medutim adherirati ¢e samo na mjestu oSte¢enja endotela. Adhezija ¢e izostati na
mjestima ocuvanog endotela zbog djelovanja PGI2, te NO koji djeluju kao inhibitori
agregacije trombocita i vazodilatatori.

Antikoagulantna svojstva osiguravaju heparinu slicne molekule vezane za membranu, te
trombomodulin (specifi¢ni receptor za trombin). Navedene molekule djeluju posredno, a

rezultat njihova djelovanja jest kataliziranje antitrombina III koji inaktivira trombin i neke
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druga faktore (npr. Xa). Vezanjem trombina za trombomodulin trombin iz prokoagulanta
prelazi u antikoagulant, na nacin da se aktivira protein C koji proteolitickim cijepanjem
faktora Va i VIIla koci zgrusavanje. Pored navedenoga endotelne stanice aktiviranjem
plazminogena poticu fibrinoliticku aktivnost u krvi, te na taj na¢in uklanjaju fibrinske naslage
s endotelnih povrSina.

Endotelne stanice sprijecavaju adhezije trombocita i poCetak zgrusavanja krvi, medutim
njihovim oSte¢enjem prekida se antikoagulacijski mehanizam, te dolazi do aktivacije
hemostaze, a u patoloskim uvjetima i tromboze.

Ostec¢enjem endotela pokrece se hemostatski proces, trombociti se izlazu subendotelnim
¢imbenicima, od Cega je posebno znacajan kolagen, te dolazi do aktivacije trombocita .
Aktivirani trombociti se vezu za mjesto na zili s oSteCenim endotelom (adhezija), te dolazi do
jaCeg otpustanja (sekrecije) istih, uz agregaciju. Adhezija, reakcija otpustanja (sekrecija), te
agregacija pojave su koje opisujemo kao aktivaciju trombocita (Kumar i sur.,2000).

Za adheziju trombocita za kolagen osobito je vazna interakcija s von Willebrand faktorom
koji preko glikoproteina Ib na povrsini trombocita ostvaruje vezu sa subendotelijalnim
kolagenom. Treéa komponenta hemostaze jest koagulacijski sustav, koji po¢iva na nizu
pretvorbi proenzima u aktivne enzime, rezultiraju¢i u konacnici sa stvaranjem trombina koji
topljivi fibrinogen u plazmi pretvara u netopljivi vlaknati fibrin. Svaka reakcija u kaskadi
odvija se na fosfolipidnoj povrsini, a sastoji se od reakcijskog kompleksa koji ¢ine enzimi
(aktivirani faktor koagulacije), supstrat (proenzimska forma faktora koagulacije) i kofaktor
(akcelerator reakcije). Za odrzavanja navedenih komponenti sakupljenih na jednom mjestu
vazna je uloga kalcijevih iona. Lokalizirano§¢u reakcija hemostatske kaskade, omoguceno je
djelovanje iste samo na odredeni segment krvne zile, gdje je oSte¢en endotel. Uobicajeno je
koagulaciju pratiti kroz unutras$nji i vanjski put koji se ujedinjuju u tocki kada se aktivira

faktor X, iako postoji viSe veza izmedu pojedinih krakova. Pokretnuta kaskada stabilizira se
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antikoagulantima, koji ograni¢avaju proces samo na mjesto gdje je osteen endotel
(antitrombini, proteini C 1 S, plazminogen-plazminski sustav), te zavrSavaju proces

zgrusavanja nakon $to se formira tromb.

1.4  PATOFIZIOLOSKI ASPEKTI TROMBOZE

Osnove za stvaranje tromba su oStecenje endotela, staza ili vrtloZasto kretanje krvne struje i
hiperkoagulabilnost krvi, poznate kao Virchovljev trijas.

Ostecenje endotela dominantan je ¢imbenik u trombogenezi. Kao $to se i hemostatska
kaskada pokre¢e prekidom kontinuiteta endotela, te posljedicnom aktivacijom trombocita
zbog interakcije sa subendotelnim kolagenom, pojava tromba u patoloskim stanjima takoder
poc¢iva na oSte¢enju endotela. Pod osSte¢enjem endotela podrazumijevamo brojna stanja:
ulceracija plaka u aterosklerotski promijenjenim arterijama, oStecenje endokarda, koja mogu
biti posredovana razli¢itim rizicnim c¢imbenicima: hemodinamski stres u hipertenziji,
bakterijski toksini, homocistinurija, hiperkolesterolemija i sl. OStecenje endotela ne mora
nuzno biti opsezno, dovoljna su i mala, Cesto ¢ak i mikroskopski nevidljiva ostecenja.

Staza 1 vrtlozasto kretanje predstavljaju vazne trombogene cCimbenike. Razbijanjem
laminarnog toka krvi turbulentnim gibanjem stvaraju se uvjeti za oStecenje endotela, a stazom
se omogucuje kontakt trobocita s endotelom, pa tako i s njegovim oStecenjima. Staza
sprijecava razrijedenje aktiviranih faktora zgruSavanja, dovode¢i tako do porasta njihove
koncentracije. Istovremeno se mjestimi¢nim usporenim tokom usporava dotok inhibitora
faktora zgruSavanja, te omogucuje nagomilavanje novostvorenog fibrina i aktiviranih
trombocita.

Tre¢i element Virchovljeva trijasa jest hiperkoagulabilnost, koja podrazumijeva odredenu

promjenu ili poremecaj u mehanizmu zgruSavanja, koji na taj nacin stvara sklonost prema
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trombozi. Razli¢ita stanja mogu uzrokovati ili se povezuju s nastankom hiperkoagulabilnosti:
prirodeni defekti pojednih faktora zgruSavanja, ostecenja jetre, diseminirana maligna bolest,
primjena oralnih kontraceptiva, autoimune bolesti i sl.

Revaskularizacijske intervencije i operacijski zahvati takoder predstavljaju rizik za nastanak
tromboze. Neovisno o kojem se tipu intervencije radi (endarterektomija, premostenje,
postavljanje stenta ), svaka je od njih mehanicka i kao takvoj pridruzeno joj je odredeno
ostecenje endotela koje je dovoljno za stvaranje tromba (Norton i sur., 2000, Townsend i sur.,
2008.; Sosa i sur.2007). Stoga se uz svaku rekaskularizacijsku intervenciju provodi
tromboprofilaksa, koja kod nekih oblika intervancije mora trajati doZzivotno. Nakon
revaskularizacije procesom intimalne hiperplazije i remodeliranja koji su neizostavni, takoder
dolazi do mogucénosti obliteracije lumena. Posljedicno tome nastaju restenoze i reokluzije, a
njihova ucestalost ovisi o lokacije gdje je provedena intervencija, tipu intervencije, tehnickoj

izvedbi, te materijalu koji je upotrijebljen (Norton i sur.,2000).

1.5  NO SUSTAV

NO sustav (nitric oxide) je znaajan u mnogim procesima i predstavlja predmet opseznih
istrazivanja unazad par desetljeca (Furchgotf i Zawadzki,1980). Jedan je od endogenih
mehanizama koji prevenira agregaciju trombocita na endotel. Stvara se iz L-arginina i kisika u
prisustvu nekoliko kofaktora, endotelne NO sintaze (eNOS) koja je jedna od tri izoforme
NOS. Endotelne stanice ¢e izluciti NO kao odgovor na vezanje agonista na endotelne
receptore (npr. bradikinina, histamina, ATPa i sl) ili nakon oSte¢enja endotela. Uloga NOa
kao inhibitora adhezije i aktivacije trombocita opisana je na mnogim modelima, iako sam

mehanizam jo$ nije u potpunosti razjaSnjen (Rumbaut, 2010).

13




Masa Hrelec Patrlj DISERTACIJA

U cirkulaciji je glavna uloga iz endotela poteklog NO dilatacija krvnih zila i inhibicija
agregacije i adhezije trombocita. Endotel reagira na promjene intraluminalnog protoka i

kemijskog sastava, te sukladno tome modificira otpustanje NO (Collier i Vallance, 1991).
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Hipoteza

Pentadekapeptid BPC 157 potice cjeljenje aorto- aortalne anastomoze u Stakora , sprije¢ava
stvaranje tromba na anastomozi, a primjenjen u posttretmanu djeluje tromboliticki.

Uc¢inak BPC 157 na tromb mo¢i ¢e se pratiti klinicki promjenom snage straznjih ekstremiteta

Stakora.

Ciljevi istraZivanja
o Utvrditi u¢inak pentadekapeptida BPC 157 na formiranje tromba na mjestu
anastomoze i na cijeljenje aorto-aortalne anastomoze (odmah i nakon 24 sata)
o Ispitati postoji li izravan ucinak na arterijski tromb
o Pratiti posljedice primjene BPC 157 preko pra¢enja misi¢ne funkcije kao temeljnog

parametra cijeljenja
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3. SVRHA ISTRAZIVANJA

Na temelju rezultata dosadasnjih istrazivanja postoji vise razlicitih na¢ina kojima se pokusalo
utjecati utjecati na tijek i ishod cijeljenja aortalne anastomoze (Haraguchi i sur.,2007; Sako i
sur., 2006, Kuhan i Raptis, 1997). Jedan od pravaca istrazivanja svakako ide i u smjeru
citoprotektivne teorije (Robert, 1979), koja u sebi sadrzi elemente zastitnog djelovanja na
endotel (Szabo i sur., 1985), te peptidne antiulkusne citoprotekcijske terapije (Sikiric i sur.,
1999), sto moze predstavljati pravce u lijeCenju komplikacija cijeljenja aortalne anastomoze.
Povezanost izmedu Zelucane citoprotekcije 1 njezine moguée primjene u suzbijanju tromboze
i cijeljenju aortalne anastomoze, proizlazi iz ¢injenice kako odrzavanje integriteta zelucane
sluznice ukljucuje u sebi i odrzavanje kontinuiteta endotela krvnih zila (Sikiric i sur.,
1999;Kwiecien i sur.,2008;, Brzozowski i sur., 2008). Ocuvanje endotela, prema teoriji
citoprotekcije, predstavlja osnovu za oCuvanje integriteta zelu€ane sluznice (Robert, 1979;
Szabo i sur., 1985, Sikiric i sur., 1999; Kwiecien i sur., 2008).

Sukladno tome u istrazivanju je primijenjen citoprotektivni antiulkusni agens, kao inicijator
cijeljenja aortalne anastomoze, te kao Cimbenik koji ¢e prevenirati ili smanjiti stvaranje
tromba (primijenjen odmah po kreiranju anastomoze) ili ¢e razgraditi ve¢ stvoreni tromb na
mjestu anastomoze (primjen 24 sata nakon operacije). Kao parametar pra¢enja analiziran je
opravak funkcije donjih ekstremiteta.

Pentadekapeptid BPC 157 (u daljnjem tekstu BPC 157) u istrazivanju je primijenjen kao
ispitivana supstanca ¢iji se ucinak na postavljeni model ispitivao. Rije¢ je antiulkusnom
peptidu (Kwiecien i sur., 2008, Sikiric i sur., 1994, Sikiric i sur., 1997;Veljaca i sur. , 1995 )
stabilnom u ljudskom zelu¢anom soku , sa znacajnom citoprotektivnom aktivnosc¢u (Sikiric i
sur., 1994, Sikiric i sur., 1997; Veljaca i sur., 1995 ). Za pentadekapeptid BPC 157 utvrdena

je sigurnost primjene (LD1 u toksikoloskim analizama nije postignuta), te nisu utvrdene
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nuspojave (Veljaca M i sur., 2003 ). Pentadekapeptid BPC 157 dokazao se ucinkovitim u
klini¢kim istrazivanjima u terapiji upalnih bolesti crijeva i cijeljenja rana (Ruenzi i sur., 2005,
Sikiric i sur., 2003;Novinscak i sur., 2008) . Istrazivanja su pokazala njegovo zastitno
djelovanje na endotel (Sikiric i sur., 1997), te angiogenezu (Brcic i sur., 2009).

Iako je implicirano da su mnoge supstance na neki na¢in povezane s NO sustavom, vrlo
malen broj studija govori o utjecaju na NO-prekursore, efekte NOS-blokera i efekte NO-
prekursor + NOS- bloker veze. Pentadekapeptid BPC 157 je u svim studijama pokazao
poveznicu s navedenim spojevima, §to naglasava njegov potencijal.

U mnogim je studijama pokazano da BPC 157 utje¢e na otpustanje NO, posebno njegov
antagonizam na efekt NOS-blokera, L-NAME, NO-prekursora te L-arginina u raznim
tkivima, u raznih zivotinjskih vrsta, te njegov ucinak na modulaciju funkcije NO-sustava
(hipertenzivni u¢inak L-NAME preveniran je i uklonjen primjenom pentadekapeptida BPC
157) (Sikiric i sur., 1997; Balenovic i sur., 2009). Na taj nacin je moguce objasniti i Sirok
raspon pozitivnih u¢inaka BPC 157.

BPC 157 pokazao se aktivnijim od rekombinantnog humanog c¢imbenika odlaganja
trombocita (PDGF-BB), preko stimulacije i ekspresije egr-1 gena, te represora NGF 1
(NAB2) (Tkalcevic i sur., 2007). Pored navedenog, BPC 157 se pokazao ucinkovitim u
cijeljenju ileoilealne, kolokoli¢ne, ileojejunalne anastomoze (Sever i sur., 2009), kao i
gastrokutanih i kolokutanih fistula (Skorjanec i sur., 2009; Klicek i sur.,2008). Nadalje,
dokazana je ucinkovitost pentadekapeptida BPC 157 u cijeljenju transeciranog ishijadi¢nog
zivca u lokalnoj, peroralnoj i sistemskoj primjeni (Gjurasin i sur., 2009).

U analizi u€inka na stvaranje tromba pentadekapeptid BPC 157 sprijecio je stvaranje tromba
na mjestu kreirane aortalne anastomoze, a samim time i prijete¢u ishemiju donjeg ekstremiteta

(Hrelec i sur., 2009).
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4. MATERIJALI I METODE

U istrazivanju su provedeni operativni zahvati na 100 muskih Wistar albino Stakora tjelesne
mase 350- 400 g iz uzgojne stanice Zavoda za farmakologiju

Medicinskoga fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Svi postupci ucinjeni su sukladno standardima
propisanim od strane nadleznog Etickog povjerenstva.

Prije pokusa eksperimentalne su zivotinje boravile u uvjetima prirodnih ciklusa svjetla i
mraka, bile su smjeStene u standardnim kavezima na ujednacenoj sobnoj temperaturi i uz
slobodan pristup hrani i vodi.

Istrazivanje je provedeno u skladu sa Zakonom o dobrobiti Zivotinja (NN

19/99), a odobreno je od Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Broj zivotinja u skupini odredene tjelesne mase je slijedeci:

Tjelesna
350 360 370 375 380 385 390 395 400
masa
Broj
7 6 5 11 20 3 17 7 24
Zivotinja

Zivotinje su operirane u opéoj anesteziji, za koju su koristeni ketamin (Ketamine 0,5-4mg/kg
1.p., Ketanest, Parke-Davis GmbH, Berlin,Njemacka) i diazepam (Normabel 0,04-0,2mg/kg
1.p., Belupo, Ludbreg, Hrvatska).

Tretirane Zivotinje primale su Pentadekapeptid BPC 157 (GEPPPGKPADDAGLYV, Mr 1419;
Diagen, Ljubljana Slovenija) u koncentraciji od 10 pg/kg i 10 ng/kg intraperitonealno, te od

10 pg/kg per os. U istrazivanju je koriSten peptid cCistoce 99%, kako je odredeno
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visokotlacnom kromatografijom — HPLC (1-des-Gly peptid kao oneciSéenje), otopljen u
fizioloskoj otopini (Pliva, Zagreb, Hrvatska).

U kontrolnoj skupini zivotinja koriStena je fizioloska otopina - 0,9 % NaCl u koli¢ini od 5
mL/kg.

Za operaciju su koristeni standardni kiruski instrumenti prilikom otvaranja i zatvaranja
abdomena te mikrokirur§ki instrumenti u pristupu retroperitoneumu te u kreiranju
anastomoze.

Anastomoza je ucinjena uz pomo¢ binokularnih kirurSskih lupa (Heine, Njemacka) s
povecanjem 3x. Konac koriSten za postavljanje Savi bio je Prolen 8/0 odnosno 9/0 ovisno o
promjeru aorte.

Sve zivotinje su svrstane u 10 skupina s 10 zivotinja po skupini. Prvih pet skupina svrstano je
u tzv. kotretman, a drugih 5 u posttretman. Nakon svakog zahvata eksperimentalne zivotinje
su se vracale u standardne kaveze, tako da su u svakom kavezu bile Zivotinje iz iste skupine.
U prvoj skupini su zivotinje koje su nakon formirane anastomoze primile lokalno apliciran
BPC 157 u koncentraciji od 10 pg/kg. U drugoj skupini odmah po kreiranju anastomoze bio je
apliciran BPC 157, ali u koncentraciji od 10 ng/kg. Treca skupina je kontrolna- po kreiranju
anastomoze aplicirana je fiziologka otopina lokalno (5 mL/kg ). Cetvrta skupina je nakon
formirane anastomoze primila per os BPC 157 10 ng/kg, a u petoj (kontrolnoj) skupini je per
os aplicirana fizioloSka otopina (5 mL/kg). Prvih 5 skupina je nazvano ,kotretman® jer su
dobile BPC 157 odnosno fizioloSku otopinu odmah po kreiranju anastomoze.

Skupine od 6- 10 se nazivaju posttretman jer su BPC 157 odnosno fizioloska otopina
primjenjeni 24 sata nakon kreiranja anastomoze.

Skupina pod brojem 6 je 24 sata nakon kreiranja anastomoze primila BPC 157 u koncentraciji
od 10 pg/kg intraperitonealno, skupina 7 je primila 10 ng/kg u isto vrijeme i na isti nac¢in. U

skupini 8 kontroliran je put primjene tako da je 24 sata nakon kreiranja anastomoze aplicirana
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fizioloska otopina (5 mL/kg ). Skupina 9 je primila 10 ug/kg BPC 157-a per os, 24 sata nakon

zahvata, a u skupini 10 je per os primjenjena fizioloska otopina (Tabl.1).
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Tablica 1. Skupine ispitivanih zivotinja i vrsta tretmana

DISERTACIJA

SKUPINA TRETMAN NACIN PRIMJENE | VRIJEME PRIMJENE
BPC 157- Lokalno, na mjesto Odmah po kreiranju
1 | KOTRETMAN
10 pg/kg anastomoze anastomoze
BPC 157- 10 Lokalno, na mjesto Odmabh po kreiranju
2 | KOTRETMAN
ng/kg anastomoze anastomoze
Lokalno, na mjesto Odmah po kreiranju
3 | KONTROLA NaCl
anastomoze anastomoze
BPC 157- 10 Odmah po kreiranju
4 | KOTRETMAN Per os
ug/kg anastomoze
Odmabh po kreiranju
5 | KONTROLA NaCl Per os anastomoze
BPC 157- 10
6 [POSTTRETMAN intraperitonealno 24 sata nakon operacije
ng/kg
BPC 157- 10
7 | POSTRETMAN intraperitonealno 24 sata nakon operacije
ng/kg
BPC 157- 10
8 [POSTTRETMAN Per os 24 sata nakon operacije
ng'ke
9 | KONTROLA NaCl intraperitonealno 24 sata nakon operacije
10| KONTROLA NaCl Per os 24 sata nakon operacije
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4.1  POSTUPAK

Zivotinja je nasumicno uzeta iz kaveza i stavljena na vagu. Nakon §to je zadovoljila kriterij
tjelesne mase (350-400g) i klinicki test hodne pruge (vrijednost 1), ukljucena je u istrazivanje
i oznacena brojem. Ucinjen je test miSiéne snage donjih ekstremiteta (motor function index-
MFI) na za to predvidenoj vagi kojom se prikazuje tezina pritiska stopalom eksperimentalne
zivotinje na mjernu povrSinu vage kada se Stakor nalazi u pravilnom polozaju za mjerenje.
Pravilan polozaj za mjerenje znaci da ispitivaC mora drzati Stakora u uspravnom stavu sa
spontano ekstendiranom straznjom nozicom koja se ispituje. U takvom polozaju usmjeri se
nozicu na mjernu povrsinu vage, a u trenutku kontakta stopala s ravnom plohom vage Stakor
se instiktivno odguruje od plohe uporabljujuci silu ekstenzornih misi¢a potkoljenice. Rezultat
toga pritiska ocitavao se u obliku mase na skali vage. Test se izvodi tri puta za svaku straznju
nozicu, a biljezi se srednja vrijednost. MFI se tako iskazuje s dvije brojke odvojene kosom
crtom, tako da je prva vrijednost lijeve nozice, a druga vrijednost desne nozice. Ispitivane
vrijednosti su uglavnom bile jednake s iznimkom nekoliko Zivotinja gdje je bila razlika u
vrijednostima. Navedena razlika nije bila statisti¢ki znacajna.

Nakon §to je izmjeren MFI, zivotinja se uvodi u opéu anesteziju primjenom ketamina (0,5-
4mg/kg) i diazepama (0,04-0,2mg/kg). Oba lijeka se apliciraju intraperitonealno, nakon cega
se zivotinja vraca u kavez dok lijekovi ne postignu u¢inak. Smatra se da je zivotinja uspavana
za operaciju ako ne postoji reakcija na dodir kapaka, disanje je duboko, a tijelo mlohavo.
Stakor se postavlja na podlogu za operaciju u ledni poloZaj, tako da su mu svi ekstremiteti
atraumatski fiksirani gumenim trakama.

Operativni zahvat zapoc¢inje medijanom laparotomijom koja se proteze od ksifoida do
suprapubicne regije. Koza se razmakne aluminijskim retraktorima, a intraperitonealni sadrzaj
se pazljivo postavi ekstraabdominalno i pokrije vlaznim tupferom. Otvori se retroperitoneum i

pristupi identifikaciji aorte i donje Suplje vene. Nakon utvrdivanja mjesta za anastomozu
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(izmedu izlaziSta renalnih i ilija¢nih arterija) pristupi se odvajanju aorte od vene i preparacija
aorte u duzini od cca 2 cm. Nakon podvezivanja eventualnih izlaznih arteriola na navedenom
segmentu, postave se vaskularne kleme. Razmak izmedu klema iznosi cca 1,5 cm. Mikro
Skarama se ucini transekcija aorte (SI. 1), a nakon ispiranja proksimalnog i distalnog segmenta
fizioloskom otopinom pristupi se postavljanju prvog Sava (S1.2). Za anastomozu je koriSten
Prolen 8-0 odnosno 9-0 ovisno o promjeru krvne zile. Da bi se izbjeglo stvaranje stenoze na
mjestu anastomoze, umjesto produznog Sava koristeni su pojedinacni $avi. Da bi se postigla
optimalna adaptacija i evertracija rubova bilo je potrebno od 5-8 Savi, u prosjeku 7. Nije bilo
statisticki znacajne razlike u rezultatima s obzirom na veli¢inu konca, niti na broj postavljenih
Savi. Nakon postavljanja zadnjeg Sava, otpusti se distalna klema i ucini kontrola anastomoze
pri retrogradnom protoku. U slu¢aju da je anastomoza bila nezadovoljavajuca, u smislu jaceg
krvarenja i potrebe za daljnjim postavljanjem Savi, zivotinja je iskljuena iz istrazivanja.
Nakon procjene da je anastomoza dobra, da nema curenja ili je ono neznatno, otpustila se i
proksimalna klema (Sl. 3). Uredan protok kroz anastomozu procijenio bi se palpiranjem
pulzacija na aorti distalno od anastomoze. Nakon toga je, skupini I lokalno apliciran BPC
15710 pg/kg, skupini 2 BPC 15710 ng/kg, skupini 3 NaCl (5ml/kg). Skupina 4 je primila BPC
15710 pg/kg per os, a skupina 5 NaCl per os. Ako je zivotinja pripadala jednoj od skupina 5-

10, bez tretmana je vraéena u kavez.
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Slika 1. Transekcija aorte
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Slika 3. Gotova anastomoza

Operacija je zavrSena vra¢anjem crijeva u abdominalnu Supljinu, te zatvaranjem abdomena u
jednom sloju koncem Vycril 2-0. Ukupno trajanje ishemije (vrijeme od postavljanja do
skidanja vaskularnih klema) iznosilo je 8-20 minuta (prosjek 16,5 minuta). U slucaju da je
ishemija trajala dulje od 20 minuta, zivotinja je isklju€ena iz istrazivanja.

Nakon 24 sata pojedina je zivotinja izvadena iz kaveza, uinjena je procjena hodne pruge, te
je ponovljen test motorne funkcije donjih ekstremiteta. Nakon toga je u skupinama 1-5
ucinjeno zrtvovanje Zivotinje, a po otvaranju abdomena je uzorak aorte koji se nalazio izmedu
dvije vaskularne kleme reseciran, spremljen u puferiranu otopinu formalina (pH 7.4) 1 upucen
na patohistolosku analizu.

Kod skupina 6 do 10 ucinjen je tzv. posttretman. Ponovno nakon analize hodne pruge i

mjerenja MFI-a, u skupini 6 apliciran je BPC 15710 ug/kg intraperitonealno, u skupini 7 BPC

15710 ng/kg intraperitonealno, u skupini 8 Nac! intraperitonealno. Skupina 9 je per os primila
BPC 15710 ug/kg, a skupina 10 NaCl takoder per os. Odmah po aplikaciji preparata ili

fizioloSke otopine (nakon 1 minute) izmjeren je MFI, a postupak je ponovljen i nakon 3
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minute. Nakon drugog mjerenja MFI, uc¢injena je ponovno i analiza hodne pruge. Nakon svih

postupaka zivotinja je Zrtvovana, a odsjecak aorte uzet po ve¢ opisanom postupku.

4.2  ANALIZA HODNE PRUGE

Analiza hodne pruge provodena je prije operativnog zahvata, kao jedan od kriterija odabira
zivotinja. Ljestvica skorova je formirana uzimajué¢i u obzir nacin hoda, brzinu hoda, te
vokalizaciju (Staresinic i sur. 2006).

Hod je klasificiran brojevima od 1 do 4, gdje broj 1 oznacava normalan hod, optimalne brzine
1 uskladenih pokreta, broj 2 usporen, ali normalan hod, broj 3 teturav hod, sa zanaSanjem i
padovima, uz vokalizaciju, bilo spontanu bilo induciranu, te broj 4 Zivotinje koje ne mogu
hodati, niti se osoviti na straznje noge, s vokalizacijom, bilo spontanom bilo induciranom.

Da bi Zivotinja bila uklju¢ena u istrazivanje hod mora biti klasificiran brojem 1.

Postupak ocjenjivanja provodi se na nacin da se zivotinja postavi na pocetak mjerne povrsine
(bo¢no ogradena staza duljine 100 cm). Hod se analizira klinicki, a provodi ga strucni

suradnik bez saznanja kojoj skupini pripada ispitivana zivotinja.

4.3 FUNKCIONALNA ANALIZA- MFI

Kao odrednica funkcijskog oporavka eksperimentalnih zivotinja nakon anastomoze aorte bio
je koriSten test pritiska ekstenzora.

Test pritiska ekstenzora (engl. extensor postural thrust — EPT, odnosno MFI- motor function
index) opisali su Thalhammer i sur. 1995. godine (Thalhammer i sur. 1995), a Koka i Hadlock
su dokazali da se moZe upotrebljavati kao potpuno dostatna metoda za pracenje oporavka
motori¢ke funkcije traumatizirane straznje noge Stakora (Koka i Hadlock,2001; Staresinic i

sur. 2000).
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44  PATOHISTOLOSKA ANALIZA

Uzorci abdominalne aorte duzine oko 2 cm uzeti prilikom Zrtvovanja i ulozZeni u puferiranu
otopinu formalina (pH 7.4) primarno su izrezani. Izrezan je dio aorte na kojem je ucinjena
anastomoza, a rez je poprec¢an kroz anastomozu. Navedeno anastomotsko mjesto je razrezano,
dehidrirano, te uklopljeno u tekuc¢i parafin, kako bi se cijeli segment mogao dalje izrezivati na
debljinu od 3- 5 um, te obojati hemalaun- eozinskim bojama.

Mikroskopiranje su proveli nepristrani patolozi, kojima nije bilo poznato kojoj skupini
pripada uzorak kojega mikroskopiraju. Od svakog uzorka nasumi¢no su odabrana tri
segmenta, koja su snimljena video kamerom (Sony TK1270), te stavljena u ISSA bazu
podataka. Tako ucinjene snimke su pomocu programa ISSA (Vamstec, Zagreb, Hrvatska)
koriStene za morfometrijsku analizu okluzije lumena. Na svakom segmentu mjerena je
ukupna povrSina lumena, kao i1 ukupna povrSina ugrusaka, a konacan rezultat analize izrazen

je postotkom lumena zahvac¢enog ugruskom.
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5. REZULTATI

5.1  FUNKCIONALNA ANALIZA- MFI

Prije i nakon ucinjene aortalne anastomoze kontrolirana je funkcija donjih ekstremiteta testom
pritiska ekstenzora odnosno testom motorne funkcije (MFI- motor function index). Test je
ucinjen prije operativnog zahvata svakoj Zzivotinji, te 24 sata nakon ucinjenog zahvata,
neposredno prije zrtvovanja. U posttretmanu, gdje su eksperimentalne zivotinje tek nakon 24
sata primile BPC 157, odnosno fiziolosku otopinu, MFI je u¢injen u prvoj minuti nakon
aplikacije, te u treoj minuti.

Za sve tocke mjerenja nadena je statisticki znacajna razlika u motorickom indeksu (Kruskal—
Wallisov test; p<0.001 za sve usporedbe) dobivenim tim testiranjem. Posthoc usporedbe
pokazale su da se skupine tj. zivotinje koje su intraperitonealnom (10 pg/kg TT) ili
peroralnom primjenom dobivale pentadekapeptid BPC 157, statisti¢ki znacajno razlikuju od
kontrolnih skupina (Mann-Whitneyev U test; p<0.001 za sve usporedbe). Usporedba MFI
vrijednosti u skupinama 1,2,i 3 (koje su lokalno nakon zahvata dobile BPC 157 odnosno
fiziolosku otopinu, pokazala je da nije bilo statistiCki znacajne razlike u vrijednostima
izmjerenim prije operativnog zahvata. Takoder, razlika izmedu vrijednosti motornog indeksa

desne i lijeve straznje noge nije bila statisticki znacajna (S1. 4).
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Slika 4. MFI vrijednost za skupine 1,2 i 3 prije operativnog zahvata
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Mjerenje motorne funkcije ucinjeno u istim skupinama nakon 24 sata (skupine 1, 2 i 3)
pokazalo je da kod Zivotinja kod kojih je primjenjen BPC 157 nije doslo do slabljenja funkcije
donjih ekstremiteta (skupine 1 i1 2), za razliku od kontrolne skupine (skupina 3) u kojoj je
primje¢eno smanjenje funkcije donjih ekstremiteta u odnosu na vrijednost prije operativnog

zahvata (SI. 5).
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Slika 5. MFI vrijednost za skupine 1,2 i 3 lokalno primjenjenog BPC 157 i F, nakon 24 sata

Kotretman — Lokalna primjena, MFI nakon 24h
95% CI for the Mean
MBPC F nBPC
MFI Lijeva 24 h poslije MFI Desna 24 h poslije Skupine
24 + + —&— LBPC
<4 e F
2 hd nBPC
0 0 1
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Takoder, navedenim skupinama zivotinja analizirana je i kvaliteta hoda. Rezultati te analize
podudaraju se s rezultatima motorne funkcije donjih ekstremiteta, odnosno skupine 1 i 2 koje
su dobile BPC 157 nisu pokazale pogorsanje kvalitete hoda, za razliku od skupine 3 koja je

dobila fizioloSku otopinu nakon operacije u kojoj je primjeceno pogorSanje kvalitete hoda (SI.

6).
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Slika 6. Analiza hodne pruge za skupine 1,2 i 3 lokalno primjenjenog BPC 157 i F

Kotretman — Lokalna primjena, analiza hodne pruge
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U skupini 4, BPC 157 je primjenjen per os, a u skupini 5 istim putem aplicirana je fizioloska
otopina. Mjerenjem MFI prije operativnhog zahvata uoceno je da nema statisticki znacajne

razlike u njegovim vrijednostima izmedu skupina 4 i 5 (Sl. 7).
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Slika 7. MFI vrijednosti za skupine 4 i 5 prije operativnog zahvata

MFI prije operacije
95% CI for the Mean
per os uUBPC per os F
MFI Lijeva MFI Desna Skupine
23 —®&— per os uBPC
—@&— perosF
22 1
21 1
S 59
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Mjerenje motorne funkcije u€injeno u istim skupinama nakon 24 sata (skupine 4 i 5) pokazalo
je da kod zivotinja kod kojih je primjenjen BPC 157 nije doslo do slabljenja funkcije donjih
ekstremiteta (skupina 4), za razliku od kontrolne skupine (skupina 5) u kojoj je primjeéeno
smanjenje funkcije donjih ekstremiteta u odnosu na vrijednost prije operativnog zahvata (SI.

8).
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Slika 8. MFI vrijednost za skupine 4 i 5 peroralno primjenjenog BPC 157 i F' nakon 24 sata

Kotretman - Peroralna primjena, MFI nakon 24h
95% CI for the Mean
per os uUBPC per os F
MFI Lijeva 24 h poslije MFI Desna 24 h poslije Skupine
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Takoder, navedenim skupinama zivotinja analizirana je i kvaliteta hoda. Rezultati te analize
podudaraju se s rezultatima motorne funkcije donjih ekstremiteta, odnosno skupina 4 koja je
dobila peroralno BPC 157 nije pokazala pogorSanje kvalitete hoda, za razliku od skupine 5
koja je dobila peroralno fizioloSku otopinu nakon operacije, kod koje je primjeéeno

pogorsanje kvalitete hoda (S1. 9).
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Slika 9. Analiza hodne pruge za skupine 4 i 5 lokalno primjenjenog BPC 157 i F

Kotretman - Peroralna primjena, analiza hodne pruge
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Analizom skupina u tzv. posttretmanu, odnosno skupina koje su tretirane 24 sata nakon
operativnog zahvata, skupine 6 i 7 (koje su intraperitonealno primile BPC 157) primjeceno je
u prvoj minuti nakon aplikacije povecanje snage donjih ekstremiteta mjereno indeksom

motorne funkcije, u odnosu na skupinu 9 koja je primila fiziolosku otopinu (SI. 10).
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Slika 10. MFI vrijednost u prvoj minuti za skupine 6,7 i 9 nakon 24 sata lokalno

primjenjenog BPC 157 i F

Posttretman - Intraperitonalna primjena, MFI nakon 1 min
95% CI for the Mean

uBPC

nBPC

"MFI nakon 1 min lijeva noga
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U istim skupinama je MFI mjeren i 3 minute nakon aplikacije, kada je u skupinama 6 i 7 (koje

su intraperitonealno primile BPC 157) dosegao vrijednost poput one izmjerene prije

operativnog zahvata, u odnosu na skupinu 9 koja nije pokazala nikakvo poboljSanje snage

donjih ekstremiteta (SL. 11).
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Slika 11. MFI vrijednost u trecoj minuti za skupine 6,7 i 9 nakon 24 sata lokalno

primjenjenog BPC 157 i F

Posttretman - Intraperitonalna primjena, MFI nakon 3 min
95% CI for the Mean
uBPC F nBPC
"MFI nakon 3 min lijeva noga "MFI nakon 3 min desna noga
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Analizom hodne pruge uoceno je da u skupinama 6 i 7 ( koje su dobile intraperitonealno BPC
157 24 sata nakon operacije) nije nastupilo pogorSanje kvalitete hoda, za razliku od skupine 9
koja je dobila intraperitonealno fiziolosku otopinu 24 sata nakon operacije, kod koje je

primjec¢eno pogorsanje kvalitete hoda (SI. 12).
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Slika 12. Analiza hodne pruge za za skupine 6, 7 i 9 nakon 24 sata lokalno primjenjenog BPC

1571 F

Skor (1-4)

Posttretman - Intraperitonealna primjena, analiza hodne pruge
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Mjerenjem MFI nakon peroralne primjene u posttretmanu (24 sata nakon operativhog

zahvata), skupina 8 koja je primila peroralno BPC 157

primjeceno je u prvoj minuti nakon aplikacije povecanje snage donjih ekstremiteta mjereno

indeksom motorne funkcije, u odnosu na skupinu 10 koja je primila fiziolosku otopinu (SL

13).
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Slika 13. MFI vrijednost u prvoj minuti za skupine 8 i 10 nakon peroralno primjenjenog BPC

1571 F

Posttretman - Peroralna primjena, MFI nakon 1 min
95% CI for the Mean

per os UBPC per os F
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U istim skupinama je MFI mjeren i 3 minute nakon aplikacije, kada je u skupini 8 (koja je
peroralno primila BPC 157) dosegao vrijednost poput one izmjerene prije operativnog
zahvata, u odnosu na skupinu 10 koja nije pokazala nikakvo poboljSanje snage donjih

ekstremiteta (SI. 14).
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Slika 14. MFI vrijednost u trecoj minuti za skupine 8 i 10 nakon peroralno primjenjenog

BPC 157 i F
Posttretman - Peroralna primjena, MFI nakon 3 min
95% CI for the Mean
per os UBPC per os F

"MFI nakon 3 min lijeva noga "MFI nakon 3 min desna noga
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Analizom hodne pruge uoceno je da u skupini 8 ( koja je dobila peroralno BPC 157 24 sata
nakon operacije) nije nastupilo pogorSanje kvalitete hoda, za razliku od skupine 10 koja je
dobila peroralno fiziolosku otopinu 24 sata nakon operacije, kod koje je primjeceno

pogorsanje kvalitete hoda (SI. 15).
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Slika 15. Analiza hodne pruge za skupine 8 i 10 nakon peroralno primjenjenog BPC 157 i F

Posttretman - Peroralna primjena, analiza hodne pruge
4 Skupine
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5.2 PHD

Histoloska 1 morfometrijska analiza zivotinja u kojih je ucinjena anastomoza aorte u
kotretmanu pokazala je zna¢ajno manju okluziju aortalnog lumena trombom (skupine 1, 2 i
3), sa srednjom vrijednos¢u od 23,36% (raspon 8,40- 35,52), u usporedbi sa vrijednostima
kontrolnim skupinama (skupine 4 i 5) gdje je srednja vrijednost iznosila 37,43% (26-59,78).

U kontrolnim skupinama bio je vise izrazen edem u stijenci krvne Zile.

U posttretmanu, kada je BPC 157 odnosno fizioloska otopina primjenjena nakon 24 sata, u
trenutku Zrtvovanja, tri minute nakon primjenjenog BPC 157, kod skupina 6, 7 i 8 nije bilo
vidljive aortalne opstrukcije trombom, a u lumenu su nadeni samo eritrociti. U kontrolnim je

skupinama (skupine 9 1 10) lumen opstruiran manjim ili ve¢im trombom (Tabl. 2).
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Tablica 2. Usporedba postotaka zacepljenosti lumena trombom izmedu ispitivanih skupina. *

p<0.05

Postotak zacepljenosti lumena trombom
(o)
Lokalna primjena Peroralna primjena
Kontrola 37.5¢7.3 38.3+6.7
= BPC 157
£ 23.5+¢4.1* 24.3+4. 9%
= ng
o]
N
BPC 157
26.5+£5.1* 27.7£5.5%
ng
Intraperitonealna
Peroralna primjena
primjena
g
B Kontrola 40.3%8.2 41,677
= BPC 157
24.746.6* 22.6+9.9*
Hg

Rezultati su pokazali statisticki znacajnu razliku u Zivotinja koje su primile BPC 157 bilo da
se radilo o pg ili ng dozi lijeka, odnosno bez obzira je li preparat primjenjen lokalno ili
peroralno. Sve zivotinje koje su primile BPC 157 u preparatu aorte su imale znacajno
reduciran ugrusak koji je obuhvacao samo 23.5- 26.5 % lumena (SI. 16), a u nekim
preparatima u posttretmanu primjecen je i potpuni nedostatak ugruska i prisustvo eritrocita u
lumenu (S1. 17). U odnosu na eksperimentalne Zivotinje, kontrolne skupine su imale statisticki

znacajno veci ugruSak na mjestu anastomoze koji je zatvarao 37,5-41,6 % lumena (SI. 18).
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Slika 16. Transverzalni rez kroz aortu (hemalaun-eozin, dvostruko poveéanje) Reduciran

ugrusak u zivotinja koje su primale BPC 157 lokalno nakon anastomoze

Slika 17. Transverzalni rez kroz aortu (HE, x2). Prisutnost eritrocita na mjestu anastomoze u

nekih zivotinja koje su primale BPC 157 intraperitonealno 24 sata nakon operacije
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Slika 18. Transverzalni rez kroz aortu (HE, x2) Ugrusak na mjestu anastomoze u Zivotinja

koje su lokalno primale fizioloSku otopinu
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6. RASPRAVA

Osvrt na rezultate provedenog istraZivanja

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju postavljenu hipotezu i pokazuju

da primjena pentadekapeptida BPC 157, parenteralna i peroralna, zaista poboljSava cijeljenje
aortalne anastomoze u Stakora te utjee na nastajanje ugruska. To je vidljivo kako iz rezultata
pracenja klinicko-funkcionalnih pokazatelja, tako i iz rezultata analize histoloskih preparata.
Usporedbe skupina pokazale su da se eksperimentalne skupine, tj. one koje su dobivale
pentadekapeptid BPC 157 lokalno odmah po uéinjenoj anastomozi (skupine 1 i 2) , odnosno
one koje su isti preparat dobile per os (skupina 4), statisti¢ki znac¢ajno razlikuju od kontrolnih
skupina (skupine 3 i 5) u oba promatrana parametra funkcionalnog oporavka (SI. 5 i SI. 8).
Naime, u skupinama 3 i 5, tj. u skupinama koje nisu dobivale pentadekapeptid BPC 157,
razvio se nakon kirurSkog zahvata ugrusak na mjestu anastomoze koji je znacajno ugrozio
funkcionalnost straznjih ekstretmiteta.

Nakon ucinjene aortalne anastomoze i primjenjenog BPC 157 lokalno, nadeno je da je utjecao
na smanjenje ugruska u podrucju anastomoze. Ucinak je bio isti bez obzira je li primjenjena
mikrogramska ili nanogramska koncentracija preparata. To je vazno jer je u kontrolnim
skupinama pokazano da je aorta nakon zahvata opstruirana ugruskom u viSe od trecine
lumena, $to je znacajno utjecalo na hod koji je bio usporen i nepravilan uz bolne senzacije i
slabost miSica. Isti je u¢inak primjecen i kada je apliciran intraperitonealno i peroralno 24 sata
nakon ucinjenog anastomotskog zahvata. Apliciran nakon 24 sata, unutar tri minute nakon
aplikacije, rapidno se oporavila funkcija donjih ekstremiteta kao i1 miSi¢na funkcija.
Patohistoloska analiza tih odsjeCaka aorte pokazala je da se u aortalnom lumenu nije nasao
ugrusak.

Nalaz da BPC 157 moZe poboljsati ishod cijeljenja anastomoze aorte u Stakora, kao i

potencijalno drugih ozljeda krvnih Zila, pretpostavljen je analizom inicijalnih studija o
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njegovom citoprotektivnom ucinku, posebno sposobnosti da izazove jak citoprotektivni
ucinak. Naime, poveznica je logi¢ki objasnjiva zbog cCinjenice da u Zelucu citoprotekcija
odrzava integritet endotela, prepoznaje njegovu ozljedu prije nego nastupi oSte¢enje mukoze,
a BPC 157 je pokazao znacajnu ulogu u protekciji endotela u alkoholom inducirane ozljede
zelucane sluznice. Osim toga, koristan u¢inak BPC 157-a je dokazan i u istrazivanju kod
ishemije donjih ekstremiteta i prolongirane koarktacije, kao 1 kod lezije drugih organa
(slezena, bubreg, kost..) koje su nastupile nakon opstrukcije vecih krvnih zila ( Sikiric i sur.,
2011).

Zanimljivo je da BPC 157 nije utjecao na parametar koagulacije kao takve, nego skracenjem
vremena krvarenja odnosno produljenog krvarenja koje bi inace nastupilo nakon primjenje
heparina ili aspirina.

Uzevsi u obzir uc¢inak BPC 157 na cijeljenje rane i krvarenje, konstantno se nalaze novi
dokazi o njegovom utjecaju na parametre ranog cijeljenja (Brcic i sur., 2009) koze, crijeva,
miSica, tetiva, ligamenata i krvnih zila (Sikiric i sur., 2010; Hrelec i sur., 2009, Sikiric i sur.,
2003; Tkalcevié i sur., 2007, Brcic i sur., 2009, Sikiric i sur., 2006, Seiwerth i sur., 1997;
Mikus i sur., 2001; Staresinic i sur., 2006; Staresinic i sur., 2003; Cerovecki i sur.,
2010, Vuksic i sur., 2007, Sever i sur., 2009). Njegova interferencija s najranijim elementima
cijeljenja — ucinak na grupiranje trombocita vezanjem na eksponirani kolagen, lako je
objasnjiva ako uzmemo u obzir njegov ucinak na cjeljenje kao kombinaciju stimulacije
kolagena (Sikiric i sur., 2003; Tkalcevic i sur., 2007; Mikus i sur., 2001; Staresinic i sur.,
20006, Staresinic i sur., 2003, Cerovecki i sur., 2010) 1 ekspresiju egr-1 gena, koji je takoder
odgovoran za generaciju citokina i faktora rasta, pa tako i za rano formiranje ekstracelularnog
matriksa (Tkalcevié¢ i sur., 2007). Vazno je naglasiti da osim $to stimulira ekspresiju egr-1

gena, BPC 157 takoder stimulira ekspresiju nab-2 (egr-1 repressor nerve growth factor 1-A

46




Masa Hrelec Patrlj DISERTACIJA

binding protein-2) (Tkalcevi¢ i sur., 2007), povratni mehanizam koji nadzire i regulira egr-1
posredovanu transkripciju gena.

BPC 157 bi mogao imati i dodatni utjecaj na trombocite uzevsi u obzir njegov efekt na
centralno otpusStanje serotonina (Tohyama i sur., 2004), a trombociti su glavni izvor
perifernog serotonina (Vanhoutte i Liischer, 1986, Barradas i Mikhailidis, 1992). Uz to, BPC
157 ima angiogeni efekt (Brcic i sur., 2009; Sikiric i sur. ,20006, Sikiric i sur., 1999, Seiwerth
i sur., 1997; Mikus i sur., 2001; Staresinic i sur., 2006; Staresinic i sur., 2003; Cerovecki i
sur., 2010), odrzava integritet edotela (Sikiric i sur., 2010, Hrelec i sur., 2009; Sikiric i sur.,
1994), utjece na porast endotelina u serumu sto $titi endotel kao i efekt na NO sustav (Sikiric i
sur., 1997; Balenovic i sur., 2009; Lovric-Bencic i sur., 2004). Ovo bi moglo biti znacajno
zato Sto disfunkcija endotela moze dovesti do niske razine NO , a BPC 157 korelira i s NO
prekursorom i NOS-blokerom (Sikiri¢ i sur., 1997, Balenovic i sur., 2009; Lovric-Bencic i
sur., 2004). Takoder je poznato da hipoksi¢na ozljeda endotela aktivira elk-1/egr-1 kaskadu,
Sto dovodi do nakupljanja leukocita i tromobicita te potencijalno stvaranja ugruska (Malone i
Agutter, 2009).

Osim utjecaja na aspirinom induciran krvare¢i zelu€ani ulkus u Stakora (Sikiric i sur., 1997),
BPC 157 takoder utjece na NSAID toksi¢nost, zeulacen i1 ulukse tankog crijeva (izazvane
indometacinom, diklofenakom 1 ibuprofenom (llic i sur., 2011;Sikiric i sur., 1997),
hepatotoksi¢nost (paracetamol, diclofenac, ibuprofen- Ilic i sur., 2010;,Ilic i sur., 2011; Ilic
i sur., 2011) 1 encefalopatiju (paracetamol, diclofenac, ibuprofen). Tako je moguce i da BPC
157 antagonizira i NSAID efekt na produzenje krvarenja i trombocite.

U zakljucku, opravadana je pretpostavka da utjecajem na poremecaje krvarenja utjeCcemo na
razvoj tromboze i obratno (Tohyama i sur., 2004). S druge strane, proces cijeljenja rane
zasluzan je za sva 4 dogadaja koja slijede ozljedu endotela (vaskularnu konstrikciju, rahli

trombocitni ¢ep, fibrinsku mrezicu koja osigurava stabilnost ¢epa i disoluciju tromba), tako da
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preparat poput BPC 157 koji je uspjeSan u cjeljenju rane, a i u poremecéajima krvarenja
(Sikiric i sur., 2010; Hrelec i sur., 2009; Sikiric i sur., 2003; Tkalcevi¢ i sur., 2007, Brcic i
sur., 2009; Sikiric i sur., 2006; Seiwerth i sur., 2001, Staresinic i sur., 2006; Staresinic i sur.,
2003; Cerovecki i sur., 2010; Vuksic i sur., 2007; Sever i sur., 2009) predstavlja veliku
teoretsku i prakticnu vaznost. Svi nabrojeni efekti imaju prakti¢nu vaznost i zato jer je utjecaj
BPC 157 (uzimaju¢i u obzir dozu, te put primjene- intravenski, intraperitonealni,
intragastricki) slian primjeni aspirina, varfarina i heparina, s naglaskom na cinjenicu da
produzuje vrijeme prezivljenja ispitivanih Zivotinja.

BPC 157 ima dokazano siguran profil u toksikoloskim studijama i bez nuspojava u klinickim

pokusima, $to ga ¢ini pogodnim u Sirokoj klinickoj primjeni.
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7. ZAKLJUCCI

o BPC 157 smanjuje stvaranje tromba.

o BPC 157 dovodi do uklanjanja ve¢ stvorenog tromba

o Ucinak BPC 157 na smanjivanje stvaranja tromba, odnosno uklanjanje
formiranog tromba, korelira s odrzavanjem, odnosno ponovnim
uspostavljanjem funkcije donjih ekstremiteta.

o Ucinak BPC 157 se javlja prilikom primjene pg i ng doza.

o Ucinak BPC 157 se javlja i kod lokalne primjene, te se moze govoriti o
lokalnom ucinku.

o Ucinak BPC 157 se javlja i kod sistemne (intraperitonealne, odnosno
peroralne) primjene.

o Ucinak na anastomozi abdominalne aorte dobiven je s istim dozama koje
su prije uspjesno koristene kod drugih razli¢itih modela razlicitih tkivnih oStecenja te
se pripisuje citoprotektivnom ucinku peptida, odnosno njegovom djelovanju na
integritet endotela.

o Ovi rezultati predstavljaju dobru osnovu za daljnje izuavanje ucinka

BPC 157, te njegovu mogucu primjenu u terapiji.
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8. SAZETAK

Tromboze velikih krvnih zila tipi¢no su predmet najbrojnijih istrazivanja zbog velikom
klinickog 1 ekonomskog efekta, no tromboza zahvaca i mikrocirkulaciju. Mikrovaskularni
trombi dokazani su u mnostvu bolesti i stanja kao S$to su trombocitopeni¢na purpura, sepsa,
DIK i sl. Vaznost tromboze 1 mogucnosti njenog sprijeCavanja predstavlja vazan medicinski i
ekonomski cilj. U ovom smo radu bili fokusirani na ucinak pentadekapeptida BPC 157, u
kojeg je vec dokazano citoprotektivno djelovanje, na stvaranje ugruska u krvnoj zili kojoj je
endotel ostecen uslijed operativnog zahvata. Abdominalna aorta transecirana je u podrucju
izmedu bubreznih 1 ilijja¢nih arterija, te ponovno anastomozirana Prolen 8/0 ili 9/0
pojedina¢nim Savima. Obradeno je ukupno 100 zivotinja, od kojih je polovica primila BPC
157 odnosno fiziolosku otopinu (kontrolne skupine) odmah nakon zahvata, a druga polovica
isto nakon 24 sata. Svim skupinama mjerena je motorna snaga straznjih ekstremiteta prije 1
nakon zahvata, te je analizirana kvaliteta hoda tzv. testom analize hodne pruge. U svih je
skupina 24 sata nakon zahvata, po zrtvovanju, uzet tretirani odsjecak aorte koji je
patohistoloski analiziran.

Sve skupine koje su primile BPC 157, bilo da se radilo o mikrogramskoj ili nanongramskoj
koncentraciji, odnosno lokalnoj ili peroralnoj primjeni pokazale su da njegov u¢inak u smislu
nepostojanja ugruSska na mjestu anastomoze. Navedeno se pozitivno odrazilo 1 u
funkcionalnim testovima miSi¢ne snage straznjih ekstremiteta i analizi hodne pruge, gdje je
uoceno da operativni zahvat nije utjecao na kvalitetu protoka u distalnoj aorti §to je rezultiralo
urednim hodom i jednakom snagom potiska straénjih ekstremiteta kao i prije zahvata. U
patohistoloSkoj analizi uofeno je da na u anastomoziranom dijelu aorte nije bio prisutan
ugruSak. Sve navedeno statisticki je znacajno bilo razli¢ito u kontrolnim skupinama. Naime, u

navedenima je analiza hodne pruge pokazala znacajno pogorSanje hoda, u testu snage
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straznjih ekstremiteta test je dao loSije rezultate nego prije zahvata, a na patohistologiji je
operirani dio aorte bio ve¢im dijelom zatvoren trombom.

Ovim radom pokazan je visoka u¢inkovitost BPC 157 u sprijeCavanju nastanka ugruska na
mjestu oSteéenja endotela (transekcija i anastomoza), a poglavito njegov ucinak na veé
postojeéi ugrusak nakon operativnog zahvata u zivotinja u kojih je primjenjen 24 sata nakon

operacije.
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9. SUMMARY

EFFECT OF PENTADECAPEPTIDE BPC 157 ON CLOT FORMATION AT AORTAL

ANASTOMOSIS IN RATS

Diseases that are the result of large vessels thrombosis are a subject of numerous scientific
research programmes because of their clinical and economic aspect, but the thrombosis also
happens in microcirculation. Microvascular thrombi are found in number of diseases and
conditions like thrombocytopenic plethora, sepsis, disseminated intravascular coagulation etc.
The significance of thrombosis and the importance of its prevention represent an important
medical and economic goal.

In this paper, we focused on impact of BPC 157 (in which we already proved citoprotectiv
effect) on clot formation at the site of microvascular endothel injury cause by operation.
Abdominal aorta was transected between renal and illiac arteries, and then anastomosised
with Prolen 8/0 or 9/0 sutures. We operated a 100 animals, of which 50 received BPC 157 or
saline right after the procedure, and the other half the same but after 24 hours. All the groups
were measured the lower extremities strength, before and after procedure, and we did the
walk analysis with the specific test. Histology specimens were harvested from all animals 24
hours after the surgery.

All groups of animals that received BPC 157, weather it was microgram or nanogram
concentration, or whether it was administered locally or by mouth, showed that there was no
lot present in the histological aorta specimens. That result was also confirmed in functional
test and walk analysis, where we noticed that the strength of the lower extremities was not

impaired, compared to the values taken before the operation.

52




Masa Hrelec Patrlj DISERTACIJA

On the other hand, control groups had statistically significantly different results. The ability to
walk and lower extremities strength was significantly diminished after the surgery, and on
histology specimens there was a clot in the aortal lumen.

We showed that BPC 157 has a strong effect on clot prevention, when there is an endothel
injury (transection and anastomosis), but most importantly his effect on already formed clot in

animals who received BPC 157 24 hours after surgery.
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