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OZNAKE | KRATICE
AA — adjuvantni arthritis

AG — aminogvanidin

C5 - komponenta komplementa 5

DMARD - od engl. disease modifying antirheumatic drug
engl. - engleski

HLA — humani leukocitni antigen

IL — interlukin

i.p. — intraperitonealno

L — NAME — dusik — L — arginin — metilester

mg- miligram

ms- milisekunda

mV-milivolt

NO-dusik monoksid

NSAID — nesteroidni protuupalni lijekovi

RA — reumatoidni arthritis

s.c. — subkutano

NO — dusikov — monoksid

LTB4 — leukotrien B4

TXB,; — tromboksan B2

PTPN22 - gen koji kodira protein tirozin fosfatazu 22
STAT4 - signalni transduktor i aktivator transkripcije 4
TRAF 1 — receptor za TNF alfa

MTX — metotreksat

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

AST — astonin aminotransferaza

ALT — alanin aminotransferaza

EKG — elektrokardiogram

BET 1 — bigendotelin 1

CPK — kreatinin fosfo kinaza

TGF beta 1 — transformirajuci faktor rasta beta 1

NF-kB - aktivacije nuklearni faktor kapa B



CRP — C reaktivni protein
HNE - 4 — hidroksinonenal



1. UVOD

1.1 Reumatoidni artritis

Reumatoidni artritis je jedna od naj¢es¢ih autoimunih bolesti koju karakterizira kroni¢na
sistemska upala, a koja moze zahvatiti brojna tkiva, posebice sinovijalne ovojnice §to dovodi
do ostecenja zglobova, funkcionalnih ogranicenja bolesnika, a ponekad moze pospijesiti i
preuranjeni smrtni ishod. Najc¢escée se radi o poliartritisu simetri¢ne distribucije koji obi¢no
napreduje od perifernih zglobova prema proksimalnim te ukoliko se ne lijeci dovodi do
erozija kosti i zglobne hrskavice sto rezultira deformitetima zglobova. Jedna od tipi¢nih
karakteristika ove bolesti jest jutarnja ukocenost koja se definira kao otezano kretanje ujutro
nakon budenja ili nakon duzeg mirovanja, a koja popusta nakon razgibavanja. U vecini
slucajeva bolest se razvija postupno uz bolove i otok zglobova, medutim, moze se razviti i

akutno. Boles¢u moze biti zahvacen i samo jedan zglob (1).

Aurtritis ometa bolesnike u svakodnevnim aktivnostima kao $to su hodanje, penjanje po
stepenicama, oblacenje, Zvakanje, tipkanje kao i u obavljanju njihove profesionalne
djelatnosti. Moze biti pracen i sistemskim simptomima bolesti koji ukljuc¢uju mijalgije, umor,

subfebrilne temperature, gubitak tezine i depresiju (1).

1.1.1 Etiologija bolesti

Toc¢na etiologija bolesti jo$ uvijek nije sasvim jasna, ali smatra se kako je rije¢ o autoimunoj

bolesti u ¢ijoj etiopatogenezi vaznu ulogu imaju okoli$ni, odnosno genetski ¢imbenici (1).



1.1.1.1 OkoliSni ¢imbenici

Okoli$ni ¢imbenici ukljucuju zemljopisni polozaj, klimu, infekcije s nekim
mikroorganizmima (Epstein Barr virus, Humani Herpes Virus 6) te Zivotni stil (primjerice
pusenje, prehrana). Naime, puSenje predstavlja jedan od vrlo bitnih ¢imbenika rizika jer je
vjerojatnost obolijevanja od reumatoidnog artritisa tri puta veca kod pusaca u odnosu na

nepusace (2). Umjereno konzumiranje alkohola moze djelovati protektivno (3).

1.1.1.2 Genetika

Sto se ti¢e genetskih ¢imbenika, dosad je identificirano nekoliko gena koji imaju ulogu u ovoj
bolesti. Prvi rizi¢ni alel za reumatoidni artritis identificiran je u podruc¢ju ljudskog genoma
koji kodira humani leukocitni antigen (HLA), i to u podru¢ju 36Mb unutar regije MHC
(kompleks gena tkivne podudarnosti). Tako je jos osamdesetih godina proslog stoljeca
dokazana jasna povezanost izmedu RA i HLA DRB1 gena. Naknadno su radene brojne
genetske studije te je tako jedan od gena koji se nakon HLA gena ¢vrsto povezuje sa RA gen
koji kodira protein tirozin fosfatazu - 22 (PTPN22), a koji je snazan inhibitor aktivacije T
limfocita. Tu je joS 1 gen koji kodira signalni transduktor 1 aktivator transkripcije 4 (STAT4)
(posreduje u unutarstani¢énom signalnom putu koji sudjeluje u upalnoj reakciji putem citokina
IL-12, IL — 23, IL — 27 i interferona tip 1), zatim gen koji kodira protein 4 povezan s
citotoksiénim limfocitima - jo§ jedan inhibitor aktivacije T limfocita, kao 1 gen za tzv. faktor 1
povezan sa receptorom za TNF (TRAF 1) te gen za komponentu komplementa 5 (C5) ¢iji
produkti imaju ulogu u apoptozi stanice, proliferaciji, diferencijaciji, aktivaciji i inhibiciji
citokina te remodeliranju kosti. U latino americkoj populaciji opisuje se i polimorfizam gena
za TNF alfa - TNF308 - A/G koji stvara prednost za brzu progresiju kostanih erozija kod RA
bolesnika (1).



1.1.2 Epidemioloski podaci

Otprilike 1 % bijelaca je zahvaceno ovom bole$¢u, medutim prevalencija varira od 0.1 %
(ruralna Afrika) pa sve do 5 % ( Pima, Blackfeet i Chippewa indijanci). Godi$nja incidencija
bolesti procjenjuje se na oko 40 oboljelih na 100 000 stanovnika. Neke studije koje su
provedene u Sjevernoj Americi, Sjevernoj Europi i medu japanskom populacijom pokazale su
kako je incidencija bolesti u porastu od 1960 - te godine. Nadalje, zna se kako je ucestalost
bolesti u Amerikanaca veca u odnosu na azijsku 1 africku populaciju. Takoder, bolest se
pojavljuje unutar iste obitelji sa ve¢om ucestalos¢u tako da prevalencija bolesti kod osoba u
prvom koljenu u odnosu na oboljelog iznosi 2 do 12 %, kod dvojaj¢anih blizanaca 5 - 10 % te
¢ak 12 do 30 % medu jednojaj¢anim blizancima. Bolest se moZe razviti u bilo kojoj Zivotnoj
dobi, ali najc¢esce se javlja izmedu 50 - te i 75 - te godine zivota. Kako se ¢esce javlja medu
zenskom populacijom, prevalencija bolesti kod Zena starijih od 65 godina iznosi ¢ak 5 % (1,

4).

1.1.3 Zivotni vijek

Trajanje Zivota ovih bolesnika skraceno je za 3 - 5 godina, kako zbog same bolesti (ponajprije
zbog kardiovaskularnih odnosno cerebrovaskularnih incidenata uslijed ubrzane ateroskleroze
koja je prisutna kod ovih bolesnika) tako i zbog nuspojava lijekova kojima se lije¢i (5, 6, 7).
Tako je primjerice u studiji provedenoj u Svedskoj izmedu 1979 i 1994 g. na 606 bolesnika
koji boluju od reumatoidnog artritisa pokazano kako je mortalitet ovih bolesnika bio ¢ak 50 %

vi$i u odnosu na kontrolnu skupinu (8).

1.1.4 Autoimunost

Kako je ve¢ spomenuto, RA je autoimuna bolest, a glavnu ulogu u patoloskom procesu same
bolesti imaju auto - reaktivni T limfociti i upalni citokini kao §to su TNF alfa, IL- 61 IL-17i

to na taj nacin da dovode do akumuliranja upalnih stanica, proizvodnje matriks -



metaloproteinaza (aktivni medijatori zglobne destrukcije koji mogu razgraditi sve
komponente hrskavice, kosti i vezivnog tkiva) te aktiviranja osteoklasta sto sve skupa dovodi
do ostecenja hrskavice i kosti. Matriks - metaloproteinaze razvijaju se nakon direktnog
kontakta T - stanica sa sinovijalnim fibroblastima. Znacajno je da je ostecenje kosti prisutno
ve¢ u ranoj fazi bolesti Sto znaci da je bolesnike potrebno zapoceti tada i lijeciti, a sve kako bi

se u Sto vecoj mjeri izbjeglo oStecenje zgloba (9).

1.1.5 Lijecenje

U lijecenju se koriste nesteroidni protuupalni lijekovi (NSAID), glukokortikoidi, tzv. bolest
modificiraju¢i antireumatski lijekovi (eng. DMARD, od disease - modifying antirheumatic
drugs) i to oni sintetski ili konvencionalni kao $to su metotreksat, sulfasalazin i leflunomid, a
u posljednjih dvadesetak godina i tzv. bioloski lijekovi. Klini¢ka remisija postala je cilj
lije¢enja, a dokazano je kako rana uporaba DMARD - ova kao i bioloskih lijekova, ne samo
da poboljsava klinicki ishod, ve¢ takoder smanjuje ostecenje zglobova odnosno tzv.

radiolosku progresiju bolesti te posljedi¢no i invaliditet ovih bolesnika (9).

Jedan od najcesce primjenjivanih lijekova u lije¢enju upalnih reumatskih bolesti jest
metotreksat (MTX). Rije¢ je o sintetskom bolest modificiraju¢em antireumatiku (DMARD)
koji je zlatni standard u lijecenju RA. Kao inhibitor enzima dihidrofolat reduktaze, MTX
smanjuje de novo stvaranje purina i pirimidina te na taj nacin interferira sa sintezom
deoksiribonukleinske kiseline (DNA) ¢ime se djelomi¢no moze objasniti njegovo protuupalno
i imunosupresivno djelovanje. Pored toga, potic¢e otpustanje unutarstani¢nog adenozina koji je
odgovoran za odredene protuupalne uc¢inke. Cini se da je parenteralna primjena lijeka
ucinkovitija u odnosu na oralnu i s manje nezeljenih uc¢inaka, posebice od strane probavnog
sustava (mucnina, povracanje, dispepsija). Svakako se preporucuje u bolesnika sa slabijim

odgovorom ili intolerancijom na oralno primjenjen lijek.

Prema EULAR - ovim (eng. European League Against Rheumatism) smjernicama iz 2010.g.
DMARD - ovi i dalje predstavljaju osnovnu terapiju u lije¢enju RA, tocnije DMARD
monoterapija. Kada se kontrola bolesti ne moze posti¢i na taj na¢in indicirano je u terapiju

dodati neki drugi DMARD, odnosno bioloski lijek (9).



Glukokortikoidi su brzodjeluju¢i lijekovi jakog protuupalnog ucinka koji se s obzirom da
imaju sposobnost da kontroliraju upalni proces te uspore strukturna ostec¢enja hrskavice i
kosti, prema nekim stajalis§tima danas takoder mogu ubrajati u bolest modificirajuce lijekove.

S obzirom na njihovu brzu ucinkovitost, uglavnom se koriste u prvim tjednima lijecenja (10).

Bioloski lijekovi djeluju tako da inhibiraju ili aktiviraju unutarstanic¢ne interakcije na taj nacin
da se vezu za receptor ili kostimulatorne molekule na povrsini stanice ili direktno za citokine.
Prema najnovijim preporukama moguce je lijeciti RA bolesnike sa DMARD - om uz biolosku
terapiju i tijekom najranijeg stadija bolesti kada je jos moguce znacajno prevenirati ili

minimalizirati ostecenje zglobova (9).

Kako je ve¢ ranije spomenuto, citokini su jako bitni u razvoju osteéenja zgloba. Jedan od njih
je faktor tumorske nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor - alpha, skra¢eno TNF - a). To je
proupalni citokin koji sudjeluje u sistemskoj upali i jedan je od citokina koji sudjeluje u
akutnoj fazi upalne reakcije. Uglavnom ga proizvode aktivirani makrofazi, ali takoder i CD4
limfociti, NK stanice, neutrofili, mastociti, eozinofili i neuroni (11). Ima dominantnu ulogu u
patogenezi reumatoidnog artritisa. Naime, poti¢e proizvodnju drugih citokina kao $to su IL -
1,1L - 6, IL - 8 te GM - CSF tako da blokada ovog citokina ima znac¢ajan u¢inak na smanjenje
upalne reakcije u odnosu na blokadu nekih drugih proupalnih citokina kao §to je primjerice IL
- 1(12). TNF - o antagonisti kao sto je infliksimab, etanercept, adalimumab, golimumab i

certolizumab pegol se naveliko upotrebljavaju za lijecenje RA (13).

Vaznu ulogu u upalnom procesu ima i interleukin 6 (IL - 6) koji dovodi do aktivacije T i B
limfocita, sinoviocita, endotela, potice sazrijevanje osteoklasta i proizvodnju proteina akutne
faze upale. Blokator IL - 6 koji se danas uspjesno koristi u klini¢koj praksi jest tocilizumab, a
u procesu Klini¢kih istrazivanja su i drugi blokatori IL - 6 odnosno njegovog receptora kao sto

su olokizumab, sarilumab, sirukumab (14).

U lijecenju se mogu koristiti i blokatori IL - 17. IL - 17 smatra se klju¢nim citokinom u
sirokoj skupini autoimunih bolesti, ukljucujuci RA, psorijazu, multiplu sklerozu, upalne

crijevne bolesti i astmu, a proizvode ga Th17 stanice. Naime, CD4+ pomo¢nicki T limfociti



imaju cetiri glavne podvrste - Thl, Th2, Th17 i regulatorne T stanice, od kojih su Th17
stanice ukljucene u razvoj autoimunih upalnih bolesti. Tako su primjerice studije na
eksperimentalnom autoimunom encefalomijelitisu (EAE) pokazale kako je za razvoj Th17
podskupine stanica odgovoran IL - 23, a Th17 stanice onda proizvode ne samo IL - 17A i IL -
17F,ve¢i TNF - alfate IL - 6. Takoder, pokazano je kako neutralizacija IL - 17A djeluje
zastitno protiv EAE, a eksperimentalni misevi sa nedostatkom IL-17 otporni su prema EAE i
kolagen induciranom artritisu (15). U RA, IL - 17 potice proizvodnju drugih proupalnih
citokina kao sto su IL - 1B, IL - 6 i TNFa. Zato se smatra klju¢nim citokinom koji dovodi do
propagacije zglobne upale te destrukcije kosti i hrskavice, a u tijeku su klini¢ka istrazivanja o

ucinkovitosti blokatora IL - 17 (secukinumab, ixekizumab, brodalumab) (14, 16).

Osim ovih gore navedenih supstanci kojima se ciljano djeluje na odredene molekule koje
sudjeluju u upalnom procesu u sklopu RA, takoder se mogu koristiti lijekovi koji djeluju na
odredene podvrste leukocita. Naime, studije su pokazale kako postoje odgovarajuce promjene
u B limfocitima kod RA bolesnika. Shodno tomu, RA je indicirano lije¢iti i rituximabom
(himeri¢no monoklonalno protutijelo na anti - CD20 B limfocite) s obzirom da taj lijek djeluje
tako da smanjuje sintezu autoreaktivnih protutijela kao $to su reumatoidni faktor i anti -
citrulinirana peptidna protutijela, modificira prezentiranje antigena T limfocitima kao i
proizvodnju citokina. Sli¢an lijek je i ocrelizumab te oftamumab koji su jos u fazi klinickih

ispitivanja (14).

Tu su i lijekovi koji djeluju na faktor aktivacije B limfocita (skra¢enica BAFF, od eng. B —
cell activating factor) koji ima vaznu ulogu u stvaranju 1 odrzavanju B limfocita. Belimumab
je humano monoklonsko protutijelo koje se veze za BAFF, medutim studije nisu pokazale
njegovu znacajniju u¢inkovitost pri lije¢enju RA. Za razliku od belimumaba, tabalumab,
humano IgG4 monoklonsko protutijelo koje neutralizira BAFF, pokazao se u€inkovit u
lijecenju RA, a takoder sigurnosni profil ovog lijeka podjednak je drugim bioloskim

lijekovima koji se koriste u lijeCenju RA (14).

Daljnja istrazivanja u smislu razvoja novih lijekova za lijecenje reumatoidnog artritisa idu u
smijeru razvoja molekula koje ulaze u citoplazmu stanice gdje reguliraju unutarstanicne
signale koji dovode do diferencijacije i aktivacije limfocita kao i do otpustanja proupalnih
citokina kao $to je TNF - alfa. Tu spadaju lijekovi kojima se djeluje na proteinske kinaze,



enzime koji sudjeluju u razvoju upalnog procesa putem stanicne signalizacije, ukljucujuci 1
onog kod reumatoidnog artritisa (14). Studije su pokazale kako je ucinkovitost takvih
pripravaka jednaka kao i kod anti-TNF-alfa pripravaka, medutim i dalje ostaje problem
nuspojava u vidu povecane ucestalosti infekcija, poremecaja hematoloskih parametara, jetrene
1 bubrezne lezije dok je veca ucestalost tumorskih bolesti kod ovakvih pacijenata joS uvijek
diskutabilna (9,14). Posljednje dvije godine radena su istrazivanja kod RA bolesnika kod
kojih nije postignuta remisija konvencionalnom terapijom. Postignuti rezultati su obecavajuci,
a dodatna prednost ovakve terapije jest i Cinjenica Sto se ovi lijekovi mogu primjenjivati na

usta (14).

1.1.6 Nuspojave lijekova

Vazno je naglasiti kako bolesnici s viemenom mogu razviti toleranciju na lijekove koji se
koriste u lijeCenju RA, a isto tako neki moraju prekinuti lijeCenje zbog nuspojava koje ovakvi
lijekovi mogu izazavati. To su primjerice osteCenje gastrointestinalne sluznice,
kardiovaskularne komplikacije, hematoloska toksi¢nost, renalno ostec¢enje, veca osjetljivost
prema infekcijama ili ¢ak limfomima. Sve navedeno namece potrebu za daljnjim traganjem za

Sto ucinkovitijim lijekom, sa §to manje nuspojava (17).

1.2 Pentadekapeptid BPC 157

BPC 157 (,,body protection compound*) je organoprotektivni protein molekularne mase
40 000 daltona izoliran iz zelu¢anog soka. Klju¢nom za aktivnost tog proteina odgovoran je
niz od 15 aminokiselina, redoslijeda

-Gly- Glu- Pro- Pro- Pro- Gly- Lys- Pro- Ala- Asp- Asp- Ala- Gly- Leu- Val-,
koji je nazvan pentadekapaptid BPC 157, molekularne tezine 1419 daltona, koji je detaljno
istrazivan (18).



Iako sam mehanizam njegovog djelovanja joS uvijek nije u potpunosti razjaSnjen, dosadasnja
istrazivanja su pokazala kako BPC 157 povoljno djeluje na brojne organske sustave kod vise

vrsta i to u vrlo niskim dozama (uglavnom pg/kg ili ng/kg).

Ostvaruje povoljne ucinke kao $to su cijeljenje jetrenih, crijevnih i gastri¢nih lezija, ispoljava
anti-anksiozni i anti-depresivni u¢inak, potice angiogenezu i cijeljenje rana, ponistava
motoricke abnormalnosti u modelima Parkinsonove bolesti, ima protektivne u¢inke na

sluznice, a valja ista¢i i njegov antiinflamatorni u¢inak (19).

Prednosti pentadekapeptida BPC 157 prema drugim peptidima ocituju se u tome $to je
stabilan u uvjetima u kojima inace dolazi do brze razgradnje peptida, nema toksi¢nih u¢inaka,
letalna doza nije dosegnuta te je stoga vrlo sigurnosnog profila. Za razliku od drugih sli¢nih
peptida kao sto su npr. prostaglandini ili somatostatin cije je djelovanje kratkotrajno, BPC 157
je vrlo stabilan. Nakon inkubacije u vodi ili zelu¢anom soku nije se razgradio kroz 24 sata, za
razliku od drugih sli¢nih peptida kao sto je h - EGF i h - TGF koji su postojani u vodi, ali u

zelu¢anom soku budu razgradeni ve¢ za 15 minuta (20 - 29).

Imunohistokemijski je utvrdeno da se mjesto lu¢enja BPC 157 nalazi u zelucu i u mozgu, dok
su njegovi ucinci potpomognuti djelovanjem hormona nadbubrezne Zzlijezde, stitnjace i
jajnika. Naime, nakon ucinjene vagotomije uc¢inci BPC - a 157 ostali su nepromijenjeni, dok

su nakon medulektomije nadbubrezne zlijezde bili potpuno ponisteni (18,30).

Kako se luci unutar zeluca i ostaje stabilan u zelu¢anom soku, pretpostavljeno je njegovo
protektivno djelovanje na sluznicu zeluca, odnosno na sluznicu probavnog sustava opéenito,
Sto je potvrdeno u vise razli¢itih eksperimentalnih studija (31,32). Ostecenje sluznice
gastrointestinalnog sustava izazivano je etanolom, cisteaminom, izazivanjem stanja
prolongiranog stresa (31,33), zatim trinitrobenzen - sumpornom kiselinom (34),
dinitrofluorbenzen - sumpornom kiselinom (35), primjenom nesteroidnih antireumatika (36),
deplecijom somatosenzornih neurona (30), stanjem akutnog pankreatitisa (37). U svim
provedenim istrazivanjima BPC 157 je pokazao znac¢ajan citoprotektivni uc¢inak na sluznicu te

je znacajno ublazio nastale lezije i pospijesio cijeljenje (38).



Osim toga, utvrden je znacajan hepatoprotektivni u¢inak BPC 157 u modelima lezije jetre s
poboljsanjem jetrenih parametara (AST, ALT, bilirubin), poboljsanjem portalne hipertenzije i
histoloskog nalaza jetre (39, 40).

Protektivni uc¢inci utvrdeni su i kod akutne i kroni¢ne izlozenosti miseva etanolu (41).
U modelima akutnog pankreatitisa protektivni uc¢inak manifestirao se smanjenjem nekroze i

edema tkiva gusterace (37, 42).

Takoder, u studijama gdje je diabetes mellitus izazvan davanjem aloksana znacajno je

protektivno djelovanje BPC 157, uz oc¢uvanje Langerhansovih otocica (43).

BPC 157 povoljno djeluje i na koagulacijski sustav jer skracuje vrijeme krvarenja i ublazava
trombocitopeniju nakon amputacije u Stakora koji su tretirani antikoagulantnim lijekovima

(heparin, varfarin i aspirin) (44).

Dokazano je i njegovo povoljno djelovanje na angiogenezu (45), dok je neuroprotektivni
uc¢inak u modelima izazvane neurotoksic¢nosti rezultirao smanjenjem ucestalosti konvulzija,
depresije i parkinsonizma (47 - 50). Studije neuroprotekcije uputile su na moguce postojanje
interakcije BPC 157 s dopaminom (nigrostrijatum), prostaglandinima, somatostatinom,
serotoninom, glicinom i GABA sistemom (51, 52). U¢inkovit je i kada se radi o traumatskom

oSte¢enju mozga, odnosno Zivaca (53, 54).

1.2.1 Protuupalni u€inci pentadekapeptida BPC - a 157

BPC 157 je pokazao i zna¢ajan antiinflamatorni u¢inak, smanjujuci otpustanje upalnih
medijatora (mijeloperoksidaza, leukotrien B4, tromboksan B2 itd.) in vitro i in vivo, jednako
kod akutnih kao 1 kod kroni¢nih upalnih procesa. Pri tome je uoceno postojanje slozene
interakcije s dopaminergic¢kim i adrenergickim sustavom (32, 55 - 57). Antiinflamatorni
ucinak utvrden je 1 na modelima adjuvantnog artritisa u Stakora, ukljucuju¢i model akutne,
subakutne i kroni¢ne upale (karageninski model Sape i terpentinski bukalni edem) (31, 58).

Takoder, pokazao se uc¢inkovit prilikom kroni¢ne aplikacije na modelu periodontitisa u



Stakora, a postoje pozitivni rezultati u smislu tretiranja upalnog procesa na modelu upalne

crijevne bolesti (59).

Nakon sistemske primjene BPC - a 157 utvrden je povoljan uc¢inak na cijeljenje rana, kao npr.
nakon transsekcije misic¢a kvadricepsa (29), tetiva i ligamenata (60, 61) odnosnho nakon
frakture kosti (20). Stovise pokazuje i osteogeni efekt znadajno unapredujudéi cijeljenje
segmentalnih defekata kosti (59). Nadalje, pospjesio je cijeljenje opeklina, ¢ak i lokalno

primjenjen u obliku kreme (23), kao i cijeljenje nakon ozljeda roznice oka (62).

1.2.2 Kardioprotektivni uéinci pentadekapeptida BPC 157

Da BPC 157 ima kardioprotektivno djelovanje dokazano je u vise eksperimentalnih modela.
Studija na izoliranom srcu zamoraca dokazala je da kod hipoksije i reperfuzije miokarda BPC
157 ima protektivni u¢inak. Za vrijeme trajanja hipoksije te reperfuzije BPC 157 je znacajno
smanjivao ucestalost i trajanje ventrikularne fibrilacije i atrijsko - ventrikularne disocijacije.
(63).

Studija izazivanja ishemije i akutnog infarkta miokarda u Stakora davanjem izoprenalina, te
izazivanjem imobilizacijskog stresa, takoder je potvrdila povoljne u¢inke BPC-a 157 (48).

Preventivnim, intraperitonealnim davanjem jedne doze BPC 157 sprijeCen je razvoj ishemije
koju bi se verificiralo EKG - om, kao i histoloske promjene miokarda. U¢inak je bio izraZeniji
u mikrogramskoj dozi. Primjenjen terapijski doveo je do povlacenja ve¢ razvijenih znakova
ishemije u EKG-u Stakora i to unutar 24 sata od njihove mobilizacije. Na uc¢inkovitost BPC
157 u suzbijanju poremecaja sr¢anog ritma upozorila je studija kardiotoksi¢nosti barij-klorida.
Primjenjen preventivnho BPC 157 u potpunosti je sprecavao ili je odgadao pojavu aritmija, a
uz to je spreCavao razvoj ili skra¢ivao trajanje ishemije. Primjenjen terapijski dovodio je do

brze konverzije u sinus ritam, te sprjeCavao ponovnu pojavu aritmija (64).

BPC 157 je bio uc¢inkovit i kad se radilo 0 primjeni dezipramina, te je u potpunosti sprjecavao
naglo usporavanje sr¢ane frekvencije i smetnje provodenja (prolongacija PR intervala, Sirenje
QRS kompleksa), razvoj tezih oblika AV - bloka, te pojavu ventrikularne tahikardije koje je

dezipramin izazivao. U¢inak mu je ovisio o primjenjenoj dozi (64).
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Kardioprotektivno djelovanje BPC 157 ostvario je i nakon primjene doksorubicina.
Doksorubicin inac¢e dovodi do tzv. antraciklinske kardiomiopatije koju karakterizira
patomorfoloska slika teSkog ostecenja miocita i krvnih zila, te vakuolizacija. BPC 157 je
znatno ublazio tu patomorfolosku sliku, dok su vrijednosti LDH bile znacajno niZze nego u

kontrolnoj skupini, iako su u apsolutnoj vrijednosti bile visoke (65).

Nadalje, taj u€inak potvrden je i u modelu kroni¢ne insuficijencije srca izazvane
doksorubicinom gdje je ispitivana terapijska ucinkovitost amlodipina, losartana i BPC 157 na

Stakorima 1 miSevima.

Sve tri supstance bile su u€inkovite i ublazavale su klini¢ku sliku, te smanjivale vrijednosti
laboratorijskog parametra bigendotelina 1 (BET - 1). Ipak, primjenjen u monoterapiji BPC
157 je bio znatno ucinkovitiji od ostalih supstanci i u ve¢oj mjeri ublazavao je pogorsanje
klini¢kih znakova kroni¢ne insuficijencije srca (porast frekvencije srca, porast frekvencije

disanja, snizenje arterijskog krvnog tlaka) (66).

Kod zivotinja s tezom klinickom slikom kod kojih je doslo do dodatnog pogorSanja klinickih
znakova insuficijencije srca uz porast laboratorijskih vrijednosti AST, ALT, CPK i BET - 1,

BPC 157 je pokazao najbolji protektivni u¢inak (66).

BET - 1 je marker sistolicke funkcije lijeve klijetke 1 njegova proizvodnja direktno ovisi o
smanjenju koncentracije dusik - oksida (NO), §to je dokazano u nekoliko drugih istraZivanja.

(66).

NO je kardioprotektivan spoj s izrazitim vazodilatacijskim u¢inkom, a ve¢inom se sintettizira
u endotelu. Kako je BPC 157 smanjivao koncentraciju BET - 1, ovo istrazivanje je indirektno
upozorilo i na medusobnu povezanost BPC 157 sa NO - sustavom i njegovo direktno

djelovanje na sintezu NO - a kao kardioprotektivne tvari (66).

Pozitivno djelovanje BPC 157 ostvario je 1 u modelu kardiotoksicnosti digitalisa. Ozbiljne
poremecaje sr¢anog ritma (ventrikularne ekstrasistole, ventrikularnu tahikardiju), odnosno
znacajne smetnje provodenja (AV - blok viSeg stupnja) bile su uspje$no prevenirane ili

prekinute (67).
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Nadalje, studije koje su ispitivale djelovanje BPC - a 157 na poremecaje sr¢anog ritma koji se
razvijaju u uvjetima znacajnog elektrolitskog disbalansa, takoder su potvrdile njegovu
ucinkovitost. Teska hipokalemija, kao 1 hiperkalemija u Stakora izazivala je znaCajne
poremecaje sr¢anog ritma (ventrikularne ekstrasistole, ventrikularna tahikardija, AV blok
viseg stupnja) koji su djelovanjem BPC - a 157 bili sprijeceni ili prekidani, uz konverziju u
sinus ritam unutar sat vremena. Ti uc€inci bili su prisutni, bez obzira na nacin primjene

(intraperitonealno, intravenski ili intragastri¢no) (68).

Takoder, ucinci su bili ostvareni i in vitro, na kulturi stanica (HEK 293) gdje je u modelu
hiperkalemije postignuto smanjenje oscilacija praga akcijskog potencijala, §to je od posebnog

znacaja jer dokazuje da BPC 157 djeluje na stani¢noj membrani (68, 69).

1.2.3 Nefroprotektivni ucinci pentadekapeptida BPC 157

U modelima izazvane tubularne nekroze bubrega manifestirao se nefroprotektivni u¢inak BPC
- a 157 odrzavanjem diureze (44). Takoder, na eksperimentalnom modelu nefrotskog
sindroma u miSeva i Stakora, BPC 157 pokazao je povoljan ucinak na proteinuriju, posljedicne

edeme i hiperlipidemiju (70).

Svi povoljni u€inci ostvaruju se u uvjetima naruSene homeostaze, dok u normalnim uvjetima
izostaju, a BPC 157 tada ne izaziva promjene mjerljivih parametara - diureze, krvnog tlaka,
temperature, motiliteta i sekrecije gastrointestinalnog trakta.

Ono $to treba posebno istaci je njegova netoksi¢nost jer se ni primjenom ekstremno visokih

doza BPC 157 do 100 mg/kg nije dostigla letalna doza (30, 31).

1.2.4 Mehanizam djelovanja pentadekapeptida BPC 157

Tocan mehanizam djelovanja pentadekapeptida BPC 157 jos nije sasvim do kraja poznat.
Medutim, zna se kako BPC 157 potice transkripciju egr - 1 gena u nediferenciranim CaCO - 2

stanicama in vitro. Egr-1 ima funkciju transkripcijskog ¢imbenika brojnih gena koji sudjeluju
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u cijelenju tkiva, ukljucujuci faktore rasta i citokine uz rano stvaranje izvanstani¢nog matriksa
(kolagena), $to je moguce objasnjenje za pozitivni u¢inak BPC - a 157 na cijeljenje rana.
Aktivnost ovog gena regulirana je njegovim kosupresorom te upravo egr - 1 potice ekspresiju
svog kosupresora tzv. NAB2 gena (71). Takoder je poznato kako BPC 157 smanjuje upalnu
reakciju u organizmu i to na taj na¢in da smanjuje koncentraciju leukotriena B4, tromboksana
B2 i koncentraciju mijeloperoksidaze u ozlijedenim tkivima (61). Kako je djelovanje tih
medijatora znacajno i kod ishemijsko - reperfuzijskog, odnosno hipoksi¢no -
reoksigenacijskog oSte¢enja miokarda, to takoder moze biti objasnjenje za kardioprotektivno

djelovanje BPC - a 157 kod infarkta miokarda (63).

Nadalje, postoje pretpostavke kako njegovo djelovanje moze biti posredovano hormonima
koje luce adrenalne i1 paratiroidne Zlijezde, odnosno Stitna zlijezda i ovariji, a kao moguci
mehanizam djelovanja predlozena je i interakcija sa sustavom prostaglandina i
somatosenzornim neuronima kao i interakcija sa dopaminergickim i adrenergi¢kim sustavom
(57).

S obzirom da neuropeptidi koje lu€e aferentni senzorni neuroni u blizini krvnih Zila utjecu na
otpustanje i regulaciju medijatora iz endotela krvne Zile, a dokazano je da BPC 157 u procesu
cijeljenja stimulira angiogenezu i §titi endotel (46), bilo je logi¢no da se mehanizam

djelovanja BPC - a 157 pokusa objasniti i interakcijom s NO - sustavom (72).

1.3 Sustav dusSik oksida

Dusi¢ni oksid (NO) ima vaznu ulogu u regulaciji razlicitih stani¢nih funkcija u
kardiovaskularnom, zZiv€anom, gastrointestinalnom i imunoloSkom sustavu, a sintetizira ga
enzim NO sintetaza (NOS) iz L - arginina kao supstrata (69). Opisana su tri izoformna oblika
ovog enzima. To su dvije konstitutivne NO sintetaze — neuronalna (nNOS) i endotelijalna
(eNOS). Neuralna se nalazi u centralnim i perifernim neuronima. Ona je odgovorna za
plasti¢nost neurona unutar centralnog Ziv€anog sustava, centralnu regulaciju krvnog tlaka,
relaksaciju glatkih miSi¢a. Endotelnu NOS nalazimo u endotelnim stanicama, a odgovorna je
za vazodilataciju krvnih Zila, odrzavanje krvnog tlaka, a ima 1 brojne druge vazoprotektivne i

antiskleroti¢ne ucinke. Treca je inducibilna NOS (iNOS) koja je primarno identificirana u
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makrofazima, premda mozZe biti prisutna u gotovo svim vrstama stanica, a ekspresija enzima
stimulirana je bakterijskim lipopolisaharidima, citokinima ili nekim drugim tvarima. Sudjeluje
u patogenezi upalnog odgovora u organizmu kao i septickog Soka. Kada se inducira u
makrofazima, proizvodi velike koli¢ine NO koji je glavni citotoksi¢ni agent tih stanica.
Visoke razine NO - a koje proizvodi iNOS ne moraju biti samo toksi¢ne za neZeljene
mikroorganizme, parazite ili tumorske stanice, ve¢ kada bude otpusten na krivom mjestu
mogu nastetiti i zdravim stanicama $to se dogada u sklopu upalnih i autoimunih reakcija u
organizmu (69). NO sustav takoder je odgovoran za aktivnost trombocita, ali, kako je
prethodno spomenuto, i za odrzavanje tonusa krvnih zila, sto zapravo znaci da ima utjecaj i na
regulaciju perfuzije, odnosno tkivnog i stani¢nog metabolizma. Pri tom je jasno dokazano da
nedostatak, jednako kao i suviSak NO mogu dovesti do oSteCenja tkiva (70). NO takoder

sudjeluje u procesu neurotransmisije u srediSnjem zivéanom sustavu (72).

1.4. Pentadekapeptid BPC 157 i sustav duSik oksida

Studije koje su provodene sa ciljem dokazivanja povezanosti BPC - a 157 i NO sustava su
usporedivale u¢inke N - nitro - L- arginin metil estera hidroklorida (L - NAME) kao
potentnog inhibitora sinteze NO u endotelu krvnih zila, L - arginina kao prekursora NO te

BPC - a 157, kao i uc¢inke njihovih medusobnih kombinacija.

Dokazano je da BPC 157 in vitro, ali i in vivo stimulira sintezu i modulira oslobadanje NO,
§to nije bilo moguce blokirati djelovanjem L - NAME. Stimulaciju sinteze NO ostvaruje i L -
arginin, ali kada je primjenjivan u kombinaciji s BPC 157, ti uc¢inci su bili znatno slabiji. Kada
je dostupnost NOS - a bila ograni¢ena zbog djelovanja L-NAME, taj u¢inak je bio jos$
izrazeniji. BPC 157 takoder antagonizira hipertenziju nastalu zbog djelovanja L - NAME, kao
i hipotenziju uzrokovanu L-argininom. Takoder, NO u visokim dozama djeluje ulcerogeno, za
razliku od BPC - a 157 koji se suprostavlja tom djelovanju i djeluje citoprotektivno. Sve
navedeno upucuje na postojanje interakcije BPC - a 157 sa NO - sustavom kao i na

moguénost modulacije u¢inaka NO-a na endotel krvne Zile, ali i na zelu¢anu sluznicu (72).

Jos pocetkom devedesetih godina proslog stoljeca na animalnom modelu artritisa prikazana je

sposobnost NO - a da potice ostecenje tkiva koje je potom umanjeno primjenom NOS
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inhibitora. Tako je prou¢avana uloga endogenog NO - a uz primjenu L - arginina i L - NAME,
jednog od inhibitora NO sintetaze. Tada je pokazano kako L - arginin dovodi do egzacerbacije
bolesti, a L - NAME suprimira taj u¢inak. Kombinirana primjena L - arginina i L - NAME

nije imala utjecaja na sam tijek artritisa (73, 74).

Medutim, do danas su provedena brojna istrazivanja u ovom podrucju te se zna da primjena
kako L - arginina, a tako i NOS inhibitora ne dovodi jednozna¢no do protuupalnog ucinka
odnosno dosad je pokazan njihov kako pozitivan tako i negativan u¢inak na tijek adjuvantnog
artritisa u Stakora (73, 74). Tako primjerice primjena neselektivnog NOS inhibitora NG -
methyl - L - arginine ili selektivnog iNOS inhibitora N - iminoethyl - L - lysine (L - NIL) za
vrijeme aktivnog adjuvantnog artritisa ne dovodi do protuupalnog ucinka kao §to je to

prethodno zabiljeZeno u situaciji kada se spomenute supstance primjene profilakticki (74).

Stovise, drugi iNOS inhibitor, aminoguanidin (AG), nije imao niti profilakti¢ki, niti terapijski
ucinak. Takvi rezultati dovode do zakljucka kako NOS inhibitori ne moraju nuzno biti
uc¢inkoviti u slu¢aju aktivnog artritisa. Daljnji rezultati sugeriraju kako primjena selektivnog
INOS inhibitora N - iminoetil - L - lizina (L - NIL) ¢ak moze dovesti do egzacerbacije artritisa
uzrokovanog antigenima stijenke streptokoka i da NO ima zastitnu ulogu u akutnoj fazi

antigenom izazvanog artritisa kod iNOS nokaut miseva (74).

Vazno je napomenuti kako Stetni u¢inci NO - a mogu barem djelomi¢no biti povezani sa
reaktivnim metabolitima dusika koji nastaje nakon oslobadanja NO - a (78). Naime, za
vrijeme upale stvaraju se velike koli¢ine NO - a 1 superoksidnog aniona $to dovodi do
stvaranja peroksinitritnog aniona koji djeluje citotoksi¢no. In vitro podaci pokazuju kako NO
nije Stetan niti za osteoblaste niti za hondrocite kada se blokira sinteza peroksinitritnog iona
(74).

Zymosan, polisaharid koji je sastavni dio stijenke kvasca, dovodi do razvoja teskog erozivnog
sinovitisa. Na ovom modelu artritisa je pokazano kako zymosan primjenjen profilakticki, ali
ne i terapijski ima antinociceptivni u¢inak. Nasuprot tomu, NO donori dovode do analgezije

kada se primjene terapijski (74).

Dakle, terapijska primjena NOS inhibitora ne dovodi jednozna¢no do protuupalnog uc¢inka na

zivotinjskom modelu artritisa u sklopu kojeg se u vecini studija intenzitet artritisa
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procjenjivao na temelju indeksa artritisa ili histopatoloSkog bodovanja preparata, a bodovi su
dodjeljivani na temelju promatrac¢eve procjene otoka zgloba ili broja stanica u podrucju

sinovijalne membrane (74).

Endotelin - 1 (ET - 1) jest peptid koji djeluje kao vazokonstriktor i promotor stani¢ne
proliferacije. Vec¢ina kardiovaskularnih bolesti kao $to je arterijska hipertenzija, ateroskleroza,
restenoza, kongestivno sréano zatajenje, idiopatska kardiomiopatija, pluéna hipetenzija kao i
bubrezno zatajenje posredovana je aktivacijom upravo endotelin sustava. Mjerenje
koncentracije prekursora endotelina - 1, BET - 1 (od eng. big endothelin - 1), bioloski manje
aktivnog u odnosu na ET - 1, jest postupak na temelju kojeg se moze procijeniti intenzitet
kardiovaskularne bolesti kao i u¢inak terapije. Tako je pokazano Smanjenje koncentracije
BET - 1 u serumu kod kongestivnog zatajenja srca uzrokovanog toksi¢nim djelovanjem
doksorubicina, a upravo zbog djelovanja BPC 157, $to je potvrdilo BPC - ov
kardioprotektivni u¢inak. S druge strane porast koncentracije BET-1 u direktnoj je vezi sa
smanjenim lu¢enjem NO, na temelju Cega se pretpostavlja kako je BPC 157 u odnosu sa NO -
sustavom jer smanjujuéi koncentraciju BET - 1, smanjuje se i koncentraciju NO. Naime,
smanjena proizvodnja NO uklju€ena je u patoloski proces prisutan kod kongestivnog sr¢anog

zatajenja (66).

Antiaritmicko djelovanje BPC 157 i interakcija s NO - sustavom dokazana je u studijama
toksi¢nosti digitalisa, hipo- i hiperkalemije, a BPC 157 se svaki put pokazao potentnijom

kardioprotektivnom supstancom od L - arginina (57, 68, 69).

1.5 Ekstraartikularne manifestacije reumatoidnog artritisa

1.5.1 Reumatoidni artritis i srce

Kako je ve¢ ranije spomenuto, kod reumatoidnog artritisa upala ne mora biti prisutna samo u
zglobovima ve¢ moze zahvatiti 1 druge organe ukljucujuci srce. Upravo kroni¢na upala igra

glavnu ulogu u patogenezi brojnih bolesti ukljucujuci sistemske bolesti vezivnog tkiva kao Sto
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su RA i sistemski eritemski lupus. Poznato je kako lokalna (u stijenci krvne Zile), a tako i
sistemska upala organizma pridonosi aterogenezi. Danas se zna da RA predstavlja jedan od
zasebnih faktora rizika za kardiovaskularne bolesti sto dovodi do ranih smrtnih ishoda ovih
bolesnika upravo uslijed pojacane aterogeneze i negativnog remodeliranja lijeve klijetke.
Dakle, mortalitet medu reumatskim bolesnicima primarno je uzrokovan kardiovaskularnim

bolestima odnosno kongestivnim sréanim zatajenjem (75).

Kako su zglobne, tako su i ekstraartikularne promjene kod RA sumirane u modelu animalnog
artritisa kod laboratorijskih zivotinja, ukljuc¢ujuci i model induciran tzv. Freundovim
adjuvansom koji je jedan od najcesce koristenih modela za proucavanje reumatoidnog artritisa
(model je utemeljio i prvi put opisao 1956 godine Paerson) (87). Patoloske i klinicke
promjene koje se stvaraju tijekom ovakvog pokusa vrlo su sli¢ne kao i kod pravih RA
bolesnika. U zglobovima i sinovijalnoj ovojnici kod $takora kod kojih je izazvan adjuvantom
inducirani artritis moze se razviti masivna infiltracija upalnih stanica, otok i adhezija zglobne
cahure kao 1 patoloske promjene karakteristicne za sinovitis ili vaskulitis. RA vaskulitis moze
dovesti do oStecenja visceralnih organa, posebice srca koje je bogato krvnim zilama i
vezivnim tkivom 1 koje je naj¢eS¢e zahvacen organ kod RA. Tako moZe do¢i do razvoja

aritmija, miokarditisa, perikarditisa i valvularne lezije (75).

Sto se ti¢e samih mehanizama o$teéenja sréanog tkiva kod RA, osim promjena krvnih Zila
koje nastaju kao posljedica ubrzanog aterosklerotskog procesa, kod ovih bolesnika dolazi i do
aktivacije nuklearnog faktor kapa B (NF - kB)/ TNF-alfa i transformirajuéi faktor rasta beta 1
(TGF - beta 1)/Smad signalnog puta. NF - kB je vazan fizioloski medijator TNF-alfa, a kada
se aktivira onda inducira stvaranje TNF alfa. Na §takorskom modelu adjuvantnog artritisa,
kako se pojacava upala zgloba kod AA Stakora tako se i povisuje razina TNF - alfa,
ukljucujuéi i onu u sr¢anom tkivu. Genska i proteinska ekspresija NF-kB u sréanom tkivu je
konzistentna sa ekspresijom TNF alfa §to zapravo sugerira kako su NF - kB i TNF - alfa
obadvoje vazni za pojavnost i razvoj oStecenja miokarda kod RA. Poremecena ravnoteza u
Smad signalnom putu stimulira pojacano stvaranje ekstracelularnog matriksa u sr¢anom tkivu,
dovode¢i do proliferacije fibroblasta te diferencijacije i ekscesivnog odlaganja kolagena §to
dovodi do slabljenja funkcije miokarda. Aktivacija Smad signalnog puta regulirana je sa TGF
- beta 1. TGF — beta 1 sa svojim proupalnim znac¢ajkama je uklju¢en u upalni proces u RA i
sli¢nim poremecajima. Podjedinica Smad2 kada se odvoji od Smad, moze se fosforiliratiu P -

Smad? §to stimulira TGF beta 1. P - Smad2 ulazi u interakciju sa Smad 4 kako bi postao
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polimer i usao u stanic¢nu jezgru. Navedeno u kombinaciji sa transkripcijskim faktorima kao
Sto su GATA4 i MEF2c dovodi do nakupljanja ekstracelularnog matriksa u sréanom tkivu §to
dovodi do oStecenja miokarda. Smad7 ima inhibitornu ulogu u Smad obitelji te blokira
spajanje P - Smad2 i Smad4. Na taj nacin zaustavlja aktivaciju Smad signalnog puta
inhibirajuci formiranje kompleksa izmedu Smad 4, P - Smad2 i transkripcijskog faktora. Tako

da Smad 7 moze odgoditi nastanak ozljede miokarda u RA ( 76, 77).

Dosad provedena istrazivanja na Stakorima sa adjuvantim artritisom dokazala su prisutnost
fibroze miokarda i s njom povezanim remodeliranjem ventrikla te posljedi¢nim sr€anim
zatajenjem. Naime, smatra se kako sréani fibroblasti aktivirani proupalnim procesima
proliferiraju i sintetiziraju kolagen koji se onda odlaze u medustanicni prostor. Tako su u
jednom istrazivanju transgeni¢ni miSevi koji prekomjerno proizvode TNF alfa razvili
prekomjernu fibrozu miokarda, doslo je do remodeliranja sr€éanog misica i dijastolicke
disfunkcije. Takoder je dokazano kako je remodeliranje miokarda znacajno pojacano kod
miseva koji su imali visoke razine humanog C - reaktivnog proteina (CRP), uz porast upalnih
citokina (IL - 1 beta i TNF — alfa) i fibroze miokarda (kolagen I i III) §to je dovelo do

znacajnog smanjenja ejekcijske frakcije lijevog ventrikla (78).

Nadalje, zadnjih tridesetak godina vrse se istrazivanja kako bi se dokazalo da oksidativni stres
ima vaznu ulogu u RA 1 kardiovaskularnim bolestima. Jedan od biomarkera oksidativnog
stresa je molekula 4 - hidroksinonenal (HNE). HNE je aldehid, odnosno krajnji produkt
razgradnje nezasi¢enih masnih kiselina. Dokazano je kako visoka razina HNE u srcu Stakora
ima bitnu ulogu u patogenezi fibroze. U izoliranim kardiomiocitima, prouc¢avan je kapacitet
HNE da potice proizvodnju kolagena. Ti in vitro podaci sugeriraju kako je HNE potentan pro

kolageni stimulans u sr¢anom misicu (78).

1.5.1.1 Elektrokardiogram u stakora

Elektrokardiogram stakora razlikuje se od ljudskog prvenstveno visokom frekvencijom srca,
ali i nekim drugim osobinama. Pri tom njegov izgled ovisi i o spolu, starosti i tezini zivotinje,

te o polozaju tijela u kojem je sniman. Takoder, znacajno je da li je Zivotinja prilikom
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snimanja budna ili anestezirana. Na vjerodostojnost EKG-a moze utjecati i osjetljivost aparata

koji se Kkoristi za snimanje te na¢in snimanja (79 - 84).

1.5.1.2 Frekvencija srca

Frekvencija zdravog srca Stakora iznosi 220 - 500 u minuti, $to ovisi o tonusu autonomnog
zivéanog sustava. Kako je to znatno brze od frekvencije srca u ¢ovjeka i brzina snimanja mora
biti veca pa se brzina papira mora povecati sa 25 mm/s §to je zadovoljavajuc¢e kod ljudi,

na 50 - 100 mm/s (79 - 81).

1.5.1.3 P-val

P-val je pozitivan u I, II, Il i avF odvodu, dok je negativan u avR. U avL odvodu je spljosten, a
moze biti 1 negativan.

Prosjecno traje 12 milisekundi. Normalno je zaSiljen, mada ponekad moze biti dvogrbog oblika
sa dva Siljka. Ako se drugi $iljak pojavi unutar 15 ms P-val je normalan, a ako je taj interval
duzi nastaje P - P kompleks, $to se moze smatrati intraatrijskim blokom.

Promjene amplitude, polariteta i trajanja P i Tp valova (repolarizacija atrija) mogu biti
posljedica lutanja centra vodica (79-81).

Normalan P-val u $takora Cesto nastaje u ishodi$noj crti koja se razlikuje od razine u kojem on
zavriava. Stovise, Cesto nema zajednicke crte koja pripada P - valu, QRS-u i T - valu i koja bi u
isto vrijeme predstavljala mjesto pocetka i svrSetka tih otklona. Stoga je u EKG - u $takora
teSko odrediti izoelektri¢nu tocku (79 - 81).

1.5.1.4 P - Rinterval i T, val (val repolarizacije)

Karakteristi¢an izgled P - R intervala sa sastavnim dijelovima (P - valom, Tp valom i P - R

segmentom) u Stakorskom EKG - u posljedica je velike frekvencije srca i kratkog trajanja
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procesa depolarizacije i repolarizacije u atrijima. U Stakorskom EKG - u ¢esto je moguce
identificirati val Tp koji nastupa odmah iza P - vala i zavrSava prije zavrSetka QRS kompleksa.
Repolarizacija atrijskih niti po¢inje odmah nakon inicijalnog otklona P - vala i nastavlja se kroz
cijeli P - R segment koji normalno iznosi 35 milisekundi.

Zbog asinhrone aktivacije atrijskog miSi¢a, prostornog ustrojstva, organizacije atrijske
muskulature u odnosu na elektrodu i postupnog oporavljanja svakog atrijskog vlakna, Tp val
moze biti prekriven QRS - kompleksom.

Ponekad, Tp val moze izgledati kao izravan produzetak silazne putanje P - vala do tocke ispod
bazalne crte. Takva kombinacija P i Tp vala stvara sliku bifazi¢nog P vala. Val Tp je uvijek
znatno manji od pripadnog P vala i moze se pojavljivati kao konkavni, konveksni, kutno ili

sredi$nje zasSiljeni otklon u PR segmentu (85).

1.5.1.5 Izoelektriéna crta

Mjesto u kojem zapoc€inju i zavr$avaju P i Tp valovi, QRS-kompleks i T val, Cesto je tesko
odrediti u normalnom, a narocito u patoloskom EKG - u $takora. Tocka u kojoj nastaje P - val
moze biti upisana na silazni val T - vala, dok tocka na kojoj P-val zavrsava 1 po€inje P-R
segment moze izgledati snizena zapisom vala Tp.

Mjesto spojne tocke J na kojoj zavrSava QRS - kompleks 1 zapo€inje val T Cesto je pomaknuto
gore ili dolje u odnosu na izoelektricnu crtu u jednom ili vise odvoda. Taj pomak je posljedica
brzog normalnog pocetka repolarizacije stakorskog srca. Na mjestu QRS - T tocke
repolarizacija miokarda je ve¢ uznapredovala u podru¢jima u kojima je depolarizacija najprije
zapocela. Zbog toga u normalnom Stakorskom srcu ST segment ne postoji.

Val Tp je potpuno zavrsio prije kraja PR segmenta Sto ukazuje da je tocka u kojoj zavrSava PR
segment i pocinje QRS - kompleks najmanje podlozna promjenama uslijed elektri¢nih zbivanja
za vrijeme sr¢anog ciklusa. Ta tocka predstavlja referentno mjesto za odredivanje izoelektri¢ne

crte, kako u normalnom, tako i u poremeé¢enom EKG - u (79 - 81).
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1.5.1.6 QRS - T kompleks

Prva faza u nastanku ovog kompleksa je Q zubac. To je kratki negativni zapis koji traje do 2,5
milisekunde i predstavlja depolarizaciju septuma.

Druga faza je R - zubac. U to vrijeme u veéine odvoda se upisuje pozitivni otklon vece
amplitude. Zbirni vektor depolarizacije nastaje u slobodnim stijenkama ventrikula.

Treca faza u nastanku QRS - T kompleksa je S - zubac koji predstavlja zavr$ni dio
depolarizacije ventrikula i odgovara depolarizaciji baze Stakorskog srca.

miokarda. Uzlazni krak T vala traje krace 1 ima strmiji nagib od silaznog kraka.

QRS - kompleks normalno traje od 15 - 17,5 ms. Gornja granica normalnog trajanja je 20 ms, a
donja 10 ms. Pocetak QRS - kompleksa se lako odreduje, dok je tocku u kojoj zavrsava
ponekad teSko pronaci zbog spajanja i prekrivanja s pocetkom T vala.

T-val je Cesto viSe ili manje spojen s zavrSnim dijelom QRS kompleksa. Spojno mjesto
zavrsnog dijela QRS - a i pocetak T-vala je Cesto za 1 - 2 mm iznad ili ispod izoelektri¢ne crte.
Dakle, spojna tocka QRS - a i T-vala se pojavljuje na razli¢itim mjestima u razli¢itim
odvodima. Stoga je potrebna paZljiva inspekcija tog podru¢ja u svim odvodima.

Normalan T-val je asimetri¢an i ima zasiljen vrh. Trajanje silaznog kraka T-vala je

procjeni QT intervala potrebno je pregledati sve odvode, a najduzi interval uzeti kao najto¢nije

mjerenje (86).

1.5.1.7 Elektri¢na os

Elektri¢na os vektora u EKG-u Stakora je gotovo vertikalna. Zbog toga prvi odvod nije

pogodan za mjerenje i proucavanje elektrokardiografskih parametara (79 - 81).
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1.5.1.8 U -val

Ponekad se u EKG - u stakora vida U - val koji zapocinje otklonom konveksnim prema gore.

T - val i U - val se razlikuju po usjeku izmedu njih. U - val je ovalnog oblika, ponekad zasiljen
ili bifazican.

Polimorfizam U - valova potrebno je poznavati kako se ne bi zamijenio s T - valom i na taj se

nacin krivo interpretirala repolarizacija Stakorskog srca (79 - 81).

Sto se ti¢e dosad provedenih istrazivanja u kojima je analiziran EKG kod $takora u kojih je
izazvan adjuvantni artritis, dosad je provedeno jedno takvo istrazivanje gdje je verificirano
kako Stakori u akutnoj fazi artritisa nisu imali nikakve promjene EKG - a, za razliku od tih
istih zivotinja u kroni¢noj fazi bolesti gdje je zabiljezeno produljenje PR i QT intervala.
Takoder, nije bilo znacajne razlike u src¢anoj akciji izmedu kontrolne skupine i skupine
zivotinja u akutnoj fazi artritisa, medutim, skupina Zivotinja u kroni¢noj fazi bolesti imala je

statisticki znacajno vise vrijednosti sr¢ane akcije (87).

1.5.2 Reumatoidni artritis i bubrezi

Premda rijetko i bubrezi takoder mogu biti zahvaceni upalom, $to zapravo pogorsava klinicki
tijek RA 1 povecava mortalitet ovih bolesnika. Jo$ uvijek nema jasnog dogovora oko
prevalencije ovakvih tegoba u RA, ali histoloska analiza bioptata bubrega ovih bolesnika sa
zahvac¢enim bubrezima pokazala je kako se u 60 - 65 % slucajeva radilo o glomerulonefritisu,
20 - 30 % o amiloidozi, nakon Cega je slijedi akutni i kroni¢ni nefritis. Takva oStecenja
posljedica su sekundarne renalne amiloidoze, nefrotoksi¢nog ucinka reumatskih lijekova
odnosno glomerulonefritisa kao ekstraartikularne manifestacije RA. Amiloidoza utjece na
prezivljenje, povisuje smrtnost 1 glavni je uzrok posljednjeg stadija renalne bolesti kod
bolesnika koji boluju od RA i nefropatije. Zbog toga RA bolesnici zahtijevaju
imunosupresivnu terapiju kako bi se prevenirale komplikacije osnovne bolesti i smanjio rizik
potrebe za dijalizom bolesnika. Medutim, dugotrajna i kombinirana farmakoterapija RA
bolesnika ukljucuje ostecenje bubrega. To se posebice odnosi na terapiju nesteroidnim
protuupalnim lijekovima i DMARD - ovima ( posebice MTX ). Opisani su i slucajevi IgA

nefropatije za vrijeme terapije leflunomidom i etanerceptom (anti - TNF - alfa). Medu RA
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nefropatijama, najéeSca histoloska lezija je mezangijalni glomerulonefritis ( 35 - 60 % ), a
slijedi je bolest minimalnih promjena ( 3 - 14 % ) te membranski glomerulonefritis, IgA

nefropatija i p - ANCA pozitivni nekrotizirajuéi kresentni glomerulonefritis (88 - 90).

Vrlo su oskudna dosad provedena ovakva istrazivanja na stakorima sa adjuvantnim artritisom,
a u prvom ovakvom istrazivanju zamijeceno je pojacano izlucivanje urina, povisene
vrijednosti kreatinina te smanjen klirens kreatinina i to 16 - ti dan nakon injiciranja adjuvansa.
Do tridesetog dana ove vrijednosti su se normalizirale te su Zivotinje Zrtvovane nakon cega je
ucinjena histoloska analiza preparata gdje su zamijecene brojne histoloske abnormalnosti kao
§to su lezije tubula sa fokalnom bazofilijom, edemom, granularnim depozitima i zadebljanjem
bazalne membrane, a promjene glomerula ukljucuju granularne depozite sa fokalnom
glomerulopatijom ( 30, 31). To su bili prvi dokazi koji su pokazali disfunkciju bubrega i
histoloske abnormalnosti tijekom ranog stadija adjuvantnog artritisa u stakora. U drugom
dosad provedenom istrazivanju na stakorima sa adjuvantnim artritisom gdje je prouc¢avana
funkcija odnosno morfologija bubrega takoder su verificirane promjene na bubrezimaito u

vidu glomerulonefritisa odnosno nefroze ( 89, 90 ).

Na kraju, mozemo reéi kako su dosad provedena istrazivanja u ovom segmentu na Stakorima
sa adjuvantnim artritisom malobrojna, odnosno, kako ne postoje istrazivanja koja medusobno
usporeduju utjecaj pentadekapeptida BPC 157, L - arginina i L - NAME na adjuvantni artritis,
srce i bubrege u Stakora s ¢im ¢emo se baviti u nagem ispitivanju. Takoder, s obzirom na
nuspojave do kojih dovode dosad upotrebljavani lijekovi za lijecenje reumatoidnog artritisa,

svakako postoji potreba za pronalazenjem nekih drugih, u¢inkovitih, ali sigurnih alternativa.
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2. HIPOTEZA

S obzirom na velik broj bolesnika koji boluju od RA i znacajne tegobe koje prozivljavaju
odlucili smo napraviti istrazivanje u svrhu utvrdivanja proupalnog djelovanja nekih novih
supstanci koje bi se mogle koristiti u svrhu lijeCenja navedenog. Stoga smo pristupili
istrazivanju na Stakorima kojima smo izazvali adjuvantni artritis, postavili glavnu hipotezu te

definirali glavni i specifi¢ne ciljeve istrazivanja.

2.1 Hipoteza

e Pentadekapeptid BPC 157, L - arginin i L - NAME pokazuju profilakti¢ki i terapijski
ucinak u Stakora kod adjuvantnog artritisa, lezija na bubrezima i srcu, te postoji

specifi¢éni meduodnos kod njihove zajednicke primjene.
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3. CILJEVI RADA

3.1 Glavni cilj istrazivanja

reducirati simptome artritisa te oCuvati funkciju zglobova $takora s adjuvantnim
artritisom primjenom BPC 157 - a, L —arginina i L - NAME i njihovih kombinacija,
te takoder djelovati na lezije na srcu i bubrezima koje ovakve zivotinje mogu razviti u

sklopu osnovne bolesti, bas kao i bolesnici koji boluju od RA.

3.2 Specificni ciljevi istrazivanja

Istraziti protuupalni u¢inak BPC 157 - a, L - arginina i L - NAME i njihovih
kombinacija na otok gleznjeva, indeks artritisa i tjelesnu tezinu u Stakora s

adjuvantnim artritisom

Verificirati histoloske i EKG promjene miokarda te laboratorijske parametre ostecenja
miokarda ( CK, LDH, AST ) u stakora s adjuvantim artritisom primjenom BPC 157 -
a, L - arginina i L - NAME te njihovih kombinacija

Verificirati histoloske promjene bubrega te laboratorijske parametre oStecenja bubrega
(urea, kreatinin, Na, K ) u stakora s adjuvantnim artritisom primjenom BPC-a 157, L

—arginina i L - NAME te njihovih kombinacija

25



4. MATERIJALI | METODE

Istrazivanje je provedeno u Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u

Zagrebu.

4.1 Pokusne Zivotinje

Pokus je proveden na Sest do osam tjedana starim zenkama Wistar Stakora, ukupno 180
Zivotinja, tezine 200 - 220 gr. Stakori su bili iz vlastitog uzgoja (nastamba za lab. Zivotinje
Zavoda za farmakologiju MEF - a Sveucilista u Zagrebu, broj reg. HR - POK - 007), a do
izvodenja pokusa boravili su u kavezima na ujednacenoj kontroliranoj sobnoj temperaturi i uz
normalnu vlaznost zraka te u uvjetima prirodnih 12 - satnih ciklusa svjetla i tame. Hranjene su
standardnom hranom, a do izvodenja kao i tijekom pokusa obadvije skupine zivotinja hranu i

vodu su dobivale ,,ad libitum*.

4.2 Lijekovi

Svi lijekovi koji su primjenjeni davani su intraperitonalno u donju desnu regiju abdomena, a

iznad mokrac¢ne cijevi kako bi izbjegli leziju mokra¢nog mjehura.

Primjenjivan je sintetski pentadecapeptid BPC 157 (GEPPPGKPADDAGLYV, M.W.1419,
Diagen, d.o.o. Ljubljana, Slovenia ). Rije¢ je o dijelu sekvence proteina BPC izoliranog iz
gastri¢nog soka covjeka koji je topiv u vodi na pH 7.0 i u fizioloskoj otopini. Pripremljen je
kako je opisano u prethodnim radovima. U eksperimentu je koristen peptid 99% ( HPLC )
Cistoce ( 1 - des - Gly peptid kao oneciscenje ) otopljen u fizioloskoj otopini u dvije doze (10
ng/kg, 10 ng/kg) (91).

Osim BPC - a, u istrazivanju su koristene jo$ dvije supstance, L - NAME (5 mg/kg )i L -
arginin ( 100 mg/kg ), (Sigma, St. Louis, MO, USA), takoder pripremljeni kako je ve¢
opisano u prethodnim radovim (92).
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Zivotinje u kontrolnim skupinama dobivale su fiziolosku otopinu u dozi 5 ml/kg.

4.3 Adjuvantni arthritis

U istrazivanju smo koristili opée prihva¢eni model adjuvantnog artritisa (93 - 96). Naime,
zivotinje su imunizirane Freundovim kompletnim adjuvansom ( Sigma, SAD ) koji sadrzi 1
mg toplinom umrtvljenih Mycobacteria tuberculose otopljenih u 1 ml tekuéeg parafina. Sve
zivotinje su nulti dan pokusa primile intradermalnu injekciju adjuvansa u koli¢ini od 0,2 ml

emulzije u bazu repa ( 78, 98).

4.4 Eksperimentalna procedura

Slu€ajnim odabirom zivotinje su podijeljene u 18 skupina, tako da je u svakoj bilo po 10
zivotinja. Eksperimentalne skupine bile su tretirane pentadekapeptidom BPC 157 i.p. u
dozama 10 pg/kg i 10 ng/kg, L - argininom u dozi 100 mg/kg te L - NAME - om u dozi 5
mg/kg, dok su zivotinje iz kontrolne skupine dobivale fiziolosku otopinu 5 ml/kg i.p., a sve u

kombinacijama kako je prikazano u Tablici 1.

Pokus je izveden opcenito u slijepim uvjetima na naéin da istraziva¢ nije znao da li daje neku

od navedenih aktivnih supstanci ili fiziolosku otopinu, naime, to je znao mentor.

Imali smo dva protokola, preventivni i terapijski. Nakon aplikacije Freundovog adjuvansa
nulti dan pokusa, u preventivnom protokolu supstance su primjenjivane kroz Cetrnaest dana
pocevsi od prvog dana pokusa, dakle paralelno sa razvojem adjuvantnog artritisa, dok su u
terapijskom protokolu davane kroz isti vremenski period, ali po¢evsi od petnaestog dana

pokusa, tj. nakon §to je postignut maksimalan intenzitet bolesti, a zavr$no sa 28 - im danom.

Tablica 1. Dizajn istrazivanja, preventivni i terapijski protokol
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Skupine 1-14 dan - preventivni protokol 15-28 dan — terapijski protokol
Sintetski BPC 157 (10 pg/kg) i.p. + FA 10 10
Sintetski BPC 157 (10 ng/kg) 1.p. + FA 10 10
L —arginin (100 mg/kg) i.p + FA 10 10
L—NAME (5 mg/kg) i.p. +FA 10 10
Sintetski BPC 157 (10 pg/kg) +
L — NAME (5 mg/kg i.p.) + FA 10 10
L —NAME (5 mg/kg) + L—arginin (100
mg/kg) i.p. + FA 10 10
L —arginin (100 mg/kg) 1.p.
+ sintetski BPC 157 (10 pg/kg) i.p. + FA 10 10
L —arginin (100 mg/kg) i.p + L — NAME
(5 mg/kg) + sintetski BPC 157
(10 pg/kg) i.p. + FA 10 10
Kontrola (0,9 % NaClI, 5 mI/’kg) 1.p. + FA 10 10

4.5 Tijek pokusa

| dio pokusa:

U prvom dijelu istrazivanja Zivotinje SU randomizacijom podijeljene u 9 skupina (10 Zivotinja

po skupini, ukupno 90 zivotinja). Osam eksperimentalnih skupina ¢inile su tretirane zivotinje,

a jednu skupinu kontrolne Zivotinje.
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A) Preventivni protokol:

. vaganje i obiljezavanje zivotinja
. aplikacija Freundovog adjuvansa intradermalno u bazu repa nulti dan pokusa
. svakodnevna primjena BPC - a 157 i.p., L - arginina i L - NAME te njihovih medusobnih

kombinacija u eksperimentalnim skupinama, u dozama i kombinacijama koje su navedene
u Tablici 1 (istraziva¢ ne zna §to daje, zna mentor) u periodu od 1 - og do 14 - og dana
pokusa. Kontrolna skupina Zivotinja primala je ekvivalentnu koli¢inu 0.9 % otopine NaCl -

a u dozi 5 ml/kg, takoder intraperitonealno.

. prac¢enje zivotinja uz svakodnevno fotografiranje stopala i gleZznjeva nozica u vrijeme

promatranja od 1 - og do 14 - og dana pokusa (fotoaparat Olympus mju 300) kada se
oc¢ekuje i maksimalan intenzitet bolesti. Intenzitet artritisa na Sapama ocijenjivan je
svakodnevno od strane nepristranog promatraca i bodovan prema skali modificiranoj prema
radu Sikiri¢ i suradnici (23) gdje je 0 = nema crvenila niti otoka, 1 = blage promjene, 2 =

umjerene promjene, 3 = teske promjene, a 4 = izrazito teske promjene (23).

5. vaganje zivotinja 14 - ti dan pokusa

B) Terapijski protokol :

4.

5.

. vaganje 1 obiljeZzavanje Zivotinja
. aplikacija Freundovog adjuvansa intradermalno u bazu repa nulti dan pokusa

. pracenje razvoja adjuvantnog artritisa kroz sljedec¢ih 14 dana uz svakodnevno

fotografiranje od 1 - og do 14 - og dana pokusa

. svakodnevna primjena BPC 157, L - arginina i L- NAME u eksperimentalnim skupinama, u

dozama i kombinacijama koje su navedene u Tablici 1, odnosno 0.9% NaCl - a u kontrolnoj
skupini (istraziva¢ ne zna §to daje, zna mentor) u periodu od 15-0g do 28 - og dana

pokusa. Sve supstance primjenjene su intraperitonealno

pracenje zivotinja uz svakodnevno fotografiranje stopala i gleznjeva nozica (fotoaparat
Olympus mju 300) od 1 - og do 28 - og dana pokusa. Intenzitet artritisa na Sapama
ocijenjivan je svakodnevno od strane nepristranog promatraca i bodovan prema skali

kako je opisano u preventivnom protokolu

vaganje zivotinja 14 —ti i 28 — mi dan pokusa
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Il dio pokusa:

A) Preventivni protokol:

1. po provodjenju i zavrSetku terapije 14 - ti dan pokusa, izvrSena je anestezija Zivotinja
kombinacijom anestetika Ketamine — HCI 50 — 60 mg/kg + Xylazine - HCI 5 - 10 mg/kg
i.p.

2. snimanje EKG-a u polozaju na ledima, pomocu elektroda koje smo metalnim iglicama
pri¢vrstili za kozu na sva 4 ekstremiteta zivotinje

3. uzimanje uzoraka krvi za biokemijsku analizu venepunkcijom iz gornje Suplje vene radi
odredivanja razine enzimskih markera oste¢enja miokarda (AST, CK, LDH) te parametara
bubrezZne lezije (urea, kreatinin, Na, K). Svi uzorci analizirani su na isti na¢in, s pomocu
postupaka uobi¢ajenih u Klinickom Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KB Dubrava.

5. zrtvovanje zivotinja predoziranjem istom, gore navedenom kombinacijom anestetika

6. otvaranje prsista i abdomena radi odstranjivanja srca i bubrega za patohistolosku analizu

7. odstranjivanje ekstremiteta radi patohistoloske i radioloske analize (RTG).

Materijal koji je koristen (tkivo srca, bubrega i zglobova), obraden je standardnom
histoloskom metodom koja ukljucuje fiksaciju tkiva u 10 % puferiranom formalinu i
uklapanje u parafinske blokove, rezanje na debljinu od 5 um, deparafiniziranje i bojenje
standardnom metodom hemalaun - eozin (HE). Tkivo kosti prethodno je obradeno u otopini

4 % kloridne i 5 % mravlje kiseline. Sve procjene ostec¢enja provodio je isti ispitivac, lijec¢nik
patolog u Zavodu za patologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, a koji nema
podatke o ispitanicima. Na kostanim histoloskim preparatima gledano je zadebljanje sinovije,
proliferacija povrsinskih stanica, postojanje viloznih struktura, postojanje kroni¢nog upalnog
infiltrata i postojanje erozija kosti unutar zgloba. Ovi elementi analizirani su
semikvantitativno prema sljedec¢im kriterijima: zadebljanje sinovije (0 - nema, 1 - blago, 2 -
umjereno, 3 - jako), proliferacija povrsinskih stanica ( 0 - nema, 1 - blaga, 2 - umjerena, 3 -
izrazena), postojanje viloznih struktura ( 0 - ne, 1 postojanje pokoje vilozne strukture, 2 -
postojanje umjerenog broja viloznih struktura, 3 - postojanje velikog broja viloznih struktura),
kroni¢ni upalni infiltrat ( O - ne nalazi se, 1 - oskudan, 2 - umjeren, 3 - obilan), erozija kosti (0
- ne, 1 - da).
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Na histoloskim preparatima miokarda srca gledana je prisutnost upalnog infiltrata s obzirom
na njegovu kvalitetu i kvantitetu te eventualno formiranje mikroapscesa. Promjene miokarda
ocjenjene su prema sljede¢im kriterijima: 0 - nema promjena, 1 - osudan upalni infiltrat, 2 -

srednje obilan upalni infiltrat, 3 - obilan upalni infiltrat, 4 - mikroapscesi.

Na histoloskim preparatima bubreznog parenhima analiziran je upalni infiltrat te postojanje ,,
celularnih polumjeseca”. Ovi elementi analizirani su s obzirom na njihovu kvalitetu i
kvantitetu prema slijede¢im kriterijima: 0 — nema upalnog infiltrata, 1 — oskudan upalni
infiltrat, 2 — umjereno obilan upalni infiltrat, 3 — obilan upalni infiltrat, 4 — formirani

polumjeseci.

U svih zivotinja uc¢injena je i rendgenska analiza gleznjeva i stopala sapa. Kostano ostecenje
ocijenjeno je od strane radiologa vrijednostima od 0 - 3, gdje 0 = nema otoka niti destrukcije
kosti, 1 = edem i blago kostano ostec¢enje, 2 = umjerene erozije kosti, 3 = teske kostane
erozije (98). Sve procjene oSteéenja ocijenio je isti ispitiva¢ U Zavodu za dijagnosticku i

intervencijsku radiologiju KBC-a Zagreb koji nije imao podatke o testiranim zivotinjama.

B) Terapijski protokol:

1. po provodjenju i zavrsetku terapije 28 - mi dan pokusa, zivotinje su anestezirane
kombinacijom anestetika Ketamine - HCI 50 - 60 mg/kg + Xylazine - HCI 5 - 10 mg/kg
i.p.

2. snimanje EKG-a u polozaju na ledima, pomocu elektroda koje smo metalnim iglicama

pricvrstili za kozu na sva 4 ekstremiteta Zivotinje

. uzimanje uzorka krvi za biokemijsku analizu venepunkcijom gornje Suplje vene

. Zrtvovanje zivotinja predoziranjem istom, gore navedenom kombinacijom anestetika

. otvaranje prsista i abdomena radi odstranjivanja srca i bubrega za patohistolos$ku analizu

N OO WD W

. odstranjivanje ekstremiteta radi patohistoloske i radioloske analize (RTG).

Uzeta krv 1 tkiva obradena su i analizirana kako je ve¢ prethodno navedeno u preventivhom

protokolu.
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4.6 Pracenje elektrokardiografskih promjena

Sukladno prihva¢enim normama i zahtjevima Etickog povjerenstva, Zivotinje Smo prije
snimanja EKG-a anestezirali kako je prethodno objasnjeno. EKG je sniman u anesteziranih
zivotinja koje su tijekom snimanja stavljene u ledni polozaj, a elektrode EKG-a su im
metalnim iglama bile pricvr§¢ene za kozu sva Cetiri ekstremiteta.

Elektrokardiografske promjene pracene Su prije Zrtvovanja, EKG se snimao tijekom 2 minute
u tri standardna odvoda na monitoru Medtronic Analyser programera, kao i Sony kamerom.

EKG u stakora iz kontrolne skupine sluzio je kao kontrolni patoloski nalaz.

Promatrani parametri su:

1. trajanje P - R intervala

2. amplitude R valova

3. sr¢ana frekvencija

EKG je pri tom bio bazdaren na visinu amplitude 0.5 mV/cm, a brzina snimanja bila je 100

mm/sekundi.

4.7 StatistiCka obrada podataka

Prikupljeni podaci obradeni su u programskom paketu STATISTICA 10.0
(www.statsoft.com).

Analiza distribucije podataka testirana je Kolmogorov - Smirnof testom. Za normalno
distribuirane podatke koristen je ANOVA test i prikladni post - hoc testovi.

Koristenje sinergicnog soja Wistar Stakora, postupka randomizacije, navedenog nacina
usporedbe, te jednakog broja Zivotinja u svim skupinama omogucilo je primjenu analize
varijance, ANOVA testa.

Pri obradi, nul - hipoteza je bila da skupine pripadaju istoj populaciji. Razlike su pripisane
slu¢aju, $to je testirano parametrijskim metodama i odgovaraju¢im post - hoc testovima.
Elektrokardiografski parametri testirani su parametrijskom metodom analize varijance
(ANOVA), a kod odbacivanja nul - hipoteze je koriSten najkonzervativniji posthoc test,

Scheffeov test, zbog najmanje lazno pozitivnih rezultata. Grani¢na vrijednost uteza je bila o =
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0.05. Ako bi test pokazao p > 0.05 nul - hipoteza je bila prihvacena, a u slucajevima kada je p

< 0.05 nul - hipoteza je bila odbacena.
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5. REZULTATI

5.1.1 Promjene u EKG - u

Kod zivotinja kod kojih je izazvan adjuvantni artritis verificirane su promjene u EKG - u koje
odgovaraju kriterijima EKG - a u miokarditisu. Tipicna EKG promjena za miokarditis jest

prolongacija PR intervala, smanjenje voltaze QRS kompleksa i porast sr¢ane frekvencije (99).

U odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja, sve ove navedene promjene su znacajno umanjene
primjenom BPC - a 157 u obadvije doze (10 pgr/kg, 10 ng/kg i.p.) i u obadva tretmana
(profilaktickom i terapijskom). Modulacija aktivnosti NO sustava djelovanjem L - NAME i
L — arginina takoder dovodi do promjena EKG - a kod miokarditisa. L - NAME je djelovao
sinergisticki sa BPC - om 157 i pri tome umanjio znakove miokarditisa u EKG - u, dok je L -
arginin djelovao antagonisticki te pogorSano navedene tegobe. Istovremena primjena L -
NAME i L - arginina nije znacajno utjecala na EKG oboljelih zivotinja. Takoder, istovremena

primjena L - NAME i L - arginina nije utjecala na pozitivne ué¢inke BPC 157 na EKG.

Slike 1 - 4 prikazuju bazalni EKG Stakora te EKG sa vidljivim patolo§kim promjenama.

ECG Lead | wm% PR SRS PRGBS PR
DB

ECG Lead 1| H A
DEOD

Slika 1. bazalni EKG $takora
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Slika 2. Produljenje P — R interval verificirano kod Zivotinja oboljelih od miokarditisa

Slika 3. Ubrzana sr¢ana frekvencija uz PQ prolongaciju kod Zivotinja oboljelih od miokarditisa
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Slika 4. Snizena visina R vala u pacijenata oboljelih od miokarditisa

U¢inak BPC - a 157 na trajanje P - R intervala, visinu R valova te sr¢anu frekvenciju u
profilaktickom i terapijskom protokolu prikazan je tabli¢no (tablica 2 - 7) i graficki na

slikama 5 - 10.

A ) PROFILAKTICKI PROTOKOL

Tablica 2. PR interval (msec) tretiranih Zivotinja prema skupinama 14 - ti dan pokusa (O - ti dan Zivotinje su
primile Freundov adjuvans, a nakon toga su svakodnevno tretirane supstancama kako je u tablici navedeno, a

prema skupinama)

BPC
L-NAME BPC 157 BPC 157
0.9% BPC BPC L L 5mg/k 17 10pg/kg 10pg/kg ip L
- - m 1] -
NaCl - _ 0/Kg 10pg/ke _ ng ng/kg 1p
=0 157 157 NAME | arginine ip +L- 0+ L ip+L- NAME
. i -
10pg/kg | 10ng/kg | 5mg/kg | 100mg/kg | arginine P arginine | 5mg/kg ip + L-
ml/kg . . . . NAME o
. ip ip ip ip 100mg/kg 100mg/kg arginine
ip . 5mg/kg . .
ip . ip 100mg/Kkg ip
p
65+ 8 35+6 40+4 45+4 88+5 60+5 44 +6 38+7 46 +4
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Tablica 3. Amplitude R valova (mV) tretiranih zivotinja prema skupinama 14 - ti dan pokusa (0 - ti dan Zivotinje

su primile Freundov adjuvans, a nakon toga su svakodnevno tretirane supstancama kako je u tablici navedeno, a

prema skupinama)

0.9% NaCl BPC 157 BPC 157 L-NAME L-arginine L-NAME BPC 157 BPC 157 BPC 157
50ml/kgip | 10pg/kg ip 10ng/kg ip 5mg/kg ip 100mg/kg 5mg/kg ip 10pg/kg ip 10pg/kg ip 10pg/kg ip
ip +L- + L-NAME +L- L-NAME
arginine 5mg/kg ip arginine 5mg/kg ip +
100mg/kg 100mg/kg L-arginine
ip 100mg/kg
ip
0,7+ 0,11 14+0,16 1,34+0,1 1,1+01 03+0.1 0,6 +0,14 1,28 +0,12 1,33+ 0,11 1,43+0,17

Tablica 4. Sr¢ana akcija (broj otkucaja/min) tretiranih Zivotinja prema skupinama Zivotinja 14-ti dan pokusa (0-ti

dan zZivotinje su primile Freundov adjuvans, a nakon toga su svakodnevno tretirane supstancama kako je u tablici

navedeno, a prema skupinama)

0.9% BPC 157 BPC 157 L- L-arginine L-NAME BPC 157 BPC 157 BPC 157 10pg/kg ip L-
NaCl 10pg/kg .i.p 10ng/kg NAME 100mg/Kg i.p. 5mg/kg ip +L- | 10pg/kg ip + L- | 10pg/kgip + L- | NAME 5mg/kg ip + L-
5.0 ml/kg i.p. 5mg/kg arginine NAME 5mg/kg arginine arginine 100mg/kg i.p.
i.p. i.p. 100mg/Kg i.p. i.p. 100mg/Kg i.p.
610+ 34 398 + 44 424 + 27 454 + 16 775+ 22 592 +21 411+ 35 461 + 17 422 + 22
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100 | PR interval 00.9% NacCl

(msec) * 5.0ml/kg ip
90 - ,
MBPC 157 10ug/kg ip
80 -
OBPC 157 10ng/kg ip
70 -
60 - B L-NAME 5mg/kg ip
50 * B L-arginine 100mg/kg
* ’f b
40 _
1 B L-NAME 5mg/kg ip
20 +L-arginine 100mg/kg
i
B ng’C 157 10pg/kg ip +
20 - L-NAME 5mg/kg ip
EBPC 157 10pg/kg ip +
10 1 L-arginine 100mg/kg
i
0 a ngC 157 10ug/kg ip L-

NAME 5mg/kg ip + L-
arginine 100mg/kg ip

Slika 5. Vrijednosti PR intervala medu tretiranim skupinama zivotinja 14 - ti dan pokusa (0 - ti dan Zivotinje su
primile Freundov adjuvans, a nakon toga su svakodnevno tretirane supstancama kako je navedeno u grafu, a

prema skupinama). * p < 0,05

1.8 7 Rval amplituda (mV) 00.9% MaCl
5.0mlfkeg ip
* )
1,6 - L] W BPC157 10pg/kg ip
* [
14 4 ‘ D BPC157 10ng/ke ip
1.2 1 B L-NAME Smgfkg ip
1 <
BL-arginine 100mg/kg
I=
0.8
I L-NAME Smg/kg ip +L-
arginine 100mg/kg ip
0,6 1
EEBPC157 10pg/ke ip +
L-MAME 5mg/kg ip
0.4
EBPC157 10ug/ke ip +
02 - L-arginine 100mg/kg
ip
EEBPC157 10pug/ke ip L-
0 NAME Smg/kg ip + L-

arginine 100mg/kg ip

Slika 6. Vrijednosti R vala medu tretiranim skupinama zivotinja 14 - ti dan pokusa (0 - ti dan zivotinje su primile
Freundov adjuvans, a nakon toga su svakodnevno tretirane supstancama kako je u grafu navedeno, a prema
skupinama). * p < 0,05
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Slika 7. Vrijednosti sréane frekvencije medu tretiranim skupinama zivotinja 14 - ti dan pokusa (O - ti dan

sréana frekvencija
|broj otkucaja/min)

HH %

O 0.9% MaCl
5.0mljke ip

WEBPC157 10pg/ke ip

@ BPC157 10ng/ke ip

B L-NAME 5mg/ke ip

B L-arginine 100mg/kg ip

[3 L-MAME 5mg/ke ip +L-
arginine 100mg/kg ip

EBPC157 10ug/keip + L-
MAME Smg/kg ip

B BPC157 10pg/kg ip + L-
arginine 100mg/kg ip

F1BPC157 10pg/ke ip L-
NAME Smg/kg ip +L-
arginine 100mg/kg ip

zivotinje su primile Freundov adjuvans, a nakon toga su svakodnevno tretirane gore supstancama kako je u grafu

navedeno, a prema skupinama). * p < 0,05

B) TERAPIJSKI PROTOKOL

Tablica 5. Vrijednosti PR intervala (msec) prema skupinama zivotinja 28 - ti dan pokusa (O - ti dan zivotinje su

primile Freundov adjuvans, 14 dana se promatrao razvoj adjuvantnog artritisa, a a nakon toga od 15 - 28 dana

svakodnevno su prema skupinama tretirane supstancama kako je navedeno u tablici)

BPC
L-NAME BPC 157 BPC 157
0.9% BPC BPC L L 5mg/k 17 10pg/k 10pg/kg ip L
- - m 1 -
NaCl - - 9/kg 1ong/kg . ng/kg ng/kg 1p
50 157 157 NAME | arginine ip +L- 04 L ip+L- NAME
. i -
10pg/kg | 10ng/kg | 5mg/kg | 100mg/kg | arginine P arginine | 5mg/kg ip + L-
ml/kg . . . . NAME .
. ip ip ip ip 100mg/kg 100mg/kg arginine
ip . 5mg/kg . .
ip . ip 100mg/kg ip
p
68+7 40+ 5 44 +8 49+ 6 92+7 65+3 35+4 38+5 42+6

Tablica 6. Vrijednosti R val amplituda (mV) prema skupinama zivotinja 28 - ti dan pokusa pokusa (0 - ti dan

zivotinje su primile Freundov adjuvans, 14 dana se promatrao razvoj adjuvantnog artritisa, a a nakon toga od 15

- 28 dana svakodnevno su prema skupinama tretirane supstancama kako je navedeno u tablici)
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0.9% NaCl BPC 157 BPC 157 L-NAME L-arginine L-NAME BPC 157 BPC 157 BPC 157
50ml/kgip | 10pg/kg ip 10ng/kg ip 5mg/kg ip 100mg/kg 5mg/kg ip 10pg/kg ip 10pg/kg ip 10pg/kg ip

ip +L- + L-NAME +L- L-NAME
arginine 5mg/kg ip arginine 5mg/kg ip +

100mg/kg 100mg/kg L-arginine

ip ip 100mg/kg

ip

05+ 01 133+014 | 1,24+0,11 | 0,96 +0,16 0,26 +0,1 0,58 +0,14 1,28+0,1 1,3+ 0,12 1,28 +0,18

Tablica 7. Vrijednosti sréane akcije (broj otkucaja/min) prema skupinama Zivotinja 28 - mi dan pokusa (0 - ti dan

zivotinje su primile Freundov adjuvans, 14 dana se promatrao razvoj adjuvantnog artritisa, a a nakon toga od 15

- 28 dana svakodnevno su prema skupinama tretirane supstancama kako je navedeno u tablici).

0.9% NaCl | BPC 157 BPC 157 L- L-arginine L-NAME BPC 157 BPC 157 BPC 157 10pg/kg
50mlikg | 10pg/ke 10ng/kg NAME | 100mg/kg | 5mg/kgip +L- | 10pg/kgip+L- | 10pg/kg ip +L- ip L-NAME
i.p. ip i.p. 5mg/kg i.p. arginine NAME 5mg/kg arginine 5mg/kg ip + L-
i.p. 100mg/kg i.p. i.p. 100mg/kg i.p. arginine 100mg/kg
i.p.
617 +18 402 + 22 417 + 28 428 + 15 791+11 609 + 21 398 + 24 412 +19 422 +16
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120

100

80

60

40

20

PR interval {msec)

[00.9% Nacl
5.0ml/kgip

W BPC 157 10pg/kgip

O BPC 157 10ng/kgip

B L-NAME 5mg/kgip

L-arginine 100mg/kgip

B L-NAMESmg/kgip +L-
arginine 100mg/kgip

BPC 157 10ng/kgip + L-
NAME5mg/kgip

B BPC 157 10ug/kgip + L-
arginine 100mg/kgip

| @BPC 157 10ug/kgip L-
NAME 5mg/kgip + L-
arginine 100mg/kgip

Slika 8. Vrijednosti PR intervala medu tretiranim skupinama zivotinja 28 - mi dan pokusa (0 - ti dan zivotinje su

primile Freundov adjuvans, 14 dana se promatrao razvoj adjuvantnog artritisa, a nakon toga od 15 - 28 dan

svakodnevno su prema skupinama tretirane gore navedenim supstancama). * p < 0,05
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R val amplituda (mV) 00.9% Nacl

5.0mlfkg ip
1,6 1
* W EBPC157 10ug/ke ip
14 4
OBPC157 10ng/ke ip
1,2
B L-NAME 5mg/kg ip
1 4
@L-arginine 100mg/kg ip
0,8 1
BL-MAME Smg/kg ip +L-
0,6 - arginine 100mg/kg ip
EIBPC157 10pg/kgip + L-
0.4 4 MAME 5mg/kg ip
02 B®BPC 157 10pg/keip + L-
< arginine 100mg/kg ip
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Slika 9. Vrijednosti amplituda R vala medu tretiranim skupinama zivotinja 28 - ti dan pokusa (0 - ti dan Zivotinje
su primile Freundov adjuvans, 14 dana se promatrao razvoj adjuvantnog artritisa, a nakon toga od 15-28 dan

svakodnevno su prema skupinama tretirane gore navedenim supstancama). * p < 0,05
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199922,
59227
55555,
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109999,
55555
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100 - oz, B BPC 157 10pg/kgip + L-
??5‘? arginine 100mg/kg ip
9522
o 4 P222%2,

1 EBPC157 10ug/kgip L-
NAME 5mg/kgip + L-
arginine 100mg/kg ip

Slika 10. Vrijednosti sréane frekvencije medu tretiranim skupinama zivotinja 28 - ti dan pokusa (0 - ti dan
zivotinje su primile Freundov adjuvans, 14 dana se promatrao razvoj adjuvantnog artritisa, a nakon toga od 15 -

28 dan svakodnevno su prema skupinama tretirane gore navedenim supstancama). * p < 0,05
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5.1.2 Makroskopska analiza otoka zglobova

Sedam do devet dana nakon aplikacije Freundovog adjuvansa Zivotinje su razvile simptome
artritisa u vidu eritema i otoka prstiju, stopala i gleznjeva, uz ukocenost i bolnost sto je
dovodilo do otezanog kretanja posebice onih Zivotinja koje su razvile tezu klini¢ku sliku
artritisa. Nije zabiljezen otok u ostalim, proksimalnim zglobovima. Maksimalnu klinicku
ekspresiju bolesti zivotinje su razvile izmedu 12 - 0g i 14 - og dana pokusa nakon ¢ega se
prati stagnacija do blaga regresija opisanih simptoma. Oko 5 % zivotinja nije razvilo
makroskopski vidljive simptome artritisa. Te su zivotinje zamijenjene novima, a pokus je

ponovljen.

BPC 157 primjenjen u dozi od 10 ng/kg kao i u dozi od 10 pg/kg kako profilakticki, tako i
terapijski djelovao je na smanjenje simptoma artritisa (otok, eritem zglobova) te je proupalni
ucinak klinic¢ki jace izrazen kod vece primijenjene doze, medutim ta razlika nije statisticki

znacajna.

Modulacija aktivnosti NO sustava djelovanjem L - NAME i L - arginina u oba protokola
takoder dovodi do klinicki i statisticki vidljivih promjena. L - NAME smanjuje simptome
artritisa oboljelim Zivotinjama u odnosu na kontrolnu skupinu, a najsnazniji klinicki izrazen
protuupalni u¢inak u odnosu na kontrolnu skupinu ispoljila je skupina Zivotinja koja je
primala BPC - 157 + L - NAME u kombinaciji. Upravo suprotan u¢inak pokazao je L -
arginin koji je doveo do pogorSanja simptoma artritisa. Zanimljivo je da je BPC-157
primjenjen u kombinaciji sa L - argininom doveo do gotovo potpune neutralizacije patoloskog
odnosno proupalnog djelovanja L—arginina. Istovremena primjena L - NAME i L - arginina
nije imala utjecaja na tijek artritisa kao $to i istovremena primjena L - NAME i L - arginina
nije znacajno utjecala na pozitivne u€inke BPC 157 na makroskopski vidljive simptome

bolesti. Opisani rezultati graficki su prikazani na slici 11.
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Slika 11. Rezultati makroskopske analize promjena na zglobovima prema skupinama zivotinja tijekom profilakti¢kog protokola (0 - ti dan Zivotinje su primile Freundov
adjuvans, 14 dana se promatrao razvoj adjuvantnog artritisa, a zivotinje su svakodnevno primale na slici navedene supstance). Promjene zglobova izrazene su bodovima od O -

4, a rezultati su prikazani za treéi, peti, sedmi, deseti i ¢etrnaesti dan pokusa. * p < 0,05

*Bu - BPC 157 u dozi 10 pg/kg, Bn-BPC 157 u dozi 10 ng/kg, N - L — NAME, ANB - L - arginin + L - NAME + BPC 157 u dozi 10 pg/kg,A — L - arginin, AB - L - arginin
+ BPC 157 udozi 10 pg/kg, NB - BPC 157 u dozi 10 pg/kg + L - NAME, NA - L — NAME + L — arginin, K - kontrolna skupina koja je primala 0.9 % otopine NaCl
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Sto se tide terapijskog dijela pokusa, BPC - 157 primjenjen u dozi od 10 ng/kg kao i u dozi od
10 pg/kg takoder je djelovao na smanjenje simptoma artritisa s tim da je njegovo djelovanje u
mikrogramskoj dozi klinicki bilo jace izrazeno, odnosno, smanjenje simptoma artritisa kod
skupine koja je primila mikrogramsku dozu BPC 157 nastupilo je 2 dana ranije u odnosu na
skupinu Zivotinja koja je tretirana dozom u nanogramima. L - NAME je u ovom terapijskom
protokolu bio klini¢ki podjednako uc¢inkovit kao i BPC 157, a njegova ucinkovitost se moze
usporediti sa skupinom koja je primala BPC 157 u nanogramskoj dozi. Statisticki nije
dokazana znacajna razlika izmedu ove tri skupine Zivotinja. Skupina koja je bila tretirana
BPC 157 uz L - NAME postigla je jako protuupalno djelovanje i to 3 dana ranije u odnosu na
skupinu koja je tretirana samo BPC - om 157 u mikrogramskoj dozi. I ovdje su zivotinje
tretirane L - argininom imale najjace izrazene simptome osnovne bolesti, a BPC 157 u
kombinciji sa L-argininom je reducirao simptome artritisa. Istovremena primjena L - NAME i
L - arginina niti u ovom terapijskom protokolu nije imala utjecaja na tijek artritisa kao $to i
istovremena primjena L - NAME i L-arginina nije znacajno utjecala na pozitivne u¢inke BPC
—a 157. Graficki su rezultati prikazani na slici 12, a reprezentativne fotografije Sapa zivotinja

na slici 13.
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Slika 12. Rezultati makroskopske analize promjena na zglobovima prema skupinama zivotinja tijekom terapijskog protokola kroz 28 dana ( O - ti dan zivotinje su primile

Freundov adjuvans, a od 15 - 28 dana zivotinje su svakodnevno tretirane supstancama odnosno skupinama supstanci kako je navedeno na slici.)

*Bu - BPC 157 u dozi 10 pg/kg, Bn-BPC 157 u dozi 10 ng/kg, N - L — NAME, ANB - L —arginin + L — NAME + BPC 157 u dozi 10 pg/kg, A - L - arginin, AB - L —arginin
+ BPC 157 u dozi 10 pg/kg, NB-BPC 157 u dozi 10 pg/kg + L — NAME, NA - L — NAME + L — arginin, K - kontrolna skupina koja je primala 0.9 % otopine NaCl
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Slika 13. Fotografije A - 1 prikazuju Sape tretiranih pokusnih Zivotinja gdje fotografije A, D i G prikazuju
Zivotinju sa maksimalno eksprimiranim simptomima bolesti u vidu otoka zglobova i eritema odnosno lividiteta
nadlezece koze 14 — ti dan pokusa (zivotinje su nulti dan pokusa imunizirane Freundovim adjuvansom), slike B,
E i H prikazuju tu istu zivotinju nakon tretmana sa BPC 157 od 14 - 28 dana pokusa, ovdje 28 - mi dan pokusa.
Slike C, F i | prikazuju kontrolnu Zivotinju 28 dan pokusa (kontrolna skupina Zivotinja je nulti dan imunizirana

Freundovim adjuvansom nakon ¢ega se 28 dana pratio razvoj artritisa).
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5.1.3 RadioloSka analiza

Prve promjene koje se verificiraju radioloski jest otok mekih tkiva u podrucju boleséu
zahvacenih zglobova. Kasnije se uo¢ava osteopenija, suZzenja zglobnih prostora, razvoj
kostanih erozija i skleroza kosti. U profilaktiCkom protokolu erozije kosti bile su rijetko
izrazene vjerojatno zbog jos uvijek akutne faze upalnog procesa, dok je ekspresija ovakvih
lezija bila ¢esc¢a u terapijskom dijelu pokusa. Slika 14 i 15 graficki prikazuje rezultate

radioloskog testiranja 14 - ti odnosno 28 - mi dan pokusa.

med (min.max)

a4

Bu Bn AB ANB A N NB NA K

Slika 14. Rezultati radioloske analize rendgenskih slika kostiju tretiranih Zivotinja 14 - ti dan pokusa izraZeni su
bodovima 0-3 (Zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a potom su svakodnevno od 1 - 14 - og dana

primale terapiju prema skupinama kako je na slici navedeno). * p < 0,05

*Bu - BPC 157 u dozi 10 pg/kg, Bn - BPC 157 u dozi 10 ng/kg, N - L — NAME, ANB - L —arginin + L —
NAME + BPC 157 u dozi 10 pg/kg, A— L - arginin, AB - L — arginin + BPC 157 u dozi 10 pg/kg, NB - BPC
157 u dozi 10 pg/kg + L — NAME, NA-L — NAME + L — arginin, K - kontrolna skupina koja je primala 0.9 %
otopine NaCl
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Slika 15. Rezultati radioloske analize rendgenskih slika kostiju tretiranih Zivotinja 28 - mi dan pokusa izrazene
bodovima O - 3 (zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, potom se pratio razvoj kroz 14 dana nakon
¢ega su svakodnevno od 15 — 28 - og dana primale terapiju prema skupinama kako je na slici navedeno). * p <
0,05

*Bu - BPC 157 u dozi 10 pg/kg, Bn - BPC 157 u dozi 10 ng/kg, N - L — NAME, ANB - L —arginin + L —
NAME + BPC 157 u dozi 10 ug/kg,A — L - arginin, AB - L — arginin + BPC 157 u dozi 10 pg/kg, NB - BPC 157
u dozi 10 pg/kg + L — NAME, NA - L — NAME + L — arginin, K - kontrolna skupina koja je primala 0.9 %
otopine NaCl

I ovdje mozemo vidjeti pozitivne ué¢inke BPC - a 157 na upalne promjene. Bodovanje
radioloskih promjena pokazalo je statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih promatranih
skupina i kontrolne skupine u oba protokola. BPC 157 u dozi od 10 ng/kg, a tako i u dozi od
10 pg/kg primjenjen kako profilakticki, tako i terapijski djelovao je na smanjenje radioloski
verificiranih znakova artritisa. Ispitivanje aktivnosti NO sustava djelovanjem L - NAME i L -
arginina u oba tretmana takoder dovodi do radioloski vidljivih promjena koje su bile jace
izrazene u terapijskom protokolu. L - NAME je djelovao tako da smanjuje znakove upalnih
promjena, medutim ta razlika nije bila statisticki znacajna u odnosu na kontrolnu skupinu
zivotinja. BPC + L - NAME u kombinaciji ispoljili su protuupalni u¢inak koji je bio
podjednak uc¢inku BPC - a 157 primjenjenog samostalno. Upravo suprotan ucinak ispoljio je
L - arginin kod kojeg su u profilaktickom protokolu radioloski znakovi artritisa podjednako
izrazeni kao 1 u kontrolnoj skupini Zivotinja, odnosno, klini¢ki jace izrazeni u terapijskom
protokolu, medutim razlika u izrazenosti radioloskih znakova artritisa u odnosu na kontrolnu

skupinu nije statisticki znac¢ajna. BPC - 157 primjenjen u kombinaciji sa L - argininom doveo
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je do djelomic¢ne neutralizacije proupalnog djelovanja L - arginina, a istodobna primjena L -
NAME i L - arginina nije imala utjecaja na protuupalni u¢inak BPC - a 157. L - NAME i L -
arginin primijenjeni zajedno ne dovode do promjena radioloskih znakova artritisa u odnosu na

kontrolnu skupinu Zivotinja. Slike 16 - 20 prikazuju reprezentativne primjerke rendgenograma

Sapa testiranih Zivotinja.

Slika 16. RTG snimka $apa zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa koje su tretirane BPC - om 157 14 - ti dan
pokusa (zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a potom su svakodnevno od 1 — 14 - og dana primale
BPC 157 u dozi 10 pg/kg). Snimka pokazuje urednu strukturu kosti.

Slika 17. RTG snimka Sapa Zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa koje su tretirane BPC - om 157, 28 - mi
dan pokusa (zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a potom se kroz 14 dana pratio razvoj
adjuvantnog artritisa; terapijsko djelovanje zapoceto je 15 — ti dan kada su zivotinje svakodnevno od 15 — 28 - og

dana primale BPC 157 u dozi 10 pg/kg). Snimka pokazuje urednu strukturu Kosti.
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Slika 18. RTG snimka Sapa kontrolne Zivotinje oboljele od adjuvantnog artritisa 14 — ti dan pokusa (zivotinje su
nulti dan primile Freundov adjuvans, a potom se kroz 14 dana pratio razvoj adjuvantnog artritisa).

Rendgenogram pokazuje suZzenje zglobnih prostora, mjestimice koStane erozije.

Slika 19. RTG snimka $apa zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa kontrolnih zivotinja 28 - mi dan pokusa
(zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a potom se kroz 28 dana pratio razvoj adjuvantnog artritisa).

Snimka pokazuje suzenje zglobnih prostora, sklerozu kosti i koStane erozije.
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Slika 20. RTG snimka $ape Zivotinje oboljele od adjuvantnog artritisa koja je tretirana L - argininom 28 — mi dan
pokusa (zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a potom se kroz 14 dana pratio razvoj adjuvantnog
artritisa; terapijsko djelovanje zapoceto je 15 — ti dan kada su zivotinje svakodnevno od 15-28-og dana primale L
- arginin u dozi 100 mg/kg). Snimka pokazuje otok mekih tkiva uz suzenje zglobnih prostora, ko$tane erozije te

demineralizaciju kosti.

5.1.4 Histoloska analiza

Analizom histoloskih preparata Sapa zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa, bojanih
hematoksilin - eozinom, uocene su razlike u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja.
Verificirane su upalne promjene u vidu hipertrofije sinovije odnosno obilnog upalnog
infiltrata tkiva kod kontrolne skupine Zivotinja, kako u profilakti¢kom, tako i u terapijskom
protokolu. Histoloski preparati zivotinja tretiranih BPC - om 157 pokazali su zna¢ajno manje
izrazene znakove upalnog procesa u odnosu na kontrolnu skupinu. Slike 21 i 22 prikazuju
rezultate histoloSke analize graficki, a slike 23 - 27 prikazuju reprezentativne primjerke

histoloSkih preparata (profilakticki i terapijski protokol).
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Slika 21. Rezultati histoloske analize gleZnjeva tretiranih Zivotinja 14 - ti dan (Zivotinje su nulti dan primile

Freundov adjuvans, a potom su svakodnevno od 1 - 14 - og dana primale terapiju prema skupinama kako je na
slici navedeno). * p < 0,05

*Bu - BPC 157 u dozi 10 pg/kg, Bn - BPC 157 u dozi 10 ng/kg, N - L — NAME, ANB - L —arginin + L —
NAME + BPC 157 u dozi 10 ug/kg,A-L - arginin, AB - L — arginin + BPC 157 u dozi 10 pg/kg, NB - BPC 157
u dozi 10 pg/kg + L - NAME, NA - L - NAME + L - arginin, K - kontrolna skupina koja je primala 0.9 %
otopine NaCl
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Slika 22. Rezultati histoloske analize gleznjeva tretiranih Zivotinja 28 - mi dan pokusa (Zivotinje su nulti dan
primile Freundov adjuvans, potom se pratio razvoj artritisa kroz 14 dana; od 15 — 28 - og dana Zivotinje su

primale terapiju prema skupinama kako je u grafu navedeno). * p < 0,05

*Bu-BPC 157 u dozi 10 pg/kg, Bn-BPC 157 u dozi 10 ng/kg, N - L — NAME, ANB - L — arginin + L - NAME
+ BPC 157 udozi 10 pg/kg,A - L - arginin, AB- L — arginin + BPC 157 u dozi 10 pg/kg, NB-BPC 157 u dozi
10 pg/kg + L — NAME, NA-L - NAME + L — arginin, K - kontrolna skupina koja je primala 0.9 % otopine
NaCl
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Slika 23. Histoloski preparat tkiva gleznja stakora prikazuje blago zadebljanje sinovije i blagu proliferaciju
povrsinskih stanica (kontrolna skupina 14 - ti dan pokusa, zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a

potom se kroz 14 dana pratio razvoj adjuvantnog artritisa), hemalaun - eozin, Olympus BX50, povecanje 40x

Slika 24. Histoloski preparat tkiva gleznja Stakora prikazuje obilan upalni infiltrat, formirane vilozne strukture
(kontrolna skupina 14 — ti dan pokusa, zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a potom se kroz 14 dana
pratio razvoj adjuvantnog artritisa), hemalaun - eozin, Olympus BX50, povecanje 20x
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Slika 25. Histoloski preparat tkiva gleZznja Stakora prikazuje veci broj viloznih struktura s prisutnim upalnim
infiltratom u stromi (kontrolna skupina 28 — ti dan pokusa, zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a

potom se kroz 28 dana pratio razvoj adjuvantnog artritisa), hemalaun-eozin, Olympus BX50, povecanje 20x

Slika 26. Histoloski preparat tkiva gleznja Stakora prikazuje sinoviju koja nije zadebljana, bez znacajnije
proliferacije povrSinskih stanica, s vrlo oskudnim mononuklearnim upalnim infiltratom te kost koja je bez erozije
(tretirana skupina 14 — ti dan pokusa, zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a potom su od 1 — 14 - og
dana svakodnevno primale BPC 157 u dozi 10ug/kg), hemalaun - eozin, Olympus BX50, povecanje 20x
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Slika 27. Histoloski preparat tkiva gleznja Stakora prikazuje sinoviju koja nije zadebljana, a proliferacija
povrsinskih stanica je blaga (tretirana skupina 28 — mi dan pokusa, zivotinje su nulti dan primile Freundov
adjuvans, a potom se kroz 14 dana pratio razvoj adjuvantnog artritisa; od 15 — 28 - og dana pokusa Zivotinje su
svakodnevno primale BPC 157 u dozi 10pg/kg), hemalaun - eozin, Olympus BX50, povecanje 40x

Takoder su analizirani i histoloski hemalaun - eozinski preparati miokarda srca te bubreznog
parenhima na povecanju 20 i 40x te se gledala prisutnost upalnih infiltrata s obzirom na
njihovu kvalitetu i kvantitetu te eventualno formiranje mikroapscesa. Radila se kvalitativna
histoloska analiza kojom su nadene blaze upalne promjene na miokardu u kontrolnoj skupini
zivotinja.

med (min,max)
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Slika 28. Rezultati histoloske analize miokarda tretiranih Zivotinja 14 - ti dan pokusa (zivotinje su nulti dan
primile Freundov adjuvans, a potom su svakodnevno od 1 — 14 - og dana primale terapiju prema skupinama kako
je u grafu navedeno) * p < 0,05
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“Bp - BPC 157 u dozi 10 pg/kg, Bn - BPC 157 u dozi 10 ng/kg, N - L — NAME, ANB - L — arginin + L —
NAME + BPC 157 u dozi 10 pg/kg, A - L - arginin, AB- L — arginin + BPC 157 u dozi 10 pg/kg, NB-BPC 157
udozi 10 ug/kg + L — NAME, NA-L — NAME + L —arginin, K - kontrolna skupina koja je primala 0.9 %
otopine NaCl
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Slika 29. Rezultati histoloSke analize miokarda tretiranih zivotinja 28 - mi dan pokusa (Zivotinje su nulti dan
primile Freundov adjuvans, potom se pratio razvoj kroz 14 dana nakon ¢ega su svakodnevno od 15 - 28 - og

dana primale terapiju prema skupinama kako je u grafu navedeno) * p < 0,05

*Bu - BPC 157 u dozi 10 pg/kg, Bn - BPC 157 u dozi 10 ng/kg, N - L - NAME, ANB - L - arginin + L - NAME
+ BPC 157 udozi 10 pg/kg, A - L - arginin, AB - L - arginin + BPC 157 u dozi 10 pg/kg, NB-BPC 157 u dozi
10 pg/kg + L - NAME, NA - L - NAME + L - arginin, K - kontrolna skupina koja je primala 0.9 % otopine NaCl

Na preparatima tkiva bubrega kontrolne skupine zivotinja verificirana je nesto pojacana
celularnost mezangija u podruc¢ju glomerula sto moze biti znak pocetka glomerulonefritisa.
Medutim, na temelju ove izolirane odrednice ne mozemo sa sigurnoséu tvrditi kako je rije¢ o
glomerulonefitisu, odnosno, to je samo znak kako se pojavio odgovor na odredeni podrazaj.

Histoloske preparate tkiva bubrega i srca prikazuju slike 28 - 31.
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Slika 28. Histoloski preparat tkiva bubreznog parenhima zivotinje tretirane BPC - om 157 prikazuje urednu
strukturu glomerula (tretirana skupina 14 — ti dan pokusa, Zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a

potom su svakodnevno primale BPC 157 u dozi 10 pg/kg); hemalaun - eozin, Olympus BX50, povecanje 40x

Slika 29. Histoloski preparat tkiva bubreznog parenhima kontrolne skupine Zivotinja prikazuje poja¢anu
celularnost mezangija (kontrolna skupina 14 — ti dan pokusa, zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a

potom se kroz 14 dana pratio razvoj adjuvantnog artritisa), hemalaun - eozin, Olympus BX50, povecanje 40x
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Slika 30. Histoloski preparat miokarda $takora prikazuje urednu strukturu misi¢nih vlakana skupine tretirane
BPC - om 157 (tretirana skupina 28 — mi dan pokusa, zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a potom
se kroz 14 dana pratio razvoj adjuvantnog artritisa; od 15 - 28 - og dana pokusa Zivotinje su svakodnevno

primale BPC 157 u dozi 10pg/kg), hemalaun - eozin, 40x povecanje, Olympus BX50, povecanje 40x

Slika 31. Histoloski preparat miokarda zivotinje pokazuje oskudan upalni infiltrat (kontrolna skupina 28 — mi
dan pokusa, zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a potom se kroz 28 dana pratio razvoj adjuvantnog
artritisa), hemalaun - eozin, 40x povecéanje, Olympus BX50, povecanje 40x
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5.1.5 Laboratorijski nalazi

Sto se ti¢e analize laboratorijskih parametara, kao moguéi pokazatelji o§teéenja srca i bubrega

analizirane su koncentracije K, Na, AST, CK, LDH, uree i kreatinina. Kao referentne
vrijednosti navedenih parametara uzete su referentne vrijednosti biokemijskog laboratorija u

KB Dubrava gdje je analiza i izvrSena.

Analizom vrijednosti kalija (K), uo¢ava se da su vrijednosti K vise u odnosu na referentne
vrijednosti (max do 6.5 mmol/L u profilakticCkom, odnosno do 6.9 mmol/L u terapijskom
protokolu, normala max do 5.1 mmol/L) u gotovo svim promatranim skupinama u
profilaktickom i terapijskom protokolu (osim skupine koja je tretirana BPC - om 157 + L -
NAME u profilaktickom protokolu gdje je vrijednost K bila unutar referentnih vrijednosti).
Vidljivo je kako primjenjena terapija (izuzev skupine koja je primala L - NAME i BPC 157
kombinaciji u profilaktickom protokolu) nije imala znacajnog utjecaja na sniZenje povisene
vrijednosti K, kako u profilaktiCkom, tako ni u terapijskom protokolu. Slike 32 i 33 graficki

prikazuju vrijednosti K prema skupinama tretiranih zivotinja u oba protokola.

K (mmol/L)
g -
7
Okontrolna skupina

7 _ @ BPC 157 10ug/kgi.p.

5 - VT W BPC 157 10ng/kgi.p.

4 - % W L-NAMESmg/kgi.p.
% B L-arg 200mg/kgi.p.

37 % EIL-NAME+L-arg i.p.

5 | % B L-NAME+ BPC 157 pg i.p.
% EL-arg+BPC 157 ugi.p.

17 / B L-NAME+L-arg+ BPC 157 pg i.p.

0 %

u

Slika 32. Vrijednosti kalija Zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa 14 - ti dan pokusa (zivotinje su nulti dan

primile Freundov adjuvans, a potom su kroz 14 dana tretirane supstancama kako je navedeno na slici, a prema

skupinama. * p < 0,05
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K (mmol/L)

8 .
77 l Okontrolna skupina
6 - l EBPC 157 10pg/kgi.p.
5 WBPC 157 10ng/kgi.p.
4 W L-NAME5Smg/kgi.p.
BLl-arg 200mg/kg i.p.
37 A L-NAME+L-arg i.p.
2 B L-NAME+BPC 157 pgi.p.
1 4 B L-arg+BPC 157 pgi.p.
0 B L-NAME+L-arg+ BPC 157 g i.p.

Slika 33. Vrijednosti kalija zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa 28 - mi dan pokusa (zivotinje su nulti dan
primile Freundov adjuvans, a potom se kroz 14 dana pratio razvoj artritisa; terapijsko djelovanje provedeno je od
15 - og do 28 - og dana pokusa kad su zivotinje svakodnevno tretirane supstancama kako je navedeno na slici, a

prema skupinama. * p < 0,05

Vrijednosti natrija (Na) bile su unutar referentnih vrijednosti u svim skupinama i u oba
protokola, a takoder nije bilo znacajne razlike u vrijednostima Na u odnosu na kontrolnu
skupinu. Slike 34 i 35 graficki prikazuju vrijednosti Na prema skupinama tretiranih Zivotinja

u oba protokola.

Na (mmol/L)
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180

160 -

140 | I Okontrolna skupina
EEBPC157 10pg/kg i.p.

120 7 WBPC157 10ng/ke i.p.

100 W L-MNAME Smg/kg i.p.

80 - BL-arg 200mg/ kg i.p.

60 EL-NAME+L-arg i.p.
FIL-MAME+ BPC 157 pg i.p.

o EL-arg+ BPC 157 pg i.p.

20 1 BEL-MAME+L-arg+ BPC 157 pgi.p.

o ]

Slika 34. Vrijednosti natrija Zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa 14 - ti dan pokusa (zivotinje su nulti dan
primile Freundov adjuvans, a potom su kroz 14 dana tretirane supstancama kako je navedeno u grafu, a prema
skupinama). * p < 0,05

Na (mmol/L)
180 -
160 -+
'|' T Okontrolna skupina
140 -
i DIBPC 157 10ug/ke ip.
120 1 WEBPC 157 10ng/ke ip.
100 W L-MAME 5mg/ke i.p.
B0 BL-arg 200mg/kg i.p.
60 - El L-MAME+L-argi.p.
40 - FIL-MAME+ BPC 157 pg i.p.
EL-arg+ BPC 157 pg i.p.
20
B L-MAME+L-arg+ BPC 157 pg ip.
0 .

Slika 35. Vrijednosti natrija Zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa 28 - mi dan pokusa ( zivotinje su nulti
dan primile Freundov adjuvans, a potom se kroz 14 dana pratio razvoj artritisa; terapijsko djelovanje provedeno
jeod 15 - og do 28 - og dana pokusa kad su zivotinje svakodnevno tretirane supstancama kako je navedeno na

slici, a prema skupinama. * p < 0,05
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Vrijednosti aspartat aminotransferaze (AST) su povisene (160 do 320 U/L) u oba protokola u

svim promatranim skupinama s tim da su njezine vrijednosti nize u svim skupinama u odnosu

na kontrolnu skupinu, izuzev skupine koja je primala L - NAME koja povisuje AST u odnosu

na kontrolnu skupinu u profilakti¢kom protokolu, odnosno nije bilo razlike u odnosu na

kontrolnu skupinu u terapijskom protokolu te skupine koja je primala BPC 157 u

nanogramskoj dozi u profilaktickom protokolu gdje takoder nema razlike u odnosu na

kontrolnu skupinu. Slike 36 i 37 graficki prikazuju vrijednosti AST prema skupinama

tretiranih Zivotinja u oba protokola.

AST (UIL)

350 -

300 -

250 A

200 A

150 -

100

50 -

Okontrolna skupina

OBPC157 10pg/ke i.p.
mEBPC157 10ng/kg i.p.
WL-MAME Smg/kg i.p.

HL-arg 200mg/kg i.p.
HL-NAME+L-argi.p.

@L-MAME+ BPC 157 pg i.p.
HAL-arg+ BPC 157 pg i.p.
HL-NAME+L-arg+ BPC 157 pgi.p.

Slika 36. Vrijednosti AST - a zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa 14 - ti dan pokusa ( zivotinje su nulti

dan primile Freundov adjuvans, a potom su kroz 14 dana tretirane supstancama kako je navedeno u grafu, a

prema skupinama). * p < 0,05
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AST (UIL)

400 -
350 -
T " * Okantrolna skupina
*
300 A l " * - T OBPC157 10pefkeip.
* .
250 EBPC157 10ng/ke ip.
W L-NAME Smg/kg i.p.
200 - *
T HL-arg 200mg/kg i.p.
130 7 S BL-NAME+L-arg i.p.
S
100 o @L-NAME+ BPC 157 pg i.p.
S
o J o HL-arg+ BPC 157 pg i.p.
e
. é% . B L-NAME+L-arg+ BPC 157 pgip.

Slika 37. Vrijednosti AST-a Zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa 28 - mi dan pokusa (Zivotinje su nulti
dan primile Freundov adjuvans, a potom se kroz 14 dana pratio razvoj artritisa; terapijsko djelovanje provedeno
je od 15 - og do 28 - og dana pokusa kad su Zivotinje svakodnevno tretirane supstancama kako je navedeno u

grafu, a prema skupinama). * p < 0,05

Kreatinin kinaza (CK) je o¢ekivano povisena u svim promatranim skupinama i u oba
protokola (1000 do 16 000 U/L). Niti jedna od primijenjenih supstanci nije dovela do
znacajnog snizenja vrijednosti CK u profilaktickom protokolu. U terapijskom protokolu L -
arginin snizava vrijednost CK, kao i BPC 157 u mikrogramskoj dozi. L - NAME i L - arginin
primijenjeni zajedno sa BPC 157 nisu utjecali na u¢inak BPC - a 157. Ostale supstance
odnosno njihove kombinacije nisu imale utjecaja na vrijednost CK u odnosu na kontrolnu
skupinu. Slike 38 i 39 graficki prikazuju vrijednosti CK prema skupinama tretiranih zivotinja

u oba protokola.
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CK (UIL)

14000

12000

10000

8000

6000

4000

2000

——

Z

Okontrolna skupina
DBPC157 10pg/ke ip.
WBPC157 10ng/ke i.p.

B L-NAME Smg/ke ip.
HL-arg 200mg kg i.p.
EL-MAME+L-argi.p.
[AL-NAME+ BPC 157 pg ip.
HL-arg+ BPC 157 pg ip.

EL-MAME+L-arg+ BPC 157 ug i.p.

Slika 38. Vrijednosti CK zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa 14 - ti dan pokusa (Zivotinje su nulti dan

primile Freundov adjuvans, a potom su kroz 14 dana tretirane supstancama kako je navedeno u grafu, a prema

skupinama). * p < 0,05

CK (UIL)

20000

18000

16000

14000

12000

10000

2000

G000

4000

2000

—t—

Okontrolna skupina

OBPC157 10pug/ke ip.
mBPC157 10ng/ke ip.

W L-NAME 5Smg/kg i.p.

BL-arg 200mg/ke i.p.
BL-NAME+L-argi.p.

FAL-NAME+ BPC 157 pg i.p.
FiL-arg+ BPC 157 pg i.p.
EL-NAME+L-arg+ BPC 157 pgip.

Slika 39. Vrijednosti CK zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa 28 - mi dan pokusa ( Zivotinje su nulti dan

primile Freundov adjuvans, a potom se kroz 14 dana pratio razvoj artritisa; terapijsko djelovanje provedeno je od

15 - 0og do 28 - og dana pokusa kad su zivotinje svakodnevno tretirane supstancama kako je navedeno u grafu, a

prema skupinama. * p < 0,05
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Vrijednosti LDH su povisene u svim promatranim skupinama i u oba protokola (normala do

241 U/L) i krecu se od 300 U/L do 1800 U/L.

BPC 157 je doveo do znacajnog snizenja vrijednosti LDH u profilaktiCkom protokolu za
razliku od terapijskog gdje nije djelovao na njegovu vrijednost. Djelovanje L - NAME se ne
razlikuje u odnosu na kontrolnu skupinu, a L - arginin snizava vrijednost LDH u oba
protokola, kako samostalno tako i u kombinaciji sa BPC - om 157. L - NAME i L - arginin u
kombinaciji nisu imali utjecaja na vrijednosti LDH, a L - NAME i L -arginin primjenjeni
zajedno sa BPC 157 takoder nisu utjecali na pozitivan u¢inak BPC 157 na vrijednost LDH u
profilaktickom protokolu. Slike 40 i 41 graficki prikazuju vrijednosti LDH prema skupinama

tretiranih Zivotinja u oba protokola.

LDH (U/L)
2500
Okontrolna skupina
2000 T
T DBPC157 10ugfke ip.
BWEPC157 10n i.p.
1500 + ehei
W L-NAME Smg/kg ip.
BL-arg 200mg/kg i.p.
1000 — »
FL-NAME+L-argi.p.
<
PIL-MAME+ BPC 157 pg i.p.
500 +
EL-arg+ BPC 157 pg i.p.
BL-MAME+L-arg+ BPC 157 pg ip
0

Slika 40. Vrijednosti LDH Zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa 14 - ti dan pokusa ( Zivotinje su nulti dan
primile Freundov adjuvans, a potom su kroz 14 dana tretirane supstancama kako je navedeno u grafu, a prema
skupinama). * p < 0,05

LDH (U/L)

66



1600

1400 - T
J_ -|- Okontrolna skupina
1200 * DBPC 157 10ug/ke ip.
1000 - T EBPC 157 10ng/ke i.p.
W L-NAME Smg/fkg i.p.
8OO
BL-arg 200mg/kg i.p.
600 B L-NAME+L-arg i.p.
400 BL-MAME+ BPC 157 ug i.p.
L-arg+ BPC 157 ug i.p.
200 BL-arg HE i.p
B L-MAME+L-arg+ BPC 157 pgip.
o .

Slika 41. Vrijednosti LDH zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa 28 - mi dan pokusa ( zivotinje su nulti dan
primile Freundov adjuvans, a potom se kroz 14 dana pratio razvoj artritisa; terapijsko djelovanje provedeno je od
15 - 0g do 28 - og dana pokusa kad su Zivotinje svakodnevno tretirane supstancama kako je navedeno u grafu, a

prema skupinama. * p < 0,05

Vrijednosti uree i kreatinina u obadva protokola su bile unutar referentnih vrijednosti, a BPC
157 i L - NAME nisu imali znacajnog utjecaja na vrijednost uree i kreatinina kod ovih
Zivotinja u oba protokola, kao i L - arginin u profilaktickom protokolu. Iznimka je L- arginin
koji je u terapijskom protokolu doveo do povisenja vrijednosti kreatinina u odnosu na
kontrolnu skupinu, dok na ureu nije bilo utjecaja. Modulacija aktivnosti NO sustava
djelovanjem L- arginina i L-NAME takoder ne vode do znacajnih promjena u vrijednostima
ovih laboratorijskih parametara. Slike 42 - 45 graficki prikazuju vrijednosti uree i kreatinina

prema skupinama tretiranih zivotinja u oba protokola.

Urea (mmol/L)
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Okontrolna skupina

OBPC157 10pg/keip.

mBPC 157 10ng/kgi.p.

W L-MAME Smg/ke ip.

HL-arg 200mg/kg i.p.
ElL-MAME+L-arg i.p.

AL-MAME+ BPC 157 pg i.p.
HL-arg+ BPC 157 pg i.p.
EL-MAME+L-arg+ BPC 157 pg i.p.

Slika 42. Vrijednosti uree Zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa 14 - ti dan pokusa ( Zivotinje su nulti dan

primile Freundov adjuvans, a potom su kroz 14 dana tretirane supstancama kako je navedeno u grafu, a prema

skupinama). * p < 0,05

Urea (mmol/L)

6

Okontrolna skupina
OBPC157 10pg/ke ip.
EEPC157 10ng/ke ip.

W L-NAME Smg/kg i.p.
HL-arg 200mg/kg i.p.
EL-MAME+L-arg i.p.
AL-MAME+ BPC 157 pg i.p.
BL-arg+ BPC 157 pg i.p.

BL-NAME+L-arg+ BPC 157 pgi.p.

Slika 43. Vrijednosti uree Zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa 28 - mi dan pokusa ( zivotinje su nulti dan

primile Freundov adjuvans, a potom se kroz 14 dana pratio razvoj artritisa; terapijsko djelovanje provedeno je od

15 - 0g do 28 - og dana pokusa kad su Zzivotinje svakodnevno tretirane supstancama kako je navedeno u grafu, a

prema skupinama.) * p < 0,05

Kreatinin (umol/L)
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60 O kantrolna skupina
50 - O BPC157 10pg/ke ip.

I EEBPC157 10ng/kgip.
40 7 B L-MAME Smg/kg i.p.
a0 - B L-arg 200mg/kg i.p.

B L-MAME+L-arg i.p.
20 7 [ L-MAME+ BPC 157 pg i.p.
10 HAL-arg+ BPC 157 pg i.p.
. ~ BL-NAME+L-arg+ BPC 157 kg i.p.

Slika 44. Vrijednosti kreatinina Zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa 14 - ti dan pokusa (Zivotinje su nulti
dan primile Freundov adjuvans, a potom su kroz 14 dana tretirane supstancama kako je navedeno u grafu, a

prema skupinama). * p < 0,05

Kreatinin (umol/L)

60 - *
50 - Okontrolna skupina
T T OBPC157 10pg/kgi.p.

40 1 1 EBPC157 10ng/ke ip.
B L-NAME Smg/kg i.p.

* BL-arg 200mg/kg ip.

20 EIL-NAME+L-arg i.p.
[AL-NAME+ BPC 157 pg i.p.

10 7 EL-arg+ BPC 157 pg i.p.

0 . HL-NAME+L-arg+ BPC 157 pgi.p.

Slika 45. Vrijednosti kreatinina zivotinja oboljelih od adjuvantnog artritisa 28 - mi dan pokusa (Zivotinje su nulti
dan primile Freundov adjuvans, a potom se kroz 14 dana pratio razvoj artritisa; terapijsko djelovanje provedeno
je od 15 - og do 28 - og dana pokusa kad su Zivotinje svakodnevno tretirane supstancama kako je navedeno na

slici, a prema skupinama). * p < 0,05
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5.1.6 Opce stanje Stakora

Utjecaj terapije na opce stanje stakora, a prema uzoru na prethodne radove, procijenjivali smo
na temelju procjene tjelesne tezine. Tijekom profilaktickog protokola uocava se kako
postupno dolazi do znacajne razlike izmedu povecanja tjelesne tezine zivotinja koje su
primale BPC 157, bilo u mikrogramskoj bilo u nanogramskoj dozi, odnosno, do povecanja
tjelesne tezine skupina zivotinja koje su primale BPC 157 u kombinaciji bilo sa L - NAME -
om, L - argininom odnosno sa L - NAME - om i L - argininom u kombinaciji istovremeno
(208 gr kontrolna skupina spram 228 do 234 gr tretirane skupine zivotinja, 14 - ti dan
pokusa). Kod zivotinja koje su primale L - arginin doslo je do zna¢ajnog pada tjelesne tezine
u odnosu na kontrolnu skupinu 14 - ti dan pokusa (194 spram 230 gr) dok kod su zivotinje
koje su primale L - NAME i L - NAME i L arginin zajedno zavrsile profilakti¢ki protokol (14
— ti dan pokusa) sa priblizno jednakom tezinom u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja.
Slika 46 prikazuje tjelesnu tezinu zivotinja prema skupinama tijekom profilakti¢ckog protokola

istrazivanja.
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tielesna tezina (g)

250
240
230
220
210
200
190
180
170
160
150

BEPC e
. * #* DEBPCng
=34 * "'** * 1 - * == *f I:lLaan:BPCI-«E
g T iTT 4 -+ 7 SR N
Frot T L ZENiE BN T = - E‘S:f 1T Bl-argsL-N+BPCLe
T Lo N LT =N - T = T = SNBmNES
TENEAE i_z - i[_E i =N BEL T E ;;-:-?’TT—E\\‘-: -:-fi B al-are
ENEY e B NI | N BN EEA | .
BN BN B BN | B BN A |-
| Ninz BN = - BN | LB A BENHAY | BL-N+BPCug
: K — x — x — x — X =V 5
Bin = ENHis = = - =N 17 = Y/ =N || QLNeLA
BN BN ENCIA- BN A BN L BN L
N 5 . . 10 14 dan B Kontrola

Slika 46. Tjelesna tezina svih tretiranih Zivotinja 1, 3, 5,7, 10 i 14 - ti dan pokusa. Zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a potom su kroz 14 dana tretirane

supstancama kako je navedeno u grafu, a prema skupinama. * p < 0,05

*BPC png - BPC 157 u dozi 10 pg/kg, BPC ng - BPC 157 u dozi 10 ng/kg, L arg + BPCpg -L — arginin + BPC 157 u dozi 10 pg/kg, L arg + L - NAME + BPCpg - L -
arginin L - NAME + BPC 157 u dozi 10 pg/kg, L - arg — L —arginin, L— N - L - NAME, L- N + BPCug — L - NAME + BPC 157 u dozi 10 pg/kg, L-N + L-A - L - NAME

+ L —arginin, kontrola - kontrolna skupina koja je primala 0.9 % otopine NaCl
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Sli¢ne promjene uocavamo i tijekom terapijskog protokola. S vremenom, prema kraju pokusa
(28 dan) dolazi do postupnog povecéanja tjelesne tezine zivotinja koje se primale BPC 157 bilo
U mikrogramskoj bilo u nanogramskoj dozi, odnosno do poveéanja tjelesne tezine skupina
zivotinja koje su primale BPC 157 u kombinaciji bilo sa L — NAME-om, L - argininom
odnosno sa L — NAME - om i L — argininom u kombinaciji istovremeno ( 214 gr kontrolna
skupina spram 228 do 232 gr tretirane skupine zivotinja, 28 - ti dan pokusa). Kod zivotinja
koje su primale L - arginin doslo je do znacajnog pada tjelesne teZine u odnosu na kontrolnu
skupinu 28 — mi dan pokusa (220 spram 345 gr) dok kod su Zivotinje koje su primale L —
NAME i L arginin zajedno zavrsile terapijski protokol (28 dan pokusa) sa priblizno jednakom
tezinom u odnosu na kontrolnu skupinu zivotinja. Skupina koja je primala L — NAME u ovom
protokolu ipak zavr§ava promatrani period sa ve¢om tezinom u odnosu na kontrolnu skupinu.
Takoder, sada mozemo zakljuciti kako su Zivotinje zapravo najveci prirast tezine dozivjele
tijekom prvih 14 dana pokusa, dok su tijekom sljede¢ih 14 dana ostvarile tek blazi prirast
mase. Slika 47 prikazuje tjelesnu tezinu Zzivotinja prema skupinama tijekom terapijskog

protokola istrazivanja.
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tjelesna tezina

(g) BEPC e
250 O = % T mEPCng
240 * * * * . &
* * * i I ¥ %
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Slika 47. Tjelesna tezina tretiranih Zivotinja 1, 3, 5, 7, 10, 14, 21 i 28-mi dan pokusa. Zivotinje su nulti dan primile Freundov adjuvans, a potom se kroz 14 dana pratio razvoj

artritisa; terapijsko djelovanje provedeno je od 15-0g do 28-og dana pokusa kad su Zivotinje svakodnevno tretirane supstancama kako je navedeno u grafu, a prema skupinama

*BPC ng-BPC 157 u dozi 10 pg/kg, BPC ng-BPC 157 u dozi 10 ng/kg, L arg + BPCug -L — arginin + BPC 157 u dozi 10 pg/kg, L arg + L-NAME + BPCpg - L —arginin
L-NAME + BPC 157 u dozi 10 ug/kg, L -arg—L —arginin, L—N-L-NAME, L - N+ BPCug - L — NAME + BPC 157 udozi 10 pg/kg, L- N+ L-A-L-NAME +L -

arginin, kontrola-kontrolna skupina koja je primala 0.9 % otopine NaCl. * p < 0,05
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6. RASPRAVA

Terapija reumatoidnog artritisa predstavlja veliki izazov i lije¢enje ovih bolesnika na nacin da
postignu remisiju, odnosno nisku aktivnost bolesti omoguc¢uje bolesnicima bolji konac¢ni
ishod, odnosno bolju kvalitetu i dulje trajanje zivota. U lijecenju RA preporuca se §to ranije
zapoceti sa imunomodulatornom terapijom, a pronalazak ucinkovitih lijekova sa §to manje
nuspojava u danasnje vrijeme apsolutni je imperativ. U odnosu na neka prethodna vremena,
lijekovi koji se koriste u lijecenju reumatoidnog artritisa vrlo su ucinkoviti, medutim i dalje
perzistira opasnost od nuspojava kao s$to su veca osjetljivost prema infekcijama, ostecenje
jetre, bubrega, kostane srzi, alergijske reakcije i drugo. Sve navedeno potaklo nas je da se
upustimo u istrazivanje na laboratorijskim zivotinjama kako bismo ispitali protuupalni u¢inak
supstance s potencijalom za daljnja istrazivanja njegove moguce primjene u preveniranju i
suzbijanju upalnih promjena kod reumatoidnog artritisa, a istovremeno supstance kod koje na
temelju dosadasnjih istrazivanja nisu zabiljezeni stetni ucinci, stovise, utvrdena su brojna

povoljna djelovanja. Naravno, rijec je o pentadekapeptidu BPC 157.

Adjuvantni artritis (AA) je sistemska bolest koja ima dosta sli¢nosti sa RA. Adjuvanti su
komponente koje kada se daju zajedno sa antigenom znac¢ajno pojacavaju imunoloski odgovor
organizma prema tom antigenu. Najvaznija karakteristika dobrog adjuvansa jest da brzo
aktivira imunoloski sustav, odnosno da aktivira antigen prezentirajuce stanice da preuzmu
antigen, prezentiraju ga ste¢enom imunoloskom sustavu te inducira proizvodnju proupalnih
citokina (100 - 102).

Tocan slijed dogadaja koji dovodi do razvoja adjuvantnog artritisa jo$ uvijek nije sasvim
jasan. Prije se smatralo kako se model adjuvantnog artritisa zasniva na infekciji, medutim, o
tomu zasigurno nije rijec. Naime, mikobakterije koje se primjenjuju za njegovu indukciju daju
se umrtvljene, a kulture koje su uzimane iz zglobova oboljelih zivotinja opetovano su bile
negativne. Takoder, masivna primjena antibiotika nije dovela do smanjenja simptoma bolesti.
Danas se smatra kako je vjerojatno rijec o kriznoj reaktivnosti, odnosno protutijela koja
organizam stvori prema antigenima mikobakterije krizno reagiraju sa autoantigenima.
Takoder, postoje dokazi kako dolazi do stvaranja tzv. deponija antigena na mjestu injiciranja
adjuvansa gdje postupno otpustanje antigena s mjesta injiciranja osigurava dugotrajnu
stimulaciju imunoloskog sustava. Nadalje, zna se da Freundov adjuvans dovodi do povecanja
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broja receptora za citokine, pojacane prezentacije antigena antigen prezentiraju¢im stanicama
odnosno, da potice njihovo sazrijevanje, aktivira inflamasome te zapravo na sve te nacine
potice stecenu imunost. Takoder, dolazi do stvaranja specifi¢nih T limfocita u oboljelih
zivotinja, a prisutna je i masivna koncentracija plazma stanica u limfnim ¢vorovima kao i
hipergamaglobulinemija (97, 98, 100, 101).

Dakle, AA jest kao i RA imunoloski posredovana bolest, a takoder postoje razmisljanja kako
se radi o reakciji kasne preosjetljivosti u prilog ¢ega govore ¢injenice kako se artrtis razvije s
odmakom od nekoliko dana nakon aplikacije. Histoloski, obadvije bolesti dijele mnogo
slicnosti. Patoloski proces jest upalna reakcija sa nakupinama fibrina koja zapocinje u mekim
tkivima, obi¢no sinovijalnoj ovojnici te peritendinoznim i intermuskularnim prostorima. U
oba slu¢aja dolazi do oste¢enja hrskavice zbog tzv. invazivnog panusa koji se zapocinje
stvarati u rubnom podrucju sinovijalne ovojnice odakle se proteze preko zglobnih ploha. Zbog
stvaranja panusa stvaraju se kostane erozije. Entiteti su i Klini¢ki sli¢ni, karakteriziraju ih
periodi egzacerbacije i remisije bolesti, a sinovitis moze u potpunosti regredirati ili
progredirati i razoriti zglob. Takoder mogu razviti i neke sistemske manifestacije kao sto je

gubitak apetita ili povisena tjelesna temperatura (99, 100, 101, 102, 103).

Upravo na modelu AA temelji se ovo nase istrazivanje, a podaci koje smo dobili predstavljaju
dokaze kako BPC 157 pozitivno djeluje kod lezija stakora kod kojih je izazvan adjuvantni
artritis te da postoji specifi¢ni medjuodnos izmedu BPC - a 157, L - NAME i L- arginina ¢ime

se potvrduje postavljena hipoteza.

6.1 Promjene na zglobovima

BPC 157 je ostvario protuupalni u¢inak na otok i eritem zglobova kod adjuvantnog artritisa.
Taj ucinak prisutan je u oba protokola, preventivnom i terapijskom, u obje primjenjene doze,
kako klinicki tako i na rendgenskim snimkama te histoloskim preparatima S$apa Stakora.
Protuupalno djeluje i L - NAME, medutim, u odnosu na kontrolnu skupinu njegova aktivnost
je klinicki nesto slabije izrazena u odnosu na BPC 157. L - arginin je doveo do pogorsanja

simptoma artritisa.
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Sam mehanizam djelovanja BPC — a 157 nije u potpunosti razjasnjen. Ve¢ postoje dokazi
kako BPC 157 ima protuupalno djelovanje. Sto se ti¢e djelovanja na upalni proces, bio je
djelotvoran u modelima akutne/subakutne/kroni¢ne upale te upalne/neupalne boli (pr.
terpentinski i karagininski modeli). Tako je uoc¢eno da primjena pentadekapeptida BPC 157
smanjuje eksudaciju upalnih medijatora (leukotriena B4 - LTB4, te tromboksana B2 - TxB2)
u serumu i tkivima te mijeloperoksidaze (MPO) (lizosomalni enzim sa baktericidnim
djelovanjem) (20, 21). Nadalje, ve¢ je spomenuto kako djeluje pozitivno na aktivaciju gena
egr - 1 1 na taj nacin pospjesuje cijeljenje (71), a svakako je vazno naglasiti kako je u odnosu
na lijekove koji se koriste u lijeCenju RA (NSAID, DMARD...) BPC 157 djelotvoran u
znaCajno manjim dozama (pgr/ngr/kg naspram mg/kg). Takoder, verificirano je i njegovo

antipiretsko djelovanje (35).

Kako je ve¢ prethodno raspravljano, adjuvantni artritis jest vrlo vjerojatno imunoloska
reakcija organizma spram antigena koji je prisutan u kapsuli mikobakterije, a ucvrSéen
adjuvantnom (parafinsko ulje), tj. moguée je da se radi o alergijskoj reakciji kasne
preosjetljivosti. Stoga, osim ve¢ navedenih potencijalnih mehanizama djelovanja, sada se
moze pretpostaviti kako BPC 157 moze djelovati u smislu suprimiranja alergijske reakcije
kasne preosjetljivosti. Nazalost, adekvatnih studija koje bi potkrijepile ovu pretpostavku

nazalost jo$ uvijek manjka (89).

Dosad je provedeno jedno istraZivanje (Sikiri€ i sur.) gdje je BPC 157 primjenjivan na modelu
adjuvantnog artritisa u Stakora, a gdje je takoder pokazao protuupalno djelovanje primjenjen
kako profilakticki, tako i nakon $to su se ve¢ razvili simptomi artritisa. Ovo nase istrazivanje
je nastavak spomenutog istraZivanja gdje smo sada pokusSali vidjeti da li BPC 157 ostvaruje
svoje protuupalne ucinke i putem modulacije NO sustava s obzirom da je dosad brojnim

pokusima dokazana njihova medjusobna povezanost (101).

NO sustav ima vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze organizma. Sudjeluje u funkciji
kardiovaskularnog, imunoloskog sustava odnosno wupali, funkcioniranju centralnog 1
perifernog ziv€anog sustava kao Sto ima ulogu i u mitohondijskoj signalizaciji te sudjeluje u

reakciji organizma prema hipoksiji.

Polaze¢i od pretpostavke da postoji molekula koja sudjeluje u homeostazi organizma na taj

nacin da ulazi u interakciju sa NO sustavom, dosad su na razli¢itim modelima provedena
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brojna istrazivanja koja su proucavala utjecaj BPC - a 157 na NO sustav, odnosno pokusaj
modulacije djelovanja NO sustava putem BPC - a 157, L - NAME i L - arginina. Tako se
danas, izmedu ostalog, zna kako NO proizvode stanice endotela, a na modelima citoprotekcije
dokazano je kako BPC 157 upravo §titi stanice endotela i poti¢e njihovu regeneraciju. Cak
istovremena primjena BPC - a 157 i L - NAME koji je snazan inhibitor NOS — a nije uspjela
dovesti do ponistavanja citoprotektivnog u¢inka BPC - a 157. Nadalje, BPC 157 djeluje tako
da se suprostavlja hipertenziji potaknutoj djelovanjem L - NAME odnosno hipotenziji
uzrokovanoj L - argininom. Stoga, s obzirom da ostvaruje ucinak bez obzira na blokadu NOS-
a L-NAME-om, s jedne strane moguce je da BPC 157 ostvaruje u¢inak nevezano za NO
sintezu, a s druge strane mozda je BPC 157 supstrat za NO sintezu i stoga na taj na¢in moze
modulirati aktivnost NO sustava. Tako primjerice BPC 157 ima antiulkusni ucinak na
sluznicu Zeluca kao i L - arginin, dok L - NAME primijenjen samostalno nije pokazao takav
efekt. L - NAME i L - arginin u kombinaciji nisu dali o¢ekivani u¢inak, dok je L — NAME
samo djelomi¢no ponistio pozitivan u¢inak BPC - a 157. Medutim, L - NAME i L - arginin u
kombinaciji sa BPC - om 157 su dodatno smanjili BPC-ovo pozitivno djelovanje. Drugim
rije¢ima, interakcija BPC - a 157 sa NO sustavom je kompleksna, a brojni su primjeri koji
dokazuju kako je zaista i prisutna. U svakom slucaju, kakvo tocno klini¢ko znacenje ima
medusobna interakcija ovih supstanci jo§ mora biti utvrdeno u dodatnim istrazivanjima, no
prema brojnim drugim pokusima i radovima kolega ¢ini se da je BPC 157 kao takav vazan za

funkcioniranje NO sustava (72).

Ovo naSe istrazivanje je prvo istrazivanje u kojem se proucavao utjecaj modulacije NO
sustava putem BPC - a 157, a na modelu adjuvantog artritisa. Naime, pokazali smo kako BPC
157 na ovom modelu u vedini sluc¢ajeva djeluje sinergisticki sa blokatorom NO sustava, L —

NAME - om, a suprotno djelovanju L - arginina, NO supstrata.

Prema dosad provedenim istrazivanjima NO u organizmu moZe djelovati kako protektivno na
upalom zahvaceno tkivo, tako i proupalno, odnosno, istraZivanja u kojima se proucavao
utjecaj L - arginina i razliitih selektivnih i neselektivnih inhibitora NOS - a na razli¢itim
modelima artritisa (adjuvantni artritis, kolagenom inducirani artritis, artritis uzrokovan
antigenima streptokoknog zida i dr.), pokazala su dvosmislene rezultate. L - arginin kao i
NOS inhibitori su prema nekim studijama doveli do pobolj$anja, a u drugima do pogorsanja
simptoma artritisa. Tako su jo§ pocCetkom devedesetih godina istrazivaci lalenti, 1993 te

Stefanovi¢-Raci¢, 1994 pokazali na modelu artritisa kako NOS inhibitori imaju protuupalno
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djelovanje, a McCartney - Francis i suradnici iste godine utvrdili su kako je poviSena razina
NO - a dovela do pogorSanja artritisa uzrokovanih antigenima streptokoknog zida, simptomi
kojeg su bili ublaZzeni primjenom neselektivnih NOS inhibitora. Medutim, isti istrazivaci
(Stefanovi¢ - Raci¢) su ve¢ nekoliko godina kasnije pokazali kako kod antigen induciranog
artritisa bilo selektivni iNOS inhibitori ( N - iminoetil — L - lizin), bilo neselektivni (NG -
metil - L - arginin) ne djeluju protuupalno kada su primjenjeni profilakticki, Stovise, INOS
inhibitor aminogvanidin (AG) nije djelovao protuupalno niti u profilaktickom, niti u
terapijskom protokolu. Takvi rezultati su zapravo sugerirali da NOS inhibitori ne djeluju
protuupalno kada se primjene profilakticki. Nadalje, McCartney - Francis sa suradnicima
pokazao je kako je selektivni iNOS inhibitor L - NIL primjenjen terapijski ¢ak doveo do
egzacerbacije artritisa uzrokovanog antigenima streptokoknog zida dok je NO djelovao
protektivno u akutnoj fazi AA kod INOS knockout miseva (Veihelmann). McCartney —
Francis je pokusao objasniti egzacerbaciju simptoma nemoguc¢no$¢u L — NIL - a da blokira
stvaranje NO od strane cNOS. Diskutira se da za Stetno djelovanje NO - a barem djelomic¢no
mogu biti odgovorni aktivni oblici dusika koji se stvaraju tijekom upalnog procesa kao §to je
to peroksinitritni anion. Naime, dokazano je kako NO nije §tetan za osteoblaste i hondrocite in
vitro u situacijama kada je stvaranje peroksinitritnog aniona inhibirano. Bezzera i suradnici
takoder su pokazali kako su NOS inhibitori (neselektivni i selektivni) doveli do protuupalnog
djelovanja na sinovijalnu ovojnicu kod zymosanom uzrokovanog artritisa, medutim, doveli su
do pogorsanja oStec¢enja zglobne hrskavice. Zakljucili su kako NOS inhibicija iako dovodi do
smanjenja upalnog infiltrata u sinoviji Stakora koji boluju od AA, ne §titi od oStecenja
hrskavice koje se vidi u kroni¢noj fazi artritisa. To je dovelo do pretpostavke da NO mora
ispoljavati i protektivno djelovanje na hrskavicu tijekom upalnog procesa. Autori diskutiraju
da je moguce da endogeni NO koji nastaje aktivacijom iNOS - a ima protektivnu ulogu za

vrijeme aktivne upale i da je taj u¢inak jac¢i od protuupalnog ucinka iNOS inhibitora. (74).

lalenti i suradnici su pokazali kako L - arginin pogorSava simptome adjuvantnog artritisa u
Stakora koji su onda suprimirani primjenom L - NAME, obadvoje u profilakti¢kom tretmanu.

Kombinacija ove dvije supstance dovela je do artritisa slicnog kao kod kontrolne skupine (73,
74).

Nasi rezultati su u skladu sa vec¢inom dosadasnjih rezultata, Sto zna¢i da su potvrdili
protuupalno djelovanje L - NAME i proupalno djelovanje L - arginina u profilaktickom i

terapijskom protokolu te je takoder potvrdeno medusobno neutraliziraju¢e djelovanje L -
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arginina i L - NAME. U odnosu na djelovanje ovih ve¢ poznatih supstanci (L - NAME i L -
arginina), na temelju rezultata naSeg istrazivanja, moze se povuci paralela i zakljuciti kako

BPC 157 uistinu ima znacajno protuupalno djelovanje.

6.2 Promjene na srcu

U sklopu reumatoidnog artritisa, izmedu ostalog, boles¢u moze biti zahvaceno i srce kao
organ gdje su verificirani perikarditis, miokarditis, endokarditis (sa zahva¢anjem zalistaka)
kao i pankarditis (75).

BPC 157 ne samo da je pozitivno djelovao na upalne promjene koje su ove Zivotinje razvile u
podrucju zglobova, ve¢ je pozitivno djelovao i na promjene u smislu miokarditisa koje su
verificirane EKG - om i to u obadva protokola, profilaktickom i terapijskom. To je razvidno
kako iz rezultata analize histoloskih preparata tako i iz EKG testiranja te analize
laboratorijskih parametara. Vrijednosti miSiénih enzima koje smo promatrali kao parametre
sréane patnje (CK, LDH, AST) poviseni Su u gotovo svim promatranim skupinama, a BPC
157 djelomicno je ostvario povoljan ucinak. Naime, doveo je do snizenja vrijednosti AST - a i
LDH u profilaktic(kom protokolu te AST - a u terapijskom protokolu, medutim nije djelovao
na snizenje vrijednosti CK u oba te LDH u terapijskom protokolu. Moguce je da je uzrok
ovakvog rezultata lezi u ¢injenici §to nismo odredivali frakcije CK (misi¢ni, sr¢ani i mozdani)
odnosno izoenzime LDH te zapravo ne znamo cjelokupno podrijetlo ovih povisenih
vrijednosti. Znaci, moguce je da BPC 157 djeluje na odredene frakcije enzima te je to razlog

izostanka djelovanja BPC - a 157.

Na EKG - u oboljelih zivotinja koje smo testirali u profilaktickom i terapijskom protokolu
verificirane su promjene u vidu miokarditisa. Tipicna EKG promjena za miokarditis jest
prolongacija PR intervala, smanjenje voltaze QRS kompleksa i porast sréane frekvencije (99).
Sve ove promjene zabiljezene su na zivotinjama na kojima smo proveli istrazivanje, kako u
profilaktickom tako i u terapijskom protokolu. Pokazali smo da je BPC 157 povoljno djelovao
na sve elemente miokarditisa primjenjen u obje doze (ng, pug) s tim da je mikrogramska doza
bila klinicki nesto ucinkovitija u odnosu na nanogramsku medutim ta razlika nije bila

znacajna. U istom smislu djelovao je i L - NAME premda je njegova ucinkovitost bila klini¢ki
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nesto slabije izrazena. L - arginin je pogor$ao sve navedene promjene, dok istovremena
primjena L - arginina i L - NAME nije pokazala nikakvu razliku u odnosu na kontrolnu
skupinu zivotinja. L - argininom primjenjen u kombinaciji s BPC - om 157 nije znacajno je
utjecao na njegov protuupalni uc¢inak, dok istovremena primjena L - arginina i L - NAME nije

imala utjecaja na pozitivan efekt BPC - a 157 na elemente miokarditisa u Stakora.

Poremecaji sréanog ritma svakodnevna su problematika u suvremenoj klini¢koj praksi, a
povezani su sa nizom patoloskih stanja i bolesti. Unato¢ otkri¢u 1 uporabi mnogobrojnih
izvrsnih suvremenih antiaritmika, nerijetko se susreCemo sa stanjima kada nije jednostavno
odabrati optimalan lijek. Problemi su vezani uz pojavu nezeljenih pojava, tzv. nuspojava
lijeka, njegova moguceg proaritmijskog djelovanja ili uz izostanak terapijskog ucinka u

pojedinaca (104).

Sréane aritmije u animalnim modelima su patofizioloski i elektrokardiografski slicne
humanima. Mogu biti izazvane primjenom raznih supstanci i postupaka $to su pokazala brojna
istrazivanja u zZivotinjskim modelima in vivo i in vitro koristenjem barij - klorida,
kateholamina (izoprenalina i adrenalina), triciklickih antidepresiva (desipramina), citostatika
(doksirubicina), imobilizacijskog stresa, etanola, digitalisa, furosemida, kalij - klorida (67 -
69, 105).

Aritmije u Stakora moZemo utvrditi 1 pratiti putem elektrokardiogafskog zapisa. Pri snimanju
zapisa se uvijek koriste bipolarni odvodi udova (I, II, III) $to u humanom elektrokardiogramu
odgovara glavnim standardnim odvodima (D1, D2, D3) (105). U nasem pokusu smo koristili
iste metode snimanja $takorskog EKG - a, pri ¢emu je brzina papira bila 50 mm/sec radi

mogucnosti preciznije analize detalja, a kalibracijski signal je bio 0,05 mV/mm.

Na temelju svih dosadasnjih istrazivanja i ucinkovitosti BPC - a 157 u zastiti vise organskih
sustava moze se govoriti o njegovoj cirkulaciji i mogucoj sveprisutnosti u organizmu odnosno
pretpostavci da je njegovo djelovanje sistemsko. Pentadekapeptid BPC 157 je pokazao visoku
stabilnost 1 nema degradacije u ljudskom zelu¢anom soku tijekom 24 sata. Moze biti koriSten
bez nosaca i primijenjen intragastrickim putem ili peroralnom aplikacijom u pitkoj vodi (18 -
54).

Povoljni ucinci pentadekapeptida BPC - a 157 na poremecaje sr¢anog ritma dokazani su u

prethodnim eksperimentalnim modelima toksi¢nosti digitalisa, zatim barij - klorida, odnosno
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orciprenalina kao i u uvjetima hiper - i hipokalemije, ishemijsko - reperfuzijskih poremecaja
te u slucaju kad se radilo o toksicnom djelovanju na miokard djelovanjem doksorubicina.
Snazan antiaritmicki kapacitet temelji se na angiogenim ucincima i modulaciji NO - sinteze,

no moguce je prilagoden putem ekspresije «gap junctions» - GJ (67 - 69, 106).

Ovim putem pokazali smo pozitivno djelovanje BPC - a 157 u oba protokola na promjene u
EKG - u uzrokovane miokarditisom te time dokazali kako je BPC 157 ucinkovit i u ovom

segmentu upalne bolesti.

Sto se ti¢e histologkih promjena koje se mogu verificirati na miokardu kod $takora oboljelih
od adjuvantnog artritisa na temelju dosad provedenih studija verificirano je fokalno
nakupljanje upalnih stanica u intersticiju blizu krvnih zila, valvulitis te pojacana fibroza
miokarda. Naime, smatra se kako sr¢ani fibroblasti aktivirani proupalnim procesima
proliferiraju i sintetiziraju kolagen koji se onda odlaze u medustani¢ni prostor (78).
Miokarditis u sklopu reumatoidnog artritisa je imunologki uzrokovan. Zivotinje sa blagom
upalom obi¢no ne pokazuju simptome srcanog zatajenja ukljucujuci gubitak tezine, letargiju
te oslabljenu oksigenaciju (primarno se vidi kod albino Stakora kod kojih uobicajeno roskasto
kolorirane oc€i postaju cijanoti¢ne). Na obdukciji Stakora moze se vidjeti perikardijalni i
pleuralni izljev kao i ascites kod zivotinja koje se prezentiraju histoloski teSko izrazenom

bolesti. Mortalitet je manji od 1 % 21 dan nakon imunizacije (107).

Analizom hemalaun eozinskih preparata srca testiranih zivotinja u oba protokola verificirali
smo blage upalne promjene (blagi mononuklearni upalni infiltrat u miokardu Stakora).
Moguce je naravno da bi promjene bile znacajno izrazenije da smo koristili drugu vrstu
Stakora kao npr. Lewis Stakore koji su najpogodniji model za eksperimente vezane za
autoimune bolesti. Medutim, uocljiva je razlika u odnosu na preparate Zivotinja tretiranih
BPC - om 157, gdje taj upalni infiltrat nije vidljiv. Dakle, ovim putem dodatno je potvrdeno

protuupalno djelovanje BPC - a 157 na sréanu komponentu bolesti.
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6.3 Promjene na bubrezima

U RA upalom mogu biti zahvaceni i bubrezi $to se klinicki manifestira proteinurijom i
mikrohematurijom. Histoloski je najcesce rije¢ o glomerulonefritisu kao posljedici
imunoloske upale odnosno o oste¢enju bubrega uzrokovanom primjenom lijekova kojima se
lije¢i RA (NSAID, metotreksat i dr). Kod Stakora koji boluju od adjuvantnog artritisa
zabiljezene su fokalna bazofilija, edem, granularni depoziti i zadebljanje bazalne membrane.
Promjene u glomerulima ukljucuju granularne depozite i fokalnu glomerulopatiju. Moguc¢ je i

pojacan infiltrat upalnih stanica u intersticiju bez promjena glomerula (88, 89).

U naSem istrazivanju ucinjena je analiza histoloskih preparata tkiva bubrega bojanih
hemalaun eozinom te je verificirana nesto veéa celularnost mezangija u preparatima bubrega
kod kontrolne skupine Zzivotinja, medutim spomenute razlike nisu statisticki znacajne. Ta
promjena moze govoriti u prilog glomerulonefritisa, premda na temelju tog nalaza ne mozemo
sa sigurnos¢éu potvrditi navedenu dijagnozu. Kako je ve¢ spomenuto kod miokarditisa,
moguce je da je neuspjeh izazivanja upalnih promjena takoder posljedica cinjenice $to smo
koristili Wistar stakore koji su inace otporniji prema autoimunim bolestima u odnosu na
primjerice Lewis stakore koji bi zapravo bili podobniji za ovakovo istrazivanje. Naime, na toj
vrsti zivotinja dosad su dokazane upalne promjene na bubrezima u sklopu adjuvantnog
artritisa (108).

6.4 Laboratorijski parametri

Ucinjenom laboratorijskom dijagnostikom verificirali smo povisene vrijednosti kalija u
gotovo svim promatranim skupinama osim skupine koja je istovremeno primala BPC 157 + L
— NAME u profilaktickom protokolu. Stoga zaklju¢ujemo kako primijenjena terapija
generalno nije imala znacajnog utjecaja na vrijednosti kalija, kako u profilaktickom, tako ni u
terapijskom protokolu. Dosad je objavljeno jedno istraZivanje gdje je odredivana razina kalija
kod zivotinja koje boluju od AA gdje nije verificirano znacajno poviSenje vrijednosti kalija,
medutim zabiljezili su poviSenje proteina N-acetil-beta-D-glukozaminidaze kao markera

renalnog ostecenja iz ¢ega zakljucuju kako u ovom modelu ipak moze do¢i do oStecanja
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bubrega (109). Rezultate koji govore u prilog bubrezne lezije kod Zivotinja koje boluju od
adjuvantnog artritisa ostvarila je i jedna druga skupina autora (Dijoseph i sur.), a na temelju

prolazno poviSenih vrijednosti kreatinina kod oboljelih zivotinja (89).

Prema dosada$njim istrazivanjima BPC 157 djelovao je tako da neutralizira hiperkalemiju kao
i L - arginin, dok je L - NAME djelovao u smislu izazivanja hiperkalemije tako da je moguce
kako je u skupini koja je primala BPC 157 + L - NAME BPC 157 ipak pokazao benefitni
terapijski ucinak te nadvladao negativni utjecaj L - NAME (72). Ove povisene vrijednosti
kalija nisu dovele do promjena EKG-a koje se mogu ocekivati u sklopu ovakvog stanja

(visok T val, aritmije).

Vrijednosti natrija bile su unutar referentnih vrijednosti, a takoder nije bilo znacajne razlike u
vrijednostima natrija izmedu pojedinih skupina zivotinja. Uvidom u dostupnu literaturu, na

zivotinjama koje boluju od adjuvantnog artritisa dosad nisu odredivane vrijednosti natrija.

Nadalje, verificirane su povisene vrijednosti AST - a kod svih promatranih skupina (toksi¢no
djelovanje Freundovog adjuvansa/upalni miozitis) s tim da su sve supstance odnosno skupine
supstanci djelovale tako da smanjuju njezine vrijednosti u odnosu na kontrolnu skupinu osim
skupine koja je primala L - NAME te skupine koja je primala BPC 157 u nanogramskoj dozi
u profilaktickom protokolu. Inace, kod Zivotinja koje boluju od adjuvantnog artritisa ocekuju
se povisene vrijednosti ovog enzima primarno u sklopu jetrene lezije, ali svakako i u sklopu
upalne miopatije. Povisenje vrijednosti AST - a djelovanjem L - NAME i snizenje
djelovanjem L - arginina takoder je u skladu s ve¢inom dosadasnjih istrazivanja. BPC 157
prema dosad provedenim istrazivanjima djeluje tako da smanjuje vrijednosti ovog enzima, sto
potvrduju 1 nasi rezultati izuzev djelovanja nanogramske doze u profilakti¢kom protokolu
gdje ta razlika nije bila statisti¢ki znacajna (66, 110, 111). Moguce je da je ovaj ucinak na
ovom modelu ovisan o primjenjenoj dozi BPC - a 157 te je radi toga izostalo djelovanje u

manjoj dozi.

Kreatinin kinaza (CK) je s obzirom na upalni miozitis odnosno miokarditis u sklopu
adjuvantnog artritisa takoder ocekivano povisena u svim promatranim skupinama i u oba
protokola. U profilaktickom protokolu BPC 157 i L - NAME primjenjeni samostalno nisu

doveli do znacajnih promjena ovih vrijednosti kao niti L - arginin. Prema dosad provedenim
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istrazivanjima BPC 157 je djelovao tako da je ubrzavao cijeljenje misi¢a nakon ozljede, a u
istom smislu snizenja vrijednosti misi¢nih enzima djelovao je i L - arginin (66, 112). L -
NAME je imao suprotan ucinak te je zabiljezeno povisenje vrijednosti CK kod tretiranih
Stakora. Moguce je da je izostanak dodatnog patoloSkog u¢inka L — NAME u oba protokola
na vrijednost CK u Stakora povezan sa dozom. U naSem istrazivanju koristili smo dozu 5
mg/kg/dan dok je u spomenutom istrazivanju u kojem je doslo do znacajnih povisenja
vrijednosti CK koristena doza od 40 mg/kg/dan L - NAME (113). U terapijskom protokolu
BPC 157 primjenjen u mikrogramskoj dozi i L - arginin ipak snizavaju vrijednost CK, kako
samostalno primijenjeni tako i u kombinaciji sa L - NAME - om i BPC 157. Vrlo vjerojatno je
u ovoj kombiniranoj varijanti doslo do medusobno ponistavajuceg uc¢inka L - NAME i L -
arginina te je zapravo doslo do ispoljenja djelovanja BPC-a 157. L - NAME i L - arginin
primijenjeni zajedno nisu utjecali na vrijednosti CK sto je u takoder u skladu sa prethodno

navedenim objaSnjenjem.

Dakle, izostanak smanjenja vrijednosti CK kod zivotinja tretiranih BPC 157 u profilaktickom
protokolu sugerira kako on ne pogorsava upalnu miopatiju kod ovih zivotinja, ali takoder niti
ne djeluje na normalizaciju vrijednosti ovog parametra u slu¢aju modela ove upalne
reumatske bolesti kada se primjenjuje paralelno sa razvojem bolesti za razliku od terapijskog
protokola gdje primijenjen u mikrogramskoj dozi uspjesno snizava vrijednosti CK. Naravno,
moguce je da bi vece primjenjene doze ipak djelovale protuupalno i u profilaktiCkom

protokolu §to moze biti predmet nekih buducih istrazivanja.

Nadalje, ovdje smo pokazali kako BPC 157 snizava vrijednost LDH kada se primjenjuje
profilakti¢ki prije nego sto su se razvili jasni znakovi artritisa, medutim nema takav u¢inak na
razvijeni artritis gdje se njegov ucinak ne razlikuje u odnosu na kontrolnu skupinu. Dakle, u
ovoj komponenti misi¢ne bolesti BPC 157 ucinkovit je jedino u profilakti¢koj varijanti
pokusa §to zapravo sugerira kako je moguce da je njegovo djelovanje ipak nedovoljno jako da
normalizira vrijednosti misi¢nih enzima u ve¢ utvrdenoj bolesti, odnosno nakon dugotrajnijeg

upalnog procesa.

L - arginin je ovdje djelovao u istom smislu kao i BPC 157 te sniZzava vrijednost LDH u oba
protokola. L - NAME nema utjecaja na vrijednost LDH u odnosu na kontrolnu skupinu. Sva
ova djelovanja su zapravo u skladu sa dosad provedenim istrazivanjima, odnosno BPC 157 i L
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- arginin djeluju sinergisticki na snizenje LDH, dok L - NAME nema utjecaja na vrijednost
LDH (66, 111, 114).

Takoder, kako je ve¢ spomenuto, moguce je da je uzrok ovakvih rezultata lezi u ¢injenici sto
nismo odredivali frakcije CK (misiéni, sr¢ani i mozdani) odnosno izoenzime LDH te zapravo
ne znamo cjelokupno podrijetlo ovih povisenih vrijednosti. Znaci, moguce je da BPC 157
djeluje na odredene frakcije enzima te je to razlog izostanka djelovanja BPC - a 157 na

snizenje vrijednosti CK u profilaktickom, odnosno LDH u terapijskom protokolu.

Vrijednosti uree i kreatinina u obadva protokola su bile unutar referentnih vrijednosti, a
istrazivanja na zivotinjama koje boluju od adjuvantnog artritisa kod kojih je mjerena
vrijednost kreatinina su oskudna, a utvrdene su prolazno poviSene vrijednosti kreatinina.
Zasad nije objavljeno radova koji su proucavali utjecaj BPC - a 157 na njihovu vrijednost, a u
slu¢aju primjene L - arginina u dosad provedenim istrazivanjima zabiljeZene su snizene
vrijednosti i uree i kreatinina, odnosno poviSene u sluc¢aju L - NAME. Diskutira se kako je
moguce da L - arginin smanjuje apsorpciju toksi¢nih tvari u bubrezima, odnosno da putem
pojacane proizvodnje NO dovodi do vazodilatacije krvnih Zila te posljedi¢no ubrzane
hemodinamike. Upravo suprotno je djelovanje L - NAME zbog djelovanja na smanjenje
proizvodnje NO. S obzirom da su histoloSke promjene u smislu glomerulonefritisa na nasim
preparatima vrlo oskudne, nije niti za ocekivati poviSene vrijednosti ovih markera bubrezne

lezije. (115, 116).

6.5 Tjelesna tezina ispitivanih Zivotinja

Prema uzoru na dosadasnje radove procijenjivali smo utjecaj terapije na opce stanje Stakora na
temelju procjene tjelesne tezine zivotinja (96).

Tako smo zakljucili kako se tijekom oba protokola uocava postupni prirast tjelesne tezine
zivotinja koje se primale BPC 157 bilo u mikrogramskoj bilo u nanogramskoj dozi, odnosno
uocava se prirast tjelesne tezine onih skupina Zivotinja koje su primale BPC 157 u
kombinaciji bilo sa L - NAME-om, L - argininom odnosno sa L - NAME-om i L - argininom

u kombinaciji istovremeno. Kod Zivotinja koje su primale L - arginin doSlo je do zna¢ajnog
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pada tjelesne teZine do kraja promatranih razdoblja (14 - ti i 28 - mi dan) dok su Zivotinje koje
su primale L - NAME i L - arginin zajedno zavrsile protokole sa priblizno jednakom tezinom
u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja. Zivotinje koje su primale samo L - NAME
profilakticki protokol su zavrsile sa tezinom podjednakom kontrolnoj skupini zivotinja za
razliku od terapijske skupine koja je ipak na kraju promatranog perioda bila znacajno teza u
odnosu na kontrolnu skupinu. Vrlo vjerojatno je razlika u tezini odnosno pad tjelesne tezine
kod zivotinja koje su primale L - arginin posljedica jace izrazenih simptoma upale odnosno
otoka zglobova kod ovih zivotinja zbog Cega su zivotinje trpile jacu bol, bile loSijeg opceg
stanja i posljedi¢no slabije jele. Analogno tomu, zivotinje koje su tretirane BPC - om 157 i L -
NAME - om s obzirom na manje izrazene upalne promjene nisu ostvarile gubitak, odnosno
doslo je do porasta tjelesne tezine. Takoder, postoje podaci kako su radjena istrazivanja na
zivotinjama gdje su viSe koncentracije TNF - alfa povezane sa manjom tjelesnom tezinom

zivotinja (73).

Prema dosadas$njim istrazivanjima ve¢ je opisan veci prirast tezine u odnosu na kontrolne
zivotinje kod zivotinja koje su tretirane BPC - om 157 i L - NAME - om na modelu
adjuvantnog artritisa (96, 118). Priblizno jednaka tezina zivotinja kontrolne skupine i skupine
koja je istovremeno primala L - arginin i L - NAME vrlo je vjerojatno posljedica medusobnog

neutralizirajué¢eg djelovanja izmedu ove dvije supstance.
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7. ZAKLJUCCI

1. Pentadekapeptid BPC 157 ostvaruje protuupalni uc¢inak na otok i eritem zglobova kod
adjuvantnog artritisa izazvanog primjenom kompletnog Freundovog adjuvansa. Taj ucinak
prisutan je u oba protokola, preventivnom i terapijskom, u obje primjenjene doze, kako
klini¢ki tako i na rendgenskim snimkama te histoloskim preparatima Sapa Stakora. Na temelju
makroskopske analize, protuupalno djeluje i L — NAME dok radioloski i histoloski razlika u
odnosu na kontrolnu skupinu nije bila znacajna. L - arginin dovodi do pogorSanja simptoma
artritisa. BPC 157 antagonizira proupalni u¢inak L-arginina, a primjenjen zajedno sa L-

argininom i L-NAME-om djeluje kao kada je primjenjen samostalno.

2. U elektrokardiogramu S$takora Freundov adjuvans uzrokuje znakove miokarditisa
(tahikardija, produljenje PR intervala, niske voltaze R valova). BPC 157 dovodi do znacajnog
umanjenja ovih promjena primjenjen u obje doze (10 pgr/kg, 10 ng/kg i.p.) i u oba tretmana
(profilakti¢kom i terapijskom). Modulacija aktivnosti NO sustava djelovanjem L - NAME i L
- arginina takoder dovodi do promjena u EKG - u kod miokarditisa. L - NAME djeluje
sinergisticki sa BPC - om 157, a istovremena primjena L - NAME i L - arginina nema
utjecaja na EKG zivotinja oboljelih od miokarditisa. Takoder, istovremena primjena L -
NAME i L - arginina nije znacajno utjecala na pozitivne uc¢inke BPC - a 157 na EKG. L -
arginin dovodi do pogor$anja spomenutih simptoma. Na histoloskim preparatima miokarda

tretiranih Zivotinja takoder je dodatno potvrdeno protuupalno djelovanje BPC - a 157.

3. Na modelu adjuvantnog artritisa BPC 157, L - NAME i L - arginin nemaju utjecaja na
vrijednost kalija 1 natrija u promatranim skupinama zivotinja izuzev skupine koja je primala
BPC 157 i L - NAME u profilaktickom protokolu §to sugerira da BPC 157 uz pomo¢ L -
NAME ipak moze sniziti razinu kalija u krvi ovih Zivotinja. BPC 157 i L - arginin djeluju
tako da snizavaju vrijednosti AST -a, a L - NAME ju povisuje.

4. BPC 157 i L - NAME nemaju utjecaja na poviSene vrijednosti CK u odnosu na kontrolnu
skupinu Zivotinja u profilakticCkom protokolu. Primjenjen terapijski BPC 157 snizava
vrijednost CK, kao i L - arginin. L - NAME primijenjen terapijski takoder nema utjecaja na

vrijednost CK.
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5. BPC 157 snizava vrijednost LDH tijekom profilaktickog protokola, dakle kada se
primjenjuje prije nego $to su se razvili jasni znakovi artritisa, medutim nema takav uc¢inak na
razvijeni artritis za razliku od L - arginina koji ima jednak uc¢inak u oba protokola gdje djeluje
tako da snizava vrijednosti LDH. L - NAME nema utjecaja na vrijednost ovog parametra u

odnosu prema kontrolnoj skupini Zivotinja.

6. BPC 157 i L - NAME nisu imali znaCajnog utjecaja na vrijednost koncentracije uree i
kreatinina kod ovih Zivotinja u oba protokola, kao niti L - arginin u profilakti¢kom protokolu.
L - arginin primjenjen u terapijskom protokolu dovodi do pogorsanja vrijednosti koncentracije

kreatinina.

7. BPC 157 djeluje tako da dovodi do prirasta tjelesne tezine Stakora u odnosu na kontrolnu
skupinu zivotinja, kako primjenjen samostalno tako i u kombinaciji bilo sa L - NAME - om ili
sa L - argininom. L - arginin dovodi do pada tjelesne tezine do kraja promatranih razdoblja
(14 - ti i 28 - mi dan) dok L - NAME primjenjen profilakti¢ki te L - NAME i L arginin
primjenjeni u kombinaciji zajedno nemaju utjecaj na tjelesnu tezinu zivotinja u odnosu na
kontrolnu skupinu. Zivotinje koje su primale L - NAME primjenjen terapijski takoder

ostvaruju porast tjelesne teZine.

8. Rezultati istrazivanja predstavljaju znacajan doprinos kako razumijevanju patofiziologije
adjuvantnog artritisa i njegovog djelovanja na organske sustave, tako i kao osnova za daljnja
istrazivanja mehanizma djelovanja BPC - a 157 i modela reumatoidnog artritisa te njihove

povezanosti sa NO sustavom.
9. Ucinak BPC - a 157 na opisanom modelu predstavlja i dobru osnovu za daljnja istrazivanja

njegove moguce primjene u preveniranju i suzbijanju upalnih promjena kod reumatoidnog

artritisa, ukljucujuci i oSte¢enja ekstraartikulacijskih sustava (srce).
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8. SAZETAK

Uvod: Reumatoidni artritis je kroni¢na upalna bolest karakterizirana oSte¢enjem zglobne

hrskavice, a moze zahvatiti i unutarnje organe, ukljucujuci srce i bubrege.

Cilj: utvrditi protuupalni u¢inak pentadekapeptida BPC 157 na modelu adjuvantnog artritisa u

Stakora te vidjeti da li se taj ucinak ostvaruje putem NO -sustava.

Materijal i metode: istrazivanje je provedeno na zenkama Wistar albino Stakora koje su
imunizirane Freundovim kompletnim adjuvansom. Podijeljeno je na dva protokola,

profilakticki 1 terapijski, 9 skupina, 10 zivotinja po skupini.

U profilaktickom protokolu istrazivanja zivotinje su svakodnevno kroz 14 dana primale
sljedece supstance: BPC 157 u dozama 10 pg/kgi 10 ng/kg, L arginin, L - NAME, BPC 157 u
dozi 10 ug/kg + L - NAME, L - NAME + L - arginin, L - arginin + BPC 157 u dozi 10 pg/kg
te posljednja skupina L - arginin + L - NAME + BPC 157 u dozi 10 pg/kg.

U terapijskom protokolu, nakon imuniziranja Freundovim adjuvansom, kroz 2 tjedna je
pracen razvoj artritisa. Terapijsko djelovanje zapoceto je 14 - ti dan. Tada su sve skupine u
vremenskom intervalu od naredna 2 tjedna svakodnevno primale iste supstance kao i u prvom

dijelu istrazivanja.

Po zavrSetku oba protokola Zivotinjama je snimljen EKG te je uzeta krv za lab analizu (AST,
CK, LDH, urea, kreatinin, Na, K). Svim Zivotinjama ucinjena je makroskopska procjena

indeksa artritisa, histoloska i radioloska analiza zglobova.

Rezultati: Freundov adjuvans je 7 - 9 - ti dan doveo je do razvoja artritisa u Stakora koji je
ispoljio svoj maksimalan uc¢inak izmedu 12 - og i 14 - og dana. Tretirane zivotinje su razvile i
miokarditis. Simptomi artirtisa smanjili su se primjenom BPC 157 u obje ispitivane doze i u
oba protokola, a protuupalno je djelovao i L- NAME, kako sam, tako i u kombinaciji s BPC

157. L - arginin je pogorSao simptome artiritsa i miokarditisa u oba potokola.
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Zakljucak: BPC 157 je pokazao znacajno protuupalno djelovanje kako u podruéju zglobova,
tako je povoljno djelovao i na znakove miokarditisa. L - NAME je pokazao sinergisticki

ucinak sa BPC 157, dok je L - arginin pogor$ao navedene simptome.

Kljucéne rije¢i: pentadekapeptid BPC 157, reumatoidni artritis, Freund adjuvans
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9. ABSTRACT

Iva Rukavina. Effect of pentadecapeptide BPC — 157, L — NAME and L — arginin on
adjuvant arthritis in rats mediated by NO — system along with kidney and heart lesions.
2016.

Introduction: Rheumatoid arthritis is a chronic inflammatory disease characterized by
cartilage and bone destruction. It may affect internal organs as well, included heart and

kidneys.

The aim of the study is to establish BPC 157 antiinflammatory effect in adjuvant arthritis and
to explore whether this effect related with NO - system.

Materials and methods: The study was conducted on female Wistar rats, that were
immunised with complete Freund’s adjuvat. We had two protocols (prophylactic and
therapeutic) with 9 experimental groups each, treated with BPC 157 i.p. (10 pg/kg, 10 ng/kg)
BPC 157, 10 pg/kg i 10 ng/kg, L arginin, L - NAME, BPC 157 10 pg/kg + L - NAME, L -
NAME + L - arginin, L - arginin + BPC 157 10 pg/kg, L - arginin + L - NAME + BPC 157,
10 pg/kg and the control group treated with saline (5ml/kg i.p.).

In prophylactic protocol animals were treated with above mentioned substances through 14
days. In therapeutic protocol we were initially waiting adjuvant arthritis symptoms to develop
for 14 days and then started with treatment with above mentioned substances through the
following 14 days (15 - 28 day). ECG was recorded after protocol ending and blood were
taken for laboratory tests (AST, CK, LDH, urea, creatinin, sodium, potassium). Macroscopic
and radiological analysis of joints, histological analysis of heart, kidneys and joints were done

afterwards.

Results: animals developed arthritis as well as myocarditis. BPC 157 abolished or completely
counteracted all of these symptoms in both protocols and in all of the applied doses. L -
NAME acted in the same way while L - Arginine aggravated the symptoms.

Conclusion: BPC 157 has an anti inflammatory effect on adjuvanr arthritis and it is in

relation with NO system.
Keywords: pentadecapeptide BPC 157, rheumatoid arthritis, Freund's adjuvant
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