SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Jaksa Vukojevicé

Ucinak pentadekapeptida BPC 157 na
ishemijsko/reperfuzijske ozljede
u mozgu Stakora

DISERTACIJA

Zagreb, 2020.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Jaksa Vukojevicé

Ucinak pentadekapeptida BPC 157 na
ishemijsko/reperfuzijske ozljede
u mozgu Stakora

DISERTACIJA

Zagreb, 2020.



Rad je izraden u laboratorijima Zavoda za farmakologiju i Zavoda za patologiju

Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

Voditelji rada: Izv. prof. Alenka Boban Blagai¢, dr.vet.

Doc. Danijela Kolenc, dr.med.

Zahvaljujem prof. dr. sc. Alenki Boban-Blagai¢ i doc. dr. sc. Danijeli Kolenc, voditeljima
rada, i prof. dr. sc. Predragu Sikiricu, na pomoci, podrsci i nesebi¢nome trudu, bez kojih
realizacija ovog znanstvenog rada ne bi bila moguca.

Zahvalnost upucujem i lvanu Grzibovskom te djelatnicama molekularnog laboratorija
Zavoda za patologiju koji su pomogli oko pripreme uzoraka te vodili brigu o

eksperimentalnima zivotinjama i uzorcima.



SADRZAJ

1. Uvod

1.1. BPC i Pentadekapeptid BPC 157

1.1.1. Lokalizacija RNA i proteina BPC-a za vrijeme
ljudskog razvoja

1.1.2. Farmakokinetika BPC-a 157

1.1.3. Pentadekapeptid BPC 157

1.2. Dosadas$nje spoznaje o u€inku BPC-a 157 na sredisniji
Ziv€ani sustav

1.3. Dosadasnja istrazivanja o povezanosti BPC-a 157 s NO
sustavom

1.4. Dosadasnja istrazivanja o ishemijsko/reperfuzijskim
ozljedama mozga

2. Hipoteza

3. Ciljevi rada

3.1. Opdi cilj istrazivanja

3.2. Specifi¢ni ciljevi istrazivanja

4. Materijali i metode

Stranica

10

12

17

18

18

18

19



4.1. Eksperimentalne zivotinje

4.2. Eksperimantalne supstance

4.3. Eksperimentalni protokol

4.4. Skupine i broj zZivotinja

4.5. Bihevioralni testovi

4.6. Molekularne metode

4.7. PatohistoloSka analiza

4 8. Statisticka analiza

5. Rezultati

6. Rasprava

7. ZakljuCak

8. Sazetak

9. Summary

10. Popis literature

11. Kratki zivotopis

19

20

20

21

24

26

27

28

29

55

63

65

67

69

86



Popis oznaka i kratica

AKT - protein kinaza B alfa

AUC — doza normalizirana povrSina ispod krivulje eliminacije lijeka
AUCN - povrsina ispod krivulje eliminacije lijeka
BCAO - engl. billateral carotid artery occlusion
BPC 157 — engl. Body Protective Compound 157
BRAF- b-raf proto onkogen

Cmax - pola maksimalne koncentracije

CREF - kortikotropni faktor otpustanja

CVI - cerebrovaskularni insult

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

EGR1 - rani ¢imbenik rasta

eNOS - endotelna NO sintetaza

F - indeks bioraspolozivosti

F.O. - fizioloSka otopina

GABA - gama aminomaslacna kiselina

GAPDH - Gliceralaldehid-3-fosfat dehidrogenaza
HPLC - visokotlacna teku¢a kromatografija

IBW — engl. Inclined beam walk tets

i.g. — intragastricki

IL-6 — interleukin 6

iNOS - inducibilna NO sintetaza

i.p. — intraperitonealno



kb - kilobaza, tisu¢u parova baza
KRAS - V-Ki-Ras2 onkogeni homolog
L-arginin - NO precursor

LD - letalna doza

L-NAME - N€ - nitro-L-arginin metil ester
Log eq/ml — logaritamski ekvivalent po mililitru
LP — engl. Lateral push tets

MAPK1 - mitogenom aktivirana protein kinaza
MPTP - metil-fenil-tetrahidro-piridin
MRT — engl. Mean residence time

M.W. - molekularna tezina

MWM — engl. Morris water maze test

Mg — mikrogram

ng - nanogram

NO — dusikov (I) oksid

NOS - enzim NO sintetaza

NNOS - neuralna NO sintetaza

NT - neurotenzin

pg — pikogram

PRKCG - protein kinaza C gama

p.o. — peroralno

RNA — ribonukleinska kiselina

SAD - Sjedinjene Americke Drzave



SRF - factor serumskog odgovora

SRC - tirozin protein kinaza src1

SZS - sredi$nji zivéani sustav

T1/2— poluvrijeme eliminacija

TIA — tranzitorna ishemijska ataka

tj.t. - tjelesna tezina

TNF-a — engl. tumor necrosis factor alfa
TRH - tirotropin-oslobadajuci hormone

VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta



1. Uvod

1.1.BPC i pentadekapeptid BPC 157

1.1.1. Lokalizacija RNA i proteina BPC-a za vrijeme ljudskog razvoja

Kako bi se odredila to¢na lokalizacija, ali i vrijeme ekspresije BPC-a u ljudskom
razvoju koristene su metode in situ hibridizacije i imunohistokemije. Pomocu
navedenih metoda, na uzorcima ljudskih embrija od 6. do 14. tjedna gestacije,
ucinjena je analiza prostorne i vremenske distribucije proteina BPC-a te je pokazano
da je u razdoblju od 6. do 12. tjedna gestacije protein BPC bio eksprimiran u epitelu
bronha razvijaju¢ih plu¢a, dok je u epitelnim stanicama bronhalnih grana bio
eksprimiran tek u 12. tjednu (1). Pozitivho bojanje bronhalnog epitela, kroz
promatrani period, dobiveno je koriste¢i se BPC poliklonalnim antitijelima. Protein
BPC je isto tako bio eksprimiran u sluznici nekoliko drugih organskih sustava (1).
Tako je otkriveno da je protein BPC snazno pobojao i crijevni epitel izmedu 8. i 14.
tiedna gestacije. Nadalje je u bubregu, protein BPC bio eksprimiran na razini mRNA
u glomerulima u razvoju, dok su visoke razine BPC mRNA nadene i u
gastrointestinalnom epitelu odraslih osoba (1). Daljnjom analizom, pomo¢u Northern
blot hibridizacije, otkriveno je postojanje dva odsjeCka mRNA, razli€ite duljine parova
baza, jedan duljine od 3 kb, a drugi od 1.8 kb (1). Ovi podaci impliciraju, da iako je
BPC izoliran iz Zzelu€anog soka te mu je gastrointestinalni sustav vjerojatno mjesto
primarnog djelovanja, BPC bi mogao imati dodatne regulatorne uloge u

intrauterinom razvoju, ali i u posljedi¢noj funkciji ljudskih plué¢a, bubrega i koze.



1.1.2. Farmakokinetika BPC-a 157

Farmakokinetska svojstva BPC-a 157 ispitana su pomocu trinaest grupa, od
tri Stakora i tri Stakorice, koji su peroralno primili BPC 157 obiljezen
radioaktivnim tricijem (3H-BPC157) u dozi od 10 mg/kg (1). Radi analize razine
radioaktivnosti u krvi i plazmi, srednje vrijednosti radioaktivnosti u krvi odredene
su kroz 13 vremenskih intervala nakon administracije radioaktivho oznacenog
BPC-a 157, a dobivene su ubijanjem Zivotinja i skupljanjem krvi u navedenim
intervalima. BPC 157 obiljezen radioaktivnim tricijem je brzo apsorbiran iz
probavnog trakta te je u vremenskom razdoblju izmedu pola sata i 16 sati, nakon
administracije, razina radioaktivnosti u plazmi ostala gotovo nepromijenjena (10
pg/ml). Za eliminaciju iz cirkulacije bilo je potrebno izmedu 24 i 168 sati, Sto je u
skladu s ve¢ potvrdenim poluvremenom eliminacije (t12) od oko 68 sati. BPC
157 obiljezen radioaktivnim tricijem se ravnomjerno rasporedio izmedu plazme i
krvnih stanica. Ekskrecija je vecinom iSla mokracom (30 %), a manjim dijelom
stolicom (12 %). Razine radioaktivnosti u tkivima nakon 168 sati odgovarale su s
20-25% radioaktivnosti poCetne doze. Postotak doze (30-35%) koji je preostao
izrazava eliminarni dio, vjerojatno u obliku H20 u izdahnutom zraku nakon
prethodne metabolizacije i izmjene izotopa tricijem obiljezenog BPC-a 157 s
tielesnom vodom. PoviSene razine koncentracije u tkivima nadene su sat
vremena nakon administracije; u stijenci Zeluca i tankog crijeva (dva do tri puta
veCe u odnosu na koncentracije u plazmi), dok su vrijednosti u pluéima i
pankreasu bile povisene ali ne u jednakoj mjeri kao i u gastrointestinalnom

traktu. U svim ostalim analiziranim tkivima i vremenskim toCkama razine



vrijednosti radijacije bile su sline plazmatskima. ProsjeCna razina
radioaktivnost u plazmi muzjaka bila je karakterizirana brzom apsorpcijom
rezultirajuci plazmatskom razinom od oko pola maksimalne koncentracije (Cmax)
u prvoj vremenskoj tocki (15 minuta nakon administracije °H-BPC157).
Plazmatske koncentracije narasle su do razine platoa od oko 10.1 log eqg/ml, za
Sto je bilo potrebno najmanje osam sati, mjereci od trenutka administracije. U
sljiedecoj vremenskoj toCki (16 sati) bio je opaZzen pad u plazmatskoj
koncentraciji do vrijednosti od 8.58 + 0.42 log eq/ml, s postupnim daljnjim padom
u idu¢im vremenskim toCkama do konacne vrijednosti od 1.74 + 0.21 log eq/ml u
zadnjoj vremenskoj tocki (168 sati od administracije). Poluvrijeme eliminacije
radioaktivnosti iznosilo je 66 sati. PovrSina ispod plazmatske koncentracije
(AUC), suprotstavljena ekstrapoliranoj krivulji do u beskonacnost, bila je 988
eg/ml. Sli¢an farmakokinetski profil je dobiven i kod Stakorica, premda su u svim
vremenskim toCkama plazmatske koncentracije bile neSto vise nego kod
muzZjaka iste podskupine. Dosljedno tome, to je dovelo i do ve¢eg AUC-a nego
kod muzjaka, u vrijednosti od 1058 eqg/ml, dok je poluvrijeme eliminacije iznosilo
69 sati. Ostali vazniji farmakokinetski parametri plazmatske koncentracije sazeto
su prikazani u Tablici 1. Indeks bioraspolozivosti (F) izraCunat je koriste¢i AUC
podatke dobivene u farmakokinetskim studijama kod intravenske primjene.
BioraspoloZivost 110-120% je bila izraCunata, te pokazuje potpunu apsorpciju
BPC-a 157 iz probavnog trakta. Omjer radioaktivnosti krvi i plazme bio je blizu
jedan u svim uzorcima, ukazujuéi na ravnomjernu distribuciju izmedu plazme i

krvnih stanica.



PARAMETAR

Tmax

Cmax

AUCN

AUC

T1/2

MRT

Tablica 1. Farmakokinetski parametri u Stakorskoj plazmi nakon jednokratne

JEDINICA

sat

ug eq./ml

he ug eq./ml

he ug eq./ml

sat

sat

peroralne aplikacije *H-BPC157

MUZJIACI

10.36

821

988

66

91

11

ZENKE

10.90

870

1058

69

94

1.2

MUZIACI +
ZENKE

10.53

845

1023

68

93

1.2



1.1.3. Pentadekapeptid BPC 157

Stabilni Zelu€ani pentadekapeptid BPC 157 je protuulkusni peptid, te kao takav
predstavlja dio je sekvence ljudskog Zelu€anog proteina BPC-a izoliranog iz Zeluca.
Slobodno je topljiv u vodi pri neutralnom pH, kao i u fizioloSkoj otopini (2-4).
Administrira se samostalno jer je stabilan u ljudskom zelu€anom soku te mu pri
administraciji nisu potrebni nosaci za siguran prolazak kroz Zeludac. Do sada je
dokazane sigurnosti primjene u kliniCkim ispitivanjima za upalnu bolest crijeva (PL-
10, PLD-116, PL 14736) i cijeljenje rana. U navedenim klinickim ispitivanjima nije
dokazana vlastita toksicnost pentadekapeptida BPC 157 te nije dosegnut LD1 (2—-4).
Pentadekapeptid BPC 157 (GEPPPGKPADDAGLV, M.W. 1419), sintetiziran je u
kompaniji Diagen iz Ljubljane (Republika Slovenija), te je do sada u istraZivanjima
naj¢eS¢e koriSten u razliCitom rasponu doza (10ug/kg, 10 ng/kg, 10 pg/kg) i u
razliitim nacCinima primjene (i.p., i.g., p.o., lokalno, kupka, u kapima za oci, kao
krema u koncentraciji 1ug/g neutralne kreme). BPC 157 se koristio kao 99%-tni Cisti
peptid, Sto je potvrdeno koristeéi se visokotlatnom tekuéom kromatografijom
(HPLC), dok je jedina necistoca bila peptid 1-des-glipeptideaza (2—4). BPC 157 sa
svojim snaznim protuulkusnim potencijalom protiv razli€itih ulcerogena predstavlja

novi medijator Robertovog koncepta citoprotekcije (3).



1.2. Dosadasnje spoznaje o u€¢inku BPC-a 157 na srediSnji zivéani sustav
Uginak BPC-a 157 na sredi$nji Zivéani sustav (SZS) je zasnovan na pretpostavci
da je BPC 157 bitan dio mozdano-probavne osovine te kao takav, osim djelovanja
na gastrointestinalni trakt ima i benefitan ufinak na mozak (5). Kao Sto je vec
prethodno opisano u preglednom radu (5), otkriCe mozgovno-probavne osi pripisuje
se radu Pavlova i njegovom otkricu uloge vagus Zivca u kontroli sekrecije Zzelucane
kiseline (6). Daljnjim radom i otkricima Hans Selye je pokazao kako agens uvijek
izaziva isti neuroendokrini odgovor. Nadalje on je pokazao kako je gastroduodenalni
ulkus posljednji dio trijade: hipofizno-nadbubrezne stimulacije, timo-limfati¢ne
involucije i gastroduodenalne ulceracije (7). Sustavni rad Selyeovih studenata je
1980. godine dokazao kako niz peptida, kao Sto su bombezin, tirotropin-oslobadajuci
hormon (TRH), kortikotropni faktor otpustanja (CRF) i neurotenzin (NT) imaju
sposobnost modifikacije gastrointestinalnih funkcija. Na ovim istrazivanjima je i
zasnovano dana$nje stajaliSte o osovini mozak-probava te se smatra da os mozak-
probavni sustav potvrduje interakciju izmedu mozga i probavne cijevi, i obratno (8).
Ovaj koncept podrazumijeva i neurotransmitore i/ili peptidergiCke faktore rasta,
porijeklom iz probavnog trakta koji imaju jaki anti ulcerozni potencijal i na taj nacin iz
periferije blagotvorno utje¢u na poremeéaje SZS-a. Dakle, u terapijske svrhe, to
znaci dvosmjernu aktivnost dotiénog agensa izmedu mozga i Zeluca. Pri
admimistraciji neuroleptika, to€nije antipsihotika kao Sto su haloperidol i flufenazin ili
novije generacije antipsihotika kao Sto su sulpirid i klozapin, BPC 157 je uspjeSno
abolirao nastanak ulkusa, ali isto tako i ponistio ekstrapiramidalne nuspojave

navedenih antipsihotika (9, 10). Haloperidol i flufenazin su kod Stakora izazvali



katalepsiju, dok su klozapin i sulpirid izazvali senzomotornu dezorijentaciju te su
obje nuspojave uspjesSno sprijeCene administracijom BPC-a 157 (9, 10). Nacelna
generalizacija, da BPC 157 moze antagonizirati djelovanje razliCitih grupa
antipsihotika, toCnije antagonizirati njihove nuspojave, podrZzana je pretpostavkom
da BPC 157 djeluje na dopaminski sustav centralno, ali isto tako i periferno, tocnije
da ima ucinak na pojedine dijelove patofiziologije formacije ulkusa kao i katalepsije.
Nadalje BPC 157 je atenuirao i stereotipne kretnje uzrokovane akutnom
administracijom amfetamina kao i sprijeCio razvoj haloperidolom inducirane
osjetljivosti na amfetamin (9, 11). Daljnji dokaz BPC 157 interakcije s dopaminskim
sustavom je vidljiv u sprieCavanju razvitka katalepsije pri administraciji rezerpina, ali i
kod moguénosti atenuacije tremora, akatizie i katalepsije uzrokovane
eksperimentalnom supstancom MPTP (12). Na totalnu blokada dopaminskog
sustava, istodobnom administracijom haloperidola i rezerpina, BPC 157 je isto tako
imao benefitan ucinak (12) ponistavajuci posljedice dopaminom uvjetovane ozljede
nigrostrijatalnih neurona, blokade dopaminskih receptora kao i posljedice reducirane
dopaminske aktivnosti (11-13). Svi gore navedeni rezultati ukazuju na posebnu
interakciju BPC-a 157 i dopaminskog sustava, ali i na moguce interakcije s drugim
neurotransmitorskim sustavima. Autoradiografijom je dokazano kako BPC 157 u
razliitim dijelovima mozga ima razliCit u€inak na otpustanje i sintezu serotonina
(14). Jednokratna primjena BPC-a 157 znacajno umanjuje produkciju serotonina u
nekim strukturama mozga, kao Sto su dorzalni talamus, hipotalamus, hipokampus i
lateralnim genikulatnim tijelima, dok ista ta jednokratna primjena uzrokuje povec¢anu

produkciju serotonina u supstanciji nigri i medijalnoj prednjoj olfaktornoj jezgri (14).



Pri dugoro€noj primjeni, tocCnije nakon sedmodnevne administracije BPC-a 157,
doSlo je do smanjenja produkcije serotonina u dorzalnim rafe jezgrama, dok je u
gornjoj olivarnoj jezgri, supstanciji nigri, lateralnom kaudatusu i jezgri akumbens
doslo do znacajnog povecanja sinteze serotonina (14). Navedeni utjecaj BPC-a 157
na sintezu serotonina zasigurno je u svezi i s njegovim aboliraju¢im u€inkom kod
serotoninskog sindroma, bilo izazvanim administracijom pargilina ili istodobnom
administracijom pargilina i L-triptofana (15). Povoljan ucinak BPC 157 na
serotoninski sustav je hipotetski posredovan antagonistiCkim djelovanjem na
fenomenologiju izazvanu aktivacijom 5-HT2A receptora. Pri istodobnoj administraciji
diazepama i BPC-a 157, dolazi do potencijacije ucCinka diazepama u vidu
prolongirane antikonvulzivne aktivnosti, ali isto tako dovodi i do kasnijeg pojavljivanja
simptoma iz spektra apstinencijskog sindroma (16). Nadalje je pokazano kako BPC
157 samostalno ima potentan anksiolitiCki ucinak, usporediv s diazepamom, ali i
kako postoje jasne razlike u djelovanju navedenih lijekova, pruzajuci tako dokaze da
BPC 157 djeluje na odrzavanje homeostaze gabergi¢kog sustava ali i na povecanje
same koncentracije GABA-e (16, 17). Iz svega navedenog je vidljivo zasto se BPC
157 smatra dijelom mozdano-ZeluCane osovine te kako njegov specifican
meduodnos s nekoliko neurotransmitorskih sustava moZze biti benefitan u patologiji
srediSnjeg ziv€anog sustava (5). U modelu multiple skleroze, pri €emu je kurpizonom
inducirana demijelinizacija i degeneracija oligodendrocita, BPC 157 uspjeSno
zaustavlja razvitak encefalopatije i nastanak misi¢ne disfunkcije (18). PatohistoloSka
analiza uzoraka je pokazala manje ziv€anih ozljeda u nekoliko regija mozga, ali su

promjene u laterodorzalnom talamusu i jezgri reuniens bile najizrazenije te tako



dodatno potvrdile benefitan u€inak BPC-a 157 u modelu multiple skleroze (18). S
ve¢ dokazanim potentnim u€inkom na cijeljenje rana i ozljeda u razli¢itim tkivima (19,
20), BPC 157 je isto pokazao i u modelima traumatske ozljede Zivca, ledne mozdine,
ali i mozga (21-23). Ozljeda ishijadicnog zivca, te posljedicno anastomozirana ili
neanastomozirana ozljeda, pokazala je kako BPC 157 uvelike pospjeSuje cijeljenje
Zivca tako Sto povecava dijametar i debljinu mijelinskih ploca, ali i broj mijeliniziranih
vlakana i pripadajucih krvnih Zila (22). Navedene promjene dovode do bihevioralnih
razlika u testiranih Zivotinja, ali i uvecanih akcijskih potencijala motornih vlakana pri
elektrofizioloSkim ispitivanjima (22). Kod traumatske ozljede mozga, BPC 157 je
smanjio edem, smanijio veli€inu i broj hemoragaijskih traumatskih laceracija, ali je
smanijio i intenzitet subarahnoidalnog krvarenja sa znacajno umanjenim krvarenjem
u intraventrikularne prostore (21). Kod ozljeda ledne moZzdine, na razini L2- L3, BPC
157 je poboljSao motornu funkciju repa kao i reducirao spastiChost nakon
Cetverotjedne aplikacije (23). PatohistoloSka analiza je pokazala smanjenje edema u
sivoj tvari tretiranih Zivotinja te manje izraZzeno difuzno aksonalno osteéenje (23),
ukazujuéi na moguce djelovanje BPC 157 na nastanak i prevenciju sekundarne
ozljede, a samim time i poboljSanog neuroloSkog oporavka. Iz svega gore
navedenog vidljivo je da BPC 157 ima potentan ucinak kod cijeljenja ozljeda SZS-a,
bilo djelujuci na primarnu ozljedu, bilo djelujuc¢i na nastanak i razvitak sekundarne

ozljede (5, 21-23).



1.3. Dosadasnja istrazivanja o povezanosti BPC-a 157 s NO sustavom

Uc€inak BPC-a 157 i njegov meduodnos s NO sustavom nedavno je prikazan u
revijalnom radu (24) i referiran u nizu objavljenih radova (1, 25-29). Povezanost
BPC 157 i sustava dusSi¢nog oksida osobito je vidljiva u njegovoj participaciji u
Moncadinom homeostatskom odgovoru NO-sustava na ozljedu, odrzavajuci
vaskularni integritet i kontrolirajuci trombocitnu aktivnost (30). BPC 157 svoj uCinak
cijeljenja sprovodi tako da utjeCe na sve dogadaje nakon gubitka vaskularnog
integriteta (1, 25). Ovisno o uvjetima, BPC 157 smanjuje duboku vensku trombozu
tako Sto otvara kolateralne krvne Zile, te tako premoscéuje venski defekt (25). Nadalje
BPC 157 smanjuje krvarenje i trombocitopeniju uzrokovanu produljenim krvarenjem
uslijed administracije heparina, varfarina ili aspirin (31). BPC 157 konzistentno
unaprjeduje cijeljenje kod serije razli¢itih modela ozljeda, akutnih i kronicnih, ¢ak i
kod razli¢itih organskih sustava (1, 4, 18, 26, 32, 33), ali i kod tkiva koja inacCe
spontano ne cijele nakon teskih ozljeda, kao $to je korneja (34). Radi Cinjenice da se
BPC 157 stvara u Zelu€anoj sluznici te da ima znacajan utjecaja na sintezu NO-a, ali
i dokaza da postoji bazalno vece stvaranje NO-a u Zelu¢anoj sluznici u usporedbi s
drugim tkivima, dovela je do hipoteze kako BPC 157 ima specifiCnu interakciju s NO
sustavom (24, 35). BPC 157 pokazuje generalno kompetitivni u€inak prema L-
argininu, ali i drugim supstancama koje imaju u€inak na NO sustav (npr. L-NAME) te
je za pretpostaviti da ima odredenu fizioloSku funkciju kada govorimo o stvaranju
NO-a (24, 36). Navedeno podrzava njegove korisne uCinke te dalje potkrjepljuje
uzajamni odnos BPC 157 i sustava NO-a (s L-NAME/L-argininom, pojedinaéno ili

zajedno) u zastiti ZeluCane sluznice i zastiti sluznice nakon alkoholne lezije
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citoprotekcijom, stvaranju NO-a i regulaciji krvnog tlaka (36, 37). Meduodnos BPC-a
157 i NO sustava je dalje vidljiv u akutnoj i kroni¢noj alkoholnoj intoksikaciji kao i u
sindromu ustezanja (37-39), u kardiovaskularnim poremecajima, kroni€nom
zatajenju srca, plucnoj hipertenziji i aritmijama (40, 41); u poremecajima nakon
hipokalijemije i hiperkalijemije kao i u disfunkciji staniche membrane izazvane
kalijem (42, 43). Konacno taj ucinak je prisutan i u poremecaju cijeljenja rana (3, 20,
22, 29, 32, 33, 44), ali i kod mnogo kompleksnijih oblika rana kao $to je cijeljenje
ezofagokutane i kolokutane fistule (44, 45). lako do sada jo$ nije utvrden tocni
mehanizam pomoc¢u kojeg BPC 157 sprovodi svoje uCinke te kako se to¢no odvija
interakcija s NO sustavom, pritom uzimajuci u obzir specifican u¢inak BPC-a 157 na
gen za sintezu endotelne sintetaze NO-a (45), ali i na druge gene vezane uz NO
sustav (25, 46), izvjesno je da postoji odredeni mehanizam interakcije BPC-a 157 i
NO sustava te bi daljnja istraZivanja na tom podruCju uvelike uznapredovala

razumijevanje, a time i poboljSanje klinickog ucinka.
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1.4.Dosadasnja istrazivanja ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda u mozgu

Mozdani udar je drugi vodeéi uzrok smrti u globalnim razmjerima, dok je u
Sjedinjenim Americkim Drzavama peti uzrok smrti (47). S prevalencijom od 2.7% on
je ujedno i vodeci uzrok ozbiljne dugotrajne invalidnosti u Sjedinjenim Americkim
Drzavama (47). Incidencija se razlikuje ovisno o rasi i spolu te je poznato kako
muskarci u mladim dobnim skupinama imaju vecu ucestalost mozdanog udara, ali i
tranzitornih ishemijskih ataka, dok se ta razlika s godinama smanjuje da bi u starijim
dobnim skupinama ucestalost u Zenskoj populaciji bila ve¢a, nego u muskoj (47).
Mozdani udar je zasluzan za preko 36.7 milijardi dolara troSkova lijeCenja i
rehabilitacije uzrokovane posljedicama mozdanog udara u SAD-u (47). Uzmemo li u
obzir projekcije koje nalazu da ¢e do 2035. godine, direktni medicinski troskovi zbog
moZzdanog udara nadi¢i 94 milijarde dolara, jasno je zasto mozdani udar predstavlja
takvo socijalno i ekonomsko opterecenje za drZzave diliem svijeta (47). Do danas
postoje samo dvije efikasne terapijske mogucnosti, lokalna rekanalizacija i
sistemska tromboliza (48). lako su uvelike poboljSale ishode pacijenata koji dozZive
moZzdani udar, obje imaju relativno uski terapijski prozor te su zbog toga primjenijive,
a samim time i uc€inkovite, u manjeg broja pacijenata (48). Imajuc¢i navedeno na
umu, jasno je zasto je potraga za djelotvornim lijekom za moZzdani udar od velike
vaznosti. Do sada je napravljeno na stotine klinickih studija koje nisu polucile
uspjehom tj. nisu nasle novi agens za lijeCenje mozdanog udara (48). Ishemijsko-
reperfuzijske ozliede nalaze se u podlozi patofizioloSkih mehanizama
cerebrovaskularnin  bolesti, koje se najéeSée manifestiraju u  obliku

cerebrovaskularnog inzulta (CVI) kao i tranzitornih ishemijskih ataka (TIA). Kod 87%
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bolesnika u SAD-u, radi se o infarktu uzrokovanom ishemijom, dok je u manjem
broju uzrokovan hemoragijom (47). Sam proces pocinje prestankom krvnog protoka,
Sto dovodi do deplecije energetskih rezervi stanice i pokretanja serije molekularnih
kaskada koje dovode do patoloskih promjena i ozljeda mozga (48). lako je ishemija
zaCetnik ovih promjena, zapravo je reperfuzija, koja nastaje naknadno kao
posljedica ponovne uspostave krvotoka, ta koja je vazna u krajnjem ishodu. Samo
podrucje ishemije moZemo podijeliti na dva dijela, srz samog infarkta gdje dolazi do
brze i nepovratne smrti neurona, te podru¢ja penumbre, gdje se odvijaju svi procesi i
krajnji ishodi vezani uz ishemijsko-reperfuzijske ozljede (48). Podruc¢je penumbre je
izrazito zanimljivo, jer zavisno od duljine trajanja ishemije, a potom i reperfuzije, to
podruc¢je moze znacajno varirati u svojoj povrsini, a time i posljedicnoj povrSini
infarkta (48). Ishemija moze uzrokovati neuronsku nekrozu i apoptozu; dugoro¢na
cerebralna ishemija potiCe nekrozu, dok kratkotrajna cerebralna ishemija uzrokuje
apoptozu (48, 49). Na ishemiju kod odraslih su najviSe osjetljivi piramidalni neuroni
regije CAl-4 hipokampusa, piramidalni neuroni treéeg i petog sloja neokorteksa i
Purkinjeove stanice malog mozga, tocnije kod tih neurona najprije vidimo ishemijske
promjene te oni pokazuju najmanju rezistenciju na promjene koncentracije kisika
(50). Nakon ishemije, dolazi do postupne deplecije razina energije u stanici, $to
dovodi do depolarizacije stanice i elektrolitskog disbalansa koji poti¢e aktivaciju
enzima ovisnih o kalciju, medu kojima je i duSikov monooksid sintetaza (NOS) (48,
51). Trenutacno najucinkovitija terapija je rekanalizacija krvne Zile, koja kao veliki
nedostatak ima uski terapijski prozor, ali i sama rekanalizacija, kada opet uspostavi

krvotok, ne mijenja bitno ishod ishemijsko-reperfuzijske ozljede (48, 51).
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U ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi, produkcija NO-a prolazi kroz viSe faza i proizvodi
se od viSe vrsta razlicitih NOS-a, ovisno o kojoj fazi patofiziologije ishemijsko-
reperfuzijskin ozljeda je rije€. Prva faza produkcije duSikovog monoksida (NO)
nastaje jedan sat nakon ishemije, odnosno jedan sat u periodu reperfuzije, te se NO
u pocetku proizvodi od strane endotelne dusik monoksid sintetaze (eNOS), a nakon
poremecaja elektrolita produkciju preuzima neuralna dusikov monoksid sintetaza
(nNOS) (51-53). Druga faza produkcije nastaje 24 do 48 sati nakon ishemije, ovisno
o tezini i trajanju iste, te se NO poglavito producira od strane inducibilne dusikov
monoksid sintetaza (INOS) (51-53). Obje faze su poglavito pod utjecajem nNOS-a i
INOS-a, tj. ve¢ina NO-a je produkt navedenih sintetaza, koje za razliku od eNOS-a
ne smanjuju opseg ishemije, ve¢ dovode do stani¢ne smrti i prekida krvno-mozdane
barijere (51-53). U samim pocCecima ishemije kao i na poCetku prve faze dolazi do
produkcije malih koli¢ina NO-a, od strane eNOS-a, koji pokazuje neuroprotektivhe
uCinke. U kasnijim fazama ishemije dolazi do aktivacije ostalih sintetaza i
proizvodnje velikih koli€ina NO-a, a time i do prekida normalnog funkcioniranja
stanica i krvno-mozdane barijere (51, 52). Brojna istraZivanja imala su za cilj istraziti
kako Ce inhibiranje ili aktivacija pojedinih izoformi NOS-a utjecati na krajnji ishod
ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda. Tako su pokusi s "knock-out" miSevima, kojima su
isklju€eni geni za NnNOS ili eNOS, pokazali da inhibicija nNOS-a dovodi do povoljnog
ucinka na ishemijske lezije, dok deaktivacija eNOS-a dovodi do pogor$anja lezije
(51, 52, 54). Isto tako je inhibitor nNOS-a, eksperimentalna supstanca ARL 17477,
poboljSala ishode ozljede kada je aplicirana nakon zavrSetka ishemije (51).

Aplikacijom aminogvanidina, takoder eksperimentalne supstance koja smanjuje

14



aktivnost samo NOS-a neovisnih o kalciju, kod Zivotinja podvrgnutih ishemijsko-
reperfuzijskim ozljedama, pokazano je znaCajno smanjenje opsega lezije |
sveukupno bolji ishod tretiranih Zivotinja (51, 54). Eksperimentalni podatci pokazuju
da se neuroprotektivni eNOS i neurotoksicni nNOS i INOS, aktiviraju u razliCitim
vremenskim intervalima za vrijeme trajanja ishemije i reperfuzije (51, 52, 54) To nam
najbolje  pokazuje  administracija  N(G)-nitro-L-argininmetilester  (L-NAME),
neselektivnog inhibitor NOS, i aplikacija L-arginina, koji je supstrat za NO, u
razliCitim vremenskim intervalima i s razliCitim ishodima na tijek ishemijsko-
reperfuzijskin ozljeda. Tako je aplikacija L-arginina smanijila veliinu zahvacenog
podrucja, ali samo ako se administracija dogodila unutar prvih sat vremena od
ishemije (51, 54). S druge strane, L-NAME je povecéao krajnju povrSinu ishemijom
zahvaéenog podru¢ja kada je administriran neposredno nakon ishemije, dok je
administracija dva sata nakon ishemije rezultirala smanjenjem ili nepromijenjenim
ishodom veli€ine ishemijski zahvaéenog podrucja (54). Svi ovi rezultati navode na
zaklju€ak da je NO povoljan na samim poc€ecima ishemije, dok je kasnije, nakon
aktivacije nNOS-a, a potom i INOS-a, NO pogorSava stanje i djeluje neurotoksi¢no.
ToCnije, da vecée koli€ine NO imaju neurotoksi¢an ucinak, dok manje imaju
neuroprotektivan ucinak na ishod ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda (51, 52, 54).
Jedan od nacina aktivacije eNOS-a je kroz signalni put vaskularnog endotelnog
faktora rasta (VEGF) (55). Vezanjem VEGF-a na VEGF receptor 2 dolazi do
aktivacije VEGFR2- AKT- eNOS signalnog puta i aktivacije eNOS-a te se tim
signalnim putem sprovode neurotropni i proliferacijski u€inci VEGF-a (55). Za VEGF

je poznato da ima povecanu ekspresiju u centralnom ziv€anom sustavu nakon
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ishemijske ozljede mozga (55, 56) kao i da potiCe nastajanje novih krvnih zila
odnosno angiogenezu (56, 57). Njegova uloga u ishemijsko-reperfuzijskim
ozljedama je joS predmet istrazivanja, ali dosadas$nja istrazivanja ukazuju na to da
smanjuje mikrovaskularne ozljede, da smanjuje kognitivne deficite u testovima
memorije kao i da pospjesuje prezivljenje neurona u hipokampusu (57, 58). Dosada
je pokazano kako najviSu ekspresiju ima nakon 24 sata (57) te da sa svojim
angiogenim i neurogenim svojstvima poboljSava ishod ishemijsko-reperfuzijskih
ozljeda u mozgu Stakora (55, 57, 58). Inhibicija ekspresije VEGF-a pogorSava
neuronske i glijalne ozljede nastale uslijed ishemije (55). VEGF, i gore opisani ucinci
u ishemiji mozga, ga Cine obecavaju¢im agensom u lijeCenju ishemijskih ozljeda
mozga, a terapije zasnivane na VEGF-u i njegovim signalnim putevima su jo$ u

eksperimentalnim fazama (55).
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2. Hipoteza
Na Stakorskom modelu BCAO-a, primjena pentadekapeptida BPC 157 ¢e
smanijiti patohistoloSke lezije u hipokampusu, popravit ¢e funkcionalne neuroloske
deficite memorije i motorike, nastale uslijed ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda mozg

te Ce utjecati na ekspresiju ispitanih gena.
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3. Ciljevi rada

3.1.0péi ciljevi rada

Sistemati¢no i podrobno istraziti u¢inke BPC 157 na Stakorima podvrgnutim BCAO
modelu cerebralne ishemije-reperfuzije.

Verificiranjem uc€inka BPC 157 na ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu mozga i na
oporavak mozdanih funkcija zahvacenih istom ozljedom, ustanovit ¢e se terapijski

ucinak BPC 157 na ovom modelu te omoguciti daljnje planiranje istrazivanja.

3.2. Specificni ciljevi rada

1. Odredivanje neuroloskog statusa i deficita memorije kod ispitanih Zivotinja.

2. lIstraziti uCinke antagonista i agonista NO sustava i njihovog meduodnosa s BPC-om
157.

3. PatohistoloSkom analizom odrediti tezinu ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda kod
kontrolnih i testiranih Zivotinja.

4. Otkrivanje molekularnih mehanizama kojima BPC 157 sprovodi svoje ucinke.
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4. Materijali i metode

4.1.Eksperimentalne zivotinje

Istrazivanje se provelo u sklopu sveuciliSnog projekta BMO099, na muskim
Stakorima soja Wistar. KoriSteni Stakori su bili starosti izmedu 10 i 12 tjedana,
prosjecne tjelesne mase oko 250 grama. Bili su smjeSteni u u nastambi za Zivotinje
Zavoda za farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (broj
odobrenja HR-POK-007), gdje su drzani u standardnim kavezima (po dvije Zivotinje
u jednom kavezu), hranili se peletama ad libitum, a voda im je takoder bila na
raspolaganju ad libitum. Prostorija u kojoj su drzani je klimatizirana (24°C) i
ventilirana, s reguliranim ciklusom svjetlosti i tame koji se izmijenjujivao svakih 12h
(dnevni ciklus od 8 do 20 sati). Istrazivanje se provelo u skladu s Zakonom o
dobrobiti Zivotinja (NN 19/99), a osiguranje etiCkih nacela u ispitivanju osigurano je
pridrzavanjem europske direktive 2010/63/EU, Zakona o izmjenama i dopunama
Zakona o zastiti Zivotinja (NN 37/13), Zakona o zastiti Zivotinja (NN 135/06),
Pravilnika o zastiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13), FELASA
preporuka i preporuka EtiCkog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu. Pokus se po teZini smatra umjerenim. Netom prije Zrtvovanja Zivotinje se
uveslo u duboku anesteziju (diazepam, 5 mg/kg i.p. i natrijev tiopental 50 mg/kg i.p.)

i Zrtvovalo dekapitacijom uz pomo¢ giljotine.
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4.2.Eksperimantalne supstance

Pentadekapeptid BPC 157 (aminokiselinski slijed: Gly-Glu-Pro-Pro-Pro-Gly-Lys-
Pro-Ala-Asp-Asp-Ala-Gly-Leu-Val, Mr 1419) je sekvenca peptida BPC. Sintetizira se
prema patentu (EPO 57268), a za i.p. primjenu priprema se otapanjem u vodi i u
fizioloSkoj otopini. Pentadekapeptid BPC 157 je 99%-tne CistoCe, dobiven
visokotlacnom likvidnom kromatografijom s 1-des-Gly peptidom kao necistocom.
Supstance koje su koriStene u ovom istrazivanju su pentadekapeptid BPC 157 u
dozi od 10 pg/kg, fizioloSka otopina (0,9% NaCl), N(G)-nitro-L-argininmetilester (L-
NAME) u dozi od 5mg/kg te prekursor NO-sustava L-arginin u dozi od 100 mg/kg.
Supstance koristene u ovom istraZivanju bile su administrirane lokalno na mjestu

operacije u volumenu od 1 ml.

4.3.Eksperimentalni protokol

Za izazivanje ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda koristio se model BCAO (49, 51,
53, 59). Nakon primjene anestezije (diazepam (5 mg/kg i.p.) i natrijev tiopental (50
mg/kg i.p.)) | perioda da anestezija postigne zeljeni ucCinak slijedila je sama
operacija. Prvo se vrsila incizija na vratu, u medijanoj ravnini, te se nakon otklanjanja
fascija i misica pazljivo pristupalo samim karotidnim arterija. Potom se postupno
karotidna arterija izolirala od svih prileZzeCih struktura, pa tako i vagalnog Zivca.
Izolirana zajednicka karotidna arterija je potom bila ligirana 20 minuta (,clammping*
metoda uz pomo¢ gumom obloZenih peana) te je po zavrSetku ligacije Zivotinja bila

zasSivena po slojevima, rana dezinficirana te je slu€ajnim odabirom bila rasporedena
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u jednu od terapijskih skupina. Nakon Sto su rasporedene u skupine, istim je
Zivotinjama aplicirana terapija ovisno u kojoj su skupini te je bilo dozvoljeno
razdoblje reperfuzije od 24 ili 72 sata, ovisno o inicijalnim postavkama pokusa s
obzirom na metodologiju. Po zavrSenom razdoblju reperfuzije Zivotinje su se uvele u
duboku anesteziju te su potom biti zrtvovane dekapitacijom, uz pomoc giljotine.
Uzorci pojedinih dijelova mozga bili su saCuvani za daljnju analizu u puferiranoj

otopini formalina (10%) ili u teku¢em dusiku, zavisno od daljnje metodologije.

4.4.Skupine i broj zivotinja

Istrazivanje se provodilo u dva vremenska intervala. Prvi interval od 24 sata, gdje
je bilo ukupno Sest skupina (n=8), a supstance su bile administrirane odmah po
ucinjenoj operaciji. Drugi interval od 72 sata, gdje je bilo ukupno Sest skupina (n=8),
supstance su se takoder administrirale odmah po ucinjenoj operaciji. To¢an protokol

pokusa po ispitivanim grupama je naveden u tablici 2.
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TERAPIISKA
SKUPINA

KONTROLA 24H

KONTROLA 72H

BPC 157 MG 24H

BPC 157 MG 72H

L-NAME 24H

L-NAME 72H

L-NAME + BPC 157
24H

L-NAME + BPC 157
72H

L-ARGININ 24H

TRETMAN (JEDNOKRATNI)

1 ml 0.9% NaCl

1 ml 0.9% NaCl

BPC 157 10 pg/kg tj.t.

BPC 157 10 ug/kg tj.t.

L-NAME 5 mg/kg tj.t.

L-NAME 5 mg/kg tj.t.

L-NAME 5 mg/kg tj.t. + BPC 157 10
ug/kg tj.t.

L-NAME 5 mg/kg tj.t. + BPC 157 10
ug/kg tj.t.

L-arginin 100 mg/kg tj.t.

VRIJEME
ZRTVOVANJA

24 sata

72 sata

24 sata

72 sata

24 sata

72 sata

24 sata

72 sata

24 sata

BROJ
ZIVOTINJA

22



L-ARGININ 72H

L-ARGININ + BPC
157 24H

L-ARGININ + BPC
157 72H

UKUPNO ZIVOTINJA

Tablica 2. Protokol pokusa po ispitivanim skupinama

L-arginin 100 mg/kg tj.t.

L-arginin 100 mg/kg tj.t. + BPC 157
10 pg/kg tj.t.

L-arginin 100 mg/kg tj.t. + BPC 157
10 pg/kg tj.t.

72 sata

24 sata

72 sata

96

23



4.5.Bihevioralni testovi

Ispitivanje neuroloSkog statusa zZivotinje vrSilo se koristeCi se s tri bihevioralna
testa. Sva testiranja su ucinjena 24 sata nakon indukcije ishemijsko-reperfuzijskih
ozljeda. Za ispitivanje memorije i prostorne orijentacije koristio se Morris water maze
test (MWM) (60-62), dok se ispitivanje motorickih sposobnosti, koordinacije i
ravnoteze ispitivalo pomocu Inclined beam walk testa (IBW) (60, 62, 63) i Lateral
push testa (LP) (60, 62, 64).

MWM test je koriSten kako bi se ispitala memorija i prostorna orijentacija Zivotinja
nakon induciranja ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda (61). U MWM testu je koriSten
sivi bazen, promjera 150cm i dubine 30cm, u koji je bila potopliena platforma
promjera devet cm. Vizualne oznake su bile postavljene na sva Cetiri zida prostorije,
te se cijeli postav nije mijenjao tijekom cijelog ispitivanja. Pronalazak platforme se
smatrao kada bi Zivotinja stavila obje prednje Sape na platformu. Svaka testirana
Zivotinja je prosla kroz Cetiri trening ispitivanja dnevno, s pauzom od deset minuta
izmedu pojedinog testiranja, i tako pet dana u nizu. Trening ispitivanje se sastojalo
od plivanja u bazenu te potragom za skrivenom platformom koja se nalazila u
jednom od kvadranata bazena. Petog dana testiranja, vrijeme latencije za
pronalaskom skrivene platforme je uzeto kao indeks akvizicije odnosno uc¢enja i kao
takvo je koriSteno kao osnovno vrijeme potrebno za naci platformu. Nakon pet dana
testiranja, Zivotinje su operirane te su inducirane ishemijsko-reperfuzijske ozljede.
Nakon 24 sata odmora tj. reperfuzije, zivotinje su ponovno testirane kroz cetiri
razliCita ispitivanja te je zabiljezeno vrijeme srednje latencije tj. vrijeme potrebno za

pronalazak platforme.
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IBW test je koriSten kako bi se ispitale lokomotorne sposobnosti testiranih
Zivotinja nakon ishemijsko-reperfuzijskin ozljeda (63, 65). Svaka od Zivotinja je
individualno postavljena na drvenu Sipku, duljine 110 cm i Sirine 1.5 cm, postavljenu
pod kutem od 60 stupnjeva te je imala 60 sekundi kako bi istu prehodala. Njihove
motoriCke sposobnosti su skorirane na skali od nula do Cetiri (63, 65). Ocjena Cetiri
je dodijeljena zivotinji koja je u 60 sekundi prohodala vise od % hodne pruge;
ocijena tri je dodijeljena zivotinji koja je uspjela prohodati viSe od pola ali manje od %
hodne pruge; ocjena dva je dodijeljena Zivotinjama koje su bile u stanju prohodati
vise od ¥ duljine hodne pruge; ocjena jedan je dodijeljena Zivotinjama s izrazito
teSkim neuroloskim ispadima koje nisu bile u stanju prohodati niti ¥4 traZzene duljine
dok je ocjenu nula dobila Zivotinja koja nije bila u stanju hodati. IBW je sproveden
dan prije same operacije te 24 sata poslije indukcije ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda
(63, 65). Sve Zivotinje nakon nasumic¢nog odabira i podjele u terapijske grupe, a prije
same operacije i administracije supstanci, su imale trening period koji se sastojao od
Cetiri hodanja. U samom periodu treninga nije nadeno nikakve statistiCki znacCajne
razlike izmedu pojedinih grupa.

LP test je napravljen kako bi se procijenila motorika i snaga ispitanih Zivotinja
(64, 65). Test je proveden prije i 24 sata nakon indukcije ishemijsko-reperfuzijskih
ozljeda. Zivotinje su bodovane na temelju moguénosti odupiranja lateralnom guranju
te se njihov ucinak nakon operacije ocijenio kao + (zZivotinja se i dalje aktivho opire
lateralnom guranju) ili — (zZivotinja se ne opire lateralnom guranju) u odnosu na
inicijalno testiranje. Krajnji rezultat LP testa je izrazen kao postotak Zivotinja koje su

se odupirale ili se nisu odupirale u odnosu na inicijalno testiranje (64, 65).
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4.6.Molekularne metode

Nakon aplikacije odgovarajucih supstanci te Zrtvovanja Zivotinja, uzorci
hipokampusa su se brzo prikupili te stavili u tekuci dusik. Uzeti uzorci hipokampusa
su se homogenizirali uz pomo¢ homogenizatora T10 Ultra-turrax homogenizator (IKA
Werke GmbH, Njemacka) te se sveukupna RNA izolirala iz tkiva hipokampusa,
nakon 24 sata, uz pomo¢ TRIzol reagensa (Invitrogen, Termo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, SAD) prema uputama proizvodata. Potom se RNA
kvantificirala  koristeCi NanoDrop ND-1000 spektrofotometar (NanoDrop
Technologies, Wilmington, Delaware, SAD) kako bi se osigurala dovoljna koli€ina
mRNA i time krenulo u postupak reverzne transkripcije s priblizno jednakom
kolicinom mRNA u svakom uzorku. Za reverznu transkripciju koristio se High-
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Termo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) prema uputama proizvodaca u aparatu
ProFlex 3x32-well PCR System (Applied Biosystems, Termo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, SAD). Za analizu razine ekspresije Zeljenih gena, koristio
se 10 TagMan gene expression assays (Termo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD) sa strojem Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Termo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) prema
protokolu proizvodaca (66). Relativha kvantifikacija ekspresije trazenih gena; Prkcg
(protein kinaza C gama), eNos, nNos, iNos, Mapkl (mitogenom aktivirana protein
kinaza), Kras (V-Ki-Ras2 onkogeni homolog), Egrl (rani ¢imbenik rasta), Srf (faktor
serumskog odgovora), Braf (b-raf protoonkogen), Src (tirozin protein kinaza srcl),

Vegfr-2, Akt (protein kinaza B alfa) Nfkb (nuklearni faktor kappa B), vrSila se nakon
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24 sata, u odnosu na ekspresiju kontrolninh gena (Gapdh (gliceralaldehid-3-fosfat
dehidrogenaza) i Beta-actin), to jest vrSila se normalizacija ekspresije u odnosu na
navedene housekeeping gene (67). Vecina odabranih gena (Prkcg, Mapkl, eNos,
Kras, Egrl, Srf, Braf, Src, Vegfr-2, Akt) su dijelovi signalnih puteva VEGF-a, to¢nije
za svaki dio pojedinog signalnog puta je uzeto najmanje jedno mjesto na kojima ¢e
se vrsiti analiza ekspresije RNA. Ostali geni, koji nisu dio signalnog puta VEGF-a, su
tri izoforme NO sintetaze (eNos, nNos, iNos) pomocu kojih ¢ée se procijeniti

sudjelovanje NO sustava u ishemijsko-reperfuzijskim ozljedama.

4.7.Patohistoloska analiza

Po zrtvovanju Zivotinja, mozgovi su bili fiksirani 48 sati u 10%-tnom puferiranom
formalinu te su preuzeti koronarni rezovi kroz srednji dio hipokampusa. Tkivo se
zatim dehidriralo u etanolu postepeno rastuc¢ih koncentracija (70%, 80%, 96% i
100%), potom provodilo kroz ksilol i prozimalo u teku¢em parafinu na temperaturi od
+60°C te uklopljeno u parafinske blokove. Tako uklopljeno tkivo je ohladeno na +4°C i
rezano na kliznom mikrotomu na rezove debljine 4-5 pm. Rezovi su nakon
deparafiniranja u ksilolu i dehidracije, u opadajuéem nizu koncentracija etanola
(100%, 96%, 80% i 70%), bojani hemalaun eozinom. Na takvim preparatima je
slikana regija CA4 hipokampusa na pet velikih vidnih poveéanja (povecanje x200).
Brojani su zdravi neuroni i hipoksi¢no promijenjeni neuroni. Hipoksi¢no promijenjen
neuron ima “usilien” (eng. shrinkage) oblik, hipereozinofilnu plazmu te piknoti¢no

promijenjenu jezgru koja nastaje kao posljedica kondenzacije kromatina, dok
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histoloski normalan neuron ima srednje veliku ili veliku citoplazmu (ovisno o
lokalizaciji) te okruglu jezgru s izrazenim nukleolom (68). Kvantitativho se odredio
broj hipoksi¢no promijenjenih neurona u hipokampusu, u regiji CA4, nakon 24 sata

kao i nakon 72 sata kako bi se vidjela progresija ishemije neurona (60, 62, 69).

4.8. Statisticka analiza

Power test analizom, tabli€no (uz oCekivanu razliku od 20% i koeficijent varijance
od 10-15%) i u€injenom u programu R (a=0.05, = 0.90, d=1.2) (70), potvrdilo se da
je osam Zivotinja po grupi dostatno za otkrivanje statistiCki znacajne razlike. Za
statisticku obradu podataka ce se koristiti program R i Rstudio (70). Distribucija
uzorka je testirana Shapiro/ Wilksovim testom. U slu¢aju normalne distribucije,
koristio se Student T-test ili ANOVA, ovisno o metodi koja je bila testirana. Kao post
hoc test koristio se Dunnettov test (usporedba s kontrolnom skupinom) i Bonferroni
test (usporedba ostalih skupina medusobno). U slu€aju distribucije koja ne slijedi
normalnu raspodjelu koristila se neparametrijska statistika i Kruskal-Wallis test.
Podaci su prezentirani tablicno i grafiCki kao srednja vrijednost +/- standardna
devijacija (SD) ili minimum, median, maksimum (min/med/max). Vrijednost p< 0.05

smatrala se statisticki signifikantnom.
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5. Rezultati

Izazvane ishemijsko-reperfuzijske ozljede su kod svih testiranih Zivotinja dovele
do nastanka deficita u bihevioralnim testovima. MWM test, koji sluzi za ispitivanje
memorije i prostorne orijentacije te kao takav ima dokazanu povezanost izmedu
uCinka na testu i aktivnosti neurotransmitora ali i ispitivanih supstanci (61). Poznato
jest na ishemijske ozljede, te je ispitivanje memorije kroz MWM test dokazano
validan parametar za procjenu funkcionalnosti hipokampusa, ali i drugih regija u
nesto manjoj mjeri (61). U slu¢aju MWM testa, u razdoblju treninga, sve su ispitivane
Zivotinje svladale navedeni test te izmedu njihovih zavrSnih vremena latencije nije
nadena nikakva statisticki znac¢ajna razlika (Slika 1.). Nakon indukcije ishemijsko-
reperfuzijskih ozljeda najvece pogorSanje u vremenu potrebnom za naci platformu,
imale su Zivotinje tretirane L-NAME-om i kontrolne Zivotinje (Slika 2., Slika 3.). Tako
su zivotinje tretirane L-NAME-om u trening periodu imale srednje vrijeme od 15.2 +
2.8 sekunde, dok su u postoperativnom testiranju imale srednje vrijeme od 31.1 +
4.7 sekunde. Kontrolna skupina je u periodu treninga imala srednje vrijeme od 15.5
+ 3.0 sekunde, a nakon indukcije ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda su imale srednje
vrijeme od 23.2 £ 3.8. Iz navedenog se vidi kako je aplikacija L-NAME-a nakon
izazivanja ishemijsko-reperfuzijskin ozljeda uzrokovala pogorSanje vremena
pronalaska platforme za 15.8 + 3.2 sekundi u prosjeku, dok je samo izazivanje
ishemijsko-reperfuzijskinh ozljeda, bez aplikacije aktivne supstance, ve¢ aplikacije
samo fizioloSke otopine, dovela do pogor$anja vremena pronalaska platforme za 7.6

+ 1.8. Zivotinje, kod kojih je neposredno nakon operacije apliciran pentadekapeptid
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BPC 157 (Slika 2., Slika 3.), u preoperativnoj trening fazi imale su srednje vrijeme
pronalaska platforme od 14.5 + 3.2 sekundi, dok su nakon operacije imale srednje
vrijeme od 15.3 £ 2.9 sekundi. To je pogorSanje vremena pronalaska platforme
manje od sekunde, toénije 0.8 + 1.7 sekundi. Zivotinje, koje su bile u skupini koja je
kao terapijsku supstancu dobila L-arginin (Slika 2., Slika 3), u trening periodu imale
su srednje vrijeme pronalaska platforme od 14.9 + 3.1 sekundi, dok su u
postoperativnim pokusajima imale srednje vrijeme od 20.4 + 2.9, dakle pogorSanje
od 5.5 £ 2.3 sekunde u odnosu na vrijeme treninga. Pri istodobnoj aplikaciji L-
NAME-a i BPC-a 157, doSlo je do atenuacije loSeg u€inka L-NAME-a na ishod MWM
testa, te su zivotinje u postoperativhom testiranju imale srednje vrijeme od 19.8 £ 2.8
sekundi, dakle pogorSanje od 4.7 + 2.2 sekunde u odnosu na preoperativho
testiranje koje je iznosilo 15.1 + 3.3 sekundi. Pri istodobnoj aplikaciji L-arginina i
pentadekapeptida BPC 157 (Slika 2., Slika 3.) doSlo je do uzajamno benefitnog
medudjelovanja dvaju supstanci te je tretiranim Zivotinjama bilo potrebno 18.4 + 3.3
sekundi za pronalazak platforme, dakle pogorSanje od samo 3 + 2.8 sekunde u
odnosu na vrijeme treninga kad je iznosilo 15.4 + 4.1 sekunde.

U MWM testu, Zivotinje koje su tretirane s pentadekapeptidom BPC 157, imale su
statisticki znac€ajno krace vrijeme latencije u odnosu na kontrolne Zivotinje. Statisticki
znacajno bolje vrijeme latencije, u odnosu na kontrolne Zivotinje, imale su i zZivotinje
tretirane s kombinacijom BPC-a 157 i L- Arginina, kao i s kombinacijom L-NAME-a i
BPC-a 157, dok je statistiCki znaCajno pogorSanje zabiljeZzeno kod L-NAME grupe

(Slika 2., Slika 3.). Razlika izmedu postoperativnih vremena latencije, nije bila
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statisticki znacajna izmedu BPC 157 grupe i grupe tretirane kombinacijom BPC-a

157 i L-arginina.
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Trening vrijednosti MWM testa
(sr. vrijednost+SD)

Slika 1. Trening vrijednosti MWM testa, srednja vrijednost + SD
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W L-Arginin
W |-Arginin+BPC 157
W -NAME+BPC 157

Vrijeme latencije, sekunde + SD
(951

Na slici su prikazani rezultati testiranja u MWM testu (MWM) u periodu treninga.
Vrijednosti su izraZzene kao srednja vrijednost vremena latencije * standardna
devijacija, dok su * oznaCene sve vrijednosti koje su statistiCki zna¢ajne razlike u

odnosu na kontrolnu grupu (p<0.05).
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Postoperativne vrijednosti MWM testa
(sr. vrijednost+SD)
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Slika 2. Postoperativha vremena latencije MWM testa, srednja vrijednost £ SD
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Na slici su prikazani rezultati MWM testiranja 24 sata nakon operacije. Vrijednosti su
izrazene kao srednja vrijednost vremena latencije + standardna devijacija, dok su *
oznacCene sve vrijednosti koje su statistiCki znaCajne razlike u odnosu na kontrolnu

grupu (p<0.05), dok su s # oznacCene vrijednosti koje su statisti¢ki znacajne u odnosu

na grupu tretiranu s L-NAME (p<0.05).
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AT vrijednost MWM testa
(sr. vrijednost+SD)
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Slika 3. Razlika vremena latencije u MWM testovima, srednja vrijednost + SD

Na slici su prikazani rezultati testiranja u MWM testu, razlika preoperativhog
vremena latencije i postoperativnhog vremena latencije (AT). Vrijednosti su izraZzene
kao srednja vrijednost vremena latencije + standardna devijacija, dok su * oznaCene
sve vrijednosti koje su statistiCki znaCajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0.05), dok su s # oznacCene vrijednosti koje su statistiCki zna€ajne u odnosu na

grupu tretiranu s L-NAME (p<0.05).
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IBW test sluzi za ispitivanje koordinacije prednjih i straznjih udova ispitivanih
Zivotinja, ali isto tako sluzi za sveukupnu procjenu lokomotorne aktivnosti (65). U
trening periodu, koji je bio dan prije operacije te se sastojao od Cetiri pokusaja
hodanja, nije nadena nikakva statistiCki znaCajna razlika medu pojedinim grupama.
Sve testirane Zivotinje su pokazale, barem djelomi¢no, pogor8anje rezultata srednje
vrijednosti u IBW testu u odnosu na preoperativno testiranje (Slika 4.), kada su sve
tretirane Zivotinje othodale cijelu hodnu prugu. U navedenom testu su najbolje prosle
Zivotinje tretirane ili samo pentadekapeptidom BPC 157 ili kombinacijom BPC-a 157
i L-arginina (Slika 4.) te su na testu imale median rezultata od tri, S minimalnom
ocjenom od tri i maksimalnom od cetiri, u sluc¢aju BPC-a 157 te median rezultata od
tri, s minimalnom ocjenom od tri i maksimalnom od cCetiri, bez statistiCki znaCajne
razlike medu njima, ali sa statisti¢ki znacajnom razlikom u odnosu na druge testirane
grupe. To znaci da su Zivotinje tretirane samo BPC-om 157, ili kombinacijom BPC-a
157 i L-arginina, u prosjeku othodale % trazene hodne pruge i samim time nisu
pokazivale znaéajne neuroloSke deficite u postoperativhom razdoblju. Zivotinje koje
su tretirane s L-NAME-om su imale najgoru medijan vrijednost bodovanja od jedan,
s minimalnom ocjenom od nula i maksimalnom od jedan, Sto znaci da su u prosijeku
bile u stanju othodati manje od % hodne pruge (Slika 4.). Kontrolne Zivotinje su
imale median vrijednost rezultata od jedan, s minimalnom ocjenom nula i
maksimalnom ocjenom dva, statistiCki znaCajno maniji srednji rezultata u odnosu na
Zivotinje tretirane s BPC-om 157 (Slika 4.). Kombinacija L-NAME-a i
pentadekapeptida BPC 157 je abolirala negativni ucinak koji je L-NAME imao na

skor IBW testa (Slika 4.) te su te Zivotinje imale medijan vrijednost rezultata od dva,
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S minimalnom ocjenom jedan i maksimalnom tri, dakle statistiCki znac€ajno
poboljSanje u odnosu na zivotinje tretirane samo s L-NAME. Administracija L-
arginina je djelomi¢no atenuirala deficite nastale uslijed ishemijsko-reperfuzijskih
ozljeda te su Zivotinje imale median rezultata dva, s minimalnom ocjenom jedan i
maksimalnom ocjenom Ccetiri (Slika 4.), dakle poboljSanje u odnosu na kontrolu, ali
isto tako statistiCki znacajno loSiji srednji rezultata od Zivotinja tretiranih BPC-om

157.
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Slika 4. Rezultati testiranja IBW testa, srednja vrijednost + SD

Ocjena IBW testa

[y

Na slici su prikazani rezultati testiranja kod IBW testa. Vrijednosti su izrazene kao
srednja vrijednost + standardna devijacija, s * su oznacCene sve vrijednosti koje su
statistiCki znacCajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.05), dok su s #
oznacene vrijednosti koje su statisticki znaajne u odnosu na grupu tretiranu s L-

NAME (p<0.05).
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LP test sluzi za procjenu grube snage i postularnog stava kod Stakora (71) te je
kao takav izveden prije i poslije implementacije modela BCAO. U inicijalnom
testiranju niti jedna testirana Zivotinja nije pokazivala nemogucnost odupiranja
lateralnom guranju. Nakon indukcije ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda sve testirane
grupe su pokazale odredeni neuroloski deficit odnosno gubitak snage (Slika 5.).
Obje skupine, skupina tretirana BPC-om 157 i skupina tretirana L-argininom i BPC-
om 157, imale su najmaniji gubitak snage, odnosno. najmanje testiranih Zivotinja se
nije moglo oduprijeti lateralnom guranju (Slika 5.). Tako se u skupini tretiranoj BPC-
om 157 87.2 + 6.4 % Zivotinja uspjelo oduprijeti lateralnom guranju, dok se u skupini
tretiranoj L-argininom i BPC-om 157 89.5 + 7.6 % Zivotinja oduprijelo lateralnom
guranju te izmedu te dvije grupe nije nadena statistiCki znacajna razlika u ishodu LP
testa. Samostalna aplikacije L-arginina je u 73.2 + 9.2 % testiranih Zivotinja uspijela
saCuvati mogucnost odupiranja lateralnom guranju (Slika 5.), statistiCki znacajno
manje u odnosu na samostalnu aplikaciju BPC-a 157 i kombinaciju BPC-a 157 i L-
arginina. Zivotinje tretirane s L-NAME su pokazale najveéi gubitak snage nakon
indukcije ishemijsko-reperfuzijskin ozljeda te se samo 40.2 + 6.6 % testiranih
Zivotinja uspijelo oduprijeti lateralnom guranju (Slika 5.). Koadministracija L-NAME i
BPC-a 157 je poboljSala ishod LP testa, ukupno 59.8 + 6.4 % Zivotinja se oduprijelo
lateralnom guranju $to je statistiCki znaCajan porast u odnosu na samostalnu
administraciju L-NAME (Slika 5.). Kontrolne Zivotinje su se u 454 £+ 10.3 %
slu€ajeva oduprle lateralnom guranju (Slika 5.), statisti¢ki zna¢ajno manje u odnosu
na skupinu tretiranu BPC-om 157, ali i L-argininom kao i kod Zivotinja tretiranih

koadministracijom L-arginina i BPC-157.
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(sr. vrijednost + SD)
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Slika 5. Rezultati testiranja LP testa, srednja vrijednost £+ SD
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Na slici su prikazani rezultati testiranja kod LT testa. Vrijednosti su izraZzene kao
srednja vrijednost + standardna devijacija, s * su oznacene sve vrijednosti koje su
statisticki znac¢ajne razlike u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.05), dok su s #
oznacene vrijednosti koje su statistiCki znacajne u odnosu na grupu tretiranu s L-

NAME (p<0.05).
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PatohistoloSkom analizom se pokuSalo ustanoviti kakav utjecaj ishemijsko-
reperfuzijske ozljede imaju na mozak Stakora te kako aplicirane supstance utje€u na
ishod istih. Poznato je da je hipokampus, neuroni regija CA1-CA2, najpodlozniji
promjenama koncentracije kisika tocnije hipoksi¢nim ozljedama (53, 60). Nadalje je
poznato da je za promjene uzrokovane hipoksijom potrebno i do tri dana da bi bile u
potpunosti vidljive (60, 69). Kod svih testiranih grupa je doslo do ishemije i
posljedine smrti neurona nakon 24 sata (Slika 6.) te se kod svih testiranih grupa, u
razli€itoj mjeri, vidjela odgodena neuralna smrt nakon 72 sata reperfuzije (Slika 7.).
Kontrolna skupina je nakon 24 sata (Slika 6.) poslije indukcije ishemijsko-
reperfuzijskih ozljeda, imala 28.4 t 4.8 ishemi¢no promijenjenih neurona i 13.2 + 3.7
zdravih neurona, u prosjeku na pet vidnih polja (Slika 8.). Zivotinje tretirane BPC-om
157 su nakon 24 sata imale 12.1 + 3.3 ishemi¢no promijenjenih neurona i 31.1 + 4.9
zdravih neurona (Slika 2., Slika 9.), obje vrijednost statistiCki znaCajne razlike u
odnosu na kontrolnu grupu. Tretiranje Zivotinja s L-argininom ili L-NAME nije dovelo
do statistiCki znaajnog smanjenja broja ishemi¢nih neurona na 24 sata u odnosu na
kontrolne Zivotinje (Slika 6.) te su tako Zivotinje tretirane s L-argininom nakon 24
sata imale 23.2 £ 3.5 ishemic¢no promijenjenih neurona i 13.7 + 3.8 zdravih neurona
(Slika 10.) dok je grupa tretirana s L-NAME imala 22.8 + 4.3 ishemi¢no promijenjenih
neurona i 12.3 £ 2.9 zdravih neurona (Slika 11., Slika 6.). Grupa tretirana s
kombinacijom L-arginina i BPC-a 157 je nakon 24 sata imala 20.8 + 2.0 ishemi¢no
promijenjenih neurona i 16.4 + 3.9 zdravih neurona (Slika 12., Slika 6.), te je broj
zdravih neurona bio statistiCki zna¢ajno veéi u odnosu na kontrolnu grupu. Tretman

kombinacijom BPC-a 157 i L-NAME je doveo do statisti¢ki znaCajne redukcije broja
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ishemi¢no promijenjenih neurona u odnosu na samostalni tretman s L-NAME (Slika
6.), te je ta grupa imala 19.8 £ 3.1 ishemic¢no promijenjenih neurona i 16.3 £ 4.0
zdravih neurona (Slika 3.). Te vrijednosti patohistoloSke analize su statisticki
znacajno manje u odnosu na BPC 157 grupu dok u odnosu na kontrolnu skupinu
statistiCki znacajne razlika vidljiva samo kod ishemi¢no promijenjenih neurona. U
kontrolnoj grupi, nakon 72 sata reperfuzije (Slika 7.), broj ishemi¢nih neurona je
dodatno porastao na 36.5 + 5.8, dok je broj zdravih neurona dodatno reduciran na
5.9 = 3.3 (Slika 14.). Nakon 72 sata reperfuzije BPC 157 je uspio reducirati daljnju
progresiju smrti neurona te su Zivotinje imale 17.2 £ 3.3 ishemi¢no promijenjenih
neurona i 25.8 £ 4.2 zdravih neurona (Slika 15.), obje vrijednosti su isto bile
statistiCki znacajne razlike u odnosu na kontrolu (Slika 7.). Inicijalna aplikacija L-
arginina je nakon 72 sata reperfuzije dovela do pogorSanja odgodene neuralne smrti
te je ta skupina imala 31.4 £ 5.3 ishemicnih neurona i 8.3 + 4.8 zdravih neurona
(Slika 7.). Za razliku od toga, postoperativni tretman s L-NAME je smanijio progresiju
odgodene neuralne smrti te je ta grupa imala 28.6 = 4.7 ishemi¢nih neurona i 8.9 +
5.1 zdravih neurona, statisticki znaCajno manje od kontrolne skupine, ali i dalje
statisticki znaCajno viSe u odnosu na BPC 157 skupinu (Slika 7.). Tretman
kombinacijom L-arginina i BPC-a 157 je abolirao progresiju smrti neurona u
razdoblju reperfuzije, s brojem zdravih neurona od 11.3 %= 3.8 i ishemicno
promijenjenih od 25.9 £ 3.1, predstavlja statisti¢ki znaCajno poboljSanje u odnosu na
kontrolnu grupu, dok je u odnosu na Zivotinje tretirane s BPC-om 157 i dalje
statisticki znacajno manje (Slika 7.). Kombinirani tretman s L-NAME i BPC-om 157 je

statisticki znaajno smanjio odgodenu neuralnu smrt u odnosu na kontrolnu i L-
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NAME skupinu (Slika 7.) te je s brojem ishemi¢no promijenjenih neurona od 22.2 +
3.2 i zdravih od 13.6 + 3.6 jedina testirana skupina koja nakon 72 sata nije imala

statisticki znac¢ajnu progresiju u odnosu na BPC 157 skupinu.
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Slika 6. Rezultati patoohistoloske analize hipokampusa nakon 24 sata

Na slici su prikazani rezultati patohistoloSke analize regije CA4 hipokampusa.
Rezultati brojanja ishemi¢no promijenjenih neurona i zdravih neurona prikazani su
kao vrijednosti izraZzene kao srednja vrijednost + standardna devijacija, dok su *
oznacCene sve vrijednosti koje su statistiCki zna€ajne razlike u odnosu na kontrolnu
grupu nakon 24 sata (p<0.05), dok su s # oznaCene vrijednosti koje su statisticki

znacajne u odnosu na grupu tretiranu s L-NAME (p<0.05).
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Slika 7. Rezultati patoohistoloSke analize hipokampusa nakon 72 sata

Patohistoloska analiza hipokampusa nakon 72h
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Na slici su prikazani rezultati patohistoloSke analize regije CA4 hipokampusa.

Rezultati brojanja ishemicno promijenjenih neurona i zdravih neurona prikazani su

kao vrijednosti izraZzene kao srednja vrijednost + standardna devijacija, sa * su

oznacene sve vrijednosti koje su statistiCki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu

grupu nakon 72 sata (p<0.05), dok su s # oznaCene vrijednosti koje su statisticki

znacajne u odnosu na grupu tretiranu s L-NAME (p<0.05).
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Slika 8. Patohistoloski prikaz hipokampusa kontrolne skupine nakon 24 sata

Patohistoloski prikaz hipokampusa (bojanje HE, povecanje x200), nakon indukcije
ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda modelom BCAO. Na slici je prikazana tipicna CA4
regija hipokampusa kod kontrolne skupine (1ml 0.9% f.0., i.p.) nakon 24 sata
reperfuzije, crnom strjelicom su oznaceni ishemijski promijenjeni neuroni dok su

bijelom strjelicom oznaceni zdravi neuroni.

45



Slika 9. Patohistoloski prikaz hipokampusa BPC 157 skupine nakon 24 sata

Patohistoloski prikaz hipokampusa (bojanje HE, uveéanje x200), nakon indukcije
ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda modelom BCAO. Na slici je prikazana tipicna CA4
regija hipokampusa kod BPC 157 skupine (10 pg/kg i.p.) nakon 24 sata reperfuzije,
crnom strjelicom su oznaceni ishemijski promijenjeni neuroni dok su bijelom

strjelicom oznaceni zdravi neuroni.
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Slika 10. Patohistoloski prikaz hipokampusa L-arginin skupine nakon 24 sata

Patohistoloski prikaz hipokampusa (bojanje HE, poveéanje x100), nakon indukcije
ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda modelom BCAO. Na slici je prikazana CA4 regija
hipokampusa kod L-arginin skupine (100 mg/kg i.p.) nakon 24 sata reperfuzije,
crnom strjelicom su oznaceni ishemijski promijenjeni neuroni dok su bijelom

strjelicom oznaceni zdravi neuroni.
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Slika 11. Patohistoloski prikaz hipokampusa L-NAME skupine nakon 24 sata

Patohistoloski prikaz hipokampusa (bojanje HE, povecanje x200), nakon indukcije
ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda modelom BCAO. Na slici je prikazana tipicna CA4
regija hipokampusa kod L-NAME skupine (5 mg/kg i.p.) nakon 24 sata reperfuzije,
crnom strjelicom su oznaceni ishemijski promijenjeni neuroni dok su bijelom

strjelicom oznaceni zdravi neuroni.
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Slika 12. Patohistoloski prikaz hipokampusa L-arginin + BPC 157 skupine

nakon 24 sata

Patohistoloski prikaz hipokampusa (bojanje HE, poveéanje x200), nakon indukcije
ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda modelom BCAO. Na slici je prikazana tipicna CA4
regija hipokampusa kod L-arginin (100 mg/kg i.p.) + BPC 157 (10 ug/kg i.p.) skupine
nakon 24 sata reperfuzije, crnom strjelicom su oznaceni ishemijski promijenjeni

neuroni dok su bijelom strjelicom oznaceni zdravi neuroni.
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Slika 13. Patohistoloski prikaz hipokampusa L-NAME + BPC 157 skupine

nakon 24 sata

Patohistoloski prikaz hipokampusa (bojanje HE, povecanje x100), nakon indukcije
ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda modelom BCAO. Na slici je prikazana CA4 regija
hipokampusa kod L-NAME (5 mg/kg i.p.) + BPC 157 (10 pg/kg i.p.) skupine nakon
24 sata reperfuzije, crnom strjelicom su oznaceni ishemijski promijenjeni neuroni dok

su bijelom strjelicom oznaceni zdravi neuroni.
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Slika 14. Patohistoloski prikaz hipokampusa kontrolne skupine nakon 72 sata

Patohistoloski prikaz hipokampusa (bojanje HE, povecanje x200), nakon indukcije
ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda modelom BCAOQO. Na slici je prikazana tipicha CA4
regija hipokampusa kod kontrolne skupine (1ml 0.9% f.o., i.p.) nakon 24 sata
reperfuzije, crnom strjelicom su oznaceni ishemijski promijenjeni neuroni dok su

bijelom strjelicom oznaceni zdravi neuroni.
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Slika 15. Patohistoloski prikaz hipokampusa BPC 157 skupine nakon 72 sata

Patohistoloski prikaz hipokampusa (bojanje HE, povecanje x200), nakon indukcije
ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda modelom BCAO. Na slici je prikazana tipicna CA4
regija hipokampusa kod BPC 157 skupine (10 ug/kg i.p.) nakon 72 sata reperfuzije,
crnom strjelicom su oznaceni ishemijski promijenjeni neuroni dok su bijelom

strjelicom oznaceni zdravi neuroni.
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Rezultati RT-gPCR genske analize, na razini mRNA, pokazali su kako
pentadekapeptid BPC 157 ima snazan ucinak na indukciju nekoliko gena (Slika 16.).
Skupina tretirana BPC-om 157 je u odnosu na kontrolnu skupinu imala statisticki
znacajno poviSene vrijednosti razine mRNA za VEGF-A za 203.3 = 75.2%. Nadalje,
poviSene vrijednosti razine ekspresije mMRNA otkrivene su za KRAS gen i to za 233.7
+ 143.8%, za gen SRC u vrijednosti od 212.3 + 180.3%, za gen FOXO u vrijednosti
od 223.6 £ 72.7%, za gen SRF u vrijednosti od 268.9 £117.3%. Svi havedeni geni su
imali statistiCki znaCajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 16.). Gen za
ERGL1 je imao vrijednost malo iznad razine bioloSke varijabilnosti, koja se kreCe u
rasponu od 70 do 130% (72), s vrijednos¢éu od 152.8 + 59.3%, no i dalje statisticki
znacajne razlike. Dva od ispitivanih gena su imali vrijednosti razine mRNA unutar
raspona bioloske varijabilnosti (Slika 16.), tako je razina mRNA za gen AKT1 bila
125.9 + 65.9%, dok je razina mRNA za MAPK1 bila 78.4 +31.9 %. Od svih ispitivanih
gena, jedino je razina mRNA za gen NFKB bila statisticki znaajno suprimirana u
odnosu na kontrolu (Slika 16.), s vrijedno$¢u od 57.2 £ 42.5%. Od testiranih razina
vrijednosti za mRNA za sve tri izoforme NO sintetaze, pentadekapeptid je pokazao
jedinstveni modulatorni ucinak na iste (Slika 16.). Tako je razina mRNA za
inducibilnu NO sintetazu bila 67.4 + 49.9%, $to znaci da je bila statisticki znac¢ajno
suprimirana u odnosu na kontrolnu skupinu. Razina mRNA za neuralnu NO
sintetazu je bila malo iznad razine bioloSke varijabilnosti, ali ipak statistiCki zna¢ajna
razlika, s vrijedno$8c¢u od 167.1 + 73.9%. Razina mRNA za endotelnu NO sintetazu je
pokazala najvecu statistiCki znacajnu indukciju ekspresije s obzirom na kontrolnu

skupinu, s vrijednoS¢u od 229.0 + 101.2%.
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RT-gPCR analiza genske ekspresije BPC 157 grupe, % * SD
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Slika 16. RT-gPCR analiza genske ekspresije

Rezultati RT-gPCR analize genske ekspresije grupe tretirane sa BPC 157, prikazani
su kao normalizirane vrijednosti ekspresije izraZzene kao srednja vrijednost *
standardna devijacija, dok su * oznacene sve vrijednosti koje su statistiCki znacajne

razlike u odnosu na kontrolnu grupu nakon 24 sata (p<0.05).
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6. Rasprava

Mozdani udar je lijeCnicima poznat od antiCkih vremena kada su ga opisivali
Hipokrat i Galen (73) ali su tek posljednjih dvadesetak godina napravljeni znacajni
pomaci u razumijevanju patofiziologije mozdanog udara, to jest ishemijsko-
reperfuzijskih ozljeda koje se nalaze u podlozi istoga (48). lako se danas zna, da
osim ishemije u patofiziologiji mozdanog udara dolazi i do drugih naCina oStecenja,
kao Sto je endotoksi¢nost, neuroinflamacija, oksidativni i nitrosativni stres (47, 48), te
da to sve pridonosi loSijem ishodu (74) i dalje postoji veliki broj nepoznanica u tom
cijelom procesu (48). Tome u prilog i govori neprestana potraga za novim terapijskim
rieSenjima te nebrojni neuspjeli klini¢ki pokusi (48) koji su koristili razne pristupe od
snizavanja krvnog tlaka, preko minimalno invazivne kirurgije pa sve do hemostatskih
i neuroprotektivnih lijekova (75). lako se novim pristupima i saznanjima uspjelo
smanijiti smrtnost od mozdanog udara (75), troSkovi rehabilitacije i dalje su sve viSi te
predstavljaju socijalno i ekonomsko opterec¢enje (48). VecCina mozdanih udara je
ishemijske patogeneze, tocnije okluzija krvne Zile je podlezeci uzrok same ishemije
(47), te je to uzrok mozdanog udara u vise od 87% sluCajeva (47). U sklopu te
etiopatogeneze, u podrucju zahvéenim ishemijom, od posebnog je interesa podrucje
penumbre (76) jer pravodobnom terapijskom intervencijom mozZemo smanijiti
progresiju infarktom zahvaéenog podrucja i time pobolj$ati krajnji ishod (48, 76).
Podrucje penubre je zanimljivo iz razloga $to tu neuroni jo§ neko vrijeme ostaju
metaboliCki aktivni te se u procesu reperfuzije u tom podru€ju odvijaju procesi

endotoksi¢nosti, neuroinflamacije, oksidativnog i nitrosativnog stresa (48, 76).
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Pentadekapeptid je do sada implementiran u nizu razli€itih modela ozljede, kod
razli¢itin vrsta (1, 5), te je pokazao kako sustavno pospjeSuje cijeljenje ozljede te
vracanje inicijalne funkcije tkiva (3, 4, 19, 20, 37, 46, 77). Dokazano je kako BPC 157
utjeCe na cijeljenje rana i odrzavanje integriteta endotela u nizu organskih sustava kao
Sto je koza (46), miSi¢ (32), tetive (32), ligament (33), ali i specificnih tkiva kao $to je
korneja (34). Za pentadekapeptid BPC 157 je pokazano kako uspjeSno odrzava
integritet gastrointestinalne mukoze u nizu razliitih modela; izazvanih akutnom i
kronicnom administracijom alkohola (39); administracijom haloperidola ali i drugih
antipsihotika (9, 10); administracijom celekoksiba i NSAID-ova (28, 78); administracijom
ibuprofena ili paracetamola (79, 80), administracijom inzulina (81), ali i citostatika kao
Sto je ciklofosfamid (82). Nadalje pokazano je kako uspjesno djeluje u cijeljenju mnogo
kompleksnijih vrsta ozljeda, u kojima je involvirano istovremeno cijeljenje razli€itih tkiva,
te je tako uspjeSno cijelio kolokutane fistule (44), ezofagokutane fistule (45),
kolovezikalne fistule (83), duodenokutane fistule (84), kolovaginalne fistule (85) i
gastrokutane fistule (86). Na osnovi ovih istrazivanja, a uzimajuci u obzir univerzalnu
mogucnost pospjesSivanja cijeljenja rana u raznim organskim sustavima, predlozeno je
da je pentadekapeptid BPC 157 citoprotektivni agens, to jest medijator Robertsove
citoprotekcije (3, 77). Premisa da stanice imaju odredene mehanizme pomocu kojih
prezivljavaju te se adaptiraju na utjecaj razliCitih noksi je osnova Robertsove
citoprotekcije (77, 87). Uzimaju¢i u obzir sve navedeno, jasno je zaSto se
pentadekapeptid BPC 157 smatra potencijalnim medijatorom Robertsonove
citoprotekcije. lako je teorije citoprotekcije dugo prisutna u znanstvenoj zajednici,

citoprotekcija neurona je jo$ uvijek relativno nova (88, 89). Implementiraju¢i BPC 157 u
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niz razli€itih neuroloskih oStecenja kao Sto je traumatska ozljeda mozga (21), oSteCenje
kraljeznicne mozdine (23), ostecenje Zivca (22), ali i kod ostecenja izazvanim visokim
dozama kuprizona (18) pokazalo se kako BPC 157 zadrZzava benefitan ucinak na
cijeljenje i u mozgu. Za razliku od dosadasnjih studija prekondicioniranja (90-92), gdje
se pokuSavalo smanjivanjem ucinka ishemije posti¢i smanjivanje reperfuzije, aplikacija
pentadekapeptida BPC 157 za vrijeme reperfuzije je ve¢ dokazano djelotvorna (25-27).
U modelu ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda pentadekapeptid BPC 157 je u viSe razliCitih
animalnih modela pokazao kako ima povoljan ucinak na ishemijsko-reperfuzijske
ozljede (25-27). Tako je u modelu duboke venske tromboze pokazano kako BPC 157
dovodi do otvaranja kolateralnih krvnih Zila te tako premo$c¢uje defekt okludirane krvne
Zile (25). Nadalje BPC 157 je odrzao integritet endotela krvne Zile, abolirao ucinak
oksidativnog stresa te povecao produkciju NO-a cCime je uspio sprijeCiti razvitak
Virhovljevog trijasa (25). Kada je BPC 157 bio konfrontiran s podvezivanjem drugih Zila,
kao Sto su koli¢na arterija ili pankreaticnoduodenalna vena, pokazao je benefitne ucinke
na zaustavljanje progresije ishemije (26, 27). Kod podvezivanja kolicne arterije je
zaustavio progresiju kolitisa te odrzao funkciju crijeva (26), dok je pri podvezivanju
pankreaticnoduodenalne vene sprije€io nastanak pankreatitisa i odrzao njegovu funkciju
(27), te je u oba slucaja sprijecio nastanak daljnjih oSteé¢enja i ubrzao cijeljenje tkiva. Svi
navedeni ucinci se, barem teorijski, baziraju na njegovim citoprotektivnim ucincima (3,
77), ali i na njegovim ve¢ dokazanim angioprotektivnim djelovanjem (1, 32). Zanimljivo
je da u teoriji citoprotekcije, kao i u najnovijim istraZivanjima ishemijsko-reperfuzijskih
ozljeda (53, 93, 94), postoje pojmovi protekcije-citoprotekcije i pre-kondicionirane

protekcije/citoprotekcije kojima se objasnjavaju pojedini benefitni ucinci citoprotektivnih

57



agensa (3, 37, 77). Ishemijsko prekondicioniranje se smatra novim mogucim terapijskim
pravcem u ishemijsko-reperfuzijskim ozljedama (93, 94) te je stoga istrazivanje uloge
pentadekapeptida BPC 157 u istim ozljedama joS zanimljivije. Pokazano je isto tako da
BPC 157 sprjeCava povecanje proinflamatornih citokina, kao $to su IL-6, TNF-a (95) te
smanjuje tumorom uzrokovanu kaheksiju (95) i promjene u ekspresiji gena Foxo3, Aktl,
Mtor, and Gsk3b (95). Daljnjom implementacijom pentadekapeptida BPC 157 u modelu
ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda mozga pokazano je da BPC 157 sprjeCava nastanak
teZih neuroloskih deficita, reducira u€inak ishemije i reperfuzije na neurone te smanjuje
progresiju odgodene neuronalne smrti. U MWM testu su Zivotinje tretirane s BPC-om
157 pokazale najmanji gubitak memorije, dok su Zivotinje tretirane s agonistima ili
antagonistima NO sustava u oba sluCaja pokazale veci gubitak memorije. lako je
poznato, da je NO nuzZno potreban za nastanak i povratak memorije (96), modulatorni
uCinak BPC-a 157 na NO sustav se pokazao boljim nego agonisticko djelovanje L-
arginina na NO sustav. Nadalje simultana administracija BPC-a 157 s L-argininom ili L-
NAME-om je pokazala bolje rezultate na odrzavanje memorije, nego administracija
samo L-arginina ili L-NAME-a. Modulatorno djelovanje BPC-a 157 na NO sustav je do
sada vec istrazivano te je pokazano kako BPC 157 ima situacijski specifican ucinak,
toCnije u nekim istraZivanjima je djelovao kao agonist NO sustava, a u nekima kao
antagonist (24, 36). Pri procijeni grube motori¢ke snage i postularnog stava, koristeéi LP
test, kao i pri procjeni lokomotornih sposobnosti, koristec¢i IBW test, Zivotinje tretirane
BPC-om 157 su najbolje skorirane te su pokazale najmanje deficita u ispitivanim
testovima. Kombinacija L-arginina a BPC-om 157 ili kombinacija L-NAME s BPC-om je

pokazala bolje rezultate, nego administracija samo agonista ili anatagonista NO
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sustava, jo$ jednom potvrdujuéi specifican u€inak BPC-a 157 na NO sustav. Sli¢ni
rezultati su dobiveni i u patohistoloskoj analizi gdje je BPC 157 imao najmanje
ishemicno promijenjenih neurona te najviSe zdravih neurona nakon 24 sata kao i nakon
72 sata. Zanimljivo je kako je antagonizacija NO sustava, pomo¢u L-NAME, iako je
imala loSije rezulatate na neuroloskim testovima, djelovala je protektivno na samu
ishemiju neurona u usporedbi s aplikacijom samo agonista NO sustava. Daljnjom
analizom genske ekspresije kontrolnih Zivotinja i zivotinja tretiranih BPC-om 157
pokazalo se kako BPC 157 inducira ekspresiju nekoliko gena koji mogu objasnjavati
njegov benefitan u€inak kod ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda. Ovaj eksperiment, kao i
nekolicina drugih, pokazali su kako BPC 157 ima jaki u€inak na ekspresiju Egrl gena
(25,46). EGRL1 je transkripcijski fak tor koji regulira ekspresiju gena involviranih u rani
upalni odgovor (97, 98), ali i drugih funkcija u mozgu (99), te je djelomi¢no zasigurno
odgovoran za ucinke BPC-a 157 (1, 46). Neka dosada$nja istrazivanja su pokazala
kako povecana regulacija Egrl pogorsava krajnji ishod ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda
u mozgu (97, 100), no njihovi rezultati su u diskrepanciji s nasim rezultatima, jer je kod
njih Egrl bio najviSe eksprimiran nakon 24 sata te je ostao poviSeno eksprimiran
sljedeéih 5 dana, dok je u nasem slu€aju Egrl bio najviSe eksprimiran puno ranije te je
nakon 24 sata ve¢ bio u padu. MoZe se pretpostaviti kako je brza i jaka indukcija
ekspresije Egrl benefitna za ishod ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda, kao $to je
dokazano u slu€aju BPC-a 157 u nizu modela (1, 25, 46), dok produljena pojacana
ekspresija dovodi do produlijenog upalnog odgovora i samim time loSijeg ishoda
ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda (97). Protektivna uloga EGR1 u ishemijski ozljedama

mozga, sukladno naSim rezultatima, potvrdena je u u drugim istrazivanjima koja
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zagovaraju neuroprotektivnhu ulogu Egrl gena (101, 102). U prilog tome govori i vec
potvrden meduodnos BPC-a 157 i Egrl i Nab2 gena (103), te pretpostavka kako BPC
157 mozda sluzi kao mehanizam povratne sprege te tako kontrolira ekspresiju Egrl
gena (103). Gen Src je bitan za djelovanje neuritskog faktora rasta (104), ali je isto tako
dokazano kako direktno djeluje na NMDA receptor preko jedinstvene domene vezanja
(105, 106). Aktl gen dovodi do poboljSanog neuronskog prezZivljavanja te blokira
kaskadu stani€ne smrti inducirane ishemijom tako Sto potiCe faktore rasta (53, 107).
Rezultati naSeg eksperimenta su sukladni istrazivanjima drugih grupa jer aktivacija
AKT1, i susljedna smanjena regulacija MAPK puta, pridonosi stani¢noj protekciji kod
ishemijsko-reperfuzijskin ozljeda mozga (108), mehanizam koji je isto tako
dokumentiran i kod ishemijskog post-kondicioniranja (108). Aktivacija Foxol gena,
preko Aktl, isto se tako smatra povoljnom kod ishemijskih ozljeda jer i taj mehanizam je
dio ishemijskog pre-kondicioniranja te se smatra neuroprotektivnim (109, 110).
Pretpostavlja se kako je AKT1/eNOS signalni put jako benefitan kod ishoda mozdanog
udara, bilo aktivacijom AKT1 ili posljedicnom aktivacijom eNOS-a (52,108). Unatrag 30-
ak godina sve viSe se prepoznaje uloga dusikovog oksida kao bitnog dijela fizioloSkog
funkcioniranja organizma, ali i njegova uloga u patofiziologiji mnogih neuroloskih bolesti
pa tako i mozdanog udara (52, 111, 112). NO, produciran od strane jedne od tri izoforme
NO sintetaze moZe imati neurotoksi¢na ili neuroprotektivha svojstva zavisno o tome
koja od navedenih izoformi NO sintetaze ga proizvede i u kojoj koli€ini te ovisno u kojoj
fazi procesa ishemije se to dogada (52, 54). Zivotinje tretirane BPC-om 157 su imale
poviSene razine eNos mRNA nakon 24 sata Sto se smatra povoljnim za krajnji ishod

ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda (48, 52, 65, 113). Kod Zivotinja tretiranih BPC-om 157
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se primijetila i smanjena ekspresija gena iNos, na razini mRNA -a, Sto je zanimljivo jer
aberantna ekspresija iNos dovodi do negativnih u€inaka te se smatra jednim od glavnih
krivaca kod ishemijskih oStecenja bas zbog povecane produkcije NO-a (52) ali i zbog
njegovog utjecaja na ekspresiju tumorskog faktora rasta alfa (TNF-a) i interleukina 103
(IL-1B) te posljedicne sekundarne upalne reakcije (114, 115). Rezultati koji pokazuju
smanjenu ekspresiju iNos idu u prilog dobivenim rezultatima o smanjenoj ekspresiji
Nfkbl, jer se bas NFKB1 smatra jednim od glavnih aktivatora iNOS-a i uvelike doprinosi
neuronskoj smrti (52) te se smatra jednim od centralnih regulatora neuroinflamatornih
bolesti (116) i induktorom oksidativhog stresa i proinflamatornih citokina koju mogu
dovesti do nastanka sekundarne neurotoksi¢nosti (117, 118). Nadalje, ako uzmemo u
obzir kako Zivotinje tretirane BPC-om 157 nemaju povecanu ekspresiju nNos, to jest
imaju razinu ekspresije malo vecu od raspona bioloSke varijabilnosti, utjecaj BPC-a 157
dosadas$njim istraZivanjima (52). Ovakva specifiCha interakcija izmedu BPC-a 157 i tri
izoforme NO sintetaze je mozda i razlog zasto BPC 157 ima tako benefitan u€inak na
ishemijsko-reperfuzijske ozljede. U€inak na redukciju oksidativhog stresa (25-27, 29,
36, 82, 119) i smanjenje prokoagulantne stimulacije (25, 31, 120, 121) je ve¢ opisano
kod primjenjivana terapije pentadekapeptidom BPC 157. PospjeSena regulacija gena
Srf, koji je u direktnoj kontroli nad ranim genskim odgovorom te je esencijalan regulator
genske ekspresije inducirane neuronskom aktivnosc¢u (122), isto tako moze doprinijeti
benefithom ucinku BPC-a 157 iako uloga SRF-a u ishemijsko-reperfuzijskim ozljedama
nije do kraja razjasnjena (122). Jos$ jedan nacin kojim BPC 157 moze vrSiti svoj koristan

ucinak je kroz odrzavanje endotela, kolateralizaciju i angiogenezu (123, 124). Nacelno
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govoreci, BPC 157 je inducirao poja¢anu ekspresiju Vegfr-2 te time indirektno stimulirao
endotelne stanice na poboljSano nicanje krvnih ZzZila, ali je i preko VEGF-a direktno
djelovao na razliCite stanice u mozgu te tako djelovao neuroprotektivno na iste (53). Do
sada je veC dokazano kako je vecina protektivnog uc€inka VEGF-A na neurone, pri
deprivaciji kisika i glukoze (110), endotoksi¢nosti (125), hipoksicnog prekondicioniranja
(126) te generalno protektivni u€inak u modelima mozdanog udara (127), pripisana
aktivaciji Vegfr-2 (128). Dokazano je kako pentadekapeptid BPC 157 ima izrazeno
djelovanje na odrZavanje integriteta endotela krvnih Zila te da ima jaki uCinak na vec
postojecu Zilnu kolateralizaciju, ali i na stvaranje novih krvnih Zila tj. angiogenezu (123,
124), dok najnovija istraZivanja pokazuju kako i povecava prezivljenje kulture enteri¢kih
neurona i enterickih glijalnih stanica u ljudi i Stakora (129). Sve od navedenoga je
benefitno kod ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda u mozgu i pomaze u odrzavanju
integriteta krvno-mozZdane barijere te time dodatno smanjuje oStecenja izazvana

naruSavanjem i pove¢anom permeabilnoScu krvno-mozdane barijere (130).

62



7. Zakljuéak

U koristenom modelu, BCAO, pentadekapeptid BPC 157 je pokazao bolji u€inak
u svim ispitivanjima u odnosu na kontrolnu skupinu. U sva tri provedena
funkcionalna neuroloSka testa su Zivotinje tretirane s BPC 157 imale bolje ocjene u
odnosu na kontrolnu skupinu. Nadalje je po prvi put pokazano kako je BPC 157
uspjeSno smanjio neuralnu smrt u hipokampusu, u oba ispitana vremenska intervala,
u usporedbi s kontrolnom skupinom.

Ovim istraZivanjem je po prvi put pokazano kako pentadekapeptid BPC 157 svoje
ucinke proizvodi preko viSe razliitih molekularnih puteva. U odnosu na kontrolne
Zivotinje, Zivotinje tretirane BPC-om 157 su imale povecani izrazaj gena VEGF-A,
SRC, EGR1, SRF, FOXO i KRAS dok su geni NFKB i MAPK1 imali smanjen izrazaj.
Nadalje, pokazalo se da BPC 157 znacajno povecava ekspresiju eNOS-a, manje
povecéava ekspresiju NNOS-a, dok ekspresiju INOS-a zna€ajno suprimira.

Uc€inci agonista i antagonista NO sustava su ispitani kroz funkcionalne
neurolosSke testove te je pokazano kako L-arginin pokazuje bolji u€inku od L-NAME
u dva od tri neuroloSka testa. Kod patohistoloSke analize hipokampusa se pokazalo
kako L-arginin ima tendenciju poticanja apoptoze i odgodene smrti neurona, dok
administracija L-NAME pokazuje tendenciju oc€uvanju neurona i smanjenju
progresije kod odgodene neuronalne smrti koja se nije pokazala statistiCki
znacCajnom.

Grupe tretirane samo s kombinacijom L-arginina i BPC 157 i s kombinacijom
BPC 157 i L-NAME su imale bolje rezultate u odnosu na kontrolnu skupinu i na

skupinu tretiranu s L-NAME u svim funkcionalnim neurolo$kim testovima.
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Koadministracija L-NAME i BPC 157 je nakon 24 sata statistiCki znacajno
smanijila broj ishemiénih neurona u hipokampusu u odnosu na samostalnu aplikaciju
L-NAME, dok je nakon 72 sata ta ista kombinacija imala statistiCki znacajno razliku
ishemi¢no promijenjenih i zdravih neurona naspram samostalne aplikacije L-NAME.

Pentadekapeptid BPC 157, sam ili u kombinaciji s modulatorima NO sustava,
poboljSava ishod ishemijsko-reperfuzijskin ozljeda, moguce preko svojeg
citoprotektivnog ucinka na endotel i specificnim meduodnosom s NO sustavom, Sto
upucuje na mogucnost njegove terapijske primjene u ishemijsko-reperfuzijskim

ozljedama.
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8. Sazetak

Uvod. Ishemijsko-reperfuzijske ozljede, koje se nalaze u podlozi svakog
kardiovaskularnog inzulta (CVI), indirektno su vodeci se uzrok dugoro¢ne invalidnosti i
treCi uzrok smrti u svijetu. Pentadekapeptid BPC 157, sa svojim dokazanim
citoprotektivnim ucincima, uc€incima na odrzavanje integriteta krvnih zila, benefitnim
ucinkom na cijeljenje niza razliitih ozljeda te njegove interakcije s NO sustavom, €ini se
obecavaju¢im agensom kada je u pitanju patofiziologija ishemijsko-reperfuzijskin
ozljeda.

Materijali i metode. UCinak peptida BPC 157 je istrazen na modelu BCAO (engl.
L,oilateral carotide artery occlusion®), u stakora soja Wistar. Nakon okluzije od 20 min i
izazivanjem ishemije, Zivotinje su nasumiéno rasporedene u grupe te je tretirana
skupina, odmah poslije okluzije, primila BPC 157 (10pg/kg), dok je kontrolna skupina
primila jednaki volumen fizioloSke otopine (1ml, 0.9% NacCl), a ovisno o kojoj terapijskoj
skupini je rije€ je apliciran agonisti i/ili antagonisti NO sustava, sve neposredno poslije
same okluzije. Kao agonist NO sustava je koriSten L-arginin (100 mg/kg) dok je kao
antagonist koristen L-NAME (5 mg/kg), a razliitim kombinacijama sva tri agensa
involvirana u NO sustav je ispitan njihov meduodnos i utjecaj na krajnji ishod
ishemijsko-reprefuzijskih ozljeda.

Rezultati. Nakon 24 sata procijenjen je neuroloski status pomoc¢u Morris water
maze testa, Inclined beam walk testa i Lateral push testa te su rezultati testova pokazali
benefitan u¢inak BPC-a 157 na neurolo$ki ishod. Nadalje su uzorci mozga, prikupljeni
za patohistolosku analizu nakon 24 sata i 72 sata, dodatno potvrdili povoljan ucinak

BPC 157 na ishemiju neurona, kojih je bilo zna¢ajno manje kod tretiranih Zivotinja.
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Uzorci za analizu ekspresije gena prikupljeni nakon 24 sata pokazali su kako BPC 157
ima izravan ucinak na gensku ekspresiju.

Zakljuéak. Ovim istrazivanjem je istrazen i potvrden benefitan u€inak BPC-a 157
na ishod ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda. Daljnjim istrazivanjem bi se trebalo razjasniti
tone molekularne mehanizme kojima BPC 157 sprovodi svoje ucinke te time otvoriti

mogucnost aplikacije BPC 157 u terapijske svrhe.

Kljuéne rije¢i: BPC 157, ishemija, reperfuzija, mozdani udar, citoprotekcija
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9. Summary

The effect of pentadecapeptide BPC 157 on ischemic/reperfusion injuries in rat
brain

Jaksa Vukojevié¢, 2020.

Introduction. Ischemic/reperfusion injuries are the basis of cardiovascular insult
(CVI) while pentadecapeptide BPC 157, is already been proven to affect vessel integrity,
it is a mediator of Robert's cytoprotection, it has beneficial effects on various injuries
and interacts with the NO system, making it a promising agent for cerebral
ischemic/reperfusion injuries.

Materials and methods. The effect of BPC 157 was examined using an animal
model of bilateral carotid artery occlusion (BCAO), in Wistar rats. After an occlusion of
20 min, the rats were randomly divided into groups, treated group was administered
BPC 157 (10ug/kg) while the control group was given saline (1ml, 0.9%NacCl), and
depending on the group the animals received an agonist and/or antagonist of NO
system (L-arginine and/or L-NAME). After 24 hours, the neurological assessment was
performed using the Morris water maze test, inlined beam walk test and lateral push test
and tissue samples were taken for pathohistological and RT-gPCR gene expression
analysis.

Results. The neurological assessment showed that BPC 157 has beneficial
effects on the neurological outcome, while the pathohistological analysis and gene

expression analysis further confirmed the beneficial effects of BPC 157.
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Conclusion. This experiment has revealed the beneficial effect of BPC 157 and
thereby opened the possibility of using BPC 157 as a therapeutical agent in

ischemic/reperfusion injuries.

Keywords: BPC 157, ischemia, reperfusion, stroke, cytoprotection
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