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Zavod za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu

Atrofija miSi¢a je neminovna pri imobilizaciji ekstremiteta. Definitivno smanjuje izglede za
dobrim ishodom lije¢enja. Radi se uglavnom o reverzibilnom oste¢enju misi¢a koje u vecini
slucajeva rezultira samo produzenom rehabilitacijom, medutim, nije rijedak slucaj da dovodi
do trajne smanjene funkcije ekstremiteta.

S obzirom da ne postoji za sada farmakoterapija koja bi sprijecila ili umanjila razvoj atrofije
miSi¢a mi smo postavili hipotezu da pentadekapeptid BCP157 preko NO sustava sprecava
razvoj atrofije te kasnije pospjesuje regeneraciju misica, imajuci u vidu ranija istraZivanja o
resekciji 1 natucenju misica, resekciji tetive i ligamenta, cijeljenju rana te protuupalnom
djelavnju pentadekapeptida BCP 157.

Stakore sa reseciranim patelarnim ligamentom na straZnjoj lijevoj nozi smo tretirali peroralno
i parenteralno s BPC157 (10ug/kg), L-NAME (5 mg/kg) i L-argininom (100 mg/kg)
pojedinac¢no 1/ili u kombinaciji.

Imajuéi u vidu da kod reseciranog patelarnog ligamenta dolazi do atrofije miSica, a shodno
prethodnim nasim radovima, mjerili smo ucinak pentadekapeptida BPC 157 tako $to smo
¢inili klini¢ko-funkcionalne testove i histoloski analizirali promjene u misicu.

Pomocu RT-PCR-a su istrazivane razine eNOS, iNOS, COX-2 mRNA iz tkiva miSica.
Doprinos rada (definiranje opseznosti razvoja atrofije te sprecavanje iste, te benefitni ucinak
BPC 157) predstavljat ¢e znacajnu znastvenu novost.
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Muscle atrophy is inevitable in limb immobilization. Definitely reduces the chances of a good
outcome. It is usually about reversible muscle damage, which in most cases results in only
prolonged rehabilitation, however, is not a rare case that leads to a permanently reduced
extremity function.

Given that there is no pharmacotherapy that would prevent or reduce the development of
muscle atrophy, we hypothesized that pentadecapeptide BCP157 in relation to NO system
reduces the development of atrophy and subsequently promotes muscle regeneration, taking
into account previous studies of muscle resection, tendon and ligament resection, wound
healing and favorable antiinflammatory effects of pentadecapeptide BCP 157.

Rats with a resected patellar ligament on the back left leg will be treated with oral and
parenteral BPC157 (10ug/kg, 10ng/kg), L-NAME (5 mg / kg) and L-arginine (100 mg / kg)
alone and / or in combination.

Having in mind that the resection of patellar ligament causes muscle atrophy, according to
our previous work, we will measure the effects of pentadecapeptide BPC 157, we will do
clinical functional tests and histological analysis of the lesions in the muscle.

RT-PCR will investigated levels of eNOS, iNOS, COX-2 mRNA from muscle tissue. The
contribution of study will be in defining comprehensive development of atrophy and
prevention of the same, and benefit effects of BPC 157 which will provide a significant
scientific novelty.

(73 pages, 16 images, 5 tables, 83 literary citations, source language - Croatian)
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1. UvOD

Atrofija miSi¢a je definirana kao smanjenje miSi¢ne mase, moze biti djelomicna ili potpuna, a
razvija se kod neaktivnosti miSica koji mogu biti posljedica dugotrajne imobilizacije,
denervacije ili nekih drugih patoloskih oboljenja koji imaju za posljedicu neaktivnost misica.
Obicno se javlja kao reverzibilni proces kod kojeg nakon otklanjanja uzroka neaktivnosti
miSica dolazi do potpunog oporavka misSi¢a uz fizikalnu terapiju, ali kod dugotrajnije
neaktivnosti nerijetko dode i do trajne atrofije miSi¢a i ireverzibilnog gubitka snage. U
suvremenoj medicini glavni Cimbenik za pojavu miSi¢ne atrofije je imobilizacija,
nemogucnost kretanja uslijed ozljeda u smislu prijeloma kosti, puknucéa tetiva, ligamenata ili
miSi¢a te za sada jedini nacin sprjeCavanja 1 lijeCenja miSi¢ne atrofije je S$to prije moguci
povratak funkcije misica tako Sto se reparira ozlijedeni misi¢, tetiva, ligament ili kost.

Atrofija miSi¢a moze rezultirati i kao posljedica nekoliko uobicajenih bolesti, ukljucujuéi
zlo¢udnu bolest, AIDS, kongestivno zatajenja srca, KOPB (kroni¢na opstruktivna plu¢na
bolest), zatajenja bubrega ili teskih opeklina. Osim toga, dugotrajno izgladnjivanje na kraju
dovodi do atrofije misica.

U slucaju prijeloma kosti kad se odluci za konzervativnu terapiju ozlijedeni se ekstremitet
imobilizira sadrenom longetom te takvo lijeCenje traje najmanje 3 tjedna te neminovno dolazi
do atrofije miSi¢a. Jedini nac¢in u tom slucaju je da se imobilizira funkcionalnom
imobilizacijom kod koje se minimalno imobilizira ozlijedeni ekstremitet te uz pomoc
fizikalne terapije se zapo¢ne ¢im prije sa vjezbama ekstremiteta.

Kod neuroloski uzrokovane atrofije miSi¢a dolazi do gubitka inervacije, centralno kod
ostecenja mozga ili periferno kod prekida ziv€anih putova, a za posljedicu takoder ima
neaktivnost miSica 1 posljedi¢nu atrofiju. U ovom slucaju ako uzrok gubitka inervacije potraje
kra¢e moZze se sprijeciti pasivnim vjezbama u sklopu fizikalne terapije, no, kod dugotrajnijih
oStecenja ireverzibilna atrofija miSica je neizbjezna.

Za sada ne postoji farmakoterapija koja bi sprije€ila ili umanjila pojavnost atrofije misica.

1.1 Hipoteza
Iz dosadasnjih istraZivanja ucinaka pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje rana, reparaciju
tetiva te ucinak na cijeljenje kosti kao i utjecaja pentadekapeptida BPC 157 na regulaciju NO-
sustava hipoteza ovog istrazivanja jest da primjena pentadekapeptida BPC 157 sprecava

razvoj atrofije te poboljSava reparaciju misica u Stakora. To se pokazuje primjenom
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pentadekapeptida BPC 157 kod blokade (L-NAME) i/ili stimulacije (prekursor L-arginin).

Do sada nije otkrivena farmakoterapija koja bi sprijecila razvoj atrofije miSi¢a kod
imobilizacije, odnosno neaktivnosti misi¢a a koja predstavlja jako veliki problem kod
razli¢itih ozljeda mekih i tvrdih tkiva koji za posljedicu imaju dugotrajnu neaktivnost a ucinak
pentadekapeptida BPC 157 ve¢ je dokazan u cijeljenju drugih tkiva, te je pretpostavka je da se
povoljan ucinak primjene ovog agensa koji utjeCe na NO-sustav moze ocekivati i u

sprecavanju razvoja atrofije miSica te kontrakture zgloba.

1.2 Cilj rada
Cilj ovog istrazivanja je utvrditi uklju¢enost NO-sustava, stimulacije i/ili blokade, u proces
razvoja atrofije miSi¢a prilikom resekcije patelarnog ligamenta te utvrditi ucinak
pentadekapeptida BPC 157 na navedeni proces u interakciji s NO-sustavom, blokadom (L-
NAME) odnosno stimulacijom (L-arginin).
Specificni ciljevi istrazivanja:
1. Ispitati u¢inak pentadekapeptida BPC 157 na razvoj atrofije miSica nakon resekcije
patelarnog ligamenta
2. Ispitati u¢inak pentadekapeptida BPC 157 na razvoj kontrakture ekstremiteta
3. Ispitati u¢inak pentadekapeptida BPC 157 na smanjenje opsega natkoljenice
4. Ispitati uc¢inak pentadekapeptid BPC 157 na gubitak snage ekstremiteta nakon
resekcije patelarnog ligamenta
5. Ispitati na koji na¢in pentadekapeptid BPC 157 utjeCe na funkciju ekstremiteta nakon
resekcije ligamenta
6. Ispitati medusobni odnos kombinacije pentadekapeptida BPC 157, L-arginina i L-

NAME odnosno NO-sustava na gore navedeno (ad 1-5).
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1 Anatomija misic¢a

Misi¢no tkivo predstavlja najvecée i najzastupljenije tkivo u ljudskom tijelu i tvori oko 40%
tezine tijela. Uglavnom se hvata na dvije susjedne kosti koji su povezane zglobom koji isti
premoscéuje. Nazva se poprec¢noprugasti miSi¢ jer pod mikroskopom daje efekt poprecne
citoplazmi misi¢nih stanica. Osim popre¢noprugastog misi¢a postoje joS i glatki miSici te
sr¢ani miSi¢, ali oni neée biti razmatrani u ovom radu.

Misi¢ je saCinjen od miSi¢nih stanica, dobro organizirane Ziv€ane i1 vaskularne mreze te
medustani¢nog vezivnog tkiva. Ovakva sloZena struktura neophodna je kako bi se omogucilo
pokretanje zglobova, njihova sihroniziranost koja uvjetuje kretanje tijela, a na kraju prilikom
ozljeda i moguénost regeneracije (Garrett WE Jr BT, 1994.).

Osnovni element misic¢a je vise jezgrena stanica koja se naziva i misi¢no vlakno. Ono ima
oblik cilindra sa zaobljenim krajevima koji zavrSavaju u vezivnom tkivu tetive. Medusobno su
usporedna tako da na transverzalnoj projekciji imaju kruzan oblik promjera 10-100 pm.
Duzinom variraju, tako da mogu biti duga od 1 mm pa sve do 30 cm. Citoplazma miofibrila
tj. sarkoplazma sadrzi brojne jezgre, staniCne organcle kao S$to su Goldijev aparat,
mitohondriji i citoplazmatski retinakulum, lipide, glikogen i mioglobin, a sve obavija stani¢na
ovojnica - sarkolema. Sarkolema ima dva sloja, unutarnji sloj je plazmalema, a vanjski
bazalna membrana. Jezgre su periferno postavljene. U trenutku nastanka misi¢nog vlakna
fuzijom mnogih mioblasta jezgre su centralno da bi kasnije poprimile subsarkolemsku
poziciju. Ponovna pojava centralne nukleacije u zrelom misi¢u ukazuje na trenutni proces
regeneracije. MiSi¢na vlakanca se pruzaju duzinom vlakna u sarkoplazmi. Ona zauzimaju
80% ukupnog volumena miSi¢ne stanice. Sastoje se od kontrakcijskih proteina aktina i
miozina. Tanki filamenti su gradeni vec¢inom od aktina, a debeli od miozina te su
naizmjeni¢no rasporedeni u miSicnom vlakancu. Debeli filamenti miozina zauzimaju sredis$nji
dio sarkomere te se dijelom preklapaju s tankim filamentima aktina. To mjesto na
mikroskopskom preparatu je deblje Sto rezultira tamnom anizotropnom prugom (A-pruga).
Mjesto na mikroskopskom preparatu gdje se nalaze samo filamenti aktina ¢ine svjetliju
izotropnu prugu (I-pruga). U srediSnjem dijelu tamne A-pruge nalazi se malo svjetlija H-
pruga (samo filamenti miozina, ne preklapaju se s aktinom), a u njenom sredistu je svjetlija

M-crta. Anizotropna i izoptropna pruga se izmjenjuju $to rezultira karakteristi¢nim optickim
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svojstvom ovog misiénog tkiva i daje mu poprecnu prugavost. Miofilamenti su ustrojeni u
vece funkcionalne jedinice koje se nazivaju sarkomere veli¢ine 2 um i debljine 1 pm. Upravo
sarkomere daju karakteristiCan, popre¢no prugasti izgled misi¢u vidljiv na mikroskopu. One
su okruzene mrezom srakoplazmatskog retinakuluma i sustavom T-tubula. Sarkoplazmatski
retinakulum sluzi kao rezervoar kalcija koji se otpusta prilikom misi¢ne kontrakcije. T-tubuli
su invaginacije sarkoleme koji se okomito spustaju te prilikom kontrakcije prenose val
depolarizacije s povrSine u dubinu stanice. Izmedu miofibrila, a posebice ispod stanicne
membrane nalaze se mitohondriji koji sluze za dobivanje energije u stanici, a u samoj
sarkoplazmi je pohranjena i velika koli¢ina glikogena. Sve to daje miSi¢nom vlaknu da se
moze skratiti 1 rastegnuti za polovicu svoje duZine u mirovanju.

Misi¢no tkivo nema medustani¢ne tvari te je izmedu vlakana ulozeno rahlo vezivno tkivo koje
vlakna povezuje u organiziranu jedinicu, daju¢i mu oblik, a osigurava dovod krvnih Zila,
limfnih zila 1 ziv€anih vlakana do svakog miSi¢nog vlakna. Udio strome u misic¢u je 10 do 40
%. Oko svakog vlakna nalazi se rahlo vezivno tkivo, endomizij. U njemu se nalaze kapilare
koje anastomoziraju i ziv€ano vlakno koje pristupa na motornu plo¢u na povrsini vlakna.
Vlakna se udruzuju u snopice koji su obavijeni vezivom, perimizijem. A oko cijelog misica je
isto sloj vezivnog tkiva, epimizij. On je povezan ovojnicom tj. fascijom sacinjenom od
formiranog vezivnog tkiva. Misi¢i slicne funkcije uglavnom se udruzuju u skupine, a nalaze
se u odjeljcima, kompartmentima, koje odjeljuju vezivne pregrade odgovarajuce fascije koja

obavija taj dio tijela.
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2.2 Funkcija miSi¢a
Misi¢ je putem zivCanih vlakana ukljuen u ziv€ani sustav i funkciju cijelog organizma.
Motoneuron po dolasku na misi¢ daje brojne aksonalne ogranke koji se preko motorne ploce
vezu za pojedino miSi¢no vlakno. Svaka stanica ima po jedan ogranak, a pojedini ogranak
moze inervirati viSe miSi¢nih stanica. Stanice i pripadajuéi akson ¢ine motornu jedinicu.
Njena veli¢ina ovisi o potrebama pojedinog misi¢a. Tako u miSi¢ima gdje su nuzni precizni
pomaci, motorne jedinice sadrzavaju svega nekoliko miSi¢nih vlakana za razliku od onih gdje
je vaZzna snazna reakcija. U njima svaki akson moze opskrbljivati i tisu¢u vlakana.
Kada impuls, odnosno val depolarizacije, stigne Zivcima do motorne ploCe na njenoj
presinaptickoj strani otvaranjem kanala i ulaskom kalcijevih iona dolazi do otpustanja
mjehuri¢a ispunjenih acetilkolinom. Na miSi¢noj strani sinapse vezanjem acetilkolina na
receptore dolazi do depolarizacije miSi¢ne stanice. Akcijski potencijal T-tubusima putuje i
duboko se spusta u misi¢nu stanicu te otpusta ione kalcija iz sarkoplazmatskog retinakuluma.
Oni se potom vezu za troponin koji sa svojim strukturnim promjenama omogucuje miozinu
savijanje 1 vezanje za aktin i1 pri tome dolazi do njithovog medusobnog pomicanja §to vidimo
kao kontrakciju (Amthor i sur. 2009.). Ubrzo dolazi do vezanja ATP-a na miozin §to pak
uzrokuje otpustanje medusobnog spoja aktin-miozin te vracanje na prvotni polozaj. Vezanjem
ATP se hidrolizira, a energija oslobodena time ostaje pohranjena na molekuli miozina §to je
potrebno za sljedecu kontrakciju. Na kraju molekule kalcija se pohranjuju u sarkoplazmatskoj
mrezici, a troponin ponovno zauzima svoje inhibitorno mjesto izmedu aktin-miozin
kompleksa (Lecker i sur. 2006.).
Misi¢i da bi ostvarili pokret moraju raditi u strogo kontroliranom i koordiniranom odnosu. S
jedne strane nalazi se grupa misica koja ¢ini pokret ( sinergisti), a nasuprot njih grupa misi¢a
(antagonisti) radi im otpor. Njthov medusobni odnos se mijenja ovisno o specifi¢nosti
pojedinog pokreta. Postoje 3 tipa miSi¢nih vlakana. Tip 1 oznaCava spora vlakna izdrzljiva na
opterecenje, tib 2B brza vlakna neotporna na duze opterecenje te tip 2A brza i srednje otporna
vlakna. U svakom mi$i¢u postoji njihova kombinacija koja se moZe mijenjati ovisno o
fizioloskim zahtjevima. Snaga miSi¢a proporcionalna je njegovoj debljini, a brzina o tipu 1
duZini pojedinih misi¢nih vlakana.
Ovisno o broju i snazi Ziv€anih impulsa razlikuje se jacina kontrakcije. MiSi¢ se moZe
kontrahirati na mnogo nacina. U koncentri¢noj kontrakcija snaga stiskanja misica je ja¢a nego
otpor tako da dolazi do skracenja miSic¢a i kretanje ekstremiteta u smjeru skra¢enja misica.
Suprotno od toga ukoliko je otpor veci od stiska miSi¢a dolazi do ekscentricne kontrakcije i

produzenja miSi¢a te kretanja ekstremiteta u suprotnom smjeru. Ukoliko je snaga miSica
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upravo onolika koliko i otpor ne dolazi do promjene duzine miSi¢a i ekstremitet zadrzava

polozaj. Tada govorimo o izometri¢koj kontrakciji.

2.3 Atrofija miSi¢a — patofiziologija
Misi¢i su najveéi proteinski rezervoar u tijelu. Misi¢i sluze kao izvor amino kiselina koji se
mogu upotrijebiti za proizvodnju energije u razli¢itim organima (ukljucujuéi srce, jetru i
mozak) tijekom perioda kada dolazi do katabolizma a to su stanja kao §to je rak, sepsa,
opekline, zatajenja srca i AIDS-a. Medutim, prekomjerna razgradnja proteina u skeletnim
misi¢ima vrlo je Stetno 1 moZe dovesti do smrti. Osim toga, prekomjerni gubitak mi§i¢ne mase
je lo$ prognosticki pokazatelj 1 moZe negativno utjecati na ucinkovitost razli¢itih terapijskih

postupaka. Tako kaheksija u kona¢nici pogorsava bolest te povecava morbiditet i mortalitet.

MisSi¢na masa ovisi o prometu proteina u stanici (Sartorelli i Fulco, 2004.). U smislu
regeneracije misic¢a, glavni C¢imbenik su satelitske stanice, populacija nediferenciranih
miogenih stanica koje su smjesStene izmedu bazalnog sloja i plazma membrane miSi¢nih
vlakana. Tako ove stanice igraju vaznu ulogu u postnatalnom rastu misSi¢a, nedavna
istrazivanja su dokazala da su satelitske stanice potrebne za odrZzavanje miSi¢ne mase i
hipertrofije u odrasloj dobi ( Amthor i sur. 2009.; Blaauw i sur., 2009. ; McCarthy i sur.,
2011, Raffaello i sur. 2010.; Sartori i sur., 2009 ).

Atrofija je definiran kao smanjenje veli¢ine tkiva ili organa zbog smanjenja veliine stanica.
Smanjenje veliine stanica uzrokovano je gubitkom organela, citoplazme i proteina. Postoje
dva najvaznija proteoliticka mehanizma koji nadziru promet proteina u stanici a to su

ubikvitin-proteosomalni i autofagosom-lizosomalni mehanizam.

2.3.1 Ubikvitin-proteasomalni sustav
U miSica ubikvitin-proteasomalni sustav je zaduZen za uklanjanje sarkomera koje uzrokuju
smanjenje aktivnosti miSi¢a. Smanjenje miSi¢ne mase je povezano sa: (1) povecanjem
konjugacije ubikvitina sa mi§i¢énim proteinima; (2) povecanjem proteasomalne aktivnosti; (3)
povecanjem razgradnje inhibitora proteasoma; i (4) regulacijom transkripcije ubikvitina te

nekih njegovih enzima (Lecker i sur., 2006) (SI. 1).
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ZNF216

Slika 1. Ubikvitin-proteasomalni mehanizam. E1 enzim aktivira ubikvitin nakon cijepanja
ATP-a te prelazi na Enzim E2. Kona¢nu ubikvitilaciju katalizira E3 enzim. E3 se veze na E2
i protein supstrat, inducira prijenos ubikvitina sa E2 na supstrat. Kad se supstrat
poliubikvitinira na njega se veze proteasom te se razgradi. ZNF216 sudjeluje u prepoznavanju
ubikvitiliranog proteina i njegovom vezanju za proteasom te razgradnji kod misi¢ne atrofije.
Atrogin-1 regulira transkripciju faktora MyoD i elF3f, §to je presudno za sintezu proteina.
Fbxo40 regulira transkripciju IRS1, bitan faktor za IGF1 / inzulinske signalizacije, dok
MuRF1 regulira nekoliko sarkomerskih proteina. E3 ubikvitin ligaza su prikazane u zelenoj
boji. IRS1 receptor inzulina supstrata 1; Ub, ubikvitin.

2.3.2 Autofagosom-lizosomalni mehanizam
Makroautofagija je mehanizam degradacije proteina unutar stanice u kojem sudjeluju dva
najvaznija ¢imbenika a to su autofagosom i lizosom. Autofagosom je okrugla stani¢na
struktura s dvostrukim slojem membrana. To je klju¢na struktura u makroautofafgiji,
unutarstani¢noj razgradnji citoplazmatskog sadrzaja (npr. abnormalni untarstani¢ni proteini,
viSak ili oSte¢enja organela), kao i za invaziju mikroorganizama. Nakon formiranja,
autofagosomi dostavljaju citoplazmatske komponente u lizosome.

Vanjska membrana autofagosoma se spaja sa lizosomom i formiraju autolizosome. U
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lizosomima, hidrolaze degradiraju sadrzaj koji su isporucili autofagosomi i njihove unutrasnje

membrane. Formiranje autofagosoma je regulirano genima.
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2.4 Pentadekapeptid BPC 157
Devedesetih godina proslog stolje¢a Sikiri¢ i suradnici su postavili teoriju da organizam
proizvodi inicijatore stresnog odgovora koji protektivno mogu djelovati na cijeli organizam.
i suradnici pretpostavili da bi ba§ Zeludac bio mjesto sintetiziranja ovakvog inicijatora
stresnog odgovora. Koncept je prema tome nazvan organoprotekcija. Neki od
organoprotektora su ve¢ bili poznati kao Sto su na primjer prostaglandini, somatostatin i
dopamin. Sikiri¢ i suradnici su tako iz zelu¢anog soka izolirali polipeptid koji su nazvali BPC
(Body Protection Compound) 1 zatim istrazili njegov ulomak dug 15 aminokiselina (BPC157)
za koji su misli da ima klju¢ne terapijske u€inke (Sikiri¢ 1 sur. 1992). Sikiri¢ 1 suradnici su
koriste¢i razli¢ite modele tkivnog oStecenja pokazali da BPC157 ima protektivni u¢inak na
gotovo sve organske sustave, iako tada jo$ nije bio ustanovljen mehanizam njegovog
djelovanja. Ucinak je bio ostvaren vrlo niskim dozama (reda veliCine mikrogarama ili
nanograma po Kilogramu tjelesne tezine), nakon razliitih modaliteta primjene bilo
intraperitonealno, intragasticno, intramuskularno ili lokalno. Dugodjeluju¢i u¢inak se vidio
nakon prve terapijske primjene. BPC157 je pokazao ucinak bilo da je bio primijenjen zajedno
S patoloskom noksom ili nakon razvijene klinicke slike, ali i u kroni¢nim patoloskim
uvjetima. Time se BPCI157 izdvojio kao posebno terapijsko sredstvo razli¢ito od svih
dotadasnjih odnosno konvencionalnih organoprotektora. Posebno s toga $to nije toksican jer
letalna doza unato¢ vrlo visokim koncentracijama nije postignuta. Time je BPC157 kao
polipeptid ostao prototip za stvaranje sasvim nove skupine lijekova (Sikiri¢ i sur. 1993). Ova
skupina autora je do sada objavila 82 znanstvena rada koja je odnose na ucinke polipeptida
BPC157, od Cega jedan izvjestaj o fazi II klinickog ispitivanja terapijske primjene BPC157 u
upalnoj bolesti crijeva (GEPPPGKPADDAGLYV, M.W. 1419, PL 14736). Pentadekapeptid
BPC 157 (BPC 157) stabilni je polipeptid molekularne tezine 1419 ¢ija je aktivnost prvi puta
opisana u preglednome radu ,Journal of Physiology* (Paris) 1993. godine. Aktivna
komponenta ovoga polipeptida gradena je od 15 aminokiselina (Gly, Glu, Pro, Pro, Pro, Gly,
Lys, Pro, Ala, Asp, Asp, Ala, Gly, Leu, Val). Izoliran je primarno iz Zelu¢anoga soka te je

imunohistokemijski dokazan u zelu¢anoj mukozi i lumenu (Slika 2).
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Slika 2. Molekula BPC-a 157

Ovaj je peptid postojan u ljudskome Zelu¢anom soku duze od 24 sata dok drugi standardni
peptidi (kao EGF ili TGFb) bivaju razgradeni vrlo brzo. BPC 157 snazan je antiulcerogeni
faktor. Jednako je ucinkovit bez obzira na dozu (ug/kg ili ng/kg) protiv niza
gastrointestinalnih lezija izazvanih razli¢itim ulcerogenim procedurama. Ima snaZan efekt
zarastanja poslije peroralne, kao i parenteralne primjene, bez obzira na vrlo niske doze. Za
razliku od ostalih standardnih polipeptida, koji su aktivni uz dodatak razli¢itih nosaca, ovaj
postojani peptid ucinkovit je bez njih. Nekolicina studija pokazuje da BPC 157 snaZzno
inhibira alkoholne lezije zeluca, kao i druge citotoksi¢ne lezije. U gastrektomiranoga Stakora

svi su standardni agensi aktivni. Poslije sialoadenektomije samo BPC 157 je aktivan i,
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najvaznije, njegova antiulkusna aktivnost prati oporavak AMP-ADP-ATP sustava u mukozi
zeluca. Dokazana je mogucénost koristenja BPC-a 157 u terapiji ulceroznoga kolitisa. Za
razliku od sulfasalazina BPC 157 ne ublazuje samo leziju, ve¢ u modelu kroni¢nog kolitisa
(cistamin) sprjecava recidive bolesti. PoboljSanje cijeljenja davanjem BPC-a 157 ukljucuje
razne rane: duboke opekline, lezije laserom, koZne rane, rane u dijabeticara, pseudoartroze,
presjeCene tetive, presjeCene i konkvasirane misice, presjeCene zivce, otkidanje tetiva od
kostiju, oStecenja roznice, peritonitis, ileoilealne anastomoze, kolokoli¢ne anastomoze, pluéne
lezije. U svim ovim terapijskim djelovanjima pentadekapeptid BPC 157 efikasan je bez obzira
je li primijenjen lokalno ili sistemski.

Pentadekapeptid BPC 157 po svojim svojstvima spada u skupinu u antiulkusnih
peptidergickih agenasa, te je dio sekvence proteina BPC izoliranog iz ljudskog Zelucanog
soka. Nalazimo ga s 99% ¢istoCom uz 1-DES-GLY peptid koji predstavlja 1% necistoce.
Proizvodi se u tvrtci Diagena iz Ljubljane u Sloveniji, GEPPPGKPADDAGLYV, M.T. 1419
Da, PL 14736. Za njegovo djelovanje nije potreban nosac. S obzirom da nije postignuta LD1
smatramo ga potpuno sigurnim i netoksi¢nim. U vodi je topljiv pri pH vrijednosti 7,0 i u
fizioloskoj otopini. Klinickim istrZzivanjima cijeljenja rana te upalnih bolesti crijeva pokazao
se kao siguran (Sikiri¢ i sur., 2010).

Prema suvremenom farmakoloSkom shvacanju peptidi imaju bitnu ulogu u imunoloSkim
zbivanjima i u procesima cijeljenja. S obzirom da su uglavnom nestabilni u brojnim
eksperimentalnim radovima pojavljuje se problem procjene stvarne njihove uloge i
ucinkovitosti. Zbog nestabilnosti veéina peptida se ne moze primijeniti bez jednog ili vise
nosaca, jer bez istih imaju slabu ili gotovo nikakvu aktivnost. Sami nosaci takoder ovise ¢ak i
0 proizvodacu pa tako isti nosa¢ proizveden u razli¢itim komercijalnim 1 istrazivackim
tvrtkama moZze imati razli¢ita svojstva, stoga se aktivnost takvih peptida s nosa¢ima ne moze
tocno definirati kako njihovo otpusStanje na mjestu djelovanja tako ni samo djelovanje jer se
ne moze utvrditi da li je u¢inak tog kompleksa peptid — nosa¢ zasluZzan samo peptid ili samo
nosac ili kombinaija navedenih komponenti. Zbog toga je primjena peptida kao lijeka u praksi
ogranicena.

S obzirom da je pentadekapeptid BPC 157 stabilan te ne treba nosac, nije sporno da je isti
zasluZzan za odredeni ucinak u pripadaju¢im eksperimentalnim istraZivanjima. Nadalje, za
razliku od peptida kao §to su EFG ili TGF-beta koji se razgrade u samo nekoliko minuta,
pentadekapeptida BPC 157 se pokazao iznimno otporan i stabilan te spada u posebnu skupinu
peptida probavnog trakta. Ve¢ smo naveli da je kod nestabilnih peptida (EFG ili TGF-beta)

potrebna primjena nosaca te samim time se komplicira validacija djelotvornosti kompleksa
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peptid-nosac¢ (Urist i sur. 1996, Mustoe Tai i sur. 1987). Kako su probavnom traktu iznimno
nepovoljni uvjeti poput Sirokog raspona pH vrijednosti, raspon temperature koji se moze
kretati od 4 stupnja do 80 stupnjeva Celziusa, zbog brojnih mikroorganizama i proteolitickih
enzima dolazi do izraZaja stabilnost i otpornost pentadekapeptida BPC 157. Pored navedenog,
unutar zeluca, na njegovoj sluznici se dogada iznimno brzo izmjena sluzni¢nog pokrova pa
potencijalni lijekovi moraju biti rezistentni na takve brze promjene. Pentadekapeptid BPC 157
je zahvaljujuéi svojim iznimnim svojstvima zadovoljava kriterije koji su nuzni kod primjene
lijekova u probavnom traktu gdje su za peptide nepovoljni uvjeti. U dosada$njim klinickim
istrazivanjima na modelima kod cijeljenja rane te upalnih bolesti probavnog trakta nije
dokazana njegova toksi¢nost, stabilan je u zelu¢anom soku, nije mu potreban nosaé te je
nedvojbeno dokazano in vitro i in vivo njegova djelotvornost kod sprecavanja pojave lezija
zeluCane sluznice pri induciraju istih razli¢itim agensima kao i nedvojbena uéinkovitost pri
procesima cijeljenja tkiva te se moze primijeniti topicki ili sistemski.

Osim navedenih istrazivanja, dokazan je terapijski uc¢inak pentadekapeptida BPC 157 i na
gastrokutanim, kolokutanim i ezofagokutanim fistulama te ileoilealnim anastomozama
(Cesarec V i sur. 2015). Mehanizam djelovanja pentadekapeptida BPC 157 je opisan u
nedavno objavljenom preglednom radu (Sikiri¢ P. 1 sur., 2014) gdje je dokazana povezanost
NO sustava i pentadekapeptida BPC 157 na razliCitim eksperimentalnim modelima u
procesima cijeljenja. Naime, specifi¢ni u¢inci pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje utjecu i
na sve dogadaje nakon vaskularne ozljede. On konzistentno pospjeSuje cijeljenje razli¢itih
tkiva nakon ozljeda pa ¢ak i dovodi do cijeljenja u onim tkivima koja spontano ne cijele.
Stimulira egr-1 i naB2 gene. Posebno je vazna Cinjenica da se pentadekapeptid BPC 157
nalazi ve¢inom u zelu¢anoj mukozi i stabilan je u Zelu¢anom soku. Pokazuje djelotvornu
kompeticiju i sa L argininom i njegovim analozima (npr. L — NAME).

Sinteza NO 1 bazi¢na formacija NO u Zelu¢anoj sluznici je veca nego li u drugim tkivima Sto
ima fizioloski znacaj. Posebno podupire pozitivne u¢inke koji pokazuju uzajamnu povezanost
pentadekapeptida BPC 157 i NO sustava u Zelu¢anoj sluznici. Navedena uzajamna
povezanost je prisutna i kod citoprotekcije sluznice nakon alkoholne lezije, generiranju NO i
regulaciji krvnog tlaka, akutnoj i kroni¢noj intoksikaciji alkoholom, kardiovaskularnim
poremecajima, plu¢noj hipertenziji, kroniénom zatajenju srca i aritmijama. Nadalje, dokazana
je 1kod hipokalijemije te hiperkalijemije, odnosno, disfunkcije stanicne membrane povezane s
kalijem i na kraju kod kompliciranih poremecaja cijeljenja sto je pokazano na modelima sa
cijeljenjem kolokutane i ezofagokutane fistule. Tek treba utvrditi na koji na¢in bi ova

prednost moduliranja NO sustava mogla biti prenesena u u€inkovitu klinicku praksu.
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2.5 NO sustav

Prema Flemingu i sur. 1989. godine identificirana je molekula NO kao Endothelium-Derived
Relaxing Factor (EDRF). U sisavaca, pa tako i u ¢ovjeka, NO (dusikov monoksid, dusikov
(IT) oksid) vazna je stani¢na signalna molekula kratkoga poluvremena raspada, svega nekoliko
sekundi. Zbog svoje vaznosti u razvoju neuroznanosti, fiziologije i imunologije NO je 1992.
godine proglasen ,,molekulom godine”. Nobelova nagrada za fiziologiju i medicinu 1998.
godine dodijeljena je R. F. Furchgottu, L. J. Ignarrou i F. Muradu upravo za istrazivanja
vezana uz NO kao signalnu molekulu kardiovaskularnoga sustava.

U ljudskome organizmu NO sintetizira enzim NOS (NO sintetaza, sintetaza duSi¢noga
monoksida). Tri su izoforme NOS-a: endotelijalna NOS (eNOS, NOS-3), neuralna NOS
(nNOS, NOS-1) i induktibilna NOS (iNOS, NOS-2). Dok su NOS-1 i NOS-3 ovisne o kalciju,
NOS-2 je neovisna o kalciju. NOS oksidira gvanidinsku grupu iz L-arginina ¢ime nastaje
NO. Time je L-arginin prekursor NO. NG-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME) je analog
L-arginina ¢ija je funkcija blokiranje NO sintetaze. Na taj se naCin iz L-arginina ne moZe
sintetizirati NO te su svi efekti djelovanja L-arginina blokirani $to L-NAME ¢ini njegovim
antagonistom (91,92). Brojna istrazivanja pokazala su utjecaj NO-sustava na cijeljenje rana, a
nepobitnu vaznost NO-sustava u cijeljenju pokazalo je istraZzivanje na ,.knockout” miSevima
za iINOS (miSevima kod kojih ne postoji, unutar DNK-a, gen za stvaranje iNOS-a).

S obzirom da se direktno sintetizira iz L-arginina Siroko je rasprostranjena, te ima razliCite
uloge u razli¢itim organskim sustavima. Sudjeluje takoder s mitohondrijskim sustavima u
procesima stani¢nog disanja gdje povecava stvaranje reaktivnog kisika, te na taj nacin
posredno utjeCe na stani¢no prezivljavanje odnosno smrt stanice (Fleming i sur., 1999).
Utvrdeno je da NO sustav ima znacajne uloge u razlic¢itim procesima, a posebno vaznu ulogu
ima u cijeljenju rane (Frank i sur., 1998). lako su postojale pretpostavke o povezanosti s NO
sustavom utjecaj specificnih agensa na NO sustav do sad nije znacajnije istrazivan. Vrlo mali
je broj istrazivanja koji su se bavili utjecajem NO prekursor L-arginina, NO - sintetaza
blokatora L - NAME i u¢inka njihove kombinacije kod istrazivanja cijeljenja tkiva i organa
(Cesarec 1 sur., 2013). Tako je u preglednom radu gdje su ispitivani stabilni Zelucani
pentadekapeptid BPC 157 i NO - sustav dokazana uska povezanost s Moncadinim
homeostatskim odgovorom kod ozljeda (odrZavanje krvoZilnog sustava i kontrola trombocita)
(Fleming i sur., 1999, Frank i sur., 1998, Sikiri¢ i sur., 2010, Balenovi¢ i sur., 2009, Boban —
Blagaji¢ i sur., 2006). Naime, dokazano je da BPC 157 pored gore navedenog utjece i na sve
dogadaje nakon gubitka vaskularnog integriteta. Ovisno o okolnostima smanjuje trombozu

kod anastomoze abdominalne aorte ali i smanjuje krvarenje odnosno trombocitopeniju kod
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amputacija ili primjene antiagregacijskih lijekova kao §to su heparin, varfarin i aspirin.
Takoder u nizu drugih modela koji mogu biti akutni ili kroni¢ni, pentadekapeptid BPC 157
ubrzava cijeljenje tkiva koja spontano ne cijele nakon teskih ozljeda, dakle, stimulira egr — I i
naB2 gene, a u isto vrijeme pokazuje visoku sigurnost odnosno LD1 nije postignut (Sikiric,
1999). Pentadekapeptid BPC 157 se nalazi prirodno u zelu¢anom soku, stabilan je a bazi¢na
aktivnost NO — sintetaze je visa u zelu¢anoj sluznici nego u drugih tkiva, te se povoljan
ucinak moZe objasniti aktivnom kompeticijom s oba dva analoga L — arginina, $to u konac¢nici
dovodi do povecanog stvaranja NO (Whittle i sur., 1992). Na temelju gore navedenog
objasnjavaju se i drugi pozitivni ucinci zajedni¢kog djelovanja pentadekapeptida BPC 157 i
NO sustava, kao $to su:
a) zastitu sluznice Zeluca u istrazivanjima citoprotekcije, stvaranje NO i regulacija
krvnog tlaka,
b) kod intoksikacije alkoholom i sindroma ovisnosti koji mogu biti akutni ili kroni¢ni,
c) razli¢it kardiovaskularni poremecaji, kroni¢no zatajenje srca i aritmije te pluéna
hipertenzija,
d) kod poremecaja kao posljedica hipokalijemije i hiperkalijemije i
e) kod razli¢itih poremecaja cijeljenja fistule kao npr., kolokutane, duodenokutane i

ezofagokutane fistule (Skorjanec i sur., 2015).

Kako bi se potvrdila prakti¢na korist moduliranja NO sustava potrebna su daljnja istrazivanja.

25



2.6 NO sustav - pentadekapeptid BPC 157
U ranijim je radovima ve¢ pokazan ucinak Pentadekapeptida BPC 157 na djelovanje NO
sustava (Sikiri¢ i sur.,, 1999.). Meduodnos pentadekapeptida BPC 157 i NO-sustava
demonstriran je njihovim sudjelovanjem u Mocadinom homeostatskom odgovoru NO-sustava
na oSte¢enje (oCuvanje vaskularnog integriteta i kontrola trombocita). Takoder, brojna
istrazivanja potvrduju meduodnos pentadekapeptida BPC 157 s L- NAME-om i L-argininom;
kolaborativni dokazi postoje kod Zelu¢ane sluznice i njene protekcije uslijed alkoholne lezije
(i u uvjetima u kojima L-arginin ne djeluje), kod regulacije krvnog tlaka, akutne i kroni¢ne
alkoholne intoksikacije, kroni¢nog sréanog zatajenja, pluéne hipertenzije, aritmija,
hiperkalijemije i hipokalijemije te konac¢no cijeljenja fistula (gastrokutane, duodenokutane,
kolokutane, ezofagokutane, kolovezikalne i rektovezikalne fistule). Nedavno je potvrdeno da
BPC 157 takoder mozZe sudjelovati u miozi kod atropinske midrijaze vjerojatno preko NO-
sustava 1/ili kolinergickih mehanizama (Kokot A 1 sur. 2016.). Dakle, postoje brojni dokazi
meduodnosa BPC 157 s NO-sustavom, gdje se BPC 157 suprotstavio nuspojavama primjene
L-NAME kao 1 ucincima L-arginina §to je indikativno za generalizaciju ovog u¢inka BPC
157. Vazno je naglasiti da se njegova interakcija s ova dva preparata dogada neovisno o
njihovim efektima, ukoliko se radi o djelovanju putem istih signalnih putova. Ceiée je
djelovanje L-NAME i L-arginina suprotna patoloSka reakcija (npr. hipertenzija kod aplikacije
L-NAME i hipotenzija kod aplikacije L-arginina i sl.) te se BPC 157 jednako suprotstavlja
efektima oba preparata. Rjede je efekt primjene L-NAME i L-arginina isti (npr. mioza,
trombocitopenija, pogorSanje alkoholne intoksikacije i sl.) te su ti efekti takoder neutralizirani
primjenom BPC 157, s obzirom da se radi o istim putovima djelovanja. Ovi efekti posljedica
su kompeticije pentadekapeptida BPC 157 s L-argininom na NOS, a antagonizirajuci efekt
BPC 157 na L-NAME-u ja¢i od onog koji se postize primjenom L-arginina. Modulatorni
efekt pentadekapeptida BPC 157 na NO-sustav djeluje kako bi osigurao homeostatske uvjete,
Sto se jasno ocituje kod kompleksnijeg pristupa analizi njegovog efekta (primjena i L-NAME,
i L-arginina i njihove kombinacije), s obzirom da su ranija istrazivanja NO-sustava bila
temeljena na njegovoj jednostavnijoj modulaciji (primjena ili L-NAME ili L-arginina). U
brojnim ispitivanjima se pokazala interakcija s NO sustavom primjenom kako NO prekursora
i NOS blokatora, tako i NO prekursora i NOS blokatora zajedno. Pentadekapeptid BPC 157
potice na otpustanje NO kod brojnih Zivotinjskim vrsta i u razli¢itim tkivima. Pentadekapeptid
BPC 157 dokazano ponistava djelovanje NOS blokatora L - NAME i NO prekursora L —
arginina. Takovo medudjelovanje s NO sustavom daje objaSnjenje za vise razli¢itih povoljnih

ucinaka Pentadekapeptid BPC 157 u prethodnim istrazivanjima (Grebarovi€ i sur., 1997). Kao
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kompetitivni inhibitor endotelnog NO, L — NAME se moze blokirati s pentadekapeptid BPC
157 in vitro i in vivo, te se tako ocituje medudjelovanje s NO sustavom. Pretpostavljamo da L
— NAME inhibira tako §to se natjeCe s L argininom, te tako smatramo da pentadekapeptid
BPC 157 sli¢no utjece na NO sustav. U monoterapiji primijenjeni Pentadekapeptid BPC 157
i L arginin djeluju tako Sto poticu sintezu NO, dok zajednickom primjenom do smanjenog
stvaranja NO iz ¢ega slijedi da dolazi do aktivne kompeticije. Jo§ vece smanjenje stvaranja
NO smo vidjeli ako u kombinaciji pentadekapeptid BPC 157 i L arginina dodamo i L-NAME
Sto je se dokazalo u istrazivanju gdje su proucavane lezije zeluca koje su uzrokovane
alkoholom, te istrazivanja promjene krvnog tlaka (Sikiri¢, Seiwerth 1 Gragarevi¢, 1997) pa se
pretpostavlja da je to posljedica ograni¢ene raspolozivosti NOS.

Ipak, utvrdeno je da pentadekapeptid BPC 157 ima nesto drugaciji u¢inak od L arginina jer se
njegovo djelovanje na sintezu NO nije uspjelo blokirati primjenom L — NAME koja se
primijenila i do deset puta u vecoj dozi od one koja je bila dovoljna za blokadu ucinka L
arginina. Ovakav razli¢it u¢inak pentadekapeptid BPC 157 na stvaranje NO u usporedbi s L
argininom potvrden je i na modelu homogenata sluznice zeluca Stakora. Nadalje, na modelu
plu¢ne hipertenzije i ascitesa uzrokovanih kroni¢nom aplikacijom L-NAME kod pilica,
uspje$no su se prevenirale promjene primjenom L arginina i pentadekapeptid BPC 157 u
kombinaciji.

Ispitivani su akutna i kroni¢na toksi¢nost L NAME na istom modelu te su se verificirala
oStecenja srca, jetra i slezene, dok je primjena L arginina za posljedicu imao edem i
hemoragiju u vise organskih sustava kao i kongestiju. I u ovom istrazivanju se uspjesno
inhibirao u¢inak L NAME upotrebom kombinacije pentadekapeptid BPC 157 te su izostala
bilo kakva ostecenja. Najizrazeniji ucinak pentadekapeptida BPC 157 je verificiran na
prevenciji lezija Zeluca, a upotrebom L-NAME je bio nesto oslabljen dok se ucinak L arginina
u kombinaciji s L-NAME se potpuno blokirao. Posebni znadaj gore navedenom daje i
¢injenica da razina NOS 1 bazi¢na razina NO znacajno veca u sluznici Zeluca nego u ostalim
tkivima. Kompleksno medudjelovanje Pentadekapeptida BPC 157 i NO sustava bitno
pridonose protekciji integriteta Zelu¢ane sluznice i ofuvanju normalnih vrijednosti krvnog
tlaka prvenstveno zbog iznimnih karakteristika Pentadekapeptida BPC 157 jer je stabilan kod
niskih vrijednosti ph koje nalazimo u Zelu¢anom soku.

Takoder, dokazano je medudjelovanje Pentadekapeptida BPC 157 i NO sustava kod modela
induciranih aritmija metildigoksinom. Naime, primjenom pentadekapeptida BPC 157 su
prevenirane aritmije, dok su se iste pogorsavale primjenom L-NAME a neznatno losije

aritmije su dokazane istovremenom primjenom L-NAME i Pentadekapeptida BPC 157 u
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odnosu na primjenu Pentadekapeptida BPC 157 u monoterapiji, dok primjena L arginina u
monoterapiji nije imala ucinka na aritmije (Balenovi¢ i sur., 1999). Dakle, aritmije koje se
induciraju digitalisom mogu se sprije¢iti primjenom pentadekapeptida BPC 157 u
monoterapiji u medudjelovanju s NO sustavom. Nadalje, dokazana je citoprotektivna uloga
pentadekapeptida BPC 157 u sprjeCavanju lezija zeluca induciranih alkoholom preko
promjene tonusa krvnih zila u zelucu oslobadanjem NO.

Osim gore navedenog dokazan je in vivo i angiogenetski uc¢inak pentadekapeptida BPC 157,
te potvrden i povecanjem VEGF, CD 34 i FVIII, kao i prisutnim znakovima angiogeneze.
Pored navedenog dokazana je i ukljucenost NO sustava pri cijeljenju fistula (ezofagokutanih i
kolokutanih).

2.7 U¢inak pentadekapeptida BPC 157 na tkiva i organske sustave
Dosadasnja klinicka istrazivanja pokazala su da pentadekapeptid BPC 157 djeluje na udaljena
tkiva 1 organe. To se dogada u medudjelovanju s razli¢itim sustavima npr. Sa srediSnjim
dopaminergickim  NO  sustavom, GABA-ergickim  mehanizmima, inhibitornim
somatosenzornim i nekolinergickim sustavom. Dokazano je da pentadekapeptida BPC 157
djeluje korektivno na sve navedene sustave (Bili¢ 1., i sur., 2001). Ve¢ je dokazano djelovanje
pentadekapeptida BPC 157 na probavni sustav na modelima upalne bolesti crijeva (Veljaca
M., i sur., 2003), komplikacijama upalne bolesti crijeva (Ruenzi M., i sur., 2005) i sindroma
kratkog crijeva (Sever M., i sur.,, 2009). Takoder, dokazani su pozitivni ucinci
pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje crijevnih anastomoza u Stakora gastrokutanih fistula,
kolokutanih fistula i cervikalnih ezofagokutanih fistula (Vuksi¢ T., i sur., 2007). Posebno se
uc¢inkovitim pokazao kod cijeljenja rana i to onih kada rane tesko cijele npr. opeklinske lezije
zeluca, te opekline koze (Seiwerth 1 sur., 1997). Dokazali su se povoljni u¢inci na obnovu
mi§iénih struktura kod cijeljenja rana lokomotornog sustava (Stare, Simié¢ i sur., 2006),
perifernih Zivaca (Giurasin M., 2010), kostanog tkiva i tetiva (Sebeci¢ B., i sur., 1999).
Ucinak pentadekapeptida BPC 157 vidljiv je i kod otezanog cijeljenja rana izazvanih
primjenom kortikosteroida i imunosupresije bez obzira da li se primali sistemski ili lokalno
(Cerovecki, 2010).
Pentadekapeptid BPC 157 sudjeluje u odrzavanju integriteta sluznice probavnog takta, te
zlijezda slinovnica nakon sijaloadenektomije (Bedekovi€ i sur., 2009).
Pentadekapeptid BPC 157 pokazao se i kao antiulkusni lijek na modelu zelucanih ulceracija
uzrokovanih primjenom nesteroidnih antiupalnih lijekova (Prkacin i sur., 2001). Ovo

djelovanje, takoder, dokazano je i u klinickim istrazivanjima i kod drugih dijelova probavnog
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sustava npr. kod upalne bolesti crijeva. Uc¢inak pentadekapeptida BPC 157 znacéajno je bolji
kod cijeljenja ulkusa u odnosu na primjenu standardnih lijekova za upalne bolesti crijeva (Xue
XC 1 sur., 2004). Kod istrazivanja crijevnih anastomoza pentadekapeptida BPC 157
poboljsava cijeljenje same anastomoze, §to se ocituje viSim tlakovima koje podnosi
anastomoza tretirana s pentadekapeptidom BPC 157.

Pentadekapeptid BPC 157 dokazano poboljsava epitelizaciju koze (Mikus i sur., 2001). U
navedenim modelima dokazalo se da pentadekapeptid BPC 157 stimulira granulacije sli¢no
uc¢inku PDGF-BB, uz napomenu da osim navedenog pentadekapeptida BPC 157 aktivnije
stimulira 1 ranu organizaciju kolagena. Taj u€inak vjerojatno je posljedica ekspresije egr-1
gena. Pentadekapeptid BPC 157 sprjeCava negativan ucinak nesteroidnih lijekova kao §to su
diklofenak ili acetilsalicilna kiselina, modulira NO sustav djelovanjem i na NO agoniste i na
NOS blokatore (Turkovi¢ B., 1 sur., 2004). Alkoholom inducirane lezije Zeluca mogu se
sprije¢iti primjenom pentadekapeptida BPC 157, kao i alkoholom uzrokovane lezije jetre
(Prka¢in i sur., 2001). Na klinickom modelu istrazivanja cijeljenja ozljeda vaskularnih
struktura dokazalo se da pentadekapeptida BPC 157 potiCe angiogenezu te sprecava
pretjeranu ekspresiju endotelina (Lovri¢ Ben€i¢ i sur. 2004). Primjenom topic¢ki u lumenu
zeluca na modelu prolongiranog ezofagitisa dokazalo se da smanjuje disfunkciju donjeg
sfinktera jednjaka i pilori¢nog sfinktera. Mehanizam ovog djelovanja je taj da smanjuje
sintezu prostaglandina te time smanjuje povratak gastroduodenalnog sadrzaja u jednjak a
samim time 1 ublazava ili sprecava pojavu upale donjeg dijela jednjaka. Ovaj ucinak traje do
24 sata ukoliko ga primijenimo sistemski tako da tlak sfinktera donjeg dijela bude na
normalnoj razini barem 24 sata (Petrovi¢ 1., i sur., 2011).

Na modelu zatajenja srca uzrokovanog doksorubicinom dokazalo se povoljno djelovanje
pentadekapeptida BPC 157 kao i to da antagonizira aritmije, te smanjuje oStecenje endotel
srca (Balenovi¢ D., i sur., 2009).

Na klinickim istrazivanjima na modelima gdje su se primjenjivali alkohol u akutnim i
kroni¢nim induciranjima dokazalo se da pentadekapeptid BPC 157 sprecava stvaranje kako
lezija zeluca tako 1 jetrenih lezija, te pored toga smanjuje i apstinencijske krize pri kroni¢nom
unosu alkohola. Takoder, mehanizmom -citoprotekcije pentadekapeptida BPC 157 S§titi
zelucanu sluznicu 1 na modelima gdje se koristio indometacin ili acetilsalicilna kiselina. U
navedenim modelima se pokazalo da primjenom pentadekapeptida BPC 157 dolazi do
smanjenja broja upalnih stanica, dolazi do smanjenja leukotrijena LTB4, tromboksana TXB2
te mijeloperoksidaze NPU u seruma i tkivima zahva¢enim upalnim procesom (Veljaca M., i
sur., 1995).
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Na modelu utjecaja morfija pokazalo se da se isti smanjuje primjenom pentadekapeptida BPC
157. Gore navedenim bihevioralnim istrazivanjima dokazalo se da pentadekapeptid BPC 157
ima ucinak i na sredis$nji ziv€ani sustav (Sikiri¢ P., 1 sur., 1999). Na istom modelu prikazane
su razli¢ita djelovanja primjene pentadekapeptida BPC 157: dijazepamska tolerancija,
hiperosjetljivost dopaminskih receptora, stereotipsko amfetaminsko ponasanje, neurolepticka
katalepsija, serotoninski sindrom, te akutna alkoholna intoksikacija. Primjenom
pentadekapeptida BPC 157 periferno dolazi do sinteze serotonina u supstanciji nigri
(Tohyama Y., isur., 2004).

TkalCevi¢ 1 suradnici su 2007. godine objavili rad u kojem govore o utjecaju BPC 157 na
stvaranje granulacijskog tkiva, organizaciju kolagena i povecanu ekspresiju egr-1 (early
growth response gene-1) (Tkalcevi¢ i sur. 2007). Autori su primijetili da postoji jako malo
spojeva koji farmakoloSki mogu potaknuti cijeljenje kroni¢nih rana kao S§to je dijabeticki
ulkus. Zato su usporedili jedan spoj za koji je ve¢ ustanovljeno da ima pozitivan ucinak na
stvaranje granulacijskog tkiva i organizaciju kolagena (rekombinantni homodimer B lanca
faktora rasta izoliranog iz trombocita - PDGF-BB) i BPC157 za koji je ustanovljeno da ima
pozitivan ucinak na cijeljenju rana. Naglasak su stavili na otkrivanje mehanizma njihovog
djelovanja. Kod normoglikemi¢nih Stakora su potkozno implantirali poliuretanske spuzve
promjera 14 mm, a kod geneticki dijabeticnih miseva (db/db) su izrezali dio koze pune
debljine promjera 8 mm. Ekspresija gena egr-1 su proucavali in vitro na karcinomskim
stanicama Caco-2. Dok su PDGF-BB i BPC157 imali sli¢an utjecaj na stimulaciju stvaranja
granulacijskog tkiva u obje skupine, BPCI157 je pokazao izrazeniju aktivnost povezanu s
ranom organizacijom kolagena. BPC157 stimulira ekspresiju egr-1 gena i njegovog represora
smjestenog u jezgri stanica (nab-2) mnogo brze nego PDGF-BB. Buduci da egr-1 inducira
stvaranje citokina, faktora rasta i rano stvaranje izvanstani¢nog matriksa (kolagena) autori su
kao objasnjenje pozitivnog djelovanja BPC157 na zarastanje rane ponudili njegov utjecaj na
ekspresiju egr-1 gena.

Krivi¢ i suradnici (2006) su proucavali utjecaj stabilnog gastritnog pentadekapeptida na
cijeljenje presjecene Ahilove tetive na distalnom hvatistu za petnu kost. Utjecaj BPC157 su
usporedivali s utjecajem metilprednizolona jer se kortikosteroidi primjenjuju kod ozljede
tetivno-kostanog spoja s intencijom da se smanji upalna reakcija i tako pospjesi cijeljenje i
bolji funkcionalni rezultat. Autori su zapravo proucavali rani funkcionalni rezultat ¢etiri dana
nakon ozljede, a prije nego Sto nastupi organizacija kolagena. U eksperimentu su koristili 72
Wistar Albino Stakora prosjec¢ne tezine 290 g podijeljenih u tri skupine po 24 Zivotinje, od

¢ega je svaki dan Zrtvovano po Sest Zivotinja u svakoj skupini od prvog do cetvrtog dana.

30



Transekcija Ahilove tetive na distalnom kraju je u€injena kirurski. Pentadekapeptid BPC157
je primijenjen u dozi 10 pg/kg tjelesne tezine intraperitonealno, a metilprednizolon u dozi 5
mg/kg tjelesne tezine intraperitonealno. U kontrolnoj skupini je primijenjena fizioloSka
otopina u dozi 5 ml/kg tjelesne tezine intraperitonealno. Kako bi utvrdili rani funkcionalni
oporavak autori su mjerili funkcionalni indeks Ahilove tetive, aktivnost mijeloperoksidaze,
broj upalnih stanica i broj novostvorenih krvnih zila. Pentadekapeptid je statisticki znacajno
poboljsao funkcionalni oporavak Ahilove tetive mjeren funkcionalnim indeksom (AFI).
Njegov ucinak je vjerojatno posredovan smanjenjem upalne reakcije Sto je prikazano znacajno
smanjenom aktivnosti mijeloperoksidaze, manjim brojem upalnih stanica i pove¢anim brojem
novostvorenih krvnih Zila. Metilprednizolon je smanjio funkcionalni indeks Ahilove tetive i
upalnu reakciju, ali nije doveo do stvaranja novih krvnih Zila 1 boljeg funkcionalnog rezultata.
Autori zakljuéuju da stabilni pentadekapeptid BPC 157 ima kombinirani protuupalni i
angiogenetski u¢inak te da na takav na¢in dovodi do ranog funkcionalnog oporavka. HvatiSte
Ahilove tetive za petnu kost predstavlja hipovaskularno podruéje u kojem su na mjestu
hrskavi¢no-vezivne zone krvne zile potpuno odsutne. Time oStro prerezana tetiva na ovom
hipovaskularnom mjestu predstavlja poseban izazov za cijeljenje. Klinicki je nakon ovakvih
ozljeda zabiljeZzena jaka upalna reakcija i niska metabolicka aktivnost koje pogorSavaju
funkcionalni rezultat. Rani funkcionalni oporavak je od najvece vaznosti jer upalna reakcija
koja dugo traje dovodi do obilnog stvaranja kolagena i mostova tkiva zbog regeneracije
ekstracelularnog matriksa $to onda dovodi do ukocenja i loseg funkcionalnog rezultata.
Pentadekapeptid BPC157 tako pruza potpuno novi terapijski pristup u lijeCenju ozljeda u
hipovaskularnim uvjetima jer dovodi do ranog funkcionalnog oporavka koji se ne moze
objasniti samo smanjenjem upalne reakcije. Autori su u svom radu pokazali da je BPC157
prvi eksperimentalni spoj koji u isto vrijeme djeluje na smanjenje upalne reakcije i rano
urastanje novih krvnih zila §to je osnovni uvjet dobrog funkcionalnog rezultata. Na klinickim
istrazivanjima pri kojima se izaziva regurgitacijska upala plu¢a. Primjenom pentadekapeptida
BPC 157 izostaje oSteCenje sluznice, te posljedi¢no i upala pluca (Stanéi¢-Rokotov D., i sur.,
2001). Takoder, pokazalo se pozitivno djelovanje na cijeljenje traheotomijske rane na

zivotinjskom modelu primjenom pentadekapeptida BPC 157 (Madzarac G., i sur., 2013).

2.8 Uc¢inak pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje
Staresini¢ 1 suradnici (2006) su u svom radu pokazali pozitivan u¢inak pentadekapeptida u
cijeljenju presjeCenog misica za koji je ranije pokazano da ne moze biti kompenziran. Defekt

miSica na duzini od 10mm su ucinili proksimalno od hvatiSta Cetveroglavog misica
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natkoljenice za patelu. Pentadekapeptid BPC 157 su primijenili intraperitonealno u tri razlicite
doze (10 pg, 10 ng i 10 pg po kilogramu tjelesne tezine). Cijeljenje miSica je prikazano
tijekom perioda od 72 dana koliko su Zivotinje pracene. U skupinama koje su bile tretirane
pentadekapeptidom BPC 157 je doslo do biomehanickog i funkcionalnog oporavka
presjeCenog miSica Sto se klinicki ocCitovalo funkcionalnim indeksom koji je bio gotovo
jednak zdravim kontrolnim zivotinjama. Atrofija presje¢enog misi¢a je u BPC 157 tretiranoj
skupini bila znacajno manja i nije bilo kontrakture nakon u¢injenog operativnog zahvata niti
kod jedne Zivotinje. Histoloski 1 imunohistokemijski su autori potvrdili svoj nalaz na nacin da
se na preparatima vidjelo da je prethodno ucinjeni defekt bio ispunjen miSi¢nim stanicama.
Uocili su pojacanu dezminsku aktivnost 1 veéi promjer miofibrila na proksimalnom 1
distalnom kraju presjeCenog misica.

Pentadekapeptid BPC 157 je do sada pokazao ulinak u zarastanju razliitih vrsta rana
ukljucujuéi presjecenu tetivu i misi¢. Pokazujuéi tako snazan angiogeni i protuupalni u¢inak u
cijeljenju razli¢itih tkiva pentadekapeptid BPC157 ima terapijski potencijal da bude
primijenjen u modelu osteonekroze glavice femura kod Stakora gdje je koncept urastanja
krvnih Zila 1 stvaranje nove kosti klju¢ni koncept. Za razliku od drugih peptida koji pokazuje
ucinak u cijeljenju kosti pentadekapeptid BPC 157 je vrlo stabilan 1 pruza mogucénost razlicite
vrste primjene, peroralno, intraperitonealno i lokalno. Puni znacaj ovog peptida se tek treba
razjasniti te je 1 ovo istrazivanje dio toga napora, posebno s toga Sto je njegova primjena vrlo
jednostavna i nema negativnih u¢inaka kao $to je stvaranje hipertroficne kosti i heterotopi¢nih
osifikacija.

Pri istrazivanju djelovanja pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje prijeloma kostiju koriSten
je model pseudoartroze radijusa u kuniéa (Sebe¢i¢ B., i sur., 1999). Za verificiranje u¢inka
primjene pentadekapeptida BPC 157 koristile su se radioloske procjene kvantitativna
histomorfometrija, te mikrofotodenzitometrijska mjerenja, nakon cega se nedvojbeno
dokazalo da se nakon intramuskularne i lokalne primjene nakon Sest tjedana verificiralo
znaCajno ubrzanje pregradnje koStanog defekta radijalne kosti u odnosu na skupinu
eksperimentalnih Zzivotinja koje su lijeCene uobiCajenim postupcima a to je primjena
autolognog presatka ili kostane srzi. Pouceni tim saznanjima i spoznajom o novom djelovanju
pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje kosti krenulo se u istrazivanje njegova utjecaja na
cijeljenje rupture ahilove tetive na Stakorskom modelu (Staresini¢ M., i sur., 2004).

Obzirom da je ahilova tetiva hipovaskularno, hipocelularno i hiponeuralno tkivo, ima vrlo
slab potencijal cijeljenja i reparacija iste je dugotrajna, te ne postoje bilo kakva

farmakoterapijska sredstva za poboljsanje cijeljenja, vrlo je znacajno $to se u navedenim
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istrazivanjima pokazalo pozitivno djelovanje primjenom pentadekapeptida BPC 157. Naime,
biomehanicki parametri jasno su pokazali povecanu ¢vrstodu i krutost tetive u skupini
zivotinja koje su tretirane s pentadekapeptida BPC 157. Histoloska analiza analiziranih tetiva
pokazala je vecu prisutnost mononukleara i manju eksudaciju polimorfonukleara, znacajno
vecu koli¢inu fibroblasta, te u konacnici vecu koli¢inu kolagena u analiziranim tetivama.

Slijedom navedenih istrazivanja krenulo se u izradu novih modela u smislu istrazivanja
utjecaja pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje tetivnokostanih hvatiSta, pri ¢emu se nije
koristila kirurska fiksacija tetive za kost (Cerovecki T., 1 sur., 2011). Rezultati tih istraZivanja
nedvojbeno su pokazali pozitivni utjecaj pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje tetivno
kostanog prijelaza ako se koriste sistemski (intraperitonealno), bilo da se radi o dozama od 10
mikrograma ili 10 nanograma na kilogram tjelesne teZine. Zivotinje tretirane
pentadekapeptidom BPC 157 pokazale su brzi i funkcionalni oporavak, kako neposredno
nakon operativnog zahvata tako i Cetiri tjedna nakon zahvata. Biomehanic¢kim ispitivanjima
utvrdile su se statisticki znaCajne razlike u pozitivnom smislu kod tretiranih Zivotinja u
odnosu na kontrolne skupine zivotinja koje su dobivale fizioloSku otopinu. Takoder,
histoloskom analizom verificiralo se puno bolje formiranje direktnog tetivno kostanog spoja
doc¢im je imunohistokemijski dokazan znacajan rast gustoce kolagenih vlakana tipal, za koji
znamo da je glavni nositelj vlacne ¢vrstoce u podrucju tetivnih hvatista (Bojani¢ 1., i sur.,
2009). Takoder, istrazen je i utjecaj pentadekapeptida BPC 157 na modelu cijeljenja misi¢a
kvadricepsa nakon potpune transekcije u Stakora (Krivi¢ A., i sur., 2006). Dobiveni rezultati
pokazali su bolje rezultate kako u biomehanickim parametrima i funkcionalnom ishodu tako i
u histoloskim i imunohistokemijskim pokazateljima u odnosu na kontrolnu skupinu koja je

dobivala fiziolosku otopinu.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Protokol pokusa
Istrazivanje je provedeno na laboratorijskim Zzivotinjama, Wistar Stakorima, muzjacima
tjelesne tezine 301 — 331 g koji su uzgojeni u nastambi za laboratorijske Zivotinje Zavoda za
farmakologiju Medicinskoga fakulteta Sveucilista u Zagrebu (br. registracije: HR-POK-007).
Zivotinje su bile smjestene po tri u standardnim kavezima. IstraZivanje je provedeno u skladu
sa Zakonom o dobrobiti Zivotinja (NN 19/99), a odobreno je od Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (ur. broj: 04-76/2006-503). Za postizanje
ligamentarne ozljede u Stakora upotrebljen je model koji su opisali Tipton i sur. 1967 godine,

a koji su kasnije koristili 1 drugi istrazivaci.

3.1.1 Lijekovi koriSteni u istrazZivanju
Medikacija je koristena neposredno po operativnome zahvatu te se primjena nastavila svakoga

dana u isto vrijeme, dok je zadnja primjena bila 24 sata prije Zrtvovanja.

e Pentadekapeptid BPC 157 (molekularna tezina 1419) (Diagen, Ljubljana, Slovenija)
pripremljen je s postignutom ¢isto¢om od 99 % izmjerenom HPLC-om (High Pressure
Liquid Chromatography). U svim postupcima ovoga istrazivanja koristio se otopljen u
vodi 1 primijenjen u vodi za pi¢e u razli¢itim koncentracijama (10 pg/kg, 10 ng/kg,

0,16 nug/mL, 0,16 ng/mL) u koli¢ini od 12 mL/dan/stakor.

e L-arginin i L-NAME (Sigma, St. Louis, MO, USA) koristeni samostalno ili u
kombinacijama bili su rastopljeni u fizioloskoj otopini (Pliva, Zagreb, Hrvatska).
Primjenjivali su se intraperitonealno: L-NAME - 5 mg/kg i L-arginin - 100 mg/kg,

jednom dnevno.
e Kontrolna skupina pije vodu (12 mL/dan/Stakor).
Koristili smo muske albino Wistar Stakore tjelesne mase 250-300 grama, koji su uzgajani i

drzani pod normalnim uvjetima, s najmanje 10 Stakora po eksperimentalnoj skupini i periodu,

nasumi¢no rasporedenih. Stakori su anestezirani Thyopentalom i Apaurinom 10 mg/2 ml,
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nakon &ega je uc¢injena resekcija patelarnog ligamenta bez uspostave kontinuiteta. Stakori su
podijeljeni u 8 skupina. Prva skupina je kontrolna te se nju nije tretiralo. Druga skupina je
pentadekapeptid BPC 157 (bez nosaca ili inhibitora peptidaze) (proizveden u Diagen,
Ljubljana, Slovenija, kao $to je opisano prije /1,19-23/, GEPPPGKPADDAGLYV, M.W.1419)
(0.16 ug/l) u vodi za pice (12 ml/Stakor/dan) do zrtvovanja; ili samo voda za pice; ili jednom
dnevno, BPC 157 10 ug/kg, ip/dan. Treca skupina je L-NAME 5 mg, L-arginin 100 mg/kg ili
fizioloska otopina (5.0 ml/kg) (i.p., postoperativne dane 1,2,3,4,7 i 14) davani sami ili zajedno
(sa prvom aplikacijom 30 min. nakon kirur§kog zahvata, a zadnja aplikacija 24 sata prije
srtvovanja). Cetvrta skupina je sam L-arginin (100 mg/kg). Peta skupina se tretira sa L
NAME+L-arginin. Sesta skupina se tretira sa L-Name+BPC 157. Sedma skupina se tretira sa
L-arginin+BPC 157, te osma skupina koja se tretira sa L-NAME+L-arginin+BPC 157.

Svi lijekovi komercijalno dostupni su kupljeni kod Sigma (SAD). Za postizanje ligamentarne
ozljede u stakora upotrebljen je model koji su opisali Tipton i sur. 1967 godine, a koji su

kasnije koristili 1 drugi istrazivaci.

a

Slika 3. Operativni postupak. U opcoj anesteziji u podrucju patelarnog ligamenta smo
prerezali kozu i potkozje te pristupili ligamentu koji je na slici oznaden strelicom. U¢inili smo
disekciju istog te zasili kozu i potkozje Savovima po slojevima.
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Napravljeni su klini¢ko-funkcionalne testove, i to test pritiska ekstenzora, test za procjenu
kontrakture te smo mjerili opseg natkoljenice.

Test pritiska ekstenzora (engl. extensor postural thrust — EPT) opisali su Thalhammer i sur.
1995. godine, a Koka i Hadlock su 2001.godine dokazali da se mozZe upotrebljavati kao
potpuno dostatna metoda za prac¢enje oporavka motoricke funkcije straznje noge Stakora. Test
su izvodila dva ispitivaca. Prvi je ispitiva¢ drzao torzo zivotinje cijelom Sakom dok je malim
prstom pridrzavao suprotnu nozicu. Pritom je zZivotinja bila u uspravnom polozaju, a
ispitivana slobodno vise¢a nozica bila je postavljena na digitalnu vagu ravne povrSine. U
trenutku kontakta stopala s ravnom plohom vage Stakor se instinktivno odguruje od plohe
uporabljujuci silu ekstenzornih misic¢a potkoljenice, te je u tom trenutku ispitiva¢ ocitavao
rezultat pritiska u obliku mase na skali digitalne vage.

Za izraCunavanje deficita motoricke funkcije (EPT), odnosno motorickog indeksa koji se
kre¢e u rasponu od 0 do 1, s tim da je deficit manji Sto je rezultat blizi 0, koristili smo
slijede¢u formulu:  EPT=(NEPT-EEPT)/NEPT  pri ¢emu je NEPT vrijednost pritiska
neoperirane straznje lijeve noge, a EEPT vrijednost operirane straznje desne noge
eksperimentalne Zivotinje - Stakora.

Za procjenu kontrakture koristili smo test koji smo osmislili 1 za koji su potrebna tri ispitivaca
koja imaju iskustva u radu s eksperimentalnim Zivotinjama. Prilikom testiranja jedan od
ispitivaca drzi Zivotinju straga lijevom rukom ispod prednjih noZica pazeci pritom da se
zivotinja tijekom ispitivanja ne iskrivljuje, do¢im desnom drzi rep ispitivane Zivotinje. Drugi
je ispitivaC postupno ispruzao straznje nozice zivotinje do maksimalne ekstenzije. Treci je
ispitivaC u tome trenutku oznaCio na lijevoj, neoperiranoj nozi tocku do koje doseze
maksimalno istegnuta desna, operirana noZica svojim palcem. Potom se mikrometarskim
vijkom (pomi¢nom mjerkom) mjerilo od oznaéene toc¢ke na lijevoj nozi do vrha palca te noge,
a dobivene su se mjere biljezile za kasniju statisticku obradu.

Opseg natkoljenice smo mjerili tako $to smo krojackim metrom mjerili opseg natkoljenice u
podrudju srednje tre¢ine natkoljenice.

Zrtvovanje eksperimentalnih Zivotinja se provodilo ovisno o protokolu istraZivanja, a ¢inilo se
dekapitacija giljotinom. 14. dan su se Zrtvovale Zivotinje te se uzimao preparat za histolosku
analizu. Po dekapitaciji su se kirurSki odvoje obje straznje noge od trupla eksperimentalne
zivotinje, 1 to u zglobu kuka. Nakon skidanja koze, kao i potkoZnoga tkiva pristupi se na
4.glavi miSi¢ obje natkoljenice te resecira.

Nakon Zrtvovanja Zivotinja i odvajanja 4-glavog miSica pristupi se pripremi preparata za
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patohistolosku analizu. Tkivo se fiksira 4% puferiranom formalinu te nakon toga standardnim
postupkom uklapa u parafin, a potom se reze na rezove debljine 3 um i boji hemalaun-
eozinom (HE). Dodatni rezovi se boje metodom po Malloryu za prikaz zrelog veziva (kolagen

tipa 1) te impregnacijom srebrom po Gomoriju za prikaz retikulinskih vlakana (kolagen tip
11).

3.2 Razina MDA u tkivu
Nadalje, vidljive su znacajno vece vrijednosti MDA u kontrolnim skupinama u odnosu na
BPC 157 (slika 4). Naime, kako je na slici pokazano, sam BPC ne dovodi do promjene u
razini lipidne peroksidacije tkiva miSic¢a i tetiva kod zdravih jedinki. Kako kod ozljede dolazi
do oStecenja tkiva pa time i pokretanja oksidacijske kaskade promjena, medu njima i lipidne
peroksidacije vidljivo je zna¢ajno poveéanje razine MDA kod skupine ozljedenih Zivotinja
dok nema statisticki znacajne razlike izmedu negativne kontrolne skupine i skupine Zivotinja

tretiranih BPC-om (p<0.05 naspram pozitivne kontrole).
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Slika 4. Rezultati mjerenja MDA. Zna¢ajno manja razina MDA kod Zivotinja koje su
tretirane BPC 157 u odnosu na pozitivnu kontrolu tj uzorak iz miSi¢a operirane noge te nema
signifikantne razlike u odnosu na negativnu kontrolu tj. uzorak iz miSi¢a zdrave neoperirane
zivotinje. *p <0.05

3.3 Genska testiranja
RNA smo ekstrahirali iz pet svjeZih uzoraka tkiva kvadricepsa koja smo odmah po uzimanju
stavili u RNAlater otopinu (Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD). Izolacija RNA
je napravljena pomoc¢u PureLink RNA Mini Kit (Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA,
SAD). Nakon ekstrakcije, koncentracija RNA se izmjeri pomo¢u Nano Drop ND-1000
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spektrofotometra (Nano DropTechnologies, Wilmington, Delaware, SAD). Napravili smo
reverznu transkripciju pomoc¢u komercijalno dostupnog kompleta High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kita (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD)
prema uputama proizvodaca te nakon toga izmjerili koncentraciju cDNA pomoc¢u Nano Drop
ND-1000 spektrofotometra.

Za analizu ekspresije eNOS, INOS i COX-2 gena smo koristili reagense i komercijalno
dostupne komplete prema uputama proizvodaca, a qPCR smo izveli u stroju 7500 Real Time
PCR System (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD).
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Tablica 1. Sastav reakcijske smjese za reverznu transkripciju. Reakcija se odvija u
uredaju za PCR (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700, SAD) prema sljedecem
programu: 25°C 10 min 37°C 120 min, 95°C 5 min. Nakon reakcije cDNA se pohranjuje na -
20°C do koristenja.

Sastojak Volumen (pl) po uzorku

10xRT pufer 2.0

Reverse Transcriptas(50 U/uL) | 1.0

dNTP (100 mM) 0.8

Inhibitor RNaze (20U/uL) 1.0

Nasumi¢ni heksameri (50 uM) | 2.0

Uzorak RNA 1 g

H,O slobodna od nukleaza Do volumena od 20 pL

3.3.1 Kvantitativni PCR (PCR u stvarnom vremenu)
Karakteristika kvantitativnog PCR-a je mogucnost pra¢enja novonastalih molekula DNA sa
svakim ciklusom. Tijekom PCR reakcije svakim ciklusom eksponencijalno se povecava
koli¢ina DNA u uzorku, §to se prati fluorescentnom bojom SYBR Green, koja se veze na
novostvorene lance DNA te time omogucuje kontinuirano pracenje procesa stvaranja
dvolan¢ane DNA u stvarnom vremenu. Naime, fluorescencija se povecava sa svakim
ciklusom, te ciklus u kojem ima dovoljno DNA te je fluorescencija porasla iznad praga
detekcije naziva se vrijednost Ct (Slika 3). Sto neke cDNA u uzorku ima vise, ranije ée se
umnoziti dvolan¢ana DNA, odnosno vrijednost Ct ¢e biti manja, dok ¢e uzorak s manje DNA
imati ve¢u vrijednost Ct. Eventualne razlike u pocetnoj koncentraciji DNA u pojedinom
uzorku ispravljaju se normiranjem pomocu referentnog gena (engl. housekeeping gene).
Naime pojedini geni u stanici mogu sluZiti kao kontrola obzirom je njegova ekspresija
stabilna te ih u svim tkivima, u bilo kojem trenutku ima jednaka koli¢ina. Mi smo kao gen za
normiranje odabrali GAPDH. Za izra¢unavanje razlike u ekspresiji gena izmedu tretiranih i
netretiranih uzoraka koristena je formula 2-AACt, gdje je AACt razlika izmedu ACt tretiranog

uzorka i ACt netretiranog uzorka.
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Kvantitativni PCR se radi u posebnim optickim plo¢icama s 96 bunarica da bi se mogla
ocitavati fluorescencija. Vrijednost fluorescencije eksponencijalno raste sa svakim ciklusom,
dok ne dosegne plato, gdje dolazi do zasi¢enja reakcije. Ct vrijednost oznacava broj ciklusa u
kojem vrijednost fluorescencije prelazi prag detekcije. Reakcijska smjesa se radi za svaki gen
posebno. Za pripremu reakcijske smjese koristen je PowerSYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, SAD). Kvantitativni PCR se izvodi minimalno u duplikatu za svaki
uzorak, a za reakcijsku mjesavinu za svaki gen radi se i jedna dodatna negativna kontrola, u

koju se ne stavlja uzorak. Nukleotidne sekvence koriStenih pocetnica navedene su u Tablici 2.

Tablica 2. Kona¢na koncentracija koriStenih uzvodnih (forward, F) I nizvodnih
(reverse, R) pocetnica je bila 0.5 nM. Nakon mijeSanja svih komponenti reakcija je
provedena u uredaju za PCR u stvarnom vremenu (Applied Biosystems) u tri koraka:
1. 95°C tijekom 10 min (obzirom je potrebno denaturirati cDNA I aktivirati polimerazu)
2. 40 ciklusa (tijekom kojih se prikupljaju podaci o fluorescenciji) 95°C 15 sek, 60°C 1
min
3. 1 ciklus 95°C 15 sek, 60°C 1 min, 95°C 15 sek, 60°C 15 sek

Gen Genska sekvenca UmnozZeni
odsjecak (pb)
GAPDH F: TGGCAAGTTCAACGGCACAGT 193 XM 221353

R: TTTGGCCTCACCCTTCAGGT

INOS TTGGAGCGAGTTGTGGATTGTTGTTC | 126 NM_012611

GGTGAGGGCTTGCCTGAGTGAGC

eNOS CTGGCAAGACCGATTACACGA 206 NM_021838

TCAGGAGGTCTTGCACATAGG

COX-2 TCAGGAGGTCTTGCACATAGG 157 AF233596

CTGTATCCCGCCCTGCTGGTG

Specifi¢nost reakcije provjerena je elektroforezom u gelu agaroze (2 %) kako bi se provijerila

specifi¢nost produkata te analizom krivulje taljenja.
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3.4 Statisticke metode
Dobiveni podaci su obradeni u programskom paketu IBM SPSS Statistics 20. Analiza
distribucije podataka je testirana Kolmogorov-Smirnof testom. Za normalno distribuirane
podatke koristili smo ANOVA test i prikladne post hoc testove. Za nenormalno distribuirane
podatke koristili smo Kruskal-Wallis te prikladne post hoc testove. Razina signifikantnosti je
postavljena na razinu p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1 Klini¢ko morfoloska testiranja:

I.  KONTROLNA SKUPINA
U prvoj skupini smo dobili razvoj kontrakture odmah prvi postoperativni dan da bi kroz 14
dana ona bila izrazenija. Opseg natkoljenice u odnosu na zdravu stranu je manji ve¢ prvi dan
da bi 14. dan bio najizrazeniji. Deficiti motori¢ke snage takoder je znacajan za vrijeme cijelog

istraZivanja s tim da je imao tendenciju rasta do 14. dana. (Slika 5. i tablica 3- 5).

Slika 5. Test procjena kontrakture. Pri ekstenziji obje noge vidi se skraé¢enje operirane noge
koje smo mjerili u milimetrima te smo rezultate usporedivali sa neoperiranom nogom po
danima 1 skupinama Zivotinja. Na slici je prikazano znacajno skracenje operirane noge u
odnosu na zdravu nogu u kontrolnoj skupini (Tablica 3).

II. BPC 157 SKUPINA
Za razliku kod kontrolne skupine u ovoj skupini ne dolazi do razvoja kontrakture Sto je
dokazano 1 u prethodnim slicnim istrazivanjima. Deficit motori¢ke snage nije prisutan u ovoj
grupi zivotinja. Opseg natkoljenice je jednak kao i kod zdrave strane prvi postoperativni dan
kao i 14. dan (Slika 6. i tablica 3 - 5).
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Slika 6. Test procjene kontrakture. Na slici se vidi identi¢na duzina obje noge kod Zivotinja
koje su dobivale BPC 157 14. postoperativni dan (Tablica 3).

1. L-NAME SKUPINA

Kod ove skupine Zivotinja dobili smo izrazenije razlike u odnosu na zdravu stranu ¢ak i od
kontrolne, netretirane skupine. Tako smo dobili najizrazeniju kontrakturu kako prvi tako i 14.
postoperativni dan. Takoder je i deficit motoricke snage bio najizraZeniji u ovoj skupini.
Opseg natkoljenice se najbrze smanjuje kod ove skupine i do kraja istrazivanja je bio

najizrazeniji (Slika 7. i tablica 3 - 5).

Slika 7. Test procjene kontrakture. Na prikazanoj slici se vidi da je kontraktura
najizraZzenija u zivotinja koje su dobivale L-NAME (Tablica 3).
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IV.  L-arginin SKUPINA
U ovoj skupini Zivotinja dobili smo rezultate koji upucuju da L-arginin znacajno smanjuje
pojavu razvoja kontrakture, smanjuje motoricki deficit kao i smanjuje izraZenost atrofije

misica ali ne kao $to ima ucinak lijek BPC 157, njegovo djelovanje je polovi¢no u odnosu na
BPC (Slika 8 i tablica 3 — 5).

Slika 8. Test procjene kontrakture. Na ovoj slici se vidi da je kontraktura manje izraZzena u
skupini Zivotinja koje su dobivale L- arginin u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 3).

V. L- NAME | L- ARGININ SKUPINA
U skupini zivotinja koje su dobivale L-NAME i L-arginin u kombinaciji dobili smo rezultate
koji ukazuju da L-arginin ublaZuje negativni u¢inak od L-NAME (Slika 9. tablica 3 - 5).

= ‘\w
. o

Slika 9. Test procjene kontrakture. Na slici se vidi da je kontraktura kod skupine zivotinja
koje su dobivale kombinaciju lijekova L arginin i L NAME izraZajnija u odnosu na skupinu
zivotinja koje su dobivale samo L Arginin ali manje izrazena u odnosu na skupinu koja je
dobivala L- NAME u monoterapiji i u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 3).
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VI. L- NAME | BPC 157 SKUPINA

Kod ove skupine zivotinja rezultati te u usporedbi sa prethodnom skupinom je razvidno da
BPC ima dvostruko bolji uéinak od L arginina u kombinaciji sa L-NAME istraZivanja su
pokazali da BPC 157 u potpunosti sprjecava negativni u¢inak L NAME (Slika 10. i tablica 3 -
5).

Slika 10. Test procjene kontrakture. Na slici se vidi da nema kontrakture u zivotinja koje su
dobivale BPC 157 u kombinaciji sa L NAME (Tablica 3).

VII. L -ARGININ | BPC 157 SKUPINA

U ovoj skupini zivotinja dobili smo identi¢ne rezultate u odnosu na primjenu samo BPC 157.
Iz ovoga je razvidno da je za protektivno djelovanje kod atrofije misi¢a zasluzan BPC 157
iako i L arginin ima protektivno djelovanje kad se daje u monoterapiji jer u monoterapiji kod
primjene pentadekapeptida 157 rezultati su bolji u odnosu na primjenu L-arginina u

monoterapiji a u kombinaciji ne dolazi do sinergistickog uc¢inka(Slika 11. i tablica 3 - 5.).
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Slika 11. Test procjene kontrakture. Na slici se vidi da nema kontrakture u zivotinja koje su
dobivale BPC 157 u kombinaciji sa L NAME (Tablica 3).

VIIL. L-NAME, L-ARGINI | BPC 157 SKUPINA

U skupini zivotinja koje su dobivale L-NAME, L-arginin i BPC 157, kao i u skupini zivotinja
koje su dobivale L-NAME i BPC 157, vrijednosti su identi¢ne kao kod drugih skupina koje su
dobivale BPC 157 tj. ne dolazi do razvoja atrofije, kontrakture kao ni gubitka motoricke snage

ekstremiteta (Slika 12. i tablica 3-5.).

Slika 12. Test procjene kontrakture. Na slici se vidi da nema kontrakture u zivotinja koje su
dobivale BPC 157 u kombinaciji sa L- NAME | L- ARGININ.
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Tablica 3. Rezultati mjerenja kontrakture u milimetrima. Mjerili smo skracenje operirane
noge u odnosu na kontralateralnu stranu tj. neoperiranu nogu te razliku u duljini usporedivali
po danima i skupinama. Rezultat je izraZzen kao prosjecno skrac¢enje uz izracun standardne
devijacije. *p <0.05,najmanje,u odnosu na kontrolu

SKUPINA
Kontrola | BPC 157 | L L L NAME | L L BPC 157
NAME ARGININ L NAME ARGININ L ARGININE
DAN ARGININ | gpc 157 | BPCIS7 | LNAME
1 74+0,3 | 0% 9,740,2 | 2,9+0,1 | 6,1%0,3 | O* 0* 0*
2 7,7£0,2 | O* 10,2+0,4 | 3,3+0,15 | 6,3£0,29 | 0* 0* 0*
3 8,1+0,3 0* 10,6+0,3 | 3,6£0,16 | 6,6=0,31 | O* 0* 0*
4 8,5:0,4 | 0% 11,1204 | 450,19 | 6,8%0,3 | 0* 0* 0*
7 9+0,3 0* 11,9+0,4 | 4,402 | 70,35 | 0* 0* 0*
10 9,6:04 | 0% 12,4402 | 5+0,25 | 7,40,3 | 0* 0* 0*
14 10,3+0,5 | 0* 13,2+0,5 | 5,4+0,26 | 7,6+0,35 | 0* 0* 0*

Ranije studije su pokazale da je izuzetno vaZan integritet miSica kako za njegovu ¢vrstocu 1
otpor na pasivno istezanje tako i za njegovu aktivnu funkciju. Transekcijom ili rupturom
miSi¢a gubi se pravilan odnos izmedu miSi¢nih vlakana, tetive i okolnog vezivnog tkiva Sto
rezultira smanjenom kontraktilnom funkcijom i smanjenom ¢vrstoCom odnosno povecanjem
otpora misi¢no tetivnog aparata na pasivna istezanja (Huijang PA i sur. 2001, Gindre J i sur.
2013).
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Tablica 4. Test miSi¢ne snage donjih ekstremiteta tj. motor function index- MFI (EPT).
Rezultat dobiven odnosom neoperirane (NEPT) i operirane (EPT) noge po formuli

EPT=(NEPT-EEPT)/NEPT. Rezultat se kretao izmedu 0 i 1 gdje je deficit funkcije manji,

odnosno rezultat bolji §to je vrijednost bila blize nuli. Rezultat je izrazen u indeksima kao
prosjecna vrijednost sa standardnom devijacijom po danima i skupinama. *p <0.05,najmanje,u

odnosu na kontrolu

SKUPINA
Kontrola BPC 157 L NAME L ARGININ I[EF?G'Y',\EN L NAME | LARGININ | BPC 157
BPC 157 BPC 157 L ARGININ
DAN L NAME
! 0,7240,02 | 0,7120,02 | 0,7240,01 | 0,7240,02 | 0,72+0,02 | 0,71£0,02 | 0,71+0,02 | 0,71+0,02
2 0,70+0,02 | 0,69+0,02 | 0,72+0,02 | 0,70+0,02 | 0,70+0,02 | 0,69+0,02 | 0,69+0,02 | 0,69+0,02
3 0,65+0,01 | 0,64+0,01 0,72+0,02 | 0,65+0,01 0,65+0,01 | 0,64+0,01 0,64+0,01 0,64+0,01
4 0,64+0,02 | 0,60+0,02 | 0,73+0,02 | 0,61+0,02 | 0,61+0,02 | 0,60+0,02 | 0,60+0,02 | 0,60+0,02
’ 0,63+0,01 | 0,48+0,01 0,8+0,02 0,49+0,01 0,5+0,01 0,48+0,01 0,48+0,01 0,48+0,01
10 0,62+0,02 | 0,40+0,02* | 0,85+0,02 | 0,44+0,02 | 0,5+0,02 0,404+0,02* | 0,40+0,02* | 0,40+0,02*
14 0,61+0,02 | 0,3+0,02* | 0,91+0,03 | 0,38+0,02 | 0,48+0,02 | 0,3+0,02* | 0,3+0,02* | 0,3+0,02*
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Tablica 5. Rezultati mjerenja opsega ¢etveroglavog misi¢a u milimetrima. Mjerili smo
opseg misic¢a operirane noge u odnosu na kontralateralnu stranu tj. neoperiranu lijevu nogu te
razliku u opsegu usporedivali po danima i skupinama. Rezultat je izraZzen kao prosje¢no

smanjenje opsega uz izracun standardne devijacije. *p <0.05,najmanje,u odnosu na kontrolu

SKUPINA
Kontrola BPC L NAME L ARGININ L NAME L NAME L ARGININ BPC 157
157 L ARGININ BPC 157 BPC 157 L ARGININ

DAN L NAME
1 1,3+0,05 | 0% 3,540,04 | 0,6+0,02 0,8+0,02 | O* 0* 0*
2. 1,9+0,09 | 0* 5,240,09 | 1+0,05 1,5+0,05 0* 0* 0*
3. 2,9+0,15 | 0* 6,5+0,1 | 240,09 2,540,06 | O* 0* 0*
4. 4+0,2 0* 8,1+0,2 | 2,4+0,1 3,4+0,07 0* 0* 0%
7. 6,4+0,3 | 0* 9,8+0,3 | 3,8+0,015 | 4,2+0,08 0* 0* 0*
10. 8,4+0,4 | 0* 10,9+0,4 | 4,4+0,2 5,7+0,08 0* 0* 0*
14. 10,4+0,4 | O* 13,240,5 | 4,9+0,22 6,3+0,11 0* 0* 0*
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4.2 Patohistolo§ka analiza
Atrofija skeletnih miSi¢a moze se pojaviti uslijed degenerativnih procesa koji potjecu iz
vlakana skeletnih miSi¢a, sekundarne u odnosu na denervaciju ili spontano u starenju
glodavaca. To je uobicajena reakcija na bilo koju ozljedu koja rezultira razgradnjom 1 / ili
gubitkom  miofibrilnin  organela. Primjeri ukljuCuju  neupotrebljivost, kaheksiju,
nutricionisticke ili metaboliCke poremecaje, vaskularnu insuficijenciju, poremecaje
mehanizama kontrole hormonskog rasta 1 primjenu mikotoksi¢nih ksenobiotika.
Kompenzacijska hipertrofija prezivjelih / nepromijenjenih mikrovlakana cesto je prisutna

istovremeno, bez obzira na uzrok.
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Slika 13. Atrofija skeletnih miSica kod kontrolne skupine (lijevo) u odnosu na skupiu
Stakora tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 (desno). Kod kontrolne skupine Stakora
prisutna je uz smanjen promjer misi¢nih vlakan i hipereozinofilija samih misi¢nih vlakana te
prostor oko istih (slika lijevo), dok se kod skupine $takora tretiranih pentadekapeptidom BPC
157 mjere¢i promjer misi¢nih vlakana jasno vidi odsustvo atrofije miSic¢a (slika desno). HE,
originalno povecanje objektiva 10x.

Histoloski se na preparatima popre¢nih rezova kvadricepsa kod kontrolnih Zivotinja nalazi
jasna atrofija poprecno prugaste muskulature, dok tretirane Zivotinje pokazuju morfologiju

koja odgovara onoj zdrave kontrole.

Glavna histoloska znacajka atrofije skeletnih miSi¢a je smanjenje promjera misi¢nih vlakana.
(Slika 13). Osteceno vlakno se Cesto zaobljuje te je prisutna hipereozinofilna sarkoplazma. U
atrofiji uzrokovanoj denervacijom karakteristicna je histoloSka znacajka komprimiranih
miSi¢nih vlakana sa prenapucenim jezgrama. Atrofija zbog ne-neurogenskih uzroka, kao sto je
ona inducirana primjenom miotoksi¢nih ksenobiotika, ¢esto takvim vlaknima nedostaje te je

popracena tradicionalnim miopatijskim promjenama, kao $to su nekroti¢na ili hijalinizirana
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miSi¢na vlakna, podijeljena ili fragmentirana vlakna i vlakna sa sredi$nje pozicioniranom

jezgrom.

Atrofija moze ravnomjerno utjecati na misi¢na vlakna ili selektivno ciljati na specifi¢ne vrste
miSi¢nih vlakana. Vlakna tipa II su selektivno zahvacena kada je atrofija povezana s
neuporabom, kaheksijom ili pothranjenos¢u. Kroni¢na primjena kortikosteroida kod Stakora
dovodi do selektivne atrofije vlakana tipa Il koja se brzo trzaju. Suprotno tome, vlakna tipa |

su selektivno ciljana tijekom eksperimentalno inducirane tirotoksikoze.
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4.3 Rezultati genskog testiranja
Rezultati pokazuju statisticki znacajno povecanje ekspresije mMRNA za eNOS te ekspresije
COX2 mRNA (Slika 14. i 15.) u svim BPC 157 tretiranim skupinama u odnosu na kontrolne
skupine s istovjetnom ozljedom. Naime, kako se moze vidjeti na navedenim grafovima razina
MRNA za gene eNOS i COX 2 je nepromijenjena u skupinama tretiranim BPC 157 (zdrave
jedinke) u odnosu na kontrolnu zdravu skupinu (negativna kontrola). Medutim, nastankom
ozljede dolazi do znacajnog povecanja razine mMRNA za gene eNOS i COX2 (skupina ozljeda)
u odnosu na zdravu kontrolu. Ono §to je za naSe istrazivanje posebno vazno je povecanje
razine eNOS mRNA u skupini tretiranoj BPC 157 u odnosu ne samo na kontrolnu zdravu
skupinu nego u odnosu na skupinu s istovjetnom ozljedom (p<0.05 naspram pozitivne
kontrole). Nase istrazivanje nadalje pokazuje da nakon disekcije patelarnog ligamenta dolazi
do povecanja razine ekspresije COX 2 mRNA (pokazano ranijim radovima) te da BPC 157
dovodi do sli¢nih promjena. Na slici 14. je takoder vidljivo kako BPC 157 kod zdravih jedinki
ne dovodi do promjene u razini ekspresije mRNA za COX 2 gen (u odnosu na zdravu
jedinku). Takoder je vidljivo kako je razlika u razini mRNA ekspresije COX 2 gena izmedu
ozljedene skupine te skupine koja je pretrpjela istovjetnu ozljedu ali nije tretirana ni¢im
znacajno razli¢ita (p<0.05 vs. pozitivna kontrola) i to u negativhom smjeru, odnosno kod

ozljede BPC 157 smanjuje razinu ekspresije mMRNA za COX 2 gen u odnosu na ozljedenu

Zivotinju.
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Slika 14. Rezultati mjerenja COX2/GAPDH. Znacajno visa razina mRNA COX2/GAPDH

kod Zivotinja koje su tretirane BPC 157 u odnosu na negativnu kontrolu tj. uzorak iz misi¢a
zdrave neoperirane zivotinje. *p <0.05 u odnosu na kontrolu
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Slika 15. Rezultati mjerenja eNOS/GAPDH. Znacajno veca razina mRNA eNOS kod
zivotinja koje su tretirane BPC 157 u odnosu na negativnu kontrolu tj. uzorak iz misica zdrave
neoperirane zivotinje. *p <0.05 odnosu na kontrolu

4.4 Razina nitrit oksida u tkivima
NO je ukljucen u brojne fizioloske procese koji medu ostalim reguliraju imunoloski odgovor i
neuralnu komunikaciju, te je stoga njegova razina vazna za odredivanja statusa i
razumijevanje neke ozljede odnosno stanja zdravlja. Koristenjem jednostavne metode po
Griessu odredili smo razinu NO u tkivima kako zdravih tako i ozljedenih Zivotinja te zivotinja
tretiranih dvjema koncentracijama BPC 157. Analize dobivenih rezultata pokazuju povisene
razine NO u operiranim skupinama (ozljeda, ozljeda + BPC). 1z slike je takoder vidljivo da u
skupini koja je podvrgnuta ozljedi no bez tretmana razina NO ostaje tijekom promatranog
perioda na visokim razinama dok se skupini tretiranoj BPC 157 ta razina smanjuje, i u
relativnom 1 u apsolutnom iznosu, te je znac¢ajno manja (*P<0.05 i **P<0.01 vs. pozitivna
kontrola) u svim mjerenim toc¢kama u odnosu na kontrolnu ozljedenu skupinu (pozitivna
kontrola) (slika 16.). Na slici 16 je takoder vidljivo kako BPC 157 kod neozljedene zivotinje

ne mijenja razinu NO u odnosu na zdravu zivotinju (kontrola naspram BPC 157 skupine).
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Slika 16. Rezultati mjerenja NO. Znacajno visa razina NO kod Zivotinja koje su tretirane
BPC 157 u odnosu i na pozitivnu kontrolu tj uzorak iz miSi¢a operirane noge 1 na negativnu
kontrolu tj. uzorak iz misi¢a zdrave neoperirane zivotinje. *p <0.05
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5. RASPRAVA

Ovim radom smo na modelu resekcije patelarnog ligamenta simulirali atrofiju miSica
kvadricepsa kod Stakora koja se normalno razvija pri ozlijedi lokomotornog sustava koja za
posljedicu ima gubitak funkcije miSi¢a tj, neaktivnost nakon ¢ega se razvija atrofija misica
zahvacenog ekstremiteta. Da bi se sprijeCila ista za sada nema poznate medikamentozne
terapije osim ublaZzavanja atrofije fizikalnom terapijom u smislu masaza 1 pasivnih
razgibavanja.

Uvidom u rezultate koje smo dobili pra¢enjem funkcionalnih parametara, mjerenjima te
patohistoloSkom analizom jasno mozemo potvrditi postavljenu hipotezu da primjena peptida
BPC 157 sprecava pojavu atrofije misi¢a kvadricepsa kod Stakora nakon resekcije patelarnog
ligamenta.

Usporedujuc¢i skupine zivotinja koje su dobivale monoterapiju ili kombinaciju vise lijekova u
odnosu na kontrolnu skupinu koja je dobivala fizioloSku otopinu u svim parametrima smo
dobili statisticki znacajnu razliku kod zivotinja koje su dobivale peptid BPC 157 u
monoterapiji ili u kombinaciji sa L argininom i L NAME u odnosu na kontrolnu skupinu.
Naime, za razliku od kontrolne skupine koja je odmah prvi dan pokazala znacajnu razliku u
svim mjerenjima u odnosu na kontralateralnu neoperiranu nogu, a ta razlika se povecavala do
kraja istrazivanja tj. do 14. postoperativhog dana kod skupina Zivotinja koje su dobivale
peptid BPC 157 nismo nasli nikakvu razliku u parametrima u odnosu na neoperiranu
kontralateralnu zdravu nogu.

Sli¢ni povoljni ucinci su zabiljeZeni 1 kada se pentadekapeptid BPC 157 primjenjuje s NO-
agensima zasebno (L-NAME+pentadekapeptid BPC 157; L-arginin+pentadekapeptid BPC
157) ili zajedno (L-NAME+L-arginin+pentadekapeptid BPC 157). Ovi rezultati odgovaraju
uéincima pentadekapeptida BPC 157 u drugim studijama cijeljenja anastomoza (Cesarec V i
su. 2014), eksternih i internih fistula (Skorjanec S i sur. 2015), cijeljenje misi¢a i ligamenta te
oporavka ili uspostave funkcije sfinktera (Staresini¢ M i sur. 2007). L-arginin (pobolj$ani
tijek) i L-NAME (dodatno pogorsani tijek) pokazuju medusobno suprotne ucinke.
Analiziraju¢i rezultate mjerenja promjene opsega miSi¢a kvadricepsa na mjestu srednje
tre¢ine natkoljenice uvidjeli smo da nema razlike u opsegu miSi¢a mjereno u milimetrima kod
zivotinja koje su bile tretirane peptidlom BPC 157 u monoterapiji ili u kombinaciji sa L
argininom ili sa L NAME kao i zajedno sa L argininom i L NAME-om u odnosu na

kontralateralnu zdravu neoperiranu nogu dok je kod kontrolne skupine koja je dobivala
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fiziolosku otopinu ta razlika bila uocljiva ve¢ prvi dan nakon operacije te bi svakim daljnjim

protokom vremena bila sve izrazenija te najveca zadnji dan promatranja.

Tijekom cijelog razdoblja pracenja zivotinja (14 dana) bio je jasno vidljiv deficit motoricke
funkcije u kontrolnim skupinama koji je pracen i testiran testom miSicne snage donjih
ekstremiteta (motor function index- MFI). Rezultati ukazuju da u svim parametrima
promatranja postoji statisticki znacajna razlika izmedu skupine Zivotinja tretiranin BPC 157
bez obzira na dozu, u odnosu na kontrolnu skupinu. Gubitak snage operirane noge bio je
izrazen odmah nakon operacije te se statisticki nesignifikantno pogorsao u kontrolnoj skupini.
Kod skupina koje smo tretirali peptidom BPC 157 nasli smo statisticki puno manji gubitak

snage na operiranoj nozi.

Peptid BPC 157 inicijalno je definiran kao snazan antiulkusni peptid, ¢ija su terapijska
svojstva ekstenzivno istraZzivana u gastrointestinalnom traktu. Kao temeljni protektant u slini 1
zelu¢anom soku (Sikiri¢ P i sur. 2013), pokazao je Siroki antiulkusni potencijal superioran
standardnim lijekovima s iznimno visokim terapijskim indeksom dokazanim u studijama o
sigurnosti lijeka gdje nije postignuta letalna doza. Tijekom tih istrazivanja primjenjivan je bez
nosac¢a samo u vodi za pice. Cinjenica da pokazuje postojanost u zelu¢anom soku duZe od 24h
za razliku od standardnih proteinskih faktora rasta (h-EGF -epidermalnog faktora rasta i h-
TGF — transformirajuceg faktora rasta) koji se u istom mediju raspadaju unutar 15 min govori
u prilog njegove stabilnosti. Na taj nacin, ovim posebnim ljekovitim svojstvima moZze imati
poseban utjecaj na zacjeljivanje ozljeda probavnog trakta, ali i drugih tkiva. BPC 157 je svoje
antiulkusno djelovanje pokazao duz citavog gastrointestinalnog trakta. Primjenjivan bez
nosaca: intragastri¢no, intraperitonealno, rektalno ili oralno u vodi za pice redovito u istim
dozama (10 ng -10 pg / kg TT), imao je pozitivan ucinak na akutne i kroni¢ne ulceracije

duodenuma, zeluca, tankog i debelog crijeva.

Pojedini hormoni rasta (npr EGF, bFGF — faktor rasta fibroblasta, HGF — faktor rasta
hepatocita, VEGF- faktor rasta endotelnih stanica) takoder pokazuju cijeljenje tkiva, ali nigdje
ovako jedinstveno konstantno i uniformno. Kao ilustraciju toga moZzemo spomenuti bFGF-W,
bFGF-CS23 i PDGF-BB koji su intragastri¢cnom primjenom izlijeéili kroni¢ni, cisteaminom,
izazvani, ulkus dvanaesterca kod S$takora, a nisu imali zaStitnu ulogu prema kroni¢nim
zelucanim ulkusima, erozivnom gastritisu 1 ulceroznom kolitisu (97)84. S druge strane,

rektalno ispiranje crijeva otopinama koje su sadrzavale bFGF ili PDGFR — trombocitni faktor
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rasta ubrzalo je zacjeljivanje kemijski izazvanog ulceroznog kolitisa kod Stakora. Nadalje,
VEGF, osim $to je vazan kod poticanja angiogeneze i granulacije tkiva, vazan je i kod
zacjeljivanja ulkusa. Pokazao je brzi gastroprotektivni ucinak, ali ne i na lezije kolona.
Upravo intravenska primjena antiVEGF neutraliziranih antitijela znacajno poboljSava
zacjeljivanje lezija u donjem gastrointestinalnom traktu. Povecana ekspresija VEGF je
pozitivno korelirana s ulkusom dvanaesnika, ali i negativno s ulceroznim Kkolitisom gdje

izaziva patolosku angiogenezu (Skorjanec i sur. 2015).

Za razliku od peptida BPC 157 koji dokazano nema toksi€no ili protumorsko djelovanje,
StoviSe inhibira rast nekoliko tumorskih stani¢nih linija, neki faktori rasta, a naro¢ito oni koji
se koriste na dugoro¢noj osnovi imaju upravo takvo nezeljeni efekt. Na primjer, EGF je
pokazao da promice rast nekoliko tumorskih stani¢nih linija (Cesarec i sur. 2013) kao i
primjena peptida slicnog glikogenu 2 (GLP-2) koja je u duljim vremenskim razdobljima

izaziva razvoj hiperplasti¢ne promjene u kolonu.

Konacno, peroralna primjena vecine faktora rasta je ogranicena radi proteoliticke razgradnje u
zelucu tako da njihova primjena iziskuje parenteralne nafine primjene i upotrebu razlicitih

proteinskih nosaca da bi peptidi dosegnuli ciljano tkivo.

Tokom istrazivanja peptida BPC 157, vaznost imaju studije koje su pratile lijecenje
ezofagokutane i gastrokutane fistule. One su pokazale kako BPC 157 je jedini peptid koji
istovremeno pozitivno utjeCe na zacjeljivanje potpuno razli¢itih tkiva, u ovom slucaju
jednjaka ili Zzeluca i koze. Ezofagokutana ili gastrokutana fistula su patoloska stanja koja
spontano ne zacjeljuju i nelijeCena vrlo brzo dovode do smrtnog ishoda. Na primjenu BPC
157, dolazi do prekida sekrecije te makroskopski i mikroskopski vidljivog zatvaranje
zatvaranja fistule pa ¢ak i u teSkim uvjetima kao $to je bila studija gdje je istovremeno
primjenjivan kortikosteroid. Suprotno tom rezultatu, studije s faktorima rasta nisu tako jasne.
Koncentracija EGF i TGF-fbeta u plazmi variraju od povisene koncentracije pri zarastanju
fistula do stagnacije u bolesnika bez poboljsanja. Tako da studije koje pokazuju moguce
lijecenje razliCitih fistula probavnog sustava sa angiogenim faktorima rasta, jo§ uvijek
nedostaju. Cijeljenje istovremeno dva razlicita tkiva bilo je vaZzno i u nasoj studiji. S jedne
strane to je kolageno, slabo vaskularizirano tkivo tetive, a s druge strane kontraktilna, dobro

vaskularizirana mi$i¢na vlakna.
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U dosadasnjim radovima navedeni su brojni pozitivni u¢inci pentadekapeptida BPC 157,
upravo na cijeljenje lezija razli¢itih tkiva i organskih sustava, kao §to su koza, misici, tetive,
ligamenti, ziv¢ano, gastrointestinalni sustav i krvne zile. Osim toga, zanimljivo je njegovo
medudjelovanje s brojnim sustavima u organizmu, osobito njegova interakcija s NO
sustavom, koji ima dokazanu ulogu u procesu cijeljenja. Istrazivanja su pokazala kako
pentadekapeptid BPC 157 moze u in vivo i u in vitro pokusima nadvladati u¢inak L-NAME,
kompetitivnog inhibitora endotelnog NO-a. To govori u prilog njegove posebne interakcije sa
NO sustavom, koja dovodi do izrazene regresije pogorSanja uzrokovanog primjenom L-
NAME i posljediénom blokadom NO-sustava. Interakcija pentadekapeptida BPC 157 i NO
sustava dokazana je na nekoliko zivotinjskih modela i1 kod razli¢itih Zivotinjskih vrsta. Osim
potencijalnog terapeutskog ucinka u cijelom gastrointestinalnom sustavu i prethodno
navedenog pozitivnog uc¢inka na cijeljenje zasebno misica i tetiva, pentadekapeptid BPC 157
ima takoder pozitivan uc¢inak 1 na proces cijeljenja u specifi¢nim, kompliciranim 1 oteZanim
uvjetima, kao $to je u nasoj studiji gdje tkiva po odvajanju nisu refiksirana, a ekstremitet nije
imobiliziran. Tetive su tijekom svog razvoja bogate stanicama, metabolicki aktivne i sadrze
velik broj krvnih zila, ali na kraju sazriju u hipovaskularno, hiponeuralno i hipocelularno

tkivo koje nakon ozljede tesko cijeli.

U in vivo studijama (Staresini¢ i sur. 2006), FGF-2 (100 pg / kg) vezan fibrinskim ljepilom
odnosno (bFGF) i (PDGF-BB) vezani heparinsko-fibrinskim nosacem, koriSteni su za
cijeljenje lezije tetive na modelu psa te su rezultirali klinickim poboljSanje u vidu povecanog
opsega pokreta tetive, ali biomehanicka istrazivanja nisu potvrdila povecanje tetivne ¢vrstoce.
Isto tako pozitivan ucinak na cijeljenje tetive pokazao je rekombinirani IGF-1 u obliku LR3-
IGF-1, kao i GDFs, ali tek vezan na proteinski nosac¢ i davan direktno u ranu. Nasuprot toga u
in vivo studijama primjenjivan je peptid BPC 157, a rezultati su pokazali da je u ranim
razdobljima nakon ozljede, njegova primjena ili peritonealno ili per os izazvala istaknuto
povecanje angiogeneze u S$takorskom modelu s presjeenom Ahilovom tetivom ili
kvadricepsom miSi¢a. Ucinak je potvrden pomocu razlicitih stani¢nih antigena endotela,
FVII (ukljuc¢en s adhezijom trombocita i agregacijom, prikazanog na endotelnim stanicama
zrelih krvnih zila) i CD34 (uklju¢en u leukocitnu adheziju i migraciju endotelnih stanica
tijekom angiogeneze, prisutan na kapilarnim endotelnim stanicama) i s VEGF (glavni
¢imbenik u angiogenezi, umnozene na endotelnim stanicama, mitogen za vaskularne
endotelne stanice). Opcenito, BPC 157 povecao je broj VEGF, CD34 i FVIII pozitivnih

vaskularnih elemenata, a angiogeni odgovor redovito je povecan. I, §to je najvaZnije, taj
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angiogeni u¢inak bio je popracen funkcionalnim, biomehanickim, mikroskopskim i klini¢kim

oporavkom u tetivama ozlijedenih Stakora.

Na temelju dokaza dobivenih s FGF 2-knockoutom Zivotinja (FGF 2-KO) Zivotinja, poveéana
ekspresija FGF 2 povecava proliferaciju fibroblasta i deponiranje kolagena, ubrzava endotelnu
proliferaciju i poboljSava kardiomiocitnu hipertrofiju nakon infarkta te ograni¢ava Sirenje
infarkta i ¢uva funkciju lijeve klijetke. FGF 2 na razli¢itim tkivima suprotno djeluje, tako dok
s jedne strane ubrzava oporavak miokarda nakon infarkta, s druge strane usporava cijeljenje
rane koze (Sikiri€ 1 sur. 2014.).

Isto tako gledaju¢i utjecaj faktora rasta na cijeljenje miSic¢a, vecina dokaza se odnosi na
povecanje vrijednosti faktora rasta za vrijeme regeneracije nakon ozljede (tj. povecani su IGF-
I, IGF-II, bFGF 2, i TGF-betal, bFGF -2, bFGF -2 i TGF-betal, a prilikom vjezbanja VEGF-
A. Zanimljivo je da imunoloska neutralizacija bFGF pokazuje smanjenje broja kapilara,
makrofaga 1 mastocita te odgada fagocitozu nekroti¢nih miocita, dok neutralizacija IGF1 ili
TFG beta 1 ubrzava te iste procese. Koriste¢i razliCite nafine sustavne primjene bFGF
(injekcije ili produljeno oslobadanje iz polimera) u razli¢itim Zivotinjskim modelima nije se
uspio posti¢i oporavak misi¢a. Uglavnhom, bFGF , IGF-1, i NGF ogranicavaju se tek na
lokalnu primjenu te mogu posti¢i tek djelomi¢an oporavak misi¢a jer uvijek s regeneracijom
miSi¢a ide paralelno i proces stvaranja oziljakastog tkiva koje zamjenjuje miSi¢. Zbog
relativne (ne)ucinkovitost takvih nadina primjene vazno je u buducénosti razmotriti i druge
nacine primjene kako bi se mogao iskoristiti terapijski potencijal tih proteina. U tom pogledu
predlozena je sposobnost adenovirusa da posreduju kod izravnog i ex vivo transfera gena
beta-galaktozidaze u oSteéene stranice potiCuéi trajnu i stabilnu ekspresiju razliitih
spomenutih faktora rasta u oSte¢enim misSi¢ima. Nasuprot toga, predloZzena je i upotreba
antifibroti¢kih sredstava kao protuteza fibroze koja se javlja usporedno s regenerativnim
procesom. Kod velikih ozljeda miSi¢a, proliferacija fibroblasta brzo moze dovesti do
prekomjernog formiranja gustog oziljnog tkiva, §to ometa regeneraciju misica i rezultate u
nepotpunom oporavku, a time iziskuje koristenje antifibroti¢ka sredstva, odnosno suramina,

koji inhibira angiogenezu (Sikiri¢ i sur. 2014).
Naprotiv, koristec¢i isti protokol kao i kod gastrointestinalnih studija, BPC 157 je pokazao
poboljsano cijeljenje tesko ozlijedenog misi¢a na razli¢itim modelima zivotinja: kompletno

presijecanje, nagnjecenje, denervaciju odnosno, sistemsku primjenu kortikosteroida nakon
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nagnjecenja. Peptid BPC 157 je poticao brze zacjeljivanje presjeCenog misi¢a kvadricepsa s
funkcionalnom restauracijom. Brz oporavak uklju¢ivao je oporavak biomehanickih testova,
klini¢kih funkcija (opravak hoda i snagu potisaka) te je bio vidljiv u mikroskopskim (veéi
promjer miofibrila) i makroskopskim prezentacijama (znatno manja atrofija). Cijeljenje
misi¢a nakon teSkog nagnjecenja znacajno je poboljSano pri davanju peptida u obliku kreme
lokalno ¢ak i u uvjetima kada su se istovremeno sistemski primjenjivali kortikosteroidi
(Barcan i sur. 1996.).

U prilog pozitivnog utjecaj na cijeljenje masovne ozljede misica ide i neuroprotektivna uloga
BPC 157. On znacajno poboljSava regeneraciju femoralnog Zivca nakon presijecanja, davan
intraperitonealno, intragastricno ili lokalno, na mjestu anastomoze ili ostavljenog
neanastomoziranog (7mm segment resekcije). Na taj nacin sprijeena je veca atrofija miSica

koja se javlja zbog njegove denervacije.

Takoder, pozitivan utjecaj na oporavak misica ima i njegova regulativna uloga na
dopaminergic¢ne receptore koji su vazni za misi¢no funkcioniranje. Svoju regulativnu ulogu
jasno pokazuje u studijama gdje blokiraju¢i utjecaj razli¢itih neuroleptika (haloperidolom,
flufenazinom, sulpiridom, klozapinom), sprecava blokadu, ukocenost i1 somatosenzorne
poremecaje. Isto tako, BPC 157 suzbija i u¢inak dopamina oslobodenog na zivéanim
zavrSecima nakon aktivacije dopaminskih receptora u striatumu koji mogu biti izazvani
akutnim amfetaminskim primjenama. Ove interakcije zanimljive su o0sobito s obzirom na
faktore rasta i dokaze da je epidermalni faktora rasta (EGF) umijeSan u neuropatologiji
shizofrenije pri razvoju dopaminergickih receptora. Isto tako, kada se kod Stakorima primjeni
1. p. BPC 157 on ima specifican utjecaj na pojedine regije mozga (npr. sinteza 5-HT znacajno
raste u strukturi substancije nigre i antagonizira nepokretljivost $takora u serotoninskom
sindromu). Na taj na¢in vidljivo je da je BPC 157 peptid koji djeluje i na periferni i sredi$nji
Ziv€ani sustav, a moze se zakljuéit da vjerojatno sudjeluje i u regulatornoj osi mozak-

gastrointestinalni sustav.
Na osnovu svega prethodno navedenog, postavili smo hipotezu, kako bi pentadekapeptid BPC
157 mogao imati pozitivan uéinak na spreCavanje razvoja atrofije misica nakon resekcije

patelarnog ligamenta.

BPC 157 tijekom procesa lijecenja ozljede dovodi do povecane angiogeneze, koja prati
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ubrzano cijeljenje. Ovaj u€inak se vjerojatno moze pripisati specifi¢noj stimulaciji gena ranog
Cimbenika rasta-1 (egrEGF-1), koji se dogada zajedno sa stimulacijom njegovog
korepresornog ziv€anog Cimbenika rasta 1-A ( NGF 1-A) vezujuceg proteina-2 (naB2).
Prethodno navedena stimulacija gena egrEGF-1, takoder je odgovorna za stvaranje citokina i
C¢imbenika rasta te posredno stvaranje ekstracelularnog matriksa (kolagena) i formiranje
krvnih zila (angiogeneza). Druga znanstvena istrazivanja, na modelu cijeljenja tetive,
povezuju pozitivne uéinke BPC 157 s aktivacijom stanicnog FAK-paxilin signalnog puta
fokalne adhezivne kinaze — paxilin (FAK-paxilin) te posljedi¢no tome dokazuju da je ucinak
BPC 157 ovisan o vremenu i dozi u povecanju ekspresije receptora hormona rasta Janus
kinaze 2, silaznog signalnog puta receptora hormona rasta. Stoga, posljedica bi mogla biti
istovremeno cijeljenje razli¢itih tkiva, osobito u oteZanim 1 kompliciranim uvjetima, kao §to je

u ovom nasem eksperimentalnom radu.

Kako je ve¢ prije spomenuto, pentadekapeptid BPC 157 ima veliki angiogenetski potencijal u
procesu cijeljenja tkiva, izravnu zaStitu endotela ufinak na NO sustav, koji ukljucuje
protudjelovanje na pretjeranu ekspresiju endotelina te ulogu u interakciji sa eNOS-
ekspresijom, osobito videnu u procesu cijeljenja vanjskih fistula. Pozitivan ucinak, koji
pentadekapeptid BPC 157 ostvaruje na razliCita tkiva, tijekom procesa cijeljenja je i
protuupalni i sastoji se od sljedeceg: povecava aktivnost makrofaga, smanjuje razinu
mijeloperoksidaze (MPO) u serumu i inflamiranim tkivima te smanjuje broj upalnih stanica,
leukotriena B4 (LTB4) i tromboksana B2 (TXB2) (Seiwerth i sur 2016.).

Dosadasnje, prethodno navedene spoznaje o djelovanju BPC 157 budu¢i da je uvijek
apliciran samostalno, mozemo to¢no i na specifi¢an nacin povezati s njegovim molekularnim
ucincima i time potvrditi njegov pozitivni utjecaj u smislu spreavanja razvoja atrofije misica

kod imobilizacije sto ¢e zasigurno imati svoje mjesto u buducoj terapijskoj primjeni.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati provedenog istrazivanja potvrduju postavljenu hipotezu i dokazuju da primjena
pentadekapeptida BPC 157 sprjecava razvoj atrofije Cetveroglavog miSica kod Stakora nakon
disekcije patelarnog ligamenta. Slijedom tih rezultata zakljucuje se:

1. Sprjecava razvoj atrofije misica §to se oCituje na makroskopskoj i mikroskopskoj
razini te tokom funkcionalnih i biomehanickih testiranja,
Sprjecava razvoj kontrakture koljenskog zgloba nakon resekcije patelarnog ligamenta,
Sprjecava smanjenje opsega natkoljenice
Smanjuje gubitak snage ekstremiteta

Sprecava povecanje razine MDA te time sprecava proces lipidne peroksidacije

o oA W N

Ovaj pozitivan rezultat moze predstavljati dobar temelj za daljnja laboratorijska

istrazivanja 1 prelazak na klini¢ke studije.
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8. POPIS KRATICA

ng - mikrogram
0,9% NaCl - fizioloska otopina

ALT - alanin transaminaza

ASA - acidifirani aspirin

AST - aspartat transaminaza

b.w. - body weight, tjelesna tezina

BPC 157 - Body Protective Compound 157, pentadekapeptid

CGRP - calcitonin gene related peptide, peptid povezan sa kalcitonin genom
cm - centimetar

COX - enzim ciklooksigenaza

DES - donji ezofagealni sfinkter

DMN - dorzalna motorna jezgra n. vagusa

EDRF - Endotel Derived Releasing Factor, ¢imbenik koji potjece iz endotela
EGF - epidermalni faktor rasta

ET - endotelin

FDA - Food and Drug Assotiation - Americ¢ka agencija za hranu i lijekove

FGF-beta -fibroblast growth factor-beta, ¢imbenik rasta fibroblasta-beta

Gl - gastrointestinalni

GRP - Gastrin-Releasing Peptide, gastrin oslobadajuci peptid
h - sat

HE - hematoksilin eozin

i.g. - intragastri¢ki

i.p. - intraperitonealno

kg - kilogram

KGF-2 -keratinocyte growth factor-2, ¢imbenik rasta keratinocita-2
L-arginin - NO prekursor

LD - letalna doza

LDH - laktat dehidrogenaza

L-NAME-N® - Nitro-L-Arginine Methylester, kompetitivni inhibitor stvaranja
endotelnog nitrid oksida (NO)
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mg
min
ml
mm
MPTP
ng
NOS
NSAIL
p.o.
PG

PS

S.D.
TRH

- miligram

- minuta

- mililitar

- milimetar

- 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydrophyridine
- nanogram

- NO sintetaza

- nesteroidni antiinflamatorni lijekovi

- peroralno, na usta

- prostaglandini

- piloricki sfinkter

- Standardna devijacija
- tireotropin-oslobadajuci hormon
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9. ZIVOTOPIS

Roden u Livnu 1980. g. Od 1996. g. zZivi u Zagrebu. Osnovnu Skolu zavr$io u Orguzu pokraj
Livna, Bosna i Hercegovina, a opcu gimnaziju u Zagrebu 1998. g. Diplomirao na
Medicinskom fakultetu u Zagrebu 2004. g. Nakon pripravnickog staza u Klinici za
traumatologiju u Zagrebu zaposSljava se u hitnoj medicinskoj pomo¢i Doma zdravlja
zagrebaCke zupanije Sv. Ivan Zelina. 2007. g. dobiva specijalizaciju iz op¢e kirurgije u Opcoj
bolnici Varazdin koju 1 uspjesSno zavrSava 2011. g. te se zaposSljava 1 radi na odjelu za
ortopediju 1 traumatologiju OB Varazdin.

Od 2015. godine do 2017. odlazi na supspecijalisticko usavrSavanje iz plasticne,
rekonstrutivne i estetske kirurgije na Klinici za plasti¢nu, rekonstrutivnu i estetsku kirurgiju u
KB Dubrava u Zagrebu, 1 od 2017. radi u Opc¢oj bolnici Varazdin kao supspecijalist plasti¢ne,
rekonstruktivne i estetske kirurgije. Bavi se znanstvenim radom na Medicinskom fakultetu u
Zagrebu 1 objavio je dva znanstvena rada u CC indeksiranim ¢asopisima te aktivno sudjeluje

na znanstvenim skupovima.
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