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UTJECAJ PENTADEKAPEPTIDA BPC 157 NA
CIJELJENJE KOLOKOLICNE ANASTOMOZE U
UVJETIMA VENSKE KONGESTIJE U STAKORA

Sazetak

Venska kongestija debelog crijeva je stanje zastoja venske cirkulacije debelog crijeva
koje uzrokuje edem stijenke i smanjenje arterijske irigacije crijeva. U takvim je
uvjetima cijeljenje kolokoli¢ne anastomoze riziéno pa se na kongestiranom crijevu
obi¢no ne radi primarna anastomoza nego kolostoma. Pentadekapeptid BPC 157 je
sintetski oblik aktivnog terminalnog dijela ljudskog Zelucanog proteina koji se u
dosadasnjim istrazivanjima pokazao kao vazan promotor cijeljenja razli¢itih tkiva,
cirkulacije. U procesu cijeljenja stimulira stvaranje granulacijskog tkiva i organizaciju

kolagena, smanjuje edem i stimulira angiogenezu.

U ovom istrazivanju je ispitano djelovanje pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje
kolokoli¢ne anastomoze u uvjetima venske kongestije debelog crijeva izazvane
podvezivanjem kaudalne mezentericne vene u Stakora. Pokus je izveden na 105 muZzjaka
laboratorijskih zivotinja soja Wistar, tjelesne mase 200-220 g, u dobi 8-10 tjedana.
Zivotinje su bile podijeljene u 15 skupina i 5 vremenskih intervala (3, 5, 7, 15 i 30
dana), a svaka se skupina sastojela od 7 zivotinja. Nakon postizanja kongestije silaznog
dijela debelog crijeva ucinjena je transekcija debelog crijeva 1 pripadajuceg
mezokolona, a zatim je kreirana terminoterminalna kolokoli¢na anastomoza. Tretirane
zivotinje su nakon kreiranja anastomoze intraperitonealno dobile jednokratno
pentadekapeptid BPC 157 u dozi 10 pg/kg ili 10 ng/kg, a kontrolne Zivotinje su na isti
nacin dobile fizioloske otopinu u dozi 5 mL/kg. U postoperacijskom periodu tretirane
zivotinje su primale pentadekapeptid BPC 157 u dozi 10 pg/kg/dan ili 10 ng/kg/dan

peroralno.

Popustanje kolokoli¢ne anastomoze je evidentirano kod 31,42 % kontrolnih Zivotinja

(11/35) i kod 2,85 % tretiranih Zivotinja (2/70). Priraslice i smetnje pasaze su bile



znacajno manje izrazene kod tretiranih Zivotinja. VVolumen venskih arkada debelog
crijeva i1 broj venskih kolaterala izmedu dviju susjednih venskih arkada uz oralnu i
aboralnu stranu anastomoze su bili znacajno veci kod tretiranih skupina. Edem 1 nekroza
su bili znac¢ajno manje izrazeni kod tretiranih Zivotinja. Granulacijsko tkivo se javilo
ranije kod tretiranih skupina uz vidljivu organizaciju kolagenih i retikulinskih vlakana
dok kontrolne skupine zivotinja nisu imale organizaciju cijeljenja. Epitelizacija
anastomoze se javila ranije i na kraju pokusa je bila zna¢ajno veéa kod tretiranih
zivotinja. Testiranjem anastomoze pokazana je veca Cvrsto¢a anastomoze tretiranih
zivotinja. Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu skupina koje su dobivale
pentadekapeptid BPC 157 10 pg/kg i skupina koje su dobivale pentadekapeptid BPC
157 10 ng/kg.

Rezultati upucuju na znacajno bolje cijeljenje kolokoli¢ne anastomoze kod tretiranih
Zivotinja, potvrduju rezultate dosadasnjih istrazivanja i sugeriraju mogucénost primjene

pentadekapeptida BPC 157 u abdominalnoj kirurgiji.

Kljucéne rijeci: pentadekapaptid BPC 157, venska kongestija, kolokoli¢na anastomoza,

cijeljenje anastomoze, popustanje anastomoze



INFLUENCE OF PENTADECAPEPTIDE BPC 157 ON
HELING OF COLON-COLONIC ANASTOMOSIS UNDER
VENOUS CONGESTION CONDITIONS IN RATS

Extended abstract

Background and objectives: Although great progress in colorectal surgery was
achieved during the last few decades, the problem of colorectal anastomosis dehiscence,
with resulting morbidity and mortality, remains to this day. Colonic anastomosis
creation is an everyday procedure in abdominal surgery and basically does not differ
from any other anastomosis creation. A particular type of colonic anastomosis is a
colorectal-coloanal anastomosis, special due to rectum vascularization, absence of the
serosa in the subperitoneal part of the rectum, and difficulty with the surgical procedure
due to narrow space in the true pelvis. Thus, literature that focuses on colonic
anastomoses usually refers to the colorectal anastomosis. Intestinal anastomosis healing
is a complicated process that depends on the patient's general state, intestine state,
technical conditions, and surgeon's knowledge and experience. Among many factors
that affect the process of anastomosis healing, one of the most important is adequate
arterial and venous circulation of the intestines. Colonic congestion is defined as colonic
venous circulation stasis that causes intestinal wall edema and reduction of arterial
irrigation, which is often observed in patients that suffer from colonic obstruction ileus
caused by malignant tumors. Although ischemia and congestion both lead to tissue
hypoxia, intestinal congestion is considered a more serious and complicated condition.
By comparing ischemic and venous congestion intestinal injury, destruction of the
intestinal mucosa induced by venous congestion arises earlier and is slower to
normalize after etiological factor removal, which makes intestinal congestion-
reperfusion injury much more severe than ischemic-reperfusion injury. Colonic
congestion is usually found in patients suffering from ileus caused by malignant tumors
located in the colon, and in those cases, a colostomy is preferred over anastomosis
creation. In case of venous congestion, meaning compromised venous circulation,

primary anastomosis is usually not performed because congested intestinal anastomosis



healing is risky and burdened with a high possibility of anastomosis dehiscence with
accompanying peritonitis or intraabdominal abscess. Thus, colostomy is usually

performed in those cases.

Pentadecapeptide body protective compound 157 (BPC 157) is a terminal part of the
BPC protein crucial for its activity. Pentadecapeptide BPC was isolated from human
gastric juice and is found to need no additional carriers for absorption and to be stable in
human gastric juice. The synthetic form of BPC 157 has been examined in great detail
and scope via experimental research that has shown its positive effects on burn healing,
gastric and duodenal ulcer healing, different fistula of the gastrointestinal tract, and
intestinal anastomosis healing. The effectiveness of pentadecapeptide BPC 157 in
healing promotion has been investigated in different animal models, proving its effect
on connective tissue and blood vessels. In a burn animal model, it was shown that BPC
157 attenuates the inflammatory response, lessens the edema and necrosis of the burnt
skin, and enhances collagen organization, angiogenesis, and tissue epithelization. In an
animal model of esophagogastric anastomosis and colon-colonic anastomosis in
cysteamine colitis caused by rectal cysteamine enema, greater mortality and
anastomosis dehiscence was found in control groups, in contrast to treated groups.
Pentadecapeptide BPC 157 helps the healing process by stimulating granulation tissue
creation and collagen organization, as well as reducing the edema and stimulating
angiogenesis. Recent studies have shown that pentadecapeptide BPC 157 activates
anatomically present collateral circulation in arterial or venous obstruction conditions
and thus lessens the negative impact of vascular obstruction.The exact mechanism of
action of pentadecapeptide BPC 157 is still not clarified in full, but its effects on
different tissues and organs are explained through many different interacting systems,
the most important one being the NO system. It has been proven that pentadecapeptide
BPC 157 induces NO formation and interferes with agonists (L-arginine, NO substrate)
and antagonists (L-NAME) of the NO system. By inducing NO synthesis,
pentadecapeptide BPC 157 stimulates vasodilatation in the early stages of the healing
process. Additionaly, in early stages of the healing process, pentadecapeptide BPC 157
stimulates the production of EGR1, crucial for activation of genes that code for various
cytokines and growth factors, thus stimulating collagen production and organization. It
has been established that pentadecapeptide BPC 157 stimulates expression of EGR-1



MRNA 15 minutes after application, and 30 minutes after application, BPC 157
stimulates NAB2 mRNA expression, which is a corepressor of EGR-1. Hsieh et al. have
demonstrated that pentadecapeptide BPC 157 affects aortic tone via NO synthesis
stimulation through the Src-Cav-1-eNOS signal pathway. The angiogenesis-modulating
potential of pentadecapeptide BPC 157 manifests through stimulation of VEGF and
VEGFR2 expression, which was examined in an animal model of limb ischemia.
Pentadecapeptide BPC 157 increased VEGFR2 expression in blood vessel endothelium
and thus enabled quick reestablishment of the circulation through the ischemic
extremity. Angiomodulatory effects of pentadecapeptide BPC 157 were also examined
in an animal model of duodenal lesions caused by ligation of superior anterior
pancreaticoduodenal vein that revealed that pentadecapeptide BPC 157 causes collateral
circulation activation through the NO system, and thus attenuates the congestion and
duodenal mucosal lesions development. To this day, pentadecapeptide BPC 157 was
administered in various different doses (pg/kg, ng/kg, or pg/kg) and applied in various
different modes of drug delivery (locally: baths, cremes, eyedrops; systemically:
intraperitoneally, intragastrically, perorally). Additionally, to this day no serious toxicity
of pentadecapeptide BPC 157 has been noted. Based on described effects of
pentadecapeptide BPC 157, we hypothesized that pentadecapeptide BPC 157 may have
positive effects on colon-colonic anastomosis healing under venous congestion
conditions. The aim of this study is to examine the effect of pentadecapeptide BPC 157
on colon-colonic anastomosis healing under venous congestion conditions caused by

ligation of the caudal mesenteric vein in rats.

Material and methods: The experiment was performed using 105 male albino Wistar
rats, bodyweight 200-220 g, aged 8-10 weeks, divided into 15 groups and 5 time
intervals (3, 5, 7, 15, or 30 days). Each group included 7 animals. For each time
interval, there was one control group, one treated group that received pentadecapeptide
BPC 157 dose of 10ug/ kg, and the second treated group that pentadecapeptide BPC
157 dose of 10 ng/kg. Two different doses of BPC 157 were used to examine the dose-
dependent effect of BPC 157. Animals were anesthetized via intraperitoneal injection
containing diazepam 5 mg/kg (Apaurin, Krka, Slovenia), thiopental 50 mg/kg
(Thiopental Injection BP, Rotexmedica, Germany), and buprenorphine 1 mg/kg
(Bupredine Multidose, Dechra, Great Britain).



In deeply anesthetized rats, median laparotomy was performed and caudal mesenteric
vein (CMV) was ligated to achieve venous congestion in the descending colon. After
venous congestion was achieved, transection of the colon descendens and adjacent
mesocolon was done, after which terminoterminal colon-colonic anastomosis was
created. After anastomosis creation, treated animals received pentadecapeptide BPC 157
intraperitoneally in doses 10 pg/ kg or 10 ng/kg and control animals were given 1 mL
saline, also intraperitoneally. At each time interval (3, 5, 7, 15 or 30 days
postoperatively) animals were again deeply anesthetized and relaparatomised to
examine macroscopic changes: anastomosis dehiscence, adhesions, anastomosis
passability, and venous arcade (vasa recta) presentation on the ventral and dorsal side of
the colon, orally and aborally from the anastomosis. The anastomosis was tested as
follows: intestinal clamps were used to occlude the descending colon 2.5 cm orally and
2.5 cm aborally from the anastomosis site and saline wasapplied intraluminally until
volume that caused anastomosis leakage was reached. The colonic segment containing
the anastomosis was explanted from euthanized animals (2 cm orally and 2 cm aborally
from the anastomosis site). Surrounding mesocolon was removed from the resected part
of the colon, the resected part was then rinsed in saline, placed over a styrofoam panel,
and submerged into 4% formaldehyde solution for histopathological analysis.
Mentioned analysis was performed by two independent pathologists who had no
previous knowledge of tissue specimens. 5 fields of view were analyzed using 200x
magnification. The morphological analysis included epithelisation, necrosis, edema, and
granulation tissue formation evaluation. Histochemical coloring methods included
hemalaun-eosine, Gommori for reticulin fibers and Masson for collagen fibers, and
immunohistochemical coloring SMA for new smooth muscle cells visualization. All
stages of the experiment were recorded using a Veho Discovery VMS-004 Deluxe USB
camera with a microscope (Veho, Dayton, OH, SAD). Recordings took place before
CMV ligation, after CMV ligation, after anastomosis creation and pentadecapeptide
BPC 157 application, and at 3, 5, 7, 15 and 30 days postoperatively. Thus obtained
films images were then saved as digital photographs to enable comparison between
treated and control animals. Using digital photographs, two venous arcades (vasa recta)
were analyzed on the ventral and dorsal side of the colon, orally and aborally from the

anastomosis, as well as communicating branches between mentioned venous arcades.



Program STATISTICA 12.1. (StatSoft, Inc, Tulsa, USA) was used for statistical
processing. For the data distribution assessment, the Kolmogorov-Smirnoff test was

used.

Results are expressed as mean +/- standard deviation (SD) and as
minimum/median/maximum. For parametric data, one way ANOVA test with Newman-
Keuls post hoc test was used, and for nonparametric data Kruskal-Wallis test with
Mann-Whitney post hoc test was used. Qualitative data in control and treated groups

were analyzed using the Fisher test. p<0,05 was considered statistically significant.

Results: Anastomosis dehiscence was evidenced in 11 of 35 control animals (31.42%)
and 2 of 70 treated animals (2.85%). There was no evidence of diffuse peritonitis or
intraabdominal abscess. Adhesions and intestinal obstruction of the anastomosis were
significantly mitigated in treated groups at all time intervals. Better presentation of the
blood vessels, meaning higher volume of venous arcades orally and aborally from the
anastomosis and greater number of communicating branches between mentioned venous
arcades, was found in treated animals. Anastomosis testing revealed better anastomosis
solidity in treated animals. Histopathological analysis showed less edema and necrosis
in treated animals. Granulation tissue was present at an earlier time interval in treated
animals, with the visible organization of collagen and reticulin fibers. In control
animals, no healing organization was found. Immunohistochemical staining showed
smooth muscle cell bundles organization in treated animals, which was absent in control
animals. Additionally, epithelization developed earlier in treated animals. At the end of
the experiment, treated animals exhibited 80%nanastomosis epithelization, in contrast,
control animals exhibited only 10% anastomosis epithelization. There was no
statistically significant difference in any of the observed parameters between groups that
received the pentadecapeptide BPC 157 dose of 10 pg /kg and 10 ng/kg.

Conclusions: Pentadecapeptide BPC 157 enhances colon-colonic anastomosis healing
under venous congestion conditions, which is observable at both macroscopic and
microscopic levels. The enhancing effect of pentadecapeptide BPC 157 on colon-
colonic anastomosis healing under venous congestion conditions was present in 10
pg/kg and 10 ng/kg doses without statistically significant differences between the doses.
This experiment confirmes already established role of pentadecapeptide 157 in healing



promotion and opens the possibility of pentadecapeptide BPC 157 use in abdominal

surgery.

Key words: pentadecapeptide BPC 157, colonic venous congestion, colon-colonic

anastomosis, healing of anastomosis, leakage
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1. UVOD

Zadnjih je desetlje¢a postignut golem napredak u kolorektalnoj Kirurgiji koji se ogleda u
razvoju kirurskih konaca, mehanickih Sivaca te laparoskopske i robotske kirurgije. Unatoc
tome, problem popustanja kolorektalne anastomoze kao najteze komplikacije u kolorektalnoj
kirurgiji je je ostao isti (BUCHS i sur., 2008; MC DERMOTT i sur., 2015) s incidencijom od
3,6 % do 20% (RUDINSKAITE i sur., 2005; BUCHS i sur., 2008). Cijeljenje crijevnih
anastomoza je slozen proces koji ovisi o opéem stanju bolesnika, stanju crijeva, tehnickim
uvjetima te znanju i iskustvu kirurga (MC DERMOTT i sur.,, 2015). Medu brojnim
¢imbenicima koji utjeCu na proces cijeljenja anastomoze jedan od najvaznijih je uredna
prokrvljenost rubova crijeva koji ulaze u sastav anastomoze, odnosno uredna arterijska i
venska cirkulacija crijeva (VIGNALLI i sur., 2000).

Kongestija debelog crijeva je zastoj u venskoj cirkulaciji debelog crijeva koji uzrokuje edem
crijeva i smanjenje arterijske irigacije s posljedicnom hipoksijom crijevne stijenke §to
redovito vidimo kod opstrukcijskog ileusa debelog crijeva (DESPOUDI i sur., 2020). U
takvoj situaciji kompromitirane venske cirkulacije obi¢no se ne radi primarna anastomoza
nego se kreira kolostoma jer je cijeljenje anastomoze kongestiranog crijeva rizi¢no i
optere¢eno velikom moguénoséu popustanja/dehiscencije anastomoze s posljediénim
razvojem peritonitisa ili intraabdominalnog apscesa (SOSA i sur., 2007; DESPOUDI i sur.,
2020).

Pentadekapeptid BPC 157 je terminalni aktivni dio proteina BPC izoliranog iz ljudskog
zelu€anog soka koji je stabilan u Zelu¢anom soku 1 za apsorpciju mu nije potreban nosac
(VELJACA i sur., 1995). Sintetski oblik pentadekapeptida BPC 157 je dosad ispitivan u
brojnim eksperimentalnim istrazivanjima u kojima je pokazao pozitivan ucinak na cijeljenje
razli¢itih tkiva (SEIWERTH 1 sur., 2021). Izmedu ostalih, pokazao se djelotvornim u
cijeljenju opeklina (MIKUS i sur., 2001), Zelu¢anih i duodenalnih ulkusa (SZABO i sur.,
1982; SIKIRIC i sur., 1996, 1997; JELOVAC i sur., 1999; SIKIRIC i sur., 2001; BOBAN
BLAGAIC i sur., 2004; VUKSIC i sur., 2007; SIKIRIC i sur., 2020), razli¢itih fistula
probavne cijevi (KLICEK i sur., 2008; SKORJANEC i sur., 2009; CESAREC i sur., 2013) te
cijeljenju anastomoza tankog (VUKSIC i sur., 2007) i debelog crijeva (KLICEK i sur., 2013).
Dokazano je da pentadekapeptid BPC 157 u procesu



cijeljenja smanjuje edem i stimulira angiogenezu (MIKUS i sur., 2001; BRCIC i sur., 2009,
CVJETKO i sur., 2012) te potice stvaranje granulacijskog tkiva i organizaciju kolagena
(IVETIC TKALCEVIC i sur., 2007). U nekoliko je nedavnih istraZivanja pokazano da
pentadekapeptid BPC 157 u stanjima opstrukcije arterijskog i/ili venskog krvotoka moze
aktivirati kolateralnu cirkulaciju i na taj nadin smanjiti negativne ucinke vaskularne

opstrukcije (AMIC i sur., 2018; VUKOJEVIC i sur., 2018).

Toc¢an mehanizam djelovanja BPC 157 jos uvijek nije razjasnjen, a njegovo se djelovanje na
razlicita tkiva i organe objasnjava interakcijom s nekoliko sustava od kojih je najvise istrazen
odnos s NO sustavom (BOBAN BLAGAIC i sur., 2004; SIKIRIC i sur., 2014). U
dosada$njim istrazivanjima koriSten je u Sirokom rasponu doza (ng/kg, ng/kg ili pg/kg) i
primjenjivan je lokalno u obliku kupke, kreme ili kapi za oci te sistemski intraperitonealno,
intragastricno i peroralno (SEIWERTH i sur.,, 2021). Dosada nije zabiljezeno njegovo
toksi¢no djelovanje (SIKIRIC i sur., 2020; SEIWERTH i sur., 2021).

U ovom istrazivanju je ispitan ucinak pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje kolokoli¢ne
anastomoze u uvjetima venske kongestije debelog crijeva izazvane podvezivanjem kaudalne

mezenteri¢ne vene u Stakora.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Anastomoze debelog crijeva

2.1.1. Vrste anastomoza

Kreiranje anastomoza debelog crijeva svakodnevni je postupak u abdominalnoj kirurgiji i u
sustini se ne razlikuje od kreiranja bilo koje anastomoze (HO i ASHOUR, 2010). Posebna
vrsta anastomoze debelog crijeva je kolorektalna-koloanalna anastomoza koja ima odredene
specifi¢nosti zbog vaskularizacije rektuma, nedostatka seroznog sloja u subperitonealnom
dijelu rektuma i otezanih uvjeta rada u uskom prostoru male zdjelice (CHEN, 2012) pa se
literaturni podatci vezani za anastomoze debelog crijeva obi¢no odnose na kolorektalnu

anastomozu.

Anastomoze debelog crijeva mozemo kreirati ru¢no ili pomoc¢u mehanickih Sivaca (staplera)
pa se prema tehnici izvedbe dijele na ruc¢no Sivane i staplerske (CHEN, 2012; SLIEKER i
sur., 2013). Obje tehnike su ekvivalentne po pitanju rezultata (LUSTOSA i sur., 2002;
ROSATO i sur., 2006; HO i ASHOUR, 2010), a izbor tehnike ovisi o iskustvu i sklonostima
kirurga (ROSATO i sur., 2006) s tim da svaki abdominalni kirurg mora dobro poznavati obje
kirurga nego o samoj tehnici (GARCIA GRANERO i sur., 2017). Sustavnim pregledom svih
meta-analiza randomiziranih klinic¢kih studija kolorektalne anastomoze u kojima je promatran
mortalitet, popuStanje anastomoze, krvarenje na anastomozi, reoperacije, infekcija
laparotomijske rane i duljina bolnickog lijeCenja nije dokazana superiornost nijedne tehnike
(LUSTOSA i sur., 2002; NEUTZLING i sur., 2012). Evidentirana je zna¢ajna razlika jedino
u vremenu Kkreiranja anastomoze u korist staplerske anastomoze te u pojavi striktura
anastomoze koje su se ceSce javljale kod staplerskih anastomoza (LUSTOSA 1 sur., 2002;

HO i ASHOUR, 2010).

Prednost staplerske tehnike lezi u moguénosti kreiranja niskih kolorektalnih 1 koloanalnih
anastomoza zbog otezanog rada u maloj zdjelici te u brzoj krivulji u¢enja same tehnike u

odnosu na ru¢nu, a nedostatak joj je cijena (OPRESCU i sur., 2012).



S obzirom na vrstu Sava, rucno Sivane anastomoze mozemo kreirati pojedinacnim Savovima
ili produznim Savom. Ruc¢no Sivane anastomoze su se nekad izvodile u dva sloja (SHIKATA 1
sur., 2006) s vanjskim invertiraju¢im seromuskularnim neresorptivnim Savom i unutrasnjim
transmuralnim produznim Savom. Razvojem resorptivnih materijala (poliglikolna kiselina,
poliglaktin 910, polidioksanon, poliglekapron) potpuno je napuStena primjena prirodnih
materijala kao Sto su svila, laneni konac i ketgut, a kirurzi su postupno napustili Sivanje

crijevnih anastomoza u dva sloja (SLIEKER i sur., 2013).

Jednoslojna tehnika Sivanja se pokazala jednako sigurnom kao i dvoslojna (SHIKATA i sur.,
2006; SLIEKER i sur., 2013) bilo da se radi pojedina¢nim Savovima ili produznim Savom

(SLIEKER i sur., 2013).

Prednost jednoslojne anastomoze lezi u kracem vremenu izvedbe, manjoj ishemiji i manjoj
nekrozi tkiva te manjem suzenju crijevnog lumena (SHIKATA i sur., 2006). Po pitanju izbora
Sivanja anastomoze pojedinacnim Savovima ili produznim Savom nema jedinstvenog stava
medu kirurzima, ali postoje dokazi da je produzni Sav jednako siguran kao i pojedinacni

(CHEN, 2012), a zahtijeva krace vrijeme izvedbe (LAW i sur., 1999).

Bez obzira koju tehniku koristimo, u anastomozu uvijek mora biti uklju¢en submukozni sloj
crijeva jer se u njemu nalazi najvec¢i dio kolagena i krvnih Zila (HO i ASHOUR, 2010;
CHEN, 2012).

2.1.2. Cijeljenje anastomoza

Cijeljenje svih gastrointestinalnih anastomoza pa tako i anastomoza debelog crijeva je sloZen
proces koji se svodi na razgradnju starog i produkciju novog kolagena. S obzirom na to da je
kolagen najvaznija molekula za postizanje ¢vrsto¢e anastomoze i1 da predstavlja osnovnu
vezivnu tvar anastomoze (HO i ASHOUR, 2010; CHEN, 2012; SLIEKER i sur, 2013),
razumijevanje procesa cijeljenja anastomoze pociva na razumijevanju metabolizma kolagena
(HO i ASHOUR, 2010). Kolagen stvaraju fibroblasti lokalizirani u submukozi crijeva, a taj

proces ovisi 0 dotoku kisika i hranjivih tvari. Kisik se primarno doprema



difuzijom iz okoline, a tre¢eg do petog postoperacijskog dana dolazi do urastanja novih

krvnih Zila u anastomozu.

Cijeljenje anastomoze se odvija u tri faze (CHEN, 2012). U prvoj fazi akutnog upalnog
odgovora koja traje prva tri do Cetiri postoperacijska dana pod utjecajem kolagenaze dolazi
do razgradnje kolagena u podruc¢ju anastomoze i suficijentnost anastomoze u tom periodu
odrzavaju iskljucivo kirurski Savovi i fibrinske naslage (HO i ASHOUR, 2010). Nakon tog
perioda, od Cetvrtog do Cetrnaestog dana slijedi proliferacijska faza u kojoj se novonastali
kolagen postupno ugraduje u anastomozu i na taj na¢in preuzima ulogu $avnog materijala

(HO i ASHOUR, 2010).

U zadnjoj, maturacijskoj fazi, dolazi do remodeliranja kolagena ¢ime se postize definitivna
stabilnost 1 Cvrsto¢a anastomoze s tim da nakon pet do Sest tjedana nema znacajnog
povecanja koli¢ine kolagena u anastomozi (HO i ASHOUR., 2010; CHEN i sur., 2012). Tlak
pucanja anastomoze koristi se kao kvantitativna mjera za ocjenu ¢évrstoce anastomoze in Vivo.
Utvrdeno je da se ovaj tlak brzo povecava u ranom postoperacijskom razdoblju dostizuci

60% cvrstoce okolnog crijeva za tri do Cetiri dana i 100% za tjedan dana (HO i sur., 2010).

Za uredno cijeljenje crijevnih anastomoza potrebno je osigurati dobru prokrvljenost i dobru
apoziciju rubova crijeva koji ulaze u sastav anastomoze ( STULHOFER, 1999; CHEN,
2012). Kako bi se osigurala uredna prokrvljenost crijevne stijenke nuZna je uredna irigacija
ravnih arterija i odsutnost staze ravnih vena pri presijecanju kolona i mezokolona. Cirkularna
disekcija masnog tkiva 1 posljedicna devaskularizacija rubova crijeva koji ulaze u
anastomozu mora biti pedantna i $irine 3-5 mm (STULHOFER, 1999). Sira disekcija
ugrozava krvnu opskrbu rubova crijeva, a disekcija uza od 3 mm onemogucava dobru
apoziciju rubova crijeva. Rubovi crijeva koji ulaze u anastomozu moraju biti zdravi, bez
edema 1 bez zadebljanja. Anastomoza ne smije biti kreirana pod napetoS¢u jer i najmanja
tenzija na anastomozi ugrozava krvnu opskrbu i hermeti¢nost anastomoze (NANDAKUMAR
I sur., 2009). Bilo kakva mehanicka opstrukcija aboralno od anastomoze ugrozava cijeljenje
anastomoze (CHEN, 2012). Fizioloski tlak u crijevu obi¢no ne prelazi 16 mmHg.
Intraluminalni tlak od 20 mmHg ugrozava vensku, a tlak od 40 mmHg ugrozava arterijsku
cirkulaciju. Intraluminalni tlak od 60 mmHg dovodi do potpunog prekida cirkulacije i

nekroze crijevne stijenke.



U situaciji u kojoj je cijeljenje crijevne anastomoze iz bilo kojeg razloga ugrozeno, kirurg
mora odustati od izvodenja anastomoze i umjesto anastomoze kreirati kolostomu/ileostomu
(STULHOFER i sur., 1999). Kreiranje anastomoze zahtijeva dobru kirur§ku tehniku i taktiku,
odosno apsolutno atraumatski rad i maksimalno izbjegavanje kontaminacije
perianastomotskog podru¢ja (CHEN, 2012). Za uspjeSnost cijeljenja crijevnih anastomoza
nuzno je razumijevanje procesa cijeljenja anastomoze, optimalno stanje bolesnika,
atraumatska kirurska tehnika i dobra postoperacijska skrb za bolesnika. Umijeée kreiranja i

uspjeh cijeljenja crijevnih anastomoza leze u detaljima (CHEN, 2012).

Stoga, kada razmatramo sve ¢imbenike o kojima ovisi ishod crijevne anastomoze, iskustvo i

vjestina kirurga ostaju presudan ¢imbenik (MARINELLO i sur., 2016).

2.1.3. Komplikacije anastomoza

Najces¢e komplikacije anastomoza debelog crijeva su krvarenje, stenoza i popustanje

anastomoze.

2.1.3.1. Krvarenje na anastomozi

Krvarenje na kolorektalnoj anastomozi nije rijetko, a obi¢no se javlja u prvih deset

postoperacijskih dana.

Najc¢es¢e se radi o blagom krvarenju koje obi¢no spontano prestaje bez reperkusija na
klinicko stanje bolesnika pa se takva krvarenja u literaturi obi¢no ne notiraju. Hemodinamski
znacajna krvarenja koja ugrozavaju bolesnika i zahtijevaju hitnu endoskopsku 1 /ili kirurSku

inetrvenciju se javljaju u oko 0,85 % slucajeva (MALIK i sur., 2008).



Krvarenje na anastomozi se moze javiti i kod staplerskih i kod ru¢no Sivanih anastomoza, s

tim da se nesto ¢esce javlja kod staplerskih anastomoza (ZHU i sur., 2010).

2.1.3.2. Popustanje/dehiscencija anastomoze

Najteza komplikacija u kolorektalnoj kirurgiji je popustanje ili dehiscencija anastomoze
(curenje, engl. leak, leakage) jer je pracena visokim morbiditetom i mortalitetom (MC
DERMOTT i sur.,2015), ¢esto ugrozava zivot bolesnika i ¢esto zahtijeva hitnu reoperaciju.
Ucestalost popustanja kolorektalne anastomoze u literaturi znacajno varira od studije do
studije i krece se u rasponu od 2 % do 52 %. Tolika varijabilnost stope popustanja je
posljedica postojanja klini¢kih i1 subklinickih oblika popustanja anastomoze te razliCitog
definiranja popustanja anastomoze kod pojedinih autora (RAHBARI 1 sur., 2010). Najcesce
se ipak navodi stopa popustanja 5-15 %, ovisno o razini kolorektalne anastomoze (MC
DERMOTT i sur., 2015).

Unato¢ sve vecem broju klinickih 1 eksperimentalnih studija, jo§ uvijek ne postoji
opc¢eprihvacena definicija popustanja kolorektalne anastomoze (BRUCE 1 sur., 2001; VAN
HELSDINGEN i sur., 2020).

Sustavnim pregledom literature identificirano je 29 definicija popuStanja anastomoze u
donjem gastrointestinalnom traktu (BRUCE i sur., 2001). Pretrazivanje je obuhvatilo pet
baza podataka (Medline, Embase, The Cochrane Library, Cumulative Index for Nursing and
Allied Health Literature i HealthSTAR) u kojima je pregledano devedesetsedam studija.
Ukupno je pronadeno 56 definicija popustanja anastomoze na tri mjesta: 13 u gornjem
gastrointestinalnom traktu, 29 u donjem gastrointestinalnom traktu i 14 u
hepatopankreaticnom podruc¢ju (BRUCE i sur., 2001).

Kako bi se standardiziralo pracenje bolesnika i ujednacila metodologija pisanja u
medunarodnim ¢asopisima, Medunarodna studijska grupa za rak rektuma je 2010. godine
predlozila definiciju 1 skalu za procjenu tezine dehiscencije anastomoze nakon prednje
resekcije rektuma (RAHBARI i sur.,, 2010). Prema njihovom konceptu dehiscenciju

anastomoze treba definirati kao defekt crijevne stijenke u podrucju anastomoze koji dovodi



do komunikacije izmedu intraluminalnog i ekstraluminalnog prostora i koji se, prema utjecaju

na klini¢ko stanje bolesnika, dijeli u tri stupnja:
- stupanj A: dehiscencija koja ne zahtijeva promjene u lijeCenju bolesnika,

- stupanj B: dehiscencija koja zahtijevaju aktivan pristup u lije¢enju, ali bez potrebe za

laparotomijom (punkcija i/ili antibiotici) i
- stupanj C: dehiscencija koja se moze lijeciti jedino laparotomijom.

Dehiscencije anastomoze mogu biti parcijalne ili totalne, primarne ili sekundarne, rane ili
kasne, subklinicke ili klini¢ki evidentne (RAHBARI i sur., 2010). Primarna dehiscencija
nastaje popustanjem S$ava zbog neodgovarajuce kirursSke tehnike, nekroze crijeva ili tenzije
anastomoze, dok sekundarna dehiscencija nastaje kao posljedica apscediranja
perianastomostkog hematoma s prodorom apscesa kroz anastomozu u crijevo (RAHBARI i
sur., 2010). Dehiscencija anastomoze obi¢no nastaje Cetvrtog do sedmog postoperacijskog
dana, iako moze nastati od prvog do cCetrdesetpetog postoperacijskog dana. Rana
dehiscencija nastaje u prvih 48 sati i gotovo uvijek je praéena burnom simptomatologijom
(septi¢no stanje, febrilitet, bolovi u trbuhu, leukocitoza, tahikardija, paraliticki ileus,
lokalizirani i s vremenom difuzni peritonitis), dok su kod kasnih dehiscencija simptomi
septicnog stanja blazi, a u drenu i/ili u rani se pojavljuje purulentni ili fekalni sadrzaj
(RAHBARI i sur., 2010). Subklinicka dehiscencija je mala dehiscencija bez klinickih
manifestacija, a verificira se radioloskim kontrastnim metodama. Prema pojedinim autorima,
javlja se u 8-52% slucajeva, prolazi uglavnom nezapazeno i ne utjece bitno na postoperacijski
oporavak (RAHBARI i sur., 2010). Klini¢ki evidentna dehiscencija javlja se u 2-25%
slucajeva 1 moze se manifestirati kao lokalizirani ili difuzni peritonitis, sterkoralna fistula,

rektovaginalna fistula ili kao intrabdominalni apsces (RAHBARI i sur., 2010).

Sustavnim pregledom literature u kojem su analizirani prijeoperacijski, intraoperacijski i
postoperacijski ¢imbenici rizika za nastanak dehiscencije kolorektalne anastomoze kao
znacajni ¢imbenici rizika i1zdvojeni su: muski spol, stupanj II-1V Americkog anesteziloskog

drustva, ranije provedena radioterapija, tumori ve¢i od 3 ¢cm, razina anastomoze,



uznapredovali stadij tumora, hitna operacija, intraoperacijski gubitak krvi i trajanje operacije
duze od 4 sata (MC DERMOTT i sur., 2015).

Poremeceni prijeoperacijski nutricijski status bolesnika definiran kao anemija ili
hipoproteinemija (hemoglobin < 100 g/L ili albumin < 32 g/L) utvrden je kao znacajan
¢imbenik za nastanak dehiscencije anastomoze (MC DERMOTT i sur., 2015; SCIUTO i sur.,
2018).

Odavno je poznato je da stopa popustanja crijevne anastomoze ovisi o vrsti resekcije,
odnosno o mjestu na kojem se anastomoza nalazi (BAKKER i sur., 2014). Sustavnim
pregledom anastomoza utvrdeno je da se najveéa stopa popustanja anastomoze javlja kod
koloanalnih i kolorektalnih anastomoza (5-19 %). Ova stopa je bila znacajno veéa od one
uocene kod enteroenteroanastomoze (1-2 %), ileorektalne (3-7 %), ileokoli¢ne (1-4 %) i
kolokoli¢cne (2-3 %) anastomoze (MC DERMOTT i sur.,, 2015). Stopa popustanja
kolorektalne anastomoze je 3,4 puta veéa kod anastomoza smjeStenih u distalnoj etazi
rektuma (prvih 7 cm od anokutane granice) u odnosu na oralnije smjeStene anastomoze
(MATTHIESSEN i sur., 2004; MC DERMOTT i sur., 2015; SCIUTO i sur., 2018).

Nema dokaza da ciS€enje crijeva prije operacije smanjuje stopu popustanja
anastomoze (HARRIS i sur., 2009; MC DERMOTT i sur., 2015; KATSUNO i sur., 2016).
Takoder, nema dokaza da protektivna ileostoma/kolostoma smanjuje stopu popustanja
anastomoze, ali ublazava klinicke posljedice popustanja (KATSUNO i sur., 2016). Rizik za
trajnu stomu nakon popustanja kolorektalne anastomoze je 25 % (MATTHIESSEN i sur.,
2004). ZraCenje je dobro poznat predisponiraju¢i ¢imbenik za popustanje kolorektalne
anastomoze. Popustanje anastomoze nakon radioterapije (OPRESCU i sur., 2012) znacajno

se ¢esce javlja kod staplerskih anastomoza u odnosu na ru¢no Sivane (64,7 % prema 35,3 %).

Usporedbom popustanja anastomoze kod otvorenih i laparoskopskih operacija prednje
resekcije rektuma (KATSUNO i sur., 2016) zabiljezeno je nesto vece popusStanje anastomoze
kod laparoskopskih resekcija (15,3 % u odnosu na 12,4 % ). U nekoliko je studija pokazana
uloga kirurga kao neovisnog ¢imbenika rizika za popustanje kolorektalne anastomoze
(MARINELLO i sur., 2016; GARCIA GRANERO i sur., 2017). Nema razlike u popustanju

ileokoli¢ne 1 kolokoli¢ne anastomoze u hitnoj sluzbi, niti ima razlike u



popustanju anastomoza u odnosu na elektivne operacije, ako stanje bolesnika i stanje crijeva
dopustaju izvodenje primarne anastomoze kod opstrukcije (LEE i sur., 2001). Kreiranje
anastomoza u hitnim stanjima kao Sto su ileus ili peritonitis povecava rizik popustanja

anastomoze 4,4 puta (BIONDO i sur., 2005).

Dijagnoza popustanja anastomoze (MC DERMOTT i sur., 2015) postavlja se na osnovi
klini¢ke slike, laboratorijskih nalaza, endoskopskim pregledom i MSCT-om abdomena (s ili
bez primjene rektalnog kontrasta). Najcesc¢e koriStena pretraga za dijagnozu dehiscencije
anastomoze je MSCT abdomena, a razina C-reaktivnog proteina iznad 150 mg/L treceg do
petog postoperacijskog dana najosjetljiviji je, ali ne i specifian, biokemijski pokazatelj
popustanja anastomoze (MC DERMOTT i sur., 2015). Iako je u klini¢koj praksi MSCT
najceSce koriStena pretraga za dijagnozu dehiscencije anastomoze, dokazano je da je kod
25% dehiscencija MSCT pokazao lazno negativni nalaz (GESSLER 1 sur., 2017). Za
identifikaciju popustanja anastomoze korisnim se pokazalo odredivanje omjera C-reaktivnog

proteina i albumina (CAR) Cetvrti postoperacijski dan (PALIOGIANNIS i sur., 2021).

Mortalitet popustanja kolorektalne anastomoze se prema pojedinim studijama krece oko 6,0-
39,3 %, a mozZe se smanjiti jedino brzom dijagnozom 1 brzim donoSenjem odluke za
laparotomiju (GESSLER i sur., 2017). U oko 85-90 % simptomatskih sluc¢ajeva popustanja
anastomoze indicirana je revizijska operacija, a 50 % revidiranih popustanja kolorektalne
anastomoze zahtijeva trajnu stomu (GRAY i sur., 2021). Popustanje kolorektalne anastomoze
najcesci je uzrok anastomotskih striktura (CHAMBERS i sur., 2004).

2.1.3.3. Stenoze anastomoze

Stenoza kolorektalne anastomoze se definira kao nemoguénost prolaska endoskopa promjera
15-20 mm kroz anastomozu, a nastaje kao posljedica popustanja anastomoze ili kao

posljedica zracenja (CHAMBERS i sur., 2004).

10



Stenoze se obi¢no javljaju kod cirkularnih staplerskih anastomoza, pogotovo ako su izvedene
staplerom malog promjera (MERCAN 1 sur., 2020). Ucestalost stenoza se prema razlicitim
autorima kre¢e oko 3-30 %, od Cega na simptomatske stenoze otpada oko 6,3 %
(BERTOCCHI i sur., 2019). Najveéi broj simptomatskih stenoza (88 %) se dijagnosticira
unutar Sest mjeseci od operacije (SARTORI i sur., 2019).

U literaturi ne postoji metoda zlatnog standarda za lijeCenje stenoze kolorektalne anastomoze.
Opisano je nekoliko endoskopskih metoda kojima uvijek treba dati prednost pred kirur§kim
metodama (MERCAN i sur., 2020).

2.2. Kongestija debelog crijeva

Kongestija debelog crijeva je stanje zastoja venske cirkulacije debelog crijeva koje uzrokuje
crijeva i smanjenje arterijske irigacije $to za posljedicu ima hipoksiju crijevne stijenke, a
najcesce se vidi kod opstrukcijskog ileusa debelog crijeva (DESPOUDI i sur., 2020)
uzrokovanog zlo¢udnim tumorima (LEE i sur., 2001). Kolorektalni karcinom se kod 15-20 %
bolesnika prezentira klinickom slikom crijevne opstrukcije (LEE i sur., 2001). Dok se
fizioloski intraluminalni tlak crijeva kre¢e izmedu 2 i 4 mmHg, za vrijeme opstrukcije crijeva
intraluminalni tlak moze doseci vrijednosti i do 30 mmHg (DESPOUDI i sur., 2020). Porast
intraluminalnog tlaka uzrokuje venski zastoj i povecanje hidrostatskog tlaka u krvnim
kapilarama $to uzrokuje izlazak tekuc¢ine u lumen crijeva i u peritonealnu Supljinu. Brzim
rastom patogenih mikroorganizama u crijevu oralno od mjesta opstrukcije povecava se
stvaranje crijevnih plinova $to uzrokuje dodatnu distenziju crijeva i kompresiju vena crijevne
stijenke s posljedicnom difuzijom tekuc¢ine iz kapilara u medustani¢ni prostor, edemom

crijevne stijenke i opstrukcijom arteriola (DESPOUDI i sur., 2020).

11



Nakon otklanjanja uzroka opstrukcijskog ileusa dolazi do reperfuzije crijeva i reperfuzijskih
ozljeda s teSkim promjenama crijevnog epitela i kapilarnog endotela koje nastaju zbog
oslobadanja slobodnih radikala kisika. Ishemijske lezije, destrukcija parijetalnih kapilara i
luCenje vazokonstriktornih tvari dovode do perfuzijskih poremecaja u zoni anastomoze ¢ime
se onemogucava njezino uredno cijeljenje (DESPOUDI i sur, 2020). Eksperimentalne studije
su pokazale da ileus povecava aktivnost metaloproteinaza koje smanjuju taloZenje novog
kolagena u anastomozi i povecavaju razgradnju starog Cime se smanjuje mogucénost

cijeljenja anastomoze (DESPOUDI i sur., 2020).

lako i ishemija i kongestija dovode do hipoksije crijeva, kongestija se smatra tezom i
slozenijom ozljedom od ishemije (CHEN i sur., 2021). Dokazano je da je stupanj oStecenja
crijeva zbog venske okluzije ve¢i od oSte¢enja zbog arteriovenske i arterijske okluzije
(YANO i sur., 1994). Usporedbom ishemijske i kongestijske ozljede crijeva, destrukcija
crijevne sluznice uzrokovana kongestijom nastaje u ranijoj fazi, a otklanjanjem etioloskog
¢imbenika venska cirkulacija se normalizira sporije od arterijske i ¢esto dolazi do dodatnih
ostecenja crijevne stijenke $to kongestijsko-reperfuzijsku ozljedu ¢ini tezom od ishemijsko-

reperfuzijske ozljede crijeva (CHEN i sur., 2021).

2.3. Pentadekapeptid BPC 157

2.3.1. Porijeklo, svojstva i primjena

Stabilni Zeluc¢ani pentadekapeptid BPC 157 je aktivni terminalni dio ljudskog Zelucanog
proteina BPC (engl.body protection compound) koji je izoliran iz Zelu¢anog soka (VELJACA
i sur., 1995). Pripada skupini gastrointestinalnih peptida, formula mu je C62H98N16022, a
sastoji se od petnaest aminokiselina (Gly—Glu—Pro—Pro—Pro-Gly-Lys—Pro-Ala—Asp— Asp-
Ala—Gly—Leu —Val). Stabilan je u ljudskom Zeludanom soku (VELJACA i sur.,1995) i za
apsorpciju mu nije potreban nosaé (SIKIRIC i sur., 2011), za razliku od peptida TGF-beta i
EGF (VELJACA i sur.,1995) koji se razgraduju u
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vremenskom periodu od nekoliko minuta i zahtijevaju primjenu nosaca. U literaturi se, pored
naziva BPC 157, koriste i sinonimi: body protection compound 15, BPC-15, BPC 15, BPC-
157, PL-36, PL-10 i Bepecin. Sintetski oblik pentadekapeptida BPC 157 proizveden je u
tvrtci Diagen u Ljubljani (Ljubljana, Slovenija GEPPPGKPADDAGLYV, M.W.1419., PL
147369), cistoce je 99 % 1 molarne mase 1419 Da, potpuno je topiv u vodi kod pH 7 kao i u

fizioloskoj otopini .

Pentadekapeptid BPC 157 predstavlja antiulkusni agens (STARESINIC i sur., 2003;
SIKIRIC i sur., 2011) koji se pokazao djelotvornim u cijeljenju razli¢itih tkiva pri sustavnoj i
topickoj primjeni (SEIWERTH i sur., 2021). U procesu cijeljenja pentadekapeptid BPC 157
stimulira stvaranje granulacijskog tkiva i organizaciju kolagena (IVETIC TKALCEVIC i
sur., 2007), smanjuje edem i stimulira angiogenezu (MIKUg i sur., 2001; BRCIC i sur., 2009;
CVIJETKO 1 sur., 2012). Na Stakorskim modelima dokazan je njegov pozitivan ucinak na
cijeljenje koze (MIKUS i sur., 2001; SIKIRIC i sur., 2003), migi¢ca (NOVINSCAK i sur.,
2008), krvnih Zila (HRELEC 1 sur., 2009) kao 1 na cijeljenje tkiva gastrointestinalnog sustava
(VUKSIC i sur., 2007; KLICEK i sur., 2008; SKORJANEC i sur., 2009; SIKIRIC i sur.,
2011, 2012; CESAREC i sur., 2013; KLICEK i sur., 2013). U publikacijama je zabiljezen
poseban osvrt na djelovanje pentadekapeptida BPC 157 u procesu cijeljenja opeklina koze
eksperimentalnih Zivotinja (MIKUS i sur., 2001; SIKIRIC i sur., 2003). Opekline izazivaju
upalni odgovor u koji su ukljuene brojne vazoaktivne tvari kao §to su histamin, serotonin,
leukotrieni 1 prostaglandini koje izazivaju povecanu propusnost stijenke krvnih Zzila 1 edem.
Primjenom pentadekapeptida BPC 157 postignut je suprotan ucinak, odnosno dokazan je
slabiji odgovor upalnih stanica, primjecena je manja izraZzenost edema i1 manja nekroza
opeklinom zahvacenog tkiva te bolja organizacija kolagena, povecana angiogeneza, bolja
reepitelizacija tkiva i veéa oGuvanost folikula dlaka (MIKUS i sur., 2001). Poznato je da
kortikosteroidi negativno utjeCu na mehanizam cijeljenja i dovode do odgovarajuce supresije
tog mehanizma. Ispitivanjem cijeljenja koze eksperimentalnih Zivotinja pokazano je kako
pentadekapeptid BPC 157 ponistava taj negativni u¢inak kortikosteroida izazivanjem bolje
organizacije kolagenih vlakana i povecanjem angiogeneze oStecene koze (SIKIRIC i sur.,
2003).
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U dosada$njim istrazivanjima koriSten je u Sirokom rasponu doza (ug/kg, ng/kg i pg/kg), a
primjenjivan je sustavno (intraperitonealno, intragastri¢no, peroralno) i lokalno (kupke,

kreme, kapi za o¢i).

Literaturni podatci o sigurnosnom profilu pentadekapeptida BPC 157 su pokazali da se LD1
ucinak (smrt u 1% tretiranih Zivotinja ili stanica) nije mogao posti¢i u testiranim dozama

(VELJACA i sur., 2002; SIKIRIC i sur., 2020).

2.3.2. Sinteza pentadekapeptida BPC 157

Sinteza pentadekapeptida BPC 157 se provodi stupnjevitom kondenzacijom pomocu
aminokiselina zasti¢enih fluoren—9—ilmetoksikarbonilom (Fmoc). Kondenzacija zapocinje
prvom aminokislelinom valinom, vezanom uz polimerni nosa¢ benzildrilaminorezin.
Vezujuéi reagens je disopropilkarodimid. U svakoj fazi kondenzacije jedna se protektivna
Fmoc grupa zamijenjuje piperidinom, dok se jedna aminokiselina nadovezuje i tako redom za
svaku iduéu aminokiselinu do zavrSetka sinteze. Razdvajanje se obavlja pomocu
trifluorometansulfonske i trifluorooctene kiseline nakon ¢ega se sirova mjeSavina pro€isti u
HPLC stupcu (engl .high performance liquid chromatography) 5 mm i.d., duljine 150 mm,
silica gel RP-18, s gradijentom elucije u sustavu otapanja: 0,1 trifluorooctena u
vodi/acetonitrilu. Na taj se nacin dobije peptid 99 %—tne Cistoce, dok jedinu necistocu €ini
1-des— glipeptidaza ( SIKIRIC i sur., 2010; 2011; 2012).

2.3.3. Farmakokinetika i farmakodinamika

Farmakokineticka svojstva pentadekapeptida BPC 157 prou€ena su u pokusu u kojemu je
trinaest grupa Stakora (3 muzjaka i 3 Zenke u grupi) peroralno primilo pentadekapeptid BPC
157 obiljezen radioaktivnim tricijem (3H — BPC157) u dozi 10 pg/kg. Nakon
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zrtvovanja zivotinjama je odredena razina radiaktivnosti i dokazano je da se 3H — BPC 157
brzo apsorbirao iz probavnog trakta s poluvremenom eliminacije (t 1/2) oko 68 sati.
Pentadekapeptid BPC 157 se uglavnom izlu¢ivao mokracom (30 %) i manjim dijelom
stolicom (12 %). Preostala doza je predstavljala eliminirani dio, vjerojatno kao 3H20 u
izdahnutom zraku, i to nakon prethodne biotransformacije i izmjene izotopa tricijem
obiljeZzenog pentadekapeptida BPC 157 i tjelesne vode. U periodu od pola sata do 16 sati
razina radioaktivnosti u plazmi je ostala nepromjenjena (10 pg/mL), a jedan sat nakon
aplikacije zabiljezene su povisene vrijednosti 3H - BPC 157 u stijenkama tankog crijeva i
zeluca, cak dva do tri puta ve¢e od onih u plazmi. NeSto manje vrijednosti zabiljeZzene su u
gusteraci i plu¢ima dok su ostala tkiva imala sliéne vrijednosti radijacije kao i plazma
(VELJACA i sur., 2002). Nadalje, ispitivan je afinitet pentadekapeptida BPC 157 za
histaminske, serotoninske (5-HT1, 5-HT2), adenozinske, dopaminske, muskarinske ( M1,
M2, M3) i adrenergicke (alfa i beta) receptore i pokazalo se da pentadekapeptid BPC 157
nema nikakvu interakciju s navedenim receptorima. Sto se ti¢e ostalih receptora za koje se
veze vecina lijekova (ionotropni receptori, tirozin kinaza receptori, enzimi, prijenosnici,
naponski ionski kanali, transdukcijski proteini, DNA, RNA, ribosomi, mitohondriji) u
literaturi nema podataka da pentadekapeptid BPC 157 izravno djeluje na nekog od njih, s
izuzetkom EGR1 gena (kodira EGR1 transkripcijski ¢imbenik u sisavaca) kojeg stimulira u in
vitro uvjetima S$to nije neuobiCajeno s obzirom da danas u klinickoj upotrebi postoji
dvadesetak lijekova kojima 1 dalje ne znamo molekularni mehanizam djelovanja, medu

kojima su najpoznatiji paracetamol i inhalacijski op¢i anestetici IMMING i sur., 2006).

2.3.4. Mehanizam djelovanja pentadekapeptida BPC 157

Toc¢an mehanizam djelovanja pentadekapeptida BPC 157 jos uvijek nije u potpunosti poznat i
nalazi se u fazi istrazivanja. Njegovo djelovanje na razli¢ita tkiva 1 organe objasnjava se
interakcijom s nekoliko sustava od kojih je najvise istrazen odnos s NO sustavom ( BOBAN
BLAGAIC i sur., 2004; SIKIRIC i sur., 2014). U brojnim je studijama

15



ispitivan ucinak pentadekapeptida s NO-prekursorom, NOS blokatorom i njihovom

kombinacijom (NO —prekursor + NOS blokator) na cijeljenje razli¢itih tkiva i organa.

Dusic¢ni oksid je slobodni radikal s poluzivotom manjim od sekunde (POULOS i LI, 2017)
koji ima vaznu ulogu u fiziologiji i patologiji kardiovaskularnog, ziv€anog i imunoloskog
sustava (MONCADA, 1999; ERUSALIMSKY i MONCADA, 2007; TAYLOR i
MONCADA, 2010). Kao signalna molekula NO regulira klju¢ne fizioloSke procese kao §to
su regulacija gena, vazodilatacija, bronhodilatacija, vaskularna propusnost, agregacija
trombocita, angiogeneza, neurotransmisija, lucenje hormona, upala, gastrointestinalna
mobilnost i cijeljenje rana (ALIMORADI i sur., 2019). Stvara se pomocu tri rali¢ite izoforme
enzima NOS sintaze (POULOS i LI., 2017) koje su dobile naziv po vrsti tkiva iz kojeg
prvotno izolirane (KOPINCOVA i sur., 2011).

Prva od njih je neuronalna sintaza dusikovog oksida (nNOS ili NOS 1) koja je prisutna u
mozdanom tkivu, plu¢ima, bubrezima i glatkim miSi¢nim stanicama krvnih zila (BREDT i
sur., 1990; BOULANGER i sur., 1998; ESPER i sur., 2006; KOPINCOVA i sur., 2011), a
sudjeluje u proizvodnji NO kod neurotransmisije i neuromodulacije (LIN i sur, 2007).

Druga enzimska izoforma je inducibilna NO sintaza (iNOS ili NOS II) koja, za razliku od
ostale dvije izoforme, nije stalno prisutna u stanicama nego je induciraju bakterijski
liposaharidi i citokini (KLEINERT i sur., 2004). Uzrokuje veliku produkciju dusikovog
oksida koji ima antivirusni, antibakterijski, antiparazitski 1 antitumorski u¢inak (GELLER 1
BILLAR, 1998). Prevelika proizvodnja NO izaziva i1 oSte¢enja zdravog tkiva i na taj nacin

sudjeluje u patogenezi autoimunih bolesti (KOPINCOVA i sur., 2011).

Treca izoforma je endotelna NO sintaza (eNOS ili NOS 1ll) koja je prisutna u endotelnim
stanicama, hepatocitima i trombocitima (ARNAL i sur., 1999; STRAPKOVA i sur., 2008), a
sudjeluje u vazodilataciji, inhibiciji agregacije i adhezije trombocita, kontroli proliferacije

glatkih miSiénih stanica krvnih Zila te inhibiciji procesa ateroskleroze (ESPER 1 sur., 2006).

Dokazano je da pentadekapeptid BPC 157 inducira otpustanje NO i interferira s u¢incima NO
agonista (L-arginin, supstrat za NO) i u¢incima antagonista NO sustava (L-NAME, inhibitor
NOS) (GRABAREVIC i sur., 1997; DRMIC i sur., 2018). Poticanjem sinteze NO
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pentadekapeptid BPC 157 u ranoj fazi cijeljenja potice vazodilataciju, a u kasnoj fazi potice

stvaranje kolagena (MIKUS i sur., 2001; IVETIC TKALCEVIC i sur., 2007).

Aktivacija eNOS/NOS 111 se dogada i djelovanjem VEGF, signalnog proteina koji stimulira
rast krvnih zila. VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) je ¢lan obitelji ¢imbenika
rasta koji snazno poticu angiogenezu i vaskularnu propusnost, a stani¢ni odgovor reguliraju
interakcijom s tri glavna receptora Cimbenika rasta vaskularnog endotela- VEGFR 1, VEGFR
2 i VEGFR 3 (engl.vascular endothelial growth factor receptor) (HOLMES i ZACHARY,
2005). Vezivanjem VEGR za VEGFR2 dolazi do aktivacije signalnog puta P13/AKT i
povecanja razine kalcija u stanici ¢ime se aktivira kalmodulin koji veze kalcij 1 aktivira
eNOS. Na taj nacin dolazi do sinteze NO koji poti¢e vazodlataciju, vaskularnu propusnost i
prezivljenje endotelnih stanica. Jedan od najvaznijih podrazaja za pojacanu proizvodnju
VEGFR je hipoksija. Snizeni parcijalni tlak kisika uzrokuje aktivaciju inducibilnog
¢imbenika hipoksije 1 (HIF-1), ¢imbenika transkripcije koji se veze za odgovarajuce
promotore $to dovodi do transkripcije ciljnih gena medu kojima se nalazi i VEGF (KARAR i
MAITY, 2011).

U istrazivanjima koja su analizirala razinu ekspresije mRNA gena VEGF metodom
kvantitativne lanc¢ane reakcije polimerazom i njenu povezanost s proteinskom ekspresijom na
modelu cijeljenja pokazano je da pentadekapeptid BPC 157 izaziva raniju i bolje kontroliranu
sintezu VEGF (BATELJA VULETIC i sur., 2007).

U modelu ishemije ekstremiteta dokazano je da BPC 157 povecava ekspresiju VEGFR2 na
endotelu krvnih Zila i pokreée fosforilaciju VEGFR2 i Akt-eNOS signalnog puta ¢ime se
potiCe angiogeneza i ubrzava obnova cirkulacije ishemi¢nog ekstremiteta (HSIEH i sur.,
2017). U modelu klopidogrelom inducirane ozljede Zeluca pokazano je da pentadekapeptid
BPC 157 pokrec¢e angiogenezu sluznice zeluca putem VEGF-A/VEGFR1 mediated-AKT/p
38/ mapk signalnog puta (WU i sur., 2020).

EGR-1 (engl. early growth response protein 1) je protein rane faze upale koji je klju¢an u

aktivaciji medijatora odgovornih za cijeljenje kao S$to su citokini i Cimbenici rasta
(BRADDOCK i sur., 1998; BRADDOCK, 2001; COOPER i sur., 2005). Na modelu kozne
rane dokazano je da pentadekapeptid BPC 157 potice ekspresiju mRNA EGR-1 15 min

17



nakon aplikacije, a 30 min nakon aplikacije dovodi do povecanja ekspresije mRNA NAB2
koji je korepresor EGR-1 (IVETIC TKALCEVIC i sur., 2007).

Ispitivanjem razine proinflamatornih citokina (TNF-o i IL-6) u modelu tumorske kaheksije
utvrdene su poviSene vrijednosti navedenih citokona u kontrolnoj skupini dok u skupini
tretiranoj pentadekapeptidom BPC 157 nije doslo do zna¢ajnih promjena njihovih vrijednosti.
Pentadekapeptid BPC 157 je zaustavio gubitak tjelesne mase miSeva, ponistio atrofiju i
potaknuo mi$iénu regeneraciju putem ekspresije FoxO3a, p-AKT, p-mTOR i P-GSK-3f gena
(KANG i sur., 2018.).

U nedavnom istrazivanju metodom kvantitativne lancane reakcije polimerazom analiziran je
ucinak pentadekapeptida BPC 157 na ranu fazu ekspresije gena poveznih s angiogenezom na
modelu kozne rane Stakora i dokazano je da BPC 157 potice ekspresiju gena Akt 1, Braf,
Efgr, Egrl, Grb2, Hdac7, Kras, Mapkl, Mapk3, Mapk4, Nos 3, Pikc 3cd, Plcgl, Prkcg, Ptk,
Src, Srf i Vegfa ¢ime su potvrdena ranija saznanja da pentadekapeptid BPC 157 utjeée na
signalne putove koji kontroliraju angiogenezu i cijeljenje. Ekspresija svih navedenih gena se
dogodila unutar deset minuta od primjene pentadekapeptida BPC 157 (MILAVIC, 2021).

2.3.5. Pentadekapeptid BPC 157 i probavni sustav

Djelovanje pentadekapeptida BPC 157 najviSe je ispitivano u gastrointestinalnom sustavu i u
brojnim je istraZzivanjima dokazan njegov pozitivan ucinak na cijeljenje razlicitih lezija tog

sustava (SEIWERTH i sur., 2021).

U modelu ezofagitisa (DOBRIC i sur., 2007) dokazano je pozitivno djelovanje
pentadekapeptida BPC 157 na poremecenu funkciju donjeg ezofagealnog i pilori¢nog
sfinktera. Takoder je dokazano da pentadekapeptid BPC 157 sprijeGava nastanak alkalnog
ezofagitisa kod $takora nakon kreiranja ezofagojejunalne anastomoze (SIKIRIC i sur., 1999).

U nekoliko je istrazivanja pokazan citoprotektivan uc¢inak pentadekapeptida BPC
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157 na sluznicu Zeluca Stakora oStecenu alkoholom i nesteroidnim protuupalnim lijekovima
(SIKIRIC i sur., 1996; BOBAN BLAGAIC i sur., 2004; BOBAN BLAGAIC i sur., 2006;
VUKSIC i sur.,, 2007, VUKSIC i sur., 2020; SIKIRIC i sur., 2020) te rezerpinom i
haloperidolom (JELOVAC i sur., 1999; BILIC i sur., 2001). U modelu duodenalnih ulkusa
uzrokovanih cisteaminom pokazano je da pentadekapeptid BPC 157 antagonizira djelovanje
cisteamina dok su se famotidin, cimetidin i somatostatin pokazali neu¢inkovitima (SZABO i
sur., 1982; SIKIRIC i sur., 2001). U modelima gastrointestinalnih fistula pokazana je
ucinkovitost pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje ezofagokutane fistule (CESAREC i
sur., 2013), gastrokutane fistule (SKORJANEC i sur., 2009) i kolokutane fistule (KLICEK i
sur., 2008.).

Djelovanje pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje anastomoza dosad je ispitivano u
nekoliko modela na Stakorima. Dokazan je njegov pozitivan ucinak na cijeljenje anastomoza
tankog (VUKSIC 1i sur., 2007) i debelog crijeva (KLICEK i sur., 2013) kao i na cijeljenje
anastomoza abdominalne aorte (HRELEC i sur., 2009). U modelu cijeljenja ezofogastri¢ne
anastomoze pokazana je veca smrtnost 1 veca stopa popusStanja anastomoze u kontrolnoj
skupini zivotinja (DJAKOVIC 1 sur., 2013), a u modelu cijeljenja kolokoli¢ne anastomoze
kod cisteaminskog kolitisa izazvanog rektalnom cisteaminskom klizmom kontrolna skupina
je takoder imala znagajno veéu smrtnost i vecu stopu popustanja anastomoze (KLICEK i sur.,
2013).

Sli¢ni rezultati cijeljenja pokazani su i na modelima fistule koja sama po sebi predstavlja

primjer kompleksnog cijeljenja zbog potrebe za istovremenim cijeljenjem dviju vrsta tkiva.

Uc¢inak pentadekapeptida BPC 157 ispitivan je 1 na modelima upalne bolesti crijeva
(VELJACA i sur., 2002.; TURKOVIC i sur., 2004; SIKIRIC i sur., 2012; KLICEK i sur.,
2013) te u klini¢koj studiji za ulcerozni kolitis (RUENZI i sur., 2005; SIKIRIC i sur. 2006) i
u svim je istrazivanjima dokazan njegov pozitivan ucinak u terapiji upalne bolesti crijeva.
Takoder je dokazano pozitivno djelovanje pentadekapeptida BPC 157 na ishemijsko-
reperfuzijsku ozljedu debelog crijeva na eksperimentalnom modelu ishemijskog kolitisa
Stakora (DPUZEL 1 sur., 2017).

U modelima jetrenih lezija izazvanih alkoholom (BOBAN BLAGAIC i sur., 2004),
paracetamolom (ILIC i sur., 2010) ili diklofenakom (ILIC i sur., 2011) pokazano je da

19



pentadekapeptid BPC 157 smanjuje morfoloSka oStecenja jetre i serumske razine

transaminaza.

2.3.6. Pentadekapeptid BPC 157 i krvne Zile

U dosada$njim istrazivanjima dokazano je da pentadekapeptid BPC 157 ima angiogeno-
angiomodularni ucinak poticanjem stvaranja novih krvnih zila i poticanjem otvaranja
postojeéih krvnih Zila (BRCIC i sur., 2009; SEIWERTH i sur., 2014; HSIEH i sur., 2017;
2018; AMIC i sur., 2018; SEIWERTH i sur., 2018) .

Angiogeni ucinak pentadekapeptida BPC 157 dokazan je in vivo na pilecoj korioalantoi¢noj
membrani i in vitro na humanim endotelnim stanicama iz umbilikalne vene (HSIEH i sur.,
2017).

U modelu ishemije ekstremiteta pokazano je da pentadekapeptid BPC 157 poveéava
ekspresiju receptora ¢imbenika rasta vaskularnog endotela VEGFR 2 na endotelu krvnih zila
nekoliko sati nakon primjene te na taj nacin poti¢e angiogenezu i ubrzava obnovu protoka
kroz ishemiéni ekstremitet (HSIEH i sur., 2017).

Nakon intraperitonealne aplikacije pentadekapeptida BPC 157 neposredno nakon kreiranja
terminoterminalne anastomoze infrarenalnog dijela abdominalne aorte zabiljeZen je znacajno

manji edem stijenke aorte 1 znacajno manje formiranje tromba u odnosu na kontrolnu skupinu

(HRELEC i sur., 2009).

U nekoliko je nedavnih istrazivanja ispitivan u¢inak pentadekapeptida BPC 157 na aktivaciju

kolateralnih krvnih zila i pokazao se kao snazan aktivator kolateralne cirkulacije.

Kolateralne krvne Zile su mreZza specijaliziranih endogenih ,,obilaznih* krvnih Zzila koje su
fizioloski prisutne u vecini tkiva u tijelu (FABER i sur., 2014), a aktiviraju se U Stanjima
opstrukcije arterijskog ili venskog krvotoka (LUCITT]I i sur., 2012; FABER i sur., 2014;) i
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na taj nain pruzaju zastitu od ishemijskih ozljeda kod cerebrovaskularnog inzulta te kod
koronarne i periferne ateroskleroze. Kolaterale se razlikuju od vrste do vrste te unutar iste
vrste (LUCITI i sur., 2012; FABER i sur., 2014), a razlika se ocituje u veli¢ini, promjeru i
adaptivnoj sposobnosti (LUCITI i sur., 2012). Po svojim osobinama kolaterale se toliko
razlikuju od areterija i vena da bi se moglo re¢i kako predstavljaju tre¢i i posebni entitet
cirkulacije (LUCITI i sur., 2012). Zadnjih se godina cijeli niz radova bavi mehanizmima

aktivacije kolateralne cirkulacije kod razlicitih opstrukcijskih stanja.

U modelu duodenalnih lezija izazvanih ligaturom gornje prednje pankreatikoduodenalne vene
dokazano je da pentadekapeptid BPC 157 izaziva aktivaciju kolateralne cirkulacije i
smanjenje venske kongestije putem donje prednje pankreatikoduodenalne vene Cime se
smanjuje razvoj kongestijskih mukoznih lezija duodenuma, a taj je uéinak posredovan NO
sustavom (AMIC i sur., 2018).

U modelu Virchowljevog trijasa tromboze izazvanog podvezivanjem donje Suplje vene
pokazano je da pentadekapeptid BPC 157 ima protektivan ucinak na funkciju endotela i
integriteta krvnih Zila putem povecane ekspresije endotelne NO sintaze (VUKOJEVIC i sur.,
2018).
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3. OBRAZLOZENJE TEME

3. 1. Hipoteza

Hipoteza ovog istrazivanja je da ¢e primjena pentadekapeptida BPC 157 smanjiti negativne
ucinke venske kongestije debelog crijeva i poboljsati cijeljenje kolokolicne anastomoze u
uvjetima venske kongestije izazvane podvezivanjem kaudalne mezentericne vene kod

Stakora.

3. 2. Ciljevi istrazivanja

Glavni cilj ovog istraZivanja je ispitati moze li pentadekapeptid BPC 157 smanjiti negativne
ucinke venske kongestije debelog crijeva izazvane podvezivanjem kaudalne mezentericne
vene u Stakora i na taj nacin utjecati na cijeljenje kolokoli¢ne anastomoze kongestiranog

debelog crijeva.

Specificni ciljevi ovog istrazivanja obuhvacaju ispitivanje u€inka pentadekapeptida BPC 157
na aktivaciju kolateralne cirkulacije kongestiranog crijeva te na edem, nekrozu, granulacijsko

tkivo i epitelizaciju u podrucju kolokoli¢ne anastomoze .

3. 3. Ocekivani znanstveni doprinos

U ovom istrazivanju po prvi put ¢e se pokazati da primjena pentadekapeptida BPC 157
poboljsava cijeljenje kolokoli¢ne anastomoze u uvjetima venske kongestije debelog crijeva u
Stakora Sto ¢e dati doprinos za mogucénost pocetka koristenja pentadekapeptida BPC 157 u

humanoj abdominalnoj kirurgiji.
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4. MATERIJAL | METODE

U istrazivanju su koriSteni arhivirani podatci i uzorci tkiva dobiveni u pokusu koji je izveden
na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu u okviru projekta
"Pentadekapeptid BPC 157- nastavak istrazivanja". Pokus je izveden u skladu s odredbama
Zakona o zastiti zivotinja (NN 102/17 1 32/19), Pravilnika o zastiti Zivotinja koje se koriste u
znanstvene svrhe (NN 55/13, 39/17, i 116/19), Direktive 2010/63 EU te smjernicama i

preporukama Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Zagrebu.

4.1. Pokusne Zivotinje

Pokus je izveden na muzjacima laboratorijskih Zivotinja soja Wistar tjelesne mase 200-220
g, u dobi 8-10 tjedana, koje su uzgojene u Objektu za zivotinje na Zavodu za farmakologiju
Medicinskog fakulteta SveudiliSta u Zagrebu. Objekt za zivotinje registriran je od
Ministarstva poljoprivrede, Uprave za veterinarstvo i sigurnost hrane (Br.Registracije: HR-
POK-007) .

Sve zivotinje su nakon prihvata iz uzgojnog objekta prosle sedmodnevni proces prilagodbe na
nove zivotne uvjete U prostoriji stalne temperature 20-24 C°, relativne vlaznosti zraka 40-70
% i razine buke do 60 dB uz ciklus dan-no¢ 12/12 sati. Zivotinje su bile smjestene u

polikarbonatnim kavezima, a peletirana hrana i voda su im bile ponudene ad libitum.

Koristeno je 105 Zivotinja, podijeljenih u 15 skupina i u 5 vremenskih intervala od 3,5,7, 15

ili 30 dana. Svaka skupina se sastojala od 7 Zivotinja.

Za svaki promatrani interval jedna skupina je bila kontrolna, druga skupina je bila tretirana
pentadekapeptidom BPC 157 u dozi 10 pg/kg 1 tre¢a skupina je bila tretirana
pentadekapeptidom BPC 157 u dozi 10 ng/kg. Zivotinje su prije pokusa izvagane i

obiljeZene, a svaka zivotinja je u pokusu koriStena dvaput.
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Tablica 1. Prikaz broja Zivotinja po skupinama i vremenskim intervalima

Skupina Tretman 3dana 5dana 7dana 15dana 30dana
1. Kontrola 7
2, BPC 10 pg 7
3. BPC 10 ng 7
4. Kontrola 7
5, BPC 10 g 7
6. BPC 10 ng 7
7. Kontrola 7
8. BPC 10 g 7
9. BPC 10 ng 7
10. Kontrola 7
11. BPC 10 pg 7
12. BPC 10 ng 7
13. Kontrola 7
14. BPC 10 g 7
15. BPC 10 ng 7
UKUPNO 105 21 21 21 21 21
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4.2. Lijekovi

U pokusu je koriSten pentadekapeptid BPC 157 (Diagen, Ljubljana, Slovenija) otopljen u
destiliranoj vodi. Za vrijeme operacije pentadekapeptid BPC 157 je primjenjen jednokratno
intraperitonealno u dozi 10 pg/kg tjelesne mase ili 10 ng/kg tjelesne mase, a nakon operacije
je primjenjen peroralno u dozi 10 pg/kg/dan ili 10 ng/kg /dan, ovisno o tretiranoj skupini.
Koristene su dvije doze pentadekapeptida BPC 157 (10 pg/kg i 10 ng/kg) kako bi se ispitao
uc¢inak BPC 157 u ovisnosti o dozi. Navedene doze su odabrane na temelju dosadasnjih
istrazivanja u kojima su se pokazale djelotvornima. Kontrolne skupine su za vrijeme
operacije dobile intraperitonealno fizioloSku otopinu (NaCl, 0.9%, Braun, Njemacka) u dozi

5 mL/Kkg.

Za anesteziju su koriSteni diazepam u dozi 5 mg/kg tjelesne mase (Apaurin, Krka, Slovenija),
tiopental u dozi 50 mg/kg tjelesne mase (Thiopental Injection BP, Rotexmedica, Njemacka) i

buprenorfin u dozi 1 mg/kg tjelesne mase (Bupredine Multidose, Dechra, Velika Britanija).

Za postoperacijsku analgeziju koriSten je buprenorfin u dozi 0,05 mg/kg tjelesne mase
(Bupredine Multidose, Dechra,Velika Britanija).

4.3. Eksperimentalni protokol

4.3.1. Kirurski zahvat

Zivotinje su anestezirane jednokratnom intraperitonealnom primjenom diazepama u dozi 5
mg/kg (Apaurin, Krka, Slovenija) i tiopentala u dozi 50 mg/kg (Thiopental Injection BP,
Rotexmedica, Njemacka) te buprenorfina u dozi 1 mg/kg (Bupredine Multidose, Dechra,
Velika Britanija).
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Nakon postizanja duboke anestezije, Sto je potvdeno testom uspravljanja i testom uzmicanja
Sape na bolni pritisak, ucinjena je medijana laparotomija. Prikazana je  kaudalna
mezenteri¢na vena Koja je zatim podvezana distalno od utoka u kranijalnu mezenteri¢nu venu
polipropilenskom ligaturom (Prolene 6-0, Ethicon, Johnson&Johnson, SAD) kako bi se

postigla venska kongestija silaznog dijela debelog crijeva.

Slika 1. Model venske kongestije debelog crijeva. Lijevo: prikaz utoka kaudalne

mezentericne vene (narancasta strelica) u kranijalnu mezenteri¢nu venu (zelena strelica).
Desno: prikaz ligature kaudalne mezentericne vene (plava strelica) i posljedi¢ne kongestije

debelog crijeva.

Deset minuta nakon podvezivanja kaudalne mezenteri¢ne vene, odnosno nakon jasno vidljive
kongestije debelog crijeva, uinjena je transekcija kongestiranog silaznog dijela kolona i
pripadajuéeg mezokolona, a nakon toga je ulinjena terminoterminalna kolokoli¢na
anastomoza pojedinacnim Savovima. Za kreiranje anastomoze koristen je polipropilen 6-0

(Prolene 6-0, Ethicon, Johnson&Johnson, SAD).
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Slika 2. Prikaz kolokoli¢ne anastomoze. Terminoterminalna kolokoli¢na anastomoza na

kongestiranom silaznom dijelu debelog crijeva kreirana pojedinaénim Savovima.

Neposredno nakon kreiranja anastomoze tretiranim zivotinjama jednokratno je apliciran 1
mL pentadekapeptida BPC 157 kao intraperitonealna kupka, odnosno 10 pg/kg ili 10 ng /kg
tjelesne mase ovisno o pripadajucoj skupini. Kontrolnim zivotinjama je na isti na¢in apliciran

1 mL fizioloske otopine (NaCl, 0.9%, Braun, Njemacka), odnosno 5 mL/kg.

Laparotomija je zatvorena produznim Savom poliglaktinom 910 (Vicryl 3-0, Ethicon,
Johnson&Johnson, SAD) po slojevima. Nakon operacije Zivotinje su smjeStene u iste
laboratorijske uvjete kao i prije operacije, s tim da su tretirane Zzivotinje poslije operacije uz
hranu i vodu dobivale i pentadekapeptid BPC 157 peroralno u dozi 10 pg/kg/dan ili 10

ng/kg/dan do dana Zrtvovanja, a kontrolne zivotinje su dobivale samo hranu i vodu.

Prema protokolu Medicinskog fakulteta u Zagrebu sve zivotinje su nakon operacije dobivale
analgetik buprenorfin  (Bupredine Multidose, Dechra, SAD) u dozi 0,05 mg/kg

intraperitonealno svakih 12 sati prva tri postoperacijska dana uz pracenje skale boli.
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Ako je ukupni zbroj bodova bio veci od 9, smanjen je interval davanja analgezije na 6 sati .
Nakon 72 sata analgetik je apliciran prema potrebi na osnovi procjene skale boli. Klini¢ko
stanje zivotinja svakodnevno je pra¢eno nadzorom tjelesne mase, dlacnog pokrova, ponaSanja

u kavezu i disanja.

SKALA ZA PROCJENU BOLLI:

1. Frekvencija disanja: 0= normalno; 1= uocljiv porast frekvencije; 2= hiperventilacija;

3= hiperventilacija s disanjem na usta

2. Kretanje: 0= normalno kretanje; 1= blaga hromost; oslanjanje na vrhove prednjih i
straznjih Sapa; 2= hromost, poneko oslanjanje na vrhove Sapa; 3= hromost, poSteda
zahvacenog ekstremiteta osim u kavezu; 4= hromost, posteda zahva¢enog ekstremiteta ¢ak i u

kavezu

3. Ponasanje pri palpaciji trbuha: 0= bez neugode; 1= blaga neugoda; 2= umjerena

neugoda- vuce prednje noge; 3= jaka neugoda- vuce noge, okreée glavu, pokusava pobjeci

4. Ponasanje u kavezu: 0= normalno- normalno se krec¢e; 1= blaga promjena- usporeno se
kre¢e; 2= umjerena promjena- vrlo usporeno se krece; 3= jaka promjena- ne krece se,

Zivotinja je nezainteresirana za kretanje 1 druge Zivotinje

5. Udobnost (promatranje unutar kaveza): 0= prisebna, zainteresirana za okolinu, leZi,
jede i pije; 1= prisebna, nije zinteresirana za okolinu, lezi, slabo jede i slabo pije; 2=
letargicna, depresivan izgled, anoreksi¢na; 3= glava poloZena dolje, letargi¢na (spustene
uske), anoreksi¢na; 4= lezi, pogled fiksiran, o¢i napola zatvorene, nezamijetan odgovor na

dodir, prisutan bruksizam

6. Ponasanje pri hranjenju: 0= normalno jede iz hranilice; 1= slabo jede; 2= gotovo ne

jede; 3= ne jede

28



HUMANE KRAJNJE TOCKE (Protokol Medicinskog fakulteta u Zagrebu):
Stanje dlake: 1- neuredna dlaka; 2- lagana piloerekcija; 3- izrazena piloerekcija

Tjelesna masa: 1- gubitak tjelesne mase do 5 %; 2- gubitak tjelesne mase 5-10 % ; 3-

gubitak tjelesne mase 10-15 %; HEP- gubitak tjelesne mase preko 15 %
Tjelesne funkcije: 1- ubrzano disanje; 2- hiperventilacija; 3- oteZano disanje

Ponasanje (lokomotorni sustav): 1- malo neprirodan hod uz hiperaktivnost; 2- neprirodan
hod uz tremor; 3- znaCajni problemi u kretanju; HEP- koma (lezi na boku uz veslanje

nogama)

Nakon isteka eksperimentalnog perioda od 3, 5, 7, 15 ili 30 dana Zivotinje su anestezirane na
isti nacin kao i prvi put intraperitonealnom primjenom diazepama (Apaurin, Krka, Slovenija)
u dozi 5 mg/kg i tiopentala (Thiopental Injection BP Rotexmedica, Njemacka) u dozi 50
mg/kg uz buprenorfin (Bupredine Multidose, Dechra, Velika Britanija) u dozi 1 mg/kg. Kod
duboko anesteziranih zivotinja ucinjena je relaparotomija i eksploracija abdomena. Postojece
priralice su pazljivo razrijeSene Skarama s tupim vrhom kako bi se prikazala kolokoli¢na
anastomoza i podvezana kaudalna mezentericna vena. Anastomoza je prikazana u cijeloj
cirkumferenciji i analizirana je njena cjelovitost. U nekim je sluajevima nakon odvajanja
priraslica od anastomoze uocena defektna pukotina na anastomozi i ravnalom je izmjeren
promjer pukotine. Za navedenu defektnu pukotinu anastomoze odabran je naziv popustanje ili
dehiscencija anastomoze, a ne curenje anastomoze jer su sve defektne pukotine bile
prekrivene naljepljenim susjednim crijevnim vijugama i nije bilo curenja crijevnog sadrzaja u

peritonealnu Supljinu.

Analizirane su slijede¢e makroskopske promjene (DESPOUDI i sur. 2017) :
- priralice i fibrin (KLICEK i sur., 2013),

- cjelovitost/popustanje anastomoze (vlastita progresivna ljestvica),

- prohodnost/opstrukcija anastomoze kao odnos promjera debelog crijeva oralno i aboralno
od anastomoze (KLICEK i sur., 2013) i

29



- prezentacija krvnih Zzila na ventralnoj i dorzalnoj

anastomoze (PUZEL i sur., 2017; AMIC i sur., 2018).

Tablica 2. Bodovni sustav za procjenu priralica

1

fibrin i priralice obuhvacaju do 1/3
cirkumferencije anastomoze
fibrin i priraslice obuhvacaju do 1/2
cirkumferencije anastomoze
fibrin i priralice obuhvacaju vise od 1/2
cirkumferencije anastomoze
fibrin 1 priraslice obuhvacaju cijelu
anastomozu
fibrin 1 priraslice obuhvacaju cijelu
anastomozu, ukljuceno je vise susjednih

crijevnih vijuga

strani kolona oralno i aboralno od

Tablica 3. Bodovni sustav za procjenu cjelovitosti/popustanja anastomoze

aa A~ wWw N —, O

bez defektne pukotine anastomoze
defektna pukotina anastomoze do 2 mm
defektna pukotina anastomoze 2-4 mm
defektna pukotina anastomoze 4-6 mm
defektna pukotina anastomoze 4-10 mm

defektna pukotina anastomoze vec¢a od 10
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Tablica 4. Bodovni sustav za procjenu opstrukcije anastomoze

0 bez opstrukcije, omjer promjera kolona
oralno i aboralno od anastomoze= 1

1 blaga opstrukcija, omjer promjera kolona
oralno i aboralno od anastomoze = 1-1,33

2 umjerena opstrukcija, omjer promjera
kolona oralno i aboralno od anastomoze =

1,33-1,66

3 velika opstrukcija, omjer promjera kolona
oralno i aboralno od anastomoze = 1,66-2

4 totalna opstrukcija, omjer promjera kolona

oralno i aboralno od anastomoze preko 2

Sve faze pokusa snimljene su kamerom Veho Discovery VMS-004 Deluxe USB s
mikroskopom (Veho, Dayton, OH, SAD). Snimanje je uéinjeno prije podveza kaudalne
mezenteri¢ne vene, nakon podveza kaudalne mezenteri¢ne vene, nakon kreiranja anastomoze
1 aplikacije pentadekapeptida BPC 157 te tre¢i, peti, sedmi, petnaesti ili tridesti
postoperacijski dan nakon ¢ega je slika transformiralna u digitalnu fotografiju kako bi se
mogle usporedivati promjene kod tretiranih 1 kontrolnih Zivotinja. 1z digitalnih fotografija
analizirane su po dvije venske arkade (lat. vasa recta) na ventralnoj i dorzalnoj strani debelog
crijeva oralno i aboralno od anastomoze te broj venskih ogranaka izmedu njih (DBUZEL 1 sur.,

2017; AMIC i sur., 2018; KNEZEVIC i sur., 2021).

Analizu venskih ogranaka ucinio je eksperimentator koji je bio upoznat s tretmanom i brojem
zivotinja 1 slijepi promatra¢ kojemu su bile predoCene zivotinje oznacene samo brojem i
kojemu nije bilo poznato kojoj skupini pripada pojedina Zivotinja. Rezultati su izraZzeni kao

srednje vrijednosti o¢itanja eksperimentatora i slijepog promatraca.
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Vanjski rub krvnih Zila na fotografiji je oznacen softverom Image J (National Institutes of
Heal, Bethesda, MD, SAD), a zatim je izmjerena povrsina (u pikselima) omedenog podrucja
krvnih zila i izracunat je omjer povrSina tako da se usporedivao rast, odnosno pad povrsine
krvnih zila u odnosu na pocetnu vrijednost, tj. vrijednost izmjerenu prije podvezivanja
kaudalne mezenteriéne vene. Vrijednost A; predstavlja povrsinu prije podvezivanja kaudalne
mezentericne vene, odnosno fiziolosko stanje. Vrijednost A, predstavlja povrSinu nakon
podvezivanja kaudalne mezentericne vene, nakon kreiranja anastomoze (kod tretiranih
skupina to je trenutak kada je apliciran pentadekapeptid BPC 157) te treci, peti, sedmi,
petnaesti ili trideseti postoperacijski dan. Na taj nacin je kvantificirana dinamika promjene
povrsine venskih arkada po skupinama koja je posluzila za izraunavanje volumena arkada
pomoéu matemati¢kog modela aproksimacije volumena, kako slijedi (KNEZEVIC, i sur.
2021). Pocevsi od jednadzbi zakona kvadrata-kocke [1] i [2], izvedana je jednadzba [6] za
omjer volumena krvnih Zila koji je proporcionalan omjeru povrSine krvnih zila. Takoder, za
izraze [1]-[5] definirana je proizvoljna jednodimenzionalna duljina na fotografiji (npr. bilo
koja proizvoljna duljina vene). Ta vrijednost sluzi samo za definiranje jednodimenzionalnog

. Iy . . I . . C C e
omjera (l—2 ) izmedu promatranih krvnih Zila koje se uzimaju u omjer i koristena je iskljucivo
1

kao meducimbenik ($to znaci da | vrijednosti nisu mjerene jer se do kraja izvoda pokrate) za

izvodenje konacnog izraza [6]. Postupak je bio kako slijedi:

A, = A; X (%)2 [1] (zakon kvadrata-kocke),

V, =V, X (1—2)3 [2] (zakon kvadrata-kocke),

I

;ﬁ = (i—z)2 [3] (iz [1], nakon dijeljenja obje strane sa Aa),

i—z = ;ﬁ [4] (iz [3], nakon Korjenovanja obje strane),
? = (i—2)3 [5] (iz [2], nakon dijeljenja obje strane sa V1),

? = ( j—z )3 [6] (nakon uvodenja izraza [4] u jednadzbu [5]).
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Vrijednost V1 predstavlja pocetni volumen venskih arkada, odnosno volumen arkada prije
podvezivanja kaudalne mezenteri¢ne vene. Vrijednost V2 predstavlja volumen venskih
arkada nakon podvezivanja kaudalne mezenteri¢ne vene, nakon kreiranja anastomoze i
aplikacije pentadekapeptida BPC 157 te tre¢i, peti, sedmi, petnaesti ili tridesti postoperacijski
dan.
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Slika 3. Prikaz venskih arkada kongestiranog silaznog debelog crijeva oralno

(plave strelice) i aboralno (roze strelice) od anastomoze i ogranaka medu njima

Kod duboko anesteziranih Zivotinja testirana je kolokoli¢na anastomoza na slijede¢i nacin:
crijevnom klemom okludirano je debelo crijevo 2,5 c¢cm oralno i 2,5 cm aboralno od
anastomoze, a zatim je jednokratnom hipodermalnom iglom (23G-0,6x25 mm; Becton,
Dickinson and Company, Svicarska) i jednokratnom $pricom od 10 mL (Rays S.p.a., Italija)
kroz stijenku crijeva intraluminalno aplicirana fizioloSka otopina (NaCl, 0.9%, Braun,
Njemacka). Fizioloska otopina je aplicirana u volumenu koji je izazvao popustanje/pucanje
anastomoze 1 taj je volumen definiran kao volumen popustanja anastomoze. Anastomoza je

testirana sedmi, petnaesti i tridesti postoperacijski dan.

Na kraju pokusa Zivotinje su eutanazirane intraperitonealnom primjenom letalne doze (100
mg/kg) tiopentala (Thiopental Injection BP Rotexmedica, Njemacka) i cervikalnom

dislokacijom.
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4.3.2. Eksplantacija tkiva

Eutanaziranim Zivotinjama eksplantiran je dio debelog crijeva s anastomozom (2 cm oralno i
2 cm aboralno od anastomoze). Resecirani dio crijeva ociS¢en je od okolnog mezokolona,
ispran fizioloSkom otopinom, rastegnut preko stiropora i pohranjen u 4% otopinu

formaldehida za patohistolosku analizu.

4.4. Patohistoloska analiza

Patohistoloska analiza je u¢injena na Zavodu za patologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu. Morfoloska analiza je obuhvadala analizu epitelizacija, nekroza, edema i
granulacijskog tkiva (VUKSIC i sur., 2007; KLICEK i sur, 2013). Koristene su histokemijske
metode bojenja hemalaun-eozin, Gémori za retikulinska vlakna, Masson za kolagena vlakna
(VUKSIC i sur., 2007) te imunohistokemijsko bojenje SMA za bolju vizualizaciju
novonastalih glatkih miSiénih stanica. Morfometrijska analiza je ucinjena U programu
SFORM i ISSA (Vamstec, Zagreb, Hrvatska). Analizu su provela dva neovisna patologa
kojima nisu bili poznati podaci o uzorku tkiva. Analizirano je 5 vidnih polja povecanja X200

i X400.
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Tablica 5. Bodovni sustav za procjenu edema

0 nema edema

1 1/3 defekne pukotine/podrucja anastomoze

2 1/3 do 2/3 defektne pukotine/podrucija
anastomoze

3 viSe od 2/3 defektne pukotine/podrucja
anastomoze

Tablica 6. Bodovni sustav za procjenu nekroze

0 nema nekroze

1 manje od 20% defektne pukotine/podrucja
anastomoze

2 20-60% defektne pukotine/podrucja
anastomoze

3 vise od 60% defektne pukotine/podrucja
anastomoze
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Tablica 7. Bodovni sustav za procjenu granulacijskog tkiva

0 nema granulacijskog tkiva

1 manje od 20 % defektne pukotine /podrucja
anastomoze

2 20-60 % defektne pukotine/podrucja
anastomoze

3 viSe od 60% defektne pukotine/podrucja
anastomoze

Tablica 8. Bodovni sustav za procjenu epitelizacije anastomoze

0 nema epitelizacije

1 manje od 20% defektne pukotine/podrucja
anastomoze

2 20-60 % defektne pukotine/podrucja
anastomoze

3 vise od 60 % defektne pukotine/podrucja
anastomoze
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4.5. Statisticka analiza

Za statistiCku obradu podataka koriSten je program STATISTICA 12.1 (StatSoft, Inc, Tulsa,
SAD). Za procjenu distribucije podataka koriSten je Kolmogorov-Smirnoff test. Za
parametrijske podatke koristen je test jednosmjerna ANOVA s Newman-Keuls post hoc
testom, a za neparametrijske podatke koriSten je Kruskal-Wallis test s Mann-Whitney post
hoc testom. Kvalitativni podaci izmedu kontronih i tretiranih skupina analizirani su
Fisherovim testom. Ovisno o vrsti podataka i napravljenom testu, rezultati su izrazeni kao
srednja vrijednost +/- standardna devijacija (SD) te kao minimum/medium /maksimum ili kao

kao postotak u usporedbi s kontrolom. Vrijednosti P<0,05 smatrane su statisti¢ki zna¢ajnima.
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5. REZULTATI

5.1. PopuStanje/dehiscencija anastomoze

Dehiscencija anastomoze je evidentirana kod 11 od 35 kontrolnih Zivotinja (31,42 %) te kod
2 od 70 tretiranih Zivotinja (2,85 %). Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu skupina
tretiranih mikrogramskom dozom i skupina tretiranih nanogamskom dozom pentadekapeptida
BPC 157 (Slika 5).

Ni kod jedne Zivotinje nije evidentiran difuzni peritonitis niti intraabdominali apsces. Sve
dehiscencije anastomoze u kontrolnim i1 u tretiranim skupinama su bile subklinicke,
prekrivene (,,zapakirane®) priralicama/fibrinom s okolnim organima, bez izlaska crijevnog
sadrzaja u okolinu i bile su vidljive tek nakon odvajanja priraslica i okolnih crijevnih vijuga

od anastomoze.

Trec¢i postoperacijski dan nije bilo dehiscencije anastomoze ni u kontrolnoj ni u tretiranim

skupinama.

Peti postoperacijski dan evidentirana je dehiscencija anastomoze kod 6 od 7 Zivotinja
kontrolne skupine (85,71 %), kod 1 od 7 Zivotinja u skupini tretiranoj mikrogramskom
dozom pentadekapeptida BPC 157 (14,28 %) i kod 1 od 7 zivotinja u skupini tretiranoj
nanogramskom dozom pentadekapeptida BPC 157 (14,28 %). Promjer dehiscencije
anastomoze kod tretiranih skupina je bio 1-2 mm, a kod kontrolne skupine 2-6 mm (Slika 4).

Sedmi postoperacijski dan dehiscencija anastomoze je evidentirana kod 5 od 7 Zivotinja
kontrolne skupine (71,42 %) promjera 2-4 mm, a kod tretiranih skupina nije bilo dehiscencije

anastomoze.

Petnaesti i trideseti postoperacijski dan nije bilo dehiscencije anastomoze ni u kontrolnoj ni u

tretiranim skupinama.
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Slika 4. Prikaz dehiscencije kolokoli¢ne anastomoze peti postoperacijski dan. Lijevo:

kontrolni $takor; desno: Stakor tretiran pentadekapeptidom BPC 157, 10 pg/kg .
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Slika 5. Stupanj dehiscencije kolokoli¢ne anastomoze. Prikaz medijana, najmanje i najvece
vrijednost dehiscencije anastomoze treéi, peti, sedmi, petnaesti i trideseti postoperacijski dan
kod kontrolnih Stakora 1 Stakora tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 10 pg/kg i 10 ng/kg.

* Znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu uz P<0.05
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5.2. Priraslice i fibrin

U svim promatranim intervalima (3, 5, 7, 15 ili 30 dana) formiranje priralica je bilo znac¢ajno
veée u kontrolnoj skupini u odnosu na tretirane skupine. Nije bilo znacajne razlike izmedu
skupina tretiranih mikrogramskom dozom i skupina tretiranih nanogramskom dozom
pentadekapeptida BPC 157 (Slika 6).
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Slika 6. Stupanj priraslica oko kolokoli¢ne anastomoze. Prikaz medijana, najmanje i
najvece vrijednost priraslica treci, peti, sedmi, petnaesti i tridesti postoperacijski dan kod
kontrolnih Stakora 1 Stakora tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 10 pg/kg 1 10 ng/kg.*

Znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu uz P<0.05
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5.3. Prohodnost/opstrukcija anastomoze

U svim promatranim terminima opstrukcijske smetnje anastomoze su bile znac¢ajno manje
kod tretiranih Zivotinja u odnosu na kontrolne Zivotinje (Slike 7,15-19). Opstrukcijske
smetnje su bile najizrazanije peti postoperacijski dan i kod kontrolnih i kod tretiranih
zivotinja (Slika 16). Tretirane Zivotinje nisu imale opstrukcijske smetnje tridesti
postoperacijski dan, a kontrolne Zivotinje su imale opstrukcijske smetnje u svim terminima.
Izmedu skupina tretiranih mikrogramskom dozom i skupina tretiranih nanogramskom dozom

pentadekapeptida BPC 157 nije bilo znacajne razlike.
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Slika 7. Stupanj opstrukcije kolokoli¢ne anastomoze. Prikaz medijana, najmanje i
najvece vrijednosti opstrukcije treci, peti, sedmi, petnaesti i trideset postoperacijski dan
kod kontrolnih Stakora i1 Stakora tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 10 pg/kg 1 10

ng/kg. * Znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu uz P<0.05
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5.4. Prezentacija krvnih zila

5.4.1.VVolumen venskih arkada

Volumen venskih arkada (Slike 8-9) neposredno nakon podveza kaudalne mezenteri¢ne vene

je bio ve¢i u odnosu na pocetne vrijednosti i kod kontrolnih i kod tretiranih zivotinja za oko
100 % .

Nakon kreiranja anastomoze volumen venskih arkada je bio manji u odnosu na pocetne
vrijednosti u svim skupinama, ali je smanjenje volumena bilo znac¢ajno manje kod tretiranih

skupina.

Treci, peti, sedmi, petnaesti i trideseti postoperacijski dan volumen venskih arkada kod

kontrolnih zivotinja je bio manji za 40-70 % u odnosu na pocetne vrijednosti.

Tre¢i, peti, sedmi, petnaesti i tridesti postoperacijski dan volumen venskih arkada kod

tretiranih Zivotinja je bio veci za 75-115 % u odnosu na pocetne vrijednosti.

Nije bilo znaCajne razlike u volumenu venskih arkada izmedu skupina tretiranih
mikrogramskom dozom i skupina tretiranih nanogramskom dozom pentadekapeptida BPC

157 ni u jednom vremenskom intervalu.
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Slika 8. Promjena volumena venskih arkada na ventralnoj strani debelog crijeva oralno

i aboralno od anastomoze prije podveza KMV (A), nakon podveza KMV (B), nakon

kreiranja anastomoze (C) te treci, peti, sedmi, petnaesti i trideseti postoperacijski dan

izraZena u postotcima kao srednja vrijednost i standardna devijacija. Postotci su izracunati u

odnosu na termin A kao referentni termin ili 100 %. Bijeli stupci predstavljaju kontrolne

skupine, crni stupci predstavljaju skupine tretirane s 10 pug/kg pentadekapeptida BPC 157, a

sivi stupci predstavljaju skupine tretirane s 10 ng/kg pentadekapeptida BPC 157. Tretman

pentadekapeptidom BPC 157 je zapoceo nakon kreiranja anastomoze (C). Mann Whitney

Utest: *P<0.05 u odnosu na kontrolu. Kruskal Wallis H test za kontrolnu i obje tretirane

skupine: P<0.05
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Slika 9. Promjena volumena venskih arkada na dorzalnoj strani debelog crijeva oralno i
aboralno od anastomoze prije podveza KMV (A), nakon podveza KMV (B), nakon
kreiranja anastomoze (C) te treci, peti, sedmi, petnaesti i tridesti postoperacijski dan izrazena
U postotcima kao srednja vrijednost i standardna devijacija. Postotci su izracunati u odnosu na
termin A kao referentni termin ili 100 %. Bijeli stupci predstavljaju kontrolne skupine, crni
stupci predstavljaju skupine tretirane s 10 pg/kg pentadekapeptida BPC 157, a sivi stupci
predstavljaju skupine tretirane s 10 ng/kg pentadekapeptida BPC 157. Tretman
pentadekapeptidom BPC 157 je zapo€eo nakon kreiranja anastomoze (C). Mann Whitney U
test: *P<0.05 u odnosu na kontrolu. Kruskal Wallis H test za kontrolnu i obje tretirane
skupine: P<0.05
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5.4.2. Broj venskih kolaterala

Broj kolateralnih krvnih Zila izmedu dviju venskih arkada na ventralnoj i dorzalnoj strani
debelog crijeva oralno i aboralno od anastomoze znacajno se razlikovao izmedu kontrolnih i

tretiranih Zivotinja u svim promatranim terminima (Slike 10-14).

Kod kontrolnih skupina broj kolaterala je bio manji tre¢i, peti, sedmi 1 petnaesti
postoperacijski dan u odnosu na broj kolaterala prije podveza kaudalne mezenteri¢ne vene, a
trideseti postoperacijski dan broj kolaterala je bio priblizno isti kao 1 broj kolaterala prije

podveza kaudalne mezenteri¢ne vene.

Kod tretiranih zivotinja broj kolaterala je bio ve¢i u svim terminima (3, 5, 7, 15 1 30 dana) za
60-120 % u odnosu na broj kolaterala prije podveza kaudalne mezentericne vene. Ni u
jednom terminu nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu skupina tretiranih
mikrogramskom dozom i skupina tretiranih nanogramskom dozom pentadekapeptida BPC
157.
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Slikal0. Kolateralne krvne Zile tre¢i postoperacijski dan. Promjena broja kolateralnih
krvnih zila izmedu venskih arkada oralno i aboralno od anastomoze na ventralnoj i dorzalnoj
strani silaznog kolona prije podveza KMV (A), nakon podveza KMV (B), nakon kreiranja
anastomoze (C) te tre¢i postoperacijski dan (D) izrazena u postotcima kao srednja vrijednost i
standardna devijacija. Postotci su izraCunati za navedene termine u odnosu na termin A kao
pocetni termin ili 0 %. Tretman pentadekapeptidom BPC-om 157 (10 pg/kg ili 10 ng/kg) je
zapoceo nakon kreiranja anastomoze (C). Mann Whitney U test: *P<(0.05 u odnosu na

kontrolu. Kruskal Wallis H test za kontrolnu i obje tretirane skupine: P<0.05.
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Slika 11. Kolateralne krvne Zile peti postoperacijski dan. Promjena broja kolateralnih k
rvnih Zila izmedu venskih arkada oralno i aboralno od anastomoze na ventralnoj i dorzalnoj
strani silaznog kolona prije podveza KMV (A), nakon podveza KMV (B), nakon kreiranja
anastomoze (C) te peti postoperacijski dan (D) izraZzena u postotcima kao srednja vrijednost i
standardna devijacija. Postotci su izracunati za navedene termine u odnosu na termin A kao
pocetni termin ili 0 %. Tretman pentadekapeptidom BP 157 (10 pg/kg ili 10 ng/kg) je
zapoceo nakon kreiranja anastomoze (C). Mann Whitney U test: P*<(0.05 u odnosu na

kontrolu. Kruskal Wallis H test za kontrolnu i obje tretirane skupine: P<0.05.
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Slika 12. Kolateralne krvne Zile sedmi postoperacijski dan. Promjena broja kolateralnih
krvnih zila izmedu venskih arkada oralno i aboralno od anastomoze na ventralnoj i dorzalnoj
strani silaznog kolona prije podveza KMV (A), nakon podveza KMV (B), nakon kreiranja
anastomoze (C) te sedmi postoperacijski dan (D) izrazena u postotcima kao srednja vrijednost
i standardna devijacija. Postotci su izracunati za navedene termine u odnosu na termin A kao
pocetni termin ili 0 %. Tretman pentadekapeptidom BPC 157 (10 pg/kg ili 10 ng/kg) je
zapoceo nakon kreiranja anastomoze (C) . Mann Whitney U test: P*<0.05 u odnosu na

kontrolu. Kruskal Wallis H test za kontrolnu i obje tretirane skupine: P<0.05.
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Slika 13. Kolateralne krvne Zile petnaesti postoperacijski dan. Promjena broja
kolateralnih krvnih Zila izmedu venskih arkada oralno i aboralno od anastomoze na ventralnoj
i dorzalnoj strani silaznog kolona prije podveza KMV (A), nakon podveza KMV (B), nakon
kreiranja anastomoze (C) te petnaesti postoperacijski dan (D) izrazena u postotcima kao
srednja vrijednost i standardna devijacija. Postotci su izraCunati za navedene termine u
odnosu na termin A kao pocetni termin ili 0 %. Tretman pentadekapeptidom BPC 157 (10
pg/kg ili 10 ng/kg) je zapoCeo nakon kreiranja anastomoze (C). Mann Whitney U test:
P*<0.05 u odnosu na kontrolu. Kruskal Wallis H test za kontrolnu i obje tretirane skupine:
P<0.05.
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Slika 14. Kolateralne krvne Zile trideseti postoperacijski dan. Promjena broja kolateralnih

krvnih zila izmedu venskih arkada oralno i aboralno od anastomoze na ventralnoj i dorzalnoj

strani silaznog kolona prije podveza KMV (A), nakon podveza KMV (B), nakon kreiranja

anastomoze (C) te trideseti postoperacijski dan (D) izraZzena u postotcima kao srednja

vrijednost i standardna devijacija. Postotci su izracunati za navedene termine u odnosu na

termin A kao pocetni termin ili 0 %. Tretman pentadekapeptidom BPC 157 (10 pg/kg ili 10

ng/kg) zapoceo je nakon kreiranja anastomoze (C). Mann Whitney U test: P*<0.05 u odnosu

na kontrolu. Kruskal Wallis H test za kontrolnu i obje tretirane skupine: P<0.05.
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Slika 15. Makroskopske promjene treéi postoperacijski dan. Gornji red: Stakor tretiran

pentadekapeptidom BPC 157 10 pg/kg; donji red: kontrolni Stakor. S lijeva na desno: mjesto
podveza kaudalne mezenteri¢ne vene (plava strelica) i prezentacija krvnih zila na povrsini
popre¢nog i silaznog kolona; kolokoli¢na anastomoza (zuta strelica) na ser0znoj strani

kolona; kolokoli¢na anastomoza na mukoznoj strani eksplantiranog dijela kolona.
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Slika 16. Makroskopske promjene peti postoperacijski dan. Gornji red: Stakor tretiran
pentadekapeptidom BPC 157 10 pg/kg; donji red: kontrolni Stakor. S lijeva na desno: mjesto
podveza kaudalne mezenteri¢ne vene (plava strelica) i prezentacija krvnih zila na povrsini
popre¢nog i silaznog kolona; kolokoli¢na anastomoza (zuta strelica) na seroznoj strani

kolona; kolokoli¢na anastomoza na mukoznoj strani eksplantiranog dijela kolona.
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Slika 17. Makroskopske promjene sedmi postoperacijski dan. Gornji red: Stakor tretiran

pentadekapeptidom BPC 157 10 pg/kg; donji red: kontrolni Stakor. S lijeva na desno: mjesto
podveza kaudalne mezenteri¢ne vene (plava strelica) i prezentacija krvnih zila na povrsini
popre¢nog i silaznog kolona; kolokoli¢na anastomoza (zuta strelica) na seroznoj strani

kolona; kolokoli¢na anastomoza na mukoznoj strani eksplantiranog dijela kolona.
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Slika 18. Makroskopske promjene petnaesti postoperacijski dan. Gornji red: Stakor
tretiran pentadekapeptidom BPC 157 10 pg/kg; donji red: kontrolni Stakor. S lijeva na desno:
mjesto podveza kaudalne mezenteri¢ne (plava strelica) i prezentacija krvnih zila na povrsini
popre¢nog i silaznog kolona; kolokoli¢na anastomoza (zuta strelica) na seroznoj strani

kolona; kolokoli¢na anastomoza na mukoznoj strani eksplantiranog dijela kolona.
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Slika 19. Makroskopske promjene trideseti postoperacijski dan. Gornji red: stakor
tretiran pentadekapeptidom BPC 157 10 pg/kg; donji red: kontrolni Stakor. S lijeva na desno:
mjesto podveza kaudalne mezeneri¢ne vene (plava strelica) i prezentacija krvnih Zila na
povrsini poprecnog 1 silaznog kolona; kolokolicna anastomoza (Zuta strelica) na seroznoj

strani kolona; kolokoli¢na anastomoza na mukoznoj strani kolona.
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5.5. Testiranje anastomoze

Volumen fizioloske otopine kojim je izazvano popuStanje anastomoze u svim testiranim
terminima (sedmi, petnaesti i trideseti postoperacijski dan) je bio znacajno veci kod tretiranih
zivotinja u odnosu na kontrolne skupine. Nije bilo znacajne razlike u volumenu aplicirane
fizioloske otopine izmedu skupina tretiranih mikrogramskom dozom i skupina tretiranih

nanogramskom dozom pentadekapeptida BPC 157 ni u jednom terminu (Slika 20).

@

~l

Testiranj anastomoze (mL)
s w

B
=

’I" s —  [OKONTROLA

@BPC 157 10 ug/ke
@BPC 157 10ng/kg

w

L]

[

|
{
|

7 15 30

Postoperacijski dan

Slika 20. Testiranje kolokoli¢ne anastomoze. Prikaz prosjeka i standarne devijacije
volumena fizioloske otopine kod testiranja anastomoze sedmi, petnaesti i trideseti
postoperacijski dan kod kontrolnih Stakora (bijeli stupci), Stakora tretiranih
pentadekapeptidom BPC 157 10 mg/kg (sivi stupci) i Stakora tretiranih pentadekapeptidom

BPC 157 10 ng/kg (crni stupci). * Znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu uz P<0.05
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5.6. Edem

Treéi, peti, sedmi i1 petnaesti postoperacijski dan edem je bio znaCajno manje izraZzen u
tretiranim skupinama u odnosu na kontrolne skupine Zivotinja (Slika 21). Nije bilo znacajne
razlike u pojavi edema izmedu skupina tretiranih mikrogramskom dozom i skupina tretiranih

nanogramskom dozom pentadekapeptida BPC 157 u navedenim terminima (Slike 25-29).

Tridesti postoperacijski dan kod tretiranih zivotinja nije bilo edema ni u skupini koja je
primala mikrogramsku dozu ni u skupini koja je primala nanogramsku dozu
pentadekapeptida BPC 157. U kontrolnoj skupini trideseti postoperacijski dan edem je bio
prisutan kod svih zivotinja (Slika 21).
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Slika 21. Stupanj edema kolokoli¢ne anastomoze. Prikaz medijana, najmanje i najvece
vrijednost stupnja edema treci, peti, sedmi, petnaesti i trideseti postoperacijski dan kod
kontrolnih Stakora i Stakora tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 (10 mg/kg ili 10 ng/kg). *

Znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu uz P<0.05
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5.7. Nekroza

U svim promatranim terminima nekroza je bila znacajno manje izrazena kod tretiranih
skupina zivotinja u odnosu na kontrolne skupine (Slike 22, 25-29). Nije bilo statisticki
znaCajne razlike u pojavi nekroze izmedu skupina tretiranih mikrogramskom dozom
pentaekapeptida BPC 157 i skupina tretiranih nanogramskom dozom pentadekapeptida BPC

157 ni u jednom terminu (slika 22).
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Slika 22. Stupanj nekroze kolokoli¢ne anastomoze. Prikaz medijana, najmanje i najvece
vrijednost stupnja nekroze treci, peti, sedmi, petnaesti i trideseti postoperacijski dan kod

kontrolnih S$takora i Stakora tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 (10 mg/kg ili 10 ng/kg).

* Znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu uz P<0.05
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5.8. Granulacijsko tkivo

Granulacijsko tkivo u defektnoj pukotini tretiranih Zivotinja je bilo vidljivo peti
postoperacijski dan s umnazanjem retikulinskih i kolagenih vlakana (Slike 23, 26, 30). Kod
kontrolnih Zzivotinja granulacijsko tkivo u defektnoj pukotini je bilo vidljivo sedmi
postoperacijski dan s umnazanjem retikulinskikh i kolagenih vlakana (Slike 23, 27, 31).
Organizacija vlakana i organizacija cijeljenja prema serozi kod tretiranih Zivotinja su bile
vidljive petnaesti i trideseti postoperacijski dan (Slike 32, 34), dok kod kontrolnih Zivotinja
organizacija cijeljenja nije bila vidljiva ni u jednom terminu. Miofibroblasti su bili prisutni u
tretiranoj i u kontrolnoj skupini petnaesti postoperacijski dan (Slika 33). Organizacija
snopova glatkih miSi¢nih stanica kod tretiranih Zivotinja je bila vidljiva petnaesti
postoperacijski dan , a u kontrolnoj skupini nije bilo organizacije snopova glatkih misi¢nih
stanica (Slika 33). Uspostava kontinuiteta glatkih miSi¢nih stanica kod tretiranih je zivotinja
bila vidljiva tridesti postoperacijski dan, a u kontrolnoj skupini nije bilo uspostave
kontinuiteta glatkih miSi¢nih stanica (Slika 35). Nije bilo znaéajne razlike u formiranju
granulacijskog tkiva izmedu skupina tretiranih mikrogramskom dozom i skupina tretiranih

nanogramskom dozom pentadekapeptida BPC 157 ni u jednom terminu (Slika 23).
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Slika 23. Stupanj granulacijskog tkiva kolokoli¢ne anastomoze. Prikaz medijana,
najmanje i najvece vrijednost stupnja granulacijskog tkiva treéi, peti, sedmi, petnaesti i
trideseti postoperacijski dan kod kontrolnih Stakora i Stakora tretiranih pentadekapeptidom
BPC 157 (10 mg/kg ili 10 ng/kg). * Znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu uz
P<0.05
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5.9. Epitelizacija

Epitelizacija (Slika 24) je kod tretiranih Zivotinja bila vidljiva peti postoperacijski dan (Slika
26), a kod kontrolnih Zivotinja epitelizacija je bila vidljiva petnaesti postoperacijski dan
(Slika 28). Trideseti postoperacijski dan kod tretiranih Zivotinja je bilo epitelizirano 75-80 %
podru¢ja anastomoze, a kod kontrolnih zivotinja je bilo epitelizirano 10 % podrucja

anastomoze (Slika 29).
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Slika 24. Stupanj epitelizacije kolokoli¢ne anastomoze. Prikaz medijana, najmanje i
najvece vrijednost stupnja epitelizacije treci, peti, sedmi, petnaesti i trideseti postoperacijski
kod kontrolnih Stakora i Stakora tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 (10 mg/kg ili 10

ng/kg). * Znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu uz P<0.05
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Slika 25. Patohistolo§ke promjene kolokoli¢ne anastomoze treci postoperacijski dan.
Gornji red: stakor tretiran pentadekapeptidom BPC 157, 10 pg/kg; donji red: kontrolni
Stakor. Preparati su obojeni hemalaun-eozinom, povecanje svjetlosnog mikroskopa je 200x u
lijevom stupcu i 400x u desnom stupcu. Kod oba Stakora je vidljiva defektna pukotina (crna
strelica) oblozena nekroti¢nim tkivom (crna kruznica) koje je obilnije kod kontrolnog Stakora.

Kod oba $takora je prisutan edem, takoder izraZajniji kod kontrolnog Stakora.
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Slika 26. PatohistoloSke promjene kolokoli¢ne anastomoze peti postoperacijski dan.
Gornji red: Stakor tretiran pentadekapeptidom BPC 157, 10 pg/kg; donji red: kontrolni
Stakor. Preparati su obojeni hemalaun-eozinom, povecanje svjetlosnog mikroskopa je 200x u
lijevom stupcu i 400x u desnom stupcu. Kod kontrolnog stakora defektna pukotina (crvene
strelice) je dijelom ispunjena nekroticnim tkivom (crna kruznica) uz opsezan edem. Kod
tretiranog Stakora defektna pukotina je ispunjena granulacijskim tkivom u vise od 60 %
podrucja uz umjereno izraZzen edem, oskudnu nekrozu i pocetnu epitelizaciju defektne

pukotine (crna strelica).
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Slika 27. Patohistoloske promjene kolokolicne anastomoze sedmi postoperacijski dan.
Gornji red: Stakor tretiran pentadekapeptidom BPC 157, 10 pg/kg; donji red: kontrolni Stakor.
Preparati su obojeni hemalaun-cozinom, povecanje svjetlosnog mikroskopa je 200x u lijevom
stupcu 1 400x u desnom stupcu. Defektna pukotina je kod oba Stakora ispunjena
granulacijskim tkivom u vise od 60 % podrucja, no promjer defektne pukotine je veci kod
kontrolnog $takora. Kod kontrolnog Stakora vidljivo je opsezno podrué¢je nekroze i edema.
Kod tretiranog Stakora nekroza je minimalna, a edem je umjereno izrazen. Vidljiva je
epitelizacija (povrSina lezije ispod crne vitiCaste zagrade) defektne pukotine kod tretiranog

Stakora, dok kod kontrolnog Stakora nema epitelizacije.
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Slika 28. Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anastomoze petnaesti postoperacijski
dan. Gornji red: Stakor tretiran pentadekapeptidom BPC 157, 10 pg/kg; donji red: kontrolni
Stakor. Preparati su obojeni hemalaun-eozinom, povecanje svjetlosnog mikroskopa je 200x u
lijevom stupcu i 400x u desnom stupcu. Kod oba Stakora defektna pukotina je ispunjena
granulacijskim tkivom u vise od 60 % podrucja (povrSina defektne pukotine ispod crne
vitiCaste zagrade). Kod kontrolnog Stakora umjereno su izrazeni nekroza i edem, a
epitelizirano je 10 % povrsSine defektne pukotine. Kod tretiranog Stakora se vidi oskudna
nekroza i diskretni edem, a 60 % povrsine defektne pukotine je prekriveno novonastalim

epitelom (povrsina defektne pukotine ispod crne viti¢aste zagrade).
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Slika 29. Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anastomoze trideseti postoperaticijski
dan. Gornji red: Stakor tretiran pentadekapeptidom BPC 157, 10 ug/kg; donji red: kontrolni
Stakor. Preparati su obojeni hemalaun-eozinom, povecanje svjetlosnog mikroskopa je 200x u
lijevom stupcu i 400x u desnom stupcu. Kod oba $takora defektna pukotina je ispunjena
granulacijskim tkivom u vise od 60 % podrucja. Diskretna nekroza i umjereno izrazeni edem
nalaze se kod kontrolnog Stakora. Kod tretiranoog Stakora nalaze se vrlo diskretna ZarisSta
nekroze, a edema nema. Kod tretiranog Stakora epitelizacija je vidljiva u 80 % povrsine

defektne pukotine, a kod kontrolnog Stakora epitelizirano je 10 % povrsine defektne pukotine.
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Slika 30. Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anastomoze peti postoperacijski dan.
Lijevi stupac: kontrolni Stakor; desni stupac: Stakor tretiran pentadekapeptidom BPC 157, 10
pa/kg. Preparati su obojeni histokemijskim bojenjem Gomori (gornji red) i trikromnim
bojenjem Masson (donji red), poveéanje svjetlosnog mikroskopa je 200x. Kod tretiranog
Stakora vidljivo je premostavanje defektne pukotine granulacijskim tkivom, umnaZanje
retikulinskih vlakana (Gomori) i umnazanje kolagenih vlakana (Masson) (crna kruznica).
Kod kontrolnog Stakora vidljiva je defektna pukotina (crna strelica) koja nije premostena

granulacijskim tkivom.
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Slika 31. Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anastomoze sedmi postoperacijski dan.
Lijevi stupac: kontrolni Stakor; desni stupac: Stakor tretiran pentadekapeptidom BPC 157, 10
Mg/kg. Preparati su obojeni histokemijskim bojenjem Gomori (gornji red) i trikromnim
bojenjem Masson (donji red), povecanje svjetlosnog mikroskopa je 200x. Kod oba Stakora je
vidljivo umnazanje retikulinskih (Gomori) i kolagenih (Masson) vlakana u podrucju defektne

pukotine.
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Slika 32. Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anastomoze petnaesti postoperacijski
dan. Lijevi stupac: kontrolni $takor; desni stupac: Stakor tretiran pentadekapeptidom BPC
157, 10 pog/kg. Preparati su obojeni histokemijskim bojenjem Gomori (gornji red) i
trikromnim bojenjem Masson (donji red), povecanje svjetlosnog mikroskopa je 200x. Kod
oba Stakora je vidljivo umnazanje retikulinskih (Gomori) 1 kolagenih (Masson) vlakana u
podrucju defektne pukotine. Kod tretiranog Stakora vidljiva je organizacija vlakana i dobra
organizacija cijeljenja prema serozi s jasnom granicom prema serozi (podrucje unutar crnog
pravokutnika). Kod kontrolnog stakora nema organizacije vlakana ni organizacije cijeljenja

prema serozi, a granica prema serozi nije jasna (podrucje unutar crnog pravokutnika).
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Slika 33. Imunohistokemijsko bojenje glatkih miSi¢nih stanica kolokoli¢ne anastomoze
SMA antitijelom petnaesti postoperacijski dan. Lijevo: kontrolni Stakor; desno: Stakor
tretiran pentadekapeptidom BPC 157, 10 pg/kg. Povecanje svjetlosnog mikroskopa je 200x.
Kod oba Stakora vidljivi su brojni SMA pozitivni miofibroblasti u podrucju defektne
pukotine. Kod tretiranog Stakora vidljiva je organizacija snopova glatkih miSi¢nih stanica u
odnosu na serozu (podrucje unutar crnog pravokutnika), a kod kontrolnog Stakora nema

organizacije snopova glatkih miSiénih stanica.
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Slika 34. Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anastomoze trideseti postoperacijski dan.
Lijevi stupac: kontrolni Stakor; desni stupac: Stakor tretiran pentadekapeptidom BPC 157, 10
pg/kg. Preparati su obojeni histokemijskim bojenjem Gomori (gornji red) i trikromnim
bojenjem Masson (donji red), poveéanje svjetlosnog mikroskopa je 200x. Kod tretiranog
Stakora defektna pukotina je u cijelosti premostena retikulinskim (Gomori) i kolagenim
(Masson) vlaknima uz dobru organizaciju cijeljenja prema serozi i dobru organizaciju
vlakana unutar defektne pukotine (dvostruke strelice). Kod kontrolnog stakora nema

organizacije umnozenih retikulinskih ni kolagenih vlakana.
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Slika 35. Imunohistokemijsko bojenje glatkih miSi¢nih stanica kolokoli¢ne anastomoze
SMA antitijelom trideseti postoperacijski dan. Lijevo: kontrolni $takor; desno: Stakor
tretiran pentadekapeptidom BPC 157, 10 ug/kg. Povecanje svjetlosnog mikroskopa je 200x.
Kod tretiranog Stakora vidljiva je uspostava kontinuiteta glatkih misiénih stanica u podrucju
defektne pukotine (dvostruke strelice). Kod kontrolnog Stakora nema uspostave kontinuiteta
glatkih miSi¢nih stanica (strelice pokazuju rubni dio glatkih miSi¢énih stanica u podrucju

defektne pukotine).
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6. RASPRAVA

Iako je zadnjih desetlje¢a postignut golem napredak u razvoju Sivac¢ih materijala i kirurSkih
tehnika, problem popustanja/dehiscencije kolorektalne anastomoze (BUCHS i sur., 2008; MC
DEROMTT i sur., 2015), kao najteze komplikacije i najvaznijeg uzroka postoperacijskog
morbiditeta i mortaliteta u kolorektalnoj kirurgiji (PLATELL i sur., 2007), je ostao isti
(GUYTON i sur., 2016) s incidencijom od 3,6 % do 20 % (RUDINSKAITE i sur., 2005;
BUCHS i sur., 2008) zbog ¢ega se danas brojne klinicke i eksperimentalne studije bave
anastomozama i njihovim komplikacijama. Specificna vaskularizacija rektuma, nedostatak
seroznog sloja u subperitonealnom dijelu rektuma i oteZani uvjeti rada u uskom prostoru male
zdjelice ¢ine kolorektalnu anastomozu posebnom vrstom anastomoze debelog crijeva
(CHEN, 2012) pa se literaturni podatci vezani za anastomoze debelog crijeva obi¢no odnose

na kolorektalnu anastomozu.

U ovom istrazivanju ispitan je ucinak pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje kolokoli¢ne
anastomoze u uvjetima venske kongestije debelog crijeva izazavane podvezivanjem kaudalne
mezentericne vene kod Stakora i1 analizom dobivenih rezultata potvrdili smo hipotezu da
pentadekapeptid BPC 157 poboljsava cijeljenje kolokoli¢ne anastomoze u takvim uvjetima.
Cijeljenje crijevnih anastomoza je slozen proces na kojeg utjecu brojni ¢imbenici koje
mozemo podijeliti u opc¢e 1 lokalne ¢imbenike bolesnika te tehnicke ¢imbenike koji ukljucuju
instrumente i materijale za Sivanje, kao i znanje i iskustvo kirurga (MC DERMOTT i sur.
2015). Osnovni preduvjet za uredno cijeljenje crijevne anastomoze je uredna oksigenacija
rubova crijeva koji ulaze u sastav anastomoze (VIGNALI i sur., 2000). lako i ishemija i
kongestija dovode do hipoksije tkiva, kongestija debelog crijeva se smatra teZom 1 slozenijom
ozljedom od ishemije (CHEN i sur., 2021) koju najc¢esé¢e vidimo kod opstrukcijskog ileusa
(DESPOUDI i sur., 2020) uzrokovanog zlo¢udnim tumorima (LEE i sur., 2001). lleus
povecéava rizik popustanja anastomoze za 4,4 puta (BIONDO i sur., 2005) pa se u takvoj
situaciji kompromitirane cirkulacije obi¢no ne radi primarna anastomoza nego kolostoma
(SOSA i sur., 2007; DESPOUDI i sur., 2020). U ovom smo istraZivanju podvezivanjem

kaudalne mezenteri¢ne vene u Stakora pokusSali
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izazvati kongestijske promjene koje se dogadaju kod ileusa debelog crijeva kako bi ispitali

mogucnosti cijeljenja kolokoli¢ne anastomoze u takvim uvjetima.

U proslosti su se gastrointestinalne anastomoze izvodile prirodnim materijalima u dva sloja
(SHIKATA i sur., 2006). Razvojem resorptivnih materijala potpuno je napustena primjena
prirodnih materijala, a Kirurzi su postupno napustili i Sivanje crijevnih anastomoza u dva
sloja (SLIEKER 1 sur., 2013) jer se jednoslojna tehnika Sivanja pokazala jednako sigurnom
kao i dvoslojna (SHIKATA i sur., 2006; SLIEKER i sur., 2013) bez obzira radi li se
pojedina¢nim ili produznim savom (CHEN, 2012).

Kolokoli¢na anastomoza je u ovom istrazivanju kreirana u jednom sloju pojedinacnim
Savovima, a tehnika pojedina¢nog $ava je izabrana kako bi se izbjegla potreba za asistentom.
Posto je u viSe studija pokazano da ¢iS¢enje crijeva prije operacije ne utjeCe na popustanje
anastomoze (HARRIS i sur., 2009; KATSUNO i sur., 2016; MC DERMOTT i sur., 2015)
eksperimentalne zivotonje prije operacije nisu gladovale niti je provedeno prijeoperacijsko
Cis¢enje crijeva. Termini od tri, pet, sedam, petnaest i trideset dana su odabrani na temelju
dosadasnjih spoznaja da se komplikacije anastomoza debelog crijeva obi¢no dogadaju u prvih
trideset postoperacijskin dana (RAHBARI i sur., 2010). KoriStene su dvije doze
pentadekapeptida BPC 157 kako bi se ispitao njegov u¢inak u ovisnosti o dozi, a doze od 10
Mg/ kg i 10 ng/kg odabrane su na temelju ranijih istrazivanja u kojima je pokazana njihova
djelotvornost (SIKIRIC i sur., 2020).

Pentadekapeptid BPC 157 se u dosada$njim istrazivanjima pokazao kao vazan promotor
cijeljenja razlicitih tkiva (SEIWERTH 1 sur.,, 2021) te kao snazan aktivator kolateralne
cirkulacije u stanjima opstrukcije arterijskog i venskog krvotoka (AMIC i sur., 2018;
KNEZEVIC i sur., 2021). Dokazano je da u procesu cijeljenja poti¢e stvaranje granulacijskog
tkiva 1 organizaciju kolagena, smanjuju edem 1 poti¢e angiogenezu $to je posebno istrazeno
kod opeklina koZe eksperimentalnih Zivotinja (MIKUS i sur., 2001; SIKIRIC i sur., 2003).
Opekline izazivaju upalni odgovor u koji su ukljucene brojne vazoaktivne tvari, kao $to su
histamin, serotonin, leukotrieni i prostaglandini, koje izazivaju povecanje vaskularne
propusnosti i edem. Primjenom pentadekapeptida BPC 157 postignut je suprotan ucinak,
odnosno dokazan je slabiji odgovor upalnih stanica, primje¢ena je manja izrazenost edema i
manja nekroza opeklinom zahvaéenog tkiva te bolja organizacija kolagena, povecana

angiogeneza, bolja reepitelizacija tkiva 1 veca
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o¢uvanost folikula dlaka (MIKUS i sur., 2001). Poznato je da Kortikosteroidi negativno
utje¢u na mehanizam cijeljenja i dovode do supresije tog mehanizma. U ispitivanju cijeljenja
koze eksperimentalnih zivotinja pokazano je da pentadekapeptid BPC 157 ponisStava
negativni u¢inak kortikosteroida izazivajuci bolju organizaciju kolagenih vlakana i pojacanu
angiogenezu oste¢ene koze (SIKIRIC i sur., 2003). Uginkovitost pentadekapeptida BPC 157
na proces cijeljenja koja je pokazana na modelu opeklina potvrdena je i u istraZivanjima u
kojima je ispitivano cijeljenje gastrointestinalnih anastomoza. DJAKOVIC i suradnici su
2016. godine na modelu ezofagogastri¢éne anastomoze pokazali bolje cijeljenje anastomoze
kod Stakora tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 §to je bilo vidljivo na mikroskopskoj i
makroskopskoj razini te u biomehani¢kim svojstvima anastomoze. Dobiveni rezultati su
potvrdeni u istrazivanju KLICEKA i suradnika koji su 2013. godine ispitivali cijeljenje
kolokoli¢ne anastomoze na modelu cisteaminskog kolitisa izazvanog primjenom rektalne
cisteaminske klizme. U oba je istrazivanja pokazana manja stopa popustanja anastomoze i
manja smrtnost tretiranih Zivotinja. Sli€an ucinak pentadekapeptida na cijeljenje tkiva
gastrointestinalnog sustava pokazan je i na modelima ezofagokutane (CESAREC i sur.,
2013), gastrokutane (SKORJANEC i sur., 2009) i kolokutane (KLICEK i sur., 2008) fistule u
kojima je pokazano istovremeno djelovanje pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenjenje dvaju

razli¢itih tkiva.

lako to¢an mehanizam djelovanja pentadekapeptida BPC 157 jos uvijek nije u potpunosti
razjasnjen, njegovo se djelovanje na razlicita tkiva objasnjava interakcijom s nekoliko sustava
od kojih je najvise istrazen odnos s NO sustavom (BLAGAIC i sur., 2004; SIKIRIC i sur.,
2014). U istraZivanjima procesa cijeljenja u kojima je ispitivan ucinak pentadekapeptida
BPC 157 s NO-prekursorom, NOS blokatorom i njihovom kombinacijom (NO-
prekursor+NOS blokator) dokazano je da BPC 157 inducira otpuStanje NO 1 interferira s
ucincima agonista (L-arginin, supstrat za NO) i anatagonista NO sustava (L-NAME, inhibitor
NOS)(GRABAREVIC i sur.,1997; DRMIC i sur., 2018). U nedavnom istraZivanju metodom
kvantitativne lanCane reakcije polimerazom analiziran je ucinak pentadekapeptida BPC 157
na ranu fazu ekspresije gena poveznih s angiogenezom na modelu kozne rane Stakora i
dokazano je da pentadekapeptid BPC 157 u roku od 10 minuta poti¢e ekspresiju gena Akt 1,
Braf, Efgr, Egrl, Grb2, Hdac7, Kras, Mapkl, Mapk3, Mapk4, Nos 3, Pikc 3cd, Plcgl, Prkcg,
Ptk2, Src, Srfi Vegfa ¢ime je
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pokazano da BPC 157 utjeCe na signalne putove koji kontroliraju angiogenezu i cijeljenje
(MILAVIC, 2021). Time je potvrdeno ranije saznanje da pentadekapeptid BPC 157 potice
stvaranje EGR-1 (IVETIC TKALCEVIC i sur., 2007), proteina rane faze upale koji je klju¢an
u aktivaciji medijatora odgovornih za cijeljenje kao Sto su citokini i ¢imbenici rasta
(BRADDOCK i sur.,1998; BRADDOCK, 2001; COOPER i sur.,, 2005). Navedeno
istrazivanje je, takoder, potvrdilo ranije saznanje da pentadekapeptid BPC 157 aktivira P13K-
Akt-eNOS-VEGF signalni put (HSIEH i sur., 2017) koji je kljucan za proliferaciju, migraciju
i adheziju stanica, odnosno potvrden je od ranije poznat angiogenetski potencijal
pentadekapeptida BPC 157 koji se ocituje u stimulaciji ekspresije VEGF i VEGFR2 (
BATELJA VULETIC i sur., 2007.; HSIEH i sur., 2017). VEGF je angiogeni ¢imbenik koji
vezivanjem na VEGFR dovodi do aktivacije signalizacije P13-Akt $to rezultira aktivacijom
endotelne sintaze NO i pove¢anom produkcijom NO. U istrazivanjima koja su analizirala
razinu ekspresije mRNA gena VEGF metodom kvantitativne lanc¢ane reakcije polimerazom i
njenu povezanost s proteinskom ekspresijom na modelu cijeljenja pokazano je da
pentadekapeptid BPC 157 izaziva raniju i bolje kontroliranu sintezu VEGF (BATELJA
VULETIC i sur., 2007) §to je potvrdeno na modelu ishemije ekstremiteta u kojem je
dokazano da BPC 157 ekspresijom VEGFR2 na endotelu krvnih zila poti¢e angiogenezu i
ubrzava obnovu protoka kroz ishemic¢ni ekstremitet (HSIEH 1 sur., 2017). Isto je potvrdeno i
na modelu klopidogrelom inducirane ozljede Zeluca u kojem je pokazano da pentadekapeptid
BPC 157 pokrec¢e angiogenezu sluznice zeluca (WU i sur., 2020). Osim na stvaranje krvnih
zila, u nekoliko je nedavnih istrazivanja pokazano da pentadekapeptid BPC 157 u stanjima
opstrukcije arterijskog i/ili venskog krvotoka moze aktivirati kolateralnu cirkulaciju i na taj
nadin smanjiti negativne uéinke vaskularne opstrukcije (AMIC i sur., 2018; VUKOJEVIC i
sur., 2018; KNEZEVIC i sur., 2021). Kolateralne krvne zile su mreza specijaliziranih
endogenih ,,obilaznih* krvnih Zila koje su fizioloski prisutne u vecini tkiva u tijelu (FABER i
sur., 2014), a aktiviraju se u stanjima opstrukcije arterijskog ili venskog krvotoka (LUCITTI i
sur., 2012; FABER i sur., 2014). Na modelu duodenalnih lezija izazvanih ligaturom gornje
prednje pankreatikoduodenalne vene pokazano je da pentadekapeptid BPC 157 interakcijom
s NO sustavom izaziva aktivaciju kolateralne cirkulacije i smanjenje venske kongestije putem
donje prednje pankreatikoduodenalne vene ¢ime se smanjuje razvoj mukoznih kongestijskih

lezija duodenuma (AMIC i sur., 2018). U modelu Virchowljevog trijasa tromboze izazvanog
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podvezivanjem donje Suplje vene pokazano je da pentadekapeptid BPC 157 ima protektivan
ucinak na funkciju endotela i integriteta krvnih zila putem povecane ekspresije endotelne NO

sintaze (VUKOJEVIC i sur., 2018).

U ovom istrazivanju kod tretiranih zivotinja je uoc¢ena znacajno veca aktivacija kolateralnih
krvnih zila izmedu dviju venskih arkada na ventralnoj i dorzalnoj strani debelog crijeva,
smjestenih oralno 1 aboralno od anastomoze, u svim vremenskim terminima cime je
potvrdeno ranije opisano angiomodularno djelovanje BPC 157 kao agensa koji interakcijom
s NO sustavom moze aktivirati kolateralnu cirkulaciju u stanju venske opstrukcije. Aktivacija
postojec¢ih venskih kolaterala smanjuje hipoksijski u¢inak kongestije ¢ime mozemo objasniti
manju pojavu edema 1 nekrotiCnog tkiva u podrucju anastomoze te raniju pojavu
granulacijskog tkiva i bolju epitelizaciju kod tretiranih skupina u svim vremenskim
intervalima. U istrazivenju u kojem je ispitivan u¢inak pentadekapeptida BPC 157 na vezivno
tkivo IVETIC TKALCEVIC i suradnici su 2007. godine dokazali da pentadekapeptid BPC
157 stimulacijom ekspresije mMRNA EGR-1 BPC stimulira stvaranje granulacijskog tkiva i
organizaciju kolagena. Taj u¢inak pentadekapeptida BPC 157 je potvden u ovom istrazivanju
u kojem je, usporedbom kontrolnih i tretiranih Zivotinja, pokazano znacajno ranije i obilnije
stvaranje granulacijskog tkiva u podru¢ju anastomoze kod tretiranih zivotinja s uo¢ljivom
organizacijom kolagenih i retikulinskih vlakana te organizacijom cijeljenja prema serozi dok
je  kod kontrolnih Zivotinja organizacija kolagenih i retikulinskih vlakana izostala.
Imunohistokemijskim bojenjem pokazana je organizacija snopova i uspostava kontinuiteta
glatkih misi¢nih stanica kod zivotinja tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 koja je kod
kontrolnih skupina, takoder, izostala. Epitelizacija se kod tretiranih Zivotinja javila znatno
ranije i na kraju pokusa je obuhvacala 75-80 % anastomoze, za razliku od kontrolnih
zivotinja kod kojih na kraju pokusa bilo epitelizirano samo 10 % podrucja anastomoze ¢ime
je potvrden ranije opisan ucinak pentadekapeptida na epitelizaciju koze opeCenih zivotinja
(MIKUS i sur., 2001) te epitelizaciju gastrointestinalnih anastomoza (VUKSIC i sur., 2007;
KLICEK i sur.,2013).

Unato¢ sve vefem broju klini¢kih i1 eksperimentalnih studija, jo§ uvijek ne postoji
opceprihvacéena definicija dehiscencije kolorektalne anastomoze (BRUCE i sur., 2001; VAN

HELSDINGEN i sur., 2020). Sustavnim pregledom literature koji je uklju¢io pet
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baza podataka identificirano je 29 definicija popuStanja anastomoze u donjem
gastrointestinalnom traktu (BRUCE 1 sur., 2001). Kako bi se standardiziralo pracenje
bolesnika i ujednacila metodologija pisanja u medunarodnim casopisima, Medunarodna
studijska grupa za rak rektuma je 2010. godine predlozila definiciju i skalu za procjenu tezine
dehiscencije anastomoze nakon prednje resekcije rektuma (RAHBARI i sur., 2010). Prema
njihovom konceptu, dehiscencija anastomoze predstavlja defekt crijevne stijenke u podruc¢ju
anastomoze koji dovodi do komunikacije izmedu intraluminalnog i ekstraluminalnog
prostora, a najcece se javlja izmedu cetvrtog i sedmog postoperacijskog dana. Subklinicka
dehiscencija je mala dehiscencija bez klinickih manifestacija koja se, prema pojedinim
autorima javlja u 8-52 % slucajeva, a verificira se radioloskim kontrastnim metodama i
prolazi uglavnom nezapazeno, bez bitnog utjecaja na postoperacijski oporavak (RAHBARI i
sur., 2010). U ovom istrazivanju nije bilo klinicki evidentnih popustanja anastomoze.
Eksploracijom peritonealne Supljine, nakon odvajanja priraslica i okolnih crijevnih vijuga od
anastomoze, kod nekih Zivotinja je uocena defektna pukotina anastomoze koja je bila
prekrivena naljepljenim okolnim crijevnim vijugama S$to je ograni¢ilo defektnu pukotinu i
sprijecilo izlazak crijevnog sadrzaja u peritionealnu Supljinu i razvoj peritonitisa. S obzirom
da su sve defektne pukotine bile prekrivene, odnosno ,zapakirane® okolnim crijevnim
vijugama, okarakterizirali smo ih kao subklini¢ke dehiscencije. Dehiscencija anastomoze je
uocena peti 1 sedmi postoperacijski dan §to je u skladu s uobi¢ajenim vremenom nastanka
dehiscencije, s tim da je peti dan dehiscijencija uocena kod tretiranih i kod kontrolnih

Zivotinja, a sedmi dan samo u kontrolnoj skupini.

Kod tretiranih Zivotinja evidentirali smo znacajno manju stopu popustanja anastomoze (2,85
%) u odnosu na kontrolne Zivotinje (31,42 %) ¢ime smo potvrdili ranije rezultate koji su
dobiveni ispitivanjem ucinka pentadekapeptida BPC na cijeljenje gastrointestinalnih
anastomoza (KLICEK i sur., 2013; DJAKOVIC i sur., 2016). BERKOPIC i suradnici su
2020. godine ispitivali u¢inak pentadekapeptida BPC na modelu crijevnih priraslica izazvanih
oStecenjem peritoneuma i dokazali su da pentadekapeptid BPC 157 u interakciji s NO
sustavom dovodi do povecanja broja krvnih zila, smanjenja razine oksidativnog stresa i
smanjenja koli¢ine priraslica. U ovom je istraZivanju evidentirano znacajno manje Stvaranje
priraslica oko anastomoze kod zivotinja tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 ¢ime smo
potvrdili rezultate prethodnog istrazivanja. Manju koli¢inu priralica oko anastomoze

tretiranih Zivotinja jednim dijelom moZemo objasniti manjom stopom i
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manjom veli¢inom dehiscencije anastomoze, a drugim dijelom direktnim ucinkom
pentadekapeptida BPC 157 na stvaranje priraslica. Stvaranje priralica je imalo u¢inak i na
prohodnost anastomoze koja je bila znacajno bolja kod tretiranih Zivotinja u svim terminima.
Manje opstrukcijske smetnje anastomoze kod zivotinja tretiranih pentadekapeptidom BPC
157 u ranom postoperacijskom razdoblju mozemo objasniti manje izrazenim edemom
anastomoze, a u kasnijim terminima manjim stvaranjem priraslica. U ranijim ispitivanjima
ucinka pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje crijevnih anastomoza pokazana je znacajno
veéa Gvrstoéa anastomoza tankog (VUKSIC i sur., 2007) i debelog crijeva (KLICEK i sur.,
2013) kod tretiranih Zivotinja $to je potvrdeno i u ovom istrazivanju. Testiranjem anastomoze
intraluminalnom aplikacijom fizioloske otopine u volumenu koji izaziva popustanje/pucanje
anastomoze pokazano je da je za popusStanje anastomoze tretiranih Zivotinja bilo potrebno
primjeniti znacajno veéi volumen fizioloske otopine u odnosu na kontrolne skupine ¢ime je

pokazana veca ¢vrstoca anastomoze kod tretiranih Zivotinja.

U ovom istrazivanju je pokazano da primjena mikrogramske 1 nanogramske doze
pentadekapeptida BPC 157 uzrokuje smanjenje venske kongestije debelog crijeva
aktivacijom venskih kolaterala i na taj nacin, smanjujuci hipoksiju, poboljsava cijeljenje
kolokoli¢ne anastomoze u uvjetima venske kongestije Sto je vidljivo na makroskopskoj 1
mikroskopskoj razini. Usporedbom rezultata pokazana je statisti¢ki znacajna razlika u svim
promatranim parametrima izmedu tretiranih 1 kontrolnih Zivotinja u korist tretiranih skupina,
dok izmedu skupina tretiranih mikrogramskom i skupina tretiranih nanogramskom dozom

pentadekapeptida BPC nije bilo statisticki znacajne razlike.

Dobiveni rezultati potvrduju rezultate dosadas$njih istrazivanja u kojima je pentadekapeptid
BPC 157 opisan kao vazan promotor cijeljenja i snazan aktivator kolateralne cirkulacije,
predstavljaju osnovu za dodatna istraZivanja 1 otvaraju mogucénost koriStenja

pentadekapeptida BPC 157 u abdominalnoj Kirurgiji.
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7. ZAKLJUCCI

1. Pentadekapeptid BPC 157 u dozi 10ug/kg i 10 ng/kg smanjuje negativne ucinke venske
kongestije debelog crijeva u svim promatranim terminima, a taj ucinak postize aktivacijom

kolateralne cirkulacije.

2.Pentadekapeptid BPC 157 u dozi 10 pg/kg i 10 ng/kg poboljsava cijeljenje kolokoli¢ne
anastomoze kongestiranog debelog crijeva $to je vidljivo morfoloSkom analizom u svim

promatranim terminima.

3. Nema znacajne razlike u u¢inku izmedu mikrogramske i nanogramske doze

pentadekapeptida BPC 157.
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9. PRILOZI

9. 1. Popis koriStenih skracenica

AKT1/PKB- serinska treoninska kinazal/proteinska kinaza B

BPC 157- stabilni zelucani pentadekapeptid (engl. body protective compound 157)
DNA-deoksiribonukleinska kiselina

EGR-1- ¢imbenik ranog odgovora rasta tip 1(engl. early growth response type 1)
eNOS- endotelna sintaza dusikovog monoksida

HE- hemalaun-eozin

HIF- ¢imbenik koji izaziva hipoksiju (engl.hypoxia-inducible-factor)

HPLC- teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high pressure liquid
chromatography)

IL-6- interleukin 6

INOS- inducibilna sintaza duSikovog monoksida

KMV- kaudalna mezenteri¢na vena

LD — smrtonosna doza

L-NAME- N-omega-nitro-L-argininmetilni ester

MSCT- viseslojna kompjutorska tomografija (engl. multi slice computed tomography)
NaCl- natrijev klorid

NNOS- neuronalna sintaza dusikovog monoksida

NO- dusi¢ni monoksid

NOS- NO sintaza



MRNA- glasni¢ka ribonukleinska kiselina(engl. messenger ribonucleic acid)

SMA- protutijela na glatke misi¢ne stanice (engl. smooth muscle antibody)

TGF-p- transformirajuc¢i ¢imbenik rasta B (engl.transforming growth factor)

TNF- a- ¢imbenik tumorske nekroze nekroze o (engl. tumor necrosis factor o.)
VEGF- ¢imbenik rasta vaskularnog endotela (engl.vascular endothelial growth factor)

VEGFR-receptor ¢cimbenika rasta vaskularnog endotela (engl. vascular endothelial growth

factor receptor)
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9. 2. Popis slika

Slika 1 - Model venske kongestije debelog crijeva

Slika 2 - Prikaz kolokoli¢ne anastomoze

Slika 3 - Prikaz venskih arkada kongestiranog silaznog debelog crijeva

Slika 4 - Prikaz dehiscencije kolokoli¢ne anastomoze peti postoperacijski dan
Slika 5 - Stupanj dehiscencije kolokoli¢ne anastomoze

Slika 6 - Stupanj priraslica oko kolokoli¢ne anastomoze

Slika 7 - Stupanj opstrukcje kolokoli¢ne anastomoze

Slika 8 - Promjena volumena venskih arkada na ventralnoj strani debelog crijeva oralno i

aboralno od anastomoze

Slika 9 - Promjena volumena venskih arkada na dorzalnoj strani deelog crijeva oralno i

aboralno od anastomoze

Slika 10 - Kolateralne krvne Zile tre¢i postoperacijski dan

Slika 11 - Kolateralne krvne Zile peti postoperacijski dan

Slika 12 - Kolateralne krvne zile sedmi postoperacijski dan
Slika 13 - Kolateralne krvne zile petnaesti postoperacijski dan
Slika 14 - Kolateralne krvne Zile trideseti postoperacijski dan
Slika 15 - Makroskopske promjene tre¢i postoperacijski dan
Slika 16 - Makroskopske promjene peti postoperacijski dan
Slika 17 - Makroskopske promjene sedmi postoperacijski dan
Slika 18 - Makroskopske promjene petnaesti postoperacijski dan

Slika 19 - Makroskopske promjene tridesti postoperacijski dan
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Slika 20 - Testiranje kolokoli¢ne anastomoze
Slika 21- Stupanj edema kolokoli¢ne anastomoze
Slika 22 - Stupanj nekroze kolokoli¢ne anastomoze
Slika 23 - Stupanj granulacijskog tkiva kolokoli¢ne anastomoze
Slika 24 - Stupanj epitelizacije kolokoli¢ne anastomoze
Slika 25 - Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anstomoze trec¢i postoperacijski dan (HE)
Slika 26 - Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anastomoze peti postoperacijski dan (HE)

Slika 27 - Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anastomoze sedmi postoperacijski dan

(HE)

Slika 28 - Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anastomoze petnaesti postoperacijski dan

(HE)

Slika 29 - Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anastomoze tridesti postoperacijski dan
(HE)

Slika 3. - Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anastomoze peti postoperacijski dan (

GOmaori/Masson)

Slika 31 - Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anastomoze sedmi postoperacijski dan

(Gomori/Masson)

Slika 32 - Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anastomoze petnasti postoperacijski dan (

Gomaori/Masson)

Slika 33 - Imunohistokemijsko bojenje glatkih misSi¢nih stanica kolokoli¢ne anastomoze

SMA antitijelom petnaesti postoperacijski dan

Slika 34 - Patohistoloske promjene kolokoli¢ne anastomoze trideseti postoperacijski dan

(GOmori/Masson)

Slika 35 -Imunohistokemijsko bojenje glatkih misi¢nih stanica kolokoli¢ne anastomoze

SMA antitijelom trideseti postoperacijski da
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9. 3. Popis tablica

Tablica 1- Prikaz broja zivotinja po skupinama i vremenskim intervalima
Tablica 2 - Bodovni sustav za procjenu priraslica

Tablica 3 - Bodovni sustav za procjenu cjelovitosti/popustanja anastomoze
Tablica 4 - Bodovni sustav za procjenu prohodnosti/opstrukcije anastomoze
Tablica 5 - Bodovni sustav za procjenu edema anastomoze

Tablica 6 - Bodovni sustav za procjenu nekroze anastomoze

Tablica 7 - Bodovni sustav za procjenu granulacijskog tkiva anastomoze

Tablica 8 - Bodovni sustav za procjenu epitelizacije anastomoze
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10. ZIVOTOPIS AUTORA S POPISOM OBJAVLJENIH
ZNANSTVENIH RADOVA

10.1. Zivotopis autora

Antonija Duzel rodena je 07. studenog 1974. godine u Splitu. Diplomirala je 1999. godine
na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu nakon ¢ega je obavila pripravnicki staz i

polozila drzavni ispit 2000. godine.

0d 2001. do 2004. godine radila je kao lije¢nik na Hitnoj medicinskoj pomo¢i u Imotskom
i Vinkovcima, a od 2004. do 2005. godine radila je kao odjelni lije¢nik na Odjelu kirurgije

Opc¢e bolnice Vinkovci.

Specijalizaciju iz opée kirurgije zavrsila je 2010. godine u Klini¢koj bolnici Dubrava u
Zagrebu, a uzu specijalizaciju iz abdominalne kirurgije zavrsila je u istoj ustanovi 2014.
godine. Od 2007. godine zaposlena je kao odjelni lije¢nik na Zavodu za abdominalnu

kirurgiju Klini¢ke bolnice “Dubrava“ u Zagrebu.
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10.2. Popis objavljenih radova
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