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1. UVOD

1.1. Dopaminski put u lijecenju shizofrenije

Shizofrenija je teSka mentalna bolest s heterogenom kombinacijom simptoma (1-3).
Karakteriziraju je tri vrste simptoma: pozitivni (halucinacije, neorganizirani govor i ponasanje),
negativni (narusena motivacija i socijalni deficit) i kognitivni (poremecaji u pamcenju) (2, 4,
5). Shizofrenija pogada 1% svjetske populacije, uCestalija je i ozbiljnija kod muskaraca nego
kod Zena, a pocetak se dogada u kasnoj adolescenciji i neuobicajen je nakon 50. godine (2, 5-
8). lako neurobiologiju shizofrenije joS treba razjasniti, predloZzene su mnoge hipoteze za
pojasnjenje bolesti, ukljucujuci hipotezu o neurorazvoju, glutamatnu hipotezu i najprihvaceniju
dopaminsku hipotezu (9-11).

Cvrsti dokazi ukazuju na promjenu dopaminergi¢ke neurotransmisije, a abnormalnosti u
glutamatergickoj signalizaciji ukljucene su u genezu psihoti¢nih 1 kognitivnih simptoma (3, 4).
Analizom slikovnih studija sinaptickih funkcija in vivo pokazana je visoka razina gustoce
dopaminskih D2 receptora u shizofrenih bolesnika u usporedbi sa zdravim kontrolnim
ispitanicima, ali bez promjena u D1 dopaminskim receptorima (12-15). Modifikacija funkcija
sklopova neurona moZe se regulirati dopaminergickim interakcijama D1-D2 dopaminskih
receptora, kao i drugim signalnim proteinima (16, 17). DARPP-32 (protein reguliran
dopaminom i cAMP) jedan je od ciljeva fosforilacijske aktivnosti dopaminskih receptora,
aktivira se i koeksprimira s D1 u MSN-ima (18-20). Stovise, Fienberg i sur. (1998) su opisali
da su miSevi u modelu s mutiranim DARPP-32 pokazali znacajne poremecaje u molekularnom
i bihevioralnom odgovoru na dopamin, antipsihotike i droge, $to ukazuje na vaznost regulacije
DARPP-32 u dopaminergickoj funkciji (21). U modelu na glodavcima, akutna primjena
amfetamina potaknula je porast lokomotorne aktivnosti i senzomotornog deficita (putem DA
D2 receptora), povecavajuci sinapticke monoamine (22-24), a ove su znac¢ajke opisane u nekim
neuroloskim poremeéajima poput shizofrenije  (22,23). Stovie, ovaj kroniéni
hiperdopaminergicki kontekst moze povecati aktivhost DARPP-32 jer su povecane ukupne
razine CDKS, p35 1 p25, Sto rezultira visokom aktivnoS¢u CDKS kinaze 1 posljedi¢no
povecanom fosforilacijom DARPP-32 na Thr75 (25). Budu¢i da je DARPP-32 defosforiliziran
kalcineurinom (PP2B), a PP2B nokautirani miSevi pokazali kognitivno oStecenje, ti rezultati
sugeriraju korelaciju izmedu DARPP-32 i shizofrenije (26, 27). U odnosu na glutamatnu
hipotezu, primjena nekompetitivnog psihotogenog NMDAR antagonista ketamina u zdravih
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(2009) sugeriraju da disfunkcija dopamina vjerojatno utjece na plasticnost NMDA, $to bi moglo
biti povezano sa shizofrenijom (28-30).

Uzimajuéi u obzir sloZenost funkcije dopamina i njegovu povezanost s razvojem nekoliko
bolesti, nije iznenadujuce da postoji niz lijekova kojima je cilj lijeCiti ove bolesti ciljanjem
dopaminskih receptora izravno ili neizravno. Sirok je popis selektivnih ili neselektivnih
agonista i antagonista dopamina koji se klinicki koriste za poboljSanje simptoma bolesti kao Sto
su Parkinsonova bolest, erektilna disfunkcija, hiperprolaktinemija, shizofrenija, bipolarna
depresija i muc¢nina. Neki primjeri su apomorfin, iloperidon, domperidon, bromoprid, klozapin,
lurasidon, olanzapin (15). Vecini ovih lijekova glavni cilj je D2 receptor, iako postoje spojevi
koji mogu djelovati i na D11 D3 (31). Nedavno je americka Uprava za hranu i lijekove odobrila
novi lijek koji je djelomic¢ni agonist dopaminskih D2 receptora, koji takoder ima agonisticku
aktivnost na 5-HT1A receptorima i antagonist na 5-HT2A i a-adrenergi¢nim receptorima:
brekspiprazol (32-34). Odobren je za lijeCenje shizofrenije i1 kao dodatak lijeCenju velikog
depresivnog poremecaja. Brekspiprazol se takoder ispituje za lijeCenje agitacije povezane s
Alzheimerovom demencijom i za posttraumatski stresni poremecaj (33). Jos jedan zanimljiv
atipi¢ni antipsihoticki lijek koji je djelomi¢ni agonist D2 receptora je aripiprazol. Visoke
koncentracije aripiprazola smanjuju otpuStanje dopaminergi¢nih neurona, dok niske
koncentracije povecavaju otpustanje, Sto sugerira da lijek djeluje i na cAMP / PKA i na Akt /
GSK3 putove (35, 36). Aripiprazol je odobren kao terapija za shizofreniju, bipolarni poremecaj,
veliki poremecaj depresije i, kod djece, za Tourettov poremecaj i razdrazljivost povezanu s
poremecajem autisticnog spektra (36). Lijekovi koji ciljaju ortosteri¢na mjesta receptora djeluju
na istom mjestu kao i endogeni ligandi i izazivaju ograniceni uzorak terapijskih odgovora zbog
razli¢ite ucinkovitosti, specificnosti i poluzivota. Nadalje, oni su skloni dovesti do Stetnih
nuspojava. Nedavno je razvijen novi pristup razvoju lijekova koji djeluju na dopaminergicke
putove u kojima lijekovi radije ciljaju signalne putove receptora nego receptore (37, 38). Jedno
uzbudljivo podru¢je moduliranja funkcije receptora je razvoj alosteri¢nih lijekova za GPCR,
ukljucujuci dopaminske receptore (39). Ti lijekovi mogu potencijalno smanjiti Stetne nuspojave
vezanjem na mjesta koja su topografski razliCita od onih na koja se endogeni ligand veZe, a
takoder mogu dvosmjerno utjecati na nizvodne putove. PredloZeno je da bi uporaba alosteri¢nih
modulatora mogla povecati selektivnost za GPCR podjedinice i poboljsati terapijske u€inke bez
naruSavanja fizioloSki regulirane matrice (40). Zanimljivo je da heterodimeri receptora
dopamina takoder mogu biti regulirani alosterickim modulatorima (41). U 2010. godini, N -
((trans) -4- (2- (7 cijano-3,4-dihidroizo-kinolin-2 (1H) -il) etil) cikloheksil) -1H-indol-2-
karboksamid (SB269652) otkriven je kao prvi negativni alosteri¢ni modulator za D2 i D3
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dopaminske receptore i moZe dovesti do razvoja nove klase antipsihotiCkih lijekova (42).
Sukladno tome, 3 (R) - [(2 (S) -pirolidinilkarbonil) amino] -2-okso-1-pirolidin acetamid
(PAOPA) specificni je alostericnimodulator D2 receptora za koga je dokazano da smanjuje
ponasanje nalik shizofreniji u predkliniCkim ispitivanjima koja su pokazala znatno manje
Stetnih nuspojava (43). U tom smislu, alosteri¢ni lijekovi za GPCR, iako ih je teSko razviti,
trenutno su jedan od najcjenjenijih farmaceutskih alata za razvijanje razliCitih strategija
lijecenja nekoliko patologija. Dva lijeka u ovoj kategoriji ve¢ su odobrena u marketinske svrhe
(40). Druga klasa lijekova koja se fokusira na post-receptorsku signalizaciju dopaminskih
receptora koji su u fazi razvoja jesu pristrani ligandi (poznati i kao funkcionalni selektivni
ligandi) (44). Ti su spojevi dizajnirani da selektivno zahvacaju jedan signalni put nizvodno od
receptora koji modulira viSestruke putove kao odgovor na svoj endogeni ligand (15, 45).
Ligandi pristrani za D2 receptore su u fazi izrade kao potencijalna terapija shizofrenije i mogu
selektivno aktivirati nizvodne efektore cAMP / PKA ili B-arestin-2 / Akt (46). Kariprazin je
jedan od takvih lijekova koje je FDA ve¢ odobrila za klini€¢ku uporabu (47). Kariprazin moZe
biti koristan za lijeCenje shizofrenije i bipolarnog poremecaja tipa I jer ima i antagonisticka i
djelomic¢na agonisticka svojstva na D3 i D2 receptorima, uz odredeni afinitet za 5-HT2B
receptore (48). Farmakoloski, kariprazin je klasificiran kao pristrani agonist dopaminskih
receptora, jer njegovo djelovanje na D2 receptore blokira signalizaciju posredovanu G
proteinima, bez regrutiranja signalizacije B-arestinin-2 (49). Drugi moguci ciljevi za otkrivanje
dopaminergickih signalnih lijekova u budu¢nosti mogu biti nekodiraju¢e RNA zbog njihove
uloge u odrZavanju neuronske homeostaze i njihove disregulacije u neuroloSkim bolestima.
Lijekovi koji bi mogli ponovno uspostaviti nekodiraju¢u funkciju RNA mogli bi obnoviti
sinapticku transmisiju (50). Uz to, razvijaju se terapije koje koriste dopaminske neurone
izvedene iz mati¢nih stanica, posebno za lijeCenje Parkinsonove bolesti. Zajedno uzevsi, postoji
niz razliCitih terapija koje se istrazuju za lijeCenje bolesnika s neuroloSkim bolestima u

buduc¢nosti (51, 52).
1.2. Uloga donora NO-a i inhibitora NOS u shizofreniji

1.2.1. Uloga donora NO u shizofreniji

Donori NO su heterogena skupina spojeva cija je zajedni¢ka znacajka sposobnost oslobadanja
NO-a ili vrsta povezanih s NO-om, npr. nitrozonijevog iona (NO+) ili nitroksil aniona (NO), in
vitro ili in vivo neovisno o njegovim endogenim izvorima. Unato¢ €injenici da se ovi spojevi

smatraju donorima NO, oni imaju razli¢ite farmakokineticke i dinamicke profile koji odreduju



vrstu 1 opseg njihovih bioloskih uc¢inaka (53). Glavna odrednica tih u¢inaka je nacin na koji se
oslobada NO, koli¢ina proizvedenog NO i vrijeme tijekom kojeg se oslobada. Stovise, neki
donori NO stvaraju alternativne produkte koji se mogu pojaviti tijekom njihovog metabolizma.
U tom kontekstu, vazno je naglasiti da ko-generiranje superoksidnog aniona moze predstavljati
ogranicenje za terapeutski potencijal donora NO i njihovih metabolita koji se ¢ak mogu koristiti
kao generatori peroksinitrita (54). Donori NO djeluju na vaskularnoj razini pove¢anjem venske
kapacitivnosti i koronarnom vazodilatacijom. Donori NO S§iroko se koriste u klinickom
lijecenju hipertenzije i kardiovaskularnih bolesti (55). Osim toga, pronadeno je da donori NO
posjeduju jaka antioksidativna svojstva i moduliraju upalni odgovor. Stoga se ispituje njihova
korisnost kao neuroprotektivnih sredstava u ishemijskom mozdanom inzultu ili u pomo¢nom
lijecenju neurodegenerativnih bolesti npr. Parkinsonove ili Alzheimerove bolesti (56).

U nizu pretklinickih ispitivanja procijenjena je djelotvornost donora NO-a na
psihotomimeticke u€inke uzrokovane hipofunkcijom glutamatergi¢nog sustava u glodavaca.
Intraperitonealna (i.p.) primjena natrijevog nitroprusida (SNP) donora NO (2—-6 mg/kg) suzbila
je hipermotilitet, stereotipiju i ekspresiju c-fos u kortikalnim podrucjima induciranu s
antagonistom NMDA receptora fenciklidinom (PCP) (5 mg/kg, i.p.) u Stakora (57). Naknadna
studija pokazala je da drugi donor NO molzidomin (2-4 mg/kg, i.p.) suzbija hipermotilitet,
stereotipiju 1 ataksiju induciranu s antagonistom NMDA receptora MK-801 (dizocilpin) (0,1
mg/kg, i.p.) u Stakora (58). Nadalje, prethodni tretman sa SNP (4 mg/kg, i.p.) sprijecio je
psihotomimeticke uc¢inke (hipermotilnost i stereotipiju) antagonista NMDA receptora ketamina
(25 mg/kg, i.p.) (59). Konacno, nakon tretmana sa SNP (5 mg/kg, ip.), ali ne s
gliceriltrinitratom (GTN) (10 mg/kg, i.p.), oslabljena je hiperlokomocija inducirana ketaminom
(30 mg/kg, i.p.) (60). Skupno, gore navedeni rezultati sugeriraju da donori NO poniStavaju
psihotomimeticke ucinke nastale hipofunkcijom glutamatergi¢kog sustava koji mogu nalikovati
pozitivhim simptomima shizofrenije. Do sada, medutim, nema informacija jesu li se donori NO
u stanju suprotstaviti psihotomimetickim u¢incima (hipermotilnost, stereotipija) koji oponasaju
pozitivne simptome shizofrenije izazvane dopaminergickim agensima (npr. amfetamin,
apomorfin).

Razlicite studije su procijenile u¢inkovitost donora NO u modelima na Zivotinjama koji
podsjecaju na kognitivne deficite povezane sa shizofrenijom. Specificno, pokazano je da je
centralna primjena NO-donora S-nitrozo-N-acetilpenicilamina (SNAP) (10 nmol) oslabila
prostorni deficit paméenja induciran s MK-801 (0,1 mg/kg, i.p.) u Y-labirintu u miSeva (61).
Osim toga, periferno primijenjeni molzidomin (4 mg/kg, i.p.) neutralizirao je poremecaj

prepoznavanja induciran s MK-801 (0,1 mg/kg, i.p.) nakon treninga u zadatku prepoznavanja
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novog objekta (NORT) u Stakora (58). Nadalje, GT 1061 (0,001 — 0,1 mg/kg, i.p.) novi nitrat
koji kombinira agonisti¢ku aktivnost na GABA A receptorima i pojacava otpuStanje NO,
ponistio je MK-801 (0,5 mg/kg, dva puta dnevno tijekom 7 dana, i.p.) inducirano
preusmjeravanje deficita uCenja u zadatku Morrisovog vodenog labirinta u Stakora (63).
Stovise, SNP (5 mg/kg, i.p.) i GTN (10 mg/kg, i.p.) oslabili su ketaminom (30 mg/kg, i.p.) -
izazvan dugotrajni, ali ne i kratkotrajni poremecaj u prepoznavanju u NORT u Stakora (60).
Zatim, otkriveno je da donori NO mogu ponistiti kognitivni deficit induciran dopaminergickim
agensima u glodavaca. Injekcija molzidomina (2—4 mg/kg, i.p.) i SNP (0,3-1 mg/kg, i.p.) nakon
tretmana poniStila je poremecaj prepoznavanja koji je izazvao mjeSoviti dopaminergicki agonist
D1/D2 apomorfin (I mg/kg, i.p.) u NORT u Stakora (63). Dodatno, tretman SNP-om (2,5
mg/kg, i.p.) poboljsao je ponaSanje miSeva i oslabio amfetaminom (10 mg/kg, i.p.) - inducirani
nedostatak pozornosti u testu prepulsne inhibicije (PPI) (64). U drugoj studiji, tretman SNP-om
(0,3-3 mg/kg, i.p.) nije imao ucinka na sposobnost procjene Stakora u PPI testu (65). Ukratko,
naprijed navedeni rezultati ukazuju da su donori NO sposobni suprotstaviti se poremecajima
paznje i pamcenja u razli¢itim modelima shizofrenije na Zivotinjama i predlazu funkcionalnu
interakciju izmedu NO i glutamatergi¢kog odnosno dopaminergickog sustava. U nedavnom
ispitivanju pokazalo se da je SNP remetio kognitivnu sposobnost glodavaca (60), dok druga
izvjeSc¢a nisu podrzala ovu tvrdnju (63-65). Ova neslaganja u vezi s u¢incima SNP mogu se
pripisati razlikama u rasponu doza, farmakokinetiCkim pitanjima i eksperimentalnim
postavkama, ukljucujuéi sedativno djelovanje ovog donora NO kada se primjenjuje u dozi od 5
mg/kg.

Zanimljivo je da nema informacija o potencijalnoj u¢inkovitosti NO donora u modelima
na zivotinjama koji sli¢e negativnhim simptomima shizofrenije. Nedavna studija s ciljem
rjeSavanja ovog problema nije donijela znacajne rezultate. Specifi¢no, objavljeno je da SNP (5
mg/kg, i.p.) nije utjecao na ucinkovitost Stakora tretiranih ketaminom u testu potroSnje saharoze
(60).

Prvo, kontrolirano ispitivanje provedeno je u 20 shizofrenih bolesnika u dobi od 19 do
40 godina, koji su bili u prvih 5 godina bolesti i uzimali antipsihotike. Bolesnici su primali SNP
[0,5 pg/min 4 h, intravenski, (i.v.)] ili placebo. Rezultati ovog preliminarnog istraZivanja jasno
su pokazali da je nakon infuzije SNP-a opaZeno brzo (unutar 4 h) poboljSanje simptoma i ti
korisni u€inci SNP-a su se zadrzali 4 tjedna nakon infuzije (66). Zanimljivo, pri testiranoj dozi,
SNP nije izazvao Stetne nuspojave (66). Nadalje, u kasnijem klinickom ispitivanju, ocijenjena
je ucinkovitost SNP-a u lijecenju kognitivnih oStecenja, $to je uobicajena znacajka u shizofrenih

bolesnika (67). Nalazi su pruzili preliminarne dokaze o mogu¢em blagotvornom uc¢inku SNP-a
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na izvrSne funkcije (selektivna paznja i radna memorija) koje su ¢esto oStecene u shizofrenih
bolesnika (67).

Tocan mehanizam (mehanizmi) kojima donori NO proizvode svoje ucinke na deficite
ponasanja izazvane antagonistima NMDA receptora jo$ uvijek se istrazuje. U tom kontekstu,
objavljeno je da SNP blokira ekspresiju c-fos izazvanu s PCP-om u kortikalnim regijama mozga
Stakora, Sto se smatra metaboliCkim biljegom aktivacije neurona (57). ObjaSnjenje njihovog
djelovanja moglo bi se povezati s kapacitetom donora NO za promicanje povratne inhibicije
NOS-a (66), ispravljajuci regulaciju neurona koji eksprimiraju NOS u hipokampusu Stakora
nakon primjene antagonista NMDA receptora (68). Doista, pokazalo se da oni inhibiraju
povecanje aktivnosti NOS inducirane u neutrofilima Stakora tretiranim s endotoksinom
lipopolisaharidom (69). Alternativna hipoteza kojom se objaSnjava korisno djelovanje donora
NO u ovim modelima shizofrenije na Zivotinjama temelji se na dobro poznatim
antioksidativnim svojstvima ovih spojeva u razliitim eksperimentalnim modelima
Parkinsonove bolesti, ishemije mozga, traumatskih ozljeda mozga i Alzheimerove bolesti (56).
Iako je patogeneza shizofrenije i dalje nepoznata, predloZena je moguca veza izmedu
oksidativnog stresa i bolesti. U tom kontekstu, objavljeno je da subanesteticka doza ketamina
povecava oksidativni stres u mozgu Stakora (70). U cjelini, ovi podaci ukazuju da korisni ucinci
donora NO na poremecaje ponaSanja uzrokovani glutamatnom hipofunkcijom mogu biti
povezani s antioksidativnim svojstvima NO donora. Zanimljivo je da spojevi kao S$to je nitrat
GT 1061 koji kombiniraju poja¢avanje funkcije GABA A receptora s pojacavanjem funkcije
NO i time Sto rjeSavaju viSestruke ¢imbenike koji su ukljuceni u patofiziologiju shizofrenije,
mogu imati vecu ucinkovitost nakon sustavnih inzulta koji viSe odgovaraju onima u shizofreniji
(62). Mehanizam kojim donori NO ispoljavaju svoje ucinke na oStecenje pamcenja izazvano
apomorfinom jo$ nije razjasnjen. Medutim, dopamin snazno modulira aktivnost NOS ovisnu o
NMDA i produkciju NO u strijatalnim neuronima (71). Aktivnost NOS-a povecana je
aktivacijom dopaminskih D1 receptora preko izravnog u¢inka na nNOS neurone u strijatumu i
smanjenom aktivacijom dopaminskih D2 receptora putom jo§ nepoznatog inhibitornog
mehanizma (72). Zanimljivo, objavljeno je da su male doze apomorfina pojacale prepoznavanje
u Stakora putem aktivacije dopaminskih D1 receptora (73), dok njegov ucinak koji remeti
pamcenje moZe ukljucivati aktiviranje dopaminskih D2 receptora (74). Pokazano je da
aktivacija dopaminskih D2 receptora blokira olakSavanje aktivnosti NOS posredovano
dopaminskim D1 receptorima (75) najvjerojatnije posrednim mehanizmom koji ukljucuje
aktivaciju presinaptickih D2-receptora (76, 77) i posljedicnom inhibicijom NMDA

glutamatom- induciranih ucinaka na aktivhost NOS. Medutim, efekti posredovani
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dopaminskim D2 receptorima mogu takoder modulirati aktivnost NOS djelovanjem na druge
mehanizme npr. GABA (78). Moglo bi se pretpostaviti da pojacanje aktivnosti NO mozZe biti
suprotno inhibicijskim ucincima aktivacije dopaminskih D2 receptora na dopaminsko D1-
olakSavanje aktivnosti NOS. Sto se ti¢e uéinka koji SNP proizvodi na modulaciju senzorno-
motorne filtracije tijekom dopaminergicke disfunkcije, moze se zakljuciti da ti ucinci nisu
povezani s povecanjem razine cGMP. U tom kontekstu, ne moze se iskljuciti uloga cAMP-a u
djelovanje na paznju koju posreduju NO donori (64).

Akumulirani dokazi ukazuju na to da su donori NO ukljuceni u shizofreniju. Pretklinicki
pokusi pokazali su njihovu uc¢inkovitost u ublazavanju psihotomimetickih u¢inaka i kognitivnih
poremecaja u modelima shizofrenije na Zivotinjama. Do sada, medutim, postoje nedosljedne
informacije o potencijalnoj ucinkovitosti generatora NO u modelima na Zivotinjama koji
podsjecaju na negativne simptome shizofrenije. Klinicka istrazivanja se sastoje od dvije pilot
studije u kojima je uoceno poboljSanje u shizofrenih bolesnika nakon lijecenja SNP-om.
Nadalje, treba istraziti potencijalnu ulogu donora NO kao pomo¢nih sredstava u lijeCenju nekih
aspekata shizofrenije. Kona¢no, vazno je uzeti u obzir uski terapeutski prozor spojeva
povezanih s NO. Male promjene u lokalnoj koncentraciji NO i vrijeme primjene stoga mogu

biti klju¢ni ¢imbenik u odredivanju njihovog bioloskog djelovanja (79).

1.2.2. Uloga inhibitora sinteze dusikovog oksida (NOS) u shizofreniji

Inhibitori NOS koji blokiraju biolosku aktivnost NO, znacajno se razlikuju ovisno o potentnosti
1 selektivnosti izooblika. Gvanidino-supstituirani analozi L-arginina (npr. L-NMMA
(monometilarginin), L-N-nitroarginin 1 njegov metil ester, L-NOARG i L-NAME) snaZno
inhibiraju NOS in vitro i in vivo, ali ova klasa spojeva pokazuje malu selektivnost prema
razli¢itim izooblicima NOS (79-82). Derivati amino kiselina takoder mogu blokirati NOS. Dva
prilicno jaka inhibitora NOS su L-N-iminoetil-lornitin (L-NIO) i L-N6-iminoetillizin (L-NIL).
Prvi ima odredeni afinitet za eNOS, dok je drugi relativno selektivan za iNOS. Drugi inhibitori
NOS su supstituirani citrulinski spojevi, npr. tiocitrulin i alkiltiocitrulini (npr. S-metil i S-
etiltiocitrulin, SMTC i SETC). SMTC pokazuje izvjesnu selektivnost za nNOS (80-82).
Selektivnu inhibiciju aktivnosti nNOS 1 iNOS pokazuju 1 pojedini heterociklicki spojevi
razliite kemijske prirode. Postoji nitroindazolna skupina fuzioniranih heterocikla [npr. 7-NI
(7-nitroindazol), L-NPA (Nw-propil-L-arginin), 3-bromo-7-nitroindazol i 2,7-dinitroindazol] i
imidazol i njegovi supstituirani derivati [npr. TRIM (I- (2-trifluorometilfenil) imidazol)] koji
su svi jaki inhibitori nNOS. Aminoguanidin, 1400 W (3-aminometilbenzilacetamidin) i neke S-

alkilirane izotioureje selektivno inhibiraju iINOS (80-82). Neselektivni i eNOS inhibitori
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blokiraju eNOS, smanjujuci endotelnu vazodilataciju i povisujuci krvni tlak (83-85). Inhibitori
nNOS imaju antinociceptivno djelovanje (83), a inhibitori iNOS povecavaju krvni tlak u
septiCkom Soku (84). Inhibitori NOS takoder mogu smanjiti veli¢inu infarkta u modelima
fokalne ishemije na Zivotinjama (86-88) i imati neuroprotektivnu aktivnost u modelima
Parkinsonove bolesti (89-91) i Alzheimerove bolesti na Zivotinjama (92).

U miSeva, i.p. injicirani neselektivni inhibitor NOS, metilensko modrilo (MB) (32-100 mg/kg),
ponistio je eksplozivne epizodi¢ne skokove inducirane s antagonistom NMDA receptora MK-
801 (1 mg/kg, i.p.) (93). Takoder u miSeva, neselektivni inhibitor NOS L-NAME (30 mg/kg,
1.p.) je oslabila stereotipno ponaSanje izazvano subkutanom (s.c.) injekcijom indirektnog
agonista dopamina metamfetamina (4 mg/kg) (94). U Stakora L-NAME (5-10 mg/kg, i.p.) je
suzbila hipermotilitet i nedostatke paznje izazvan antagonistom NMDA receptora PCP (2-4
mg/kg, s.c.), ali ne i promjene izazvane amfetaminom (1-2 mg/kg, s.c.) (95). Isto tako, u
predtretmanu Stakora s neselektivnim inhibitorima NOS-a L-NOARG (30 mg/kg, i.p.) 1 arcaina
(10 1 30 mg/kg, 1.p.) smanjeni su nedostaci paznje izazvani PCP-om (3 mg/kg, s.c.) (96). U
miSeva L-NAME (20-40 mg/kg, i.p.) je ponistila Stetne u¢inke PCP-a (5 mg/kg, i.p.) na paznju
(97). Sli¢no tome, MB (50 i 100 mg/kg, i.p.) je sprijeio poremecaj prepulsne inhibicije i
hipermotilitet induciran s PCP (4 mg/kg, i.p.) u miSeva (98). L-NAME (20 mg/kg, i.p.) u miSeva
oslabila je oStecenje paznje uzrokovano MK-801 (0,4 mg/kg, i.p.), ali ne i poremecaj paZnje
izazvan s PCP-om (4 mg/kg, i.p.) i amfetaminom (5 mg/kg) kg, i.p.). Zanimljivo, L-NAME 40
mg/kg je ponistila nedostatak paZnje izazvan gore spomenutim glutamatergi¢kim ili
dopaminergickim agensima (99). Isti su istrazivaci izvijestili da je L-NAME (10 mg/kg, i.p.)
smanjila nedostatak paZnje izazvane PCP-om (2 mg/kg, i.p.), ali ne i MK-801 (0,1 mg/kg, i.p.)
u Stakora. L-NAME (10 i 40 mg/kg, i.p.) je suzbila hipermotilitet induciran PCP-om (4 mg/kg,
ip) i MK-801 (0,15 mg/kg, i.p.) u testu otvorenog polja u stakora (100). Cini se da se ovaj
diferencijalni u¢inak L-NAME na nedostatak paznje zbog blokade glutamata ne objasSnjavaju
selektivnom interakcijom L-NAME s antagonistickim u¢inkom PCP-a na NMDA receptorima.
Veca ucinkovitost L-NAME u ublazavanju u€inaka PCP-a u ponaSanju od uc¢inaka na MK-801
moZe odraZzavati njihovu razliku u potenciji (93). MK-801 ima oko 20 puta ve¢i afinitet za
NMDA receptore nego PCP (101). Opisana je funkcionalna interakcija izmedu nitrergi¢kog i
DAergickog sustava u odrZavanju pozornosti. Dvije doze L-NOARG (40 mg/kg, i.p.) u jednom
danu suzbile su nedostatak paZnje izazvan amfetaminom (2 mg/kg, i.p.) u testu prepulsne
inhibicije u Stakora. L-NAME nije suzbila poremecaj paZznje uzrokovan agonistom DA D1/D2
receptora apomorfinom (0,5 mg/kg, i.p.), klonpirolom agonistom DA D2/D3 receptora (0,31 1
mg/kg, 1.p.) ili bromokriptinom agonistom DA D2 receptora (1 1 40 mg/kg, i.p.) (91). Ovi nalazi
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ukazuju da L-NOARG stupa u interakciju s amfetaminom (koji oslobada DA), ali ne s DA
agonistima. Prema tome, Cini se da je NO ukljuc¢en u dopaminergicko djelovanje na senzorno-
motornu filtraciju, vjerojatno presinaptickim mehanizmom (102). Izvodenje zadatka u
Morrisovom vodenom labirintu upotrijebljeno je za prou¢avanje u¢inaka L-NAME (10 mg/kg,
s.c.) u suprotstavljanju Stetnom djelovanju PCP (2 mg/kg, s.c.) na prostornu memoriju Stakora
1 kognitivnu fleksibilnost. Subkroni¢ni tretman s L-NAME suzbio je nedostatke u prostornom
ucenju, prostornoj radnoj memoriji i kognitivnoj fleksibilnosti uzrokovanoj subkroni¢nom
administracijom PCP-a (103-106).

U modelu na Zivotinjama koji oponaSa negativne simptome shizofrenije (test socijalne
interakcije) L-NAME (10 mg/kg, i.p.) je suzbila socijalnu izolaciju induciranu PCP-om (2
mg/kg, s.c.) (106). L-NOARG (40 mg/kg, i.p.) je suzbio Stetne ucinke otpustanja
dopaminametilfenidatom (30 mg/kg, i.p.) na paznju u miseva (107). U miSeva, s dozama L-
NAME ispod praga (20 mg/kg, i.p.) istodobno s agonistom GABA B baklofenom (2,5 mg/kg,
1.p.) sprjeceni su poremecaji u¢inka PCP (5 mg/kg, i.p.) na pozornost. Baklofen, povezano s
dozom je uzrokovao smanjenje oslobadanja NO iz PFC. Ovi nalazi predlazu funkcionalnu
interakciju izmedu GABA B receptora i NO na pozornost (108).

U Stakora su dvije bilateralne injekcije L-NOARG-a (11 pg) u bazolateralnu amigdalu (BLA)
u jednom danu sprijecile nedostatak paZnje izazvane apomorfinom (10 pg) i kvinpirolom (3
ug), ali ne i amfetaminom (30 pg). Prema tome, pretpostavlja se da NO djeluje na
dopaminergicku regulaciju senzorno-motorne filtracije u BLA (109). Pojedinac¢na injekcija L-
NAME (1 1 3, ali ne i 10 mg/kg, i.p.) ponisStila je poremecaje prepoznavanja uzrokovane
antagonistima NMDA receptora MK-801 (0,1 mg/kg, i.p.) 1 ketamina (3 mg/kg, i.p.) u NORT
u Stakora (110). Ponovljene doze L-NAME (1 i 10 mg/kg, i.p., jednom dnevno tijekom pet
uzastopnih dana) oslabile su deficit prostorne radne memorije i retencijski deficit uzrokovan
ketaminom (15 mg/kg, i.p. jednom dnevno tijekom pet uzastopnih dana) u zadatku radijalnog
vodenog labirinta u Stakora (111). U istom rasponu doza i uvjetima lijeCenja, L-NAME je
suzbila gubitak prepoznavanja kontrolnih Stakora u NORT-u (111). Nasuprot tome, ponovljene
sistemske doze L-NAME (3 mg/kg, i.p., jednom dnevno tijekom pet uzastopnih dana)
poremetile su ucinak Stakora u NORT (59), te u zadatku radijalnog vodenog labirinta (111).
Tako L-NAME ima dvostruko djelovanje na pamcenje Stakora, Sto moZe biti povezano sa
stanjem lijeCenja (akutnim naspram ponavljanim), a ne s tipom memorije (prepoznavanje
nasuprot prostornoj) i sugerira sloZeni u¢inak L-NAME na procese memorije (111). Konacno,

akutna L-NAME (1-3 mg/kg, i.p.) ponistila je deficit induciran dopaminskim agonistom



apomorfinom (1 mg/kg, i.p.) u NORT u Stakora, Sto potvrduje interakciju izmedu
dopaminergickog i nitrergi¢kog sustava u prepoznavanju (63).

Selektivni nNOS inhibitor 7-NI (100 mg/kg, i.p.) oslabio je eksplozivne epizodi¢ne skokove
izazvane s MK-801 (1 mg/kg, i.p.) u miSeva (93). Pri znatno nizim dozama (10 mg/kg, i.p.) 7-
NI se takoder suprotstavio nedostacima paznje u Stakora induciranih s PCP (3 mg/kg, s.c.) (95).
Selektivni nNOS inhibitor AR-R17477 (0,5, 1 1 5 mg/kg, s.c.) suprotstavio se hipermotilitetu
izazvanom PCP-om (4 mg/kg, s.c.), a doza od 1 mg/kg neutralizirala je nedostatke paZnje
izazvane s PCP (2 mg/kg, s.c.) ali ne i amfetaminom (2 mg/kg, s.c.) u Stakora (112). Selektivni
nNOSinhibitor L-NPA (20 mg/kg, i.p.) oslabio je hiperlokomociju i oSte¢enje paZnje u misSeva
inducirano s PCP (3 mg/kg, i.p.) (113). Rezultati ukazuju da su ucinci L-NPA na pozornost bili
selektivni za podrucje mozga, budu¢i da on smanjuje visoku razinu NO izazvanu PCP-om u
prefrontalnoj kori (PFC) vjerojatno uklju¢uju¢i nNOS (114). Selektivni nNOS inhibitori
takoder su ucinkoviti u modelima shizofrenije na Zivotinjama povezanih s dopaminergi¢kom
disfunkcijom. 7-NI injiciran periferno (10 1 30 mg/kg, i.p.) ili intracerebroventrikularno (icv,
50, 100 nM) suzbio je poremecaj paznje u misSeva induciran metilfenidatom (30 mg/kg, i.p.)
(107). Pri niZim dozama (0,3 i 1 mg/kg, i.p.) 7-NI je oslabio nedostke u prepoznavanju
uzrokovane apomorfinom (1 mg/kg, i.p.) u Stakora, ukazuju¢i na funkcionalnu interakciju
izmedu DAergic¢kog i nitrergi¢kog sustava u prepoznavanju (63). Myricitrin (51 10 mg/kg, i.p.),
iNOS blokator i inhibitor protein kinaze C, suprotstavio se stereotipiji i uspinjanju induciranom
apomorfinom (1 mg/kg, s.c.) u miSeva (115). Selektivni iNOS inhibitori aminoguanidin (AG)
(100 1 400 mg/kg, ip) 1 (-) - epigalokatehin-3-galat) (EGCG, 100 mg/kg, i.p.) ukinuli su
psihotomimeticke ucinke (hipermotilitet, stereotipiju i ataksiju) inducirane s MK- 801 (0,25
mg/kg, i.p.) i oslabili hiperlokomociju induciranu s PCP (20 mg/kg, i.p.) u Stakora. Oba iNOS
inhibitora obnovila su fizioloSku razinu istjecanja glutamata iz prefrontalne kore (PFC) (116)
evociranog s MK-801. Nedavno je utvrdeno da aminoguanidin (25 i 50 mg/kg, i.p.) suzbija
poremecaj prepoznavanja izazvan ketaminom (3 mg/kg, i.p.) i apomorfinom (1 mg/kg, i.p.), ali
ne smanjuje, pri bilo kojoj testiranoj dozi (50 1 100 mg/kg), socijalnu izolaciju induciranu
ketaminom (8 mg/kg) u $takora (117). Cini se da inhibitori NOS smanjuju psihotomimeticke
ucinke i oSte¢enja povezana s kognitivnim funkcijama u razli¢itim modelima shizofrenije na
Zivotinjama. Takoder postoje ocigledne funkcionalne interakcije izmedu NO i
glutamatergickog i DAergickog sustava. Medutim, informacije su oskudne o potencijalnoj
ucinkovitosti inhibitora NOS u modelima dizajniranim za oponasanje negativnih simptoma

shizofrenije. Dosadasnja studija pokazala je da je neselektivni inhibitor NOS L-NAME koristan
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u suzbijanju socijalne izolacije izazvane tretmanom s PCP-om u Stakora (106), dok inducibilni
NOS inhibitor aminoguanidin nije ponovio ovaj uc¢inak (117).

Klini¢ka djelotvornost inhibitora NOS u shizofreniji ispitivala se tek u dva mala klinicka
ispitivanja do sada i njihovi rezultati nisu bili obe¢avaju¢i. U Cetiri tjedna otvorene studije
provedene u osam shizofrenih bolesnika koji viSe nisu odgovarali na konvencionalne
antipsihotike, dodavanje MB konvencionalnim lijekovima nije dovelo do znacajnog
poboljsanja (118). Sli¢no tome, u randomiziranom, dvostruko slijepom, placebo-kontroliranom
pokusu s 34 sudionika EGCG nije imao znacajan ucinak (119). Zanimljivo je da je u nizu
klinickih ispitivanja uocena ucinkovitost indirektnih inhibitora NOS-a u ublazavanju simptoma
shizofrenije (120). Administracija L-lizina, aminokiseline ukljuene u stvaranje NO, u
bolesnika koji su primali konvencionalne lijekove smanjila je teZinu psihoti¢nih simptoma
(121, 122). Nadalje, u nizu klinickih ispitivanja utvrdeno je da je polusintetski antibiotik
minociklin koji inhibira iNOS ucinkovit u poboljSanju simptoma shizofrenije (posebno onih
negativnih) (123). Oba spoja su bolesnici dobro tolerirali (121-123).

Iako su neki pretklini¢ki modeli shizofrenije ukazali na u¢inkovitost odredenih inhibitora NOS,
eksperimentalni dokazi pokazuju da oni Cesto uzrokuju katalepsiju (124, 125). To bi bilo
ogranicenje u njihovoj uporabi u lije¢enju shizofrenije. Medutim, katalepticki u¢inak inhibitora
NOS gubi se ponovljenim tretmanom (126). Nadalje, pretpostavljeni amnesticki ucinci
inhibitora NOS u Zivotinja opazeni su s vrlo visokim dozama i Cesto su bili praceni teSkim
nespecificnim ucincima (127).

Precizan mehanizam ucinka inhibitora NOS na poremecaje u ponaSanju izazvane antagonistima
NMDA receptora i dalje nije poznat u cijelosti. Medutim, shizofreniji-sli¢ni ucinci antagonista
NMDA receptora ukljuCuju povecanje razine glutamata, hipermotilitet, stereotipiju, socijalni i
kognitivni deficit (128). Shizofreniji-sli¢ni u¢inci na ponasanje kao posljedica blokade NMDA
receptora u glodavaca barem dijelom posljedica su porasta NO aktivnosti (129). NO-ovisno
povecanje signalizacije cGMP-a, glavnog efektora NO u mozgu, pokazano je u PFC-i misa,
nakon administracije PCP-a. L-NAME je takoder oslabila nedostatke pozornosti uzrokovane
PCP-om, smanjenjem tvorbe cGMP-a induciranog s PCP u PFC-i misa (130). Takoder je
objavljeno da neselektivni inhibitor NOS L-NAME i inhibitori iNOS aminogvanidin (AG) i
epigalokatehin-galat (EGCG) smanjuju prekomjerno istjecanje glutamata iz PFC u odgovoru
na MK-801 1 PCP (116,131). To bi mogla biti bitna komponenta korisnog djelovanja inhibitora
NOS na poremecaje u ponasanju uzrokovane NMDA blokadom. Sto se ti¢e mehanizma kojim
inhibitori NOS izraZavaju svoje u¢inke na DAergic¢ku disfunkciju, objavljeno je da apomorfin

povecava sadrzaj cGMP u mozgu (132) i slicno onome $to se dogada s PCP (130), inhibiranje
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aktivnosti NOS moglo bi smanjiti cGMP i ukinuti deficit uzrokovan DAergi¢kom disfunkcijom
(107). Nadalje, 7-NI blokira metilfenidatom induciranu ekspresiju c-fos u cingularnom korteksu
miSa, strijatumu, nucleus accumbensu i bazolateralnim amigdalama, S$to se smatra
metabolickim markerima neuronske aktivacije (133). Neurokemijske studije upucuju na to da
inhibitori NOS slabe amfetaminom inducirano oslobadanje aspartata, GABA, acetilkolina u
nucleus accumbens-u Stakora. Inhibitori NOS normalizirali su i ekscesivne razine NO u kori i
strijatumu uzrokovane amfetaminom (134). U svjetlu dokaza da je NO ukljucen u upalu (135),
alternativno objaSnjenje ucinaka inhibitora NOS u pretklinickim modelima shizofrenije moze
se temeljiti na njihovim utvrdenim antioksidativnim svojstvima. Ona su opisana u razli¢itim
predklini¢kim modelima ishemije mozga (85-87); Parkinsonove bolesti (89-91) 1 Alzheimerove
bolesti (92). lako patogeneza shizofrenije ostaje nepoznata, predloZena je veza s oksidativnim
stresom. Antagonisti NMDA receptora navodno povecavaju oksidativni stres u glodavaca (69,
89, 90). Slicno tome, postoje eksperimentalni dokazi da DA agonisti takoder induciraju
oksidativni stres (136). Takoder su prijavljena antioksidativna svojstva inhibitora NOS u
disfunkciji DAergic¢kog sustava. Posebno, je aminogvanidin inhibirao porast iNOS aktivnosti i
sprijeCio gubitak DAergickih stanica i neurodegeneraciju u upalnom stanju induciranom
lipopolisaharidom (LPS) (137-139). Neselektivni inhibitor NOS L-NAME sprijecio je
oksidativni stres izazvan metamfetaminom (140). Cinjenica da se inhibitori NOS mogu
suprotstaviti psihotomimetickim ucincima glutamata i DAergickoj disfunkciji moze biti

povezana s njihovim antioksidativnim profilom.

1.3. BPC 157 zelu€ani pentadekapeptid
1.3.1. Pentadekapeptid BPC 157 i u¢inak na sredisnji zivéani sustav

Stabilni Zelu€ani pentadekapeptid BPC 157 je protuulkusni peptid i predstavlja dio sekvence
ljudskog Zeluc¢anog proteina BPC izoliranog iz Zeluca. Slobodno je topljiv u vodi pri neutralnom
pH i u fizioloskoj otopini. Administrira se samostalno jer je stabilan u zelu¢anom soku ¢ovjeka
te mu pri administraciji nisu potrebni nosaci za siguran prolazak kroz Zeludac. Dokazana je
sigurnost primjene u klinickim ispitivanjima za upalnu bolest crijeva (PL-10, PLD-116, PL
14736) i cijeljenje rana. U navedenim klini¢kim ispitivanjima nije dokazana vlastita toksi¢nost
pentadekapeptida BPC 157 te nije dostignut LD1. BPC 157 (GEPPPGKPADDAGLV, M.W.
1419), sintetiziran je u kompaniji Diagen iz Ljubljane (Slovenija), te je do sada u istraZivanjima
najceSce koriSten u razli¢itom rasponu doza (10 pg/kg, 10 ng/kg, 10 pg/kg) 1 u razlicitim

nacinima primjene. BPC 157 sa svojim snaznim protuulkusnim potencijalom protiv razlicitih
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ulcerogena predstavlja novi medijator Robertovog koncepta citoprotekcije. ¢inak BPC 157 na
sredi$nji Zivéani sustav (SZS) je zasnovan na pretpostavci da je BPC 157 bitan dio moZdano
probavne osovine te kao takav, osim djelovanja na gastrointestinalni trakt ima i koristan uc¢inak
na mozak. Budu¢i da osovina mozak-probava podrazumijeva interakciju izmedu mozga i
probave i obrnuto (141), ovaj koncept takoder podrazumijeva neurotransmitere i/ili
peptidergicke C¢imbenike rasta, nativne u gastrointestinalnom traktu koji imaju snaznu anti-
ulkusnu potenciju, a time i s periferije takoder mogu povoljno utjecati na poremecéaje SZS-a. U
svrhu lijeCenja to predstavlja sklad koji se mora uspostaviti izmedu mozga i probave. Ovaj
koncept podrzava istrazivanje koje dokazuje da osovina mozak-probava, kao dvosmjerni
neurohumoralni komunikacijski sustav u ljudskom tijelu, takoder funkcionira kao put kojim
crijevni mikrobioti moduliraju funkciju mozga domacina (142). U teoriji, slijede¢i implikacije
Pavlova, Selyea i njihovih uenika, kako razli¢iti peptidi mogu pokazati snazan ucinak na
periferne funkcije (osobito anti-ulkusnu potenciju) (143-151), osovina mozak-probava
kontrolira brzinu kojom tijelo koristi svoje obrambene sposobnosti, daje odgovore i kontrolira
osjetljivost tijela na aktivaciju drugih osi. U praksi, realizacija terapije, kao obrambeni odgovor
s periferije (tj. gastrointestinalnog trakta) (tj. peptidergicki agens koji je sposoban prenijeti
svoju veliku korisnu potenciju s periferije (osobito s jakim anti-ulkusnim efektom) na srediSnje
poremecaje) dosad je nedostajala. Pod perifernim paralelnim dijelom osi mozak-probava
sugerira se Robertov koncept citoprotekcije Zeluca koji podrazumijeva odrzavanje sluznice
gastrointestinalnog trakta kao uvjerljivog aktivnog temelja za druge korisne uc¢inke (152-160).
Tako je otkriven stabilni Zelucani pentadekapeptid BPC 157, endogeni anti-ulkusni peptid,
nativan i stabilan u ljudskom Zelu¢anom soku, za koga se smatra da je novi medijator Robertove
citoprotekcije, odrzavajuci integritet gastrointestinalne sluznice, bez ikakve toksicnosti za koga
se jo§ navodi da nije postigao potpunu klini¢ku primjenu (161-173). Prema tome, za realizaciju
osi mozak-probava, ali i stabilnog pentadekapeptida BPC 157, njegovi snazni korisni ucinci na
periferiji podrazumijevaju odgovarajuci povoljan srediSnji utjecaj (161-173). Treba naglasiti da
BPC 157 izbjegava sve prakti¢ne zamke u lijeCenju pomocu peptidergickih ¢imbenika rasta
(npr. standardni ¢imbenici rasta koji se brzo otope u ljudskom zeluCanom soku teSko bi
kombinirali periferno 1 centralno iscjeljivanje zbog nedostatka da se daju s nosacem i
zahtijevaju specijalne sustave isporuke). BPC 157 se uvijek daje sam, i time moZe djelovati
izravno, uvijek Koriste¢i isti raspon doziranja, a time i prikladnu terapiju i fizioloSku vezu
izmedu periferije i srediSnjeg Ziv€anog sustava u smislu prakti¢nog razlu¢ivanja koncepta osi

mozak-probava.
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Konceptualno, korisna osnova na periferiji podrazumijeva odgovarajuci blagotvorni srediSnji
utjecaj (158-174). Intrigantna tocka bio je dokaz o antikataleptogenom ucinku (172) nakon Sto
je pokazano da BPC 157 blokira stereotipiju akutno induciranu amfetaminom i razvoj
haloperidolom izazvane preosjetljivosti na amfetamin (173). Ipak, BPC 157, koji sam po sebi
nema ucinka na ponaSanje (osobito kataleptogeni ucinak) koji bi objasnio suprotstavljanje
ucincima amfetamina (173), izaziva slabljenje neposrednih ucinaka neuroleptika, osobito
katalepsije, vjerojatno na nekompetitivni nacin (172). Pokazano je da BPC 157 blokira
katalepsiju izazvanu haloperidolom i flufenazinom, kao i somatosenzornu dezorijentaciju
nakon sulpirida 1 klozapina (172). To sugerira generalizaciju da se BPC 157 moZe suprotstaviti
nuspojavama razli¢itih skupina neuroleptika, tipi¢nih i atipi¢nih. Osim toga, ovaj blagotvorni
ucinak na katalepsiju kombiniran je s antagonizacijom Zelucanih lezija nakon haloperidola
(171, 172). Ovi nalazi ukazuju da pentadekapeptid BPC 157 u potpunosti stupa u interakciju s
dopaminergi¢kim sustavom, centralno i periferno, ili barem ometa neke korake uklju¢ene u
katalepsiju 1/ili tvorbu ulkusa (171, 172). Daljnji dokaz interakcije BPC 157 s dopaminskim
sustavom vidljiv je u sprjeCavanju razvitka katalepsije pri administraciji rezerpina, ali i kod
mogucnosti slabljenja tremora, akatizije i katalepsije uzrokovane eksperimentalnom
supstancom MPTP (161). Osim toga, primijec¢eno je da su oSte¢enja Zeluca koja se javljaju
nakon primjene MPTP znatno oslabljena (161). Na totalnu blokadu dopaminskog sustava,
istodobnom administracijom haloperidola i rezerpina, BPC 157 je isto tako imao koristan
ucinak (174) ponistavajuci posljedice dopaminom izazvane ozljede nigrostrijatalnih neurona,
blokade dopaminskih receptora kao i posljedice smanjene dopaminske aktivnosti (161, 167,
173). Svi gore navedeni rezultati ukazuju na posebnu interakciju BPC 157 i1 dopaminskog
sustava, ali i da BPC 157 moze stupati u interakciju s dopaminergickim (161,172) i
serotonergickim sustavom (165, 167), ali takoder i s drugim neuronskim sustavima, kao $to su
GABAergicki (168, 169) i opioidni (170).

BPC 157 moze imati posebnu interakciju sa serotonergickim sustavom na sli¢an nacin kao s
dopaminergi¢kim sustavom (165, 166). Posebno je autoradiografski odreden specifi¢an ucinak
na serotonergicki sustav i oslobadanje serotonina u razli¢itim podru¢jima mozga (166). Cak je
i pojedinacna doza BPC 157 znaajno smanjila regionalnu brzinu sinteze serotonina u
dorzalnom talamusu, hipotalamusu, hipokampusu i lateralnom genikulatnom tijelu, dok je u
substanciji nigri retikulati 1 medijalnoj prednjoj olfaktornoj jezgri ona bila pojacana (iako
ocekivana, nije bila promijenjena sinteza serotonina u jezgrama raphe) (166). Nakon 7-dnevnog
lijeCenja dokazano je znaCajno smanjenje sinteze serotonina u dorzalnoj raphe jezgri, te

povecanje u gornjoj olivi, supstanciji nigra, lateralnom caudatusu i accumbens jezgri.
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Mehanizam ovog djelovanja svakako je ukljucen u odredenu antidepresivnu aktivnost BPC 157
(167) 1 njegovo suprotstavljanje serotoninskom sindromu (165). BPC 157 je smanjio ili ¢ak
suzbio blage poremecaje u Stakora koji su bili podvrgnuti pargilinu (MAO-A-inhibitor) (blaga
hipotermija, slaba abdukcija straznjih udova), pa ¢ak i ozbiljan serotoninski sindrom u Stakora
koji su primali i pargilin 1 L-triptofan (prekursor serotonina) (165). Povoljan u¢inak BPC 157
na serotoninski sustav je hipotetski posredovan suprotstavljanjem fenomenologiji izazvanoj
aktivacijom 5-HT2A receptora (165).

Uzimaju¢i u obzir GABAergicki sustav, kombiniranjem diazepama i BPC 157 evidentiran je
nedostatak razvoja tolerancije, produljena rezidualna antikonvulzivna aktivnost i odgodena
fizicka ovisnost / znaci ispuStanja u diazepamom 1 BPC 157 kroni¢no tretiranih miSeva (169).
Ovi rezultati su pokazali da BPC 157 moZe poboljSati u¢inkovitost diazepama (169). Isto tako,
izravna usporedba anksiolitickih u¢inaka BPC 157 i diazepama, u testu skrivanja na Sok ili testu
izloZenosti svjetlu/tamiu potpunosti je naglasila to znacenje (169). Medutim, nekoliko razlika
pokazalo je da je aktivnost BPC 157 posebna i razlicita od diazepama (168). Prema tome, ovi
rezultati pruzaju dokaze da BPC 157 djeluje favoriziraju¢i homeostazu GAB Aergickog sustava,
reguliranjem GABAergicke neurotransmisije, mehanizmom djelovanja, barem djelomicno,
razli¢itim od onog koji je uklju€en u razvoj tolerancije i ispustanja diazepama (174, 175). Iz
svega navedenog je vidljivo zaSto se BPC 157 smatra dijelom moZdano-Zelu¢ane osovine te
kako njegov specifican meduodnos s nekoliko neurotransmitorskih sustava moZze biti koristan
u patologiji SZS-a.

Oba, nalokson i BPC 157 se suprotstavljaju analgeziji induciranoj morfinom (170). BPC 157
se suprotstavlja analgeziji izazvanoj morfinom i pojacanju antinociceptivnog djelovanja
morfina induciranog haloperidolom, ukazuju¢i na to da BPC 157 djeluje uglavnom preko
srediSnjeg dopaminergickog sustava (170).

Daljnje studije proSiruju dokaze da BPC 157 osim $to suzbija akutni uc¢inak (173) suzbija i
kroni¢ni uc¢inak amfetamina (164). RazliCiti antidepresivi imaju antiulkusno djelovanje i
pokazano je da se na depresivne poremecaje moZe ucinkovito utjecati primarnim antiulkusnim
agensom s cito/organoprotektivnom aktivnos$¢u, npr. sa zZelu¢anim pentadekapeptidom BPC
157 (165). BPC 157 je inhibirao oboje, akutnu alkoholnu intoksikaciju i simptome ustezanja
alkohola (163). Osim toga, u korist medusobnih odnosa mozak-probava, Stakori koji su primali
alkohol 1 bili tretirani BPC 157 imali su portalni tlak na kontrolnim razinama, a poremecaji
gastrointestinalnog trakta i jetre bili su neutralizirani (176, 177). BPC 157 je uzrokovao
znaCajan antagonizam opce anestezije izazvane tiopentalom (178, 179). Encefalopatija

inducirana nesteroidnim protuupalnim lijekovima i nastale lezije gastrointestinalnog trakta i
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jetre smanjuju se ili potpuno nestaju nakon lijeenja s BPC157 (180, 181). Predoziranjem
paracetamola (182) ubrzano je inducirana progresivna hepaticna encefalopatija s
generaliziranim konvulzijama i odgovaraju¢im znacajnim lezijama unutar nekoliko podrucja
mozga. BPC 157 je smanjio oStecenja jetre i mozga. Konkretno, BPC 157 je suzbio konvulzije
(histoloSko pretraZivanje pokazalo je manje oSteenje neurona i smanjen intersticijalni edem
bez upalne reakcije) (182). Primijenjeni reZim inzulina kombinirao je djelovanje inzulina s
ulkusom Zeluca, konvulzijama, teSko oSteCenim neuronima u kori mozga i hipokampusu,
hepatomegalijom, masnom jetrom, slomom glikogena u jetri s dubokom hipoglikemijom i
razvojem kalcifikacije, a BPC 157 djelovao protiv svih tih poremecaja (183). U modelu
multiple skleroze, pri ¢emu je kuprizonom inducirana demijelinizacija 1 degeneracija
oligodendrocita, BPC 157 uspjeSno zaustavlja razvitak encefalopatije i nastanak miSi¢ne
disfunkcije (160). PatohistoloSka analiza je pokazala manji broj lezija u nekoliko regija mozga,
a promjerne u laterodorzalnom talamusu i jezgri reunions su bile najizraZenije te tako dodatno
potvrdile koristan u¢inak BPC 157 u modelu multiple skleroze (160). Uzimajuci u obzir dokaze
da je multipla skleroza karakterizirana progresivnim oste¢enjem ili gubitkom oligodendrocita i
da to moZe biti usko povezano s Egr-1 genom (176), treba posebno naglasiti u¢inak BPC 157.
Naime, s obzirom na nedavno uvodenje agensa koji se koriste u ulceroznom kolitisu u terapiju
multiple skleroze (npr. natalizumab), bit ¢e zanimljivo istraziti BPC 157 s obzirom na njegov
ucinak na Egr-1 gen i njegov ko-represorski gen NAB-2 (184).

S ve¢ dokazanim potentnim u¢inkom na cijeljenja rana i ozljeda u razlicitim tkivima (185, 186),
BPC 157 je isti u¢inak pokazao i u modelima traumatske ozljede Zivca, ledne moZzdine, ali i
mozga (187-189). Ozljeda ishijadicnog Zivca, te posljedicno anastomozirana ili ne
anastomozirana ozljeda, pokazala je kako BPC 157 pospjeSuje cijeljenje Zivca tako Sto
povecava dijametar i debljinu mijelinskih ploca. ali 1 broj mijeliniziranih vlakana i pripadajucih
krvnih Zila (188). Navedene promjene dovode do razlika u ponaSanju testiranih Zivotinja, ali i
uvecanih akcijskih potencijala motornih vlakana pri elektrofizioloSkim ispitivanjima (188).
Kod traumatske ozljede mozga, BPC 157 je smanjio edem, smanjio veli¢inu i broj
hemoragijskih traumatskih laceracija, ali je smanjio i intenzitet subarahnoidalnog krvarenja sa
znaCajno umanjenim krvarenjem u intraventrikularne prostore (188). Kod ozljede ledne
mozdine, na razini L2-L.3, BPC 157 je poboljSao motornu funkciju repa kao i reducirao
spasti¢nost nakon Cetverotjedne aplikacije (189). PatohistoloSka analiza je pokazala smanjenje
edema u sivoj tvari tretiranih Zivotinja te manje izraZzeno difuzno aksonalno oStecenje (190),
ukazujuci na moguce djelovanje BPC 157 na nastanak i prevenciju sekundarne ozljede, a samim

time 1 poboljSanog neuroloskog oporavka.
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1.3.2. Odnos stabilnog zelu¢anog pentadekapeptida BPC 157 i NO

sustava

Uc¢inak BPC 157 i njegov meduodnos s NO sustavom prikazan je nedavno u preglednom radu
(153) i referiran u nizu objavljenih radova (191-194). Povezanost BPC 157 i NO sustava osobito
je vidljiva u njegovom sudjelovanju u Moncadinom homeostatskom odgovoru NO-sustava na
ozljedu, u odrzanju integriteta krvnih zila 1 kontroli aktivnost trombocita (195). BPC 157 svoj
ucinak cijeljenja provodi tako da utjece na sve dogadaje nakon gubitka integriteta krvnih Zila
(190,196). Ovisno o uvjetima, BPC 157 smanjuje duboku vensku trombozu tako Sto otvara
kolateralne krvne Zile, te tako premosc¢uje venski defekt (196). Nadalje, BPC 157 smanjuje
krvarenje i trombocitopeniju uzrokovanu produljenjim krvarenjem uslijed administracije
heparina, varfarina ili aspirina (197). BPC 157 poboljSava cijeljenje kod razlicitih modela
ozljeda, akutnih i kroni¢nih, ¢ak i kod razli¢itih organskih sustava (155,160,190,191).

Radi ¢injenice da se BPC 157 stvara u Zelucanoj sluznici te da ima znacajan utjecaj na
sintezu NO-a, ali 1 dokaza da postoji bazalno vece stvaranje NO-a u Zelu¢anoj sluznici u
usporedbi s drugim tkivima, dovela je do hipoteze kako BPC 157 ima specifi¢nu interakciju s
NO sustavom (153, 198). BPC 157 pokazuje opcenito kompetitivni uc¢inak prema L-argininu,
ali i drugim tvarima koje imaju uc¢inak na NO sustav (npr. L-NAME), te je za pretpostaviti da
ima odredenu fizioloSku funkciju kada se govori o stvaranju NO-a (153,199). Sve navedeno
podrZzava korisne u¢inke BPC 157 te dalje potkrjepljuje uzajamni odnos BPC 157 1 NO sustava
(s L-NAME/L-argininom, pojedinacno ili zajedno) u zastiti Zeluc¢ane sluznice nakon alkoholne
lezije citoprotekcijom, stvaranju NO-a i regulaciji krvnog tlaka (199, 200). Meduodnos BPC
157 1 NO sustava je dalje vidljiv u akutnoj i kroni¢noj alkoholnoj intoksikaciji kao i u sindromu
ustezanja (162, 163, 200); u kardiovaskularnim poremecajima, kronicnom zatajenju srca,
plu¢noj hipertenziji 1 aritmijama (201, 202); u poremecajima nakon hipokalijemije i1
hiperkalijemije, kao i u disfunkciji stanicne membrane izazvane kalijem (204, 205). Taj ucinak
je prisutan i u poremecaju cijeljenju rana (157,186,188,193, 205), ali i kod mnogo
kompleksnijih oblika rana kao Sto je cijeljenje ezofagokutane i kolokutane fistule (205, 206).
Iako do sada jo$ nije utvrden to¢ni mehanizam pomocu kojeg BPC 157 sprovodi svoje ucinke
te kako se to¢no odvija interakcija s NO sustavom, pritom uzimajuci u obzir specifi¢an ucinak
BPC 157 na gen za sintezu endotelne sintetaze NO-a (206), ali i na druge gene vezane uz NO
sustav (196, 207), sigurno je da postoji odredeni mehanizam interakcije BPC 157 i NO sustava.
Kona¢no, pokazujuci novi u¢inak i medusobne odnose pentadekapeptida BPC 157 i NO sustava

u posebnom dobro postavljenim modelima psihoze i nuspojava izazvanih antipsihoticima,
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ucvrstilo bi pretpostavku, da BPC 157 mozZe biti bitan sustav koji stupa u interakciju s NO

sustavom 1 moZe doprinijeti u rjeSavanju simptoma sli¢nih psihozi i nuspojava antipsihotika.

1.4. Uloga modela na zivotinjama u procjeni potencijalno
novih nacina lije¢enja

IzuCavanje shizofrenih bolesnika i mehanizma djelovanja antipsihotika snaZzno podrzavaju
glediSte po kojem postoji hiperaktivni poremecaj dopaminskog sustava u shizofreniji (208,
209). Predlozeno je da je dopaminergi¢ni poremecaj sekundaran u odnosu na primarni deficit
glutamata u shizofreniji (210, 211). Izravni dokazi o deficitu u glutamatskom sustavu u
shizofreniji ili ucinkovitosti glutamatskih agonista su ograniCeni ili proturjecni (212).
Hipoglutamatska hipoteza shizofrenije ostaje atraktivna na osnovu modela na Zivotinjama u
kojem izazov s nekompetitivnim antagonistima NMDA receptora, ketaminom, MK-801 i PCP
dovodi do indukcije hiperlokomocije i deficita senzorimotornog filtera za koje se smatra da su
u podlozi klinickih abnormalnosti u shizofreniji (213). Nadalje, sugerira se da je
hipoglutamatski model, koji imitira primarno hipoglutamatsko stanje, superioran
konvencionalnom modelu sekundarnog hiperdopaminergi¢nog stanja (214). Kapur i Seeman
(2002) (215) su utvrdili da ketamin i PCP pokazuju afinitet za dopaminske D> i serotoninske 5-
HT; receptore koji je istog reda velicine kao njihov afinitet za NMDA receptore. lako ketamin
1 PCP dovode do Siroko usmjerene perturbacije neurotransmiterskog sustava (216, 217), smatra
se da su ti ucinci sekundarni u odnosu na primarnu glutamatergicku alteraciju (210). VaZno je
naglasiti da ketamin i PCP imaju veliki (i usporediv sa NMDA) afinitet samo za visoko-
afinitetno stanje D21 5-HT> receptora, a pokazuju znatno manji afinitet pri nisko-afinitetnom
stanju ovih receptora. To svojstvo ketamina i PCP da prave razliku izmedu visoko- i nisko-
afinitetnih stanja receptora karakteristika je agonistickih spojeva, $to ukazuje da ketamin i PCP
kao antagonisti NMDA receptora, mogu funkcionirati i kao agonisti D> i 5-HT> receptora.
Zapravo, novija istraZzivanja pokazuju da ketamin i PCP dovode do stanja povecane, a ne
smanjene glutamatne transmisije, dovode¢i u pitanje upotrebu ovih spojeva u modelu
"hipoglutamatske" hipoteze (128). Nadalje, smatralo se da se stanje hiperlokomocije i
poremecaja senzorimotornog filtera mnogo ucinkovitije korigira "atipi¢nim" nego "tipicnim"
antipsihoticima. Medutim, potvrdeno je da tipi¢ni antipsihotici mogu jednako blokirati u¢inke
ketamina i PCP u modelu na Zivotinjama (218, 219). I, $to je mnogo vaznije, ispitivanje na
bolesnicima s induciranom PCP-psihozom pokazuje da su tipi¢ni antipsihotici haloperidol i
pimozid (selektivniDy;3 blokator) znatno ucinkovitiji od placeba i njihov ucinak rezultira s

remisijom svih simptoma (220-222). Ketamin i PCP u poredenju s konvencionalnim
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apomorfinsko/amfetaminskim modelom dovode do Sire rasprostranjenih 1 nespecificnih
neurokemijskih perturbacija koje obuhvacaju izravne i neizravne promjene u glutamatskom,
dopaminergi¢kom i serotonergickom sustavu. U skladu s ovim nalazima, ukazano je da se
aktivnost u ketaminskom/PCP vs amfetaminsko /apomorfinskom modelu razdvaja uglavnom
na 5-HT> vs D» liniji: lijekovi s potentnijim djelovanjem u 5-HT> sustavu biti ¢e ucinkovitiji u
PCP modelu; (223, 224) dok ¢e lijekovi s prominentnim uc¢inkom na D> receptorima biti
ucinkovitiji u apomorfinsko / amfetaminskom modelu (223), a lijekovi s mijeSanim
djelovanjem c¢e biti ucinkoviti u oba modela bez obzira da li su antipsihotici ili ne (224).
Hiperaktivnost u glodavaca je tipi¢no koriStena kao model pozitivnih simptroma shizofrenije.
U slucaju hiperaktivnosti, znacajno je napomenuti da PCP i ketamin induciraju hiperaktivnost
u glodavaca, ali ustezanje u majmuna i mijeSano ponasanje u ljudi, s naglaskom na
kompleksnosti prijenosa ponaSanja izmedu glodavaca (ili ¢ak majmuna) i ljudi.
Dopaminergicna hiperaktivnost predstavlja dobar model pozitivnih simptoma u shizofreniji.
Opcenito, neizravno djelujuci simpatomimetski agensi kao amfetamin imaju opcée svojstvo
izazivanja povecanog otpusStanja katekolamina i inbibicije ponovnog prihvata katekolamina
(primarno dopamina) na Zivéanim okonc¢inama u srediSnjem Ziv€anom sustavu. Stereotipno
ponasanje rezultat je aktivacije dopaminergi¢nog sustava u corpus strijatumu. Amfetamin i
drugi spojevi koji stimuliraju oslobadanje dopamina pouzdano induciraju pozitivne simptome
kada se daju u odgovarajuce velikoj dozi. Nadalje, u¢inci amfetamina na ponasanje mogu se
sigurno ponistiti, u ljudi i u modelu na Zivotinjama, deplecijom dopamina koriStenjem spojeva
kao Sto su rezerpin ili administracijom antagonista dopamina. Veza potencije antipsihotika i
zauzetosti D» receptora jedna je od snaZnijih odnosa u cijeloj klinickoj medicini, a u vecini
ispitivanja s antipsihoticima navode se podaci klinicki korisnog u¢inka na razini zauzetosti D>
receptora od 60-80%. Ogranicenje trenutnog pristupa u lijeCenju antipsihoticima, je to Sto ti
lijekovi ne mijenjaju dopaminergi¢ku nestabilnost povezanu sa shizofrenijom, nego samo
preveniraju posljedice. Nadalje, mnogi bolesnici pokazuju perzistentne pozitivne simptome
usprkos adekvatnom (ili ¢ak prekomjernom) tretmanu s antipsihoticima, Sto pokazuje da
dopaminergicka hiperaktivnost sama po sebi nije dovoljna da objasni pozitivne simptome u
svim slucajevima. Konac¢no, dopaminergicki spojevi npr. amfetamin ne induciraju negativne
simptome 1 kognitivnu disfunkciju. Tako je zapravo, model dopaminergi¢ke nestabilnosti u
shizofreniji, u najbolju ruku, relevantan primarno za pozitivne simptome ovog poremecaja. U
shizofreniji je pokazano amfetaminom inducirano oslobadanje dopamina koristenjem SPECT
(kompjuterizirana tomografija emisijom jednog fotona) i PET (pozitronska emisijska

tomografija) slikovnih zapisa 1 razliCitih radioizotopima obiljeZenih spojeva (225, 226).

19



Medutim, u tim ispitivanjima, dopaminergic¢ka hiperaktivnost opaZena je samo u pojedinaca za
vrijeme akutnog stadija njihove bolesti. Izgleda, da antipsihotici ne djeluju na stupanj
oslobadanja viska dopamina, jer su sli¢ni deficiti opazeni u lijeCenih i nelijecCenih bolesnika, Sto
podrZzava tvrdnju da antipsihotici primarno djeluju na posljedice dopaminergicke
hiperaktivnosti bez ucinka na abnormalnosti koje su u podlozi bolesti (227). Tako, op¢enito,
strijatalno otpuStanje dopamina moZe jedino sluZiti kao model egzacerbacije pozitivnih
simptoma za vrijeme akutne dekompenzacije. I pored toga, to je klju¢na komponenta
shizofrenije i tretman koji prevenira takvu dekompenzaciju bi bio terapijski vaZan u
shizofreniji. U zdravih dobrovoljaca, administracija ketamina prije izazova s amfetaminom
dovodi do dopaminergi¢ne hiperaktivnosti slicno onoj opazenoj u shizofreniji. Porast razine
oslobodenog dopamina nakon administracije ketamina izgleda da ne reflektira izravni u¢inak
ketamina na dopamin (228), nego reflektira ucinak ketamina na povratne krugove koji
normalno sluze da ograni¢e oslobadanje dopamina nakon administracije ketamina. Tako,
poremecaji regulacije dopamina u shizofreniji, reflektiraju prije poremecaj NMDA
posredovane dopaminergicke regulacije nego endogenu dopaminergicku disfunkciju.
Perzistentne shizofreniji slicne promjene u kogniciji (229) i izraZenosti D1 receptora pokazane
su pri kroni¢noj zloupotrebi ketamina, Sto ukazuje da bi se ponavljanim izlaganjem ketaminu
mogao osigurati bolji model shizofrenije. VaZzna uloga modela shizofrenije na Zivotinjama
procjena je potencijalno novih nacina lijeCenja. Izravno predvidanje PCP/NMDA modela

shizofrenije je to, da su spojevi koji stimuliraju funkciju NMDA od koristi u shizofreniji.

1.4.1. Modeli lokomotorne hiperaktivnhosti i stereotipije

Optimalni model psihijatrijskih poremecaja na Zivotinjama treba biti evaluiran prema njegovoj
valjanosti tj. slicnoj vrijednosti mjerenja, neurofizioloSkom konceptu i farmakoloskom profilu
u klinickom i eksperimentalnom modelu (230). Amfetamin imitira samo neke od aberantnih
neurokemijskih nalaza shizofrenije npr. hiperdopaminergiju. Budu¢i da je shizofrenija
neurorazvojni poremecaj, akutne farmakoloSke manipulacije neée u potpunosti imitirati
poremecaj. Amfetamin moze imitirati pozitivne simptome shizofrenije i moZze biti koristen kao
model odredenih karakteristika shizofrenije. U modelu na Zivotinjama, hiperaktivnost,
hiperlokomocija 1 sterotipno ponaSanje se smatraju tipicnim za pozitivne simptome u ljudi.
Amfetamini povecavaju razinu dopamina u glodavaca i omogucuju reprodukciju pozitivnih
simptoma shizofrenije (231). Amfetaminski model koji je adekvatan u repliciranju pozitivnih
simptoma shizofrenije, nije pogodan kao kompletan model shizofrenije. PonaSanje u modelu

shizofrenije na Zivotinjama ima tendenciju da reflektira u¢inkovitost poznatih terapeutskih
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spojeva i tako dovede do otkri¢a srodnih farmakoterapija. Kako je isklju¢iva svrha modela da
predvidi ucinkovitost tretmana, vodece naelo ovog postupka nazvano je farmakoloskim
izomorfizmom (232, 233). Mjerenje ponaSanja ekstenzivno se koristi u stvaranju valjanog
modela shizofrenije. Neke od tih mjera, npr. horizontalna lokomocija, neodgovaraju
simptomatologiji shizofrenije 1 koriste se primarno kao funkcionalne mjere antidopaminergicke
aktivnosti neuroleptika. Mjerenje lokomotorne hiperaktivnosti koristi se naSiroko u
karakterizaciji u¢inaka dopaminergickih psihostimulansa i antagonista NMDA receptora. Mada
shizofreni bolesnici nisu tipi¢no hiperaktivni, oni ¢esto ispoljavaju ponavljajuce ili stereotipno
ponaSanje. Stoga, su mnoge studije na glodavcima usmjerene na obrazac stereotipija izazvanih
psihostimulansima. Dopaminska hipoteza shizofrenije evoluirala je u uzu hipotezu, prema kojoj
je mezolimbicki dopaminski sustav, jasno odvojen od nigrostrijatalnog dopaminskog sustava,
od vece vaZnosti za shizofreniju. Nigrostrijatalni dopaminski sustav se sada smatra vaznijim za
diskineti¢ke nuspojave antipsihoti¢kog tretmana. Cini se da mezolimbic¢ki sustav posreduje
lokomotorne uc¢inke niZih doza amfetamina, dok nigrostrijatalni sustav posreduje stereotipije
koje predominiraju kod visSih doza amfetamina (234). Stoga, izgleda da su stereotipije za koje
se originalno mislilo da najviSe odgovaraju stanju bolesti u ljudi, neurobioloski vise povezane
s fenomenom nuspojava klini¢kog tretmana. Ustvari, svaki ucinak amfetamina u Stakora,
ukljucujuéi lokomotornu hiperaktivnost i stereotipiju, imaju visok stupanj farmakoloSkog
izomorfizma kao model uspjeSnosti dopaminskog antagonistickog tretmana shizofrenije.
Ocjena ponaSanja, najraSirenija metodologija evaluacije stereotipije, bodovni je sustav
subjektivno definiranih odrednica jacine za svako stereotipno ponaSanje, zasnovan na opisu
skupa kategorija ponaSanja (235, 236). Da bi se savladali problemi s konvencionalnim
ocjenjivanjem ponasanja, pun opseg stereotipnog ponasanja opisuje se s dva glavna ¢imbenika:
op¢om ucestalosti i/ili trajanjem stereotipnog ponasanja (npr. jacina ili intenzitet) i obrascem
ponasanja (237). Mada ekstrapolacija rezultata s modela glodavaca do kompleksnog sindroma
kao Sto je psihoza moZe biti problemati¢na, stereotipija u Stakora koristi se kao prediktor
sklonosti lijeka da izazove psihozu (222, 238). Sustavna primjena antagonista NMDA receptora
izaziva lokomotornu aktivnost, stereotipno ponasanje i ataksiju u glodavaca. Pokazano je da je
lokomotorna pokretljivost miSeva povecana u¢inkom nekompetititvnog NMDA antagonista
MK-801 i da antagonist dopaminskih receptora haloperidol blokira taj ucinak (239, 240), Sto
ukazuje da uc¢inak MK-801 dijelom ovisi o srediSnjoj dopaminergickoj transmisiji. Rao 1 sur.
(1990) su zatim pokazali da antagonisti NMDA receptora MK-801, fenciklidin, deksoksadrol i
ketamin povecavaju metabolizam dopamina u mezokortikalnim regijama Stakora (241).

Nekompetitivni antagonisti NMDA receptora takode dovode do znaCajne stimulacije

21



lokomocije u miSeva kojima su uklonjeni monoamini (242, 243), dok pretretman s
haloperidolom ne antagonizira stimulaciju ambulacije inducirane s MK-801 (244), Sto ukazuje
da je ambulatorna aktivnost ovih spojeva neovisna o dopaminu. Lezije izazvane 6-
hidroksidopaminom ne preveniraju aktiviraju¢e uc¢inke MK-801 na kretanje (245), potvrdujuci
ranije nalaze u miSeva s deplecijom monoamina. Uz to, postoje dokazi da MK-801 ne izaziva
u¢inke na ponaSanje samo redukcijom neurotransmisije putem NMDA receptora ili
interakcijom glutamata i dopaminskog sustava, nego i drugih sustava; adrenergickih,
kolinergickih ili serotonergickih neurona (246). To ponaSanje ukazuje da su ucinci antagonista
NMDA receptora na dopaminergicku stimulaciju kompleksni. Nekompetitivni antagonisti
NMDA receptora izazivaju takode izrazitu inhibiciju apomorfinom induciranog ponasanja
penjanja u dozama koje su daleko ispod onih koje izazivaju nuspojave u miseva (247) ukazujuci
da NMDA receptori igraju vaznu ulogu u glutamatergi¢koj modulaciji dopaminergicke funkcije
na postsinaptickim dopaminskim receptorima. MiSevi tretirani s apomorfinom, mijeSanim
D1/D2 agonistom, imaju tendenciju da usvajaju vertikalnu poziciju uz zid kaveza (248). Izgleda
da je to ponaSanje penjanja izazvano stimulacijom dopaminskih receptora u strijatumu (249).
Ohno i sur., pokazali su da je otpustanje dopamina stimulirano s NMDA u nucleus accumbens-
u poniSteno s inhibitorima NOS (250). Donori NO pak, povecavaju otpuStanje dopamina iz
reznjeva strijatuma 1 smanjuju ponovni prihvat dopamina u sinaptosomama strijatuma (251,
252). S druge strane pokazano je da antagonisti NMDA receptora inhibiraju senzibilizaciju
induciranu s psihostimulansima (253, 254). Antagonisti NMDA receptora antagoniziraju
apomorfinom inducirano ponaSanje uspinjanja ne samo u intaktnih miseva, nego i u miSeva
tretiranih s rezerpinom (255). Preosjetljivost dopaminskih receptora nakon ponavljane primjene
psihostimulansa moze se inhibirati s NOS inhibitorima, §to ukazuje da NO sustav moZe
modulirati dopaminergicku funkciju (256). Inhibicija psihostimulansima inducirane pojacane
dopaminergicke funkcije klinicki je vrlo vazna radi smanjenja nuspojava izazvanih drogama,

kao Sto su psiholoSka ovisnost i simptomi ispustanja.

1.4.2. Model kognitivhog poremecaja induciran ketaminom (deficit
prepoznavanja novog objekta, NORT)

Kognitivni deficiti u shizofrenih bolesnika su klju¢ne znacajke bolesti, i predskazuju stru¢nu i
socijalnu invalidnost bolesnika (257). Brojna istraZivanja su ukazala da bi funkcija

glutamatergi¢kog sustava, posebno N-metil-D aspartat (NMDA) receptora, mogla biti

poremecena u shizofreniji. IzloZenost nekompetitivnom antagonistu NMDA receptora
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ketaminu ili fenciklidinu (PCP) producira simptome koji su sli¢ni pozitivhim i negativnim
simptomima shizofrenije u zdravih pojedinaca (258) i egzacerbiraju simptome u shizofrenih
bolesnika (259). Uz to, ketamin, PCP, ili MK-801 induciraju shizofreniji sli¢ne simptome,
ukljucujuéi kognitivne deficite, u Stakora (260-262). Blokatori NMDA receptora remete
ponasanje Zivotinja u rjeSavanju zadatka u NORT (110, 263) ili OLT (263, 264). Prepoznavanje
je tip memorije koji je oSte€en u shizofreniji (265, 266) 1 poremecen ketaminom u Stakora (265)
i mladih zdravih volontera (267). Paradigma nije temeljena na nagradivanju nego na spontanom
istrazivackom ponaSanju glodavaca (268). Neprostorni deficit pam¢enja induciran ketaminom
testiran je pomocu zadatka prepoznavanja novog objekata (NORT) (268). Budu¢i da u ovoj

studiji test ne traje duze od 1 sata, moZe se smatrati testom kratkotrajnog pamcenja.
1.4.3. Modeli negativnih simptoma inducirani ketaminom

1.4.3.1. Test otvorenog polja (OFT)

Test otvorenog polja ukljucuje susret glodavaca s novim otvorenim prostorom i pokrece
bihevioralne i fizioloSke reakcije povezane s anksioznoS$¢u (269). Pored toga, motoricka
aktivnost testirana je kao neovisni parametar potencijalnih u¢inaka ketamina na lokomociju koji
bi mogli utjecati na ponaSanje Stakora (270). Horizontalna lokomotorna aktivnost odrazava
ukupnu motori¢ku aktivnost Zivotinje koja odgovara hodanju. Broj vertikalnih ponaSanja
(uspinjanja) mjera je reaktivnosti Zivotinje na novo okruZenje (271), a vrijeme provedeno u
srediSnjem dijelu arene otvorenog polja smatra se mjerom anksioznosti (269). Test u otvorenom
polju je neofobni test anksioznosti i temelji se na prirodnoj tendenciji glodavaca da izbjegavaju
otvoreni prostor. Ovim se postupkom takoder ocjenjuje odgovor na novitet i upozoravajuce
istrazivacko ponaSanje mjerenjem vertikalne aktivnosti (271, 272), kao 1 ukupne lokomotorne
aktivnosti mjerenjem hodanja. Nadalje, ako Stakori nisu prethodno smjesteni u otvoreno polje,

ovaj test takoder procjenjuje reakciju Zivotinja na novosti (272).

1.4.3.2. Test anhedonije

Anhedonija, vazna komponenta depresivnih simptoma, moZe se procijeniti na Stakorima
gubitkom sklonosti zasladenoj vodi nad obi¢nom vodom (273). U shizofreniji, anhedonija je
dio negativnih simptoma i raspolozenja (274). Glodavci koji farmakoloSkim manipulacijama
pokazuju svojstvo anhedonije pokazuju manji interes za vodu u koju je dodana saharoza i opaza
se preferencijalni rezultat manji od 65% (275) ili jednostavno smanjuju volumen konzumirane
otopine saharoze. Prethodni nalazi pokazuju da je konzumacijski hedoniCki kapacitet ostao

netaknut koriStenjem rezima tretmana s PCP (213, 276, 277). KoriStenje ovog postupka u
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modeliranju negativnih simptoma stoga bi trebalo ograni¢iti na negativhu kontrolu,
osiguravajuci da upotrijebljeni uvjeti induciranja ne naruSe konzumirajuc¢u hedonicku reakciju

(278).

1.4.3.3. Test socijalne interakcije (SIT)

Subkronic¢ni tretman s ketaminom zna¢ajno smanjuje vrijeme provedeno u socijalnoj interakciji
1 razinu pokretljivosti Stakora (279-281). Ti rezultati ukazuju da ketamin moZe izazvati
promjene ponaSanja koje mogu predstavljati socijalni deficit u shizofreniji. U€inci ketamina u
SIT u skladu su s klinickim opazanjem da NMDA antagonisti induciraju neke aspekte
negativnih simptoma shizofrenije, ukazujuci na to da smanjena socijalna interakcija inducirana

s ketaminom u Stakora moZe predstavljati neke aspekte negativnih simptoma shizofrenije (282).

1.4.4. Test katalepsije

Sposobnost lijeka da egzacerbira katalepsiju ozna¢ava njegovu antipsihoticku aktivnost (235).
Idealna korelacija je utvrdena izmedu antipsihoticke aktivnosti haloperidola i njegove
kataleptiCke potencije (236). Pozitivna korelacija je takode utvrdena izmedu smanjenja
strijatalne dopaminske aktivnosti 1 intenziteta katalepsije izazvane haloperidolom.
Ekstrapiramidalne nuspojave u ljudi mogu se predvidjeti prema katalepsiji u Stakora (283).
Medutim, poznato je da neuroleptici koji inhibiraju nigrostrijatalni dopaminski sustav
induciraju katalepsiju, Sto je odgovorno za ekstrapiramidalne simptome izazvane ovim
lijekovima (284). Obrnuto, neuroleptici s malo inhibitornog djelovanja u nigrostrijatalnom
dopaminskom sustavu, npr. sulpirid i klozapin, ne izazivaju katalepticko ponaSanje (284, 285).
To je u suglasju s klinickim opaZanjem, da ti lijekovi imaju znaCajno manju incidenciju
ekstrapiramidalnih simptoma. Drugi istraZiva€i takode su ukazali na znacajnu ulogu
nigrostrijatalnog dopaminskog sustava u posredovanju neurolepticima-inducirane katalepsije

(npr. 286, 287).

1.4.5. Test olanzapinom-inducirane intolerancije ¢lukoze /

rezistencije na inzulin

Pokazano je da je antipsihoti¢na u¢inkovitost antipsihotika prve generacije (FGA) povezana s
“neuroleptickim” nuspojavama lijeka (288, 289). S druge strane, atipi¢ni antipsihotici uz
ekstrapiramidalne nuspojave (iako manje od FGA) povezani su takode s prekomjernim
povecanjem teZine 1 srodnim metabolickim nuspojavama (290). Medu atipi¢nim

antipsihoticima, veza izmedu porasta tjelesne teZine i boljeg klinickog ishoda lijecenja pokazala
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se za klozapin (291, 292), olanzapin (293, 294) i risperidon (295, 296). Mehanisti¢ka osnova
za dopaminsku vezu, zajedniCku ekstrapiramidalnim i metabolickim nuspojavama induciranim
neurolepticima, impresivnho je razjaSnjena u sveobuhvatnom pregledu (297). lako su
antipsihotici, poput olanzapina, kamen temeljac tretmana shizofrenije, povezani su s visokim
uceS¢em dijabetesa tipa 2 i nedostatkom uc¢inkovitosti kod kognitivnih poremecaja vezanih uz
ovu bolest (298). Specifi¢no, olanzapin ukida sposobnost inzulina u mozgu da suprimira
proizvodnju glukoze u jetri §to dovodi do neodgovarajuée produkcije glukoze. Stovise,
hiperglikemija i inzulinska rezistencija u mozgu povezani su s kognitivnim deficitom (299,
300). Stoga, antipsihoticima-inducirana rezistencija na insulin u mozgu moze pogorsati ovaj
aspekt psihopatologije shizofrenije (301). KoriSten je pristup za odredivanje homeostaze

glukoze in vivo testom tolerancije glukoze u Stakora.

1.4.6. Test metamfetaminom induciranog stanja senzibilizacije

Ispoljavanjem prve epizode bolesti shizofreni bolesnici bez terapije pokazuju povecano
otpustanje dopamina u strijatumu u odgovoru na akutni izazov amfetaminom (senzibilizirani
odgovor) (227, 302, 303). Ovo podrzava ,.hipotezu endogene senzibilizacije* kao osnovu barem
pozitivnih simptoma shizofrenije (303, 304). Povecana osjetljivost na amfetamin u shizofrenih
bolesnika sli¢i odgovoru na senzibilizaciju utvrdenom u Zivotinja koje su ponavljano izlagane
psihostimulansima (305). U glodavaca, tretman s psihostimulansom amfetaminom inducira
stanje senzibilizacije ponaSanja, fenomen koji je karakteriziran progresivnim pojacanjem
ponasanja (npr. lokomocije, stereotipije) i povecanjem razine dopamina u ventralnom
strijatumu u odgovoru na naknadni izazov sa tvari. Ovo stanje je najizraZenije nakon
produzenog perioda apstinencije. Postoji slaganje da promjene u mozgu i promjene u ponasanju
povezane sa fenomenom senzibilizacije ponaSanja predstavljaju bolji model amfetaminske
psihoze nego onaj koji je posljedica neurotoksicnosti amfetamina (306, 307). Dugotrajna
priroda senzibilizacije ukazuje da aktivnost neurona inducirana takvim izlaganjem tvari, mada
inicirana farmakoloSkim dogadajem, dovodi do relativno permanentnih stani¢nih i
molekularnih promjena u SZS. Postoje dokazi da terapija antipsihoticima zapoéeta za vrijeme
prodromalne faze moZe smanjiti pocetak potpuno izrazenih psihoti¢nih epizoda (308, 309). Ovo
je kontroverzna tema, medutim, ostaje nejasno da li antipsihotici ¢ine nesto viSe nego S$to
suprimiraju simptome i da li su uopc¢e anipsihotici agens izbora u ranom stadiju shizofrenije
(310, 311). Vec je pokazano da BPC 157 slabi poremecaje ponasanja u Stakora izazvane
akutnom ili kroni¢énom primjenom amfetamina (164,173), medutim u ovom radu ispitivala se
sposobnost BPC 157 1 NO - spojeva (L-arginin i L-NAME) da sprijee progresiju
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prodromalnog stanja shizofrenije. Zahtjev za stupnjevitom progresijom za vrijeme intervencije
iskljucuje vecinu obi¢no koriStenih modela poSto se oni oslanjaju na akutnu pojedinacnu
injekciju tvari (npr. amfetamina ili MK-801) ¢emu slijedi mjerenje lokomocije ili ponasanja ili
kognitivnih promjena (312, 313). Amfetaminom inducirano stanje senzibilizacije u Stakora
reflektira razli¢ite neurokemijske i kognitivne aspekte shizofrene psihoze (314). Zivotinje
tretirane s eskaliraju¢im dozama intermitentnih injekcija amfetamina testiraju su 3-5 tjedana
nakon izlaganja tvarima u drug-free stanju. Model amfetaminom induciranog stanja
senzibilizacije povla¢i za sobom element longitudinalne progresije i njegova sveobuhvatna
verzija se priblizava nizu fenotipskih 1 neurokemijskih karakteristika shizofrenije (315).
Parcijalni rezim injekcija amfetamina osigurava modificirani fenotip za koji se moZe smatrati

da predstavlja ,,prodromalno* stanje.
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2. HIPOTEZA

Primjena pentadekapeptida BPC 157 ¢e antagonizirati promjene ponaSanja inducirane u
modelima koji odgovaraju razli¢itim simptomima psihoze i nuspojave izazvane antipsihoticima

te je taj utjecaj posredovan preko NO sustava.
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3. CILJEVI RADA

3.1. Opéi ciljevi rada

Sistemati¢no i podrobno istraziti u¢inke BPC 157 u modelima psihoze i nuspojava antipsihotika

na Stakorima.

Istraziti u¢inke BPC 157 u predloZenim modelima u interakciji s NO-spojevima, u uvjetima

inhibicije NO-sustava [N%-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME, inhibitor eNOS)] i/ili

stimulacije NO-sustava [aminokiselina L-arginin (prethodnik NO-a)].

3.2. Specifi€ni ciljevi rada

1.

Pokazati razliku djelovanja BPC 157, L-arginina i L-NAME primijenjenjih samostalno
i/ili zajedno u farmakoloskim modelima psihoze 1 nuspojava antipsihotika:
neurokemijskim modelima psihoze (amfetamin, apomorfin, MK-801), modelu
katalepsije  (haloperidol 1 L-NAME), modelu lokomotorne senzibilizacije
(metamfetamin), modelu kognitivnog deficita (ketamin), modelu negativnih simptoma

psihoze (ketamin), modelu intolerancije glukoze (olanzapin)

2. Otkrivanje molekularnih mehanizama kojima BPC 157 provodi svoje u¢inke
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Vrsta istrazivanja

Istrazivanje je provedeno kao prospektivna eksperimentalna pretklinicka jednostruko slijepa
studija. Osoba koja je ocjenjivala ponasanje Zivotinja nije znala koji je tretman imala Zivotinja.
Svi pokusi su izvedeni u skladu s uputama EtiCkog povjerenstva za koriStenje laboratorijskih

Zivotinja (Suglasnost broj: 04-1114-20006).

4.2. Pokusi
4.2.1. Pokusne zivotinje

Pokusi su se izvodili na muzjacima laboratorijskih Stakora soja Wistar, tjelesne mase 200-250
grama, dobi 3 tjedna, koje su uzgojene u nastambi za laboratorijske Zivotinje Zavoda za
farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (br. Registracije HR-POK-007).
Svi Stakori su nakon prihvata iz uzgojne nastambe prosli 7 dana prilagodbe na nove uvjete gdje

im bila ponudena voda i hrana ad libitum. Svi Stakori su koriSteni samo jedanput u pokusu.

4.2.2. Lijekovi

Apomorfin (apomorfin hidroklorid, Sigma) se otopio u destiliranoj vodi sa 0,1% askorbinskom
kiselinom. Ostali lijekovi su se otopili u fizioloSkoj otopini neposredno prije pokusa i aplicirali
intraperitonealno u volumenu 5 mL/kg: sintetski pentadekapeptid BPC 157 (Diagen, Ljubljana)
(pretpostavljeni esencijalni fragment organoprotektivnog proteina Zelucanog soka, BPC (vidi
Patent, primjerice Sikiri¢ i sur, Pharmacologically active substance, the process for its
preparation, and its use in the therapy. EP 0432400), koriSten u dosadaSnjim istrazivanjima
pentadekapeptida BPC 157, a sastoji se od petnaest aminokiselina: Gly-Glu-Pro-Pro-Pro-Gly-
Lys-Pro-Ala-Asp-Asp-Ala-Gly-Leu-Val, M; 1,419 Daltona. Dobiven je sintezom kako je
opisano (vidi Patent, primjerice Sikiri¢ i sur., Peptides with organoprotective activity, the
process for preparation them, and use in the therapy. EP 0572688). Peptid Cistoc¢e 99 %
koristen je u pokusima) 10 ug/kg, L-arginin (L-arginin, Sigma) 100,0 mg/kg i NS-nitro-L-
argininmetilester (L-NAME, Sigma) 5,0 mg/kg. Amfetamin (d-amfetaminsulfat, Sigma) 3,0
mg/kg, apomorfin 2,5 mg/kg 1 (+)-MK-801 (dizlociplin maleat, Sigma) 0,20 mg/kg upotrijebili
su se za indukciju hiperaktivnosti. Ketamin (ketamin hidroklorid, Richter Pharma) 3,0 mg/kg
koristio se za indukciju kognitivnog poremecaja, te ketamin S (+), Pfizer, USA 8,0 mg/kg za

indukciju poremecaja socijalnog ponaSanja i 30,0 mg/kg za proucavanje anksioznosti i
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anhedonije u OFT i1 SPT. Haloperidol (haloperidol otopina 5,0 mg/ml, Janssen Pharmaceutica)
2,0 mg/kg 1 L-NAME (L-NAME, Sigma) 40,0 mg/kg se primijenio za indukciju katalepsije.
Olanzapin (Zyprexa, Lilly, Netherlands) 15,0 mg/kg koristio se za indukciju intolerancije
glukoze (i katalepsije). Metamfetamin (metamfetamin hidroklorid, Sigma) 1,0 mg/kg — 3,0
mg/kg koristio se za indukciju lokomotorne senzibilizacije. Svaka tvar pripremljena je na dan
pokusa. Doze tvari koje su koriStene izabrane su prema literaturi, i izabrane tako da izazovu

Zeljeno ponasanje koje se potom ocjenjivalo.

4.2.3. Grupe pokusa

Pokusi su podijeljeni na akutne (motorna hiperaktivnost, deficit zapamcivanja, negativni
simptomi psihoze, katalepsija i intolerancija glukoze) i subkroni¢ne pokuse (indukcija
lokomotorne senzibilizacije, i socijalna interakcija). Ukupno se u pokusima koristilo 558
Stakora u svim pokusima. Svaka skupina se sastojala od 6 Stakora (u testu socijalne interakcije
(SIT) 6 pari Stakora). U grupi akutnih pokusa ukupan broj Stakora je bio 378 1 agensi su bili
aplicirani jednokratno. U subkroni¢nim pokusima, testu socijalne interakcije (SIT) i indukciji
lokomotorne senzibilizacije koristilo se ukupno 180 Stakora (96 Stakora u SIT i 84 Stakora u
pokusu senzibilizacije metamfetaminom). U predretmanu aplicirali su se BPC 157 (10 ng/kg),
L-NAME (5§ mg/kg), L-arginin (100 mg/kg), samostalno i/ili zajedno, dok je kontrolna skupina
dobila i.p. jednaki volumen fizioloske otopine (5 ml/kg). U pokusima katalepsije inducirane s
L-NAME (40 mg/kg ip) i intolerancije glukoze/katalepsije inducirane olanzapinom (15 mg/kg
ip) nije se koristila modulacija NO-sustava, nego su bile samo po 2 skupine (predtretman s
fizioloSkom otopinom i BPC 157). Doze tvari koje su koriStene izabrane su prema podacima iz
literature i predstavljaju doze koje izazivaju Zeljeno ponaSanje eksperimentalnih Zivotinja. U
akutnim pokusima BPC 157 (10 pg/kg t.t.) ili jednaki volumen fizioloSke otopine (5 mL/kg)
davani su skupa s drugim tvarima (/kg t.t.): apomorfinom (2,5 mg), amfetaminom (3,0 mg),
MK-801 (0,2 mg), ketaminom (3,0 mg/kg, i 30 mg/kg), haloperidolom (2,0 mg), olanzapinom
(15,0 mg). L-NAME (5,0 mg/kg) i L-arginin (100,0 mg/kg) davani su neposredno prije
injiciranja ispitivanih tvari u pokusu. U subkroni¢nom SIT-u ketamin (8,0 mg/kg) je injiciran
Stakorima kroz 3 dana, dok su fizioloSku, BPC 157, L-NAME 1i/ili L-arginin Stakori dobili 30

min prije testiranja nakon tre¢e doze ketamina.
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4.3. Ocjena ponasanja eksperimentalnih zivotinja

4.3.1. Mijerenje motorne aktivhosti izazvane amfetaminom i

apomorfinom

Stakorima se dopustila adaptacija na kaveze 1 h prije potetka pokusa. Ispitivani lijekovi
injicirali su se i.p. u pretretmanu u razmaku od 5 min prije injekcija amfetamina ili apomorfina.
Za testiranje ponaSanja, procjenjivalo se apomorfinom (2,5 mg/kg) i amfetaminom (3,0 mg/kg)
inducirano stereotipno ponasanje. Ispitivani motorni odgovori ukljucivali su pokrete glave
(njihanje) 1 Sapa (prednjih i straznjih), sterotipno njuSkanje i oralnu stereotipiju (lizanje,
grickanje). Stereotipija se kvantificirala svakih 10 min kroz 60 min ili 120 min neposredno
nakon tretmana apomorfinom ili amfetaminom. Ljestvica motorne aktivacije adaptirana prema
ucincima apomorfina na motornu aktivnost (316) koristila se za mjerenje motorne aktivnosti i
stereotipije. Progresija apomorfinom inducirane motorne aktivnosti slijedila je sljedecu
ljestvicu: 0. inaktivan 1. intermitentni pokreti glave ili prednjih Sapa; normalno eksplorativno
ponaSanje unutar kvadranta 2. izbijanja kontinuiranih pokreta glave (ukljucujuci njuskanje) ili
prednjih Sapa; lokomocija ukljucuje jedan ili dva kvadranta 3. lokomocija i njuskanje kroz dva
ili viSe kvadranta 4. kontinuirana lokomocija i njusSkanje 5. kontinuirano njuskanje lokalizirano
na jedno podrucje kaveza; intermitentna oralna stereotipija 6. kontinuirana oralna stereotipija
(lizanje, grickanje). Jednostavne ponavljajuce stereotipije, njuskanje, lizanje / grickanje i
klimanje glavom su takode ocjenjivane individualno: nisu prisutne (0), intermitentne (1), ili
konstantne (2). Ocjenski sustav za ocjenu amfetaminske sterotipije adaptiran je prema u¢incima
amfetamina na motornu aktivnost) (317-319): Amfetaminom inducirana motorna aktivnost
slijedila je ljestvicu od 0 — 4: 0. — neaktivni; 1.normalno istraZivacko ponaSanje; 2. eksploracija
i uspinjanje; 3. ,stereotipno kimanje glavom* s pokretima prednjih Sapa i prisutnom
lokomotornom aktivnos¢u; 4. snazno kimanje glavom i prednjih nogu, s intenzivhom

lokomotornom i reverznom lokomotornom aktivnoS$cu.

4.3.2. Mjerenje motorne aktivnhost izazvana s MK-801

Stakorima se dopustila adaptacija na kaveze 1 h prije pocetka pokusa. Tada su se administrirali
ispitivani lijekovi u razmaku od 5 min i1 nakon njih injicirali MK-801 (0,2 mg/kg) ili jednak
volumen fizioloSke otopine i.p. Slijedilo je pracenje i videozapis ponaSanja i ocjenjivanje 15
min nakon injekcije MK-801 i kroz 60 min (15-75 min postinj.). Svaki Stakor se ocjenjivao
kroz 30 s svakih 5 min za vrijeme promatranja u trajanju od 60 min, $to je rezultiralo s 13
perioda promatranja. Ukupni zbroj za svako ponaSanje postigao se zbrajanjem individualnih
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ocjena iz 13 perioda promatranja. Ostvarene su ocekivano tri vrste ponasanja: lokomocija,
stereotipno njuSkanje i ataksija. Vrijeme primjene ispitivanih spojeva bazirano je na prethodnim
pokusima i farmakokinetici, tako da bi se postigla maksimalna koncentracija tvari u mozgu za
vrijeme testiranja ponasanja. Ocjene ponasanja za MK-801-induciranu lokomociju, stereotipno
njuskanje, 1 ataksiju u Stakora (320) - Karakteristike ocjena ponaSanja: Lokomocija O-mirni; 1-
kretanje u lokaliziranom podrucju, samo prednje Sape; 2-intermitentno kretanje unutar pola
podrucja kaveza; 3-kontinuirano kretanje unutar pola podrucja kaveza; 4-intermitentno kretanje
unutar cijelog podru¢ja kaveza; 5- kontinuirano kretanje unutar cijelog podrucja kaveza
Stereotipija 0-bez njuskanja; 1-povremeno njuskanje (slobodni interval duzi od 5 s); 2-
kontinuirano njuskanje. Ataksija (ocjenjivala se za vrijeme lokomocije) 0-normalna kontrola

tijela; 1-tendencija padu pri kretanju; 2-padanje pri kretanju; 3-gotovo nesposobni za kretanje.

4.3.3. Ocjena kognitivhog deficita induciranog ketaminom (test
prepoznavanja novog objekta, NORT)

U pokusu se koristio otvoreni okvir napravljen od drveta 65 x 45 x 45 cm (visina). Zarulja
pric¢vr§¢ena na stropu osiguravala je osvjetljenje od oko 40 luksa na razini aparata. Objekti koje
je trebalo diskriminirati bili su plasticne figurice napunjene pijeskom u tri razlicita oblika:
kocke, piramide i cilindra (321). Visina objekata je bila usporediva (~12 cm), i tezZina im je bila
takva da 1h Stakori nisu mogli pomaknuti. Svi objekti i1 lokacije koriSteni su na uravnotezZen
nacin da bi se isklju¢ila moguca preferencija za objekt i/ili lokaciju. Da bi se izbjegle olfaktorne
oznake, objekti i pod su brizljivo CiS¢eni sa 10% alkoholom nakon svakog pokusa. Prije pokusa,
kroz 3 konsekutivna dana, dopusteno je Stakorima da istazuju uredaj u trajanju 2 min. Testiranje
se sastojalo od razdoblja po dva 2-min pokusa. Za vrijeme T1, dva identi¢na uzorka (objekta)
su bila plasirana u dva suprotna kuta aparata sa nasumiénim redosljedom. Stakor je postavljen
u sredinu aparata i puSten da istrazuje ta dva identi¢na objekta. Nakon T1, Stakor je vracen u
kavez u kojem je boravio odredeno vrijeme izmedu pokusa. Nakon toga, je bio izveden pokus
T2. Za vrijemeT2, s novim objektom (N) zamijenjen je jedan od uzoraka koristenih u T1, tako,
da su Stakori bili ponovno izloZeni prema dvama objektima: starom (S) i novom (N).
Eksploracija je bila definirana kao upravljanje nosa prema objektu na rastojanju ne viSem od 2
cm 1i/ili dodirivanje objekta nosom. Okretanje ili sjedenje na objektu nije smatrano
eksplorativnim ponaSanjem. Vrijeme koje su Stakori proveli u istrazivanju svakog objekta za
vrijeme T1 1 T2 biljeZeno je Stopericom. Svaki Stakor koji je proveo manje od 5 s u istrazivanju

dva objekta unutar 2 min u T1 ili T2 bio je eliminiran iz studije. Iz tith mjerenja potom se
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izraCunavao niz varijabli: ukupno vrijeme provedeno u istrazivanju dva identi¢na objekta u T1,
i vrijeme provedeno u istrazivanju dva objekta (S) i (N) u T2. Diskriminacija izmedu (S) i (N)
za vrijeme T2 mjerena je usporedivanjem vremena provedenog u istraZivanju (S) sa viemenom
provedenim u istrazivanju (N). PoSto to vrijeme moZe biti pomaknuto razlikama u op¢im
razinama eksploracije, izraCunavan je indeks diskriminacije (D); D = N-S / N+S. D je omjer
diskriminacije i predstavlja razliku u vremenu istrazivanja izraZzenoj kao udio od ukupnog
vremena provedenog u istrazivanju dva objekta u T2. Uz to, takoder je biljeZena motorna
aktivnost svake Zivotinje izrazena kao ukupan broj koraka za vrijeme svakog pokusa (322, 323).
U proucavanju ucinaka ispitivanih spojeva na komponente memorije nakon u¢enja (pohrana
1/ili ponovno pronalaZenje), spojevi su administrirani odmah nakon T1. Za ovaj rad, izabran je
1-h interval izmedu pokusa poSto je u tom vremenu prepoznavanje jos uvijek intaktno u Stakora
tretiranih fizioloSkom otopinom (324), a poremecaji izazvani ketaminom (hipermotilitet,

stereotipija i ataksija) nisu bili opaZeni (325).

4.3.4. Ocjena ponasanja u modelima negativnih simptoma

induciranih ketaminom

4.3.4.1. Ocjena aktivnosti u testu otvorenog polja (Open field test,
OFT)

U pokusima ketaminom induciranih negativnih simptoma prvo je kamerom biljezena
lokomotorna aktivnost Stakora kroz 20 minuta unutar arene otvorenog polja s bijelim podom
omedenim zidovima dimenzija 46 x 46 cm. Otvoreno polje bilo je podijeljeno crnim linijama
na 64 kvadrati¢a dimenzija 5,75 x 5,75 cm. SrediSnjih 16 kvadrati¢a definirano je kao sredi$nja
zona, u kojoj je aktivnost Zivotinja bila ocijenjena kao mjera ponasanja nalik anksioznosti (273).
Test je izveden kao $to je prethodno opisano (60,326). Stakori su testirani samo jednom na
otvorenom terenu, i bili su u pocetku postavljeni u srediSte polja. Promatrane su varijable: (a)
ukupan broj trajektorija (tj. horizontalna aktivnost), (b) broj trajektorija u srediSnjoj zoni
otvorenog polja, (c) broj uspinjanja (tj. vertikalna aktivnost). Individualno su biljeZeni podaci,
a vrijednosti prikazane kao prosjek u 4 min blokovima ili kao ukupan rezultat za 20 min.
Promjene u obrascu lokomocije u otvorenom polju, poput hiperaktivnosti (povecana vertikalna
1 horizontalna aktivnost) obi¢no se tumace kao psihoti¢no ponasSanja. Simptomi anksioznosti
kljucna su znaCajka shizofrenije (273). Mjere ponasanja nalik anksioznosti ukljucivale su
relativni udio trajektorija provedenih u istrazivanju sredi$njih kvadrata u odnosu na one

smjeStene uz zidove arene (327). Kako bi se izbjegla prisutnost mirisnih znakova, arena
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otvorenog polja temeljito je ociS¢ena s 20% etanolom, a zatim oc¢iS¢ena suhim papirom nakon
svakog pokusa. Doza ketamina (Ketamin S (+), Pfizer, USA) 30 mg/kg temeljila se na radu
Keilhoff i sur., (68).

4.3.4.2. Ispitivanje sklonosti saharozi (sucrose preference test, SPT)
Ispitivanje sklonosti saharozi slijedilo je nakon ispitivanja lokomotorne aktivnosti u otvorenom
polju. Sklonost je ispitivana stavljanjem jedne Zivotinje kroz 72 sata u kavez s dvije slucajno
rasporedene identi¢ne gradirane bocice za vodu (promijenjena pozicija nakon svaka 24 h), jedne
koja sadrzi 250 ml vode i druge s 250 ml 1% saharoze u vodi (Sigma Aldrich, USA) (60). Svaka
24 h kroz 3 dana u slijedu mjeren je volume bocica. Sklonost saharozi je izracunata kao omjer

unosa saharoze prema ukupnom unosu tekucine izrazeno u postotcima (60).

4.3.4.3. Ispitivanje socijalne interakcije (test socijalne interakcije,
SIT)

Pokus je izveden u otvorenoj areni (duZina, $irina, visina: 150 x 100 x 40 cm), kako je opisano
od Korosa i sur (2007) (279). Stakori smjeSteni u kavezima dobivali su kroz 3 dana injekcije
testiranih tvari ili fizioloSke otopine 1 bili testirani na dan posljednje injekcije nakon isteka
vremena odgovarajueg predtretmana. Svi Stakori unutar jednog kaveza primili su identi¢an
tretman. Na dan testiranja, Stakori prethodno obiljeZeni bojom i bez medusobnog kontakta,
dobili su identiCan tretman i bili istovremeno plasirani u suprotne kutove arene. Njihovo
ponasanje biljeZeno je kamerom 10 min. Socijalno ponasSanje mjereno za svakoog Stakora u
paru ocijenjeno kao trajanje socijalne interakcije ukljucivalo je: njuSkanje, dotjerivanje,
pracenje, udaranje, penjanje, skakanje, hrvanje/boksanje i puzanje ispod/iznad, partnera (328).
Vrijeme provedeno od svakog Stakora u paru u gore opisanim ponasanjima sumirano je u
jedinstvenu ocjenu socijalne interakcije. Osim toga, biljeZila se lokomotorna aktivnost izraZena
kao ukupan broj koraka svakog Stakora u paru za vrijeme promatranja od 10 min. S ciljem
brisanja olfaktornih tragova, arena je ociS¢ena s 20% etanolom nakon svakog pokusa i osuSena

papirom.

4.3.5. Odredivanje katalepsije

Mjerenje u pokusu katalepsije zapocelo je 10 min nakon aplikacije haloperidola ili 20 min
nakon aplikacije L-NAME, postavljanjem prednjih Sapa na horizontalnu prec¢ku postavljenu 8
cm iznad poda, dok su njihove straznje Sape ostale na podu (329, 330). Latencija spustanja se
mjerila se svakih 10 minuta (grani¢no vrijeme 360 sekundi) za ukupni period od 3h za
haloperidol, odnsno 2 h za L-NAME.
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4.3.6. Mjerenje olanzapinom inducirane intolerancije glukoze i
katalepsije

4.3.6.1. Mjerenje olanzapinom inducirane intolerancije glukoze u
GTT-u

Test tolerancije glukoze (GTT) mjeri tkivno uklanjanje intraperitonealno (i.p.) ubrizganog
bolusa glukoze. Upotrijebljen je bolus od 1 g glukoze/kg/ml. Stresom inducirano povecanje
razine kateholamina i kortizola moZe za posljedicu imati povec¢anu produkciju glukoze u jetri i
utjecati na procjenu tolerancije glukoze (331). Svi su Stakori bili podvrgnuti bazalnom GTT:
pocetno mjerenje glukoze u krvi pri t = 0 praceno je primjenom bolusa glukoze (1 g/kg/ml, i.p.)
s ponovnim o¢itanjem razine glukoze u krvi pri t = 15, 45, 75 i 105 min. Stakori (n = 6 po
skupini) su dodijeljeni prema rezultatima u bazalnom GTT u jednoj od skupina tretmana.

Stakorima koji su imali slobodan pristup hrani i vodi do 14 sati prije testa, neposredno
nakon injekcije BPC 157 (10 ug/kg i.p.) ili fizioloSke otopine (5 ml/kg i.p.) administriran je
olanzapin (15 mg/kg i.p.).

Stakorima koji su imali slobodan pristup hrani i vodi do 14 sati prije testa, neposredno
nakon injekcije BPC 157 (10 ug/kg i.p.) ili fizioloSke otopine (5 ml/kg i.p.) administriran je
bolus glukoze (1 g glukoze/kg/ml i.p.).

Trecoj skupina Stakora koji su imali slobodan pristup hrani i vodi do 14 sati prije testa,
60 min nakon administracije olanzapina (15 mg/kg i.p.) injicirani su BPC 157 ili fizioloska
otopina i bolus glukoze 1 g/kg/ml i.p.

Poremecaj regulacije glukoze u Stakora odreden je mjerenjem razine glukoze u krvi.
Uzorci krvi prikupljeni su iz repa za detekciju glukoze u krvi pomocu ACCU-CHEK
Activeglukometra (Roche, Svicarska). Mjerena je glukoza u krvi prije primjene lijeka, a zatim

svakih 15 minuta kroz 150-180 minuta nakon BPC 157/GTT (332, 333).

4.3.6.2. Mjerenje sklonosti ekstrapiramidalnim nuspojavama (EPS)
induciranim olanzapinom

Na zasebnim skupinama Stakora mjerila se latencija spustanja, definirana kao vrijeme u kojem
je Stakor spustitio Sape s precke. Tri pokusa provedena su za svakog Stakora u 30, 60, 901 120

min (334).
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4.3.7. Odredivanje metamfetaminom inducirane lokomotorne
senzibilizacije

U subkroni¢nom pokusu ispitivao se uc¢inak BPC 157 u uvjetima inhibicije (L-NAME) i/ili
stimulacije NO sustava (L-arginin) na metamfetaminom induciranu senzibilizaciju prema
modelu “prodromalnog” stanja shizofrenije (314, 315). Stakori su bili podijelili u 14 grupa i
podvrgnuli raznim stadijima doziranja metamfetamina. Svaki Stakor je dobio i.p. injekciju
metamfetamina ili fizioloSke otopine (5 ml/kg). Injekcije su se davale 3 puta tjedno kroz 3
tjedna. Doza metamfetamina je rasla tjedno od 1,0 mg/kg u prvom tjednu, do 3,0 mg/kg u
treCem tjednu. 0,9% NaCl grupa Stakora dobivala je samo injekcije fizioloske otopine kroz tri
tjedna programa senzibilizacije. Met skupini Stakora administriran je puni reZim eskaliraju¢ih
doza amfetamina za vrijeme 3 tjedna. Met + 0,9% NaCl skupina Stakora primala je parcijalni
rezim injekcija. Ti Stakori su primali metamfetamin samo za vrijeme prvog tjedna i injekcije
fizioloSke otopine za vrijeme drugog i tre¢eg tjedna. Met/BPC 157/L-NAME/L-arginin
Stakorima administriran je metamfetamin samo za vrijeme prvog tjedna, i potom 10 pg/kg BPC
157/5,0 mg/kg L-NAME/100,0 mg/kg L-arginina skupa s metamfetaminom za vrijeme drugog
i treceg tjedna rezima senzibilizacije. Stakori BPC 157/L-NAME/L —arginin grupa primali su
fizioloSku otopinu u prvom tjednu i potom 10 pg/kg BPC 157/5,0 mg/kg L-NAME/100,0 mg/kg
L-arginina. Injekcije su se davale 3 puta tjedno kroz 3 tjedna. BPC 157/L-NAME/L-arginin i
fizioloSka otopina su se injicirali i.p. 5 min prije svake doze metamfetamina od drugog tjedna.
Nakon posljednje injekcije Zivotinje su ostavljene bez lijekova 28 dana prije testiranja.
Testiranje se izvelo nakon injekcije metamfetamina (0,5 mg/kg i.p.), tako da se lokomotorna

aktivnost mjerila kroz 1 sat.
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Tablica 1. Plan pokusa za procjenu ucinka BPC 157 nametamfetaminom induciranu
senzibilizaciju u uvjetima inhibicije i stimulacije NO-sustava.

NAME + metamfetamin

mg/kg) + BPC (10
Mg/kg) + L-arginin (100
mg/kg) + L-NAME (5
mg/kg)

mg/kg) + BPC (10
pg/kg) + L-arginin (100
mg/kg) + L-NAME (5
mg/kg)

Naziv skupine Tretman Broj
Tjedan 1 Tjedan 2 Tjedan 3 zivotinja

FizioloSka FizioloSka (5 mi/kg) FizioloSka (5 ml/kg) FizioloSka (5 ml/kg) 6

L-NAME + fizioloSka FizioloSka (5 ml/kg) L-NAME (5 mg/kg) L-NAME (5 mg/kg) 6

L-arginin + fizioloSka Fizioloska (5 ml/kg) L-arginin (100 mg/kg) L-arginin (100 mg/kg) 6

BPC 157 + fizioloska Fizioloska (5 ml/kg) BPC 157 (10 pg/kg) BPC 157 (10 ug/kg) 6

L-arginin + L-NAME + Fizioloska (5 ml/kg) L-arginin (100 mg/kg) L-arginin (100 mg/kg) + | 6

fizioloSka + L-NAME (5 mg/kg) L-NAME (5 mg/kg)

Metamfetamin Metamfetamin (1 mg/kg) | Metamfetamin (2 Metamfetamin (3 6
mg/kg) mg/kg)

FizioloSka + Metamfetamin (1 mg/kg) | FizioloSka (5 ml/kg) FizioloSka (5 ml/kg) 6

metamfetamin

BPC 157 + metamfetamin | Metamfetamin (1 mg/kg) | Metamfetamin (2 Metamfetamin (3 6
mg/kg) + BPC (10 mg/kg) + BPC (10
Hg/kg) Hg/kg)

L-NAME + metamfetamin | Metamfetamin (1 mg/kg) | Metamfetamin (2 Metamfetamin (3 6
mg/kg) + L-NAME (5 mg/kg) + L-NAME (5
mg/kg) mg/kg)

L-arginin + metamfetamin | Metamfetamin (1 mg/kg) | Metamfetamin (2 Metamfetamin (3 6
mg/kg) + L-arginin mg/kg) + L-arginin (100
(100 mg/kg) mg/kg)

L-arginin + L-NAME + Metamfetamin (1 mg/kg Metmfetamin (2 mg/kg) | Metmfetamin (3 mg/kg) | 6

metamfetamin + L-arginin (100 + L-arginin (100 mg/kg)
mg/kg) + L-NAME (5 + L-NAME (5 mg/kg)
mg/kg)

BPC 157 + L-arginin + Metamfetamin (1 mg/kg) | Metamfetamin (2 Metamfetamin (3 6

metamfetamin mg/kg) + BPC (10 mg/kg) + BPC (10
pg/kg) + L-arginin (100 | pg/kg) +L-arginin (100
mg/kg) mg/kg)

BPC 157 + L-NAME + Metmfetamin (1 mg/kg) Metamfetamin (2 Metamfetamin (3 6

metamfetamin mg/kg) + BPC (10 mg/kg) + BPC (10
pg/kg) + L-NAME (5 pg/kg) + L-NAME (5
mg/kg) mg/kg)

BPC 157 + L-arginin + L- Metamfetamin (1 mg/kg) | Metamfetamin (2 Metamfetamin (3 6
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4.4. Analiza podataka

Analiza podataka i crtanje grafikona obavljeni su pomocu aplikacije Kyplot verzije 6
(https://www.kyenslab.com/en-us/about-kyplot-6/) 1 GraphPad  Prism  verzije 5
(https://www.graphpad.com/sciaching-software/prism/). Svi primijenjeni testovi bili su
dvosmjerni, a vrijednosti P < 0,05 smatrane su kao statisticki znacajne (336). Usporedba dvije
skupine izvedena je pomo¢u Mann-Whitneyevog testa. Usporedba viSe skupina s kontrolnom
skupinom obavljena je Dunnettovim testom viSestruke usporedbe (336). Vremenske serije su
sazete koriste¢i pristup ispod krivulje (AUC), koji su predlozili Machin 1 Campbell (336). Na

taj se nacin izbjegava problem lazno pozitivnih rezultata zbog velikog broja ponovljenih mjera.
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5. REZULTATI

5.1. Motoricka aktivnost izazvana amfetaminom

Administracija amfetamina izazvala je snaZne poremecaje: uoceni su povecana lokomotorna
aktivnost, podizanje glave i pokreti Sapa (slika 1). Primjena BPC 157 snazno se suprotstavila
poremecajima izazvanih amfetaminom. Isto tako, pojedinacna primjena ili L-NAME ili L-
arginina rezultirala je sa znacajnim suprotstavljanjem. Kombinirana primjena (L-NAME+L-
arginin, BPC 157+L-NAME, BPC 157+L-arginin, BPC 157+L-NAME+L-arginin) dovela je
do sli¢nog suprostavljaju¢eg ucinka. Tako ovdje nema dokaza da bi se L-NAME i L-arginin
(L-NAME + L-arginin) mogli suprotstaviti medusobnom ucinku. Isto tako, BPC 157 zadrZava
suprotstavljaju¢i ucinak u prisutnosti blokade NOS-a (BPC 157 + L-NAME), prekomjerne
stimulacije NO-sustava (BPC 157 + L-arginin) ili imobilizacije NO sustava (BPC 157 + L-
NAME + L-arginin).
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Slika 1. Rezultati motoricke aktivnosti inducirane amfetaminom.

Prikazani su rezultati testa motoricke aktivnosti inducirane amfetaminom, srednja vrijednost i
95 postotni intervali pouzdanosti. Lokomotorna aktivnost i stereotipija kvantificirani su svakih
5 min tijekom 120 minuta odmah nakon tretmana amfetaminom. Ukupna ocjena ponaSanja
dobivena je zbrajanjem pojedinaCnih ocjena pruzaju¢i 100 kao maksimalnu ocjenu od 25
kontrolnih tocaka. Agensi (sivi stupci) (/kg i.p., BPC 157 (B, 10 pg), L-arginin (A, 100 mg), L-
NAME (N, 5 mg) sami i/ili kombinirani (NA, AB, NB, ANB)), fizioloSka otopina 5,0 ml/kg
(kontrola (AMF), bijeli stupac) dani 5 minuta prije amfetamina (3,0 mg/kg i.p.). Za usporedbu
kontrolne skupine (AMF) s tretiranim skupinama koriStena je jednosmjerna analiza varijance

(ANOVA) i Dunnettov test viSestruke usporedbe. * P <0,0001, F 494.,5.
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5.2. Motoricka aktivhost izazvana apomorfinom

Akutni tretman apomorfinom (3,0 mg/kg, i.p.) znacajno je povecao ucestalost usmjerene oralne
stereotipije (ponasanje lizanja / grickanja) i njusSenja (slika 2). Apliciran sam, BPC 157 se
snazno suprotstavio motornim poremecajima induciranim s apomorfinom. Isto tako, primjena
L-arginina rezultirala je izrazitim suprotstavljanjem. Suprotno tome, L-NAME nije imala
ucinka. Medutim, kombinirana primjena (L-NAME + L-arginin, BPC 157 + L-NAME, BPC
157 + L-arginin, BPC 157 + L-NAME + Larginin) proizvela je jedinstvene u¢inke. L-NAME
se suprotstavio suprotstavljajuem ucinku L-arginina na ucinke izazvane apomorfinom (L-
NAME + L-arginin). Za razliku od L-arginina, BPC 157 zadrZava svoj suprotstavljajuci uc¢inak
u prisutnosti NOS-blokade (BPC 157 + L-NAME). Isto tako, BPC 157 zadrzava svoj
suprotstavljaju¢i u¢inak u prisutnosti prekomjerne stimulacije NO-sustava (BPC 157 + L-
arginin). [lustrativno za odnos izmedu BPC 157-L-arginina, BPC 157 je obnovio antagonizaciju
(BPC 157 + L-NAME + L-arginin) kada je ona bila ukinuta istodobnom primjenom L-NAME
s L-argininom (L-NAME + L -arginin).
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Slika 2. Rezultati motoricke aktivnosti inducirane apomorfinom.

Prikazani su rezultati testa motoricke aktivnosti inducirane apomorfinom, srednje vrijednosti i
95-postotni intervali pouzdanosti. Lokomotorna aktivnost 1 stereotipija kvantificirani su svakih
5 min tijekom 60 minuta odmah nakon davanja apomorfina. Ukupna ocjena ponaSanja dobivena
je zbrajanjem pojedinacnih ocjena pruzajuc¢i 78 kao maksimalnu ocjenu od 13 kontrolnih
toCaka. Agensi (sivi stupci) (/kg intraperitonealno, BPC 157 (B, 10 pug), L-arginin (A, 100 mg),
L-NAME (N, 5 mg) sami i/ili kombinirani (NA, AB, NB, ANB)), fizioloska otopina 5,0 ml/kg
(kontrola (AP), bijeli stupac) dani 5 minuta prije apomorfina (2,5 mg/kg i.p.). Za usporedbu
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kontrolne skupine (AP) s tretiranim skupinama koriStena je jednosmjerna analiza varijance

(ANOVA) i Dunnettov test viSestruke usporedbe. * P < 0.05, F 540,5

5.3. Hiperlokomocija, stereotipno ponasanje i ataksija
izazvani sa MK-801

MK-801-inducirano ponaSanje: lokomocija, sterotipno njuSkanja i ataksija (slike 3-5).
Aplicirani sami, BPC 157 ili L-arginin snazno se suprotstavljaju protiv svih poremecaja
izazvanih s MK-801, dok primjena L-NAME nije imala ucinka. Suprotno tome, kombinirano
davanje (L-NAME + L-arginin, BPC 157 + L-NAME, BPC 157 + L-arginin, BPC 157 + L-
NAME + Larginin) pokazuje da se L-NAME suprotstavlja suprotstavljaju¢em ucinku L-
arginina na poremecaje inducirane s MK-801 (L-NAME + L-arginin), dok BPC 157 zadrzava
svoj suprotstavljuju¢i ucinak u prisutnosti blokade NOS-a (BPC 157 + L-NAME) ili
prekomjerne stimulacije NO-sustava (BPC 157 + L-arginin). Kao i u apomorfinskih Stakora, u
MK-801 stakora BPC 157 je obnovio antagonizaciju (BPC 157 + L-NAME + L-arginin) kada
je ona prethodno bila ukinuta istodobnom primjenom L-NAME s L-argininom (L-NAME + L-
arginin).
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Slika 3. Rezultati lokomotorne aktivnosti inducirane s MK-801.
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Prikazani su rezultati testa lokomotorne aktivnosti inducirane s MK-801, srednje vrijednosti i
95-postotni intervali povjerenja. 60 min razdoblje ocjenjivanja (tj. 15-75 min nakon injiciranja)
daje ukupni rezultat zbrajanjem pojedinacnih bodova pruzajuc¢i maksimalnu ocjenu 65 od 13
kontrolnih tocaka. Agensi (sivi stupci) (/kg i.p., BPC 157 (B, 10 pg), L-arginin (A, 100 mg), L-
NAME (N, 5 mg) sami i/ili kombinirani (NA, AB, NB, ANB)), fizioloSka otopina 5,0 ml/kg
(kontrola (MK-801), bijeli stupac) dani 5 minuta prije MK-801 (0,2 mg/kg i.p.). Za usporedbu
kontrolne skupine (MK-801) s tretiranim skupinama koriStena je jednosmjerna analiza

varijance (ANOVA) i Dunnettov test viSestruke usporedbe. * P> 0,001, F = 42,34
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Slika 4. Rezultati stereotipnog ponasanja induciranog s MK-801.

Prikazani su rezultati testa stereotipnog ponaSanja induciranog s MK-801, srednje vrijednosti i
95-postotni intervali povjerenja.60 min razdoblje ocjenjivanja (tj. 15-75 min nakon injiciranja)
daje ukupni rezultat zbrajanjem pojedinacnih bodova pruzajuc¢i maksimalnu ocjenu 26 od 13
kontrolnih tocaka. agensi (sivi stupci) (/kg i.p., BPC 157 (B, 10 ug), L-arginin (A, 100 mg), L-
NAME (N, 5 mg) sami i/ili kombinirani (NA, AB, NB, ANB)), fizioloSka otopina 5,0 ml/kg
(kontrola (MK-801), bijeli stupac) dani 5 minuta prije MK-801 (0,2 mg/kg i.p.). Za usporedbu
kontrolne skupine (MK-801) s tretiranim skupinama koriStena je jednosmjerna analiza

varijance (ANOVA) i Dunnettov test viSestruke usporedbe. * P> 0,001, F = 38,18
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Slika 5. Rezultati ataksije inducirane s MK-801

Prikazani su rezultati testa ataksije inducirane s MK-801, srednje vrijednosti i 95-postotni
intervali povjerenja. 60 min razdoblje ocjenjivanja (tj. 15-75 min nakon injiciranja) daje ukupni
rezultat zbrajanjem pojedinacnih bodova pruzaju¢i maksimalnu ocjenu 26 od 13 kontrolnih
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poena. Lijekovi (sivi stupci) (/kg i.p., BPC 157 (B, 10 pg), L-arginin (A, 100 mg), L-NAME
(N, 5 mg) sami i/ili kombinirani (NA, AB, NB, ANB)), fizioloSka otopina 5,0 ml/kg (kontrola
(MK-801), bijeli stupac) dani 5 minuta prije MK-801 (0,2 mg/kg i.p.). Za usporedbu kontrolne
skupine (bijeli stupac) s tretiranim skupinama koriStena je jednosmjerna analiza varijance

(ANOVA) i Dunnettov test viSestruke usporedbe. * P> 0,001, F = 9,483

5.4. Kognitivni poremecaj induciran ketaminom (3,0 mg/kg
1.p.)

Akutni tretman ketaminom (3,0 mg/kg i.p.) izazvao je deficit prepoznavanja novog objekta u
NORT (slika 6-8). Aplicirani sami, BPC 157 ili L-arginin su se snazno suprotstavili poremecaju
izazvanom ketaminom, dok primjena L-NAME nije imala u¢inka u NORT-u. Suprotno tome,
kombinirano je davanje (L-NAME+L-arginin, BPC 157+L-NAME, BPC 157+L-arginin, BPC
157+L-NAME+L-arginin) pokazalo da se L-NAME suprotstavlja suprotstavljaju¢em ucinku
L-arginina na poremecaje inducirane s ketaminom (L-NAME+L-arginin), dok BPC 157
zadrzava svoj suprotstavljajuci ucinak u prisutnosti blokade NOS-a (BPC 157+L-NAME) ili
prekomjerne stimulacije NO-sustava (BPC 157+L-arginin). Kao i u apomorfinskih i MK-801
Stakora BPC 157 je obnovio antagonizaciju (BPC 157+L-NAME+L-arginin) kada je ona
prethodno bila ukunuta istodobnom primjenom L-NAME s L-argininom (L-NAME+L-

arginin).

* P < 0,05 prema kontroli (0,9% NaCl)
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Indeks diskriminacije D

Slika 6. Indeks diskriminacije D izraZen od razlicitih skupina stakora za vrijeme T2.

Prikazan je indeks diskriminacije D u zadatku prepoznavanja novog objekta (NORT) kod
poremecaja induciranog ketaminom u T2, srednje vrijednosti 1 95 postotni intervali

pouzdanosti. Spojevi su injicirani i.p. neposredno nakon T1. (KoriSten je 1-h ITL.) Lijekovi (sivi
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stupci) (/kg i.p., BPC 157 (B, 10 pg), L-arginin (A, 100 mg), L-NAME (N, 5 mg) sami i/ili
kombinirani (NA, AB, NB, ANB)), fizioloska otopina 5,0 ml/kg (kontrola (F), crni stupac) dani
5 minuta prije ketamina (3,0 mg/kg i.p.). Za usporedbu kontrolne skupine (F) s tretiranim

skupinama koriSten je Dunnettov test viSestruke usporedbe. * P< 0,05 u odnosu na fiziolosku.

* P < 0,001 prema kontroli (0,9% NaCl)
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Slika 7. Vrijeme istraZivanja u T2.

Prikazan je vrijeme istrazivanja u T2 u zadatku prepoznavanja novog objekta (NORT), kod
poremecaja induciranog ketaminom, srednje vrijednosti i 95 postotni intervali pouzdanosti.
Spojevi su injicirani i.p. neposredno nakon T1. (KoriSten je 1-h ITIL.) Lijekovi (sivi stupci) (/kg
1.p., BPC 157 (B, 10 pg), L-arginin (A, 100 mg), L-NAME (N, 5 mg) sami i/ili kombinirani
(NA, AB, NB, ANB)), fizioloska otopina 5,0 ml/kg (kontrola (F), crni stupac) dani 5 minuta
prije ketamina (3,0 mg/kg i.p.). Za usporedbu kontrolne skupine (F) s tretiranim skupinama

koristen je Dunnettov test viSestruke usporedbe. * P< 0,05 u odnosu na fizioloSku.
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80 * P < 0,05 prema kontroli (0,9% NaCl)
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Slika 8. Ukupna lokomotorna aktivnost stakora u T2.

Prikazan je lokomotorna aktivnostu T2 u zadatku prepoznavanja novog objekta (NORT), kod
poremecaja induciranog ketaminom, srednje vrijednosti i 95 postotni intervali pouzdanosti.
Spojevi su injicirani i.p. neposredno nakon T1. (Koristen je 1-h ITL.) Lijekovi (sivi stupci) (/kg
i.p., BPC 157 (B, 10 pg), L-arginin (A, 100 mg), L-NAME (N, 5 mg) sami i/ili kombinirani
(NA, AB, NB, ANB)), fizioloSka otopina 5,0 ml/kg (kontrola (F), crni stupac) dani 5 minuta
prije ketamina (3,0 mg/kg i.p.). Za usporedbu kontrolne skupine (F) s tretiranim skupinama

koriSten je Dunnettov test viSestruke usporedbe. * P< 0,05 u odnosu na fizioloSku.

5.5. Negativni simptomi shizofrenije inducirani ketaminom

5.5.1. Ponasanje Stakora u testu otvorenog polja (OFT) i testu
sklonosti saharozi

Ketaminom-inducirano ponasanje: hiperlokomocija (horizontalna i vertikalna aktivnost) (slike
9-11). Apliciran sam, BPC 157 je blokirao vertikalnu, ali nije smanjio horizontalnu aktivnost
induciranu ketaminom, te je pokazao ve¢i udio putanja u centru u odnosu na ketamin. L-arginin
1 L-NAME, nakon prve 2 minute, kada su Stakori bili aktivni, izazvali su imobilnost i ataksiju
u Stakora. BPC 157 sam, nije djelovao na poremecaj lokomocije izazvan L-argininom, niti na
imobilnost izazvanu s L-NAME, ali je sprjecio ataksiju induciranu s L-NAME. Kombinirano
davanje (L-NAME+L-arginin, BPC 157+L-NAME, BPC 157+L-arginin, BPC 157+L-
NAME-+L-arginin) pokazuje da se L-arginin suprotstavio suprotstavljaju¢em u€inku L-NAME
na poremecaje inducirane ketaminom (L-NAME+L-arginin), dok je BPC 157 izgubio svoj
suprotstavljaju¢i ucinak u prisustvu blokade NOS (BPC 157+L-NAME) ili imao znatno
smanjen ucinak kod prekomjerne stimulacije NO-sustava ( BPC 157+L-arginin). BPC 157 je
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obnovio antagonizaciju (BPC 157+L-NAME+L-arginin) kada je ona bila prethodno bila
oslabljena primjenom L-NAME (BPC 157+L-NAME) ili L-arginina (BPC 157+L-arginin).
Iako su Stakori u skupinama NA i ANB bili nestabilni, bili su lokomotorno aktivni, dok je
njihova vertikalna aktivnost bila oslabljena ili odsutna. Ujedno, Stakori te dvije skupine

pokazali su povecani udio putanja u srediStu otvorenog polja.

*P < 0,001 prema kontroli (0,9% NacCl)
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Slika 9. Ukupan broj trajektorija u otvorenom polju / 20 min.

Prikazan je ukupan broj trajektorija u otvorenom polju induciran ketaminom u testu otvorenog
polja (OFT), srednje vrijednosti i 95 postotni intervali pouzdanosti. Agensi (sivi stupci) (/kg
i.p., BPC 157 (B, 10 pg), L-arginin (A, 100 mg), L-NAME (N, 5 mg) sami i/ili kombinirani
(NA, AB, NB, ANB)), fizioloska otopina 5,0 ml/kg (kontrola F), crni stupac) dani 5 minuta
prije ketamina (30,0 mg/kg i.p.). Procjena je pocela 5 minuta nakon primjene ketamina. Za
usporedbu kontrolne skupine (F) s tretiranim skupinama koriSten je Dunnettov test viSestruke

usporedbe. * P< 0,001 u odnosu na fiziolosku.
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*P < 0,001 prema kontroli (0,9% NaCl)
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Slika 10. Udio trajektorija u centru otvorenog polja (%).
Prikazan je udio trajektorija u centru otvorenog polja induciran ketaminom u testu otvorenog
polja (OFT), srednje vrijednosti i 95 postotni intervali pouzdanosti. Agensi (sivi stupci) (/kg
i.p., BPC 157 (B, 10 pg), L-arginin (A, 100 mg), L-NAME (N, 5 mg) sami i/ili kombinirani
(NA, AB, NB, ANB)), fizioloska otopina 5,0 ml/kg (kontrola F), crni stupac) dani 5 minuta
prije ketamina (30,0 mg/kg i.p.). Procjena je pocela 5 minuta nakon primjene ketamina. Za
usporedbu kontrolne skupine (F) s tretiranim skupinama koriSten je Dunnettov test viSestruke

usporedbe. * P< 0,001 u odnosu na fizioloSku.
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Slika 11. Ukupan broj uspinjanja u otvorenom polju.

Prikazan je broj uspinjanja u otvorenom polju induciran ketaminom u testu otvorenog polja
(OFT), srednje vrijednosti 1 95 postotni intervali pouzdanosti. Agensi (sivi stupci) (/kg i.p., BPC
157 (B, 10 pg), L-arginin (A, 100 mg), L-NAME (N, 5 mg) sami i/ili kombinirani (NA, AB,
NB, ANB)), fizioloska otopina 5,0 ml/kg (kontrola F), crni stupac) dani 5 minuta prije ketamina

(30,0 mg/kg i.p.). Procjena je pocela 5 minuta nakon primjene ketamina. Za usporedbu
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kontrolne skupine (F) s tretiranim skupinama koriSten je Dunnettov test viSestruke usporedbe.
* P< 0,001 u odnosu na fiziolosku.
Ispitivanje preferencije saharoze nastavilo se nakon testa otvorenog polja (OFT) kroz 72 h.

Anhedonija je inducirana akutnom primjenom ketamina.
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Slika 12. Potrosnja otopine saharoze 1. dana (%)

Prikazana je potroSnja otopine saharoze 1. dana inducirana ketaminom u testu preferencije
saharoze (SPT), srednje vrijednosti i 95 postotni intervali pouzdanosti. Ispitivanje preferencije
saharoze nastavilo se nakon testa otvorenog polja (OFT) kroz 72 h. Za usporedbu kontrolne
skupine (F) s tretiranim skupinama koriSten je Dunnettov test visestruke usporedbe. * P< (0,001

u odnosu na fiziolosku.
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Slika 13. Potrosnja otopine saharoze 2. dana (%).
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Prikazani je potroSnja otopine saharoze 2. dana inducirana ketaminom u testu preferencije
saharoze (SPT), srednje vrijednosti i 95 postotni intervali pouzdanosti. Ispitivanje preferencije
saharoze nastavilo se nakon testa otvorenog polja (OFT) kroz 72 h. Za usporedbu kontrolne
skupine (F) s tretiranim skupinama koriSten je Dunnettov test visestruke usporedbe. * P< (0,001

u odnosu na fiziolosku.
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Slika 14. Potrosnja otopine saharoze 3. dana (%).

Prikazani je potroSnja otopine saharoze 3. dana inducirana ketaminom u testu preferencije
saharoze (SPT), srednje vrijednosti i 95 postotni intervali pouzdanosti. Ispitivanje preferencije
saharoze nastavilo se nakon testa otvorenog polja (OFT) kroz 72 h. Za usporedbu kontrolne
skupine (F) s tretiranim skupinama koriSten je Dunnettov test viSestruke usporedbe. * P< 0,001
u odnosu na fizioloSku.

Sumarno, predtretman s BPC 157 i L-argininom rezultirao je s anksiolitickim u¢inkom. BPC
157 je znaajno smanjio vertikalnu aktivnost induciranu ketaminom i doveo do oporavka
ataksije izazvane s L-NAME. Pokazan je 1 u¢inak BPC 157 na povecanje preferencije saharoze

1 u¢inak L-NAME na smanjenje preferencije saharoze.

5.5.2. Socijalna interakcija (SIT)

Zivotinje kojima je administriran ketamin (8,0 mg/kg i.p.) ispoljile su odredenu socijalnu
interakciju i lokomotornu aktivnost u otvorenom polju (slika 15). Predtretman s BPC 157 i1 L-
NAME znacajno je povecao socijalnu interakciju u poredenju s kontrolom (ketamin). L-arginin
je smanjio socijalnu interakciju u poredenju s kontrolom. Kombinirano davanje (L-NAME+L-

arginin, BPC 157+L-NAME, BPC 157+L-arginin, BPC 157+L-NAME+L-arginin) pokazalo je
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da se L-arginin suprotstavio suprotstavljaju¢em ucinku L-NAME na poremecaje inducirane
ketaminom (L-NAME+L-arginin), dok je BPC 157 izgubio svoj suprotstavljaju¢i u¢inak u
prisutnosti blokade NOS (BPC 157+L-NAME) ili prekomjerne stimulacije NO-sustava (BPC
157+L-arginin). BPC 157 nije obnovio antagonizaciju (BPC 157+L-NAME-+Larginin) kada je
ona bila prethodno ukinuta istodobnom primjenom L-NAME s L-argininom (L-NAME+L-
arginin).
* P < 0,001 prema kontroli (ketamin)
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Slika 15. Rezultati socijalne interakcije.

Prikazani su rezultati socijalne interakcije u otvorenom polju u testu socijalne interakcije (SIT)
inducirane ketaminom, srednje vrijednosti i 95 postotni intervali pouzdanosti . Ketamin 8,0
mg/kg (kontrola (K), crni stupac) je administriran i.p. kroz 3 dana. Agensi (sivi stupci) (/kg i.p.,
BPC 157 (B, 10 pg), L-arginin (A, 100 mg), L-NAME (N, 5 mg) sami i/ili kombinirani (NA,
AB, NB, ANB)) injicirani su i.p. na dan testiranja 5 min prije ketamina. Testiranje se izvelo na
dan posljednje injekcije ketamina 30 min nakon odgovarajuceg predtretmana. Mjerenje
socijalne interakcije 1 lokomotorne aktivnosti je pocelo 5 minuta nakon primjene ketamina i
trajalo 10 minuta. Za usporedbu kontrolne skupine (K) s tretiranim skupinama koriSten je
Dunnettov test viSestruke usporedbe. * P< 0,001 u odnosu na ketamin

Predtretman s BPC 157 je znaCajno povecao lokomotornu aktivnost u poredenju s kontrolom
(ketamin). L-arginin i L-NAME su smanjili lokomotornu aktivnost u poredenju s kontrolom.
Kombinirano davanje (L-NAME+L-arginin, BPC 157+L-NAME, BPC 157+L-arginin, BPC
157+L-NAME-+L-arginin) pokazalo je da je L-arginin dodatno pojac¢ao u¢inak L-NAME na

smanjenje lokomotorne aktivnosti inducirane ketaminom (L-NAME+L-arginin), dok je BPC
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157 izgubio svoj suprotstavljajuci u¢inak u prisutnosti blokade NOS (BPC 157+L-NAME) ili
prekomjerne stimulacije NO-sustava (BPC 157+L-arginin). BPC 157 nije obnovio motoricku
aktivnost (BPC 157+L-NAME+Larginin) kada je ona bila prethodno ukinuta istodobnom
primjenom L-NAME s L-argininom (L-NAME+L-arginin).

800+ *P < 0,001 prema kontroli (ketamin)
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Slika 16. Rezultati lokomotorne aktivnosti u SIT-u.

Prikazani su rezultati lokomotorne aktivnosti u otvorenom polju u testu socijalne interakcije
(SIT) inducirane ketaminom, srednje vrijednosti i 95 postotni intervali pouzdanosti . Ketamin
8,0 mg/kg (kontrola (K), crni stupac) je administriran i.p. kroz 3 dana. Agensi (sivi stupci) (/kg
1.p., BPC 157 (B, 10 pg), L-arginin (A, 100 mg), L-NAME (N, 5 mg) sami i/ili kombinirani
(NA, AB, NB, ANB)) injicirani su i.p. na dan testiranja 5 min prije ketamina. Testiranje se
izvelo na dan posljednje injekcije ketamina 30 min nakon odgovaraju¢eg predtretmana.
Mjerenje socijalne interakcije i lokomotorne aktivnosti je pocelo 5 minuta nakon primjene
ketamina 1 trajalo 10 minuta. Za usporedbu kontrolne skupine (K) s tretiranim skupinama

koriSten je Dunnettov test viSestruke usporedbe. * P< 0,001 u odnosu na ketamin

5.6. Katalepsija inducirana s haloperidolom i L-NAME
5.6.1. Katalepsija inducirana s haloperidolom

U Stakora kojima je administriran haloperidol (slika 17), ako se daju sami, BPC 157 ili L-arginin
su pokazali snazno suprotstavljanje, dok L-NAME nije pokazala u¢inak. Zanimljivo, sli¢no
apomorfinskim i MK-801 Stakorima (slike 2-5), u Stakora kojima je apliciran haloperidol,
kombinirana administracija (L-NAME + L-arginin, BPC 157 + L-NAME, BPC 157 + L-
arginin, BPC 157 + L-NAME + Larginin) pokazuje da se L-NAME suprotstavlja

suprotstavljaju¢em ucinku L-arginina prema katalepsiji izazvanoj haloperidolom (L-NAME +
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L-arginin). Kao 1 prije, BPC 157 zadrZava svoje suprotstavljajuce djelovanje u prisutnosti
blokade NOS-a (BPC 157 + L-NAME) ili prekomjerne stimulacije NO-sustava (BPC 157 + L-
arginin). Isto tako, BPC 157 vrac¢a antagonizaciju (BPC 157 + L-NAME + L-arginin) kada je
ukinuta istodobnom primjenom L-NAME s L-argininom (L-NAME + L-arginin).

* P < 0,05 prema kontroli (haloperidol)
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Slika 17. Rezultati katalepsije inducirane haloperidolom.

Prikazani su rezultati katalepsije inducirane haloperidolom, srednja vrijednost i intervali
pouzdanosti od 95 posto. Procjena je zapocela 10 min nakon primjene haloperidola. Procjena
katalepsije izazvane haloperidolom podrazumijeva da su prednje Sape svake Zivotinje smjeStene
na precku a straZznje Sape smjesStene na podu. Izmjereno je vrijeme kaSnjenja spustanja prednjih
Sapa s preCke. Latencija spuStanja (sek) mjerena je svakih 10 min tijekom 3 sata (grani¢no
vrijeme 360 sek). Agensi (sivi stupci) (/kg i.p., BPC 157 (B, 10 pg), L-arginin (A, 100 mg), L-
NAME (N, 5 mg) sami i/ili kombinirani (NA, AB, NB, ANB)), fizioloSka otopina 5,0 ml/kg
(kontrola (HAL), bijeli stupac) koja se daje 5 min prije haloperidola (2,0 mg/kg i.p.). Za
usporedbu kontrolne skupine (HAL) s tretiranim skupinama koriStena je jednosmjerna analiza

varijance (ANOVA) i Dunnettov test viSestruke usporedbe. * P> 0,001, F = 321,9

5.6.2. Katalepsija inducirana sa L-NAME

U Stakora tretiranih s visokom dozom L-NAME u ispitivanju katalepsije inducirane s L-NAME

(slika 18), BPC 157 je u potpunosti eliminirao katalepsiju izazvanu s L-NAME.
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Slika 18. Rezultati katalepsije inducirane sa L-NAME.

Prikazani su rezultati katalepsije inducirane sa L-NAME, srednje vrijednosti 1 intervali
pouzdanosti od 95 posto. Procjena je zapocela 20 minuta nakon primjene L-NAME. Procjena
katalepsije izazvane s L-NAME podrazumijeva da su prednje Sape svake Zivotinje smjeStene
na preCku a straznje Sape na pod. Izmjereno je vrijeme kasSnjenja spusStanja prednjih Sapa sa
Stapa. Latencija spuStanja (sek) mjerena je svakih 10 min u ukupnom vremenskom razdoblju
od 2 sata (grani¢no vrijeme 360 sek). Agens (/kg i.p., BPC 157 (B, 10 pg), sivi stupac),
fizioloSka otopina 5,0 ml/kg (kontrola (L-NAME), bijeli stupac) dana odmah nakon L-NAME
(40,0 mg / kg i.p.). KoriSten je Mann-Whitney U-test.

5.7. Intolerancija glukoze inducirana olanzapinom

5.7.1. Interakcija olanzapina i BPC 157

Nakon injekcije olanzapina (i.p.) u normalnih Stakora, razina glukoze u krvi se povisila od
bazalnih razina u TO do T60, nakon ¢ega se polako vratila i stabilizirala na poviSenim razinama.
BPC 157 je signifikantno smanjio hiperglikemiju induciranu olanzapinom od 90 min (slika 19

120).

—e— kontrola (0.9% NacCl) + olanzapin

—=— BPC 157 (10 ng/kg) + olanzapin
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Slika 19. Vremenski tijek glikemije inducirane olanzapinom.
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Prikazan je vremenski tijek glikemije inducirane olanzapinom, srednje vrijednosti i 95-postotni
intervali pouzdanosti. Agensi (/kg i.p., BPC 157 (10 pg), fizioloSka otopina 5,0 ml/kg (kontrola
(0,9% NaCl)) dani 5 minuta prije olanzapina (15,0 mg/kg i.p.). Procjena je pocela 5 minuta
nakon primjene olanzapina. Za usporedbu kontrolne skupine (0,9% NaCl) s tretiranom

skupinom (BPC 157) koriSten je Mann-Whitney U-test, * P = 0,002
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Slika 20. Glikemija inducirana olanzapinom (AUC).

Prikazana je povrSina pod krivuljom (AUC), srednje vrijednosti i 95-postotni intervali
pouzdanosti. Agensi (/kg i.p., BPC 157 (10 pg), fizioloska otopina 5,0 ml/kg (kontrola (0,9%
NaCl)) dani 5 minuta prije olanzapina (15,0 mg/kg i.p.). Procjena je pocela 5 minuta nakon
primjene olanzapina. Za usporedbu kontrolne skupine (0,9% NaCl) s tretiranom skupinom

(BPC 157) koristen je Mann-Whitney U-test, * P = 0,002

5.7.2. Intolerancija glukoze u GTT i BPC 157

Nakon injekcije bolusa glukoze, GUK je porasla od bazalne razine u TO do do T15 i zadrzala
se na platou do T90, a nakon toga pokazala tendenciju polaganog povratka prema normalnim
vrijednostima. BPC 157 je znacajno smanjio glikemiju od T15 na signifikantno niZe razine

(slika 21 1 22).
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Slika 21. Vremenski tijek glikemije u testu tolerancije glukoze (GTT).

Prikazan je vremenski tijek glikemije, srednje vrijednosti 1 95-postotni intervali pouzdanosti.
Agensi (/kg i.p., BPC 157 (10 pg), fizioloska otopina 5,0 ml/kg (kontrola (0,9% NaCl)) dani 5
minuta prije bolusa glukoze (1 g/kg/ml i.p.). Procjena je pocela 5 minuta nakon primjene
glukoze. Za usporedbu kontrolne skupine (0,9% NaCl) s tretiranom skupinom (BPC 157)
koristen je Mann-Whitney U-test, * P = 0,002

P = 0,002

Slika 22. Glikemija inducirana bolusom glukoze u testu tolerancije glukoze (GTT).

Prikazana je povrSina pod krivuljom, srednje vrijednosti 1 95-postotni intervali pouzdanosti.
Agensi (/kg i.p., BPC 157 (10 pg), fizioloska otopina 5,0 ml/kg (0,9% NaCl) dani 5 minuta
prije glukoze (1 g/ml/kg i.p.). Procjena je pocela 15 minuta nakon davanja bolusa glukoze.

Ukupna kumulativna razina glukoze za grupe u tretmanu sabrana je kao “povrSina pod
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krivuljom” (AUC) 1 predstavljena kao zbirna vrijednost glukoze. Za usporedbu kontrolne
skupine (0,9% NaCl) s tretiranom skupinom (BPC 157) koriSten je Mann-Whitney U-test, * P
= 0,002

5.7.3. Intolerancija glukoze nakon tretmana s olanzapinom i BPC 157
uGTT-u

Olanzapin je administriran u TO. Nakon injekcije 0,9% NaCl/glukoze u T60, glukoza u krvi je
narasla, s maksimumom u T80, potom je pocela sporo padati, ali je ostala na poviSenoj razini.
Za razliku, nakon injekcije BPC 157/glukoze, glukoza u krvi je rasla signifikantno vise od
kontrole, s vrthom u T90 i platoom do T120, nakon cega je brzo padala i od T180 bila na
znacajno nizoj razini (*p<0,05). (slike 23 i 24). Benefitni ¢inak jedne doze BPC 157 trajao je

sljede¢a 4 dana (nije prikazano).

—e— olanzapin + kontrola (0.9% NaCl) + GTT
25- —=— olanzapin + BPC 157 (10 pg/kg) + GTT

glukoza (mmol/L)
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1
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Slika 23. Vremenski tijek glikemije u testu tolerancije glukoze (GTT) 60 minuta nakon
tretmana s olanzapinom.

Prikazan je vremenski tijek glikemije, srednje vrijednosti i 95-postotni intervali pouzdanosti.
Agensi (/kg 1.p., BPC 157 (10 pg), fizioloSka otopina 5,0 ml/kg (0,9% NaCl) 1 bolus glukoze
(1 g/ml/kg i.p.) administrirani su 60 min nakon olanzapina (15 mg/kg i.p.). Procjena je pocela
15 minuta nakon davanja bolusa glukoze. Ukupna kumulativna razina glukoze za grupe u
tretmanu sabrana je kao “povrsina pod krivuljom” (AUC) i predstavljena kao zbirna vrijednost
glukoze. Za usporedbu kontrolne skupine (fizioloSka) s tretiranom skupinom (BPC 157)

koristen je Mann-Whitney U-test, * P = 0,002
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P = 0,002
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Slika 24. Glikemija inducirana bolusom glukoze u testu tolerancije glukoze (GTT) 60 minuta
nakon teretmana s olanzapinom.

Prikazana je povrSina pod krivuljom, srednje vrijednosti 1 95-postotni intervali pouzdanosti.
Agensi (/kg i.p., BPC 157 (10 pg), fizioloska otopina 5,0 ml/kg (0,9% NaCl) dani 5 minuta
prije glukoze (1 g/ml/kg i.p.). Procjena je pocela 15 minuta nakon davanja bolusa glukoze.
Ukupna kumulativna razina glukoze za grupe u tretmanu sabrana je kao “povrSina pod
krivuljom” (AUC) 1 predstavljena kao zbirna vrijednost glukoze. Za usporedbu kontrolne
skupine (0,9% NaCl) s tretiranom skupinom (BPC 157) koriSten je Mann-Whitney U-test, * P
=0,002

5.7.4. Katalepsija inducirana olanzapinom

BPC 157 je ovisno o dozi znaCajno smanjio katalepsiju u T30, a Stakori iz te skupine su se

slobodno kretali i trcali u kavezu u T90 (*p<0,05). (slika 25-28).
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Slika 25. Rezultati katalepsije izazvane olanzapinom u 30 min.

Prikazane su vrijednosti latencije izazvane olanzapinom, srednja vrijednost i intervali
pouzdanosti od 95 posto. Agensi (/kg i.p., BPC 157 (10 pg), (10 ng), fizioloSka otopina 5,0
ml/kg (kontrola) administrirani su 5 min prije olanzapina (15 mg/kg i.p.). Latencija spustanja
(sek) mjerena je svakih 30 min tijekom 2 sata. Za usporedbu kontrolne skupine (0.9 % NaCl) s
tretiranim skupinama koriStena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) 1 Dunnettov test

viSestruke usporedbe, * P< 0,05
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Slika 26. Rezultati katalepsije izazvane olanzapinom u 60 min.
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Prikazane su vrijednosti latencije izazvane olanzapinom, srednja vrijednost i intervali
pouzdanosti od 95 posto. Agensi (/kg i.p., BPC 157 (10 pg), (10 ng), fizioloSka otopina 5,0
ml/kg (kontrola) administrirani su 5 min prije olanzapina (15 mg/kg i.p.). Latencija spustanja
(sek) mjerena je svakih 30 min tijekom 2 sata. Za usporedbu kontrolne skupine (0.9 % NaCl) s
tretiranim skupinama koriStena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) 1 Dunnettov test

viSestruke usporedbe, * P< 0,05
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Slika 27. Rezultati katalepsije izazvane olanzapinom u 90 min.

Prikazane su vrijednosti latencije izazvane olanzapinom, srednja vrijednost i intervali
pouzdanosti od 95 posto. Agensi (/kg i.p., BPC 157 (10 pg), (10 ng), fizioloska otopina 5,0
ml/kg (kontrola) administrirani su 5 min prije olanzapina (15 mg/kg i.p.). Latencija spuStanja
(sek) mjerena je svakih 30 min tijekom 2 sata. Za usporedbu kontrolne skupine (0.9 % NaCl) s
tretiranim skupinama koriStena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) i Dunnettov test

viSestruke usporedbe, * P< 0,05
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Slika 28. Rezultati katalepsije izazvane olanzapinom u 120 min.

Prikazane su vrijednosti latencije izazvane olanzapinom, srednja vrijednost i intervali
pouzdanosti od 95 posto. Agensi (/kg i.p., BPC 157 (10 pg), (10 ng), fizioloska otopina 5,0
ml/kg (kontrola) administrirani su 5 min prije olanzapina (15 mg/kg i.p.). Latencija spustanja
(sek) mjerena je svakih 30 min tijekom 2 sata. Za usporedbu kontrolne skupine (0.9 % NaCl) s
tretiranim skupinama koriStena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) 1 Dunnettov test

viSestruke usporedbe, * P< 0,05

5.8. Lokomotorna aktivhost nakon senzibilizacije
inducirane s metamfetaminom

Preosjetljivost izazvana metamfetaminom prelazi u jaCe motoricke poremecaje (slika 23). Sam
dani, niti jedan od ispitivanih agenasa nije promijenio bazalno ponaSanje. Davani s
metamfetaminom, u drugom i tre¢em tjednu, oni pokazuju odredene ucinke. Primjena BPC 157
snazno djeluje protiv poremecaja izazvanih metamfetaminom. Isto tako, primjena L-arginina
rezultira s izrazitim suprotstavljanjem. Suprotno tome, L-NAME nema ucinka. Medutim,
kombinirana primjena daje karakteristicne uc¢inke. L-NAME se suprotstavlja u¢inku L-arginina
u suzbijanju ucinka induciranog metamfetaminom (L-NAME + L-arginin). Za razliku od L-
arginina, BPC 157 zadrzava svoj suprotstavljaju¢i u¢inak u prisutnosti NOS-blokade (BPC 157
+ L-NAME). Isto tako, BPC 157 zadrzava svoj suprotstavljaju¢i ucinak u prisutnosti
prekomjerne stimulacije NO-sustava (BPC 157 + L-arginin). Ilustrativno za odnose izmedu
BPC 157-L-arginina, BPC 157 je obnovio antagonizaciju (BPC 157 + L-NAME + L-arginin)
kada je ukinuta istodobnom primjenom L-NAME s L-argininom (L-NAME + L -arginin).
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Slika 29. Rezultati lokomotorne senzibilizacije inducirane metamfetaminom.

Prikazan je broj koraka, srednja vrijednost i intervali pouzdanosti od 95 posto. Shemu davanja
agensa vidi u tablici 2 na stranici 39. Za usporedbu kontrolne skupine (met, metamfetamin) s
tretiranim skupinama koriStena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) 1 Dunnettov test

viSestruke usporedbe. * P <0,05
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6. RASPRAVA

6.1. Rasprava o primarnim rezultatima rada

U odgovaraju¢im modelima Stakora usmjerila se paznja na odnose stabilnog pentadekapeptida
BPC 157, (152-159, 190, 336-340) NG-nitro-L-arginin metil ester hidroklorida (L-NAME),
inhibitora sintaze duSikovog oksida(NOS) i L-arginina, NOS-supstrata, prema simptomima
sliénim shizofreniji. DuSikov oksid (NO) ima ulogu u patofiziologiji shizofrenije (341). Pri
tome je intrigantno da se oba NOS-inhibitor (342) i L-arginin (343) primjenjuju u terapiji
shizofrenije, kao i u modelima na Zivotinjama koji nalikuju ,,pozitivnim*“ simptomima
shizofrenije (npr. primjena amfetamina) (344-347). U praksi, kao $to je istaknuto u drugoj NO-
studiji (348), takvo neuobicajeno podudaranje znaci da dva farmakoloski razli¢ita mehanizma
sa suprotnim u¢incima na istom signalnom putu proizvode isti fizioloski odgovor. Moguce je
da to nije strogo povezano s NO-sustavom (348). Isto tako, ova neobi¢na podudarnost (348)
zahtijeva dodatni sloZeniji pristup koji bi je pobliZe objasnio. Sva tri koriStena rezima, L-NAME
(blokada NO-sustava) vs. L-arginin (prekomjerna stimulacija NO-sustava) vs. kombinacija (L-
NAME + L-arginin) (imobilizacija NO sustava, kombinirana oba agensa suprotstavljaju se
jedan drugom, ukoliko je NO -sustav povezan), sva tri agensa koja smo u skladu s tim koristili
u istoj studiji omogucila su cjelovitiju prezentaciju NO sustava. Taj je pristup dosljedno
proveden u naSim studijama (za pregled vidi, tj. (153, 348).

Medutim, iako je davno predloZeno [za pregled, vidi, npr. (198, 349)], nisu koristeni niti u
studijama NO-amfetamina (344-347). U principu, ovaj sloZeniji pristup [za pregled vidi npr.
(153, 348)] moZe pomoc¢i u razjaSnjenju tako neobi¢nog paralelnog djelovanja,
pretpostavljenog podudaranja NO agensa koji su negativno ili pozitivno utjecali na NO-sustav
(344-347). Naime, kako je pokazano (349), ako su studije NO obi¢no ograni¢ene samo na
oslabljenu generaciju NO-a, one ¢e biti manje precizne (153, 348), a time i s druk¢ijim
rezultatima s primjenom NO-agensa (346, 347, 350-353). S druge strane, obi¢no, modeli na
Zivotinjama mogu biti korisni za uspostavljanje uzro¢no-posljedi¢nih veza potencijalnih
antipsihotickih agensa i ,,pozitivnih* simptoma shizofrenije (295).

S tim u vezi, ispitali smo znacenje BPC 157 (152-159, 190, 336-340), prvo, na osnovu njegovog
suprotstavljaju¢eg ucinka prema razliitim akutnim i kroni¢nim poremecajima izazvanih
amfetaminom i neurolepticima (haloperidol), (164, 172, 173) u interakciji s dopaminskim
sustavom (339, 340), i drugo, na temelju njegove interakcije s NO-sustavom u raznim modelima
i vrstama [za pregled pogledati, npr., (153, 348)]. Naime, analogno njegovom suzbijanju Stetnih

ucinaka izazvanih dopaminskim agensima (stereotipija inducirana amfetaminom i katalepsija
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izazvana haloperidolom), (164, 172, 173), BPC 157 suzbija Stetne ucinke L-NAME, NOS-
inhibitora, sliéno kao NOS-supstrat, L-arginin [za pregled pogledati, npr. (153, 199, 348)].
Vjerojatno, uspostavljanje odnosa BPC 157-NO - sustava u modelima na Stakorima koji
podsjecaju na "pozitivne" simptome shizofrenije (administracija dopaminskih agensa,
amfetamina 1 apomorfina, (316, 318) MK-801, nekompetitivnog antagonista N-metil-d-
aspartata (NMDA) receptora, (354), ukljucujuci kroni¢no davanje metamfetamina za izazivanje
preosjetljivosti, (355) moZe rijeSiti pitanje spomenutog ucinka L-NAME i L-arginina na
poremecaje izazvane amfetaminom (344-347). Isto tako, uspostavljanje odnosa BPC 157-NO
u katalepsiji izazvanoj neuroleptikom haloperidolom u Stakora (172, 330) moze biti zanimljivo
pod uvjetom da shizofreni bolesnici s ekstrapiramidnim simptomima cesto imaju teze
psihijatrijske simptome (pozitivni simptomi, negativni simptomi, op¢i psihopatoloski
simptomi) i simptome poremecaja raspoloZenja (356).

Uz to treba naglasiti nekoliko stvari. Pitanje NO - mikroglije - neuroupale - shizofrenije
je dobro rijeSeno (357-363), kao i NO - dopamina - glutamata - bazalnih ganglija - shizofrenije
(364-367). U skladu s tim, primjena agonista ili antagonista receptora dopamina mijenja
strijatalno istjecanje NO-a (357-363); antipsihotici povecavaju ekspresiju nNOS u strijatumu
(75,368, 369)11NOS (361, 370-373); razina NO-a moZe se smanjiti lijeCenjem s minociklinom,
obecavajuci novu terapiju u shizofreniji (374, 375). Medutim, kao u slucaju spomenutih studija
NO-amfetamina, (344-347), ni u drugim studijama (357, 369-372) nije se koristio predloZeni
kompleksniji pristup (L-NAME vs. L-arginin vs. kombinacija) (153, 199, 348, 349) kako bi se
dobio cjelovit prikaz funkcioniranja i odnosa NO-sustava (npr. kada su NO-specifi¢ni, L-
NAME i L-arginin redovito slabili ili medusobno antagonizirali svoje ucinke (153, 199, 348,
349).

Pokazano je da se BPC 157 (152-159, 190, 336-340) suprotstavlja katalepsiji izazvanoj
s L-NAME, kao i odnosi BPC 157, L-NAME, L-arginina i NO-a, u odgovaraju¢im akutnim i
kroni¢nim modelima koji nalikuju ,,pozitivnim* simptomima shizofrenije (344-347, 355).
Smatralo se da je to nastavak spomenutog potencijala suprotstavljanja BPC 157 prema
poremecajima izazvanim u dopaminskom- (164, 172, 173, 339, 340) i NO-sustavu (153, 348).
S tim dokazima, administracijom BPC 157 pokusalo se razrijesSiti neobi¢no paralelno djelovanje
u suprotstavljanju amfetaminu koje mogu pokazati, L-NAME i L-arginin, u modelima na
Zivotinjama koji nalikuju ,,pozitivnim* simptomima shizofrenije (344-347). Time,
uspostavljeni odnos BPC 157-NO sustava (BPC 157 vs. L-NAME vs. L-arginin vs
kombinacija) odgovarajuce je koriSten u modelima koji nalikuju ,,pozitivhim* simptomima

shizofrenije, akutnim (344-347) i kroni¢nim (355), u indukciji preosjetljivosti, (355), ali i u
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modelima ekstrapiramidnih simptoma Stakora (172, 330), za koje se zna da su povezani s teZim
psihijatrijskim simptomima (356). Upotreba rezima primjene BPC 157 vs. L-NAME vs. L-
arginin vs. kombinacija otkriva karakteristicno suprotstavljanje ovim ucincima (npr. sli¢nim
pozitivnim simptomima). Suprotstavljanje se redovito javlja s BPC 157 i L-argininom (npr.
akutni ucinci izazvani amfetaminom 1 apomorfinom, kroni¢ni ucinci izazvani
metamfetaminom, akutni ucinci izazvani s MK-801 i haloperidolom) i izuzetno s L-NAME
(npr. akutni ucinci izazvani amfetaminimom). S tim smo identificirali dva odgovora NO-
sustava, "ne odgovara na L-NAME, odgovara na L-arginin" (akutni u¢inci apomorfina, kroni¢ni
ucinci metamfetamina, akutni ucinci MK-801 1 akutni u€inci haloperidola), 1 "odgovara na L-
NAME, odgovara na L-arginin"(akutni ucinci izazvani amfetaminom). Kombinacija ova dva
razli¢ita odgovora je vjerojatna. Najprije, oba odgovora NO sustava reagiraju na BPC 157.
Takoder, BPC 157 se suprotstavlja u¢inku L-NAME (kao §to je to redovito ¢inio u mnogim
drugim modelima [pregledno u, npr. (153, 348)], tako i ovdje, BPC 157 se suprotstavio
katalepsiji induciranoj s visokom dozom L-NAME (124) i stoga oba NO-odgovora mogu biti
posredovana s BPC 157. Naime, u oba slu¢aja, BPC 157 je ucinkovit i u prisutnosti inhibicije
NO-sustava (L-NAME — L- NAME + BPC 157), prekomjerne stimulacije NO-sustava (L-
arginin — L-arginin + BPC 157) 1 imobilizacije NO sustava (L-NAME + L-arginin — L-
NAME + L-arginin + BPC 157). Prema tome, u pogledu suzbijanja Stetnih ucinaka,
administracija BPC 157 moze prevladati i dodatno suzbiti moguci negativni ishod inhibicije
NO sustava (antagonizacija korisnog ucinka L-arginina). Isto tako, BPC 157 moZe prevladati i
dodatno suzbiti imobilizaciju NO sustava (L-NAME + L-arginin). Inace, pri postojanju Stetnih
ucinaka induciranih akutno s amfetaminom ili apomorfinom i kroni¢no s metamfetaminom, kao
i haloperidolom-inducirane katalepsije, L-NAME i L-arginin mogu medusobno antagonizirati
odgovore, Cine¢i da lezije ostanu na kontrolnoj razini. Dakle, osiguravajuéi potencijal za
suzbijanje Stetnih ucinaka kao automatiziranog rezultata, ¢ak i kada je istodobna primjena L-
NAME s L-argininom (L-NAME + L-arginin) redovito ukidala suprotstavljanje, potencijal
suprotstavljanja ponovno se pojavljuje s BPC 157, dolazi do obnove (BPC 157 + L-NAME +
L-arginin), Stetni ucinci su dodatno antagonizirani. Dakle, unutar ograni¢enja ovih modela na
Zivotinjama vs. prednosti, (295), prezentacija ova dva odgovora, ,,ne odgovara na L-NAME,
odgovara na L-arginin® vs. ,,odgovara na L-NAME, odgovara na L-arginin“ moZe biti
indikativna za razmatranje Stetnih ucinaka i njihovih uzroka.

Rezimirajuc¢i, Cini se da je interakcija BPC 157 / dopaminskog / glutamatnog / NO-
sustava dobro utemeljena. Ona podrazumijeva ukupnu motori¢ku aktivnost (koja odraZava

lokomotornu aktivnost i stereotipiju), nakon akutne primjene amfetamina i1 apomorfina i
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kroni¢ne administracije metamfetamina, posredno i izravno djeluju¢ih dopaminskih agensa,
(316, 317, 355), hiperlokomociju, stereotipno njusenje i ataksiju nakon akutne administracije
MK-801, nekompetitivnog antagonista NMDA receptora, (319); katalepsiju induciranu
neuroleptikom haloperidolom (172, 330) i konacno katalepsiju izazvanu s L-NAME (124).
Sto se ti¢e odnosa BPC 157/dopamina, ovaj ospeg korisnih u¢inaka moZe biti vjerojatan,
s obzirom na poznato suprotstavljanje BPC 157 akutnom i kroni¢nom poremecaja izavanog
amfetaminom i neurolepticima (haloperidol) (164, 172, 173). Isto tako $to se ti¢e odnosa BPC
157 / NO-sustava, njegova interakcija s NO-sustavom u razli¢itim modelima i vrstama (153,
348) dopusta primijeceni Siroki raspon suprostavljanja (vs. 5 mg/kg L-NAME (akutni ucinci
inducirani apomorfinom, u¢inak metamfetamina u kroni¢noj primjeni, akutni ucinci inducirani
s MK-801 i akutna katalepsija izazvana s haloperidom u ovom istraZivanju kao i u ostalim
modelima (153, 348) i vs. L-NAME 40 mg/kg (L- NAME-inducirana katalepsija)). Isto tako,
poznato je da L-arginin inhibira stereotipiju induciranu amfetaminom i katalepsiju induciranu
haloperidolom (346). Stovie, dokazi L-arginina (346) (npr. jednaka antagonizacija u¢inaka
izazvanih amfetaminom, apomorfinom, MK-801 i haloperidolom inducirane katalepsije)
ukazuju na odredeni mehanizam NO-sustava, koji je uglavnom ukljucen i u pogledu uc¢inaka L-
NAME (L-NAME i L-arginin mogu i ne moraju se suprotstavljati medusobnom odgovoru),
na L-NAME, odgovara na L-arginin* (u€inci izazvani apomorfinom, metamfetaminom, MK-
801 (stoga ukljucujuc¢i blokadu NMDA receptora) i katalepsiju izazvanu haloperidolom) L-
NAME nema vlastitu aktivnost, ali kad se kombinira, uvijek suzbija uCinke L-arginina.
Nitrergicka i dopaminergicka, budu¢i da u modelu ,,odgovara na L-NAME, odgovara na L-
arginin® (akutni ucinci izazvani amfetaminom kao posebna situacija) antagonizacija ide s L-
NAME, sli¢no kao i s L-argininom, ali oni se ne suprotstavljaju odgovoru drugoga, Sto ukazuje
na dodatni uc¢inak vezan za dopamin, umjesto njihove medusobne inhibicije (to bi bio ucinak
vezan na NO), njihov sinergisti¢ki u¢inak na dopamin. Stoga se antagonizacija amfetamina
pojavljuje s L-NAME, buduc¢i da ¢e za oslobadanje dopamina u sinapti¢ku pukotinu, specifi¢ni
ucinak amfetamina, trebati nesmetana funkcija NO-sustava a L-NAME sama moze izazvati
katalepsiju. Napominjemo, ovaj prijedlog je u skladu s dokazima da je ICV injekcija L-NAME
smanjila otpuStanje dopamina (376). U skladu s tim, ponaSanje uzrokovano amfetaminom u
Stakora bilo je modulirano NOS inhibitorom (102, 109). Isto tako, u okviru ovih pojmova,
"odgovara na L-NAME, odgovara na L-arginin" u akutnim u¢incima induciranih amfetaminom
ukazuje da bi se L-arginin mogao natjecati s dopaminom za dopaminske receptore (i time,

antagonizirati akutne ucinke inducirane amfetaminom i apomorfinom i ucinke izazvane
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kroniénom administracijom metamfetamina, kao i katalepsiju induciranu haloperidolom).
Kombiniranje inhibitornog ucinka na oslobadanje dopamina (L-NAME) i nadmetanjem za
post-sinapticke dopaminske receptore (L-arginin) rezultira daljnjom blokadom ucinka
amfetamina (L-NAME + L-arginin). Vazno je da istodobna primjena BPC 157 podrzava
,sodgovara na L-NAME, odgovara na L-arginin” protiv akutnih ucinaka induciranih
amfetaminom u Stakora(BPC 157 + L-NAME + L-arginin).

S podudarnim u¢inkom L-NAME i L-arginina, taj kasniji u¢inak L-arginina mogao bi
biti izraZeniji, odgovoran za antagonizaciju izravnog ucinka akutnog apomorfina ili
haloperidola ili kroni¢nog metamfetamina na dopaminskim receptorima, slicno kao 1 za
antagonizaciju blokade MK-801 NMDA receptora L-argininom koja se ne moze posti¢i L-
NAME. Medutim, to moZe biti buduci da ¢e (vjerojatno presinapticki uc¢inak) L-NAME u
podudarnom ucinku L-NAME i L-arginina trebati vec¢e doze kao $to je pokazano u deficitu
prepoznavanja izazvanog apomorfinom u Stakora kada 1 NO donori 1 NOS inhibitori mogu
obnovi deficit prepoznavanja induciran disfunkcijom dopaminskog sustava (63).

S druge strane, kroni¢ni metamfetamin na dopaminskim receptorima ukazuje da se
"odgovara na L-NAME, odgovara na L-arginin" mozZe prenijeti u "ne odgovara na L-NAME,
odgovara na L-arginin" kad se pojavi preosjetljivost dopaminskih receptora. Dakle, kroni¢ni
model s metamfetaminom, zajedno s drugim akutno koriStenim modelima, pokazuje da su ti
odgovori oboje kratkoro¢no operativi, slicno kao i u produzenom razdoblju, te da utjecu na
akutne i odgodene posljedice. Napomena, pokazalo se da se BPC 157 suprotstavlja razvoju
preosjetljivosti dopaminskih receptora u haloperidolsko / amfetaminskom modelu (173).

Rezimiraju¢i, ovi nalazi razlazu da su oba i NOS-inhibitor, L-NAME i NOS-supstrat,
L-arginin, primjenjivi u daljnjoj terapiji shizofrenije, (341-343) objasSnjavaju¢i ucinak L-
NAME i/ili L-arginina. Odgovori “ne odgovara na L-NAME, odgovara na L-arginin” i
“odgovara na L-NAME, odgovara na L-arginin” znaCe dva razlicita prikaza NO-putova (ucinci
inducirani apomorfinom i MK-801, kroni¢na preosjetljivost s metamfetaminom, katalepsija
izazvana haloperidolom (suprotan ucinak L-arginina-L-NAME; antagonizacija) vs. ucinci
inducirani amfetaminom (paralelni u¢inak L-arginina-L-NAME; sinergizam)). Doista, L-
NAME i L-arginin mogu imati i paralelni u¢inak (191-194, 348). Uz ucinak amfetamina, ovaj
paralelizam javlja se i s prilicno karakteristicnim modelima (mioza, atropinska midrijaza, (348)
ogromna doza magnezija, (194) ishemijsko / reperfuzijski kolitis, (191) kongestivne lezije
dvanaesnika, (192) perforacija cekuma, (193) i interakcije L-NAME i/ili L-arginina s drugim
sustavima (npr. acetilkolinski) (348). U svim tim eksperimentima, kao i u ovoj studiji,

konzistentni blagotvoran ishod s istodobnom primjenom BPC 157 pokazuje da je terapijski
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ucinak BPC 157 redovito prisutan u BPC 157 + L-NAME + L- arginin Zivotinja (191-194, 348).
To je sukladno pokazano 1 u drugim studijama (197, 377-379). Isto tako, ovi nalazi razlazu
prethodne korisne u¢inke BPC 157. To su posebno oni prema Stetnim ucincima izazvanim
dopaminom (amfetamin (164, 173) i neurolepticima (167, 170-172, 380, 381). Ucinci prema
serotoninu (165-167) (posebno, oslobadanje serotonina u specificnom nigrostrijatalnom
podruc¢ju mozgu (166, 339), pruzajuci implikaciju anatomske povezanosti dopaminskih
neurona i iinterneurona koji sadrze NOS-a (npr. nitrergi¢nih) u strijatumu Stakora), (382, 383)
i NO-sustava; (153, 191-194, 348) (napomena, BPC 157 moze inducirati NO-ispustanje (199),
¢ak i u uvjetima kada L-arginin ne djeluje (384).

S obzirom na op¢e razmatranje NO-sustava / shizofrenije (385), a posebno uc¢inka BPC
157, jos je potrebno rijesiti nekoliko vaznih stvari (npr. 40 mg/kg, L- NAME inhibira nNOS,
ili eNOS, ili iNOS, ili sve). S druge strane, nedavno je demonstrirano da BPC 157 moze
obnoviti deficit prepoznavanja skupa s terapijskim u¢inkom u Stakora nakon mozdanog udara
(386). U roku od 24 sata i 72 sata od reperfuzije, BPC 157 se suprotstavio obome ranom i
odloZzenom oSte¢enju neurona hipokampusa, postizu¢i potpuni funkcionalni oporavak
(Morrisov test vodenog labirinta, test hodanja po nagnutoj gredi, test bo¢nog guranja). Studije
ekspresije mRNA u 1 h i 24 h pokazale su snazno poviSenu (Egrl, Aktl, Kras, Src, Foxo, Strf,
Vegfr2, Nos3, Nosl) i snizenu (Nos2, Nfkb) ekspresiju gena (Mapkl nije bio aktiviran), kao
nacin kako BPC 157 moze djelovati (386).

Dakle, ova je studija pokrenula nekoliko pitanja i neke stavke koje bi trebalo dodatno
razjasniti u narednim studijama. Ipak, dokazi da se pentadekapeptid BPC 157 (152-159, 190,
336-340) suprotstavlja katalepsiji induciranoj s L-NAME, kao i odnos BPC 157, L-NAME, L-
arginina, NO, u odgovaraju¢im akutnim i kroni¢nim modelima na Stakorima koji nalikuju
»pozitivnim* simptomima shizofrenije (344-347, 355), odrazava vaZnost modela na
Zivotinjama za uspostavljanje uzro¢no-posljedi¢nih veza potencijalnog antipsihotickog agensa
(295). Stoga, unato€ njihovim moguc¢im ogranicenjima, (295) mehanizam BPC 157, interakcija
1 u¢inak BPC 157 / dopamina / glutamata / NO i njegov sigurni klini¢ki profil (152-159, 190,
336-341) mogu se povezati s osnovnom funkcijom koja utjece na simptome sli¢ne shizofreniji.

Do sada nije bilo podataka o potencijalnoj djelotvornosti BPC 157 u modelima na
Zivotinjama koji nalikuju negativnim simptomima shizofrenije. Prefrontalna kora (PFC) i
strijatum dio su Kkortiko-strijatalno-talamicke petlje (387) i1 postoje snazni dokazi da
manipulacija zivéanim funkcijama u PFC-u i strijatumu utjece sli¢no na kognitivni, motoricki
i nagradni proces. Utvrdeno je da izloZenost ketaminu izaziva anhedoniju u modelima na

Zivotinjama, zajedno s mnogim drugim afektivnim, kognitivnim i bihevioralnim simptomima.
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Heterogenost ovih simptoma predstavlja mnoStvo kortikolimbi¢nih struktura ukljuc¢enih u
regulaciju raspoloZenja na koje negativno utjeCe poremecaj (388). lako su tradicionalni
antipsihotici pokazali odredenu korist u lijeCenju pozitivnih simptoma shizofrenije, trenutni
tretmani imaju ograni¢enu sposobnost ublazavanja klastera negativnih i kognitivnih simptoma
(389). Postojeci antipsihotici u€inkovito poboljSavaju psihoti¢ne simptome shizofrenije, ali
blokada receptora dopamina D2 s tim lijekovima moZe u stvari pogorsati oStecenje motivacije.
Dakle, istinski deficiti nagrade mogu proizaci iz neuropatologije shizofrenije i od nuspojava
trenutno koriStenih antipsihotika s velikim afinitetom za dopaminske D2 receptore (278).

Funkcija NO u hipotalamusu u velikoj je mjeri ukljucena u proces ucenja i stvaranje
memorije (390). NO se sintetizira u mozgu na zahtjev kao u kognitivnom stanju za koje je
potrebna ta aktivnost. Neuroni sintetiziraju NO kao odgovor na aktivaciju receptora N-metil-
D-aspartata (NMDA) ekscitatornom aminokiselinom glutamat. Utvrdeno je da antagonisti
NMDA receptora, dizociplin (MK-801) i APS inhibiraju sintezu NO u mozgu (391). Dopamin
1 njegovi agonisti poboljsali su kognitivno ponaSanje 1 sprijecili L-NAME da oSteti proces
ucenja i pamcenja u Stakora (392). Utvrdeno je da je oSte¢enje memorije s L-NAME popraceno
smanjenjem pretvorbe 5-HT u njegov metabolit, 5-hidroksiindol octenu kiselinu u
hipokampusu Stakora (393).

Rezultati studije NORT u skladu su s prethodnim studijama u kojima je davanje
ketamina nakon treninga remetilo izvodenje Stakora u testovima prepoznavanja predmeta (110,
58, 394). Jedna injekcija BPC 157 i L-arginina nakon treninga umanjila je nedostatke izvodenja
izazvane ketaminom u ovoj paradigmi memorije. L-NAME (5 mg/kg) i L-arginin (100 mg/kg)
u prisutnosti L-NAME nisu mogli obnoviti deficit izazvan ketaminom. BPC 157 u kombinaciji
s L-NAME ili s L-NAME/L-argininom je oslabio taj deficit. Ovi podaci pokazuju da je BPC
157 poboljsao kognitivni deficit induciran inhibitorom NMDA receptora, ¢ak i u prisutnosti L-
NAME.

Inae, prepoznavanje je vrsta memorije koja je teSko ugroZena u bolesnika sa
shizofrenijom i Alzheimerovom bolesS¢u (265, 396).

Ovi rezultati pokazuju da je BPC 157 sposoban suzbiti oSte¢enja pam¢enja u NMDA
modelu i predlozena je funkcionalna interakcija izmedu NO i glutamatergi¢nog, odnosno
dopaminergi¢kog sustava (395). Rezultati studije slaZzu se i1 proSiruju gornja otkrica te
izvjeStavaju da BPC 157 moZe ponistiti deficit prepoznavanja izazvan disfunkcijom NMDA
sustava. Moglo bi se nagadati da se poja¢avanje NO aktivnosti moze suprotstaviti inhibitornim

ucincima aktivacije D2 receptora na D1-facilitaciju NOS aktivnosti. Stoga, blagotvorni ucinci
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stimulacije ili inhibicije signaliziranja NO na kognitivne deficite mogu biti posljedica njegovog
djelovanja na dva funkcionalno suprotna sustava.

U tom kontekstu, odavno je prepoznato da je anksiozni poremecaj istaknuto obiljezje
shizofrenije (za pregled vidi, 397). Test otvorenog polja standardni je neofobiCni test
anksioznosti. U ovom postupku glodavci prirodno nastoje izbjegavati otvorene prostore. Dakle,
broj ulazaka i vrijeme provedeno u srediSnjem podrucju arene u otvorenom polju mjera je stanja
anksioznosti (269).

Agensi koji utjecu na opéu motoricku funkciju mogu utjecati na izvodenje u testovima
anksioznosti zbog promjena u motorickoj aktivnosti koje nisu povezane s bilo kakvim
anksiogenim ili anksiolitickim udincima spoja. Stoga je procjena motoricke aktivnosti
glodavaca nakon primjene ispitivanog spoja potrebna kako bi se procijenila mogucnost
nespecificnog motorickog uc¢inka koji moze ometati interpretaciju rezultata testa anksioznosti.

U ovom pokusu ketamin (30,0 mg/kg) je izazvao anksioliticki ucinak u testu otvorenog
polja, Sto je dokazano znacajnim povecanjem broja ulaza u srediSnje podrucje arene otvorenog
polja. Uz to, ova doza ketamina znaCajno je povecala epizode uspinjanja, ukazujuéi na
povecanje istraZivackog ponasanja. U pokusima su utvrdene lezije motorickog ponaSanja
izazvane s ketaminom i L-NAME u kombinaciji, (nepokretnost i nestabilnost popracene s
oStecenim rotacijskim pokretima (ataksijom)). BPC 157 je suzbio ataksiju, ali ne i nepokretnost
induciranu kombinacijom L-NAME-ketamin.

Predtretman s L-NAME promijenio je lokomotornu aktivnost induciranu ketaminom
samim, Sto ukazuje na vecu ulogu NO-a u upravljanju pokreta udova (398). S obzirom na ove
rezultate predlaZzemo da NO mozZe modulirati motori¢ko ponaSanje, vjerojatno interferirajuci sa
dopaminergickom, serotonergickom, i kolinergi¢kom neurotransmisijom u strijatumu i pruza
dokaze o zastitnoj ulozi NO (124). Novija literatura nudi proturjecne spoznaje o ulozi NO-a u
anksioznim poremecajima (399-401). Najocitiji nalaz koji je proizasao iz prethodnih studija
jest da hipokampus ne samo da pridonosi brojnim reakcijama u ponaSanju, poput straha i
tjeskobe, ve¢ hipokampus sadrzi i mnogo NO-neurona (402). Znacajno je da su prethodna
istrazivanja pokazala da NOS inhibitori (403) i L-arginin (404) takoder mogu utjecati na
lokomotornu aktivnost Stakora. NO je dobro poznati neurotransmiter i neuromodulator. U
raznim dijelovima SZS-a utvrdena je znacajna tvorba NO-a (405). NO je ukljuéen u regulaciju
ekscitabilnosti i izbijanja, u dugotrajnom potenciranju i dugotrajnoj depresiji, kao i u procesima
pamcenja (406). Uz to, pokazalo se da je NO ukljucen u modulaciju motoricke aktivnosti i
ponasanja povezanih s tjeskobom, no u literaturi se mogu naci znacajne varijabilnosti njegove

uloge (403, 407-409). Medutim, postoje proturjecja u vezi s anksiolitickim ili anksiogenim
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uc¢inkom NO-a (399, 410-413). Spojevi poput BPC 157 koji kombiniraju interakcije funkcije
5-HT, DA 1 GABA receptora s pojacavanjem funkcije NO, a time utjeCu na viSestruke
¢imbenike koji su upleteni u patofiziologiju shizofrenije, mogu imati vecu ucinkovitost nakon
sustavnog inzulta koji poblize modelira poremecaje u shizofreniji (414). Iskoristivsi
kombinaciju paradigmi testa svjetlost/tama i testa Soka/skrivanja, i diazepam i BPC 157
pokazali su dvosmjerni ucinak, ali aktivnost BPC 157 bila je posebna 1 razli¢ita od diazepama,
npr. smanjeno skrivanje, s istim brojem primljenih Sokova (Sok/skrivanje) i povecana aktivnost
u tamnoj zoni (test svjetla mraka) (168). U studiji inducirane tolerancije/odvikavanja od
diazepama (169), u kojoj je apliciran BPC 157 istovremeno s diazepamom, nije pokazan je
razvoj tolerancije, dok je rezidualna antikonvulzivna aktivnost bila produljena, a fizicka
ovisnost/ispustanje je bilo odgodeno u diazepam + BPC 157 kroni¢no tretiranih miSeva. Dakle,
ovi rezultati pruzaju dokaze da BPC 157 djeluje favoriziraju¢i homeostazu GABAergickog
sustava, kao 1 regulacijom GABAergicke neurotransmisije mehanizamom djelovanja, barem
djelomicno, razli¢itog od onoga koji je ukljuen u razvoj tolerancije i ispuStanja diazepama
(175, 415).

Pokazuju¢i antidepresivni ucinak, BPC 157 takoder pokazuje potencijalnu u¢inkovitost
prema negativnim simptomima shizofrenije (167). Razni antidepresivi djeluju antiulkusno i
pokazalo se da na depresivne poremecaje moZe ucinkovito utjecati primarno antiulkusno
sredstvo s cito/organoprotektivnim djelovanjem, poput BPC 157 (167). U testu prisilnog
plivanja smanjenje vremena nepokretnosti u BPC 157 tretiranih Stakora odgovara aktivnosti
videnoj kod klasi¢nih antidepresiva poput imipramina ili nialamida, dok je u kroni¢nom
nepredvidivom stresu pogorSanje eksperimentalnih uvjeta utjecalo na uc¢inke konvencionalnih
antidepresiva, dok je uc¢inkovitost BPC 157 bila kontinuirano prisutna (167). U naSem pokusu
pokazan je anksioliticki uc¢inak koji vrsi BPC 157. U tom kontekstu, vazno je naglasiti da male
promjene u lokalnoj koncentraciji NO i vrijeme primjene mogu biti klju¢ni ¢imbenik u
odredivanju njegovog bioloskog djelovanja, jer se njegovi uéinci mogu razlikovati ovisno o
¢imbenicima kao $to su sastav izvanstani¢ne tekuc¢ine i funkcionalno stanje ciljnih neurona (79).
Nadalje, trebalo bi razmotriti i dvofazno djelovanje (bilo ekscitacijsko ili inhibitorno) koje NO
vr$i na oslobadanje razli¢itih neurotransmitera uklju¢enih u anksioznost, poput GABA i
serotonina (406). Dakle, interferencija posredovana NO-om s GABA ili neurotransmisijom
serotonina takoder moZe biti ukljuena u ocigledno neskladne rezultate u vezi s ucincima
spojeva povezanih s NO-om na modele anksioznosti (416). Zanimljivo je da je inhibicija NOS-

a, koja smanjuje cGMP-signalizaciju, umanjila  ucinke na  ponaSanje
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benzodiazepinskogklordiazepoksida (417). Sve u svemu, ovi podaci predlazu ulogu NO-cGMP
signalizacije u anksioznosti.

Anhedonija, vazna komponenta simptoma depresije, u Stakora se moZe procijeniti gubitkom
davanja prednosti zasladenoj vodi u odnosu na uobicajenu vodu (418). U shizofreniji je
anhedonija dio mjeSavine negativnih simptoma i simptoma vezanih uz raspoloZenje (274).
Glodavci koji pokazuju osobine anhedonije inducirane farmakoloSkim manipulacijama
pokazuju manje zanimanje za vodu sa saharozom, a ocjena preferencije je manja od 65% (275),
ili jednostavno smanjuju koli¢inu konzumirane otopine saharoze. Prethodna otkri¢a ukazuju na
to da je konzumacijski hedonicki kapacitet ostao netaknut koriste¢i se reZimima tretmana s
PCP-om (213, 277, 419). KoriStenje ovog postupka pri modeliranju negativnih simptoma
trebalo bi se stoga ograniCiti na negativnu kontrolu, korisnu u osiguravanju da koristeno
inducirajuce stanje ne narusava konzumiraju¢u hedonicku reakciju (420). Deficit centralne,
subkortikalne dopaminske (DA) signalizacije moZe biti temelj teZine negativnih simptoma,
posebno anhedonije, u zdravih osoba i u shizofreniji (421). Ova bi se otkri¢a mogla objasniti
antagonistickim djelovanjem na dopaminergicki sustav, jer je dokazano da antagonizam D2-
receptora smanjuje sklonost saharozi (422). Nadalje, ¢ini se da je sama anhedonija slozeni
simptom, koji se sastoji od najmanje dvije dimenzije (tj. motivacijsko/apetitivne i
konzumatorne) (423). Te dimenzije podrZzane su od visoko integrirane mreZe neuronskih
supstrata (424). Ostale moZdane strukture utjeCcu na nagradu mijenjajuéi otpusStanje
neurotransmitera i osjetljivost na dopamin u ovom mezolimbickom putu. Stoga oStecenja u
viSestrukim strukturama medusobno povezanim razli€itim neurotransmiterima (npr. GABA,
glutamat 1 acetilkolin) mogu rezultirati simptomima anhedonije. Za razliku od funkcija
odlucivanja i motivacije, Cisto konzumirajuc¢e hedonicke funkcije uglavnom ovise o endogenim
opioidnim neuropeptidima koji djeluju u ljusci nucleus accumbensa i ventralnom palidumu,
dvama "hedonickim ZariStima" koja odreduju subjektivni uZzitak (425). Opioidna signalizacija
u amigdalima takoder doprinosi motivaciji za nagradom, posebno sklonosti konzumaciji slatke
otopine nad vodom, S$to se Cesto koristi u utvrdivanju konzumacijskog hedonickog tonusa u
studijama na Zivotinjama (426).

Interakcija izmedu dopaminskog i opioidnog sustava prikazana je u testu analgezije. BPC 157
se suprotstavio haloperidolom induciranom pojacavanju antinociceptivnog djelovanja morfija,
ukazujuc¢i da BPC djeluje uglavnom kroz sredi$nji dopaminergicki sustav (170). BPC 157
vjerojatno utjeCe na funkcionalnu povezanost, funkciju neurotransmitera i strukturnu i
mikrostrukturnu cjelovitost mezolimbi¢nog i mezokortikalnog dopaminergi¢kog kruga

nagradivanja. Ometanje neurotransmisije posredovane NO-om izazvalo je znacajne i sloZene
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motoricke 1 emocionalne ucinke. PoviSeni subkortikalni dopaminergicki signalni kapacitet
povezan je s manjom tezinom negativnih simptoma. Sve skupa, ovi nalazi sugeriraju
potencijalni antidepresivni i anksioliticki uc¢inak BPC 157, koji moZe biti povezan s
modulacijom dopaminergi¢nog sustava.

Subkronic¢ni tretman ketaminom znacajno je skratio vrijeme provedeno u socijalnoj interakciji
1 razinu pokretljivosti Stakora, u skladu s prethodnim nalazima (279-281). Ova otkrica
sugeriraju da ketamin moZe izazvati promjene u ponasanju Stakora koje mogu odrazavati
socijalni deficit u shizofreniji. Ti ucinci ketamina u testu socijalne interakcije (SIT) dobro se
podudaraju s klinickim opaZanjima da NMDA antagonisti induciraju odredene aspekte
negativnih simptoma shizofrenije, $to nadalje sugerira da bi smanjenje socijalne interakcije u
Stakora uzrokovano ketaminom moglo predstavljati neke aspekte negativnih simptoma
shizofrenije (279). Pokazano je da primjena BPC 157 (10 pg/kg, i.p.) i L-NAME (5 mg/kg, i.p.)
ublaZava socijalni poremecaj uzrokovan s ketaminom. Medutim, smanjena motoricka aktivnost
inducirana s L-NAME-ne interferira s njenim blagotvornim djelovanjem na deficit socijalne
interakcije. Suprotno, uc¢inak BPC 157 na pokretljivost Stakora ukazuje na mogucnost da bi
njegov ucinak na socijalnu interakciju mogao barem dijelom biti posljedica povecane motoricke
aktivnosti. Primjena L-arginina (100 mg/kg, i.p.) 1 njegovih kombinacija s BPC 157 i/ili L-
NAME smanjila je ili blokirala socijalnu interakciju i pokretljivost Stakora (paralelni ucinci L-
NAME i L-argininina, pojedina¢no i u kombinaciji, blokiraju ¢ak i u¢inak BPC 157). Ukratko,
ova otkrica sugeriraju da uc¢inci L-NAME na socijalno ponasanje Stakora u SIT-u nisu povezani
s promjenom motoricke aktivnosti, dok su uc¢inci BPC 157 mogli biti povezani s promjenom
motoricke aktivnosti.

Mehanizam kojim ketamin proizvodi svoje psihotomimeticke ucinke barem je djelomicno
pripisan blokadi NMDA receptora smjeStenih na GABA interneuronima, Sto izaziva
dezinhibiciju zZiv€ane aktivnosti u limbickim strukturama (427). Ovo dezinhibirajuce djelovanje
potic¢e neuronsku aktivnost i uzrokuje prekomjerno oslobadanje glutamata i dopamina (DA) u

prefrontalnoj kori 1 limbickim regijama (427, 428).

U ispitivanju intolerancije glukoze u Stakora zapaZeni su interesantni uc¢inci. Pokazano da BPC
157 signifikantno smanjuje hiperglikemiju induciranu olanzapinom i signifikantno smanjuje
glikemiju nakon opterecenja glukozom u testu tolerancije glukoze (GTT). Zatim, administriran
60 minuta nakon olanzapina, BPC 157 kratkotrajno (kroz 90 minuta) signifikantno povecava
glikemiju u GTT-u, ali nakon toga pokazuje izraziti inzulotropni ucinak i sniZzava razinu

glikemije na signifikantno nizu razinu od kontrolne (uc¢inak jedne doze BPC 157 trajao je 4
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dana). Osim toga BPC 157 je istovremeno suzbio katalepsiju i nespecificne promjene ST-T
segmenta u EKG-u inducirane olanzapinom u Stakora (429, 430).

Ranije je pokazano, da nakon izlozenosti prekomjernoj dozi inzulina, BPC 157 smanjuje pojavu
ulkusa Zeluca, konvulzije, leziju mozga, hepatomegaliju, masnu jetru, razgradnju jetrenog
glikogena, duboku hipoglikemiju i kalcifikaciju u Stakora (183). Na osnovu dobivenih rezultata,
pokazano je da BPC 157 porijeklom iz gastrointestinalnog trakta (GIT) posreduje homeostazu
glukoze svojim u¢incima na oto¢ice gusterate, SZS i gastrointestinalni trakt.

Zanimljivo je da je Exendin-4 (Ex-4) agonist receptora za glukagonu sli¢an peptid-1 (GLP-1R)
u akutnoj primjeni takoder paradoksalno povecao razinu glukoze u krvi Stakora (431). Taj
ucinak je bio neovisan o insulinotropnom efektu Ex-4 1 njegovom ucinku na aktivaciju osi
hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda i mogao ga je blokirati antagonist GLP-1R. Akutnu
hiperglikemiju induciranu Ex-4 blokirali su heksametonij, gvanetidin i nadbubrezna
medulektomija, Sto ukazuje da je taj ucinak bio posredovan aktivacijom simpati¢kog Ziv€anog
sustava (431). Za razliku od hiperglikemije proizvedene s Ex-4 1 koja je trajala danima,
hiperglikemijski uc¢inak BPC bio je kratkotrajan. Poznato je da neurotransmiteri poput
noradrenalina inhibiraju izluCivanje inzulina kako bi povecali dostupnost glukoze za vrijeme
stresa (432). Ova otkrica ukazuju da bi u Stakora BPC 157 mogao aktivirati odgovor
simpati¢kog Ziv€anog koji zapravo povecava razinu glukoze u krvi.

Nakon jednokratne administracije olanzapina 15 mg/kg i.p., Stakori su nakon 45 dana Zrtvovani
i njihove gusterace su patohistoloSki analizirane. U patohistoloSkim preparatima pokazana je
hiperplazija Langerhansovih otoci¢a u Stakora kojima je apliciran olanzapin, dok to nije bio
slu¢aj kada su §takori uz olanzapin dobili i BPC 157 (opaZanje: dr. Anita Skrti¢).

Izvanredna sposobnost oto¢i¢a guSterace da reagiraju na razliCite metabolicke promjene
povecanjem broja B-stanica unutar otoci¢a i pojaCanom proizvodnjom inzulina, omogucuje
kontrolu razine glukoze u krvi tijekom mnogih diskretnih fizioloskih i patofizioloSkih scenarija
(433). Bez obzira na primarnu patologiju, inzulinsku rezistenciju karakterizira smanjena
sposobnost inzulina da: a) smanji proizvodnju glukoze u jetri i b) stimulira unos glukoze u
skeletne miSic¢e i masno tkivo (vidi ref. (434-436). Budu¢i da glukoza sluzi prirodnom mitogenu
za replikaciju B-stanica (437, 438), rana hiperglikemijska epizoda, koju mogu izazvati
psihotropni lijekovi (439), vjerojatno podrzava povecanje broja B-stanica, a time i cjelokupno
Sirenje oto¢iéa. Stovise, akutna izloZenost klozapinu na izoliranim misjim oto¢i¢ima pojatava
oslobadanje inzulina i glukagona. Ovaj sekretorni odgovor Langehansovih otoCi¢a pokazuje
jasno odstupanje od uobicajene fiziologije otoci¢a gdje poviSena sekrecija inzulina normalno

potiskuje oslobadanje glukagona (440). Osim toga, izloZenost izoliranih otoci¢a gusterace
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Stakora kroz 7 dana klozapinu smanjila je odgovor podrazaja-sekrecije potrebne za oslobadanje
inzulina (441).
Dobivene rezultate treba razmotriti u Sirem kontekstu, posebice u skladu s pregledom

tri recentne demonstracije koje potvrduju vaznost rezultata koji su prethodno opisani (442).

6.2. BPC 157 i SZS
6.2.1. Uvod

Pleiotropni blagotvorni ucinci stabilnog Zelu¢anog pentadekapeptida BPC 157 zabiljeZeni su u
nekoliko organskih sustava (152-154, 157, 186, 190, 336, 337-340, 443, 444) (za ilustraciju;
tablica 2) (442). BPC 157 je nativni zZelu¢ani pentadekapeptid koji nije toksican i ima duboko
citoprotektivno djelovanje; koriSten je u pokusima s ulceroznim kolitisom i multiplom
sklerozom (152-154, 157, 186, 190, 336-340, 443, 444). U ljudskom Zelu¢anom soku BPC 157
je stabilan viSe od 24 sata (445), te stoga ima dobru oralnu bioraspolozivost (uvijek se daje sam)
i blagotvorno djeluje na citav gastrointestinalni trakt (152, 186, 190, 336-338, 443, 444).
Nadalje, nema potrebe za nosa¢ima; ovo je vazna razlika od ostalih standardnih peptida, koji
funkcionalno ovise o dodatku nosaca (190) ili se inace brzo uniStavaju u ljudskom Zelucanom
soku (445). Slijedom toga, sugerira se da stabilni BPC 157 bude posrednik Robertove
citoprotekcije, koja odrzava integritet gastrointestinalne sluznice (152, 186, 190, 336-338, 443,
444). Predlazemo da doprinos BPC 157 Robertovoj citoprotekciji - to jest sposobnost suzbijanja
temeljnih ZeluCanih lezija izazvanih alkoholom, Sto je Robert nazvao citoprotekcijom - i
sposobnost suzbijanja lezija koje proizlaze iz izravnog Stetnog kontakta Stetnog agensa sa

stanicom predstavljaju perifernu vezu izmedu osi crijeva i mozga (340).
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Tablica 2. Ilustracija pleiotropnih blagotvornih uc¢inaka terapije BPC 157, u saZetku BPC
157 studija teskih encefalopatija koje pogadaju razlicita podrucja mozga (442)

Studija Stetni postupak | Tretmani s BPC | Procijenjeni ozlijedeni
157 ciljevi, na koje je

terapija s BPC 157
povoljno utjecala

Ilic i sur.(2011a) Diklofenak (12.5 | BPC 157 (10 Gastrointestinalne lezije

Pentadecapeptide mg/kg i.p., ng/kg, Teske lezije zeluca i

BPC 157 and its effects | jednom 10 ng/kg) je bio crijeva

on a NSAID toxicity dnevnokroz 3 snazno uc¢inkovit Lezije jetre

model: diclofenac-
induced
gastrointestinal,

liver, and
encephalopathy lesions.
Life Sci 88:535-542

dana) kod Stakora.

tijekom cijelog
eksperimenta kada
je apliciran (i) i.p.
neposredno nakon
diklofenaka ili (ii)
peroralno u vodi
za pice (0.16
pg/mL, 0.16
ng/mL).

IzraZena nekroza
parenhima, opseZna
mikrovezikularnasteatoza
1 sinusoidalna dilatacija;
povecani serumska
vrijednost bilirubina,
aspartat transaminaze
(AST), alanin
transaminaze (ALT),
povecana teZina jetre

Lezije mozga

Dugotrajna sedacija,
/besvjesno stanje, edem
mozga posebno lociran u
kori velikog mozga 1
cerebelumu, vise u bijeloj
nego sivoj tvari, oSteceni
crveni neuroni, posebno u
kori mozga i jezgrama
malog mozga,
Purkinjeovim stanicama 1
manje uobicajeno u
neuronima hipokampusa.

Ilic i sur. (2010) High
hepatotoxic dose of
paracetamol produces
Generalized
convulsions and brain
damage in rats. A
counteraction with the
stable gastric
pentadecapeptide
BPC 157 (PL 14736).
J Physiol Pharmacol
61:241-50.

Prekomjerna doza
paracetamola (5
g/kgi.p.) kod
Stakora

BPC 157 terapija
(10 pg, 10 ng, 10
pg/kg, i.p. ili
intragastri¢no) bila
je ucinkovita
(raspon mikrog-
ng ) protiv
toksi¢nosti
paracetamola, dan
rano (BPC 157
neposredno nakon
paracetamola,
profilakticki) ili
uznapredovalom
stadiju (BPC 157 3

Lezije jetre

Povecane vrijednosti
ALT, AST i amonijaka u
serumu prethode leziji
jetre, hepatomegalija

Lezije mozga

Neuroni ozbiljno oSteceni
u

nekoliko podru¢ja mozga,
znacajna Steta postala je
ocita, kada je pracena
generaliziranim gréevima.
Edem je ve¢ bio prisutan
25 minuta nakon primjene
paracetamola u
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h nakon

vrijeme inicijacije

paracetamola, generaliziranih
terapijski). konvulzija.
Ilic i sur. (2009) Over- | Prekomjerna doza | BPC 157 (10 Lezije jetre
dose insulin and stable | inzulina (250 pg/kg) dan (1) i.p. | Hepatomegalija,
gastric IU/kg i.p.) kod ili masna jetra, povisene
pentadecapeptide BPC | Stakora (i1) intragastricno | serumske vrijednosti
157. Attenuated gastric neposredno nakon | AST, ALT, amilaze,
ulcers, seizures, brain insulina. idefekt glikogena jetri s
lesions,hepatomegaly, dubokom hipoglikemijom
fatty liver, breakdown i razvojem
of liver glycogen, kalcifikacija.Naslage
profound hypoglycemia kalcija bile su prisutne u
and calcification in stijenkama krvnih Zila,
rats. J Physio 1Phar hepatocitima koji
macol 60 Suppl 7:107- okruzuju krvne Zile, a
114. ponekad ¢ak i u
parenhimu jetre,
uglavnom jednako
linearno, a povremeno i
kao zrnaste nakupine.
Lezije mozga
Konvulzije (na kraju
fatalne), ozbiljno oSteceni
neuroni u kori velikog
mozga i hipokampusu
Drmic i sur.(2017) Celekoksib (1 BPC 157 (poznato | Gastrointestinalne lezije
Celecoxib-induced g/kg da inhibira ove Teske lezije Zeluca
gastrointestinal, liver T.T. ip) kod lezije, 10 pg/kg,
and brain lesions in Stakora 10 ng/kg, ili 1 Lezije jetre
rats, counteraction by ng/kgip)i L- Upadljiva steatoza,
BPC 157 or L- arginin (100 zkongestija i nekroza u 24
arginine, aggravation mg/kg ip), kao i sata i u 48 sati, zajedno s
by L-NAME. World J NOS blokada (L- | pove¢anim vrijednostima
Gastroenterol 23:5304- NAME) (5 mg/kg | enzima u serumu.
5312. ip) samostalno i/ili
kombinirano Lezije mozga
odmah nakon Edem mozga obicno je
celekoksiba. odsutan, iako su oSteceni
(balonizirani) crveni
neuroni bili izraZeni,
posebno u kori velikog
mozga i u Purkinjeovim
stanicama.
Ilic i sur.(2011b) Kroni¢na BPC 157 (10 png, Gastrointestinalne lezije
Ibuprofen hepatic administracija 10 ng/kg) inhibira | Izrazito teSke gastri¢ne
encephalopathy, ibuprofena patologiju videnu s | lezije
hepatomegaly, ibuprofenom (1)
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gastric lesion and
gastric

pentadecapeptide BPC

157 in rats. EurJ
Pharmacol 667:322-
329.

(0.4 g/kg i.p.,
jednom dnevno
kroz 4 tjedna)

kada se daje i.p.,
odmah nakon
ibuprofena dnevno
ili (i1) kada se daje
u vodi za pice
(0,16 pg, 0,16
ng/ml).

Lezije jetre
Hepatomegalija, povecan
serumske vrijednosti AST
1 ALT vrijednosti i
gubitak tjelesne tezine.

Lezije mozga

Produljena sedacija /
besvjesno stanje
Konkretno, toksi¢nost
ibuprofena bila je za
mozak edem, posebno
cerebeluma, pri ¢emu je
bijela tvar pogodenija
nego siva tvar.Uz to,
oSteceni 1 crveni neuroni,
u odsustvu protuupalne
reakcije opazeni, osobito
u mozdanoj kori i
jezgrama malog mozga,
ali su takoder bili prisutni,
iako u manjoj mjeri opseg
u hipokampusu, zupcastoj
jezgri i Purkinjeove

im stanicama.

Lojo 1 sur.(2016)

Effects of diclofenac, L-

NAME, L-arginine,

And pentadecapeptide

BPC 157 on
gastrointestinal, liver,

and brain lesions, failed

anastomosis, and
intestinal adaptation
deteriorationin 24

hour-short-bowel rats.

PLoS One
11:e0162590.

Odmah nakon
stvaranja
anastomoze,
Stakori s kratkim
crijevom bili
nelijeCeni ili je i.p
administriran
diklofenak (12 mg
/kg)

BPC 157 (10
ng/kgili 10
ng/kg), L-NAME,
5 mg/kg, L-arginin
(100 mg/kg) sam
ili u kombinaciji,
1.p., a procijenjeno
24 sata kasnije.

Gastrointestinalne lezije
Stakori koji su imali samo
operativni zahvat (kratko
crijevo) imali su blage
lezije Zeluca/
dvanaesnika, dok su oni
kojima je takoder
administriran i diklofenak
imali proSirene ozbiljne
lezije u
gastrointestinalnom
traktu.

Lezije jetre

Stakori koji su imali samo
operativni zahvat (kratko
crijevo) pokazali su
znacajne lezije jetre, dok
su oni kojima je
administriran i diklofenak
pokazali su proaSirene
ozbiljne lezije jetre.

Lezije mozga
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Stakori koji su imali samo
operativni zahvat (kratko
crijevo) imali su ozbiljne
cerebralne /
hipokampalne lezije, dok
su oni koji su takoder
uzimali diklofenak
pokazali Siroko
rasprostranjene ozbiljne
lezije u jezgrama malog
mozga / Purkinjeovim
stanicama i velikom
mozgu / hipokampusu.

Medvidovic-Grubisic i
sur. (2017)
Hypermagnesemia
disturbances in rats,
NO-related:
pentadecapeptide

BPC 157 abrogates, L
-NAME and L-arginine
worsen.
Inflammopharmacology
25:439-449.

Magnezij sulfat
(560 mg/kg i.p.)

Lijekovi
(administrirani i.p.
/ kg 15 minuta
prije magnezija)
[BPC 157 (10 pg,
10 ng), L-NAME
(5 mg), L-arginin
(100 mg), sami
1/ili zajedno] kod
Stakora.

Slabost misica, lezije
misica

Ozbiljna miSi¢na slabost 1
prostracija smanjila je
miSi¢na vlakna u oba m.
kvadricepsu i
dijafragmi.Stakori koji su
dobivali ili L-NAME ili
L-arginin kao
pojedinacne agense, a
zatim magnezij postali su
slabi odmah nakon
tretmana magnezijem i
pokazali su vecu miSi¢nu
slabost 1 prostraciju.

Hipermagnezijemija,
hiperkalemija, povecane
vrijednosti enzima u
serumu

Dodatno povecana
hipermagnezijemija i
novonastala hiperkalemija
(L-NAME ili L-arginin).

Lezije mozga
Istaknuta oStec¢enja
primijecena su u kori
velikog mozga (koja se
takoder proSirila na jezgre
malog mozga s L-NAME
1 L-argininom).

U HEK293 stanicama,
povecanje koncentracije
magnezija s 1 na 5 mM
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moglo bi depolarizirati
stanice na 1,75 + 0,44
mV.

Klicek i sur. (2013)
Stable gastric
pentadecapeptide BPC
157 heals cysteamine-
colitis and colon-colon-
anastomosis and
counteracts cuprizone
brain injuries and
motor disability. J
Physiol Pharmacol
64:597-612.

Odgovarajuci
toksi¢ni model
multiple skleroze
na Stakorima,
kuprizon (u
usporedbi sa
standardnim,
nekoliko puta
viSim rezimom,
2,5% rezim
prehrane + 1 g/
kg intragastri¢no /
dan)

BPC 157 (u vodi
za pice 0,16 pg ili
0,16 ng/ml / 12 ml
/ dan / Stakor + 10
ugili 10 ng/kg
intragastri¢no /
dan) do Zrtvovanja
4. dana.

Slabost misica
Cerebelarna ataksija 1
poremecena funkcija
prednjih udova.Kontrolne
Zivotinje pogodene
toksi¢noSc¢u kuprizona
Stede desni prednji
ekstremitet, pa reagiraju
samo jednim ili ne
reagiraju prednjim
ekstremitetom i imaju
poteSkoca s odrZzavanje
tjelesne ravnoteze tijekom
uspinjanja.

Lezije mozga
Kuprizonske kontrole
oCito su pokazale
pretjerani i ubrzani proces
oStecenja;oStecenja Zivaca
pojavila su se u raznim
podrucjima mozga, s
najistaknutijim
oStecenjima u corpus
callosum, zutom tijelu,
laterodorzalnom
talamusu, nucleus
reunions, motornim
neuronima prednjeg roga.

6.2.2. BPC 157 i lezije mozga

U nedavnom istrazZivanju otkriveno je da BPC 157 ima izravni terapeutski u¢inak na Stakore

nakon moZzdanog udara (npr. suzbija ozljede uslijed ishemije / reperfuzijehipokampusa).

Tocnije, BPC 157 je apliciran nakon bilateralnog stezanja zajednickih karotidnih arterija

tijekom 20 minuta, nakon ¢ega je uslijedila reperfuzija (386). U Stakora izloZenih ishemiji, BPC

157 je primijenjen tijekom reperfuzije; suprotstavio se i ranim i odgodenim neuralnim

oStecenjima (tj. 24 1 72 sata nakon reperfuzije). Uz to, BPC 157 je promicao potpuni

funkcionalni oporavak; ovaj je spoj ublazio deficit u nekoliko zadataka u ponasanju: Morrisov-

om vodenom labirintu, nagnutom hodanju i bo¢nom push testu (386). Takoder su ispitane

promjene u ekspresiji glasnicke RNA (mRNA) u mozgu 1 i 24 sata nakon ozljede kako bi se
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utvrdio potencijalni mehanizam djelovanja BPC 157. Lijecenje BPC 157 dovelo je do povecane
regulacije Egrl, Aktl, Kras, Src, Foxo, Srf, Vegfr2, Nos3 i Nos1 i smanjenja regulacije Nos2 i
Nfkb u usporedbi s netretiranim Stakorima (Mapk1 nije aktiviran) (386). Istaknuta regulacija
Egrli Vegfr2 sugerira da BPC 157 ima vaskularizacijska svojstva, a ovaj mehanizam vjerojatno
lezi u osnovi njegove sposobnosti modulacije ozljede ishemije / reprofuzije. Najzanimljiviji
nalaz je snaZna regulacija Nos3, blaga regulacija Nosl i suzbijanje Nos2 u usporedbi s
kontrolnim Zivotinjama. Ti uc¢inci mogu potencijalno pruziti novo terapijsko rjeSenje za
mozdani udar, dajuéi specifi¢ne blagotvorne u¢inke na SZS (tj. za reperfuziju, ublazavanje
oSteenja neurona 1, samim tim, oporavak bez poremecaja pamcenja, lokomotornih i
koordinacijskih smetnji i izraZavanje odredenih gena u hipokampusu) (386).

Kao podrska tim istrazivanjima, BPC 157 takoder suzbija encefalopatije koje se pojavljuju
nakon izlaganja razliCitim agensima ili Stetnim postupcima, bez obzira na zahvaceno podrucje
mozga: traumatska ozljeda mozga (187), selektivni i neselektivni nesteroidni protuupalni
lijekovi (NSAID; npr. moZdane ciklooksigenaze preferencijalna su inhibitorna meta
paracetamola; 154, 446, 447), masivna resekcija crijeva, patologija slicna multiploj sklerozi
izazvana kuprizonom, predoziranje inzulinom ili predoziranje magnezijem (154, 194). BPC 157
se takoder moZe primijeniti za ublaZavanje popratnih konvulzija uslijed encefalopatije izazvane
NSAID-om (154) (dodatna tablica 2) (442). Rezimi lije¢enja BPC 157 znafajno umanjuju
oStecenje mozga izazvano traumatskom ozljedom mozga (pad teZine); poboljSan je rani ishod i
minimalni odgodeni mortalitet tijekom 24-satnog razdoblja nakon ozljede miseva (187).

U konacnici, terapija BPC 157 inducira vidljivo poboljSanje: subarahnoidno i intraventrikularno
krvarenje, laceracija mozga, hemoragicka laceracija 1 posljedi¢ni edem mozga postaju manje
intenzivni (187). Nadalje, lijeCenje BPC 157 promoviralo je oporavak od ozbiljne miSi¢ne
slabosti koja se pojavljuje zajedno s lezijama mozga (154, 194). Kada se primijeni izravno na
mozak (382), BPC 157 mozZe djelovati kao moguc¢i antioksidans (191, 193, 448). Znacajno je
da BPC 157 moze uklanjati reaktivne vrste kisika zbog svoje strukture: sadrzi Cetiri karboksilne
skupine, a kada se one reaktiviraju (glutationom ili enzimima), njegovo antioksidativno
djelovanje postaje veoma snazno (152, 186, 190, 336-338, 443, 444). Uz to, budu¢i da vecina
tkiva sadrzi BPC 157 (190), on moZe vezati i inaktivirati reaktivne slobodne radikale na
klju¢nim polozajima koji nisu dostupni drugim antioksidansima (152, 186, 190, 336-338, 443,
444). Povoljni u¢inci BPC 157 na hipokampalnu ishemiju / reperfuzijsku ozljedu (uzrokovanu
obostranim stezanjem zajednickih karotidnih arterija) (442) podrzani su tijekom Robertove
citoprotekcije, izvorno opisane za ozljede endotela izazvane intragastricnom aplikacijom

apsolutnog alkohola (336), smatrane Virchowovom trijadom. Sposobnost suzbijanja Robertove
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Zelucane hemoragijske lezije - epitelnih, endotelijalnih 1 tromboti¢nih lezija koje proizlaze iz
izravnog, Stetnog kontakta Stetnog agensa sa stanicom - naglaSava citoprotekciju (336, 449).
Odnos uzroka i posljedica pripisuje blagotvorni uc¢inak BPC 157 u citoprotekciji i implicira brzi
odgovor obrane od ozljeda (336). BPC 157 izravno S$titi endotel (158). Nadalje, nakon
anastomoze trbuSne aorte 1 okluzije velikih vena, BPC 157 zaustavlja stvaranje tromboze i
uklanja ve¢ formirane trombe (196, 448, 450). BPC 157 takoder moZe ublaziti poremecaje
okluzije perifernih krvnih Zila i posljedicne sindrome brzom aktivacijom alternativnih
zaobilaznih putova (191, 193, 196, 386). Terapeutski je ucinak stabilan, unato¢ kontinuiranoj
ligaciji (okluzija), a poremecaji uzrokovani ligacijom ne pojavljuju se ponovno (191, 196, 386,
448, 450). Tako je pokazano da se uznapredovali Stetni krug moZe zaustaviti i preokrenuti
terapijom s BPC 157. Naime, Zivotinje tretirane BPC-om 157 pokazuju opsezniju i brzu
reperfuziju. Takav oporavak vaskularnog kapaciteta moZe biti osnovni mehanizam kojim BPC
157 olakSava reperfuziju jer suzbija sve ve¢ postojeCe poremecaje i izrazito umanjuje lezije
organa (196, 448). Stoga je vjerojatno da takvo brzo spasavanje vaskularnog kapaciteta moze
pridonijeti blagotvornim u¢incima BPC 157 u Stakora koji su bili podvrgnuti moZdanom udaru
i oporavku oSte¢enja hipokampalne ishemije / reperfuzije (386). Postoje dodatni dokazi da BPC
157 dovodi do brzog spaSavanja vaskularnog kapaciteta. U akutnoj intoksikaciji etanolom u
miSeva, postoji trajna anestezija, hipotermija, povecane vrijednosti etanola u krvi i 25%
smrtnosti tijekom 90-minutnog razdoblja procjene (162). BPC 157, bez obzira na to daje li se
prije ili nakon intoksikacije etanolom, brzo suzbija gore spomenute negativne ucinke (162).
Nadalje, BPC 157, kada se daje nakon naglog prestanka uzimanja etanola - kontinuirano pijenje
20% alkohola tijekom 13 dana, uz provokaciju 14. dana - umanjuje povlacenje (procjenjuje se
tijekom 24 sata) (162). BPC 157 odrzava vaskularni integritet kako bi se suprotstavio istjecanju
alkohola u tkiva (336), ucinak koji potkrepljuje prethodno naglaSene dokaze da BPC 157
izravno §titi endotel (158, 338), §to je obiljeZje u studijama citoprotekcije (449). Slijedom toga,
istrazivaci su dosljedno pokazivali da BPC 157 snazno suzbija uc¢inke alkohola primijenjenog
u Zeludac Stakora, naime brzo oStecenje endotela (158, 200, 338). Uz to, BPC 157 snazan je
membranski stabilizator (444). Stoga se BPC 157 takoder suprotstavlja portalnoj hipertenziji
izazvanoj kronicnom konzumacijom alkohola. Na temelju uloge koju BPC 157 moze igrati u
antagoniziranju uc¢inka alkohola, Zemba i sur. (2015) pokazano je da BPC 157 moZe smanjiti
opcu anestetiCku potenciju tiopentala, kao 1 produZenu anesteziju izazvanu kombinacijom L-

NAME / tiopentala (179).
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6.2.3. BPC 157 i poremecaji u ponasanju

Istrazivaci sve viSe izvjeStavaju o vaznosti sustava dusi¢nog oksida (NO) u terapiji shizofrenije
(341) 1 ekstrapiramidalnim deficitima povezanim s teZim psihijatrijskim simptomima (356),
poput haloperidolom inducirane katalepsije (172). Nedavno su Zemba Cilié¢ i sur. (2021) (451)
pokazali da se BPC 157 suprotstavlja katalepsiji izazvanoj s L-NAME i haloperidolom, kao i
deficitima u akutnim i kroni¢nim modelima simptoma koji lie pozitivnim simptomima
shizofrenije u Stakora (316, 354). To kombinirano suprotstavljanje moze biti klju¢ za rjeSavanje
sloZzene veze izmedu NO sustava, amfetamina i apomorfina (primjena dopaminergickih
sredstava), MK-801 (nekonkurentni antagonist N-metil-D-aspartat receptora) i kroni¢ne
primjene metamfetamina (izazivanje osjetljivosti) (451). Ovo otkri¢e implicira interakciju
izmedu BPC 157, dopamina, glutamata i NO, koja je ¢ini se dobro kontrolirana administracijom
BPC 157 (451). Aplikacija BPC 157 rjeSava neobi¢no paralelno podudaranje u suzbijanju
poremecaja izazvanih amfetaminom koje L-NAME i L-arginin mogu prouzrociti, kao 1 deficita
u modelima na Stakorima koji nalikuju "pozitivnim" simptomima shizofrenije (345).
Identificirali smo dva prepoznatljiva odgovora NO sustava. Ucinci izazvani akutnim
apomorfinom, kroni¢cnim metamfetaminom, akutnim MK-801 ili akutnom primjenom
haloperidola (katalepsija) "ne reagiraju na L-NAME, reagiraju na L-arginin" (451). Akutni
ucinci izazvani amfetaminom "odgovaraju na L-NAME, odgovaraju na L-arginin" (451).
Cinjenica da NO-posredovani uéinci reagiraju na BPC 157 (451) mozZe biti posljedica gore
spomenutog potencijala BPC 157 u suprotstavljanju poremec¢ajima induciranim dopaminom
(172, 336) 1 NO-om (153, 179, 191, 348). Osim toga, BPC 157 suzbija simptome u modelima
glodavaca kod Parkinsonove bolesti (inducirane 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridinom ili
rezerpinom (161)). Isto tako, BPC 157 ublaZava zeluCane lezije inducirane 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridinom ili rezerpinom (161). Dakle, odnos BPC 157 / dopamin ima brojne
ucinke. Ukljucuje interferenciju s blokadom receptora dopamina (172), razvoj preosjetljivosti
receptora (173), aktivaciju receptora dopamina (451), prekomjerno oslobadanje dopamina
(451), osteCenje nigrostrijatalnih dopaminergi¢nih neurona (337) i iscrpljivanje dopaminskih
vezikula (336). BPC 157 takoder suzbija Stetne ucinke kod primjene neuroleptika koji se
pojavljuju izvan SZS-a, poput produljenog QT intervala opaZenog elektrokardiografijom (380)
ili Stetnih ucinaka na gastrointestinalni trakt, poput Zelucanih lezija (339) ili disfunkcije
sfinktera (381). Slijedom toga, BPC 157 bi mogao biti presudan za adekvatnu funkciju
dopamina i obrnuto (340).
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Serotonin i BPC 157 pokazuju slican odnos (165, 166). U Stakora, BPC 157 se suprotstavlja
simptomima depresije u Porsoltovom modelu i modelu kroni¢nog nepredvidivog stresa; takoder
u potpunosti suzbija sve manifestacije serotoninskog sindroma i inducira akutno i kroni¢no
oslobadanje serotonina u odredenim nigrostrijatalnim regijama mozga (165, 166). Tako, za
razliku od imipramina, BPC 157 pokazuje odredeni antidepresivni ucinak, cak i kada se daje
sistemski (165, 166).

Razmatrajuc¢i odnos BPC 157 / NO (153, 179, 348, 191), studije u zZelu¢anom tkivu otkrile su
da BPC 157 inducira oslobadanje NO, ¢ak i u stanju koje iskljucuje ucinak L-arginina (339,
384). U najnovijem istraZzivanju autori su izvijestili da BPC 157 inducira stvaranje NO u
izoliranoj aorti, vjerojatno aktivacijom Src / kaveolin-1 / eNOS puta (452). Dakle, postoji
prednost pri koriStenju tvari (npr. BPC 157) za moduliranje NO sustava. Ova se pojava moZe
suprotstaviti Stetnim ucincima L-NAME, inhibitora sintetaze dusSikovog oksida i L-arginina,
supstrata sintaze dusSikovog oksida - tj. hipertenzije izazvane L-NAME 1 hipotenzije izazvane
L-argininom (za pregled , vidi,153). Istrazivaci su istraZili kako se ovaj u¢inak moze prakticki
prevesti u pojacanu klinicku ucinkovitost u pogledu njegovih interakcija sa sustavom NO, na
temelju njegovih posebnih ucinaka koji se vide u razli¢itim modelima i vrstama (za pregled
vidi, 153).

Postoji 1 prateca analogija s njegovim suprotstavljaju¢im u€inkom na Stetne ucinke izazvane
dopaminom. Poseban primjer je stereotipija inducirana amfetaminom i haloperidolom
inducirana katalepsija, a objema se suprotstavlja administracija BPC 157 (172, 173, 452). Tako
modeli na Zivotinjama imaju moguca ograni¢enja (295), mehanizam djelovanja BPC 157,
interakcija 1 u¢inci BPC 157 / dopamina / glutamata / NO 1 siguran klinicki profil BPC 157 ne
mogu se zanemariti (152, 186, 190, 337, 338, 444). Ova otkri¢a sugeriraju da BPC 157 moze
utjecati na bitne funkcije i suprotstaviti se disfunkciji koja je u osnovi simptoma sli¢nih
shizofreniji (451). Cimbenik koji moZe pridonijeti tome je to §to BPC 157 poveéava
oslobadanje serotonina u nigrostrijatalnom podru¢ju mozga (tijekom akutne ili kroni¢ne
primjene, utvrdeno mjerenjem visoko-specificnom autoradiografijom s alfa metil-L-
triptofanom). Ovo oslobadanje ima posljedi¢ni antidepresivni ucinak (ukljucuju¢i suzbijanje
serotoninskog sindroma) i odnos sa serotoninskim sustavom (165, 166). Skupno,
suprotstavljanjem BPC 157 kod izlaganja etanolu (162) i ispuStanja diazepama (169), moZemo
pretpostaviti da BPC 157 ima poseban modulacijski ucinak, koji bi mogao biti potreban za
odrZavanje pravilnog funkcioniranja nekoliko sustava (339). BPC 157 je novi i u€inkoviti
antagonist etanola; uvijek suzbija negativne u¢inke zbog izloZenosti etanolu. S obzirom da malo

farmakoloskih sredstava dosljedno djeluju kao antagonisti etanola, negativni ucinci izazvani
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akutnim ili kroni¢nim alkoholnim poremecajima (162) ne mogu se modulirati tradicionalnom
farmakoterapijom (za pregled, vidjeti 453).

Odavno je poznato da je GABAergicka transmisija uklju¢ena u regulaciju dogadaja
posredovanih dopaminom (povezana s ekstrapiramidnim sustavima) i ponasanja koja ovise o
strijatalnim funkcijama (katalepsija, stereotipije). Stoga je zanimljivo da se BPC 157
suprotstavlja poremecajima GABA sustava, poput tolerancije / ispuStanja izazvanih
diazepamom (169). Perrault i sur. (1992) su ispitivali fizicku ovisnost, koja se obi¢no proucava
u slicnim modelima kao povecanu osjetljivost na konvulzivni izazov, kod misSeva koji su
kroni¢no lijeCeni diazepamom u razli¢ito vrijeme. Nakon prekida kondicioniranja s
diazepamom, autori su ispitali latenciju konvulzija nakon izazova (454). Razvoj tolerancije i
fizicke ovisnosti medu najozbiljnijim su nuspojavama terapije benzodiazepinima. Vazno je da
BPC 157 djeluje antikonvulzivno kod nekoliko izazova (154, 455).

Boban Blagai¢ i sur. (2009) ispitivali su kako aplikacija BPC 157 utjeCe na analgeziju izazvanu
morfijem u usporedbi s opioidnim antagonistom naloksonom. Autori su koristili test vruce
ploce kako bi utvrdili kako se nalokson i BPC 157 suprotstavljaju analgeziji izazvanoj
morfijem. Nalokson je imao neposredni protuucinak na analgeziju izazvanu morfijem, a BPC
157 je zahtijevao viSe vremena (30 minuta) da proizvede uc¢inak (170). Haloperidol, srediSnji
antagonist dopamina, poja¢ava morfijem induciranu analgeziju, a BPC 157 djeluje protiv toga
pojacanja; to predstavlja dodatni ucinak povezan s dopaminom. Naprotiv, nalokson u
potpunosti ukida analgeticki ucinak; konkretno, reakcija boli vraca se na osnovnu razinu. BPC
157, nalokson i haloperidol sami po sebi ne proizvode analgetsko djelovanje (170).
Primijeceno je da se u miSeva BPC 157 suprotstavlja upalnim i neupalnim, o prostaglandinu
ovisnim i neovisnim bolovima (npr. Stipanje repa, octena kiselina i gréenje uzrokovano
magnezijevim sulfatom u miSeva). Dakle, BPC 157 moZe specificno komunicirati s opioidnim
sustavom i reakcijom na bol. U Stakora, BPC 157, u odnosu na sustav NO, suzbija Stetne ucinke
izazvane lidokainom i takoder produljuje lokalnu anesteziju (455). Isto tako, BPC 157 djeluje
protiv depolarizacije izazvane lidokainom in vitro (455). Ocito je da BPC 157 ima posebno
siguran profil, koji se prili¢no razlikuje od standardnih farmakoloskih sredstava. Zapravo, za
razliku od neuroleptika i antidepresiva, BPC 157 ima posebno kardioprotektivno i antiaritmicko

djelovanje (380, 455).

6.2.4. BPC 157 i ozljeda kraljeznicne mozdine

Perovi¢ i sur. (2019) izvijestili su da BPC 157 ima izraziti terapeutski u€inak koji se odnosi na

oporavak Stakora s ozljedom ledne moZdine s paralizom repa (1-minutna kompresijska ozljeda
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sakrokaudalne ledne moZdine [S2 — Col]). Konkretno, jednokratna intraperitonealna primjena
BPC 157 10 minuta nakon ozljede suzbija negativne ucinke. Suprotno tome, ozljeda
kraljeZni¢ne mozdine i paraliza repa i dalje je postojala u nelijeCenih Stakora, danima, tjednima,
mjesecima i godinu dana nakon ozljede (456). Treba napomenuti da BPC 157 umanjuje
najceS¢e uzrokovanu Stetu (npr. znacajnu hemoragijsku zonu u bo¢nim i straznjim bijelim
stupovima s poStedom sive tvari) (456). Stoga terapija BPC 157 rezultira evidentnim
funkcionalnim (oporavljena paraliza repa), mikroskopskim i elektrofizioloskim oporavkom
(456). Jednom kada se BPC 157 primijeni 10 minuta nakon kompresijske ozljede (Sto
predstavlja napredni stadij reperfuzije), postoji kontinuirana zaStita i ne pojavljuju se spontane
smetnje uzrokovane ozljedom ledne moZdine (456). Sve ozljede kraljeZni¢ne mozdine odmah
izazivaju krvarenje, uz naknadnu smrt neurona i oligodendrocita (457). Stoga je zamislivo da
rana hemostaza moZze biti korisna i omoguciti funkcionalni oporavak nakon kontuzije ledne
mozdine u Stakora (457).

Medutim, ucinak koji vr$i BPC 157 vjerojatno se razlikuje od jednostavnog hemostatskog
ucinka koji bi umanjio ozljedu kraljeZnicne mozdine (457), jer BPC 157 takoder znacajno
poboljsava funkciju trombocita u Stakora bez utjecaja na ¢imbenike koagulacije (196, 197, 458).
Tijekom oporavka od ozljede kraljeZznicne mozdine, BPC 157 takoder izravno Stiti endotel
(158), ublazava poremecaje okluzije perifernih krvnih Zila, brzo aktivira alternativne zaobilazne
putove i suzbija sindrome izazvane venskom okluzijom (191, 193, 196, 386, 448, 450). Dakle,
pod pretpostavkom da postoji znacajan venski doprinos kompresiji kraljezni¢ne moZzdine (459),
moguce je da ponovno uspostavljeni krvotok posredovan BPC 157 nesumnjivo moZe pridonijeti
brzom oporavku (456).

Nadalje, uzimaju¢i u obzir da BPC 157 potiCe trajnu reperfuziju nakon kompresije ledne
mozdine, treba imati na umu da kada se BPC 157 daje tijekom reperfuzije, on se suprotstavlja
mozdanom udaru izazvanom bilateralnim stezanjem zajednickih karotidnih arterija. BPC 157
rjeSava neuronska oStecenja 1 sprjecava deficit pamcenja, lokomotorni 1 koordinacijski deficit
(386). BPC 157 ocito vrsi ove ucinke mijenjajuci ekspresiju gena u hipokampusu (386). BPC
157 izrazava viSefaktorsku terapijsku aktivnost u Stakora koji su podvrgnuti ozljedi kraljezni¢ne
mozdine (456). Pokazano je protuupalno djelovanje, poboljSanje somatosenzornog oStecenja
neurona izazvanog kapsaicinom (460), oporavak ishijadi¢nog Zivca nakon transekcije (461) i
zaStita kultiviranih neurona crijeva i glija stanica (462). BPC 157 takoder poboljSava ozljedu
mozga izazvanu traumom (187) i teSke encefalopatije koje zahvacaju razliita podru¢ja mozga
(154, 194, 446, 447). Nadalje, BPC 157 ublaZava druge posljedice kao §to su gastrointestinalne
1/ ili lezije jetre (154, 446, 447) kao i ozbiljnu miSi¢nu slabost (194) (tablica 2) (442). Uz to,
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BPC 157 potice zacjeljivanje mehanicki odsje¢enih miSi¢a zbog potpune transekcije, drobljenja
1 denervacije (463) i1 primjene intramuskularnog sukcinilkolina (464). Te prednosti ukljucuju
oporavak funkcije miSica i suzbijanje lezija miSi¢a uslijed zatajenja neuromuskularnih spojeva,
fascikulacije, paralizu i hiperalgeziju (463, 464). BPC 157 komunicira s razli¢itim
molekularnim putovima (184, 196, 206, 207, 336, 387, 444, 452, 462, 465-467) 1, na taj nacin,
djeluje protiv poviSenih razina proupalnih i prokahektickih citokina 1 suzbija tumorsku
kaheksiju miSi¢a (337). Kona¢no, BPC 157 pokazuje aktivnost antidota protiv Stetnog ucinka
lidokaina i lokalnih anestetika (posebno, zatajenje funkcije udova zbog intratekalnog bloka
kraljeZni¢ne moZzdine L4 — LS5, bradikardija i toni¢no-kloni¢ni gréevi i depolarizacija HEK293
stanica) (455). Na temelju bezbrojnih korisnih ucinaka posredovanih BPC 157, funkcionalno
spaSavanje paraliziranog repa, kao 1 ublazavanje aksonske i neuronske nekroze,
demijelinizacije i stvaranja cista (456), mozda uzrok ili posljedica korisnih u¢inaka BPC 157
na povezane poremecaje (152, 186, 190, 336-338, 444). Stoga BPC 157 moZe utjecati na sve
faze faze sekundarne ozljede (456).

BPC 157 ima blagotvorne u¢inke na moZdani udar, shizofreniju i ozljedu kraljezni¢ne mozdine
(386, 451, 456). Nema razloga koji ukazuje na to da su prednosti BPC 157 ograniCene
valjanoS¢u koriStenih modela 1 / ili ograni¢enjima metodologije. Doista, moZemo tvrditi da
ucinkovitost, laka primjenjivost, siguran klinicki profil i mehanizam BPC 157 (npr. BPC 157 /
dopamin / glutamat / NO sustav) predstavljaju alternativni, vjerojatno uspjesni, buduci
terapijski smjer za neuroloSka stanja. Stoga su potrebne dodatne studije kako bi se razjasnilo
kako bi se potencijalna terapija BPC 157 posebno bavila mehanizmom djelovanja koji ukljucuje
vise podstaniénih mjesta u SZS-u. Treba istraZiti utjecaj na funkciju veéine, ako ne i svih,
neuronskih sustava na molekularnoj, stani¢noj i sistemskoj razini. Neki visceralni repetitivni
releji SZS-a ili cirkumventrikularni organi, jedni od rijetkih podrugja u mozgu bez krvno-
mozdane barijere, poznati su put kojim sistemski primijenjeni peptid moze posti¢i sredis$nji
ucinak. Dakle, mora djelovati unutar osi crijeva i mozga (340), bez obzira je 1i to djelovanje

izravno ili neizravno.
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7. ZAKLJUCCI

10.

11.

12.

13

14.

15.

16.

17.

U modelu psihoze BPC 157 je antagonizirao hiperlokomociju i stereotipno ponaSanje
inducirano amfetaminom
U modelu psihoze BPC 157 je antagonizirao hiperlokomociju i stereotipno ponSanje

inducirano apomorfinom

. U modelu psihoze BPC 157 je antagonizirao hiperlokomociju, stereotipno ponasanje i

ataksiju induciranu s MK-801
U modelu kognitivnog poremecaja BPC 157 je antagonizirao poremecaj prepoznavanja

novog objekta induciran ketaminom

. U modelu otvorenog polja BPC 157 je povecao anksioliticki ucinak induciran

ketaminom i antagonizirao hiperlokomociju (uspinjanje)

U modelu anhedonije BPC 157 je antagonizirao poremecaj preferencije saharoze
induciran ketaminom

U modelu socijalne interakcije BPC 157 je antagonizirao ucinak ketamina na socijalnu
interakciju

U modelu katalepsije BPC 157 je antagonizirao katalepsiju induciranu haloperidolom
U modelu katalepsije BPC 157 je antagonizirao katalepsiju induciranu s L-NAME

U modelu intolerancije glukoze BPC 157 je antagonizirao hiperglikemiju induciranu
olanzapinom

U modelu intolerancije glukoze BPC 157 je antagonizirao hiperglikemiju induciranu
bolusom glukoze

U modelu katalepsije BPC 157 je antagonizirao katalepsiju induciranu olanzapinom

.U modelu lokomotorne senzibilizacije BPC 157 je antagonizirao lokomotornu

hiperaktivnost induciranu metamfetaminom

Na temelju u¢inaka L-NAME 1i/ili L-arginina u ispitivanim modelima utvrdene su dvije
karakteristi¢ne prezentacije NO-putova: antagonizacija (suprotni ucinci) ili sinergizam
(paralelni ucinci), pri ¢emu je uc¢inak BPC 157 uvijek nadmocan

BPC 157 ima poseban modulacijski ucinak, koji bi mogao biti potreban za odrZavanje
pravilnog funkcioniranja nekoliko neurotransmiterskih sustava

Temeljem validnosti koriStenih modela na Zivotinjama moZe se zakljuciti da bi BPC
157 mogao igrati znacajnu ulogu u regulaciji pozitivnih i negativnih simptoma, te
kognitivnog poremecaja u shizofreniji

BPC 157 ima poseban kardioprotektivni 1 antiaritmicki ucinak, te kako je sada pokazno

i antidijabetogeni ucinak.
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8. SAZETAK

Cilj ovog istraZivanja bio je sistemati¢no i podrobno istraziti u¢inke stabilnog pentadekapeptida
BPC 157 u interakciji s NO-spojevima u modelima psihoze i nuspojava antipsihotika na
Stakorima.

Ukupno se koristilo 558 muZjaka Stakora soja Wistar. U grupi akutnih pokusa koristilo se
ukupno 378 Stakora 1 agensi su bili aplicirani jednokratno. U kroni¢nim pokusima koristilo se
ukupno 180 Stakora. Pokusi su bili podijeljeni na akutne (motorna hiperaktivnost, katalepsija,
deficit pamcenja, negativni simptomi i intolerancija glukoze) i subkroni¢ne pokuse (socijalna
interakcija, lokomotorna senzibilizacija). U tako prikladnim modelima fokusirali smo se na
odnos ucinaka BPC 157, L-NAME (NOS-inhibitor) i L-arginina (NOS-supstrat) prema
simptomima sli¢nim psihozi, koji su bili inducirani razli¢itim agensima u dozama koje su
izazivale Zeljeno ponasanje. Agensi (mg/kg intraperitonealno, i.p.) L-NAME (5,0), L-arginin
(100,0), BPC 157 (0,01), su davani sami i/ili zajedno, 5 minuta prije izazova akutnih
poremecaja motoriCke aktivnosti (neizravni/izravni agonisti dopamina (amfetamin (3,0),
apomorfin (2,5)), nekompetitivni antagonist NMDA receptora (MK-801 (0,2)), katalepsije
(antagonist dopaminskih receptora haloperidol (2,0)), kognitivnog poremecaja (nekompetitivni
antagonist NMDA receptora (ketamin (3,0)), anksioznosti i anhedonije (nekompetitivni
antagonist NMDA receptora (ketamin (30,0)). U modelu socijalne interakcije (nekompetitivni
antagonist NMDA receptora (ketamin (8,0)) administriran je kroz 3 dana. Alternativno, BPC
157 (0,01) je administriran neposredno nakon L-NAME (40 mg/kg) i.p. Takoder, BPC 157 je
administriran neposredno prije bolusa glukoze (glukoza (1,0)) i antipsihotika olanzapina
(olanzapin (15,0) 1 60 minuta nakon olanzapina. Da bismo inducirali ili sprijecili senzibilizaciju,
koristili smo kroni¢nu administraciju metamfetamina u rastu¢oj dozi, naizmjeni¢no 3 dana
tijekom prva 3 tjedana (metamfetamin (3,0 — 6,0 — 9,0), i izazov nakon sljede¢a 4 tjedna
(metamfetamin (0,5) te lijekove (L- NAME, L-arginin, BPC 157) 5 minuta prije metamfetamina
u drugom i trecem tjednu. Dani sami, BPC 157 ili L-arginin su suzbili ucinke inducirane
amfetaminom, apomorfinom i1 MK-801 u modelima psihoze, katalepsiju izazvanu
haloperidolom, poremecaj prostornog pam¢enja induciran ketaminom, anksioznost (samo BPC
157) 1 anhedoniju induciranu ketaminom, te kroni¢nu senzibilizaciju induciranu
metamfetaminom. BPC 157 je smanjio socijalni deficit induciran ketaminom, dok je L-arginin
ponistio korisni u¢inak L-NAME u tom testu. L-NAME nije utjecala na ucinke izazvane
apomorfinom i MK-801, katalepsiju izazvanu haloperidolom, kroni¢nu senzibilizaciju izazvanu

metamfetaminom, deficit prostornog pamcenja izazvan ketaminom, pogorsala je anhedoniju,
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ali 1 suzbila akutni ucinak amfetamina 1 socijalni deficit induciran ketaminom. U
kombinacijama (L-NAME + L-arginin), specificno za NO, L-NAME se suprotstavlja
antagonizaciji induciranoj s L-argininom kod apomorfinskih-, MK-801-, haloperidolskih-,
metamfetaminskih-, ali ne i kod amfetaminskih Stakora. Za razliku od L-arginina, BPC 157
odrZava svoj protuucinak u prisutnosti NOS-blokade (L-NAME + BPC 157) ili prekomjerne
stimulacije NO-sustava (L-arginin + BPC 157). Ilustriraju¢i odnos BPC 157-L-arginina, BPC
157 je obnovio antagonizaciju (L-NAME + L-arginin + BPC 157) koja je ukinuta
koadministracijom L-NAME s L-argininom (L-NAME + L-arginin). BPC 157 je izravno
inhibirao katalepsiju izazvanu visokom dozom L-NAME. Napokon, BPC 157 je suzbio
hiperglikemiju induciranu bolusom glukoze 1 hiperglikemiju 1 katalepsiju izazvanu
olanzapinom.

Na temelju dobivenih rezultata moZze se zakljuciti da postoje dvije karakteristiCne prezentacije
NO-puteva: antagonizam (suprotni ucinci) ili sinergizam (paralelni ucinci), gdje je u¢inak BPC
157 uvijek superiorniji. Sadasnja studija pruza eksperimentalne dokaze da je pentadekapeptid
BPC 157 djelotvoran u suzbijanju ucinaka na ponasSanje povezanih sa stimulacijom ili
blokadom dopaminskih receptora, blokadom NMDA receptora ili blokadom NO sustava Sto
ukazuje na funkcionalnu interakciju izmedu ovog peptida i dopaminergickog /
glutamatergickog / nitrergickog sustava. BPC 157 ima poseban modulacijski ucinak, potreban
za odrZavanje pravilnog funkcioniranja nekoliko neurotransmitorskih sustava.

BPC 157 posjeduje posebno siguran profil, koji se prilicno razlikuje od standardnih
farmakoloskih sredstava. Zapravo, za razliku od neuroleptika i antidepresiva, BPC 157 ima
poseban kardioprotektivni 1 antiaritmicki ucinak, te kako je sada pokazno i antidijabetogeni
ucinak. Temeljem validnosti koriStenih modela na Zivotinjama moZe se zakljuciti da bi BPC
157 mogao igrati znacajnu ulogu u regulaciji pozitivnih i negativnih simptoma, te kognitivhog

poremecaja u shizofreniji.
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9. SUMMARY

Effects of pentadecapeptide BPC 157 and interactions with NO compounds in an experimental
model of rat psychosis

Andrea Zemba Cili¢, 2021.

The aim of this study was to systematically and in detail investigate the effects of stable
pentadecapeptide BPC 157 in interaction with NO-compounds in models of psychosis and
antipsychotic side effects in rats.

A total of 558 male Wistar rats were used. In the group of acute experiments, a total of
378 rats were used and the agents were administered once. A total of 180 rats were used in
chronic experiments. The trials were divided into acute (motor hyperactivity, catalepsy,
memory deficits, negative symptoms, and glucose intolerance) and subchronic trials (social
interaction, locomotor sensitization). In such suitable models, we focused on the ratio of the
effect of BPC 157, L-NAME (NOS inhibitor) and L-arginine (NOS substrate) to psychosis-like
symptoms, which were induced by different agents in doses that induced the desired behavior.

Agents (mg / kg intraperitoneally, i.p.) L-NAME (5.0), L-arginine (100.0), BPC 157
(0.01), were administered alone and / or together, 5 minutes before the onset of acute motor
impairment (indirect / direct dopamine agonists (amphetamine (3.0), apomorphine (2.5)), non-
competitive NMDA receptor antagonist (MK-801 (0.2)), catalepsy (dopamine receptor
antagonist haloperidol (2.0)) , cognitive impairment (non - competitive NMDA receptor
antagonist (ketamine (3.0)), anxiety and anhedonia (non - competitive NMDA receptor
antagonist (ketamine (30.0)). In a social interaction model, a noncompetitive NMDA receptor
antagonist (ketamine (8.0)) was administered over 3 days. Alternatively, BPC 157 (0.01) was
administered immediately after L-NAME (40 mg / kg) i.p. Also, BPC 157 was administered
immediately before bolus glucose (glucose (1.0)) and the antipsychotic olanzapine (olanzapine
(15,0)) and 60 minutes after olanzapine. To induce or prevent sensitization, we used chronic
administration of methamphetamine in increasing doses, alternately 3 days during the first 3
weeks (methamphetamine) (3.0 - 6.0 - 9.0), and challenge after the next 4 weeks
(methamphetamine (0.5) and medications (L-NAME, L-arginine, BPC 157) 5 minutes before
methamphetamine in the second and third weeks.

Given alone, BPC 157 or L-arginine suppressed the effects induced by amphetamine,
apomorphine, and MK-801 in neurochemical models of psychosis, haloperidol-induced
catalepsy, ketamine-induced spatial memory imapairment, ketamine-induced anxiety (only

BPC 157) and anhedonia, and chronic methamphetamine induced sensitisation. BPC 157
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reduced the ketamine-induced social deficit, while L-arginine nullified the beneficial effect of
L-NAME in that test. L-NAME did not affect the effects caused by apomorphine and MK-801,
catalepsy caused by haloperidol, chronic sensitization caused by methamphetamine, spatial
memory deficit caused by ketamine, worsened anhedonia, but also suppressed the acute effect
of amphetamine and social deficit induced by ketamine. In combinations (L-NAME + L-
arginine), specific for NO, L-NAME counteracts L-arginine-induced antagonism in
apomorphine-, MK-801-, haloperidol-, methamphetamine- and ketamine rats, but not in
amphetamine- rats. Unlike L-arginine, BPC 157 maintains its counter-effect in the presence of
NOS blockade (L-NAME + BPC157) or overstimulation of the NO system (L-arginine +
BPC157). Illustrating the relationships of BPC 157-L-arginine, BPC 157 restored the
antagonism (L-NAME + L-arginine + BPC157) which was abolished by co-administration of
L-NAME with L-arginine (L-NAME + L-arginine). BPC 157 directly inhibited high-dose L-
NAME-induced catalepsy. Finally, BPC 157 suppressed bolus glucose-induced hyperglycemia
and olanzapine-induced hyperglycemia and catalepsy.

Based on the obtained results, it can be concluded that there are two characteristic
presentations of NO-pathways: antagonism (opposite effects) or synergism (parallel effects),
where the effect of BPC 157 is always superior. The present study provides experimental
evidence that the pentadecapeptide BPC 157 is effective in suppressing behavioral effects
associated with stimulation or blockade of dopamine receptors, blockade of NMDA receptors,
or blockade of the NO system suggesting a functional interaction between this peptide and the
dopaminergic / glutamatergic / nitrergic system. BPC 157 has a special modulating effect,
required to maintain the proper functioning of several neurotransmitter systems.

BPC 157 has a particularly safe profile, which is quite different from standard
pharmacological agents. In fact, unlike neuroleptics and antidepressants, BPC 157 has
particular cardioprotective and antiarrhythmic effects, and now shown also antidiabetogenic
effect. Based on the validity of the animal models used, it can be concluded that BPC 157 could
play a significant role in the regulation of positive and negative symptoms, and cognitive

impairment in schizophrenia.
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IT oksid, Stakor
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