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POPIS KRATICA KORISTENIH U RADU

VEGF vazogeni faktor rasta

cGMP ciklicki gvanozin monofosfat
BPC 157 pentadekapeptid BPC 157
F.O. fizioloSka otopina

L-NAME N-nitro-L-arginin metil ester
NO dusSikov oksid

NOs dusik oksid sintetaza

SOD superoksid-dismutaza

EGB 761 ekstrakt Ginko biloba

MJERNE JEDINICE

Mg mikrogram
g gram

h sat

kg kilogram
mg miligram
min minuta

ml mililitar

ng nanogram
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1. UVOD

Ishemiju o€ne pozadine uzrokuje okluzija krvnih Zila. Moze biti posljedica sustavnih ili
upalnih bolesti kao $to su dijabetes, hipertenzija, hemodinamski znacajna istostrana
bolest karotidne arterije, bolesti sr€anih zalistaka (uklju€ujuéi reumatsku groznicu),
ventrikuloseptalni defekti, aritmije, sistemske koagulopatije, diseminirani generalizirani

arteritis, hepatitis i druge.

U rijetkim slu€ajevima ishemiju ofne pozadine mogu uzrokovati injekcije lijekova u
podrucje oko ociju, odnosno retrobulbarne injekcije te lije€nicki pregledi i manipulacije
(npr. karotidna angiografija, angioplastika, kiropraktiCarska manipulacija vrata, depo

kortikosteroidne injekcije) (1, 3).

Pocetni znakovi oftalmoskopski su vidljivi na mreznici i prikazuju se izvijuganim tijekom
dilatiranih vena i ,cotton-wool“ eksudatima (mekim eksudatima). Mreznica zbog
dugotrajne ishemije i posljedi¢ne hipoksije Iu¢i vazogene faktore rasta (VEGF) koji
poticu rast abnormalnih krvnih Zila te se razvijaju kolaterale cirkulacije i nove krvne zile
(neovaskularizacije). Nove krvne zZile gradene su samo od endotela i tanjih su stijenki te
su sklone pucanju i propustanju, Sto se oftalmoskopski na mreznici vidi kao edem i

krvarenja (1, 2).

Jedan od rjedih uzroka ishemije oCne pozadine je okluzija srediSnje mrezniCne arterije i
njenih ogranaka. U vecini sluCajeva uzrok okluzije srediSnje mrezni¢ne arterije stvaranje
je tromba unutar diska vidnog zivca, dok je u vecini slu€ajeva uzrok okluzije ogranaka
srediSnje mreznicne arterije embolus smjesten izvan diska vidnog zivca. Upala u obliku

vaskulitisa, temporalnog arteritisa i optiCkog neuritisa te lokalna trauma ili dugotrajni



vanjski pritisak na o¢nu jabucicu za vrijeme neurokirurskih operacija ili tijekom zahvata
na kraljeznici, rijede uzrokuju okluziju srediSnje mrezniCne arterije i njenih ogranaka (1,

3).

KliniCka slika ovisi 0 zahvacenosti srediSnje mrezni¢ne arterije ili njenih ogranaka. Kod
okluzije srediSnje mrezniCne arterije dolazi do naglog, bezbolnog gubitka vida uz
suzenje vidnog polja u svim kvadrantima, dok kod okluzije ogranaka srediSnje

mrezni¢ne arterije vidna oStrina moze biti normalna (1 — 3).

Oftalmoskopski, pregledom o¢ne pozadine, moZe se vidjeti jesu li krvne Zile normalna
izgleda ili su promijenjene izgledom, konfiguracijom i morfologijom. Moguce su i
promjene kalibra, prohodnosti i refleksa stijenke krvnih Zila. U akutnoj fazi arterije
mreznice su mjestimi¢no suzene, a vene su tamne i proSirene. Nakon nekoliko tjedana
arterije ostaju trajno suzene, a javlja se i atrofija vidnog Zivca. Mreznica moZze biti samo
sivkasto zamagljena ili lagano edematozna, dok jaCa opstrukcija uzrokuje gusto

ishemi¢no bljedilo zahvacenog dijela mreznice (1, 3).

HistoloSki nalaz pokazuje u akutnoj fazi intracelularni edem, oteklinu unutarnjih slojeva
mreznice i raspad stanica. Kasnije se razvija degeneracija sloja ganglijskih stanica i
gubitak unutarnjih slojeva mreznice. Stapiéi, &unijiéi, vanjski zrnati sloj i dio sloja
bipolarnih stanica ostaju oCuvani. Mreznica ostaje prozirna nakon sto se edem iz akutne

faze okluzije resorbira u roku 2 do 4 tjedna (1 — 3).

S lijeCenjem treba zapoceti Sto prije zato Sto je mreznica kao izdanak srediSnjeg
ziv€anog sustava izrazito osjetljiva na hipoksiju te ishemija u trajanju vise od 100 minuta

dovodi do nepopravljivih ostecenja.

Cilj je lijeCenja ponovno uspostaviti protok snizavanjem intraokularnog tlaka masazom

ocCne jabucice, davanjem lijekova za sniZzavanje ocnog tlaka, sistemskih vazodilatatora



i diuretika te paracentezom. No, neovisno o primijenjenoj terapiji, lijeCenje poboljSava

vidnu ostrinu u svega 10% bolesnika (1 — 3).

U vecini slu€ajeva dolazi do ozbiljnog, trajnog gubitka vida. Prognoza oporavka vida
puno je bolja ako je zahvaéen samo ogranak srediSnje mrezni¢ne arterije, tada 80%

bolesnika ima oporavak vidne oStrine na 50% i vise (1 — 3).

S obzirom da dosadasnja terapija lijeCenja ishemije oCne pozadine ne daje
zadovoljavajuce rezultate, smatramo da bi rezultati ovog istrazivanja mogli znacajno

doprinijeti u odgovaraju¢em lije€enju, a time i u sprje¢avanju gubitka vida.



1.1. ANATOMSKE DEFINICIJE | TOPOGRAFSKI ODNOSI OCNE POZADINE

Oc¢na pozadina ili fundus podrucje je straznje unutarnje povrSine oCne jabucice, a
obuhvaca disk vidnog zivca (papilla nervi optici), mreznicu (retina), Zilnicu (chorioidea)

i podlezeéu bjeloocnicu (sclera).

Mreznica je unutarnja o€na ovojnica, sa svojom slozenom anatomskom strukturom
omogucuje Citav niz zna€ajnih vidnih funkcija: centralni i periferni vid te prilagodbu na
svjetlost i tamu. Vrlo slozena anatomska struktura mreznice potrebna je da bi se
ostvarila vidna funkcija. Najmanja noksa koja zahvaca jedan ili viSe mreznicnih slojeva
moze brzo dovesti do osteéenja jedne ili svih vidnih funkcija. MrezZnica je dostupna
vizualizaciji (oftalmoskopiji) zahvaljujuéi prozirnosti opti¢kih medija te se vecina

dijagnoza postavlja upravo na taj nacin (3).

Kada se pogleda oftalmoskopski, mreznica je sivkasta prozirna membrana koja je
nalegla na Zilnicu od koje potjece crvena boja o¢ne pozadine. Zbog pigmenta na o¢noj
pozadini vaskularna mreza Zilnice fiziolo$ki nije vidljiva, dok je kod Stakora zbog manje

pigmentiranosti ona vidljiva (4, 5).

Mreznica je kod ljudi i Stakora gradena od neuroretine (prvih devet slojeva retine) i
sloja pigmentnog epitela. Neuroretina kod ljudi nije jednakomjerno gradena u cijelom
tijeku: straznji optiCki dio neuroretine (pars optica retinae) sadrzi sloj fotoreceptora u
odnosu na prednji slijepi dio mreznice (pars caeca retinae). Slijepi se dio sastoji od
Sareni¢nog (pars iridica) i cilijarnog dijela (pars ciliaris), a grade ga samo dva sloja
stanica, pigmentni sloj i sloj kubi¢nih stanica. Kubi¢ne su stanice na Sarenicnom dijelu
pigmentirane, $to smanjuje propusnost Sarenice za svjetlo. Opticki dio prelazi u slijepi

dio mreznice u podrucju nazubljene linije (ora serrata) (3).



Na optiCkom se dijelu ljudske mreznice posebno gradom istiCu disk vidnog Zivca
(papilla nervi optici) i makula, Zuta pjega (macula lutea) te krvozilni crtez (slika 1). U
podrucju diska vidnog Zivca sastaju se aksoni ganglijskih stanica cijele mreznice,
dobivaju mijelinizaciju i izlaze iz o¢ne jabucice ujedinjeni u vidni Zivac. Na disku vidnog
Zivca nema drugih mrezni¢nih elemenata pa je taj dio nesposoban za primanje
svjetlosnih podrazaja. Zato se projekcija diska vidnog Zivca na vidnom polju naziva
,sSlijepa pjega“ (macula caeca). U sredini diska vidnog Zivca, ne$to prema nazalno
ulazi srediSnja mrezni¢na arterija, a izlazi srediSnja mrezni¢na vena, arterije su uze i

svjetlocrvene boje, dok su vene Sire i tamnocrvene boje (2).

krvna zila

Slika 1. Normalna ljudska o¢na pozadina videna oftalmoskopom — u sredini diska
vidnog Zzivca ulazi srediSnja mrezniCna arterija, a izlazi srediSnja mrezniCna vena,

arterije su uze i svjetlocrvene boje, dok su vene Sire i tamnocrvene boje.



Kod Stakora je razmjestaj krvnih Zila u podru€ju diska vidnog zivca nesSto drugaciji
nego kod ljudi (slika 2), krvne se Zile Sire radijalno, poput Zbica na kotacu bicikla (5).
Arterije su takoder uzZe i svjetlocrvene boje, a vene Sire i tamnocrvene boje. MreZnica
Stakora vrlo je zrnate i grube grade te je vazno istaknuti da nema makulu i mjesto

najjasnijeg vida, centralnu jamicu (foveu centralis).

Zbog nepostojanja mjesta najjasnijeg vida, kod Stakora ne postoji moguénost razvoja

visoke vidne ostrine (6).

korioidalna zila

korioidalne Zile

vena mreznice

vidni Zivac

arterija mreZnice

Slika 2. Normalna o€na pozadina Stakora videna indirektnom oftalmoskopijom
(lupom) — iz diska vidnog zivca krvne se zile Sire radijalno, arterije su uze i

svjetlocrvene boje, dok su vene Sire i tamnocrvene boje.



1.2.HISTOLOSKA GRABA MREZNICE

U histoloSkom preparatu mreznice razlikuje se deset slojeva, koje mozemo analizirati
svjetlosnim mikroskopom (slika 3). Mreznica je gradena puno sloZenije od slojevitih
struktura drugdje u tijelu i moze se usporediti sa slozenoS¢u srediSnjeg Ziv€anog

sustava (1, 7).

Gradu mreznice moZe se pojednostavljeno zamisliti kao tri superponirana sustava:
neuronalni, glijalni i vaskularni. Neuronalni dio Cine: Cuniji¢i i Stapici, bipolarne i
ganglijske stanice te horizontalne i amakrine stanice (7). Glijalni element su Mullerove
stanice, astrociti i oligodendroglija. Mullerove se stanice proteZzu kroz osam unutarnjih

slojeva mreznice (1, 7 - 9).

Polazedi od unutradnjosti oka deset slojeva mreznice Cine (Slika 3):

1. Unutarnja grani¢na membrana (membrana limitans interna)
2. Sloj Ziv€anih vlakana (stratum neurofibrarum)

3. Sloj ganglijskih stanica (stratum ganglionare n. optici)

4. Unutarnji mrezasti sloj (stratum reticulare internum)

5. Unutarnji zrnati sloj (stratum granulosum internum)

6. Vanjski mrezasti sloj (stratum reticulare externum)

7. Vanjski zrnati sloj (stratum granulosum externum)

8. Vanjska grani¢na membrana (membrana limitans externa)
9. Sloj Stapi¢a i Cunijica (stratum neuroepitheliale)

10.Mreznicni pigmentni epitel (stratum pigmentosum)
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Slika 3. Histoloska grada mreznice.

1. Unutarnja graniéna membrana sadrzi proSirene zavrSetke Mullerovih stanica i
bazalnu membranu koja odvaja mreznicu od staklovine (1, 7 — 9).

2. Sloj zivéanih vlakana cine horizontalni aksoni ganglijskih stanica iz svih podrucja
mreznice. Polaze u snopovima povezanih procesusima Miullerovih stanica i
astrocita prema disku vidnog Zzivca gdje se udruzuju u snopove vidnog zivca.
Vlakna su nemijelinizirana. U sloju leZe i ogranci srediSnje mrezni¢ne arterije i vene
(a. iv. centralis retinae) (1, 7 — 9).

3. Sloj ganglijskih stanica (3. neuron vidnog puta) sastoji se od tijela ganglijskih
stanica s velikom i dugom jezgrom. Dendriti po€inju u unutarnjem mrezastom sloju,
a aksoni ulaze u sloj ziv€anih vlakana. Prema oblicima dijelimo ih na
monosinaptiCke i polisinaptiCke ganglijske stanice. MonosinaptiCke ganglijske

stanice karakterizira dendrit koji bez grananja ulazi u unutarnji mrezasti sloj, dok



polisinaptiCke stanice imaju veliki i razgranati dendrit. MonosinaptiCke stanice
stvaraju svojim dendritima sinapse s bipolarnim stanicama, a one stvaraju sa svoje
strane sinapse sa po jednim Cunji¢em. PolisinaptiCke ganglijske stanice leze viSe
prema periferiji mreznice i stvaraju sinapse preko bipolarnih stanica sa Stapi¢ima.
U sloju ganglijskin stanica takoder nalazimo procesuse Miullerovih stanica i
ogranke mrezni¢nih krvnih Zila (1,7 — 9, 12, 19, 20).

. Unutarnji mrezasti sloj Cine sinapse izmedu procesusa amakrinih stanica,
bipolarnih aksona, dendrita ganglijskin stanica i citoplazmatskih procesusa
Mullerovih stanica (1, 7 — 10).

. Unutarnji zrnati sloj €ine jezgre i tijela bipolarnih stanica (2. neuron vidnog puta),
jezgre Mullerovih stanica, te jezgre horizontalnih i amakrinih stanica. Horizontalne
stanice leZze u vanjskom dijelu ovog sloja, ispod njih su bipolarni neuroni te
Millerove stanice, dok se uz unutarnji mrezasti sloj mogu naci amakrine stanice.
Horizontalne su stanice multipolarni interneuroni povezani s viSe fotoreceptora i
bipolarnih stanica, imaju brojne kratke procesuse i samo jedan dugi. Horizontalne
stanice Stapi¢a kontaktiraju s 10-12 sferula, dulja grana s ograncima kontaktira sa
sferulama Stapica i pedikulima Cuniji¢a. Horizontalne stanice €unji¢a kontaktiraju s
pedikulima Cunjica u formi trijada. Bipolarne se stanice dijele u bipolarne stanice
Stapic¢a, patuljaste bipolarne stanice i ploCaste bipolarne stanice, povezane su s
fotoreceptorima i ganglijskim stanicama. Sva tri tipa bipolarnih stanica imaju
vanjski dendritski i unutarnji aksonski izdanak. Bipolarne stanice Stapi¢a s vanjskim
produzetkom formiraju brojne dendritske grane koje u vanjskom mrezastom sloju
omogucuju kontakte s razli¢itim sferulama Stapi¢a. Unutarnji produzetak kontaktira
s jednom od Cetiri ganglijskih stanica. Patuljaste bipolarne stanice s dendritiskim

izdancima kontaktiraju samo s jednim Stapi¢em i jednom patuljastom ganglijskom



6.

7.

stanicom. PloCaste bipolarne stanice imaju brojna dendritska razgranjenja i
kontaktiraju s pedikulima ¢unjica, aksonalnim izdankom i sa svim tipovima
ganglijskih stanica. Mullerove stanice su velike glijalne stanice koje sa svojim
razgranatim procesusima zauzimaju prostor unutarnje granicne membrane, a s
mikorvilima ulaze medu unutarnje dijelove Stapi¢a i Cunjica. Karakteriziraju ih
ploCasta jezgra i gusta citoplazma. Amakrine stanice imaju okrugla stani¢na tijela
| ogranke usmjerene u unutarnji mrezasti sloj, gdje se granaju u svim pravcima.
Sinapticki kontaktiraju s aksonima bipolarnih neurona i dendritima ganglijskih
stanica (1, 7 — 10).
Vanjski mrezasti sloj cCine sinaptiCka zadebljanja unutarnjih zavrSetaka
fotoreceptora, koji stupaju u sinaptiCku vezu s dendritima bipolarnih stanica i
nastavcima horizontalnih stanica. Vanjski se mrezasti sloj moze podijeliti u tri zone:

e vanjsku, koju €ine centralno usmjereni produzeci Stapi¢a i €unjica i brojni

razgranati procesusi Mullerovih stanica,
e srednju, koju Cine sferule Stapica i pedikuli Cunji¢a i
e unutarnju zonu, u kojoj se nalaze jedino grane procesusa bipolarnih,
horizontalnih i Mullerovih stanica (1, 7 — 10).

Vanjski zrnati sloj izgraduje unutarnji segment fotoreceptora (dio s jezgrom),
graden je od malih stanica s velikom jezgrom. Jedne stanice pripadaju Cunji¢ima,
a druge Stapi¢ima. Postavljene su u vanjskom zrnatom sloju u raznim visinama.
Jezgre Cunijic¢a uvijek su u vanjskom dijelu i veCe su od jezgri Stapica koje su manje
i nalaze se u Citavom sloju. Stanice Stapi¢a imaju veliku jezgru i dva produljka.
Periferni produljak ide do vanjske grani¢ne membrane, gdje se nastavlja u Stapic¢,
a centralni produljak ide do vanjskog mrezastog sloja, gdje zavrSava malim

zadebljanjem u obliku kuglice ili sferule. Stanice €unji¢a, leze odmah uz vanjsku

10



granicnu membranu, imaju samo centralni nastavak koji se u vanjskom mrezastom
sloju grana horizontalno, dok se periferno odmah prikljuci na ¢unji¢ (1, 7 — 9).

. Vanjska graniéna membrana vrlo je tanka opna, u svjetlosnoj mikroskopiji vidi se
kao tanka, fenestrirana membrana koja dijeli sloj Stapi¢a i ¢unji¢a od vanjskog
zrnatog sloja. Gradena je iz zonula adherentes koje povezuju Mullerove potporne
stanice s fotoreceptorima, a katkad i fotoreceptore medusobno (1, 7 — 9).

. Sloj stapi€a i €unji¢a Cini 1. neuron vidnog puta, dijeli se na vanjski i unutarniji
segment. Postoje dvije vrste fotoreceptora, $tapici i ¢unjiéi. Stapic¢i su kod ljudi
tanke, izduZene stanice izuzetne osjetljivosti na svjetlo koje se aktiviraju kod slabog
svjetla. Unutarnji odsjecak Stapi¢a ima metaboliCku funkciju, te sadrZzava organele
potrebne za biosintezu i stvaranje energije. Vanjski odsje¢ak Stapi¢a reagira na
svjetlo, a sastoji se od brojnih plosnatih membranskih diskova koji su samostalne
jedinice, tj. ne nastavljaju se na stanicnu membranu. U membranskim diskovima
nalazi se vidni pigment rodopsin, koji na intenzivnom svjetlu nestane, a u mraku se
obnovi. Cunji¢i se kod ljudi od $tapiéa razlikuju gradom vanjskog odsjecka, koji se
sastoji od membranskih diskova. Membranski diskovi nisu slobodni i nastaju kao
uvrnuca stani¢ne membrane te sadrze razliCite fotopigmente, jodopsine (1, 7). U
centralnoj jamici (fovei centralis), mjestu najjasnijeg vida, nalaze se samo Cunjici,
a tek prema njenoj periferiji nalaze se i Stapi¢i. Prema periferiji oka raste broj
Stapic¢a, a broj Cuniji¢a se smanjuje. Samo u podrucju nazubljene linije (ore serrate)
Cunji¢i se opet pojavljuju u nesto ve¢em broju. U okolini fovee centralis vidi se oko
svakog Cunji¢a po jedan red Stapi¢a, dok se na periferiji vide i po tri-Cetiri reda
Stapica (7).

Stakori nemaju veliki broj dunji¢a, 99% mreznice sastoji se od $tapi¢a, a samo 1%

&ine &unjiéi (12, 13).
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10.Mrezniéni pigmentni epitel sloj je heksagonalnih stanica, rasporeden od diska
vidnog Zivca do nazubljene linije (ore serrate), lezi na Bruchovoj membrani Zilnice.
Pigmentne stanice sadrZe zrnca i Stapi¢e pigmenta. U bazalnom je dijelu jezgra, a
apikalno su resicCasti nastavci s melanosomima koji pri osvjetljenju prodiru izmedu
izdanaka Stapi¢a i Cunjica. Pigment je koncentriran na unutarnjem dijelu stanice
ako je mreznica u tami. Ako je mrezZnica izlozena svjetlu, pigment se prostire u
produljke i tako dolazi medu fotoreceptore (1, 7 — 11).

Pigmentni je epitelni sloj mreznice kod albino Stakora bez pigmenta (13).
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1.3. FIZIOLOGIJA MREZNICE

Osnovu fenomena vida Cine razliciti fizikalni i fotokemijski procesi. Slika se stvara
zahvaljujuéi raznolikom pobudivanju Stapi¢a i Cunji¢a u mreznici. Da bi svoj zadatak
mogli valjano izvrsiti, Stapici i Cunji¢i posjeduju posebne supstance, koje Stapi¢ima
omogucuju aktivnost u sumraku, a ¢unji¢éima po dnevnom svjetlu. Obje vrste stanica
vezane su ha pigmentni epitel mreznice, bez kojeg se osnovna supstanca Stapica, tj.
vidni purpur, ne mozZe regenerirati. Pigmentni epitel mreznice rasporeden je poput
mozaika heksagonalnih stanica i svojim produZecima poput resa ulazi izmedu Stapica
i Cunjica. Stanice pigmentnog epitela ispunjene su pigmentom, a pri svjetlosnom
podrazaju ubacuje se pigment u rese izmedu $tapiéa i Cunji¢a te na taj nacin sluzi kao
zastita. Uz zastitnu funkciju, pigmentnom je epitelu zadatak da sudjeluje u stvaranju
vidnog purpura, smjesStenog u vanjskim ¢lancima Stapic¢a. Pigmentni je epitel vazniji

za Stapice nego za Cunjice.
Kao sto je ve¢ navedeno, €unijiéi reagiraju na jako svjetlo, omogucuju visoku rezoluciju

vida te videnje boja. Stapiéi reagiraju na priguseno svjetlo, karakterizira ih niza

rezolucija vida, razlikovanje crnog i bijelog te noc¢ni vid (7).

Ljudi posjeduju tri razliCite vrste Cunji¢a: zelene, plave i crvene (trobojni vid), dok

Stakori imaju samo dva tipa: zelene i plave pa imaju siromasniji (dvobojni) kolorni vid.

Osim toga, plavi su ¢unji¢i Stakora osjetljiviji na krac¢im valnim duljinama, $to znaci da
Stakori mogu vidjeti u ultraljubi¢astom dijelu vidnog spektra (7, 15).

Bihevioralni su eksperimenti pokazali da Stakori mogu razlikovati zeleno, plavo i UV,
no te boje nemaju same po sebi neko znacenje za njih (16). Takoder je dokazano da
Stakori imaju manje Cunji¢a, nego ljudi (17). Percepcija boja kod Stakora moze biti

puno slabija nego ljudska, razlikovanje svjetline daleko im je vaznije, nego razlikovanje
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boja. Dugo se vremena mislilo da su Stakori potpuno slijepi na boje (18), no nedavni
eksperimenti ponasSanja Stakora pokazali su da Stakori mogu uociti ultraljubi¢asto
svjetlo. Uz trening, Stakori mogu razlikovati UV i vidljivo svjetlo. Takoder, Stakori mogu
razlikovati izmedu razli¢itih boja u plavo-zelenu rasponu (16). Svaka je neuronska
stanica u mreznici Stakora osjetljivijia na puno veci broj fotoreceptora, nego stanice

ljudske mreznice, $to povecéava osjetljivost na Stetu oStrine (19).

Za razumijevanje fiziologije vida potrebno je uocCiti mnoge faktore. Svjetlo kao oblik
energije predstavlja stimulus vida. Svjetlo je onaj mali dio spektra elektromagnetske
energije koji ima valnu duljinu sposobnu da stimulira fotoreceptore mrezZnice
izazivajuéi u njima osjet svjetla. Kad svjetlo padne na receptor, on Salje odgovor
sinapti¢kim bipolarnim stanicama, koje proslijeduju signal ganglijskim stanicama u
mreznici (20). Receptori su umrezeni s horizontalnim i amakrinim stanicama, koje
modificiraju sinaptiCki signal prije ganglijskih stanica (slika 4). Signali koje Salju Stapici
i Cunji¢i medusobno su izmijeSani i kombinirani, unato¢ c&injenici da su Stapici
uglavnom aktivni u vrlo slabim uvjetima svjetla i neutralizirani uslijed jaCeg svjetla. S
druge strane, Cuniji¢i su aktivniji pri jacem svjetlu, odnosno nisu dovoljno osjetljivi na

niske razine svijetlosti (7).
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Slika 4. Prolazak svjetla kroz slojeve mreznice (s lijeva na desno). Svjetlo udara o

fotoreceptore (desni sloj) te potiCe kemijsku transformaciju izazivajuci Sirenje

podrazaja do bipolarnih i horizontalnih stanica (sredisnji zuti sloj). Podrazaj je potom

prenoSen sve do amakrinih i ganglijskih stanica, a te ziv€ane stanice mogu naposljetku

stvarati akcijske potencijale na svojim aksonima. Ovaj prostran temporalni uzorak

Siljaka odgovoran je za oblikovanje svjetlosnog podrazaja od ociju do mozga.
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Mreznicne ganglijske stanice te neke amakrine stanice kreiraju akcijski potencijal (7,
21). Nakon $to se fotoreceptori izloZze svjetlu, receptorski potencijal hiperpolarizira
staniéhu membranu. Vanjski segment stanice sadrzi fotopigment. Unutar stanice
normalne razine ciklickog gvanozin monofosfata (cGMP) odrzavaju Na+ kanale

otvorenim te se stanica u sljedecem stadiju depolarizira, odnosno odmara se (7, 22).

Foton u mreznici uzrokuje promjenu proteina vezanog za receptor iz izomernog u
trans-retinalni oblik, $to uzrokuje aktivaciju viSe G-proteina. Ujedno dolazi do
otpustanja Ga- proteinske podjedinice i degradacie cGMP unutar stanice i
nemogucnosti vezanja Na+ na cGMP ulazne kanale. To dovodi do hiperpolarizacije
stanice. Koli¢ina otpustenog neurotransmitera povecava se kako razina svjetlosti
opada. Na jarkom svjetlu dolazi do kemijskog procesa te fotopigment blijedi. Zato pri

prijelazu iz svjetla u tamu moze proci i do trideset minuta dok se oko prilagodi (22).

Za prijenos vizualnih signala do mozga zaduZen je vidni put. Mreznica je vertikalno
podijeljena u dva dijela, temporalnu polovicu (blize temporalnoj kosti) i nosnu polovicu
(blize nosu). Aksoni nosne polovice prelaze na suprotnu stranu mozga u optickoj
hijazmi kako bi se pridruzili aksonima iz temporalne polovice drugoga oka prije ulaska
u lateralno genikulatno tijelo (7, 21 — 23). Velike koli¢ine pre-obrada vrS§e se unutar
mreznice. Kod ljudi fovea proizvodi najto¢nije informacije, unato€ tomu sto zauzima
oko 0,01% vidnog polja i ima 38000 stanica/mm? te je oko 10% aksona oCnog zivca

posveceno fovei (1, 7, 21 — 23).

Najgusce se podrucje ganglijskih stanica kod Stakora nalazi temporalno malo iznad
diska vidnog zivca (Sto je gustoca veca, veca je ostrina vida) te je maksimalna gustoca

na tom podrucju 6,774 stanica/mm? (21, 22).
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1.4.METABOLIZAM | VASKULARIZACIJA MREZNICE

Metabolizam mrezZnice vrlo je slabo poznat, no poznato je da je vrlo intenzivan.
MreZnicu moZemo svrstati medu organe s najjac¢om glikolizom u tijelu. Ima jedinstvenu
sposobnost aerobne i anaerobne glikolize. Glukoza se difundira iz kapilara Zilnice pa
vanjski slojevi mreznice sadrZze enzime degradacije glikolize. Energija koja je
proizvedena degradacijom glukoze koristi aktivnom prijenosu kalija iz Zilnice prema
stanicama osjetnog mrezni¢nog epitela, prijenos je elektricni fenomen. Unutarnji
slojevi mreznice prehranjuju se iz krvi koja dolazi srediSnjom mreznicnom arterijom i
sadrzi enzime Krebsovog ciklusa koji ima manje vaznu ulogu u mrezni¢nom
metabolizmu. Mreznica trosi puno kisika i jako je osjetljiva na hipoksiju te ovisi o stalnoj
opskrbi glukozom iz krvi. Oba krvoZilna sustava moraju biti netaknuti da bi se provela

normalna metaboli¢ka funkcija (1 — 3).

Krvne Zile mreznice, srediSnja mrezniCna arterija i vena (a. i v. centralis retinae)
pristupaju o¢noj jabucici u osi vidnog Zivca. Na sredini diska vidnog Zivca granaju se
u gornju i donju granu, a svaka od njih jo$ i u temporalni i nazalni ogranak. Ova Cetiri
ogranka (gornji i donji temporalni, gornji i donji nazalni) dalje se granaju po cijeloj
mreznici, ostavljajuci Siroko podrucje oko makule avaskularnim. Arterije su mreznice

svjetlocrvene, a vene tamnocrvene i za tre¢inu deblje od odgovarajuce arterije.

Povr§inom mreznice koja granici sa staklovinom pruzaju se ogranci mrezni¢nih krvnih
Zila koji vaskulariziraju unutarnjih peti pol slojeva. Ogranci se odvajaju u sloju ziv€anih
vlakana, odlaze do sloja ganglijskih stanica, a zatim se granaju u kapilare sve do
vanjskog dijela unutarnjeg zrnatog sloja. Svi su daljnji slojevi mreznice avaskularni i
prehranjuju se difuzijom iz koriokapilarnog sloja Zzilnice. Sli¢no kao i kod dvostruke

vaskularne opskrbe mozga (kortikalni i bazalni sustav), mreznicni i zilni¢ni vaskularni
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sustavi ne anastomoziraju medusobno. Ogranci su srediSnje mrezniCne arterije
terminalni i medusobno ne anastomoziraju pa okluzija ogranka uzrokuje nepopravljivu
ishemiju odgovarajuceg dijela mreznice. Sama opskrba iz Zilnice nije dovoljna da
nadomijesti gubitak. MreZnica je zZiv€ano tkivo te, kao i mozak, podnosi ishemiju samo

nekoliko minuta, a potom nastaju nepopravljiva oStecenja.

Stoga nastupa trajno sljepilo odgovarajuceg dijela mreznice, ako se ne intervenira
uspjeSno pola sata do sat nakon okluzije srediSnje mrezniCne arterije ili njenog

ogranka (1 — 3).

MrezZni¢ne vene uglavnom slijede arterije i mjestimice se krizaju s njima. Na mjestima
krizanja arteriole i venule dijele zajedni¢ku bazalnu membranu, Sto je izrazito vazno

zbog €estih okluzija upravo na tim mjestima (1 — 3).
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1.5.L-NAME | NO SUSTAV

L-NAME (N-nitro-L-arginin metil ester) analog je L-arginina, ima vazokonstriktivni

mehanizam djelovanja. Funkcija L-NAME blokiranje je dusik oksid sintetaze (NOs).

L-NAME blokira NOs natjecanjem s L-argininom (24, 25).

Dusikov je oksid (NO) vrlo bitan unutarstani¢ni i izvanstaniéni glasnik. Stvara se iz

L-arginina katalitickom reakcijom dusik oksid sintetaze (24, 25), (slika 5).

| NO | | L-citrulin |

‘
/

-,

[ |2 —,
\ NO sintetaza ‘ /

|

N(G)-nitro-L-arginin metil ester
(L-NAME)

Slika 5. Proces nastajanja NO iz L-arginina i molekularnoga kisika. Reakciju katalizira

NO-sintetaza, a inhibira je N(G)- nitro- L-arginin metil ester.
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Dusikov oksid normalno nastaje u endotelnim, Ziv€anim i upalnim stanicama,
posjeduje antioksidativna i prooksidativha svojstva te je kao takav vazan medijator
homeostatskih procesa u organizmu. NO sustav znac€ajan je u mnogim procesima i
predstavlja predmet opseznih istrazivanja unazad nekoliko desetljeca (26). Jedan je
od endogenih mehanizama koji prevenira agregaciju trombocita na endotel. Endotelne
Ce stanice izlu€iti NO kao odgovor na vezanje agonista na endotelne receptore (npr.
bradikinina, histamina, ATPa i sl.) ili nakon oste¢enja endotela. Uloga NOa kao
inhibitora adhezije i aktivacije trombocita opisana je na mnogim modelima, iako sam
mehanizam jo$ nije u potpunosti razjasnjen (27). U cirkulaciji je glavna uloga iz
endotela poteklog NO dilatacija krvnih Zila i inhibicija agregacije i adhezije trombocita.
Endotel reagira na promjene intraluminalnog protoka i kemijskog sastava te sukladno

tomu modificira otpustanje NO (28 — 31).

U prijadnjim je istraZivanjima ispitivana vaznost slobodnih radikala, superoksid-
dismutaze (SOD) i ekstrakt Ginko biloba (EGB 761) u reperfuziji na modelu mrezni¢ne
ishemije te je dokazan njihov protektivni efekt direktno tijekom reperfuzijskog razdoblja
(32). Nadalje, postoje istrazivanja u kojima su ispitivani ucinci intravitrealno aplicirane
L-NAME u reguliranju protoka krvi mreznice gdje su dobiveni rezultati pokazali kako
inhibicija NOs smanjuje bazalni promijer, ali cirkulacija mreznice ostaje odrzana (33).

Takoder je utvrdeno posredovanje NOs u vazodilataciji arteriola mreznice (34 — 36).

Do sada ne postoje istrazivanja u kojima je promatran ucinak retrobulbarno aplicirane

L-NAME.
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1.6.PENTADEKAPEPTID BPC 157

Pentadekapeptid BPC 157 (GEPPPGKPADDAGLYV) je sekvenca proteina BPC
izoliranog iz Zelu€anog soka, proizveden sa 99-postotnom Cisto¢om postignutom
visokotlatnom teku¢om kromatografijom (slika 6). Odlikuje se topljivoS¢u u vodi i
fizioloSkoj otopini pri pH 7,0, djeluje bez nosaca pa se po tome razlikuje od standardnih
peptida. Djelovanje pentadekapeptida BPC 157 nije ograni¢eno iskljucivo na lokalnu
primjenu, vec je brojnim eksperimentalnim modelima pokazan i potvrden ucinak i pri
sistemskoj primjeni. Pentadekapeptid BPC 157 antiulkusni je peptid stabilan u

ljudskom Zelu€anom soku, sa zna€ajnom citoprotektivnom aktivnoséu (37 — 41).
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Slika 6. Pentadekapeptid BPC 157.
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Za pentadekapeptid BPC 157 utvrdena je sigurnost primjene (LD1 u toksikoloSkim
analizama nije postignuta) te nisu utvrdene nuspojave (42). Pentadekapeptid BPC 157
dokazao se ucinkovitim u kliniCkim istraZivanjima u terapiji upalnih bolesti crijeva i
cijeljenja rana (43 — 46). Nadalje, pokazao se ucinkovitim u cijeljenju ileoilealne,
kolokoli¢ne, ileojejunalne anastomoze (47 — 49), kao i gastrokutanih i kolokutanih

fistula (50, 51).

Takoder je dokazana i ucinkovitost pentadekapeptida BPC 157 u cijeljenju

transeciranog ishijadickog Zivca u lokalnoj, peroralnoj i sistemskoj primjeni (52).

Vrlo je znaCajan utjecaj pentadekapeptida BPC 157 na zacjeljivanje epitela roznice
kod Stakora (53) i ucinak primjene pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje
perforacijske ozljede roznice u Stakora (54). Vazan za istaknuti je i rad u kojemu je
dokazano da midrijaza uzrokovana atropinom, kao i mioza uzrokovana L-NAME i
L-argininom mogu biti antagonizirane s pentadekapeptidom BPC 157. L-NAME i
L-arginin su aplicirani sistemski i lokalno u obliku kapi te je njihov u€inak bio sli¢an
neovisno o aplikaciji i trajao je 3 sata. Pentadekapeptid BPC 157 antagonizirao je

sistemski, a takoder i lokalni u€inak L-NAME i L-arginina (55).

Nadalje, pentadekapeptid BPC 157 pokazao se aktivnijim od rekombinantnog
humanog ¢imbenika odlaganja trombocita (PDGF-BB), preko stimulacije i ekspresije
EGR-1 gena, te represora NGF 1 (NAB2). Konstantno poboljSava cijeljenje nakon
teskih ozljeda u raznim tkivima koje se ne mogu spontano izlijeciti, stimulira ekspresiju
EGR-1. EGR-1 inducira proizvodnju citokina i Cimbenika rasta i ranu tvorbu
ekstracelularnog matriksa te se na taj nacin nudi pojasnjenje pozitivnog ucinka

pentadekapeptida BPC 157 na cijeljenje rana (56).
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Istrazivanja su takoder pokazala zastitno djelovanje pentadekapeptida BPC 157 na
endotel (38), te angiogenezu (57). Promatran je odnos pentadekapeptida BPC 157 i
NO sustava na vaskularni integritet i trombocite, osobito homeostatski odgovor NO
sustava na ozljede. Naime, pentadekapeptid BPC 157 ima osobito ljekovito djelovanje,
utjeCe na sve dogadaje nakon gubitka krvozilnog integriteta, smanjuje trombozu ili
krvarenje/trombocitopeniju. Niz je opisanih ucinaka pentadekapeptida BPC 157 na
krvne Zile prema razliitim vrstama oSteCenja. Istrazivani su razliCiti aspekti
vaskularnog odgovora na ozljede (oSteenje endotela, zgruSavanje, tromboza,
vazokonstrikcija, vazodilatacija, vaskulogeneza, formiranje edema) (58 — 60). U analizi
ucinka na stvaranje tromba pentadekapeptid BPC 157 sprijecio je stvaranje tromba na
mjestu kreirane aortalne anastomoze, a samim time i prijete¢u ishemiju donjeg

ekstremiteta (60).

Zaklju€eno je da je pentadekapeptid BPC 157 najucinkovitiji u cijeljenju krvnih Zila,
djeluje kroz razli¢ite putove i sustave te dovodi do optimalnog krvozilnog odgovora, a
time i do ozdravljenja. Pentadekapeptid BPC 157 takoder djeluje na dva glavna

mehanizma: angiogenezu i vaskulogenezu (58 — 60).

U prijadnjim je studijama pokazan vazokonstriktivan u€inak L-NAME na krvne Zile, koji

je preveniran i uklonjen primjenom pentadekapeptida BPC 157.

lako je implicirano da su mnoge supstance na neki nacin povezane s NO sustavom,
vrlo malen broj studija govori o utjecaju na NO-prekursore, efekte NOs-blokera i efekte
NO prekursor + NOs - bloker veze. Pentadekapeptid BPC 157 u svim je studijama
pokazao poveznicu s navedenim spojevima, $to naglasava njegov potencijal (38, 57,
60 — 65). Naime, u mnogim studijama pokazano je kako pentadekapeptid BPC 157

utjieCe na otpusStanje NO, posebno njegov antagonizam na efekt NOs-blokera,
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L-NAME, NO-prekursora te L-arginina u raznim tkivima, u raznih Zivotinjskih vrsta, te
njegov ucinak na modulaciju funkcije NO-sustava (vazokonstriktivan uc€inak L-NAME

preveniran je i uklonjen primjenom pentadekapeptida BPC 157) (38, 60 — 65).

Do sada nije zabiljezeno djelovanje pentadekapeptida BPC 157 na retrobulbarnu

aplikaciju L-NAME.
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1.7.SVRHA ISTRAZIVANJA

U Stakora je testirana hipoteza da retrobulbarna aplikacija pentadekapeptida BPC 157
sprjeCava, odnosno uklanja vazokonstriktivno djelovanje retrobulbarno aplicirane
L-NAME, Sto do sada nije opisano u literaturi. U prijasnjim je studijama dokazan
vazokonstriktivan ucinak L-NAME na krvne Zile, a takoder su ispitivani ucinci
intravitrealno aplicirane L-NAME u reguliranju protoka krvi mrezZnice. Dobiveni su
rezultati pokazali da inhibicija NOs smanjuje bazalni promjer, ali cirkulacija mreznice
ostaje odrzana (33). Takoder je utvrdeno posredovanje NOs u vazodilataciji arteriola

mreznice (34 — 36).

lako su do sada ispitivani samo ucinci intravitrealno aplicirane L-NAME (33),
pretpostavka je kako i retrobulbarna aplikacija ima vazokonstriktivan u€inak na krvne

Zile mreznice.

Buduci da je u mnogim studijama dokazano da je vazokonstriktivan ucinak L-NAME
preveniran i uklonjen primjenom pentadekapeptida BPC 157 (38, 60 — 65),
pretpostavljeno je da ¢e se vazokonstrikcija krvnih zila mreznice sprijeciti, odnosno

ukloniti retrobulbarnom aplikacijom pentadekapeptida BPC 157.

Opisano je da pentadekapeptid BPC 157 ima poseban uc€inak na NO sustav,
antagonizira ucinak primjene inhibitora NO sintetaze (L-NAME) i NOs supstrata
(L-arginin), a za ovo istrazivanje vazan je i niz opisanih uclinaka djelovanja
pentadekapeptida BPC 157 na krvne Zile (o$tecenje endotela, zgruSavanje, tromboza,

vazokonstrikcija, vazodilatacija, vaskulogeneza, formiranje edema) (58 — 60).

Zbog svega navedenoga zakljueno je kako ¢e pentadekapeptid BPC 157 apliciran
retrobulbarno, nakon retrobulbarno aplicirane L-NAME sprijeCiti vazokonstrikciju i
djelovati vazoprotektivno. | Sto je najvaznije sprijeCiti posljedicni gubitak vida.
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2. HIPOTEZA

Retrobulbarna aplikacija pentadekapeptida BPC 157 sprjeCava i/ili uklanja

vazokonstriktivno djelovanje retrobulbarno aplicirane L-NAME.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

3.1.0PCI CILJ

Retrobulbarnom  aplikacijom  pentadekapeptida BPC 157 antagonizirati
vazokonstriktivno djelovanje retrobulbarno aplicirane L-NAME te ocuvati funkciju

arterija mreznice.

3.2.SPECIFICNI CILJEVI

1. Retrobulbarnom aplikacijom L-NAME uzrokovati vazokonstrikciju arterija,
prosirenost vena i ishemi¢no bljedilo mreznice.

2. Retrobulbarnom aplikacijiom pentadekapeptida BPC 157  sprijeciti
vazokonstrikciju arterija.

3. Uzrokovati degeneraciju i gubitak unutarnjih slojeva mreznice retrobulbarnom
aplikacijom L-NAME.

4. OcCuvati unutarnje  slojeve  mreznice retrobulbarnom  aplikacijom
pentadekapeptida BPC 157.

5. Utvrditi gubitak vida kod promatranih Zivotinja nakon retrobulbarne aplikacije
L-NAME.

6. Retrobulbarnom aplikacijom pentadekapeptida BPC 157 oCuvati vid.
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4. MATERIJALI I METODE

U istrazivanju su koriStene nasumce odabrane zenke Wistar Stakora mase oko 200g,
nastambe Zavoda za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu HR-
POK-007. Zivotinje su drzane u kavezima pri sobnoj temperaturi (20°C + 2°C) sa 12-
satnim svjetlosnim rezimom dan/no¢. Za vrijeme pokusa Zivotinje su hranjene
komercijalnom hranom (Diete Standard, Mucedola s.r.i., Italija). Voda i hrana daju se

ad libitum.

IstraZzivanje je provedeno u skladu sa Zakonom o dobrobiti Zivotinja (NN 19/99) i
Zakonom o zastiti Zivotinja (NN 136/06) Republike Hrvatske, a odobreno je od Eti¢kog

povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
Postupkom randomizacije podijeljeno je 6 Stakora po svakoj pokusnoj skupini kroz

vremenske intervale od 1, 2, i 4 tiedana, ukupno 156 ociju.

Slika 7. Retrobulbarna aplikaciija.
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4.1. POSTUPAK

Intraperitonealnom primjenom Thiopentala (Pliva, Hrvatska) 0,75ml/kg (odnosno
0,15ml/200g) i Diazepama (Normabel, Belupo d.d., Koprivnica, Hrvatska) 1mil/kg
(odnosno 0,2ml/200g), Zivotinje su umirene te su im proSirene zjenice kapanjem
Mydriacil 1% (Alcon) kapi u oba oka. Kada su se zjenice prosirile, nakon ukapavanja
Tetrakain kapi u oba oka, snimljene su ofne pozadine s USB mikroskopskom
kamerom ,Veho discovery VMS-004 deluxe“ i ,VOLK® digital wide field lupom za
indirektnu oftalmolskopiju. Kontrolnoj skupini Zivotinja je, nakon snimanja oc¢ne
pozadine, jednokratno retrobulbarno aplicirano 0,1ml fizioloSke otopine u oba oka
(slika 7). O¢na je pozadina snimana neposredno nakon retrobulbarne aplikacije te 20
minuta nakon aplikacije, a zatim je ponovno aplicirano 0,1ml fizioloSke te je snimljena
oCna pozadina. Nadalje, jednoj je skupini Zzivotinja jednokratno retrobulbarno
aplicirano 1pg/kg (0,1ml /0,2pg/oko) pentadekapeptida BPC 157, a drugoj skupini
1ng/kg (0,1ml/0,2ng/oko) pentadekapeptida BPC 157 u oba oka te je snimljena o¢na
pozadina. O¢na je pozadina snimljena ponovno za 20 minuta i nakon toga, kod

navedenih skupina, viSe nije snimana.

Sljedec¢im skupinama zZivotinja jednokratno je retrobulbarno apliciran 1mg/kg L-NAME
u oba oka (odnosno 0,1ml/0,2 mg/oko) te je snimana o€na pozadina 20 minuta nakon
aplikacije. Nakon snimljene o¢ne pozadine, prvoj skupini Zivotinja jednokratno je
retrobulbarno aplicirano 1ug/kg (0,1ml /0,2ug/oko) pentadekapeptida BPC 157, drugoj
1ng/kg (0,1ml/0,2ng/oko) pentadekapeptida BPC 157 u oba oka, a tre¢oj 0,1ml

fizioloSke otopine te je nakon 20 minuta ponovno snimana o¢na pozadina.
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Slika 8. Snimanje o¢ne pozadine.

Oc¢na je pozadina oba oka, nakon umirenja Zivotinja anesteticima, bila snimana 1. i 2.

dan nakon aplikacije te 1., 2. i 4. tiedan neposredno prije zrtvovanja (slika 8).

Za vrijeme snimanja zivotinjama su u o¢i kapane Isopto Tears umjetne suze zbog
vlaZenja roznice, a time i bolje vizualizacije fundusa te dobivanja jasnijih snimaka o¢ne

pozadine.

PonaSanje Zivotinja snimano je drugi dan nakon retrobulbarne aplikacije. Na dan
aplikacije Zivotinje su tretirane s anesteticima i nakon budenja su omamljene pa
snimanje na sam dan aplikacije ne bi dalo jasnu sliku njihovog ponasanja. Prilikom
snimanja pona$anja Zzivotinja promatrani su sljedeci parametri: vrijeme imobilnosti
(nepokretnosti) zivotinja nakon stavljanja na nepoznatu podlogu, odnosno, reakcija

zivotinje na podrazaj plavo-zelenom rukavicom.

Nakon predoziranja dvostrukom dozom anestetika apliciranoga intraperitonealno,

zivotinje su bile zrtvovane po terminima 1., 2., i 4. tiedan nakon pocetka pokusa.
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4.2. SNIMANJE OCNE POZADINE

Svakodnevnim snimanjem o¢ne pozadine Zivotinja odredivan je stupanj ishemije o¢ne

pozadine na sljedeci nacin:

e Stupanj 0: uredna o€na pozadina, normalna prezentacija krvnih Zila mreznice i
Zilnice;

e Stupanj 1: diskretno generalizirana iregularnost promjera krvnih Zila mreznice
s blagom atrofijom diska vidnog Zivca, normalna prezentacija krvnih Zila Zilnice;

e Stupanj 2: umjerena generalizirana iregularnost promjera krvnih Zila mreznice
s umjerenom atrofijom diska vidnog Zivca, slabo vidljiva prezentacija krvnih Zila
Zilnice;

e Stupanj 3: jaka generalizirana iregularnost promjera krvnih zila mreznice s
jakom atrofijom diska vidnog zivca, izrazito slabo vidljiva prezentacija krvnih Zila

Zilnice.

4.3. SNIMANJE PONASANJA ZIVOTINJA

PonaSanje Zivotinja snimano je drugi dan nakon retrobulbarne aplikacije L-NAME i
pentadekapeptida BPC 157, odnosno fizioloSke otopine. Svaki dan snimano je u isto
vrijeme, u trajanju od 1 minute. Zivotinje su stavljane na sredinu nepoznate podloge i
promatrano je istrazuje li zivotinja teren ili nepomi¢no stoji na mjestu na koje je
stavljena. Snimana je i reakcija zZivotinje na podrazaj plavo-zelenom rukavicom (66 —

75).
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Ponas$anje je vrednovano kao u nastavku:

e 0 — prikovanost zivotinja za podlogu, ne reagira na podrazaj plavo-zelenom
rukavicom;

e 1 —Zivotinja istrazuje teren i reagira na podrazaj plavo-zelenom rukavicom.

4.4, PATOHISTOLOSKA ANALIZA

Oc¢ne jabucice zrtvovanih Zivotinja fiksirane su u 4%-tnom puferiranom formalinu i u
4%-tnom formalinu s alkoholom, uklopljene u parafin i uzduzno rezane u blizini vidnog

Zivca. Nakon toga su obojane hemalaun-eozinom.

Upotrebom imunohistokemijske metode na faktor VIl kojim se boje stijenke krvnih Zila,
promatrana je veli¢ina lumena krvnih Zila mreznice, na 5 vidnih polja povecanja

objektiva 20X, hot spot tehnikom.

Debljina pojedinih slojeva mreznice te ukupna debljina mreznice odredena je u
mikrometrima upotrebom ISSA (VAMSTEC, Zagreb, Hrvatska) programa za
morfometriju, na 3 slike povecanja objektiva 20X, na svakoj slici 5 mjerenja po
sloju/ukupnoj debljini mreznice. Konacne vrijednosti izrazene su kao prosjecne

vrijednosti (HE, objektiv 20X).
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4.5. STATISTICKA ANALIZA

Za statistiCku analizu koriSten je program STATISTICA 7.1 (StatSoft, Inc, Tulsa, USA).
Podaci su testirani Kolmogorov-Smirnoff testom za procjenu distribucije podataka. U
slu€aju normalne distribucije primijenjen je one-way ANOVA test s adekvatnim post
hoc testom, dok je u slu€aju nenormalne distribucije primijenjen Kruskal-Wallisov test
s adekvatnim post hoc testom. Za usporedbu frekvencijske razlike medu grupama

koriSten je Chi kvadrat test, odnosno Fischer exact test.

Vrijednost p<0.05 smatrana je statisti¢ki signifikantnom. Rezultati su prikazani graficki

prema uzoru na vec objavljene radove.
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5. REZULTATI

5.1. SNIMANJE OCNE POZADINE

Snimke o€ne pozadine skupine Zivotinja kojima je retrobulbarno apliciran samo
pentadekapeptid BPC 157 (u pg i ng) pokazivale su urednu oCnu pozadinu s
normalnom prezentacijom krvnih Zila mreznice i Zilnice. O¢na je pozadina bila uredna
neposredno te 20 minuta nakon aplikacije, odnosno bila je jednaka snimkama oCne

pozadine Zivotinja prije retrobulbarne aplikacije, normalnoj o¢noj pozadini (slika 9).

Slika 9. Snimka o¢ne pozadine Stakora, lijevo prije retrobulbarne aplikacije, desno
nakon retrobulbarno apliciranoga pentadekapeptida BPC 157 — uredna ocna

pozadina, normalna prezentacija krvnih Zila mreznice i Zilnice.
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Analizom snimaka o¢ne pozadine kontrolne skupine Zivotinja (retrobulbarno aplicirana
samo fizioloSka otopina) nisu nadeni znakovi ishemije o&ne pozadine. Snimke o¢ne
pozadine kontrolne skupine pokazivale su urednu oCnu pozadinu s normalnom
prezentacijom krvnih zila mreznice i Zzilnice. OCna je pozadina bila uredna s
normalnom prezentacijom krvnih Zila neposredno i 20 minuta nakon retrobulbarne
aplikacije fizioloSke otopine (slike 10 i 11), takoder nakon 1. i 2. dana (slike 12 13) te

1., 2.14. tjedna (slike 14 — 16, slika 33).

Slika 10. Snimka o¢ne pozadine Stakora neposredno nakon retrobulbarno aplicirane

F.O. — uredna o¢na pozadina, normalna prezentacija krvnih Zila mreznice i Zilnice.
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Slika 11. Snimka o¢ne pozadine Stakora 20 min nakon retrobulbarno aplicirane F.O.

—uredna o€na pozadina, normalna prezentacija krvnih zila mreznice i Zilnice.

Slika 12. Snimka o¢ne pozadine Stakora 1 dan nakon retrobulbarno aplicirane F.O.

—uredna o€na pozadina, normalna prezentacija krvnih zila mreznice i zilnice.
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Slika 13. Snimka o€ne pozadine Stakora 2 dana nakon retrobulbarno aplicirane F.O.

—uredna o€na pozadina, normalna prezentacija krvnih Zila mreznice i Zilnice.

Slika 14. Snimka o¢ne pozadine Stakora 1 tjiedan nakon retrobulbarno aplicirane F.O.

— uredna o€na pozadina, normalna prezentacija krvnih Zila mreznice i Zilnice.
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Slika 15. Snimka o¢ne pozadine Stakora 2 tjedna nakon retrobulbarno aplicirane F.O.

— uredna ocna pozadina, normalna prezentacija krvnih Zila mreznice i Zilnice.

Slika 16. Snimka o¢ne pozadine Stakora 4 tjedna nakon retrobulbarno aplicirane F.O.

—uredna o€na pozadina, normalna prezentacija krvnih zila mreznice i zilnice.
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Snimke oCne pozadine neposredno i 20 minuta nakon retrobulbarne aplikacije
L-NAME pokazivale su ishemijske promjene oCne pozadine od umjerene do jake
generalizirane iregularnosti promjera krvnih Zila mreznice s umjerenom do jakom
atrofijom diska vidnog Zivca te slabo do izrazito slabo vidljivom prezentacijom krvnih

zila zilnice (slike 171 18).

Slika 17. Snimka o¢ne pozadine Stakora neposredno nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME - umjerena generalizirana iregularnost promjera krvnih zila mreznice s

umjerenom atrofijom diska vidnog Zivca, slabije vidljiva prezentacija krvnih Zila Zilnice.
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Slika 18. Snimka o¢ne pozadine Stakora 20 min nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME - umjerena generalizirana iregularnost promjera krvnih Zila mreznice s

umjerenom atrofijom diska vidnog Zivca, slabo vidljiva prezentacija krvnih Zila Zilnice.

Snimke o¢ne pozadine skupine Zivotinja kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME s
fizioloSkom otopinom takoder su pokazivale ishemijske promjene o¢ne pozadine. Na
snimkama su bile jasno vidljive promjene ocne pozadine od umijerene do jake
generalizirane iregularnosti promjera krvnih Zila mreznice s umjerenom do jakom
atrofijom diska vidnog Zivca te slabo do izrazito slabo vidljivom prezentacijom krvnih
zila Zilnice (slike 19 — 22). Do oporavka o¢ne pozadine nije doslo ni nakon 1., 2. ni 4.

tiedna te su nastupile ireverzibilne promjene o€ne pozadine (slike 23 — 25, slika 33).
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Slika 19. Snimka o¢ne pozadine Stakora neposredno nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i F.O.-jaka generalizirana iregularnost promjera krvnih Zila mreznice s jakom

atrofijom diska vidnog Zivca, izrazito slabo vidljiva prezentacija krvnih Zila Zilnice.

Slika 20. Snimka o¢ne pozadine Stakora 20 min nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i F.O.—jaka generalizirana iregularnost promjera krvnih zila mreznice s jakom

atrofijom diska vidnog Zivca, izrazito slabo vidljiva prezentacija krvnih Zila Zilnice.
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Slika 21. Snimka oCne pozadine Stakora 1 dan nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i F.O.-jaka generalizirana iregularnost promjera krvnih Zila mreznice s jakom

atrofijom diska vidnog Zivca, izrazito slabo vidljiva prezentacija krvnih Zila Zilnice.

Slika 22. Snimka ocne pozadine Stakora 2 dana nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i F.O.—jaka generalizirana iregularnost promjera krvnih zila mreznice s jakom

atrofijom diska vidnog Zivca, izrazito slabo vidljiva prezentacija krvnih Zila Zilnice.
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Slika 23. Snimka o¢ne pozadine Stakora 1 tjedan nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i F.O.-jaka generalizirana iregularnost promjera krvnih Zila mreznice s jakom

atrofijom diska vidnog Zivca, izrazito slabo vidljiva prezentacija krvnih Zila Zilnice.

Slika 24. Snimka oCne pozadine Stakora 2 tjedna nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i F.O.—jaka generalizirana iregularnost promjera krvnih zila mreznice s jakom

atrofijom diska vidnog Zivca, izrazito slabo vidljiva prezentacija krvnih Zila Zilnice.
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Slika 25. Snimka o¢ne pozadine Stakora 4 tjedna nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i F.O. —jaka generalizirana iregularnost promjera krvnih Zila mreznice, arterije
su gotovo nevidljive, vide se samo vene. Jaka atrofija diska vidnog Zivca, izrazito slabo

vidljiva prezentacija krvnih Zila Zilnice.
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Nakon retrobulbarno apliciranoga pentadekapeptida BPC 157, neposredno i 20
minuta nakon aplikacije, na snimkama je bio vidljiv oporavak o¢ne pozadine: diskretna
generalizirana iregularnost promjera krvnih zila mreznice s blagom atrofijom diska
vidnog Zivca, ali normalnom prezentacijom krvnih Zila Zilnice (slike 261 27). Kod vecCine
Zivotinja tretiranih pentadekapeptidom BPC 157 ve¢ 1. i 2. dan nakon retrobulbarne
aplikacije nije bilo znakova ishemije o€ne pozadine (slike 28 i 29). Analizom snimaka
nakon razdoblja od 1., 2. i 4. tjedna takoder je vidljivo da nije do$lo do promjena o¢ne
pozadine, bila je uredna s normalnom prezentacijom krvnih Zila mreznice i Zilnice (slike

30 — 33).

Snimke o¢ne pozadine manjeg broja Zivotinja tretiranih pentadekapeptidom BPC 157
su do 1. tiedna pokazale blage promjene o¢ne pozadine. Bila je vidljiva diskretno
generalizirana iregularnost promjera krvnih Zila mreznice s blagom atrofijom diska
vidnog zivca, ali normalnom prezentacijom krvnih Zila Zilnice. No, ve¢ 2. tjedan
promatranja, a narocito nakon 4. tiedna promatranja, o¢na je pozadina bila uredna s

normalnom prezentacijom krvnih Zila mreznice i Zilnice.

Samo kod nekoliko Zivotinja tretiranih s pentadekapeptidom BPC 157 i nakon 4. tiedna
bila je vidljiva diskretno generalizirana iregularnost promjera krvnih Zila mreznice s
blagom atrofijom diska vidnog Zivca, ali normalnom prezentacijom krvnih Zila Zilnice

(slike 30 — 33).

UCinak je bio isti bez obzira je li retrobulbarno aplicirana mikrogramska ili

nanogramska koncentracija pentadekapeptida BPC 157.
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Slika 26. Snimka o¢ne pozadine Stakora neposredno nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i pentadekapeptida BPC 157 —diskretno generalizirana iregularnost promjera

krvnih Zila mreznice s blagom atrofijom diska vidnog Zivca.

Slika 27. Snimka ocne pozadine Stakora 20 min nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i pentadekapeptida BPC 157 — uredna o€na pozadina, normalna prezentacija
krvnih Zila mreznice i Zilnice.
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Slika 28. Snimka oCne pozadine Stakora 1 dan nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i pentadekapeptida BPC 157 — uredna o¢na pozadina, normalna prezentacija

krvnih zila mreznice i Zilnice.

Slika 29. Snimka ocne pozadine Stakora 2 dana nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i pentadekapeptida BPC 157 — uredna o€na pozadina, normalna prezentacija
krvnih Zila mreznice i Zilnice.
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Slika 30. Snimka o¢ne pozadine Stakora 1 tjedan nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i pentadekapeptida BPC 157 — uredna o¢na pozadina, normalna prezentacija

krvnih zila mreznice i Zilnice.

Slika 31. Snimka o¢ne pozadine Stakora 2 tjedna nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i pentadekapeptida BPC 157 — uredna o¢na pozadina, normalna prezentacija
krvnih Zila mreznice i Zilnice.
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Slika 32. Snimka oCne pozadine Stakora 4 tjedna nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i pentadekapeptida BPC 157 — uredna o¢na pozadina, normalna prezentacija

krvnih zila mreznice i Zilnice.
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Slika 33. O¢na pozadina promatranih Zivotinja. Skor 0 — 3 (0 - uredna o¢na pozadina,
normalna prezentacija krvnih Zila mreznice i Zilnice; 1 — diskretno generalizirana
iregularnost promjera krvnih Zila mreznice s blagom atrofijom diska vidnog Zivca,
normalna prezentacija krvnih zila Zilnice; 2 — umjerena generalizirana iregularnost
promijera krvnih Zila mreznice s umjerenom atrofijom diska vidnog Zivca, slabo vidljiva
prezentacija krvnih Zila Zilnice; 3 — jaka generalizirana iregularnost promjera krvnih
Zila mreznice s jakom atrofijom diska vidnog Zivca, izrazito slabo vidljiva prezentacija
krvnih zila Zilnice). O¢na pozadina Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME
i fizioloSka otopina promijenjena je od umjerene do jake generalizirane iregularnosti
promijera krvnih zila mreznice s umjerenom do jakom atrofijom diska vidnog zZivca te
slabo do izrazito slabo vidljivom prezentacijom krvnih Zila Zilnice — 3 na grafu. O¢na
pozadina Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana samo fizioloSka otopina te Stakora
kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME i pentadekapeptid BPC 157 (u ug i ng)

uredna je s normalnom prezentacijom krvnih zila mreznice i zilnice — 0 na grafu.

F.O.r.b., L-NAME+BPC157 ug r.b. i L-NAME+BPC157 ng r.b. *p<0,05 nasuprot

L-NAME +F.O.
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5.2. SNIMANJE PONASANJA ZIVOTINJA

PonasSanje Zivotinja snimano je drugi dan nakon retrobulbarne aplikacije L-NAME i
pentadekapeptida BPC 157, odnosno fizioloSke otopine. Snimanje je trajalo 1 minutu
za svaku pojedinu Zivotinju. Snimane su reakcije Zivotinja nakon stavljanja na

nepoznatu podlogu te reakcije Zivotinja na podrazaj plavo-zelenom rukavicom.

Dobiveni su rezultati pokazali znacCajnu razliku u ponaSanju Zivotinja tretiranih

pentadekapeptidom BPC 157 i netretiranih Zivotinja.

Zivotinje kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloska otopina nepomiéno su
stajale 1 minutu nakon stavljanja na sredinu nepoznate podloge. Stakori su
pokusavali, nepomiCuci se sa sredine podloge, pronjuskati teren (slike 34 — 38, slika

45).

Slika 34. Snimka pona$anja Stakora 1 dan nakon retrobulbarno aplicirane L-NAME i
F.O.
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Slika 35. Snimka pona$anja Stakora 2 dana nakon retrobulbarno aplicirane L-NAME i

F.O.

Slika 36. Snimka pona$anja Stakora 1 tjedan nakon retrobulbarno aplicirane L-NAME
i F.O.
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Slika 37. Snimka pona$anja Stakora 2 tjedna nakon retrobulbarno aplicirane L-NAME

i F.O.

Slika 38. Snimka pona$anja Stakora 4 tjedna nakon retrobulbarno aplicirane L-NAME
i F.O.
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PonaSanje skupina Zivotinja kojima je retrobulbarno apliciran pentadekapeptid BPC
157 (u pg i ng) znacajno se razlikovalo od ponasanja Zivotinja kojima je retrobulbarno
aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina. Stakori, koji su tretirani pentadekapeptidom
BPC 157, neposredno su nakon stavljanja na sredinu nepoznate podloge krenuli u
istrazivanje terena. Pokretali su se s viSe ili manje sigurnosti po povrsini i dolazili do

ruba podloge na koju su stavljeni (slike 39 — 43, slika 45).

Slika 39. Snimka ponasanja Stakora 1 dan nakon retrobulbarno aplicirane L-NAME i

pentadekapeptida BPC 157.
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Slika 40. Snimka pona$anja Stakora 2 dana nakon retrobulbarno aplicirane L-NAME i

pentadekapeptida BPC 157.

Slika 41. Snimka pona$anja Stakora 1 tjedan nakon retrobulbarno aplicirane L-NAME
i pentadekapeptida BPC 157.
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Slika 42. Snimka pona$anja Stakora 2 tjedna nakon retrobulbarno aplicirane L-NAME

i pentadekapeptida BPC 157.

Slika 43. Snimka pona$anja Stakora 4 tjedna nakon retrobulbarno aplicirane L-NAME
i pentadekapeptida BPC 157.
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Mahanjem plavo-zelenom rukavicom nije izazvana nikakva reakcija kod Stakora
kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina, Stakori su i dalje

nepomicno stajali.

Stakori kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME i pentadekapeptid BPC 157, nakon
mahanja plavo-zelenom rukavicom, reagirali su zauzimajuci obrambeni stav (slike 44

i 45).

Slika 44. Lijevo je prikazan Stakor 4 tiedna nakon retrobulbarno aplicirane L-NAME i
pentadekapeptida BPC 157 — nakon mahanja plavo-zelenom rukavicom zauzima
obrambeni stav. Desno je prikazan Stakor 4 tjedna nakon retrobulbarno aplicirane
L-NAME i fizioloSke otopine — nakon mahanja plavo-zelenom rukavicom i dalje

nepomicno stoji.
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1 2 7 14 28 vrijeme/dani

Slika 45. PonaSanje Stakora. Skor 0 — 1 (0 — prikovanost Zivotinja za podlogu, ne
reagira na podrazaj plavo-zelenom rukavicom, 1 — Zivotinja istrazuje teren i reagira na
podrazaj). Svi Stakori kojima je retrobulbarno aplicirana fizioloSka otopina te L-NAME
i pentadekapeptid BPC 157 (u ug i ng) istrazuju teren — 1 na grafu, odnosno 100%
pokretljivost. Stakori kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME i fiziologka otopina
prikovani su za podlogu i ne reagiraju na podrazaj plavo-zelenom rukavicom — 0 na

grafu, odnosno pokretljivost 0%.
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5.3. PATOHISTOLOSKA ANALIZA

HistoloSki su preparati analizirani ne znajuci kojoj eksperimentalnoj skupini Zivotinja
odredeni histoloski preparat pripada. Prije kvalitativne patohistoloSke analize, dobili su
uz izvornu oznaku pripadnosti odredenoj eksperimenatalnoj grupi, jos jednu, kako bi

se osigurala objektivnost kvalitativne patohistoloSke analize.

Dobiveni su sljedeéi rezultati: u skupini zivotinja kojima je retrobulbarno aplicirana
L-NAME i fizioloSka otopina uoCena je degeneracija stanica u sloju ganglijskih stanica,
a u sloju ziv€anih vlakana (upotrebom imunohistokemijske metode na Faktor VIii

kojom se boje stijenke krvnih Zila) uoeno je suZenje lumena krvnih Zila (slika 46).

Takoder je na patohistoloSkim preparatima skupine Zivotinja kojima nije apliciran
pentadekapeptid BPC 157 vidljivo smanjenje debljine cijele mreznice, a narocito
unutarnjeg zrnatog sloja te unutarnjeg mrezastog sloja ve¢ nakon 1. i 2. tjedna (slike
47 i 48). Smanjenje debljine cijele mreznice, a naro€ito unutarnjeg mrezastog sloja i
unutarnjeg zrnatog sloja najuodljivije je 4. tjedna nakon retrobulbarno aplicirane

L-NAME (slika 49).

Za razliku od skupine Zivotinja kojima nije retrobulbarno apliciran pentadekapeptid
BPC 157, kod skupina koje su tretirane pentadekapeptidom BPC 157 nije doslo do
smanjenja debljine unutarnjih slojeva mreznice: unutarnjeg zrnatog i unutarnjeg
mrezastog sloja, a time i debljine cijele mreznice nakon 1. i 2. tjedna (slike 47 i 48).
Takoder je vidljivo da do smanjenja debljine slojeva i cijele mreznice nije doslo niti
nakon 4. tjedna (slika 49). U sloju ziv€anih vlakana (upotrebom imunohistokemijske
metode na Faktor VIII kojim se boje stijenke krvnih Zila) nije uo€eno suzenje lumena

krvnih Zila kod Zivotinja koje su tretirane pentadekapeptidom BPC 157 (slika 50).
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Analizom patohistoloSkih preparata (slike grafova), vidljiva je nakon prvog tjedna
znacCajna razlika u debljini cijele mreznice te unutarnjeg mrezastog i narocito
unutarnjeg zrnatog sloja kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME i
fizioloSka otopina u odnosu na Stakore kojima je retrobulbarno aplicirana fizioloSka
otopina te Stakore kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME i pentadekapeptid BPC
157 (u pg i ng) (slike 51 — 53). Debljina cijele mreznice te narocito unutarnjeg zrnatog
i unutarnjeg mrezastog sloja bila je kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana
L-NAME i fizioloSka otopina nakon 2. i 4. tledna zna¢ajno smanjena (slike 54 — 59),
dok kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana fizioloSka otopina te Stakora kojima
je retrobulbarno apliciran pentadekapeptid BPC 157 (u pg i ng) niti nakon 2. i 4. tiedna
nije bilo vidljivo zna€ajno smanjenje debljine cijele mreznice te unutarnjeg zrnatog i

unutarnjeg mrezastog sloja (slike 54 — 59).
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Slika 46. Kod Zivotinja kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina
vidljivo je suzenje lumena krvnih Zila (imunohistokemijsko bojanje na Faktor VIII,

Olympus mikroskop, poveéanje objektiva 20X).
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Slika 47. Tjedan dana nakon retrobulbarne aplikacije. Lijevo je prikazana mreznica
Stakora kojemu je retrobulbarno aplicirana L-NAME i pentadekapeptid BPC 157.
Desno je prikazana mreznica Stakora kojemu je retrobulbarno aplicirana L-NAME i

fizioloSka otopina. Vidljiva je razlika u debljini slojeva, a time i cijele mreznice.

(Hemalaun-eozinski preparati, Olympus mikroskop, povecanje objektiva 20X)
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Slika 48. 2 tjiedna nakon retrobulbarne aplikacije. Lijevo je prikazana mreznica Stakora
kojemu je retrobulbarno aplicirana L-NAME i pentadekapeptid BPC 157. Desno je
prikazana mreznica Stakora kojemu je retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka

otopina. Vidljiva je razlika u debljini slojeva, a time i cijele mreznice.

(Hemalaun-eozinski preparati, Olympus mikroskop, povecanje objektiva 20X)
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Slika 49. 4 tjiedna nakon retrobulbarne aplikacije. Lijevo je prikazana mreznica Stakora
kojemu je retrobulbarno aplicirana L-NAME i pentadekapeptid BPC 157. Desno je
prikazana mreznica Stakora kojemu je retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka

otopina. Vidljiva je razlika u debljini slojeva, a time i cijele mreznice.

(Hemalaun-eozinski preparati, Olympus mikroskop, povecanje objektiva 20X)
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Slika 50. Kod Zivotinja kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME i pentadekapeptid
BPC 157 nije uoCeno suZenje lumena krvnih zZila (imunohistokemijsko bojanje na

Faktor VIII, Olympus mikroskop, povecanje objektiva 20X).
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Slika 51. Puna debljina mreznice nakon 1. tiedna kod Stakora kojima je retrobulbarno
aplicirana fizioloSka otopina, zatim kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana
L-NAME i pentadekapeptid BPC 157 (u ug i ng) te Stakora kojima je retrobulbarno
aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina. Vidljivo je zna¢ajno smanjenje debljine cijele

mreznice kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina.

F.O.r.b., L-NAME+BPC157 pg r.b. i L-NAME+BPC157 ng r.b. *p<0,05 nasuprot

L-NAME +F.O.r.b.
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Slika 52. Unutarnji zrnati sloj mreznice nakon 1. tjedna kod Stakora kojima je
retrobulbarno aplicirana fizioloSka otopina, zatim kod Stakora kojima je retrobulbarno
aplicirana L-NAME i pentadekapeptid BPC 157 (u pg i ng) te Stakora kojima je
retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina. Vidljivo je zna¢ajno smanjenje
debljine unutarnjeg zrnatog sloja kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana

L-NAME i fizioloSka otopina.

F.O.r.b., L-NAME+BPC157 pg r.b. i L-NAME+BPC157 ng r.b. *p<0,05 nasuprot

L-NAME +F.O.r.b.
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Slika 53. Unutarnji mrezasti sloj mrezice nakon 1. tjedna kod Stakora kojima je
retrobulbarno aplicirana fizioloSka otopina, zatim kod Stakora kojima je retrobulbarno
aplicirana L-NAME i pentadekapeptid BPC 157 (u pg i ng) te Stakora kojima je
retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina. Vidljivo je znacajno smanjenje
debljine unutarnjeg mrezastog sloja kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana

L-NAME i fizioloSka otopina.

F.O.r.b., L-NAME+BPC157 pg r.b. i L-NAME+BPC157 ng r.b. *p<0,05 nasuprot

L-NAME +F.O.r.b.

68



MEAN + SD ~
PUNA DEBLJINA MREZNICE - 14.dan
160
140 - * * %
£ 120 -
€
o 100 -+
=
% 80 -
£
= 60 -
(]
T
40 -
20 -
0
F.O.r.b. L-NAME+ BPC 157 L-NAME+ BPC 157 L-NAME+ F.O. r.b.
ug r.b. ngr.b.

Slika 54. Puna debljina mreznice nakon 2. tiedna kod Stakora kojima je retrobulbarno
aplicirana fizioloSka otopina, zatim kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana
L-NAME i pentadekapeptid BPC 157 (u pg i ng) te Stakora kojima je retrobulbarno
aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina. Vidljivo je znaajno smanjenje debljine cijele

mreznice kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina.

F.O.r.b., L-NAME+BPC157 pg r.b. i L-NAME+BPC157 ng r.b. *p<0,05 nasuprot

L-NAME +F.O.r.b.
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Slika 55. Unutarnji zrnati sloj mreznice nakon 2. tjedna kod Stakora kojima je
retrobulbarno aplicirana fizioloSka otopina, zatim kod Stakora kojima je retrobulbarno
aplicirana L-NAME i pentadekapeptid BPC 157 (u pg i ng) te Stakora kojima je
retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina. Vidljivo je zna¢ajno smanjenje
debljine unutarnjeg zrnatog sloja kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana

L-NAME i fizioloSka otopina.

F.O.r.b., L-NAME+BPC157 pg r.b. i L-NAME+BPC157 ng r.b. *p<0,05 nasuprot

L-NAME +F.O.r.b.
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Slika 56. Unutarnji mrezasti sloj mreznice nakon 2. tjedna kod Stakora kojima je
retrobulbarno aplicirana fizioloSka otopina, zatim kod $takora kojima je retrobulbarno
aplicirana L-NAME i pentadekapeptid BPC 157 (u pg i ng) te Stakora kojima je
retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina. Vidljivo je znaajno smanjenje
debljine unutarnjeg mrezastog sloja kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana

L-NAME i fizioloSka otopina.

F.O.r.b., L-NAME+BPC157 pg r.b. i L-NAME+BPC157 ng r.b. *p<0,05 nasuprot

L-NAME +F.O.r.b.
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Slika 57. Puna debljina mreznice nakon 4. tjedna kod Stakora kojima je retrobulbarno
aplicirana fizioloSka otopina, zatim kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana
L-NAME i pentadekapeptid BPC 157 (u ug i ng) te Stakora kojima je retrobulbarno
aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina. Vidljivo je zna¢ajno smanjenje debljine cijele

mreznice kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina.

F.O.r.b., L-NAME+BPC157 pg r.b. i L-NAME+BPC157 ng r.b. *p<0,05 nasuprot

L-NAME +F.O.r.b.
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Slika 58. Unutarnji zrnati sloj mreznice nakon 4. tjedna kod S$takora kojima je

retrobulbarno aplicirana fizioloSka otopina, zatim kod Stakora kojima je retrobulbarno

aplicirana L-NAME i pentadekapeptid BPC 157 (u pg i ng) te Stakora kojima je

retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina. Vidljivo je znaajno smanjenje

debljine unutarnjeg zrnatog sloja kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana

L-NAME i fizioloSka otopina.

F.O.r.b., L-NAME+BPC157 pg r.b. i L-NAME+BPC157 ng r.b. *p<0,05 nasuprot

L-NAME +F.O.r.b.
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Slika 59. Unutarnji mrezasti sloj mreznice nakon 4. tjedna kod Stakora kojima je

retrobulbarno aplicirana fizioloSka otopina, zatim kod Stakora kojima je retrobulbarno

aplicirana L-NAME i pentadekapeptid BPC 157 (u pg i ng) te Stakora kojima je

retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina. Vidljivo je znaajno smanjenje

debljine unutarnjeg mrezastog sloja kod Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana

L-NAME i fizioloSka otopina.

F.O.r.b., L-NAME+BPC157 pg r.b. i L-NAME+BPC157 ng r.b. *p<0,05 nasuprot

L-NAME +F.O.r.b.
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6. RASPRAVA

Rezultati ovoga istraZzivanja potvrduju postavljenu hipotezu i pokazuju da
retrobulbarna primjena pentadekapeptida BPC 157 sprjeCava, odnosno uklanja
vazokonstriktivno djelovanje retrobulbarno aplicirane L-NAME. To je vidljivo kako iz
rezultata snimanja o¢ne pozadine i snimanja ponasanja tretiranih Zivotinja, tako i iz

rezultata analize patohistoloskih preparata.

Istrazivanjem je isklju¢ena i moguénost da sam volumen tekucine apliciran
retrobulbarno uzrokuje vazokonstriktivne promjene na oc¢noj pozadini, a takoder je
iskljuéena mogucnost da sam pentadekapeptid BPC 157 apliciran retrobulbarno

uzrokuje promjene na o¢noj pozadini.

Usporedbe su pokazale da se skupine kojima je retrobulbarno apliciran
pentadekapeptid BPC 157 statisticki znacajno razlikuju od skupina kod kojih
pentadekapeptid nije bio apliciran. Naime, 20 minuta nakon aplikacije L-NAME svim
je skupinama zivotinja snimljena o€na pozadina i rezultati su bili isti, odnosno postojali
su znakovi ishemije oCne pozadine, Sto je bilo za ocCekivati, s obzirom da je
retrobulbarno aplicirana L-NAME koja je vazokonstriktor. Nakon snimanja o¢ne
pozadine, prvoj skupini Zivotinja retrobulbarno je apliciran pentadekapeptid BPC 157
u mikrogramima, drugoj skupini pentadekapeptid BPC 157 u nanogramima, a trecoj
skupini fizioloSka otopina te je nakon 20 minuta ponovno snimljena o¢na pozadina.
Kod skupina kojima je nakon aplikacije L-NAME aplicirana fizioloSka otopina, uocene
su, ve¢ oftalmoskopskim pregledom, ishemiéne promjene o¢ne pozadine: umjerena
do jaka generalizirana iregularnost promjera krvnih Zila mreznice s umjerenom do

jakom atrofijom diska vidnog zZivca te slabo do izrazito slabo vidljivom prezentacijom
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krvnih Zila Zilnice, dok je u skupinama kojima je apliciran pentadekapeptid BPC 157
ocCna pozadina bila uredna s normalnom prezentacijom krvnih Zila mreznice i Zilnice.
Ucinak je bio isti bez obzira je li primijenjena mikrogramska ili nanogramska

koncentracija pentadekapeptida BPC 157.

Vazno je istaknuti da kod kontrolne skupine Zivotinja, skupine kojoj je retrobulbarno
aplicirana samo fizioloSka otopina, nije bilo promjena na o€noj pozadini u odnosu na
normalni oftalmoskopski nalaz, odnosno o€nu pozadinu netretiranih Zivotinja. O¢na
pozadina skupine Zivotinja kojima je retrobulbarno aplicirana samo fizioloska otopina

bila je uredna s normalnom prezentacijom krvnih zila mreznice i Zilnice.

Vjerojatnost da pentadekapeptid BPC 157 apliciran retrobulbarno moze sprijeciti ili
ukloniti vazokonstriktivno djelovanje retrobulbarno aplicirane L-NAME na arterije
mreznice, pretpostavijena je analizom prijasnjih studija u kojima je pokazan
vazokonstriktivan u€inak L-NAME na krvne Zile, koiji je preveniran i uklonjen primjenom

pentadekapeptida BPC 157.

Naime, u mnogim studijama pokazano je da pentadekapeptid BPC 157 utjeCe na
otpustanje NO, posebno njegov antagonizam na efekt NOs-blokera, L-NAME, NO-
prekursora te L-arginina u raznim tkivima, u raznih zivotinjskih vrsta, te njegov u€inak

na modulaciju funkcije NO-sustava (38, 63).

Osim toga, koristan ucinak pentadekapeptida BPC 157 dokazan je i u analizi u€inaka
na stvaranje tromba, gdje je pentadekapeptid BPC 157 sprijeCio stvaranje tromba na
mjestu kreirane aortalne anastomoze, a samim time i prijete¢u ishemiju donjeg
ekstremiteta (60). Niz je opisanih pozitivnih u€inaka pentadekapeptida BPC 157 na
krvne Zile prema razliCitim vrstama osSteCenja, istrazivani su razliCiti aspekii

vaskularnog odgovora na ozljede (oStecenje endotela, zgruSavanje, tromboza,
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vazokonstrikcija, vazodilatacija, vaskulogeneza, formiranje edema) (58 — 60). Uz to,
pentadekapeptid BPC 157 ima angiogeni efekt (38, 43 — 45, 57, 77 — 80), odrZzava
integritet endotela (40, 60, 81), utjeCe na porast endotelina u serumu Sto $titi endotel
kao i efekt na NO sustav (39, 63, 82) Sto je znacajno zato Sto disfunkcija endotela
moze dovesti do niske razine NO, a pentadekapeptid BPC 157 korelira i s NO
prekursorom i NOs-blokerom (39, 63, 82). Takoder je poznato da hipoksi¢na ozljeda
endotela aktivira elk-1/egr-1 kaskadu, $to dovodi do nakupljanja leukocita i trombocita

te potencijalno stvaranja ugruska (83).

Svi navedeni ucinci ukazuju na vazoprotektivno djelovanje pentadekapeptida BPC

157, $to je u ovoj studiji vidljivo takoder i kroz analizu ponaSanja Zivotinja.

Skupina Zivotinja kojoj je retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina
pokazivala je promjene u ponaSanju u odnosu na skupine zivotinja kojima je uz
L-NAME retrobulbarno apliciran pentadekapeptid BPC 157. Zivotinje su nepomiéno
stajale na nepoznatoj podlozi na koju su stavljene i nisu istrazivale teren, dok su u
usporedbi s njima, skupine kojima je retrobulbarno apliciran pentadekapeptid BPC 157

istrazivale nepoznatu podlogu.

Takoder, mahanjem plavo-zelenom rukavicom nije izazvana nikakva reakcija kod
skupine Zivotinja koje nisu tretirane pentadekapeptidom BPC 157, dok su skupine
zivotinja tretiranih s pentadekapeptidom BPC 157 na podrazaj plavo-zelenom

rukavicom zauzimale obrambeni stav.

U prijasnjim su istrazivanjima usporedivani modeli ponasanja Stakora nakon operacije

mozga s osteéenjima razlicitih dijelova korteksa s ponasanjem normalnih Stakora.

Stakori su bili postavljeni blizu ruba otvorenog prostora &iji su kutovi sadrzavali $titove.

Iza jednoga Stita, koji se vizualno razlikovao od drugih, bila je postavljena hrana. Cilj
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je bio uociti promjene u ponasanju, odnosno orijentaciji normalnih i operiranih Zivotinja
u neposrednom i udaljenom okruzenju. Kinestezija i osjet mirisa nisu imali ulogu u
odredivanju smjera odgovora. Ovaj je rezultat tumacen kao pokazatelj da operirane,
kao i neoperirane Zivotinje vizualno percipiraju objekt, ali uz pomo¢ slusnih i vizualnih

karakteristika prostora, odnosno sobe u kojoj su promatrani (71).

Sliéno je dokazano i u nasem istrazivanju, Stakori kojima je retrobulbarno apliciran
pentadekapeptid BPC 157 u istraZivanju nepoznate podloge oslanjali su se na vid, a
ne na osjet mirisa i kinesteziju. Takoder, primijeéeno je da reagiraju na podrazaje iz
okoline, u prostoriji je morala biti potpuna tiSina kako bi oni nesmetano istrazivali teren.
S druge strane, zivotinje kojima nije retrobulbarno apliciran pentadekapeptid BPC 157
i u uvjetima potpune tiSine ostajale su na sredini nepoznate podloge, nesigurno su

njuskale oko sebe i nisu kretale u istraZivanije.

Promatrana je i reakcija Stakora na podrazaj plavo-zelenom rukavicom drugi dan
nakon retrobulbarne aplikacije fizioloSke otopine, L-NAME i fizioloSke otopine te
L-NAME i pentadekapeptida BPC 157. Dobiveni su rezultati usporedeni s prijasnjim
modelima istrazivanja obrambenog ponaSanja Stakora. U prijasnjim je modelima
opisano normalno socijalno ponasanje Stakora, procjene rizika u obrani, socijalna
distanca, karakteristiCna reakcija Stakora kada zauzimaju obrambeni stav (72 — 75).
Usporedbom s prijasnjim modelima, dokazano je da Stakori kojima je retrobulbarno
aplicirana samo fizioloSka otopina te Stakori kojima je retrobulbarno aplicirana
L-NAME i pentadekapeptid BPC 157 normalno reagiraju na podrazaj, dok Stakori

kojima je retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina uopc¢e ne reagiraju.

U novijim je istrazivanjima dokazano da ,slijepi“ odrasli Stakori, Stakori kojima su

sasivene vjede, mogu normalno obavljati prostorne zadatke kada primaju signal
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izvana u elektrode koje su ugradene obostrano u vidni korteks. Stakorima je u mozak
ugraden Cip (digitalni geomagnetski kompas) koji odreduje gdje se nalazi sjever i jug.
Pored Cipa, Stakorima su u vidni korteks ugradene dvije elektrode. Kada je Stakor
okrenut prema sjeveru, elektrode stimuliraju desnu stranu vidnog korteksa, a prema
jugu lijevu stranu vidnog korteksa. Drugim rijeCima, Stakor moze vidjeti u kojemu je
smjeru okrenut bez da iSta vidi o€ima. Elektrode koje su ugradene u vidni korteks u
kombinaciji s digitalnim geomagnetskim kompasom omogucile su Stakorima da traze
hranu u labirintu oblika slova T ili sloZzenijem labirintu. ,Slijepi“ su Stakori u po€etku bili
malo dezorijentirani, ali su se ve¢ nakon dva dana naudili snalaziti u labirintu (uz
pomo¢ geomagnetskog kompasa) jednako dobro kao Stakori koji vide. Kada su im

uklonili implatante, Stakori su ponovno bili izgubljeni (76).

Usporedbom ponaSanja Stakora kojima je retrobulbarno aplicirana fizioloSka otopina i
L-NAME te skupinama Stakora kojima je retrobulbarno apliciran pentadekapeptid BPC
157 i L-NAME s normalnim ponasanjem S$takora te ponasanjem ,slijepih“ Stakora,
kojima su saSivene vjede (koja su opisana u prijasnjim istrazivanjima) mogu se uoditi
neke sli¢nosti. Kada su ,slijepim* Stakorima uklonili implantate, ponas$ali su se sli¢no
kao i skupina Stakora kojoj je retrobulbarno aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina.
Stakori su bili dezorijentirani, nisu pronalazili put u labirintu, odnosno nepomiéno su
stajali na nepoznatoj podlozi, ne istrazujuci prostor i ne reagiraju¢i na podrazaj. 1z
pona$anja Stakora slicnog onom ,slijepih“ Stakora kojima su saSivene vjede, moze se
zakljuciti da je doSlo do gubitka vida kod skupine Stakora kojima je retrobulbarno
aplicirana L-NAME i fizioloSka otopina. S druge strane, skupine Stakora kojima je
retrobulbarno apliciran pentadekapeptid BPC 157 i L-NAME ponasSale su se sli¢no

ranije dokazanom ponasSanju normalnih Stakora. Stavljanjem na nepoznatu podlogu,
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odmabh su krenuli u istrazivanje te su na podrazaj reagirali zauzimajuci obrambeni stav,

sli¢an u vec ranije opisanim istrazZivanjima.

Vazoprotektivno djelovanje pentadekapeptida BPC 157 nadalje je dokazano i
analizom patohistoloSkih preparata, na kojima je uocljiva razlika u debljini unutarnjih
slojeva, a time i cijele mreZnice kod skupina Zivotinja tretiranih s pentadekapeptidom
BPC 157 i skupina kojima nije apliciran pentadekapeptid BPC 157. Na patohistoloSkim
preparatima skupine Zivotinja kojima nije retrobulbarno apliciran pentadekapeptid
BPC 157 vidljivo je stanjenje unutarnjih slojeva mrezZnice, naroCito unutarnjeg
mreZastog sloja te unutarnjeg zrnatog sloja, dok je u sloju ganglijskih stanica uo¢ena
njihova degeneracija, a u sloju Ziv€anih vlakana uzi lumen krvnih Zila. Takoder je na
preparatima skupine Zivotinja kojima nije apliciran pentadekapeptid BPC 157 vidljivo
smanjenje debljine cijele mreznice u odnosu na skupinu kojoj je retrobulbarno apliciran
pentadekapeptid BPC 157. Uzrok razlici u debljini unutarnjih slojeva mreznice izmedu
skupina tretiranih s pentadekapeptidom BPC 157 i netretiranih skupina upravo je u
ranije opisanoj dvostrukoj opskrbi mreznice krvlju. Mreznica ima dvostruku opskrbu
krvlju, unutarnje slojeve opskrbljuju ogranci srediSnje mrezniCne arterije koji se
odvajaju u sloju zZiv€anih vlakana, odlaze do sloja ganglijskih stanica, a zatim se
granaju u kapilare sve do vanjskog dijela unutarnjeg zrnatog sloja. Svi su daljnji slojevi
mreznice avaskularni i prehranjuju se difuzijom iz koriokapilarnog sloja Zilnice. Iz
navedenog se moze zakljuCiti da ¢e vazokonstrikcija srediSnje mrezniCne arterije i
njenih ogranaka prvenstveno uzrokovati promjene upravo u slojevima koji se putem

njih opskrbljuju, a to je ve¢ dokazano u ranijim istrazivanjima.

U prijadnjim je istrazivanjima dokazano da 90 minuta nakon ishemije vazan
antioksidativni ¢imbenik superoksid-dismutaza (SOD) i ekstrakt Ginko biloba (EGB
761) znaCajno smanjuju razvoj reperfuzijskog edema unutarnjeg mrezastog sloja
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mreznice, Cak i 24 sata nakon reperfuzije te znacajno sprje€avaju migraciju neutrofila
i infiltraciju leukocita (32). U navedenom istrazivanju nisu ispitivane ultrastrukturalne
promjene, ali je u ranijim istrazivanjima na zeCevima utvrdeno da do vidljivih promjena
dolazi u o€ima koje su bile izloZene ishemiji od 90 do 120 minuta (84). Promjene su
bile vidljive elektronskim mikroskopom kao jednostavno fokalno oticanje Ziv€anih
vlakana u sredistu lezije, degeneracija ganglijskih i bipolarnih stanica, dok su astrociti
bili najotporniji na hipoksiju (32). Navedenim istrazivanjima takoder je dokazana
vaznost trajanja ishemije i reperfuzije u sprje€avanju nepovratnih promjena u
stanicama mrezZnice. Naime, mreznica je ziv€ano tkivo te je kao i mozak izrazito

osjetljiva na ishemiju.

U prijasnjim je istrazivanjima takoder istaknut i neuroprotektivni u¢inak egzogenog
pentadekapeptida BPC 157 pri eksperimentalnoj kraniocerebralnoj ozljedi (85), a time
je jos dodatno naglasen potencijal pentadekapeptida BPC 157 u prevenciji posljedica

ishemije na mreznicu i, $to je najvaznije, u sprjeCavanju gubitka vida.

Na kraju treba istaknuti da pentadekapeptid BPC 157 ima dokazano siguran profil u
toksikoloskim studijama i bez nuspojava je u klinickim pokusima, a koristi se bez

nosaca (86, 87). Njegov ucinak nastaje isklju€ivo djelovanjem samog peptida.

|z svega navedenog moze se zakljuCiti da je pentadekapeptid BPC 157 pogodan u

Sirokoj klini¢koj primjeni, a time i u lijeCenju ishemije oCne pozadine.
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7. ZAKLJUCCI

® |shemija oCne pozadine nije uoCena oftalmoskopskim pregledom nakon

retrobulbarne aplikacije fizioloSke otopine.

® Pentadekapeptid BPC 157 retrobulbarnom aplikacijom antagonizira

vazokonstriktivno djelovanje retrobulbarno aplicirane L-NAME.

® Vazokonstrikcija mrezni¢nih arterija sprijeCena je retrobulbarnom aplikacijom

pentadekapeptida BPC 157.

® |shemija oCne pozadine nije uoCena oftalmoskopskim pregledom nakon

retrobulbarne aplikacije pentadekapeptida BPC 157.

® Nakon retrobulbarne aplikacije pentadekapeptida BPC 157 ocCuvani su

unutarnji slojevi mreznice.
® Retrobulbarnom aplikacijom pentadekapeptid BPC 157 sprje€ava gubitak vida.
® Ucinak pentadekapeptida BPC 157 javlja se prilikom primjene ug i ng doza.

® Ucinak pentadekapeptida BPC 157 javlja se kod retrobulbarne primjene te se

moze govoriti o lokalnom ucinku.

® Ovi rezultati predstavljaju dobru osnovu za daljnje izu€avanje ucinka

pentadekapeptida BPC 157 te njegovu mogucu primjenu u terapiji.
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8. SAZETAK

Zenke Wistar $takora, 200g, randomizirano podijeljene, retrobulbarno su tretirane sa:
L-NAME (0,1ml/0,2mg/oko) i BPC 157 (0,1ml/0,2pg/oko, 20 minuta nakon primjene
L-NAME); L-NAME (0,1ml/0,2mg/oko) i BPC 157 (0,1ml/0,2ng/oko, 20 minuta nakon
primjene L-NAME); L-NAME (0,1ml/0,2mg/oko) i 0,9% NaCl (0,1ml/oko, 20 minuta
nakon primjene L-NAME). Kontrolne su Zivotinje istovremeno retrobulbarno primale

jednaki volumen 0,9% NaCl.

USB mikroskopskom kamerom ,Veho discovery VMS-004 deluxe® i ,VOLK" digital
wide field lupom za indirektnu oftalmolskopiju snimana je ona pozadina. Inicijalno,
Zivotinje su snimane: prije retrobulbarne aplikacije L-NAME (odnosno 0,9% NacCl); 20
minuta nakon aplikacije L-NAME (odnosno 0,9% NaCl); ponovno nakon aplikacije
BPC 157 (odnosno 0,9% NacCl) te nakon 20 minuta. Nadalje snimane su 1. i 2. dan

nakon aplikacije te nakon 1., 2. i 4. tiedna (neposredno prije zrtvovanja).

Oc¢na je pozadina analizirana raCunalnim programom za analizu fotografija te
patohistoloSkom analizom bulbusa na standardnim rezovima, uklopljenog u parafin i

bojenog hemalaun eozinom.

Snimano pona$Sanje zivotinja ukljucivalo je vrijeme imobilnosti Zivotinja nakon
stavljanja na nepoznatu podlogu i reakciju zZivotinja na podrazaj plavo-zelenom

rukavicom.

Retrobulbamo aplicirana L-NAME uzrokovala je vazokonstrikciju arterija mreznice,

ishemiju mreznice te znacCajnu imobilnost zivotinja.
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Retrobulbarna primjena BPC 157 dovela je do oporavka mrezni¢ne ishemije te je

sprijeCila njenu atrofiju. Ponasanje Zivotinja bilo je normalno.

Klju€ne rijeCi: vazokonstrikcija arterija mreznice, BPC 157, L-NAME
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9. SUMMARY

Effect of retrobulbar application pentadecapeptid BPC 157 on effect of retrobulbar

application L-NAME in rats

Mirna Zlatar (2016)

Female Wistar rats, 200 g, randomly assigned, were treated retrobulbary with:
L-NAME (0.1ml/0.2mg/eye) and BPC 157 (0.1ml/0.2ug/eye 20 minutes after L-NAME
application); L-NAME (0.1ml/0.2mg/eye) and BPC 157 (0.1ml/0.2ng/eye 20 minutes
after L-NAME); L-NAME (0.1ml/0.2 mg/eye) and 0.9% NaCl (0.1ml/eye 20 minutes

after L-NAME application).

Control animals simultaneously received retrobulbar equivolume of 0.9% NacCl.

With a USB microscope camera ,Veho discovery VMS-004 deluxe® and "VOLK" digital
wide field loupe for indirect ophthalmoscope eye fundus was recorded in the following
time periods: before retrobulbar application of L-NAME (or 0.9% NaCl); 20 minutes
after L-NAME (or 0.9% NacCl); again after BPC 157 (or 0.9% NaCl), and 20 minutes
after. Furthermore, recording was performed at the post-application day 1, 2, and 7,

14, 28 (last day, just before the sacrifice).

The fundus was analysed by photo analysis software and by histopathologic eyeball

analysis on standard sections, paraffin embedded and hemalaun-eosin stained.

The animals behavior was filmed, observing the following parameters: time of

immobility and reaction time to visual stimuli (blue-green glove).
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The retrobulbar application of L-NAME causes the vasoconstriction of the retina's
arteries, retinal ischemia, while retrobulbar application of BPC 157 leads to retinal

ischemia recovery, prevents its atrophy and restores normal animal behavior.

Keywords: vasoconstriction of retinal arteries, BPC 157, L-NAME
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