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Rezultati

POPIS KRATICA

S7S srediSnji ZivCani sustav

TRH tireotropin oslobadaju¢i hormon

GABA gama-amino masla¢na kiselina

NMDA N-metil-D-aspartat

NO duSikov monoksid

L-NAME N(G)-nitro-L-arginin metilester

NOS sintetaza dusi¢énog monoksida

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

EDRF endothelium-derived relaxing factor, relaksirajuci cimbenik
porijeklom iz endotela

AMP-ADP-ATP  adenozin monofosfat-adenozin difosfat- adenozin trifosfat

MPTP 1-metil-4-fenil-1,2,2,6-tetrahidropiridin

5-HT 5- hidroksitriptamin, serotonin

GRU, RU gubitak refleksa uspravljanja, refleks uspravljanja

POA prosjecna ocjena anestezije

EDs ucinkovita doza lijeka koja izaziva terapijski odgovor u 50 %
Stakora

DA dopamin

NAc akumbalna jezgra

VTA ventralno talamicko podrucje

NA noradrenalin

SNc kompaktna crna tvar

NO/cGMP sustav  endogeni put duSikovog monoksida/ciklickog gvanozin
monofosfata

MAK minimalna alveolarna koncentracija

cGMP cikli¢ki gvanozin monofosfat

7-NI 7-nitroindazol

GW global workspace, globalna mreza

SNr mreZasta crna tvar

SC superior colliculus, gornji kolikul
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Ih kationska struja aktivirana hiperpolarizacijom

NOS /NADPH-d sintetaza duSi¢nog monoksida / nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat-diaforaza

MSN srednje veliki trnasti neuron

GC, sGC gvanilil ciklaza, topiva gvanilil ciklaza

GLU glutamat

PFC prefrontalna kora

PKG protein kinaza ovisna o cGMP ili protein kinaza G
DARPP-32 fosfoprotein 32 kDa reguliran dopaminom- i ciklickim AMP
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1. UVOD
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1.1. Svrha ispitivanja antagonizma opce anestezije

Mehanizam opce anestezije nije joS dovoljno razumljiv (1, 2, 3). Problem kod
istraZivanja nastanka anestezije, nedostatak je specificnih antagonista opc¢e anestezije
(4). Opijati mogu biti antagonizirani naloksonom, benzodiazepini flumazenilom, a
nedepolariziraju¢i miSiéni relaksansi neostigminom ili edrofonijem. Na taj nacin,
teoretski bi bilo moguce antagonizirati 1. v. anesteziju induciranu kombinacijom
opijata, benzodiazepina i miSi¢nih relaksansa davanjem kombinacije antagonista za
svaku tvar. Medutim, iskustvo je pokazalo da rutinska primjena naloksona nakon
pretezno na opioidima bazirane anestezije, Cesto rezultira s hipertenzijom,
tahikardijom, te akutnom i jakom boli (5). Benzodiazepinski antagonist flumazenil
opcenito se podnosi dobro. Medutim, ukoliko se bolesnik probudi prebrzo, mogu se
pojaviti simptomi sa strane SZS-a. Ekscesivna ili brzo injicirana doza flumazenila
moze inducirati simptome ispustanja u bolesnika koji su na kroni¢nom tretmanu
benzodiazepinima. Takoder, antagonisti za inhalacijske anestetike joS nisu pronadeni,
Sto ne znaci da ti anestetici ne djeluju na specifi¢ne receptore. Prije se radi o tome, da
inhalacijski anestetici mogu jednostavno djelovati na vise receptora, koji se razlikuju
po farmakodinamskim svojstvima i zahtijevaju viSe razli¢itih antagonista koji joS

nisu poznati.
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1.2. Farmakoloski antagonizam op¢e anestezije

Trenutno ne postoje farmakoloski spojevi koji bi antagonizirali opée anestetike,
s izuzetkom fizostigmina (6). Usporedba razli¢itih anestetika pokazuje da svaki spoj
ima vlastiti spektar molekularnih ucinaka te stoga pokazuje specifi¢an, ucinak sli¢an
otisku prsta na razli¢itim razinama aktivnosti neurona. To moZe objasniti zaSto nije
poznat spoj koji specificno antagonizira opcu anesteziju. Opca anestezija je
multidimenzionalni fenomen. Gubitak svijesti, amnezija, analgezija, gubitak
senzorne obrade i1 depresija spinalnih motornih refleksa njene su vazne komponente.
Donedavno nije bilo poznato da razli¢iti molekularni mehanizmi mogu biti u podlozi
tih razlicitih pojava. Postoji mali broj istraZivanja o antagonizmu opc¢e anestezije s
razli¢itim lijekovima, pri ¢emu se koristio samo jedan ili dva anestetetika (npr., 4-
aminopiridin, za etanol i ketamin (7, 8), tireotropin oslobadaju¢i hormon (TRH), za
etanol 1 pentobarbital (9, 10, 11), antikolinesterasni spojevi, za pentobarbital i
ketamin (12), agonist kalcijevih kanala, Bay K 8644 za etanol, pentobarbital i argon
(13), dok se u sustavnom istraZivanju (4) koje se usmjerilo na u€inke konvulziva i
TRH, koristio ketamin, pentobarbital i propofol uz etanol. Takoder se u praksi
zapazilo, da aminofilin primjenjen na kraju zahvata skracuje oporavak opce
anestezije 1 poboljSava kvalitetu oporavka (14, 15, 16, 17, 18). Dokazano je da
aminofilin smanjuje dubinu 1 trajanje sedacije izazvane barbituratima (19),
diazepamom (20, 21, 22), midazolamom (23) i1 propofolom (24). Jedini
reproducibilni 1 ¢vrst primjer demonstracije antagonizma opce anestezije aplikacija je
visokog tlaka (25). Povecavanje tlaka ambijenta na priblizno 80-100 atmosfera
poniStava anestetske ucinke razliCitih tipova spojeva, ukljucujuéi inhalacijske

8
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anestetike, barbiturate i steroide (26, 27, 28). Mehanizam promjena izazvanih tlakom
nije u potpunosti razumljiv. Izgleda da visoki tlak ne smanjuje uc¢inke GABA na
GABAA receptorima (29) ali je nadeno da su ucinci NMDA na hipokampalnim
stanicama povecani (30). Medutim, kada se ima na umu da je pravac koncentracija-
odgovor za opc€e anestetike vrlo strm, relativno male promjene u anestetskoj potenciji
su sve $to je potrebno da dode do tog dramati¢nog obrata. Pitanje je da li tlak izaziva
pravi farmakoloSki antagonizam, izravnim poniStavanjem molekularnih ucinaka
anestetika, ili je taj ucinak fizioloski, s tlakom koji dovodi do povecanja opcée razine
ekscitabilnosti, Sto dovodi do smanjenja anestetske potencije. I zaista, dobro je
poznato da tlak, u odsustvu anestetika, dovodi do povecanja podrazljivosti, te da se
op¢e povecanje tonusa podrazljivosti moze suprotstaviti depresivnom ucinku

anestetika (31).
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1.3. BPC 157 Zelu¢ani pentadekapeptid

1.3.1. Peptidi

Zadnjih desetlje¢a dokazano je da neuroni osim GABA-e, glutamata, biogenih
amina i katekolamina, proizvode i luce peptide. Ti peptidi zovu se neuropeptidi i
predstavljaju heterogenu skupinu molekula s razli¢itim brojem aminokiselina (od 2
do 40). Mnogobrojni neuropeptidi imaju svoja ciljna mjesta kako u mozgu, tako i u
gastrointestinalnom traktu, te ne djeluju kao klasi¢ni neurotransmiteri, ve¢ kao
modulatori ili kotransmiteri (32). Oni imaju ‘“nadzornu ulogu” u mozgu
omogucavaju¢i da se sloZena ZivCana aktivnost odvija putem procesa
neuromodulacije, a ne preko izravne neurotransmisije. O medudjelovanju mozga i
viscera govore podaci da se 90% neurotransmitera serotonina nalazi u
enterokromatofinim stanicama gastrointestinalnog sustava, te da su tvari s
djelovanjem na dopamin i acetilkolin ukljucene u Zelucanu i crijevnu citoprotekciju.

Potrebno je istaknuti znacajan mehanizam regulatornog djelovanja
neuropeptida. Neuropeptidi mogu promijeniti osjetljivost Ziv€anih stanica na utjecaj
medijatora moduliranjem procesa sinapticke transmisije u presinaptickim i
postsinapti¢kim podru¢jima sinapsi.

Na slici 1. prikazan je obrazac Ziv€anih putova, njihovi hijerarhijski i lokalni
krugovi. Tu su vrlo vaZzni putovi iz malog broja stani¢nih tijela, ali s jako
divergentnim vezama, npr. monoaminski i peptidni, preko kojih se postize

integrativna aktivnost viSe diferentnih sustava. Pri tome monoamini predstavljaju

10
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Sefove odjela>, a peptidi imaju ulogu <dekana> s jo§ Sirim odgovornostima.

Modulatorni neurotransmiteri uzevsi strogo ne ekscitiraju ili inhibiraju neurone, nego

Neuron lokalnog kruga - (interneuron)
Prema miSi¢ima - - > &
End.

Divergentni krugovi

jednog izvora Mozak

Od senzornih
receptora Hijerarhijski krugovi
od tocke do tocke

SLIKA 1.

Obrazac Ziv€anih putova

umjesto toga modificiraju (moduliraju) podrazljivost neurona. Modulatorni
neurotransmiteri mogu izazvati dugotrajno povecanje ili smanjenje broja otvorenih
K" kanala, a s porastom broja otvorenih K* kanala, neuroni su lakSe podraZljivi
glutamatom. Mozda to objaSnjava ekscitaciju u odredenim podru¢jima moZzdanih
hemisfera kada se oslobada jedan od neuropeptida.

Ispitivanje ucinaka inhibitora ili aktivatora ,specificnih® receptora na
anestetsku potenciju moze biti od pomoc¢i, narocito u identifikaciji ciljeva koji nisu
relevantni. Npr., ako bi pretpostavljeni cilj mogao biti znacajno inhibiran bez
djelovanja na anestetsku potenciju, tada vjerojatno ne bi bio relevantan. Problem bi

nastao kada bi doSlo do ucinka na anestetsku potenciju. Tu bi bilo teSko razluciti

11
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izmedu promjene u potenciji koje se zbiva zato Sto je zahvacen relevantni cilj i
promjene u anestetskoj potenciji koja se dogada zbog ucinka na paralelnom putu,
koji nema znacaja u djelovanju ispitivanog anestetika (31).

Farmakoloski ucinci anestetika nisu selektivni s obzirom da mogu djelovati na
organizaciju membrane, djelovati na funkciju enzima koji su vezani u stani¢noj
membrani, enzime i proteine uklju¢ene u sprovodenje signala, ionske kanale, nosace
proteina i ekspresiju gena. Suprotno, njihovi ucinci su specifi¢ni utoliko, Sto oni
stupaju u interakciju sa zasebnim mjestima na svakom pojedinom proteinu, a bitni su
za funkciju proteina, odnosno funkcioniranje stanice. Tako, potencijalni antagonist
treba prakticki raspolagati sa svojstvenim mehanizmom djelovanja koji ukljucuje
vi§estruka subcelularna mjesta djelovanja u SZS, uti¢uéi tako na funkciju veéine,

ukoliko ne i svih Ziv€anih sustava na molekularnoj, stani¢noj i razini sustava.

1.3.2. BPC 157 Zeluéani pentadekapeptid

Misli se da BPC, koji je stvoren konstitutivno u Zelucanoj sluznici (tijelo) i
postoji u ZeluCanom soku (33-41), stiti Zeludac od ozljeda. Istrazivanja su dokazala
da ovaj pentadekapeptid ima snaznu protu-upalnu aktivnost u akutnom i kroni¢cnom
modelu upale (33, 41), smanjuje otpusStanje medijatora upale (npr., mieloperoksidaze,
leukotrijena B4, tromboksana B,) in vitro i in vivo (42-44), znaCajno smanjuje razne
eksperimentalne lezije u drugim organima (npr., jetri (45), gusteraci (38), srcu (34,
45, 46) i potice cijeljenje rana i fraktura u Stakora (34, 37). Ukazano je na otpustanje
ovog pentadekapeptida iz somatosenzornih neurona, na osnovu eksperimenata s
neurotoksinom kapsaicinom (33) i ispitivanjem lezija nosa (47) i crijeva (48). Kako

su neuropeptidi koji poti¢u iz aferentnih senzornih neurona u blizini mikroZzilja

12
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ukljuceni u regulaciju otpustanja endotelnih medijatora (49), istraZivalo se da li
ucinci pentadekapeptida BPC 157 mogu biti rezultat interakcije s duSikovim
monoksidom (NO). Jasno je pokazano da BPC 157 moze interferirati s u¢inkom NO
spojeva na specifican nacin u odrZanju integriteta ZeluCane sluznice i odrZanju
krvnog tlaka. U pokusima u kojima se koristio supernatant homogenata sluznice
Zeluca Stakora, BPC 157 je imao ucinak na tvorbu NO koji je bio mnogo izraZeniji
i/ili razli¢it od ucinka L-arginina. Sli¢ni rezultati potvrdeni su u modelu na pili¢ima
(46). Naime, sindrom pluéne hipertenzije ili ascites u pilica bio je induciran
kroni¢nom primjenom L-NAME, pri ¢emu je L-arginin imao poguban ucinak
posebno za srce. Interesantno, pentadekapeptid BPC 157 je mogao znacajno
prevenirati pojavu lezija u razli¢itim organima (46). Otkako je pokazano, u in vivo i
in vitro pokusima, da pentadekapeptid BPC 157 moZe nadvladati u¢inak L-NAME,
izgleda da je moguca posebna interakcija s NO sustavom. Pretpostavljaju¢i da
lijekovi kao L-NAME inhibiraju NO sintetazu (NOS) takmi¢enjem s L-argininom
(za pregled, vidi 48), moZe se razmisljati o slicnom takmicenju s pentadekapeptidom
BPC 157. Rezultati in vitro eksperimenata u skladu su s ovom predodzbom. Tako je
stvaranje NO bilo smanjeno, kada su se kombinirali L-arginin i pentadekapeptid
BPC 157, mada su oba injicirala sintezu NO, kada su se davala odvojeno. Cini se
stoga, da bi ovo takmicenje izmedu pentadekapeptida i L-arginina bilo takoder
moguce in vivo, naroCito kada je raspolozivost NOS ograni¢ena npr, kada je vec
znacajno inhibirana s L-NAME. To moZe biti objaSnjeno dodatnom inhibicijom
aktivnosti BPC 157 kada se L -arginin dodao L -NAME, kako je videno u pokusima s
lezijama Zeluca i pokusima s krvnim tlakom. Interesantno, u pokusima s krvnim

tlakom, primjena BPC 157 znacajno je prevenirala pad tlaka izazvan L -argininom.
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Kako u in vitro pokusima, BPC 157 inducirano stvaranje NO nije bilo inhibirano
dodatkom L-NAME, mada je L-NAME davana u dozi pet ili deset puta ve¢oj nego
Sto je potrebno za inhibiciju u¢inka L-arginina, vjerojatnije je da BPC 157 ima
mnogo znacajniji i/ili razli¢it u€inak na NO nego L-arginin. Ova pretpostavka
podrZana je s usporedivim antiulcerogenim uc¢inkom ovih spojeva, L -arginina i BPC
157. Kada je bio provociran s istom dozom L-NAME, ucinak L-arginina bio je
potpuno uklonjen kod alkoholnih ozljeda Stakora, dok je u¢inak BPC 157 bio samo
oslabljen. Teoretski, mogu¢nost da se BPC 157, koji se stvara konstitutivnho u
sluznici Zeluca i koji postoji u Zelu€anom soku (33-39, 46-47) takmici u€inkovito s
oba analoga L-arginina (npr., L-NAME) i L-argininom moze imati fizioloski znacaj.
Daju¢i znacenje NOS i osnovnom stvaranju NO u sluznici Zeluca, koje je vece nego
Sto je videno u drugim tkivima (npr., pluca, jetra) (50), nije sasvim neocekivano da
Zelucani pentadekapeptid BPC 157 koji ima izrazitu stabilnost u Zelu¢anom soku (34,
44) 1 bez sli¢nosti s poznatim peptidima (51), moZe ispoljiti takve ucinke. Posto je o
kalciju i NADPH-ovisna NOS prisutna u tkivu Zeluca u mikrovaskularnom endotelu i
vjerojatno u drugim stanicama mukoze (47), potrebno je odrediti to¢no mjesto
interakcije pentadekapeptida. Na sli¢an nacin na osnovu bliske sli¢nosti sinteze NO u
Zelucanom i drugim tkivima (npr., krvozilju, plu¢ima i tkivu jetre) (47), ovaj
pentadekapeptid bi vjerojatno mogao imati slican u¢inak takoder u drugim organima.
To bi moglo osigurati osnovu za multiple u¢inke BPC 157 (33-40, 46-47) u dodatku
na predlozenu protektivnu ulogu ovog pentadekapeptida u Zelucu i drugim organima.
S aspekta dvojnog ucinka lijekova koji djeluju na sintezu NO (45) i vazne signalne
uloge NO u integritetu sluznice Zeluca i odrZzavanju krvnog tlaka (49, 50), moguca

modulatorna uloga ovog pentadekapeptida mogla bi biti pogodna.
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Prepoznato je, da je zaStita endotela bitna u prevenciji alkoholom induciranih
lezija Zeluca, ukljuCena takoder kao bitan Cimbenik u Siroku organoprotektivnu
aktivnost (52). Kao $to je spomenuto, endotel krvnih Zila u stanju je modulirati tonus
krvnih Zila, dijelom stvaranjem tvari poznate kao relaksiraju¢i ¢imbenik porijeklom
iz endotela (EDRF), koji je identificiran kao NO (49). Pomocu poznatog Szabo-vog
protokola etanolom induciranih lezija Zeluca pokazano je da pentadekapeptid BPC
157 stiti endotel (52, 34, 35), a nedavno je nadalje naglasena njegova posebna
citoprotektivna uloga (39). Veoma je vazna Cinjenica, da antiulkusnu aktivnost BPC
157 prati oporavak AMP-ADP-ATP sustava u sluznici Zeluca (53). Sli¢no, BPC 157
ima vazne ucCinke Cak izvan gastrointestinalnog sustava (33-35, 37-38, 42-46, 54,
55), ukljucujuéi zastitu srca, nakon hipoksi¢ne i reoksigenacijske lezije u izoliranom
srcu zamorca (34, 45). Kao i mnogi drugi crijevni peptidi, BPC 157 je prisutan u
razli¢itim organima (34), a njegovu mogucéu posebnu ulogu u interakciji s NO
sustavom porijeklom iz endotela treba i dalje istraZivati. Zanimljivo, za razliku od L
-arginina i njegovih analoga (49), BPC 157 sam, apliciran ¢ak u viSim dozama (npr.,
mg/kg) nije mogao utjecati na osnovne vrijednosti tlaka (34). Medutim, pokazano je
da je nakon primjene ovog pentadekapeptida, inace fatalni pad krvnog tlaka u Stakora
s teSkim hemoragickim Sokom mogao biti oporavljen prema normalnim
vrijednostima i prezivljavanje znacajno povecano (34). Takoder je vjerojatno da BPC
157 moZe inhibirati uinak kalcijeve ionofore A23187, za koju je poznato da
stimulira otpuStanje NO (49). NO razaraju superoksidni anioni, a inaktivacijom
superoksidnih aniona Stiti se i produzuje djelovanje NO (npr., 50). Pokazano je
takoder da pentadekapeptid BPC 157 ima svojstva Cistaca i osigurava zaStitu od

lezija izazvanih slobodnim radikalima (34, 36). Konacno, izgleda da je aktivnost
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NOS djelomi¢no ukljuc¢ena u gastri¢nu citoprotekciju (55), a blokada oba, kapsaicin-
osjetljivih aferentnih neurona i sinteze NO je potrebna da izazove gastrointestinalne
lezije (56).

Nedavno je pokazano, da stabilni gastricki pentadekapeptid BPC 157
(GEPPPGKPADDAGLYV, M.W.1419) (o njegovom moguc¢em fizioloSkom znacenju
vidi pregledne ¢lanke npr., (57-59) antagonizira ucinke etanola (60, 61). BPC 157 se
snazno suprotstavlja akutnoj intoksikaciji etanolom (npr., anesteziji, hipotermiji,
povecanju koncentracije etanola u krvi, 25% smrtnom ishodu) ukoliko se primjenjuje
prije ili nakon etanola, a kada se primjenjuje nakon naglog prekida davanja etanola,
ublazava simptome ispustanja nakon kroni¢nog pijenja etanola (60, 61). BPC 157
takoder antagonizira nastanak akutnih i kroni¢nih lezija Zeluca i jetre (62). Osim
antagonizirajueg ucinka kod etanolom induciranih poremecaja, koji su barem
dijelom ovisni o NO (63), on inducira oslobadanje NO u supernatantu sluznice
Zeluca Stakora (63), Sto je vjerojatno vazno i za druga tkiva (50) jer se suprotstavlja
pretjeranoj izraZenosti endotelina-1 (64). U podrSci moguéem antagonizmu opce
anestezije, pokazano je da se pentadekapeptid BPC 157, moZe suprotstaviti raznim
srediSnjim poremecajima. Ovaj pentadekapeptid moze stupiti u interakciju s
katekolaminergickim sustavom i posebno srediSnjim dopaminskim sustavom, Sto je
zapazeno u zaStiti koju ovaj peptid pruza sluznici za vrijeme stresa. (37).
Pentadekapeptid BPC 157 uspjesno djeluje kod medusobno suprotnih poremecaja
nastalih zbog: povecanja otpuStanja kateholamina (dopamina) iz presinapti¢kih
vezikula (amfetaminska stereotipija, ekscitabilnost) (65), blokade dopaminskih
receptora (katalepsija izazvana antipsihoticima) (66), povecane osjetljivosti

dopaminskih receptora (primjena amfetamina nakon prethodne primjene blokatora
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dopaminskih receptora haloperidola) (67), potpunog nestanka monoamina (blokada
vezikularnog unositelja s rezerpinom) i razaranja dopaminskih neurona (djelovanje
neurotoksina MPTP-a) (68). Kada se Stakorima primjeni i. p., BPC 157 ima
specifican utjecaj na pojedine regije mozga (npr., sinteza 5-HT znacajno raste u
strukturi substantia nigra (compacta i reticulata) (69) i antagonizira nepokretljivost
Stakora i serotoninski sindrom (70, 71). Pentadekapeptid BPC 157 pokazuje posebnu
anksioliticku aktivnost u Stakora (npr., svjetlo/tama, Sok/test skrivanja) (72). Kada se
primjenjuje istodobno s diazepamom u kroni¢noj primjeni kod miSeva,
pentadekapeptid BPC 157 izaziva gubitak razvoja tolerancije na diazepam, dok je
rezidualno antikonvulzivno djelovanje produZeno, a fizicka ovisnost/ustezanje
odgodena (73). Sve upucuje da bi pentadekapeptid BPC 157 mogao biti peptidni

agens koji antagonizira akutne ucinke anestetika.
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2. CILJEVI I SVRHA ISTRAZIVANJA
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Temeljom navedenog postavlja se pitanje, moZe li se pentadekapeptidom BPC
157 smanjiti Stetno djelovanje nuspojava anestetika, odnosno skratiti i poboljsati
senzorno-motorni oporavak Stakora nakon njihove primjene ? U ovom radu ispitivali
su se ucinci pentadekapeptida BPC 157, na tijek opce i. v. anestezije kod Stakora, kao
i brzinu oporavka Stakora nakon prestanka anestetskog ucinka. Anestetici koji su se
ispitivali su diazepam, propofol, ketamin, tiopental, fentanil, droperidol i talamonal.
Izabrani su predstavnici razli¢itih skupina anestetika, benzodiazepina, pravih
anestetika, analgetika i neuroleptika, koji djeluju unutar razli¢itih sustava, $to bi nam
moglo pomo¢i u objaSnjenju mehanizma potencijalnih ucinaka pentadekapeptida
BPC 157.

Motiv ovoga istraZzivanja leZi u Cinjenici da bi se mogla poboljsati klinicka
praksa anesteziologa.

Svrha istrazivanja utvrditi je ucinke pentadekapeptida BPC 157 tijekom opce
anestezije s intravenskim anesteticima u Stakora, Sto bi se u klinickoj praksi
potencijalno moglo iskoristiti za brzi oporavak pacijenata nakon anestezije.

Da bi se ostvarila svrha istrazivanja postavljeni su slijedeci ciljevi istrazivanja:

1. Procijeniti ucinke pentadekapeptida BPC 157 na opce anestetsko djelovanje

diazepama, propofola, tiopentala, ketamina, fentanila, droperidola, i
talamonala u Stakora.

2. Ispitati ucinak pentadekapeptida BPC 157 na brzinu oporavka nakon

prestanka djelovanja diazepama, propofola, tiopentala, ketamina, fentanila,

droperidola, i talamonala.
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Ispunjeni ciljevi istrazivanja dopustiti ¢e prikupljanje dovoljne koli¢ine

¢injenica pomocu kojih se mozZe testirati glavna hipoteza istrazivanja:

1. Pentadekapeptid BPC 157 je farmakoloski antagonist ispitivanih

anestetika.

Ocekujem da ¢e dobiveni rezultati dati odgovore na pitanja o mogucem

djelovanju pentadekapeptida BPC 157 na oporavak Stakora nakon primjene

anestetika i predstavljati znanstveni doprinos.
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3. METODE RADA
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3.1. 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 izvedeni su u skladu s uputama EtiCkog

povjerenstva za koriStenje labotratorijskih Zivotinja (Suglasnost broj: 04-1114-2006).

3.2. Pokusi

3.2.1. Pokusne Zivotinje

U pokusu su se koristile Zenke Stakora soja Wistar, tjelesne teZine od 200-250
g. Zivotinje su bile uzgoj Zavoda za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveudilista
u Zagrebu, a drZzane su u kavezima pri sobnoj temperaturi (20°C % 2°C) sa 12-satnim
svjetlosnim reZimom dan-no¢. Imale su normalnu prehranu s komercijalnom hranom

(Pliva, Zagreb, Hrvatska). Voda i hrana davani su ad libitum.

3.2.2. Lijekovi

Ispitivao se ucinak pentadekapeptida BPC 157 na djelovanje lijekova
koristenih u opcoj anesteziji u Stakora: diazepama, propofola, tiopentala, ketamina,
fentanila, dehidrobenzperidola, i kombinacije fentanila i dehidrobenzperidola

(talamonala).
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Rezultati

1. Sintetski pentadekapeptid BPC 157 (Diagen, Ljubljana, Slovenija) u
fizioloSkoj otopini ( 33-48, 53, 57-74).

(Pentadekapeptid BPC 157 je pretpostavljeni esencijalni fragment
organoprotektivnog proteina Zelu¢anog 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 istraZzivanjima 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 Sikiric¢ i sur., Peptides with organoprotective

activity, the process for preparation them, and use in the therapy. EP

0572688). Peptid Cistoce 99 % koristen je u pokusima).
2. Diazepam (Krka, Slovenija),
3. Propofol (Zeneca, Velika Britanija),
4. Tiopental (Pliva, Hrvatska),
5. Ketamin (Parke Davis, Njemacka),
6. Fentanil (Janssen, Danska),
7. Dehidrobenzperidol (Droperidol) (Janssen, Danska)

8. Talamonal (Janssen, Danska)

3.2.3. Grupe pokusa

Sve tvari ili fizioloSka otopina davane su u akutnoj primjeni, aplicirane

intraperitonealno (i. p.) u volumenu 5 mL/kg. Svaki lijek pripremljen je na dan

pokusa. BPC 157 10 ug/kg tjelesne tezine aplicirao se prvo i.

p-

sam.
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Pentadekapeptid BPC 157 (10 pg, ili 10 ng ili 10 pg/kg t.t.) ili jednaki volumen
fizioloSke otopine davani su 5 minuta prije razli¢itih anestetika (/kg t.t.): diazepama
(10,05 15,0; 20,0 mg), propofola (50,0; 75,0; 100,0 mg ), tiopentala (20,0; 30,0; 40,0
mg), ketamina (50,0; 75,0; 100,0 mg), fentanila (0,2; 0,3; 0,4 mg),
dehidrobenzperidola (6,0; 8,0 mg), kombinacije fentanila i dehidrobenzperidola (0,1
mg i 5,0 mg; 0,15 mg i 7,5 mg). Doze anestetika izabrane su tako da dovedu do
gubitka refleksa uspravljanja izmedu O i 100% Stakora, iskljuCuju¢i te krajnje
vrijednosti; tri anestetske doze su koriStene u konstrukciji svakog pravca doza-
odgovor. Vrijeme primjene pentadekapeptida BPC 157 izabrano je tako da se
maksimum njegovog djelovanja poklapa s maksimalnim ucinkom ispitivanih
anestetika. Vrijeme primjene i doze BPC 157 izabrane su iz publiciranih studija, tako
da je davan u pretretmanu 5 min prije ispitivanih anestetika, a doze su bile 10 pg/kg,
10 ng/kg i 10 pg/kg. U pokusima se koristilo 6 Stakora po skupini, ukupno 912
Stakora Svi Stakori su koriSteni samo jedanput u pokusu. Stakori su bili ispitivani

individualno u kavezu i slobodnom polju.

3.3. Ocjena ponasanja eksperimentalnih Zivotinja

3.3.1. Odredivanje potencije anestetika

U odvojenim serijama eksperimenata, na Zenkama Stakora soja Wistar,
prosjecne tezine 200-250 g, testirao se ucinak pentadekapeptida BPC 157 na
anesetsku potenciju izazvanu rali¢itim dozama op¢ih intravenskih anestetika. Opca

anestetska potencija lijekova ispitivala se koriste¢i gubitak refleksa uspravljanja
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(GRU) kao pokazatelja djelovanja anestetika (indeks anestezije) (4, 13, 74). Nakon
i. p. injekcije anestetika, Stakori su se njeZno okretali na leda u 5 min intervalima.
Ukoliko unutar 10 sekundi nisu postigli polozaj na trbuhu, to se smatralo gubitkom
refleksa uspravljanja. Odredivanje gubitka refleksa uspravljanja provodilo se najvise
do 2 sata. Djelovanje anestetika se ocjenjivalo prema ocjenskoj ljestvici: ocjena 0
odgovarala je normalnom refleksu; ocjena 1 je odgovarala odsustvu refleksa (bez
uspravljanja unutar 10 sekundi). Prosje¢na ocjena anestezije (POA) prosjek je ocjena
biljezenih svakih 5 minuta nakon injekcije anestetika do oporavka refleksa
uspravljanja u svih Zivotinja u skupini do najviSe 2 sata. Vrijeme potrebno za
povratak normalnog refleksa uspravljanja (prikazano kao ocjena 0) smatralo se
vremenom oporavka (min.) Broj Stakora koji su izgubili refleks uspravljanja
(ocijenjenih 1) od ukupnog broja koji su dobili specifi¢ni tretman Koristio se za
izraCunavanje postotka gubitka refleksa uspravljanja. EDsy gubitka refleksa
uspravljanja, interval povjerenja 95%-ne pouzdanosti i pouzdanost razlika u EDsg
vrijednostima medu grupama odredivala se po metodi Litchfield-a i Wilcoxon-a, kao

u ranijem istrazivanju Dolin-a i suradnika (13).

3.3.2. Odredivanje anesteticima sli¢ne potencije

Anesteticima sli¢na potencija diazepama ispitivala se koriste¢i gubitak refleksa
uspravljanja kao pokazatelja sedativno/hipnotskog ucinka. Nakon injekcije, Stakori
su se njezno okretali na leda u 5 min intervalima. Ukoliko unutar 10 sekundi nisu
postigli polozaj na trbuhu, to se smatralo gubitkom refleksa uspravljanja.
Odredivanje gubitka refleksa uspravljanja provodilo se najviSe do 1 sata. Gubitak
refleksa uspravljanja se ocjenjivao prema ocjenskoj ljestvici: ocjena 0 znalila je
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normalan refleks; ocjena 1 je odgovarala odsustvu refleksa (bez uspravljanja unutar
10 sekundi). Prosje¢na ocjena anesteziji slicnog uc¢inka (POA) prosjek je ocjena
biljezenih svakih 5 minuta nakon injekcije diazepama do oporavka refleksa
uspravljanja svih Zivotinja u skupini do najvise 1 sata. Vrijeme potrebno za povratak
normalnog refleksa uspravljanja (prikazano kao ocjena 0) smatralo se vremenom
oporavka (min.) Broj Stakora koji su izgubili refleks uspravljanja (ocijenjenih 1) od
ukupnog broja koji su dobili specifi¢ni tretman koristio se za izraCunavanje postotka
gubitka refleksa uspravljanja. EDsy gubitka refleksa uspravljanja, interval povjerenja
95%-ne pouzdanosti i pouzdanost razlika u EDsy vrijednostima medu grupama

odredivala se po metodi Litchfield-a i Wilcoxon-a.

3.3.3. Ocjena reakcije na vanjski podrazaj

Ucinak anestetika na pokretljivost i somatosenzornu orijentaciju procjenjivao
se na zasebnim skupinama Stakora prema reakciji na standardiziranu kompresiju
repa. Standardizirana kompresija korijena repa Stakora izvodila se posebnom
pincetom. Svaki Stakor se promatrao 5 sekundi, u periodu anestezije i u post-
anestezijskom periodu u razmacima od 10 minuta kroz najviSe 2 sata. Odgovori su se
ocjenjivali koriStenjem jednostavnog bodovnog sustava (zbroj 0-4) (75), pri cemu je
najmanja ocjena pokazivala najloSije stanje: ocjena 0 — bez reakcije; ocjena 1 —
izbjegavanje, ali bez okretanja; ocjena 2 — izbjegavanje, slaba vokalizacija; ocjena 3
— izbjegavanje s okretanjem i slaba vokalizacija; ocjena 4 — okretanje s jakom

vokalizacijom.
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3.3.4. Mjerenje opce aktivnosti (ponasanje zivotinja)

Vracanjem spontane aktivnosti (u vremenskom periodu razliitom za razne
anestetike) simultano se mjerila opca aktivnost Stakora (lokomocija, podizanje i
stereotipni pokreti). Motorni i lokomotorni odgovori ocijenjivali su se u kavezu i
otvorenom polju koristenjem jednostavnog bodovnog sustava Ellinwood-a i Balster-
a (1974) (76). Svaki Stakor ispitivao se 20 sekundi u 10 min periodima za vrijeme
perioda anestezije i u post-anestetskom periodu i njegovo ponasanje zabiljezZeno. Za
svaki period promatranja svaka se Zivotinja bodovala od 1 — 8. Opis svake ocjenske
vrijednosti je dat u tablici 1. Na ovoj ljestvici, 1 = spava; 2 = neaktivan; 3 = aktivan
u mjestu; 4 = ataksiCan; 5 = normalan, Zivahan, aktivan; 6 = brzi pokreti; 7 =

stereotipno ponasanje; 8 = hiperaktivno ponasSanje.

TABLICA 1.
Ocjenska ljestvica za ucinke anestetika i BPC 157 na motorno / lokomotorno
ponasanje Stakora (modifikacija Ellinwood-ove i Balster-ove ocjenske ljestvice

(1974)
Bodovi Definicija
1 | Spava LeZi, o¢i zatvorene
2 | Neaktivan Lezi, oc¢i otvorene
3 | Aktivnost u mjestu (njegovanje) | Normalno njegovanje ili Zvakanje reSetki
4 | AtaksiCan Krece se po kavezu, ali sporo ataksi¢no
5 | Normalan, Zivahan, aktivan Krece se po kavezu, njusi, uzdiZe se

Zurno kretanje karakterizirano
6 | Obrazac brzih pokreta
brzom promjenom poloZaja

7 | Stereotipno ponaSanje Npr. brzi rotatorni pokreti

8 | Hiperaktivan Hiperaktivnost, iskakanje, uspinjanje
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Modificirana ocjenska ljestvica Ellinwood-a i Balster-a (1974). Svaki Stakor se

ispitivao 20 sekundi u 10 min intervalima, a njegovo ponasanje je bilo zabiljezeno

3.3.5. Odredivanje katalepticke potencije

Vrijeme katalepsije odredivalo se nakon i. p. primjene fentanila, droperidola i
talamonala. Stanje katalepsije Stakora procjenjivano je postavljanjem Stakora u
polozaj uzdizanja njeZnim postavljanjem prednjih Sapa na ljestvicu (visine 8 cm) po
strani kaveza (77, 78). Ukoliko su Stakori odrzali ovaj polozaj duZe od 20 s, to stanje
se racunalo u katalepsiju. Za prestanak katalepsije smatralo se vrijeme kada je Stakor
pomaknuo obje Sape sa precke. Vrijeme za koje je Stakor odrZzavao to imobilno stanje
biljezilo se kumulativno do 120 min. Stakori nisu pokazali katalepticku reakciju

nakon injekcije fizioloSke otopine.
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3.4. Obrada podataka

Podaci su nakon prikupljanja transformirani u oblik prikladan za statisticku
obradu i analizu, tj. sloZeni su u matricu podataka u kojima redovi predstavljaju
entitete (pokusne Zivotinje), a stupci varijable (npr. vrsta anestetika, vrijeme
promatranja, aktivnost u kavezu i sl.). Obrada podataka ponajprije se sastojala od
deskripcije svih varijabli, po svim promatranim uzorcima, tj. za svaki anestetik
posebno po dozama BPC-a. Rezultati deskripcije prikazani su tabli¢no i grafikonima.
Testiranje postavljenih hipoteza, glede utjecaja pojedinih doza BPC-a, provedeno je
parametrijskim (procjena efektivne doze EDsp) odnosno neparametrijskim metodama
(x* - testom), ovisno o svojstvima i razdiobama podrazumijevanih varijabli. Za
kontinuirane varijable, od kojih sve slijede normalnu razdiobu, razlika uzoraka
definiranih dozama BPC-a u odnosu na kontrolni uzorak, testirana je one-way
ANOVA testom koji je pratio Student-Newman Keuls' ov post hoc test (79, 80).
Rezultati katalepsije izrazeni su kao srednja vrijednost = SE. Razlike medu
skupinama smatrane su statisticki zna¢ajnim ukoliko je p < 0,05.

Rezultati su sustavno interpretirani i navedeni u za to prilagodene tablice i
prikazani su grafikonima kad god se to pokazalo dovoljno ilustrativnim i svrsis-
hodnim za bolji uvid u strukturu podataka. Obrada podataka izvedena je na osobnom
racunalu uz pomo¢ programskih paketa STATISTICA for Windows, Release 5.5 H

(99 Edition) i SPSS for Windows, Release 6.1,

’ StatSoft, Inc. (1999). STATISTICA for Windows [Computer program manual]. Tulsa, OK: StatSoft,
Inc., 2300 East 14th Street, Tulsa, OK 74104, phone: (918) 749-1119, fax: (918) 749-2217, email:
info @statsoft.com, WEB: http://www.statsoft.com

#x SPSS Inc. (1994). SPSS for Windows [Computer program manual]. SPSS Inc. 444 N. Michigan
Avenue, Chicago, Illinois 60611, U.S.A.
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4. REZULTATI
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Pri odredivanju anestetske potencije, pravci doza-odgovor izvedeni su za
ucinke anestetika svakih 5 minuta nakon primjene sa ili bez BPC 157, dok se Stakori
nisu probudili. EDsy vrijednosti i 95% intervali pouzdanosti izracunati su i
usporedeni po metodi probit analize Wilcoxona i Litchfielda, kao u ranijim
ispitivanjima (4, 13). Obrazac rezultata i smjer uc¢inaka BPC 157 bili su isti u
razli¢itim vremenskim toCkama unutar pojedinog eksperimenta. Radi jasnoce,
rezultati svih vremenskih intervala nisu prikazani. Vremenski interval od 10 minuta
predstavlja maksimum interakcija, tako da su vrijednosti EDsy, 95% intervali
pouzdanosti i pravci doza-odgovor dati za taj vremenski period. P vrijednosti za
usporedbu s kontrolnim vrijednostima dobivene su s usporednim pokusima na
Stakorima, koji su uz anestetik dobili fizioloSku otopinu. Dijagrami prikazuju pravce
prilagodene rezultatima, te dalje opisanom metodom; radi jasno¢e 95% intervali
pouzdanosti izvedeni su iz dijagrama. Medutim, vazno je naglasiti da su testovi
znaCajnosti razlika izmedu EDsy vrijednosti, kao i testovi znaCajnosti devijacija
paralelizma izvedeni iz originalnih podataka. U sluCajevima gdje je izgledalo da
pravci nisu bili paralelni nije bilo znaCajne razlike u paralelnosti u statistickim
analizama izvedenim iz originalnih podataka.

Odgovori Stakora na vanjski podrazaj predstavljeni su za vrijeme O (5 minuta
nakon primjene anestetika) i u 10-minutnim intervalima nakon toga, do najduze 2
sata. Usporedbe su ucinjene izmedu ocjena odgovora Stakora na vanjski podrazaj
nakon primjene tri doze BPC 157 i fizioloske otopine.

Aktivnost Stakora u zatvorenom prostoru i aktivnost Stakora u slobodnom

prostoru predstavljena je za vrijeme O (5 minuta nakon primjene anestetika), te nakon
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toga u 10-minutnim periodima do najduze 2 sata. Usporedbe su ucinjene izmedu
ocjena aktivnosti nakon primjene tri doze BPC 157 i fizioloSke otopine.

BPC 157 primijenjen sam nije imao utjecaja na ponasanje normalnih Zivotinja,
te nije mogao izazvati katalepsiju, gubitak refleksa uspravljanja ili bilo kakvu

somatosenzornu dizorijentaciju u Stakora u periodu promatranja.

4.1. Anestetici i spojevi s u¢inkom sli¢énim anesteticima

4.1.1. Diazepam

4.1.1.1. Odredivanje anesteziji slicne potencije

Lp. primjena diazepama u Stakora povecala je prosje€nu ocjenu anesteziji
sliénog ucinka (POA) za 60 minuta i produzila vrijeme oporavka na nacin ovisan o
dozi (tablica 2). Diazepam je povecao postotak gubitka refleksa uspravljanja na nacin

ovisan o dozi s vrijedno$¢u EDs 15,1 (13,7-16,5) (grafikon 1).

TABLICA 2.
Ucinak diazepama na prosjecnu ocjenu anestezije (POA), gubitak
refleksa uspravljanja (GRU) 1 vrijeme oporavka RU u Stakora

Diazepam GRU Vrijeme
(mg/kg) n POA (%) oporavka (min)
10 6 - 0 -
15 6 2,1 £0,63 23 11,62 + 2,65
20 6 6,5+ 0,29 59 31,62 + 3,64

Razlicite doze diazepama injicirane su intraperitonealno. Vrijednosti POA i vremena
oporavka predstavljaju prosjek (prosjek + SE). N = broj Stakora ispitivanih u svakoj
grupi, POA = prosjecna ocjena anesteziji slicnog ucinka kako je opisano u metodi (za
prosjecnu ocjenu anestezije), GRU (%) = % Stakora koji su pokazali gubitak refleksa
uspravljanja, Vrijeme oporavka (min) = vrijeme potrebno za oporavak normalnog
refleksa uspravljanja.
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BPC157 u dozi 10 pg-, 10 ng- i 10 pg i. p. izazvao je znaCajan antagonizam
djelovanja diazepama (p<0,05), s paralelnim pomakom krivulje doza-odgovor za
diazepam udesno (grafikon 1 i tablica 3). EDsy za diazepam bila je znacajno
povecana s 15,1 (13,7-16,5) na 17,3 (15,8-18,9) mg/kg u prisustvu gastrickog
pentadekapeptida BPC 157 (p<0,05). U tom vremenskom intervalu promjena EDs
vrijednost za diazepam iznosila je + 14% nakon sve tri doze pentadekapaptida BPC

157.

100
8
c
S 801
>
]
a
3
- 60 4
2
© .
S a0 * BPC 10 pgkg
o -
5 © BPC 10 ng/kg
O 201
RS BPC 10 pg/kg
0 8 Kontrola

8 10 12 14 16 18 20 22
Diazepam, mg/kg
GRAFIKON 1.
Mjerenje gubitka refleksa uspravljanja djelovanjem diazepama.
Prikazani su rezultati nakon primjene fizioloSke otopine ili 10 pg / kg BPC, 10 ng /
kg BPC ili 10 pg / kg BPC. Sva mjerenja uc¢injena su za 10 minutu nakon primjene
diazepama. Opca anestetska potencija kalkulirana preko EDsy vrijednosti za
diazepam, bila je znac¢ajno smanjena za 10 pg-, 10- ngi 10- ug BPC (p< 0,05).

Tablica 4 pokazuje ucinke tri doze BPC 157 na anesteticima sli¢nu potenciju

induciranu s razli¢itim dozama diazepama.
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TABLICA 3.
Ucinak BPC 157 na EDsj vrijednosti za gubitak refleksa uspravljanja
nastao djelovanjem diazepama

Interval povjerenja
EDso 95%-ne pI:)uszanonti p
Kontrola 15,1 13,7 16,5
BPC 10 pg/kg 17,3 15,8 18,9 <0,05
BPC 10 ng/kg 17,3 15,8 18,9 <0,05
BPC 10 pg/kg 17,3 15,8 18,9 <0,05

EDsy vrijednosti predstavljene su za 10 minutu nakon primjene diazepama. Usporedbe su
ucinjene izmedu EDs vrijednosti nakon primjene tri doze BPC 157 i fizioloske otopine.
Diazepam u dozi 10 mg/kg nije doveo do anesteziji slicnih uc¢inaka. BPC 157 je u
svim dozama smanjio POA 1 postotak Stakora s gubitkom refleksa uspravljanja i znacajno
skratio vrijeme oporavka (p<0,05) inducirano s diazepamom 15 mg/kg. Za razliku, BPC 157

nije imao znacajnog ucinka na oporavak poremecaja izazvanog diazepamom 20 mg/kg.

TABLICA 4.
Uc¢inci BPC 157 na prosjec¢nu ocjenu anestezije (POA), gubitak refleksa uspravljanja (GRU)

i vrijeme oporavka RU u Stakora izloZenih djelovanju diazepama 10, 151 20 mg/kg i. p.
Doza GRU Vrijeme oporavka
Tretman (/ke) n POA (%) (min)
Diazepam 10 mg/kg 6 - - -
+BPC 10 pg/kg 6 - - -
+BPC 10 ng/kg 6 - - -
+BPC 10 pg/kg 6 - - -
Diazepam 15 mg/kg 6 2,1+0,43 23 11,62 2,65
+BPC 10 pg/kg 6 | 1,1%041% 15 5,83 + 1,34*
+BPC 10 ng/kg 6 1,5 + 0,34* 15 4,12 +1,63*
+BPC 10pgke | 6 | 1,1£0.23 15 4,13 + 1,65+
Diazepam | 20 mg/kg 6 6,5 0,29 59 30,62 + 3,64
+BPC 10 pg/kg 6 | 60£025 54 25,12 £4,36
+BPC 10 ng/kg 6 58+ 0,31 55 26,45 +2,25
+BPC 10 pug/kg 6 5,8 £0,35 50 26,23 +2,61

Vrijednosti POA, trajanja GRU i vremena oporavka predstavljaju prosjek (prosjek +
SE). N = broj Stakora ispitivanih u svakoj grupi, POA = prosje€na ocjena anesteziji
slicnog ucinka kako je opisano u metodi (za prosjecnu ocjenu anestezije), GRU (%)
= % Stakora koji su pokazali gubitak refleksa uspravljanja, Vrijeme oporavka (min) =
vrijeme potrebno za oporavak normalnog refleksa uspravljanja. *p<0,05 vs dizepam,
**p=0,001 vs diazepam, ***p<0,001 vs diazepam.
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4.1.1.2. Odgovor Stakora na vanjski podrazaj

BPC 157 je znaajno poboljSao poremecaj somatosenzorne orijentacije Stakora

induciran diazepamom 10 mg/kg i 15 mg/kg od 0-20 minute (p<0,05). BPC 157 10

ng/kg i 10 pg/kg znacajno je popravio poremec¢aj somatosenzorne orijentacije Stakora

induciran diazepamom 20 mg/kg od 30-60 minute (p<0,05, p=0,001, p<0,001)

(tablica 5).

izazvanu diazepamom 10 - 20 mg/kg i. p.

TABLICA 5.
Ucinci BPC 157 na imobilizirajuci uc¢inak i somazosenzornu (diz)orijentaciju

ip.

Diazepam 10 0 10 20 30 20 50 0
NaC10,9% 0/0,5/1 0/0,5/1 0/0,5/1 0/0,6/1 0/0,6/1 0/0,8/1 0/0,8/1
Sml/kg i.p.

iB::C I5710pgke |y 0nt | wmons | 1monx 000,6/1 0/0,8/1 0/0,8/1 0/0,8/1
iBII:C IS710ngke | o | 1mons | 1monx 0/0,8/1 11,0/ 0/0,8/1 0/0,8/1
?II:C 710ngke | ypon= | 1non# 11,0/1% 0/0,8/1 0/0,8/1 0/0,8/1 11,01
Diazepam 15

NaC10,9% 0/0,3/1 000,1/1 0/0,5/1 0/0,6/1 0/0,6/1 0/0,6/1 0/0,6/1
Sml/kg i.p.

iBII:C I5710pghke | 51 00,6/1% | 1/1,0/1% 0/0,6/1 0/0,6/1 000,6/1 0/0,6/1
?II:C IS710nghke | o0 61 0/0,5/1 11,0/1% 1.0/ 1.0/ 0/0,8/1 0/0,8/1
?II:C 710nghke | o051 0/0,6/1% 11,0/1% 000,71 0/0,6/1 0/0,6/1 0/0,6/1
Diazepam 20

NaC10,9% 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 00,3/1 0/0,0/0
Sml/kgi.p.

?II:C IS710pghke | o 00 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,1/1 00,6/ | 00,615
?II:C IS710nghke | 00 0/0,0/0 0/0,1/0 0/0,6/1% 00,3/1° 0081% | 00,81
BPCIST10nghke | o0 010 0/0,0/0 0/0,1/0 00,615 | 003/1% | 0081 | 11,0015

*p<0,05 vs diazepam, **p=0,001 vs diazepam, ***p<0,001 vs diazepam
Odgovor Stakora na vanjski podrazaj (ocjena 0-4, min/med/max vrijednost)
predstavljena je za vrijeme O (5 minuta nakon primjene anestetika), te nakon toga u
10-minutnim periodima do 60 minute. Usporedbe su ucinjene izmedu ocjena
odgovora Stakora na Stipanje repa nakon primjene tri doze BPC 157 i fizioloSke

otopine.
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4.1.1.3. Aktivnost zatvorenom prostoru

BPC 157 10 ng/kg i 10 pg/kg znacajno je popravio oslabljenu aktivnost Stakora
u kavezu induciranu diazepamom 10 mg/kg od 0-50 minute (p<0,05). BPC 157 u
svim dozama znacajno je popravio oslabljenu aktivnost Stakora induciranu
diazepamom 15 mg/kg od 0-20 minute (p<0,05), a poremecaj induciran s 20 mg/kg

diazepama, BPC157 je popravio samo u 10 minuti (p<0,05) (tablica 6).

TABLICA 6.
Ucinak BPC 157 na aktivnost Stakora u kavezu izloZenih djelovanju diazepama 10 -
20 mg/kgi. p.
Diazepam 10 0 10 20 30 40 50 60
NaC10,9% 22,01 22,01 1182 22,01 20,53 20,53 313,615
Sml/kg i.p.
BPC 157110 22,02 22,02 2133 20,13 22303 22303 213,1/5%
pg/kg i.p.
BPC 157110 2/2.6/4* 212,3/3* 22,504 22,103 23555 | 2/4,0/5% 3/4,0/5
ng/kg i.p.
BPC 15710 22,02 22,113 wa3s | assse | 23ssc | 23,505 3/4,0/5
pgrkg i.p.
Diazepam 15
NaC10,9% 22,002 22,002 2034 22,02 22,02 22,002 22,002
Sml/kg i.p.
BPC 15710 2/2,5/3* 2/2,5/3* 111,812 22,012 22,012 212,012 212,01
pg/kg i.p.
BPC 157110 ws3E | 22,503 22,002 22,002 22,5/4 22,002 22,5/4
ng/kg i.p.
BPC 157110 wsE | 2msmE | 223/ 22,514 22,5/4 22,5/4 22,5/4
pgrkg i.p.
Diazepam 20
NaC10,9% 22,01 11,612 11,612 11,612 11,802 11802 22.3/4
Sml/kg i.p.
BPC 15710 22,02 22,0/2% 11,62 11,62 11802 11802 11802
pg/kg i.p.
BPC 15710 11802 22,002+ 11802 11802 11802 22,002 22,002
ng/kg i.p.
BPC 15710 11802 22,012+ 1182 1182 11802 20,02 22,002
pg/kg i.p.

*p<0,05 vs diazepam, **p=0,001 vs diazepam, ***p<0,001 vs diazepam.

Aktivnost Stakora u kavezu (ocjena 1-8, min/med/max vrijednost) predstavljena je za
vrijeme 0 (5 minuta nakon primjene diazepama), te nakon toga u 10-minutnim
periodima do 60 minute. Usporedbe su ucinjene izmedu ocjena aktivnosti nakon
primjene tri doze BPC 157 i fizioloske otopine.
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4.1.1.4. Aktivnost u slobodnom prostoru

BPC 157 je u sve tri doze znacajno popravio poremecaj aktivnosti Stakora

induciran diazepamom 10-15 mg/kg od 10-40 minute (p<0,05 i p<0,001). BPC 157

10 ng/kg 1 10 pg/kg popravio je poremecaj aktivnosti Stakora induciran diazepamom

20 mg/kg od 20-50 minute (p<0,05) (tablica 7).

TABLICA 7.

Ucinak BPC 157 na spontanu lokomotornu aktivnost Stakora u slobodnom prostoru
izloZenih djelovanju diazepama 10 — 20 mg/kg i. p.

Diazepam 10 0 10 20 30 20 50 60
NaC10,9% 23,815 23304 4/4.0/4 4/4.0/4 414315 414315 414315
Sml/kg i.p.
BPC 15710 23,805 213,6/4% 4a3sc | am3sE | amsss 44315 414315
pg/kgip.
BPC 157110 414,175 4435 | 550/55 | 4/4,6/5% 414,615 4/4,6/5 4/4.6/5
ng/kg i.p.
BPC 15710 23304 4404+ | S50 | 5505 | 404605 414615 4/4.6/5
pgrkg i.p.
Diazepam 15
NaC10,9% 22,01 22,304 213,6/4 213,6/4 213,6/4 4/43/5 4/43/5
Sml/kg i.p.
BPC 15710 22,6/4 22,34 213,6/4 213,6/4 213,6/4 44315 414315
pg/kg i.p.
BPC 15710 2034 2023,0/4 w3605 | 23605% | 23,605 414615 4/4.6/5
ng/kg i.p.
BPC 15710 22,815 2/23,0/4 w3605+ | 23605% | 23,605+ 414615 4/4.6/5
pgrkg i.p.
Diazepam 20
NaC10,9% 22,002 22,002 11,62 11,62 1/2,0/4 1/2,0/4 22,6/4
Sml/kg i.p.
BPC 15710 22,02 22,002 22,002+ 11,62 212,6/4 212,6/4 212,6/4
pg/kgip.
BPC 15710 22,02 22,002 wons | amonr | 20604 22,6/4 22,6/4
ng/kg i.p.
BPC 15710 11802 11802 w0 | an0n¢ | 230+ | 23,00% 213,0/4
pgrkg i.p.

£p<0,05; **p= 0,001 i *** p< 0,001

Spontana lokomotorna aktivnost Stakora u slobodnom prostoru (ocjena 1-8,

min/med/max vrijednost) predstavljena je za vrijeme O (5 minuta nakon primjene
diazepama), te nakon toga u 10-minutnim periodima do 60 minute. Usporedbe su
ucinjene izmedu ocjena aktivnosti nakon primjene tri doze BPC 157 i fizioloske

otopine.
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4.1.2. Propofol

4.1.2.1. Odredivanje anestetske potencije

L.p. primjena propofola u Stakora povecala je prosjecnu ocjenu anestezije
(POA) i produZila vrijeme oporavka na nacin ovisan o dozi (tablica 8). Propofol je
povecao postotak gubitka refleksa uspravljanja na nacin ovisan o dozi s vrijednoscu

EDsg 82,6 (73,6-92,6) (grafikon 2).

TABLICA 8.
Ucinak propofola na prosjecnu ocjenu anestezije (POA), gubitak refleksa
uspravljanja (GRU) i vrijeme oporavka RU u Stakora

Vrijeme
Tretman ( Do/ia ) n POA (;JEI)J oporavka
merke v (min)
Propofol 50 6 ‘ - -
75 6 1,4 +0,83 13 12,22 + 3,06
100 6 4,3 +0,36 41 36,48 + 3,58

Razlicite doze propofola injicirane su intraperitonealno. Vrijednosti POA, trajanja
GRU 1 vremena oporavka predstavljaju prosjek (prosjek + SE). N = broj Stakora
ispitivanih u svakoj grupi, POA = prosjecna ocjena anestezije kako je opisano u
metodi, GRU (%) = % Stakora koji su pokazali gubitak refleksa uspravljanja,
Vrijeme oporavka (min) = vrijeme potrebno za oporavak normalnog refleksa
uspravljanja.

BPC 157 ni u jednoj dozi nije izazvao znacajnu promjenu djelovanja propofola

(grafikon 2 i tablica 9).
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GRAFIKON 2.
Mjerenje gubitka refleksa uspravljanja djelovanjem propofola
Prikazani su rezultati nakon primjene fizioloske otopine ili 10 pg / kg BPC, 10
ng / kg BPC ili 10 ug / kg BPC. Sva mjerenja uc¢injena su za 10 minutu nakon
primjene propofola. Opca anestetska potencija kalkulirana preko EDsy vrijednosti za

propofol nije bila zna¢ajno promijenjena.

TABLICA 9.
Ucinak BPC 157 na EDs vrijednosti za gubitak refleksa uspravljanja nastao
djelovanjem propofola 100 mg/ kg t. t.

Interval povjerenja

EDso 95%-ne pouzdanosti p
Kontrola 82,6 73,6 92,6
BPC 10 pg/kg 82,3 73,0 92,7 0,960
BPC 10 ng/kg 75,4 66,4 85,2 0,231
BPC 10 pg/kg 86,8 77,4 97,8 0,477

EDs vrijednosti predstavljene su za 10 minutu nakon primjene propofola. Usporedbe
su ucinjene izmedu EDs( vrijednosti nakon primjene tri doze BPC 157 i fizioloske
otopine.

39



Mladen Zemba - Disertacija Rezultati

Tablica 10 pokazuje ucinke tri doze BPC 157 na anestetsku potenciju induciranu s
razli¢itim dozama propofola. I. p. primjena propofola 50 mg/kg nije dovela do anestetskih
ucinaka. BPC 157 nije promijenio POA, ni smanjio postotak Stakora s gubitkom refleksa

uspravljanja, niti skratio vrijeme oporavka inducirano s propofolom 75 mg i 100 mg/kg.

TABLICA 10.
Ucinci BPC 157 na prosjecnu ocjenu anestezije (POA), gubitak refleksa uspravljanja
(GRU) i vrijeme oporavka RU u stakora izloZenih djelovanju propofola i. p.

Doza GRU Vrijeme
Tretman (/kg) n POA (%) oporavka (min)

Propofol 50 mg/kg 6 - - -
Pro+BPC 10 pg/kg 6 - - -
Pro+BPC 10 ng/kg 6 0,2 3 1,6
Pro+BPC 10 ng/kg 6 0,1 2 0,8
Propofol 75 mg/kg 6 1,4 + 0,83 13 12,22 + 3,06
Pro+BPC 10 pg/kg 6 1,6 £0,23 18 13,11 £2,28
Pro+BPC 10 ng/kg 6 1,5+0,29 18 13,36 +4,43
Pro+BPC 10 pg/kg 6 1,3 +0,27 14 11,07 £ 1,29
Propofol 100mg/kg 6 4,3 +0,36 41 36,48 + 3,58
Pro+BPC 10 pg/kg 6 5,3+048 46 39,54 + 4,36
Pro+BPC 10 ng/kg 6 5,4+0,54 48 38,45 + 4,25
Pro+BPC 10 pg/kg 6 4,6 £0,33 51 39,41 +£3,16

Vrijednosti POA, trajanja GRU i vremena oporavka predstavljaju prosjek (prosjek +
SE). N = broj Stakora ispitivanih u svakoj grupi, POA = prosje¢na ocjena anestezije
kako je opisano u metodi, GRU (%) = % Stakora koji su pokazali gubitak refleksa
uspravljanja, Vrijeme oporavka (min) = vrijeme potrebno za oporavak normalnog
refleksa uspravljanja. *p<0,05 vs propofol, **p=0,001 vs propofol, ***p<0,001 vs
propofol

4.1.2.2. Odgovor Stakora na vanjski podrazaj

Pentadekapeptid BPC 157 nije imao utjecaja na poremecaj senzomotorne
orijentacije $takora induciran propofolom 50 mg/kg i 75 mg/kg. Stakori su imali

bolju orijentaciju uz BPC 157, samo 5 minuta nakon primjene propofola 100 mg/kg

(p<0,05) (tablica 11).
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TABLICA 11.
Ucinci BPC 157 na imobiliziraju¢i uc¢inak i somazosenzornu (diz)orijentaciju izazvanu propofolom 50 - 100 mg/kg i. p.

Propofol 50 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 0/0,1/1 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0
BPC 157 10 pg/kg i.p. 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,6/4 0/0,0/0 0/0,6/4 0/0,0/0 0/0,6/4 0/0,0/0
BPC 157 10 ng/kg i.p. 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,5/3 0/0,6/4 0/0,6/4 0/0,6/4 0/0,6/4 0/0,6/4 0/0,6/4 0/0,6/4
BPC 157 10 pg/kg i.p. 0/0,1/1 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,0/0
Propofol 75

NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 0/1,2/2 0/0,8/2 0/1,2/2 0/1,0/1 0/0,6/1 0/1,0/1 1/1,2/2 1/1,2/2 1/1,2/2 1/1,2/2
BPC 157 10 pg/kg i.p. 0/0,5/1 0/0,6/1 0/0,6/1 0/0,6/1 0/0,6/1 0/1,3/2 1/1,0/1 1/1,0/1 1/1,0/1 1/1,0/2
BPC 157 10 ng/kg i.p. 0/1,1/4 0/0,8/4 0/0,5/1 0/0,6/1 0/0,8/1 1/1,0/1 0/1,1/2 0/1,012 1/1,3/2 1/1,0/2
BPC 157 10 pg/kg i.p. 0/1,1/3 0/0,6/1 0/0,5/1 0/0,8/1 1/1,172 1/1,0/1 1/1,0/1 1/1,0/1 1/1,0/1 1/1,0/1
Propofol 100

NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 0/0,0/0 0/0,1/1 0/0,3/1 0/0,3/1 0/0,5/1 0/0,5/1 1/1,0/1 1/1,0/1 1/1,0/1 1/1,0/1
BPC 157 10 pg/kg i.p. 0/0,3/1* 0/0,1/1 0/0,1/1 0/0,1/1 0/0,1/1 0/0,3/1 1/1,0/1 1/1,0/1 1/1,0/1 1/1,0/1
BPC 157 10 ng/kg i.p. 0/0,5/1* 0/0,1/1 0/0,1/1 0/0,1/1 0/0,6/1 0/0.8/1 0/0.8/1 0/0,8/1 1/1,0/1 0/0,8/1
BPC 157 10 pg/kg i.p. 0/0,3/1% 0/0,0/0 0/0,1/1 0/0,1/1 0/0,6/2 0/0,5/1 1/1,0/1 1/1,0/1 1/1,0/1 1/1,0/1

*p<0,05; **p=0,01; ***p<0,001
Odgovor Stakora na vanjski podrazaj (ocjena 0-4, min/med/max vrijednost) predstavljen je za vrijeme O (5 minuta nakon primjene

propofola), te nakon toga u 10-min periodima do 90 minute. Usporedbe su ucinjene izmedu ocjena odgovora Stakora na Stipanje repa nakon
primjene tri doze BPC 157 i fizioloske otopine.
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4.1.2.3. Aktivnost u zatvorenom prostoru

BPC 157 je poboljsao oslabljenu aktivnost Stakora 5 minuta nakon primjene
propofola 501 75 mg/kg (p<0,05), te od 70-90 minute (p<0,05). BPC 157 10 ng/kg i
10 pg/kg poboljsao je oslabljenu aktivnost Stakora induciranu propofolom 100 mg/kg
i. p. samo u 50 minuti (p<0,05) i 90 minuti (p<0,001 i p<0,05), dok u ostalim

mjernim toCkama razlike nije bilo (tablica 12).

42



Mladen Zemba — Disertacija

Rezultati

TABLICA 12.

Ucinak BPC 157 na aktivnost Stakora u kavezu izloZenih djelovanju propofola 50 - 100 mg/kg i. p.
Propofol 50 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 2/2,0/2 1/2,3/3 2/4,0/5 515,005 3/4,6/5 3/4,6/5 3/4,6/5 515,005 3/4,6/5 3/4,6/5
BPC 157 10 pg/kg i.p. 2/2,8/5% 1/1,6/2 2/4,5/5 515,005 515,005 515,005 515,005 515,005 5/5,0/5 5/5,0/5
BPC 157 10 ng/kg i.p. 2/2,6/5* 1/2,6/5 2/4,3/5 515,005 515,005 515,005 515,005 515,005 515,015 515,015
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/2,3/5% 1/2,6/5 2/4,5/5 3/4,3/5* 3/4,6/5 3/4,6/5 515,005 515,005 5/5,0/5 5/5,0/5
Propofol 75
NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 1/1,8/3 1/2,6/5 1/3,1/5 1/2,8/5 1/3,0/5 1/3,3/5 1/3,3/5 1/3,6/5 213,515 1/3,1/5
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/2,3/5 1/2,6/5 1/2,6/5 1/2,6/5 1/2,8/5 2/3,1/5 2/3,1/5 2/2,6/3 2/3,6/5 2/3,6/5
BPC 157 10 ng/kg i.p. 1/2,6/5* 1/3,1/5 1/3,1/5 1/2,6/5 1/3,3/5 2/3,0/5 2/4,0/5 212,613 2/3,8/5% 2/4,5/5%
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/3,1/5% 1/3,1/5 13,1/5 2/3,8/5* 1/3,1/5 2/4,5/5 2/4,0/5 2/4,0/5* 4/4,8/5* 2/4,5/5%
Propofol 100
NaCl 0,9% 5ml/kg i.p. 1/1,6/2 1/1,3/2 1/1,3/2 1/1,1/2 1/1,1/2 1/1,6/2 1/1,6/3 1/1,6/3 1/2,0/4 1/1,6/2
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/1,6/2 1/1,5/2 /1,172 1/1,3/2 1/1,3/2 1/2,0/3 1/1,6/2 1/1,6/2 1/2,0/4 1/2,0/4
BPC 157 10 ng/kg i.p. 1/1,3/2 1/1,3/2 1/1,3/2 1/1,1/2 1/1,172 1/2,3/3* 1/1,6/2 1/1,6/2 1/1,6/2 1/2,3/3%#%
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/1,6/2 1/1,5/2 1/1,5/2 1/1,1/2 /1,12 1/2,3/3* 1/1,6/3 1/1,6/3 1/1,6/2 2/3,0/5%

#p<0,05; *#p=0,01; ***p<0,001

Aktivnost Stakora u kavezu (ocjena 1-8, min/med/max vrijednost) predstavljena je za vrijeme O (5 minuta nakon primjene propofola), te
nakon toga u 10-min periodima do 90 minute. Usporedbe su ucinjene izmedu ocjena aktivnosti nakon primjene tri doze BPC 157 i

fizioloSke otopine.
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4.1.2.4. Aktivnost u slobodnom prostoru

Pentadekapeptid BPC 157 nije imao utjecaj na poremecaj aktivnosti Stakora u
slobodnom prostoru induciran propofolom 50 mg/kg i 75 mg/kg. BPC 157 10 ng/kg i
10 pg/kg popravio je poremecenu aktivnost Stakora u slobodnom prostoru induciranu

propofolom 100 mg/kg i. p. od 40-90 minute (p<0,05) (tablica 13).
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TABLICA 13.
Uc¢inak BPC 157 na spontanu lokomotornu aktivnost Stakora u slobodnom prostoru izloZenih djelovanju propofola 50 —
100 mg/kg i.p.

Propofol 50 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 2/3,5/5 2/4,0/5 2/4,0/5 4/4,6/5 4/4,8/5 4/4,8/5 4/4,8/5 515,0/5 4/4,8/5 515,0/5
BPC 157 10 pg/kg i.p. 2/3,8/5 2/4,1/5 2/4,1/5 4/4,8/5 5/5,0/5 515,0/5 5/5,0/5 5/5,0/5 5/5,0/5 515,0/5
BPC 157 10 ng/kg i.p. 2/3,5/5 2/4,1/5 2/4,1/5 4/4,8/5 5/5.,0/5 5/5,0/5 5/5.,0/5 5/5,0/5 5/5.,0/5 5/5,0/5
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/3,3/5 2/3,8/5 2/4,1/5 4/4,8/5 5/5.,0/5 5/5,0/5 5/5.,0/5 5/5,0/5 5/5.,0/5 5/5,0/5
Propofol 75
NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 1/3,1/5 2/4,0/5 213,6/5 2/3,3/5 2/4,1/5 2/4,0/5 2/4,5/5 2/4,5/5 4/4,8/5 4/4,8/5
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/3,3/5 1/33/5 1/3,3/5 2/3.6/5 2/3.3/5 2/4,0/5 2/4,0/5 2/4,0/5 4/4,6/5 4/4,6/5
BPC 157 10 ng/kg i.p. 1/2,6/5 2/3,6/5 213.3/5 1/3,0/5 1/3,1/5 4/4.8/5 4/4.8/5 4/4.8/5 5/5.0/5 5/5,0/5
BPC 157 10 pg/kg i.p. 12,6/5 213,6/5 213,6/5 2/4,0/5 2/4,1/5 4/4.8/5 4/4.8/5 4/4.8/5 4/4,8/5 4/4.8/5
Propofol 100
NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 1/1.8/2 /1312 1/13/2 /1312 1/1,8/4 112,14 1/3,1/4 213.8/5 23.8/5 213.8/5
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/1.8/2 /1312 /1,172 /1,12 1/1,8/4 212,6/4 2/3,0/4 2/4,0/5 4/4,3/5 4/4.3/5
BPC 157 10 ng/kg i.p. 1/1,6/2 /1,12 1132 /1312 2/3 3/4* 1/3,1/4* 1/3,3/5 213.8/5 213,6/5 213,6/5
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/1,6/2 /1,112 /1,172 /1,112 1/3,1/4 2/3,0/4 2/3,6/5* 2/4,1/5 4/4.8/5* 4/48/5%

#p<0,05; *+p=0,01; ***p<0,001

Aktivnost Stakora u slobodnom prostoru (ocjena 1-8, min/med/max vrijednost) predstavljena je za vrijeme O (5 minuta nakon primjene
propofola), te nakon toga u 10-min periodima do 90 minute. Usporedbe su ucinjene izmedu ocjena aktivnosti nakon primjene tri doze BPC

157 1 fizioloske otopine.
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4.1.3. Tiopental

4.1.3.1. Odredivanje anestetske potencije

I. p. primjena tiopentala u Stakora povecala je prosjeCnu ocjenu anestezije
(POA) i produzila vrijeme oporavka na nacin ovisan o dozi (tablica 14). Tiopental je
povecao postotak gubitka refleksa uspravljanja na nacin ovisan o dozi s vrijednosc¢u

EDs 21,1 (10,1-32,1) (grafikon 3).

TABLICA 14.
Ucinak BPC 157 na prosje¢nu ocjenu anestezije (POA), gubitak refleksa
uspravljanja (GRU) i vrijeme oporavka RU u Stakora izlozenih
djelovanju tiopentala i. p.

Vrijeme
Tretman n POA GRU oporavka
(%) .
(min)
Tiopental:
20 mg/kg 6 2,5+0,41 23 18,24 +2.43
30 mg/kg 6 4,6 +0,14 41 35,14+ 3,23
40 mg/kg 6 5,5+0,35 50 48,12 £ 2,39

BPC 157 je injiciran i. p. 5 minuta prije tiopentala. Vrijednosti POA i vremena
oporavka predstavljaju prOsjek (prosjek + SE). N = broj Stakora ispitivanih u svakoj
grupi, POA = prosjecna ocjena anestezije kako je opisano u metodi, GRU (%) = %
Stakora koji su pokazali gubitak refleksa uspravljanja, Vrijeme oporavka (min) =
vrijeme potrebno za oporavak normalnog refleksa uspravljanja. *p<0,05 vs tiopental;
**p=0,001 vs tiopental; ***p<0,001 vs tiopental

BPC157 udozi 10 ng / kg t. t. 1 10 pg / kg t. t. izazvao je znaCajan antagonizam
djelovanja tiopentala (p<0,05), s paralelnim pomakom krivulje doza-odgovor za
tiopental udesno (tablica 15 i grafikon 3). U 10 min vremenskom intervalu promjena

EDs( vrijednost za tiopental iznosila je + 87 % za 10 ng/kg i + 76 % za 10 pg/kg

BPC 157.
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GRAFIKON 3.
Mjerenje gubitka refleksa uspravljanja djelovanjem tiopentala.

Prikazani su rezultati nakon primjene fizioloSke otopine ili 10 pg / kg BPC, 10 ng /
kg BPC ili 10 pg / kg BPC. Sva mjerenja uc¢injena su za 10 minutu nakon primjene
tiopentala. Opca anestetska potencija kalkulirana preko EDs, vrijednosti za tiopental,
bila je znacajno smanjena za 10 ng/ kg BPC (P <0,05) 1 10 pug / kg BPC (P=0,05).

TABLICA 15.
Ucinak BPC 157 na EDs, vrijednosti za gubitak refleksa uspravljanja
nastao djelovanjem tiopentala

Interval povjerenja
EDso 95%-ne plz)uzjdanojsti p
Kontrola 21,1 10,1 32,1
BPC 10 pg/kg 24,2 13,0 36,6 0,671
BPC 10 ng/kg 39,5 26,2 67,8 <0,05
BPC 10 pg/kg 37,2 24,3 62,3 0,05

EDs vrijednosti predstavljene su za 10 minuta nakon primjene tiopentala. Usporedbe
su ucinjene izmedu EDsy vrijednosti nakon primjene tri doze BPC 157 i fizioloske
otopine.
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Tablica 16 pokazuje ucinke tri doze BPC 157 na anestetske potencije
inducirane s razli¢itim dozama tiopentala. BPC 157 u ng-pg dozi je smanjio POA
(p<0,05) i1 postotak Stakora s gubitkom refleksa uspravljanja, kao i vrijeme oporavka
(p<0,05) inducirano tiopentalom 20 mg/kg (p<0,05). BPC 157 je u svim dozama
znacajno smanjio POA (p<0,05), smanjio postotak Stakora s gubitkom refleksa
uspravljanja i znacajno skratio vrijeme oporavka (p<0,05) inducirano tiopentalom 30
mg/kg. BPC 157 u ng-pg dozi je znacajno smanjio POA (p<0,05), smanjio postotak
Stakora s gubitkom refleksa uspravljanja i znacajno skratio vrijeme oporavka
(p<0,05) inducirano s tiopentalom 40 mg/kg.

TABLICA 16.

Ucinak BPC 157 na prosjecnu ocjenu anestezije (POA), gubitak refleksa uspravljanja
(GRU) i vrijeme oporavka RU u Stakora izloZenih djelovanju tiopentala i. p.

Vrijeme
Tretman D/l(zzz)a n POA C(}(I;I)J oporavka
Ukg ¢ (min)

Tiopental 20 mg/kg 6 2,5+041 23 18,24 +2.,43
Tio+BPC 10 pg/kg 6 2,0+£0,33 22 16,41 £ 1,02
Tio+BPC 10 ng/kg 6 0,4 +0,13* 6 3,57 £0,92*
Tio+BPC 10 pg/kg 6 0,3 +0,08* 4 2,51 +0,52*
Tiopental 30 mg/kg 6 4,6 £0,14 41 35,14 £ 3,23
Tio+BPC 10 pg 6 0,8 +£0,31* 10 5,59 +1,51*
Tio+BPC 10 ng 6 0,4 +0,17* 7 3,33 £0,92*
Tio+BPC 10 pg 6 04 +0,17* 7 3,37 +1,92*
Tiopental 40 mg/kg 6 5,5+£0,35 50 48,12 £2,39
Tio+BPC 10 pg 6 5,5+0,23 48 50,07 £4,01
Tio+BPC 10 ng 6 1,4 +0,32* 16 11,17 £1,52%
Tio+BPC 10 ug 6 1,5 +0,41* 20 12,14 +2,76*

BPC 157 je injiciran i. p. 5 minuta prije tiopentala. Vrijednosti POA i vremena
oporavka predstavljaju prosjek (prosjek + SE). N = broj Stakora ispitivanih u svakoj
grupi, POA = prosjecna ocjena anestezije kako je opisano u metodi, GRU (%) = %
Stakora koji su pokazali gubitak refleksa uspravljanja, Vrijeme oporavka (min) =
vrijeme potrebno za oporavak normalnog refleksa uspravljanja. *p<0,05 vs tiopental;
**p=0,01 vs tiopental; p<0,001 vs tiopental
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4.1.3.2. Odgovor Stakora na vanjski podrazaj
BPC 157 je znacajno popravio poremecaj somatosenzorne orijentacije Stakora

induciran tiopentalom 20-40 mg/kg (p<0,05) (tablica 17).

49



Mladen Zemba — Disertacija Rezultati
TABLICA 17.
Ucinci BPC 157 na imobiliziraju¢i uc¢inak i somazosenzornu (diz)orijentaciju izazvanu tiopentalom 20 - 40 mg/kg i. p.
Tiopental 20 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 0/0,0/0 0/0,8/2 0/1,0/2 0/1,6/3 0/1,0/2 1/1,6/3 1/1,5/2 1/1,3/2 1/1,3/2 1/1,5/2
BPC 157 10 pg/kg i.p. 0/0,6/2 0/0,6/2 0/1,5/3 0/1,172 1/1,6/3* 0/1,6/3 2/2,3/3* 1/1,6/2 1/1,6/2 2/2,3/3*
BPC 157 10 ng/kg i.p. 0/1,5/3* 0/3,0/4* 2/2,5/3* 1/2,1/4* 2/2,3/3* 2/2,3/3* 2/2,3/3* 2/2,5/3* 2/2,5/3* 2/2,5/3*
BPC 157 10 pg/kg i.p. 0/1,6/3* 0/2,1/3* 2/2,3/3* 1/2,1/4* 2/2,3/3* 2/2,3/3* 2/2,3/4* 2/2,3/4* 2/2,3/4* 1/1,8/3*
Tiopental 30
NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 0/0,5/2 0/0,5/1 0/0,6/2 0/0,6/1 0/0,5/1 0/0,6/1 0/0,6/1 0/1,1/2 0/1,1/2 0/0,6/1
BPC 157 10 pg/kg i.p. 0/0,3/2 0/1,1/2%* 1/1,5/2% 1/1,3/2* 1/1,3/2* 1/1,1/2% 1/1,5/2* 1/1,3/2* 1/1,3/2* 1/1,6/2%*
BPC 157 10 ng/kg i.p. 0/0,6/1% | O/L,1/1% | 11,3/2% | U1,53* | 11,52% | 11,32 | 1/2,0/3* | 1U1,52% | U1,52% | 1/1,5/2%
BPC 157 10 pg/kg i.p. 0/0,6/1% | 0/1,3/2% | 0/1,0/1* | 0/1,5/3* | 1/1,3/2* | 1/1,3/2% | 1/1,52% | U1,52% | UL,52% | 1/1,3/2%
Tiopental 40
NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 0/0,0/0 0/0,0/0 0/0,6/1 0/0,5/1 0/0,6/1 0/0,6/1 0/0,8/2 0/0,8/2 0/1,6/3 1/1,5/2
BPC 157 10 pg/kg i.p. 0/0,1/72 0/0,3/2 0/0,6/2 0/0,5/2 0/0,6/1 0/0,6/1 0/0,8/2 0/0,8/2 0/1,6/3 1/1,5/2
BPC 157 10 ng/kg i.p. 0/0,3/2* 0/1,1/3* 1/1,6/3* 1/1,5/2* 1/1,5/2* 1/1,5/2% 1/1,3/2* 1/1,3/2% 1/2,1/4* 1/1,8/3*
BPC 157 10 pg/kg i.p. 0/0,3/2* 0/1,1/3* 1/1,6/3* 1/1,6/3* 1/1,5/2* 1/1,5/2% 1/2,0/2* 1/1,3/2% 1/1,8/3* 1/1,5/2

#p<0,05; *+p=0,01; ***p<0,001

Odgovor Stakora na Stipanje repa (ocjena 0-4, min/med/max vrijednost) predstavljena je za vrijeme 0 (5 minuta nakon primjene anestetika),
te nakon toga u 10-minutnim periodima do 120 minute. Usporedbe su uc¢injene izmedu ocjena odgovora Stakora na Stipanje repa nakon

primjene tri doze BPC 157 1 fizioloSke otopine.
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4.1.3.3. Aktivnost u zatvorenom prostoru
BPC 157 je u svim dozama od 30 minute popravio poremecaj aktivnosti
Stakora induciran tiopentalom 20 mg/kg (p<0,05), te poremecaj induciran

tiopentalom 30 i 40 mg/kg od 0-90 minute (p<0,05) (tablica 18).
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Rezultati

TABLICA 18.
Ucinak BPC 157 na aktivnost Stakora u kavezu izloZenih djelovanju tiopentala 20 - 40 mg/kg i. p.

Tiopental 20 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 2/2,0/2 2/2,0/2 2/2,0/2 1/1,6/2 1/1,6/2 1/1,6/2 1/1,6/2 1/1,6/2 1/1,6/2 1/1,8/2
BPC 157 10 pg/kg i.p. 2/2,0/2 2/2,0/2 1/1,8/2 2/2,1/3%* 2/2,1/3%* 2/2,1/3* 2/2,1/3* 2/2,0/2* 2/2,0/2% 1/1,6/2
BPC 157 10 ng/kg i.p. 2/2,0/2 2/2,0/2 2/2,0/2 2/2,3/4%* 2/2,3/4* 2/2,3/4%* 2/2,3/4* 1/1,8/2 1/1,8/2 1/1,8/2
BPC 157 10 pg/kg i.p. 2/2,1/3 2/2,1/3 2/2,3/4 2/2,3/4* 2/2,3/4* 2/2,3/4* 2/2,3/4* 2/2,3/4* 2/2,3/4* 2/2,0/4*
Tiopental 30

NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 1/1,6/2 1/1,8/2 1/1,8/2 1/1,6/2 1/1,6/2 1/1,5/2 2/2,0/2 1/1,6/2 1/1,6/2 1/1,6/2
BPC 157 10 pg/kg i.p. 2/2,3/4* 2/2,3/4% 2/2,3/4% 2/2,0/2* 1/2,3/5 1/1,5/2 1/1,8/2 1/2,0/4 1/2,0/4 2/2,0/2*
BPC 157 10 ng/kg i.p. 22,1/3% | 212,02% | 2/2,002% 1/2,1/4 212,3/4% | 2/2,0/2% 1/1,8/2 212,002% | 212,002% | 2/2,0/2%
BPC 157 10 pg/kg i.p. 2/2,1/3* 2/2,3/4% 2/2,3/4% 1/1,8/2 1/2,0/3 1/1,8/2 2/2,3/4% 1/2,1/4 1/2,1/4 2/2,3/4*
Tiopental 40

NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 1/1,0/1 1/1,0/1 1/1,1/2 1/1,3/2 1/1,3/2 1/1,3/2 1/1,3/2 1/1,3/2 1/1,3/2 1/1,3/2
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/1,1/2* 1/1,0/1 1/1,3/2 1/1,5/2 1/1,3/2 1/1,3/2 1/1,3/2 1/1,3/2 1/1,3/2 1/1,3/2
BPC 157 10 ng/kg i.p. 1/1,3/2* 1/1,3/2% 1/1,6/2% 1/1,5/2 1/1,5/2 1/1,5/2 1/1,5/2 1/1,5/2 1/1,8/2* 1/1,8/2*
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/1,0/1 1/1,3/2% 1/1,5/2* 2/3,0/4* 1/2,0/4* 1/1,5/2 1/1,5/2 1/2,0/4* 1/2,3/4* 1/2,3/4*

#p<0,05; *+p=0,01; ***p<0,001

Aktivnost Stakora u kavezu (ocjena 1-8, min/med/max vrijednost) predstavljena je za vrijeme O (5 minuta nakon primjene anestetika), te
nakon toga u 10-minutnim periodima do 90 minute. Usporedbe su ucinjene izmedu ocjena aktivnosti Stakora nakon primjene tri doze BPC

157 1 fizioloske otopine.
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4.1.3.4. Aktivnost u slobodnom prostoru
BPC 157 u ng-pug dozi je od 0-90 minute poboljSao poremecaj aktivnosti
Stakora u slobodnom prostoru induciran tiopentalom 20-40 mg/kg (p<0,05). (tablica

19).
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Rezultati

TABLICA 19.

Uc¢inak BPC 157 na spontanu lokomotornu aktivnost Stakora u slobodnom prostoru izloZenih djelovanju tiopentala 20 - 40 mg/kg i. p.
Tiopental 20 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 1/1,0/1 1/1,3/2 1/1,5/2 1/2,3/4 2/3,0/4 2/2,8/5 2/2,3/4 2/2,3/4 2/2,3/4 2/3,5/5
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/1,6/4 1/2,3/4 1/2,3/4 1/3,0/4 2/3,1/5 2/2,6/4 2/3,1/5 2/3,0/5%* 2/2,3/5 2/3,5/5
BPC 157 10 ng/kg i.p. 1/2,6/4* 1/3,5/4 2/4,0/5% 2/4,0/5 2/4,0/5* 4/4,5/5* 2/3,8/5* 2/3,8/5* 4/4,5/5* 4/4,6/5*
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/2,3/4* 1/3,5/5* 2/3,5/5% 2/4,0/5* 2/3,8/5* 4/4,6/5* 2/4,0/5* 2/4,3/5* 2/4,3/5* 4/4,8/5*
Tiopental 30
NaCl 0,9% 5Sml/kg i.p. 1/1,8/5 1/2,3/5 1/1,0/1 1/2,8/5 1/2,6/5 1/2,6/4 1/2,6/4 1/2,8/4 1/2,6/4 1/2,8/5
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/1,5/4* 1/2,1/4 1/2,3/4* 2/4,0/5 2/3,0/4 2/3,3/4 2/3,0/4 2/3,1/5 2/3,5/5 2/2,8/5
BPC 157 10 ng/kg i.p. 1/2,1/5 2/2,6/4* 2/2,8/5% 2/3,5/5 2/4,0/5% 4/4,1/5% 4/4,1/5% 4/4,1/5% 4/4,1/5% 4/4,1/5%
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/1,6/2* 1/2,0/4 2/3,0/4%* 4/4,3/5% 4/4,1/5% 4/4,3/5% 4/4,3/5* 4/4,5/5* 4/4,5/5* 4/4,5/5*
Tiopental 40
NaCl 0,9% Sml/kg i.p. 1/1,0/1 1/1,0/1 1/1,3/2 1/1,5/2 1/1,5/2 1/1,6/2 1/2,0/4 1/2,3/4 1/2,3/4 1/2,8/4
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/1,1/2 1/1,1/2 1/1,1/2 1/1,1/2 1/1,1/2 1/1,5/2 1/1,1/2* 1/1,5/4 1/1,5/4 1/1,1/4
BPC 157 10 ng/kg i.p. 1/1,3/2* 1/1,3/2* 1/2,3/4* 2/2,6/4* 2/2,6/4* 2/2,6/4* 1/2,5/4 2/2,8/5* 2/3,0/5* 2/3,9/5*
BPC 157 10 pg/kg i.p. 1/1,1/2 1/1,1/2 2/2,5/3%* 1/1,6/4 2/2,6/4* 2/2,6/4* 2/2,6/4 2/3,0/4 2/4,1/5% 2/3,8/5*

#p<0,05; *+p=0,01; ***p<0,001

Aktivnost Stakora u slobodnom prostoru (ocjena 1-8, min/med/max vrijednost) predstavljena je za vrijeme O (5 minuta nakon primjene
anestetika), te nakon toga u 10-minutnim periodima do 90 minute. Usporedbe su ucinjene izmedu ocjena aktivnosti Stakora nakon primjene

tri doze BPC 157 i fizioloSke otopine.
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4.1.4. Ketamin

4.1.4.1. Odredivanje anestetske potencije

I. p. primjena ketamina u Stakora povecala je prosjecnu ocjenu anestezije
(POA) i produzila vrijeme oporavka na nacin ovisan o dozi (tablica 20). Ketamin je
povecao postotak gubitka refleksa uspravljanja na nacin ovisan o dozi s vrijednosc¢u

EDs( 73,6 (65,2-82,5) (grafikon 4).

TABLICA 20.
Ucinak ketamina na prosjecnu ocjenu anestezije (POA), gubitak refleksa
uspravljanja (GRU) i vrijeme oporavka RU u Stakora

Vrijeme
Tretman n POA GRU oporavka
(%) .
(min)
Ket 50 6 0,2+0,11 4 2,54+0,52
Ket 75 6 22+043 30 23,18 £2,64
Ket 100 6 3,7+£0,42 48 41,17+ 3,32

Razlic¢ite doze ketamina injicirane su intraperitonealno. Vrijednosti POA, trajanja
GRU 1 vremena oporavka predstavljaju prosjek (prosjek + SE). N = broj Stakora
ispitivanih u svakoj grupi, POA = prosjecna ocjena anestezije kako je opisano u
metodi, GRU (%) = % Stakora koji su pokazali gubitak refleksa uspravljanja,
Vrijeme oporavka (min) = vrijeme potrebno za oporavak normalnog refleksa
uspravljanja, *p<0,05 vs ketamin; * *p=0,001 vs ketamin; ***p<0,001 vs ketamin

BPC157 nije imao utjecaja na anestetski u¢inak ketamina (tablica 21 i grafikon

4).
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GRAFIKON 4.
Mjerenje gubitka refleksa uspravljanja djelovanjem ketamina

Prikazani su rezultati nakon primjene fizioloSke otopine ili 10 pg / kg BPC, 10 ng /
kg BPC ili 10 pg / kg BPC. Sva mjerenja ucinjena su 10 minuta nakon primjene
ketamina. Opca anestetska potencija kalkulirana preko EDsy vrijednosti za ketamin,
nije bila znacajno promijenjena.

TABLICA 21.
Ucinak BPC 157 na EDsj vrijednosti za gubitak refleksa uspravljanja
nastao djelovanjem ketamina

Interval povjerenja

EDso 95%-ne pouzdanosti p
Kontrola 73,6 65,2 82,5
BPC 10 pg/kg 65,5 57,6 73,9 0,140
BPC 10 ng/kg 72,1 64,4 80,1 0,777
BPC 10 pg/kg 60,5 52,9 68,3 0,120

EDs( vrijednosti predstavljene su za 10 minuta nakon primjene ketamina. Usporedbe
su ucinjene izmedu EDsy vrijednosti nakon primjene tri doze BPC 157 i fizioloske
otopine.
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Tablica 22 pokazuje ucinke tri doze pentadekapeptida BPC 157 na anestetsku
potenciju induciranu s razli¢itim dozama ketamina. I. p. doza pentadekapeptida BPC
157 nije imala utjecaja na POA, postotak Stakora s gubitkom refleksa kao ni vrijeme

oporavka refleksa uspravljanja inducirano s ketaminom.

TABLICA 22.
Uc¢inak BPC 157 na prosjecnu ocjenu anestezije (POA), gubitak refleksa uspravljanja
(GRU) i vrijeme oporavka RU u Stakora izloZenih djelovanju ketamina i. p.

Vrijeme
Tretman ]()/12231 n POA (;J;I)J oporavka
& (min)

Ketamin 50 mg/kg 6 0,2+0,11 4 2,54 + 0,52
Ket+BPC 10 pg 6 0,2+0,17 4 2,17+£0,32
Ket+BPC 10 ng 6 0,2+0,13 4 2,53 £0,27
Ket+BPC 10 ug 6 0,3 +£0,09 5 2,39 +£0,12
Ketamin 75 mg/lkg 6 2,2+043 30 23,18 + 2,64
Ket+BPC 10 pg 6 2,3+0,44 32 23,23 +2,17
Ket+BPC 10 ng 6 2,4 +£0,40 38 24,17 £2,75
Ket+BPC 10 pg 6 2,5+0,38 37 25,27 £2.24
Ketamin 100mg/kg 6 3,7+0,42 48 41,17 £ 3,32
Ket+BPC 10 pg/kg 6 3,6 £0,53 53 42,12 + 3,48
Ket+BPC 10 ng/kg 6 3,6 £0,45 49 43,35 +£2,67
Ket+BPC 10 pg/kg 6 3,9+0,46 47 43,44 + 3,38

BPC 157 je injiciran i. p. 5 minuta prije ketamina. Vrijednosti POA, trajanja GRU i
vremena oporavka predstavljaju prosjek (prosjek + SE). N = broj Stakora ispitivanih
u svakoj grupi, POA = prosjecna ocjena anestezije kako je opisano u metodi, GRU
(%) = % Stakora koji su pokazali gubitak refleksa uspravljanja, Vrijeme oporavka
(min) = vrijeme potrebno za oporavak normalnog refleksa uspravljanja. *p<0,05 vs
anestetik sam; **p=0,001 vs anestetik sam; ***p<0,001
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4.1.4.2. Odgovor Stakora na vanjski podrazaj

Pentadekapeptid BPC 157 je znacajno popravio poremecaj somatosenzorne
orijentacije Stakora induciran ketaminom 50 mg/kg od 50 minute (p<0,05, p=0,001 i
p<0,001). Pentadekapeptid BPC 157 10 ng/kg i 10 pug/kg popravio je poremecaj
somatosenzorne orijentacije Stakora induciran ketaminom 75 mg/kg od 60 minute
(p<0,05 i p<0,001) i poremecaj induciran ketaminom 100 mg/kg od 80 minute

(p<0,05) (tablica 23).

58



Mladen Zemba — Disertacija

Rezultati

TABLICA 23.

Ucinci BPC 157 na imobiliziraju¢i uc¢inak i somazosenzornu (diz)orijentaciju izazvanu ketaminom 50 — 100 mg/kg i. p.
Ketamin 50 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
NaCl 0,9% Sml/kgip. | 2/2,0/2 | 2202 | 223/3 | 22,53 | 12353 | VUL12 1/1,5/3 1/1,1/2 1/1,0/1 2/2,8/3 | 212,83 | 2/2.8/3 | 2/2,8/3
BPC 157 10 pg/kgi.p. | 2/2,02 | 2/2,0/2 | 2/2,3/3 | 2/2,3/3 | 1/2,0/3 [ 2/2,3/3*%% | 2/2,3/3* | 1/2,8/4* 12,03 | 2/2,8/3 | 2/2,8/3 | 2/2,8/3 | 2/2,873
BPC 157 10 ng/kgi.p. | 2/2,3/3 [ 2/2,3/3 | 2/2,5/3 | 2/2,6/3 | 22,53 | 1/2,3/3* | 22,83+ | 11,82+ | 1/2,0/3* | 1/23/3% | 2/2,8/3 | 2/2.8/3 | 2/2,8/3
BPC 157 10 pg/kgi.p. | 22,02 [ 212,02 | 2/2,6/4 | 2/2,53 | 22,53 | 1/2,6/3*** | 1/2,5/3* | 2/2,1/3* | 1/2,5/3* | 2/2,8/4* | 2/2,8/4* | 2/2,8/4* | 2/2,8/4*
Ketamin 75
NaCl 0,9% Sml/kgip. | 1/1,0/1 | 1/1,0/1 | /1,01 | 11,32 | 0/1,1/3 | 1/2,0/3 2/2,5/3 2/2,1/3 2/3,0/4 12,6/3 | 2/2,6/3 | 2/2,6/3 | 2/2,6/3
BPC 157 10 pg/kgi.p. | 0/0,8/1 | 1/1,0/1 | 1/1,0/1 | /1,12 | 0/0,8/1 | 1/1,6/2 2/2,5/3 1/1,8/3 22,53 | 212,53% | 22,53 | 22,53 | 2/2,5/3
BPC 157 10 ng/kg i.p. | 1/1,1/2 | 0/0,8/1 | 0/0.8/1 | 1/1,1/2 | 0/0,8/1 | 1/1,6/2 2/2,8/3% | 3/3,0/3+xx | 3/3,0/3++ | 2/2,5/3* | 3/3,0/3* | 3/3,0/3* | 3/3,0/3*
BPC 157 10 pg/kgip. | 00,8/1 | vL,12 | yL,12 | VL2 [ 11,12 | 1/1,6/2 22,012 | 3/3,0/3+xx | 3/3,0/3+xx | 2/2,5/3% | 3/3,0/3* | 3/3,0/3* | 3/3,0/3*
Ketamin 100
NaCl 0,9% 5ml/kgip. | /1,01 | v1on | v1on | 11,32 | 171,53 | 22,53 2/2,5/3 2/2,3/3 2/2,3/3 1253 | 2263 | 12,13 | 212,613
BPC 157 10 pg/kgi.p. | 00.8/1 | 1/1L,0/1 | /1,01 | UL12 | /1,01 | 2/2,2/3 2/2,2/3 2/2,1/3 2/2,3/3 22,513 [ 212,653 | 21253 | 2/2,6/3
BPC 157 10 ng/kgip. | ULL2 | /1,0/1 | ULL2 | 1/1,6/3% | 1/1,8/3 | 2/2,6/3 2/2.,5/3 2/2.,5/3 2/2,5/3 3/3,0/3% | 3/3,03* | 3/3,0/3* | 3/3,0/3*
BPC 157 10 pg/kg i.p. | VL2 | /1,0/1 | ULO/L | 272,0i2% | 1/1,8/3 | 2/2,5/3 2/2.,5/3 2/2,5/3 3/3,0/3% | 3/3,0/3* | 3/3,03% | 3/3,0/3* | 3/3,0/3*

#p<0,05; *+p=0,01; ***p<0,001

Odgovor Stakora na vanjski podraZzaj (ocjena 0-4, min/med/max vrijednost) predstavljena je za vrijeme O (5 minuta nakon primjene
anestetika), te nakon toga u 10-minutnim periodima do 120 minute. Usporedbe su ucinjene izmedu ocjena odgovora Stakora na Stipanje
repa nakon primjene tri doze BPC 157 1 fizioloSke otopine.
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4.1.4.3. Aktivnost u zatvorenom prostoru

Uz BPC 157 opcenito ispoljila se promjena aktivnosti Stakora u kavezu
inducirana ketaminom. U 50 minuti, Stakori kontrolne skupine kratkotrajno su
ispoljili brzo kretanje inducirano ketaminom 50 mg/kg. BPC 157 10 ng i 10 pug/kg
odgodio je pojavu brzog kretanja do 70 minute, ali je ono trajalo do 90 minute
(p<0,001). U 120 minuti Stakori kontrolne skupine kratkotrajno su ispoljili brzo
kretanje inducirano ketamimom 75 mg/kg. BPC 157 10 pg/kg inducirao je brzo
kretanje od 90-120 minute (p<0,05 i p=0,01). Pentadekapeptid BPC 157 10 ng/kg i
10 pg/kg izazvao je promjenu aktivnosti Stakora induciranu ketaminom 100 mg/kg u

vidu brzog kretanja koje je trajalo od 90-120 minute (p<0,001 i p<0,05) (tablica 24).
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TABLICA 24.
Uc¢inak BPC 157 na aktivnost Stakora u kavezu izloZenih djelovanju ketamina 50 - 100 mg/kg i. p.
Ketamin 50 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
NaCl 0,9% 2/2,3/3 2/2,8/4 2/2,8/3 2/3,3/4 3/5,5/6 4/5.,6/6 24,115 3/4,5/5 5/5.0/5 5/5.0/5 4/4,1/5 4/4,1/5 5/5.0/5
BPC 10 pg/kg 2/2,0/2% 212,513 202,613 212,53 | 33,5 | 22,60 | 2334% | 3384 | 25,164 | 445/5% | 23,04 | 3/43/5 3/4.3/5
BPC 10 ng/kg 212,513 3/3,0/3% 22,813 238/4% | 23,4 | 23304 | 23314 | 6/6,0/6% | 66,064 | 5/59/6%% | 6,6,0/6*% | 3/43/5 3/4,3/5
BPC 10 pg/kg 2/2,5/3 2/2,8/4 2/2.8/3 23.6/4 | 335 | 233/ | 2334 | 459065 | 25906 | 45.9/6%% | 3/43/5 3/4,3/5 4/4,1/5
Ketamin 75
NaCl 0,9% 212,012 212,012 212,012 212,012 202,012 2/3,0/4 3/3,5/4 3/3,5/4 3/4,0/5 213,714 4/4,1/5 4/4,3/5 6/6,0/6
BPC 10 pg/kg 202,012 22,012 212,012 212,012 2/2,3/3% 2/2,6/4 23,004 | 23,0/ | 2/33/4% 3/3,8/4 338/ | 338Mx | 4/4,1/5%
BPC 10 ng/kg 202,012 212,012 202,012 212,012 212,53 | 22,8/3% | 3/3,1/4 33,14 | 21283 | 3/33/4 33,54 | 3384 4/5.,8/6
BPC 10 pg/kg 12,04 | V154 | 1154 [ 2/2,1/3 202,314 2/2,5/3% 2/3,5/4 2/3,5/4 2/3,5/4 24,1/6% | 204,1/6% | 4526 | 4/58/6
Ketamin 100
NaCl 0,9% 1/1,8/2 1/1,8/2 212,012 202,012 22,173 212,813 3/3,3/4 3/3,5/4 202,613 3/3,1/4 4/4.6/5 4/4.6/5 4/4.6/5
BPC 10 pg/kg 212,012 212,012 212,012 212,012 202,012 212,513 3/3,0/4 2/3,3/4 212,813 3/3,1/4 4/4.6/5 4/4.6/5 4/4.6/5
BPC 10 ng/kg 112,03 112,03 212,012 202,012 212313 212,513 3/3,0/4 3/3,5/4 233/4% | 616,006 | 6/6,0/6* | 6/6,0/6%* | 6/6,0/6%%
BPC 10 pg/kg 112,1/3 112,03 212,012 212,012 212,513 202,613 3/3,0/4 2/3,3/4 3/3,6/4 343/5 | 45,006 | 45,006+ | 4/4,8/6%

#p<0,05; *%p=0,01; ***p<0,001

Aktivnost Stakora u kavezu (ocjena 1-8, min/med/max vrijednost) predstavljena je za vrijeme O (5 minuta nakon primjene anestetika), te
nakon toga u 10-minutnim periodima do 120 minute. Usporedbe su ucinjene izmedu ocjena aktivnosti Stakora nakon primjene tri doze BPC
157 1 fizioloske otopine.
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4.1.4.4. Aktivnost u slobodnom prostoru

Uz BPC 157 10 pg/kg u prvih 10 minuta pojacala se aktivnost Stakora u
slobodnom prostoru inducirana ketaminom 50 mg/kg (p<0,001 i p<0,05). Uz BPC
10 pg/kg ispoljilo se brzo kretanje inducirano ketaminom 75 mg/kg koje je trajalo od
80-120 minute (p<0,001). BPC 157 10 ng/kg i 10 ug/kg je samo u kratkim periodima
znacCajnije popravio poremecaj aktivnosti Stakora induciran ketaminom 100 mg/kg

(tablica 25).
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Rezultati

TABLICA 25.

Ucinak BPC 157 na spontanu lokomotornu aktivnost Stakora u slobodnom prostoru izloZenih djelovanju ketamina 50 — 100 mg/kg i. p.
Ketamin 50 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
NaCl 0,9% 212,02 22,004 | 212,604 | 2/33/4 | 2/4,.8/5 | 414,6/5 | 2/43/5 4/4.8/5 4/4,6/5 515,015 4/4.8/5 4/4.8/5 4/4,8/5
BPC 10 pg/kg | 2/2,012 22,02 | 223/4 | 212,6/4 | 2/4,6/5 | 414375 | 2/43/5 4/4,5/5 4/4,5/5 514,715 4/4,0/5 4/4,5/5 4/4,5/5
BPC 10ng/kg | 2/2,012 22,02 | 23,04 | 23,04 | 2/43/5 | 414,415 | 2/4,6/5 4/4,6/5 5/5,0/5* 515,005 4/4,8/5 4/4,8/5 4/4,8/5
BPC 10 pg/kg | 2/2,6/3%++ | 2/31/4* | 2/2,8/4 | 2/3,0/4 | 2/4,6/5 | 4/45/5 | 2/4,1/5 4/4,5/5 4/4,6/5 4/4,8/5 4/4,8/5 4/4,8/5 4/4,8/5
Ketamin 75
NaCl 0,9% 212,012 22,02 | 22,02 [ 22,02 | 2123/4 | 2/3,0/4 | 2/33/4 [ 2/33/4 2/3,6/4 4/4,1/5 4/4,1/5 4/4,3/5 4/4,3/5
BPC 10 pg/kg | 272,012 22,02 | 22,02 | 212,02 | 212,02 | 2123/4 | 213,04 [ 2/3,0/4 2/3,0/4 3/3,8/4 3/3,8/4 4/4,1/5 4/4,0/5
BPC 10ng/kg | 2/2,012 22,02 | 22,012 | 212,012 | 2/2,3/4 | 2/2,5/4 | 3/33/4%% | 3/33/4%x | 3314k | 442/5 4/4,2/5 4/4.2/5 4/4,1/5
BPC 10 ug/kg | 2/2,3/4 2234 | 2234 | 21234 | 21234 | 212,64 | 2/33/4 | 233/4 | 4153067 | 4/50/6%%% | 4/5.8/6%% | 4/52/6%%% | 4/59/6%+*
Ketamin 100
NaCl 0,9% 2/2,0/2 22,13 | 22,173 | 212,13 | 2/2,1/3 | 2/33/8 | 2/3,3/8 2/3,0/4 2/3,0/4 2/3,3/4 2/3,3/4 4/4,1/5 4/4,1/5
BPCI0 pg/kg 212,012 22,02 | 22,012 | 212,012 | 2/2,13 | 2/333 | 2/3,3/3 212,33 212,33 3/3,3/4 2/2,6/4 2/3,6/4 2/3,6/4
BPC 10ng/kg | 2/2,173 2/2,1/3 | 2/2,3/3* | 2/2,1/3 | 2/2,3/3* | 2/3,1/8 | 2/3,1/8 2/3,1/8 2/3,0/4 2/3,5/4 2/3,2/4 4/4,0/4 4/4,0/4
BPC 10 ug/kg | 2/2,173 22,02 | 212,02 [ 22012 | 22,33 | 212353 | 212,33 2/2,5/4 2/2,5/4 2/3,0/4 2/3,3/4 3/3,6/4 4/4,1/5

#p<0,05; *+p=0,01; ***p<0,001

Aktivnost Stakora u slobodnom prostoru (ocjena 1-8, min/med/max vrijednost) predstavljena je za vrijeme O (5 minuta nakon
primjene anestetika), te nakon toga u 10-minutnim periodima do 120 minute. Usporedbe su ucinjene izmedu ocjena aktivnosti Stakora
nakon primjene tri doze BPC 157 1 fizioloSke otopine.
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4.2. Anestetici s u¢inkom katalepsije

4.2.1. Fentanil

4.2.1.1. Odredivanje katalepticke potencije

Stakori kojima je injicirana fiziolo§ka otopina nisu pokazali znake katalepsije u
trajanju duzem od 20 sekundi u periodu od 120 min. Fentanil, agonist p receptora
inducirao je katalepsiju u Stakora, koja je zapocela 1-2 minute nakon injekcije i
trajala 20-30 minuta. Fentanil je inducirao katalepticki odgovor u uskom rasponu
doza. Kumulativno trajanje katalepsije u Stakora kojima je injiciran fentanil 300
pg/kg t. t. iznosila je 22,23 + 3,56 min (n = 6) (grafikon 5). Katalepsija inducirana
fentanilom bila je popracena Straubovim fenomenom, koji je opaZen kod miSi¢ne

rigidnosti.
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Trajanje katalepsije (min
o

10 -
5 _
O T T
FizioloSka Fentanil 200,0  Fentanil 300,0  Fentanil 400,0
otopina Mo/kg uo/kg pg’kg
GRAFIKON 5.

Ucinak akutne primjene fentanila na razvoj katalepsije na precki u Stakora
Stakorima je injicirana fizioloska otopina ili fentanil (200,0-400,0 pg / kg i. p.).
Vrijeme u kojem su Stakori ostali u kataleptiCkom poloZaju biljeZeno je kumulativno

120 minuta nakon injekcije. Vrijednosti predstavljaju prosjek + SE 6 Stakora u
svakoj skupini. * p < 0,05 prema kontroli.

BPC 157 10 ng/kg i 10 pg/kg je znacajno skratio vrijeme oporavka
katalepsije inducirano s fentanilom 300,0 pg/kg (p<0,05) (grafikon 6). Kumulativno
trajanje katalepsije u Stakora kojima je injiciran pentadekapeptid BPC 157 10 ng/kg
t.t. iznosilo je 5,23 £ 1,23 min (n = 6), te 4,15 + 1,26 min u Stakora kojima je BPC
157 injiciran u dozi 10 pg/kg t.t, (n = 6) (grafikon 6). Vrijeme oporavka katalepsije
se skratilo + 76% za 10 ng/kg i + 81% za 10 pg/kg BPC 157. Fentanil u dozi 200,0
ng/kg nije doveo do razvoja katalepsije u $takora. Stakori kojima je apliciran fentanil

400 pg/kg ispoljili su uvrtanje trupa, sa straznjim Sapama u polozaju adukcije ili su

69



Mladen Zemba - Disertacija Rasprava

izgledali dezorijentirani i padali. Uvrtanja je slijedio letalni ishod u nekolicine
Stakora. BPC 157 nije imao znacajnog utjecaja na oporavak poremecaja induciranog

s fentanilom 400 ug/kg.
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Fentanil 300,0 ug’lkg BPC 10 pg/kg + BPC10 ng/kg + BPC10 pg/kg +
Fentanil 300,0 pg/kg  Fentanil 300,0 ug/kg  Fentanil 300,0 pg/kg
GRAFIKON 6.
Ucinak pentadekapeptida BPC 157 na katalepsiju u Stakora induciranu s fentanilom
300 pg/kg

Stakorima je injicirana fizioloska otopina ili pentadekapeptid BPC 157 (10 pg,
10 ng, 10 pg/kg, i. p.) S5 min prije fentanila 300 pg / kg i. p.. Vrijednosti
predstavljaju kumulativno trajanje i prosjek + SE 6 Stakora kroz 120 min. * p <
0,05 prema kontroli.
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4.2.2. Dehidrobenzperidol (droperidol)

Droperidolom inducirana katalepsija bila je duzeg trajanja od katalepsije
izazvane fentanilom. U dozama za koje je poznato da izazivaju katalepsiju,
dehidrobenzperidol je imao kataleptogeni u¢inak, koji je bio izrazit kod doze 6 mg /
kg t. t., a kod doze od 8 mg / kg t. t. katalepsija na precki se pojavila tek u drugom
satu i bila je slabije izraZzena. Opcenito, slabljenje stabilne dehidrobenzperidolske
katalepsije bilo je evidentno ukoliko je u pretretmanu bio dat pentadekapeptid BPC
157. Primjena pentadekapeptida BPC 157 u dozi od 10 pgili 10 ng/ kg t. t. slabila je
katalepsiju na precki u Stakora tretiranih droperidolom sa statisticki znaCajnom
razlikom prema kontroli na razini p < 0,05 (grafikon 7 i grafikon 8). Kumulativno
trajanje katalepsije u Stakora kojima je injiciran droperidol 6 mg/kg t. t. iznosilo je
60,45 £+ 2,25 min (n = 6), dok ona nije bila izrazena u Stakora kojima je injiciran
pentadekapeptid BPC 157 u ng-pg dozama (grafikon 7). Vrijeme katalepsije

skrac¢eno je + 100 % za 10 ng/kg i 10 ug/kg pentadekapeptida BPC 157.
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Droperidol 6 BPC 10 pg/lkg + BPC 10 ng/lkg+  BPC 157 10
mg/kg Droperidol 6 Droperidol 6 Hg/kg +
mg/kg mg/kg Droperidol 6
mg/kg
GRAFIKON 7.

Katalepsija na precki, droperidol 6 mg/kg t. t.

Utinak pentadekeptidla BPC 157 (10 pg, 10 ng, 10 pg kg' ip.) na
dehidrobenzperidolom (6 mg/kg i. p.) induciranu katalepsiju u Stakora. BPC 157 je
bio injiciran 5 min prije dehidrobenzperidola. Stakori su promatrani 120 min.
Vrijednosti predstavljaju prosjek + SE 6 Stakora u svakoj skupini. * p < 0,05 prema
kontroli.

72



Mladen Zemba - Disertacija Rasprava

60

c

E 50 -

2 40 -

[72]

&

= 30 -

g

o 20 -

s

‘® 10 1 * * *

=

O T T T
Droperidol 8 BPC 10 pg/kg + BPC 10 ng/kg + BPC 10 pg/kg +
mg/kg Droperidol 8 Droperidol 8 Droperidol 8
mg/kg mg/kg mg/kg
GRAFIKON 8.

Katalepsija na precki, droperidol 8 mg/kg t. t.

Uéinak pentadekeptida BPC 157 (10 pg, 10 ng, 10 pg kg' ip.) na
dehidrobenzperidolom (8 mg/kg i. p.) induciranu katalepsiju u Stakora. BPC 157 je
bio injiciran 5 min prije dehidrobenzperidola. Stakori su promatrani 120 min.
Vrijednosti predstavljaju prosjek + SE 6 Stakora u svakoj skupini. * p < 0,05 prema
kontroli.

73



Mladen Zemba - Disertacija Rasprava

4.2.3. Talamonal

I. p. aplikacija talamonala (0,1 mg / kg t. t. fentanila + 5,0 mg / kg t. t.
droperidola) nije izazvala istaknutu ispoljenost katalepsije na precki u tretiranih
Stakora u trajanju do 2 sata (grafikon 9). Kumulativno trajanje katalepsije u Stakora
kojima je injiciran talamonal (fentanil 0,1 mg / kg t. t. + droperidol 5,0 mg / kg t. t.)
iznosilo je 20,00 £ 2,28 min (n = 6), dok katalepsija nije bila izrazena u Stakora

kojima je injiciran pentadekapeptid BPC 157 u ng-pug dozama (grafikon 9).

-y -y N
o ()] o
| | |

Trajanje katalepsije (min

()]
I

O T T T

Talamonal (0,1 BPC 10 pg/kg + BPC 10 ng/kg + BPC 10 pg/kg +
+ 5mg/kg)  Talamonal (0,1 + Talamonal (0,1 + Talamonal (0,1 +
5 mg/kg) 5 mg/kQ) 5 mg/kQ)

GRAFIKON 9.
Katalepsija na precki, talamonal (fentanil 0,1 mg/kgt. t. +
droperidol 5,0 mg / kg t. t.)

Ucinak pentadekeptida BPC 157 (10 pg, 10 ng, 10 pg /kg t. t. i.p.) na talamonalom
(fentanil 0,1 mg / kg t. t. + droperidol 5,0 mg / kg t. t.) induciranu katalepsiju u
Stakora. BPC 157 je bio injiciran 5 min prije dehidrobenzperidola. Stakori su
promatrani 120 min. Vrijednosti predstavljaju prosjek + SE 6 Stakora u svakoj
skupini. * p < 0,05 prema kontroli.
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Pentadekapeptid BPC 157 nije djelovao na katalepsiju na precki kod vise doze
(0,15 mg / kg t. t. fentanila + 7, 5 mg / kg t. t. droperidola) talamonala primijenjene i.

p. (grafikon 10).
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Fiziooska BPC 10 pg’kg + BPC 10 ng/kg + BPC 10 ug/kg +
otopina Talamonal (0,15 Talamonal (0,15 Talamonal (0,15
+ 7,5 mg/kg) + 7,5 mg/kQ) + 7,5 mg/kg)

GRAFIKON 10.
Katalepsija na precki, talamonal (fentanil 150,0 ng/kgt. t. +
droperidol 7,5 mg / kg t. t.)

Ucinak pentadekeptida BPC 157 (10 pg, 10 ng, 10 pg /kg t. t. i.p.) na talamonalom
(fentanil 0,15 mg / kg t. t. + droperidol 7,5 mg / kg t. t.) induciranu katalepsiju u
Stakora. BPC 157 ili fizioloSka otopina injicirani su 5 min prije dehidrobenzperidola.
Stakori su promatrani 120 min. Vrijednosti predstavljaju prosjek + SE 6 $takora u
svakoj skupini. * p < 0,05 prema kontroli.
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Rasprava

4.3. Pregled ucinaka pentadekapeptida BPC 157 na
vrijeme oporavka Stakora izloZenih djelovanju
razliCitih anestetskih lijekova

Pentadekapeptid BPC 157 mijenja anestetsku potenciju ispitivanih spojeva i

vrijeme oporavka Stakora (tablica 26).

TABLICA 26.
Rezultati razlicitih pokusa s izraCunatim vrijednostima vremena oporavka

za Stakore izloZene djelovanju anestetskih lijekova u prisustvu pentadekapeptida

BPC 157 i. p. (prosjek = SE)

ANESTETSKI oﬁg{gﬁ%}(ﬂ \ opoﬁlgz%m RELATIVNA
LIJEK (MIN) (MIN) BPCIST | PROMJENA (%)
Diazepam 11,62 £ 2,65 4,13 +1,65* 64
Tiopental 35,14 + 3,23 3,37 +1,92% 89
Fentanil 22,23 +3.56 4,15 + 1,26* 81
DHBP 60,15 + 2,25 0,00 + 0,00% 100
Talamonal 20,00 +2.28 0,00 + 0,00% 100
Propofol 12,22 + 3,06 11,07 £1.29 .
Ketamin 23,18 + 2,64 25,27 +2.24 -

BPC 157 10 pg/kg je injiciran i. p. 5 minuta prije anestetskih lijekova. Vrijednosti
vremena oporavka predstavljaju prosjek (prosjek + SE). Vrijeme oporavka (min) =
vrijeme potrebno za oporavak imobilnosti Stakora. * IzraCunate vrijednosti vremena
oporavka za anestetske lijekove znacajno razlicite prema kontrolnim skupinama.
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5. RASPRAVA
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5.1. Primarni zakljucci rezultata

Pentadekapeptid BPC 157 antagonizira opfu anestetsku potenciju tiopentala.
Anestetska potencija propofola i ketamina ostaju nepromijenjene. Pomak pravca doza-
odgovor udesno interpretiran je kao antagonizam anestezije, bez upucivanja na
neizostavnu ukljuc¢enost kompetitivne interakcije na receptorima. Pentadekapeptid
BPC 157 antagonizira anesteziji sliCan ucinak diazepama, te katalepsiju izazvanu
fentanilom, dehidrobenzperidolom i talamonalom. Kod svih ispitivanih spojeva
ostvaren je razliit somatosenzorni i motorni oporavak, po obrascu koji odgovara
interakciji pentadekapeptida BPC 157 u putovima selektiranim djelovanjem pojedinog
spoja. Interakcije pokazane u ovim pokusima zbirno su prikazane u tablici 27.

Potenciranje u¢inka GABA-e videno je s razliCitim tipovima spojeva, npr.
barbituratima (81), steroidima (82), inhalacijskim spojevima (83) i propofolom (84).
Medutim, takvo potenciranje videno je takoder kod benzodiazepina, koji ne dovode
do stanja koje poznamo kao opcu anesteziju do doza pribliZnih letalnim (85) iako ovi
lijekovi potenciraju opce anestetsko djelovanje drugih lijekova. Iz ranijih pokusa je
poznato da BPC 157 djeluje tako da favorizira prirodnu homeostazu GABA
receptorskog kompleksa (73). BPC 157 antagonizira sedativno / hipnotsko djelovanje
diazepama i jaCa aktivnost Stakora u mjestu, ali ne lokomociju, $to se moZe objasniti
time da je diazepam lijek kod kojeg nema dopaminske (DA) transmisije. Samo
djelovanje benzodiazepina u ovoj klasi receptora moze biti specifi¢no antagonizirano

(86). Flumazenil, imidazobenzodiazepin, antagonist je benzodiazepina koji
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kompetitivnom inhibicijom blokira srediSnje ucinke spojeva koji djeluju preko
benzodiazepinskih receptora. Fizostigmin poniStava sedaciju izazvanu velikim
brojem razliCitih spojeva, pa tako i benzodiazepina nespecificnim, vjerojatno
nekompetititvnim tipom antagonizma, po svoj prilici stimulacijom kolinergic¢kih
neurona presudnih za paznju i aktivaciju mozdane kore.

Za ulinke intravenskih anestetika, ukljucujuci propofol, opcéenito se misli da
su posredovani GABAergickim mehanizmom (87, 88). Propofol pokazuje zacudo
malo ovisnosti o vrsti B podjedinica GABA receptora, mada jednake mutacije u B ili
B3 podjedinicama imaju ucinak na ovaj anestetik. Propofolom inducirana supresija
refleksa povlacenja na bolni podrazaj (imobiliziraju¢e djelovanje) bila je kompletno
ukinuta u miSeva s mutacijom na B3 podjedinici GABA, receptora (89). Mada je
oporavak gubitka refleksa uspravljanja induciran propofolom bio ubrzan u 3
Zivotinja (89), sam po sebi on nije bio blokiran. To pokazuje da je izravno hipnotsko
djelovanje lijeka bilo relativno sacuvano u ovih GABA, receptor knock-in miSeva
(89). Ovi rezultati su u suglasju s ranijim farmakoloskim ispitivanjima koja su
pokazala da je samo imobiliziraju¢i, ali ne i hipnotski, u¢inak propofola osjetljiv na
sustavnu primjenu blokatora GABA, receptora (4, 90). Propofol moze posredovati
druge klinicki relevantne ucinke neovisno o GABA, receptorima, vjerojatno preko
alternativnih ionskih mehanizama. Chen X i sur., (2005) (91) su otkrili da propofol
selektivno inhibira kanale koji posreduju I, u kortikalnim piramidalnim neuronima.
Propofol moZe takoder inhibirati apamin-osjetljive kalcijem-aktivirane K* struje (92)
i povecati sinapticku i tonicku aktivnost GABA,4 struja u neuronima neokorteksa i

hipokampusa (93).
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Rasprava

TABLICA 27.

Prikaz mjesta djelovanja i interakcija ispitivanih i. v. anestetika 1 pentadekapeptida BPC 157

mozdini, talamus i ascedentni
putovi retikularne formacije.

DA

Lijek Mjesto djelovanja transmisija DOPAMINA Bazalni udinci lijeka Ucinci BPC 157
- smanjen % GRU
- EDsppovecana na 17,3
-GRU (15,8-18,9) mg/kg,
- EDs sedativnog u€inka - poboljSana somatosenzorna
Diazepam Mozdana kora - nema 15,1 (13,7-16,5) orijentacija
- povecana aktivnost u mjestu
- skra¢eno vrijeme oporavka.
antagonizira sedativno/hipnotski
ucinak
- nepromijenjen % GRU
- nepromijenjena EDs,
- somatosenzorna orijentacija
- GRU pobolj$ana samo u 5 min (propofol
. - inhibira oslobadanje DA - EDs, anestetskog ucinka 100 mg/kg), inace bez promjene
Propofol MoZdana kora u NAc ! 82,6 (73,6-92,6) ¢ - lokom%)to%na aktivnost%obojljéana
od 40 min (propofol 100 mg/kg),
inace bez promjene
- nepromijenjeno vrijeme oporavka
ne mijenja anestetski u¢inak
MozZdana kora, piramidne - zna€ajno smanjuje
stanice malog mozga, n. oslobadanje DA u NAc - GRU - smanjen % GRU
cuneatus, supstantia nigra, - inhibira ketaminom - EDs anestetskog u¢inka - EDs, povecana na 39,5
Tiopental presinapticki u kraljesni¢noj inducirano oslobadanje 21,1 (10,1-32,1) (26,2-67,8) mg/kg

- skra¢eno vrijeme oporavka

antagonizira anestetski uc¢inak
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Rasprava

TABLICA 27. (nastavak)
Prikaz mjesta djelovanja i interakcija ispitivanih i. v. anestetika i pentadekapeptida BPC 157

(lobus frontalis), prijenos
podraZaja od mezencefalona
do limbickog sustava
(blokada)

izbijanja DA neurona i
ponovni unos DA i porast
bazalne aktivnosti DA
neurona u SNci VTA.

Lijek Mjesto djelovanja transmisija DOPAMINA Bazalni u¢inci lijeka U¢inci BPC 157
- nepromijenjen % GRU
- povecava ucestalost - nepromijenjena EDs,
okidanja DA neurona u -GRU - poboljSana somatosenzorna
VTA - EDs anestetskog ucinka orijentacija s 50 mg/kg;
. . - ne modulira 73,6 (65,2-82,5) uz viSe doze slabije izraZeno
Funkcionalno i . .. . . : . . ; N -
o . nigrostrijatalnu DA - inducirana pojava - potencirano ispoljavanje i duze trajanje
. elektrofiziolo$ko odvajanje .. . . . .
Ketamin . . funkciju brzih pokreta u 40 min brzih pokreta od 70 min
talamo-neokortikalnog i ..
oy - obrt DA u strijatumu
limbickog sustava. oy . oy
sniZen ili nepromijenjen PoboljSava somatosenzornu
- inducira disfunkciju orijentaciju, potencira motorni
mezolimbickih i mezo- oporavak i brzo kretanje u post-
kortikalnih DA neurona anestetskom periodu
Fentanil 200 ug/kg:
Talamus i talamokortikalne - povecéava oslobadanje - ne izaziva katalepsiju u
projekcije do asocijacijskih DA u strijatumu i Nac Stakora
Fentanil podrucja mozdane kore - djeluje na ucestalost

81




Mladen Zemba - Disertacija

Rasprava

TABLICA 27. (nastavak)
Prikaz mjesta djelovanja i interakcija ispitivanih i. v. anestetika i pentadekapeptida BPC 157

Lijek

Mjesto djelovanja

transmisija DOPAMINA

Bazalni udinci lijeka

Uc¢inci BPC 157

Fentanil

Fentanil 300 ug/kg:
- katalepsija se razvija 1-2
min nakon injekcije
- katalepsija je popracena
Straubovim fenomenom
- kumulativno trajanje
katalepsije 22,23+3,56

Fentanil 400 ug/kg:
- uvrtanje trupa, sa straznjim
Sapama u abdukciji, uginuce
nekolicine Stakora

10 ng/kg: kumulativno trajanje
katalepsije 5,23+1,23 min
10 pg/kg: kumulativno trajanje
katalepsije 4,15+1,26 min

Antagonizira katalepsiju

bez promjene
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TABLICA 27. (nastavak)
Prikaz mjesta djelovanja i interakcija ispitivanih i. v. anestetika i pentadekapeptida BPC 157

Lijek Mjesto djelovanja transmisija DOPAMINA Bazalni ucinci lijeka U¢inci BPC 157

Retikularna formacija i
talamo-kortikalni projekcijski
putovi. Djeluje u podrucju - kumulativno trajanje katalepsije

Dehidrobenzoperidol Jezgri talamusa 1na limbicki - oStecenje nigrostrijatalne - kumulativno trajanje 0,00£0,00
sustav (u podrucjima mozgau | . coicie DA Katalepsije: 60,45+2,25 min
kojima postoje DA-ergicke, T antagonizira (slabi) katalepsiju
5-HT-ergicke i NA-ergicke
sinapse.
-kumulativno trajanje katalepsije:
Talamonal Mjesto djelovanja kao kod: -kumulativno trajanje 0,00+0,00
fentanila + droperidol katalepsije: 20,00£2,28 min

antagonizira (slabi) katalepsiju
GRU - gubitak refleksa uspravljanja, DA — dopamin, NAc — akumbalna jezgra, VT A — ventralno talamicko podrucje, SNc — kompaktna crna tvar
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Tako se ¢ini, da multipli ionski kanali mogu doprinijeti kompleksno
integriranom ucinku propofola na kortikalne neurone i drugdje. Primarna senzorna
kora je glavno mjesto djelovanja propofola (94), dok u n. accumbensu Stakora on
inhibira oslobadanje dopamina na nacin neovisan o D,, GABA, i NMDA
receptorima, pa je moguce da propofol tu ne djeluje preko receptorskih mehanizama,
nego blokadom ionskih kanala (95). Tretman s NOS inhibitorom L-NAME smanjio
je potrebu za propofolom za 26% (96). Izostanak uc¢inka pentadekapeptida BPC 157
na propofolsku anesteziju sugerira da je mehanizam djelovanja propofola mnogo
kompleksniji nego se moglo pomisliti.

Kod tiopentala se pokazala potpuna funkcionalna simetrija u odgovoru na
djelovanje pentadekapeptida BPC 157, ukazuju¢i mozda na izravnu interferenciju
ispitivanih spojeva. Barbiturati pojacavaju GABAergi¢ku transmisiju povecanjem
vezanja GABA za receptore i povecanjem osjetljivosti GABA receptorskih kanala.
Pri viSim koncentracijama barbiturati potiskuju o kalciju ovisne akcijske potencijale,
te smanjuju oslobadanje neurotransmitera ovisno o kalciju (97). Nadalje, oni
produzuju funkcionalnu aktivnost kloridnih kanala smanjenjem disocijacije GABA-e
od njenog receptora (tzv. GABA-mimetsko djelovanje) (98). Pentobarbital
signifikantno smanjuje oslobadanje dopamina u n. accumbensu i inhibira ketaminom
inducirano oslobadanje dopamina (99). Barbiturati blokiraju transmisiju ekscitatornih
amino kiselina, ali su odgovori na AMPA i posebno, kainatskim receptorima mnogo
dojmljiviji nego oni posredovani NMDA receptorima (100, 101). Intravenski
anestetik tiopental smanjuje NOS aktivnost i razinu cGMP u mozgu (102, 103).
Tretman s NOS inhibitorom L-NAME smanjio je potrebu za intravenskim

anestetikom tiopentalom za 43 % (96). Barbiturati suprimiraju porast neuronalnog
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cGMP stimuliran NMDA i kainatskim receptorima (104) s tim da tiopental ima
izravno djelovanje na guanilil ciklazu (103).

Antagonisti GABA, receptora ne antagoniziraju in vivo anesteziju izazvanu
pentobarbitalom i propofolom (4), Sto sugerira da potenciranje GABA transmisije
nije glavni ¢imbenik u nastanku anestezije ovim spojevima. Moguce je da
potenciranje GABA 4 transmisije ima u¢inak pojacanja opée anestezije dok primarni
mehanizam anestezije ukljuuje drugo mjesto. Stoga, potencijacija funkcije GABA4
receptora nije apsolutni zahtjev za nastanak anestezije. Anestezija pentobarbitalom
moze ukljuciti dodatne mehanizme, u skladu s preklapanjem mehanizama
talamokortikalne inhibicije (105). S obzirom na redundantnost sustava, tako vazna
funkcija kao $to je svijest vjerojatno je kontrolirana od viSe neurotransmiterskih
sustava.

Opcenito, uzimaju¢i u obzir djelovanje op¢ih anestetika (87) i antagonizam
op¢e anestezije (7-13), pokazan za pentadekapeptid BPC 157 (kao antagonizam
razli¢itih posljedica sustavnih poremecaja GABA-e (73), dopamina (66-68) i
serotonina (70, 71), antikonvulzivna aktivnost (73) zajedno s antagonizacijom lezija
induciranih primjenom etanola (62, 63) te suprotstavljanjem akutnoj i kroni¢noj
intoksikaciji etanolom (60, 61), bez promjena u ponasanju kada se daje sam (60, 61,
68, 75, 77) i bez izvjeStaja o toksi¢nosti (106-108), daje osnovu za antagonisticki
ucinak razli¢it od standardnih spojeva koji antagoniziraju ucinke opcih anestetika
spomenutih ranije (7-13). Zajedno, ovi podaci (60-63, 69-71, 73, 75, 77) (npr., kada
se primjeni periferno, BPC 157 ima regionalno-specifi¢an utjecaj na sintezu 5-HT u
mozgu Stakora, koja je znacajno povecana u SN (kompakta i retikulata) (69) daju

osnovu za ispitivanje ucinaka BPC 157 na ispitivane i. v. anestetike u Stakora.
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Pentadekapeptid BPC 157 antagonizira op¢u anestetsku potenciju tiopentala, ali ne
antagonizira propofol i ketamin. Stoga, potenciju BPC 157 u antagonizaciji
djelovanja op¢ih anestetika, koja se odnosi na antagonizaciju uc¢inaka tiopentala,
treba promatrati u odnosu na opée poznato potenciraju¢e djelovanje GABA-e na
GABA receptorima zajednicko za barbiturate (87, 109) i propofol (87, 109), posto
je pozitivna modulacija glicinskih receptora manje osjetljiva na barbiturate (87, 109)
i propofol (87, 109), inhibiciju NMDA receptora ketaminom (87) i konacno, sa
GABA, receptorima koji vjerojatno ispoljavaju specifi¢na vezna mjesta za razlicite
vrste anestetika (109). Zato je moguce, da BPC 157 koji ne antagonizira opce
anestetsko djelovanje ketamina, moZe promptno antagonizirati op¢i anestetski u¢inak
tiopentala, ali ne i u¢inak propofola. Cinjenica da BPC 157 odigledno nije GABA
mimetik koji izaziva gubitak svjesti (110) ukazuje da antagonizacija opceg
anestetskog ucinka tiopentala moze biti posljedica njegove posebne uloge na GABA
receptorima u posredovanju hipnotskih ucinaka op¢ih anestetika. S druge strane,
samo tiopental, za razliku od propofola inducira "anaesteziji-slicno" stanje u

n

mozdanom deblu Stakora, " mezopontinom tegmentalom anestetskom podruc¢ju”
otkrivenom nedavno kao regiji osjetljivoj na anestetike (111). Flumazenil potencira
hipnotsku aktivnost propofola, ali ne potencira hipnotsku aktivnost tiopentala (112).
Zabiljezeni su razli€iti ucinci propofola, ketamina i tiopentala na mikrocirkulaciju, a
disfunkcionalni kontrolni mehanizmi na razini mikrocirkulacije mogu takoder
mijenjati odgovore na anestetike (113). Ucinak tiopentala na relaksaciju arterija, za
razliku od propofola ovisan je o endotelu i moZe biti inhibiran NOS inhibitorom L-

NAME, (114) §to moze vjerojatno biti vazno u prikazivanju u¢inaka BPC 157 na NO

sustav (57).
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Razli¢iti nalazi govore za multifaktorijalni ucdinak ketamina na
neurotransmitere. Ketamin je potentni nekompetitivni antagonist NMDA receptora.
NMDA inhibicija dovodi do katalepsije, u skladu s u¢inkom ketamina. Sugerirano je
da bi to mogao biti mehanizam anestetskog ucinka i ponasanja kod ketamina. Obrt
acetilkolina u nucleus caudatusu i hipokampusu Stakora je smanjen, a glutamatom
posredovana sprovodljivost na receptorskoj razini inhibirana (115). O sudjelovanju
opioidnih receptora zakljuuje se na osnovu ispitivanja vezivanja (116) i
djelomi¢nog antagonizma djelovanja ketamina naloksonom. Ketamin modulira
djelovanje GABA na GABA receptorima, ali sam nema djelovanje na tim
receptorima (117). Tretman s NOS inhibitorom L-NAME smanjuje potrebu za
intravenskim anestetikom ketaminom za 63 % (96). U NOS-deficijentnih miSeva
primjena L-NAME ne mijenja MAK vrijednost isoflurana, ali ketamin smanjuje
MAK isoflurana, ukazuju¢i da ketamin djeluje na receptore razli¢ite od NMDA
receptora, ili da NMDA receptori posreduju njegove intracelularne ucinke preko
putova neovisnih o oslobadanju NO (118). Facilitatorna regulacija otpustanja
dopamina barem je dijelom posredovana NMDA receptorima lociranim u
DAergickim Ziv€anim ograncima u strijatumu. Naime, aktivacija NMDA receptora
dovodi do aktivacije neuronalne NOS i povecanja tvorbe NO, koji regulira otpustanje
dopamina (119). Ketamin inducira stereotipno ponasSanje, Sto je zajedni¢ko svojstvo
psihomotornih stimulansa amfetaminskog tipa (115). Interakcije ketamina s
dopaminergickim sustavom mozga su kompleksne i u nekim slucajevima
kontradiktorne. Tako, ketamin ne modulira nigrostrijatalnu dopaminsku funkciju
(120), dok je obrt dopamina u strijatumu nepromijenjen (121) ili snizen (120).

Suprotno, ketamin povecava ucestalost okidanja dopaminskih neurona ventralnog
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tegmentuma (120) i inducira hiperlokomociju u miseva (122). Ketamin znacajno
povecava oslobadanje dopamina u n. accumbensu (NAc) Stakora (123, 124), odnosno
inducira disfunkciju mezolimbickih i mezokortikalnih dopaminskih neurona.
Opcenito, opijati smanjuju spontanu pokretljivost i izazivaju rigidnost misic¢a i
katalepsiju (125). Ve¢ davno je utvrdeno kod katalepsije i stereotipije izazvane
narkoticima u Stakora, da morfin, kodein i fentanil, za razliku od pentazocina,
inhibiraju aktivnost ovisno o srediSnjoj dopaminergickoj funkciji u Stakora. Misli se
da bi mehanizam ovog djelovanja ve¢inom bio neizravan i u vezi s presinaptickom
dopaminergickom funkcijom (126). Vazno je zapaziti, da je kataleptogeni ucinak
fentanila i droperidola usporediv, ali prekurzor dopamina L-dopa, mada davan u
visokim dozama, nije mogao antagonizirati katalepsiju izazvanu fentanilom (127).
Fentanil, agonist p receptora inducira katalepsiju u miseva (128), koja je definirana
smanjenom sposobnos¢u zapocinjanja pokreta i nesposobnoscu ispravljanja polozaja
koji je karakteriziran miSi¢nom rigidnos¢u i akinezijom. Egzogeni opioidi mogu
utjecati na aktivnost mezolimbickih DAergickih neurona, a taj ucinak je u podlozi
lokomotornih ucinaka (129, 130) tih spojeva. Piepponen i sur., (1999) jasno pokazuju
da su uz mezolimbicki dopaminergiCki sustav, u receptori takoder ukljuceni u
kontrolu nigrostrijatalnog otpustanja i metabolizma dopamina (131). Za djelovanje
fentanila, uz uplitanje u otpustanje, prihvat i metabolizam dopamina, odgovoran je i
njegov ucinak na dopaminergic¢ku i glutamatergicku neurotransmisiju u podrucjima
porijekla (SN i VTA) i terminalnim (NAc i nucleus caudatus) podrucjima
mezolimbickog 1 nigrostrijatalnog dopaminergickog sustava. Istodobnim
djelovanjem fentanila na DAergicke neurone SNc i VTA dolazi do poremetnje veza

mezokortikalnih i drugih dopaminskih neurona koji projiciraju u NAc, S§to stvara
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neravnotezu u funkcioniranju izlaznih akumbalnih putova. Mehanizam kojim BPC
157 ispoljava inhibitorni u¢inak na katalepsiju induciranu fentanilom u vezi je s
aktivacijom dopaminergi¢ke transmisije. U ranijim radovima je utvrdeno da NO
povecava oslobadanje dopamina u strijatumu (132, 133) i kontrolira aktivnost
dopaminergickih neurona u strijatumu (134), povecava njihovu aktivnost (134, 135) i
inhibira kotransporter dopamina (136). Erkent i sur., (2006) (137) su pokazali da L-
arginin antagonizira potenciraju¢i ucinak inhibitora NOS na fentanilom induciranu
katalepsiju, S$to ukazuje na modulatornu ulogu NO u nastanku te katalepsije.
Nalokson, antagonist p opioidnih receptora, takoder inhibira katalepsiju u miseva
tretiranih fentanilom samim i kombinacijom fentanila i 7-NI (137). Ti rezultati
ukazuju na zajednicki mehanizam p receptora i NO sustava u razvoju fentanilom
inducirane katalepsije.

Poznato je da dehidrobenzperidol (droperidol) djeluje u srediSnjem Zivéanom
sustavu samo u onim podru¢jima mozga u kojima postoje dopaminergicke,
noradrenergicke 1 serotoninergiCke sinapse (138). Neurolepticima inducirana
katalepsija, ponasanje u vezi s oSte¢enjem nigrostrijatalne DA transmisije, oslabljena
je s pentadekapeptidom BPC 157. Narkevich i sur., (2005) su pokazali da se u
uvjetima neurolepticke katalepsije smanjuje sadrzaj NO u kori mozga (139).
Injekcija droperidola inhibira aktivnost NOS, Sto ukazuje na vezu NO-ergickog i
nigrostrijatalnog dopaminergickog sustava. Djelovanjem NO povecava se
oslobadanje dopamina u strijatumu Stakora (140, 133), koje je smanjeno je nakon
inhibicije NOS (141). Penatekapeptid BPC 157 bi modulacijom strijatalnog
otpustanje serotonina, glutamata i GABA-e, mogao modulirati motorno ponasanje i

biti klju¢ni ucesnik procesa u nigrostrijatalnom sustavu. Potencijacija katalepsije
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inducirane sa fentanilom i haloperidolom sa NOS inhibitorima (120, 142), moze se
objasniti smanjenim otpustanjem dopamina. Medutim, doprinos NO u indukciji
katalepticCkog djelovanja ovim spojevima razlikuje se u veli¢ini. U slucaju
neuroleptika dehidrobenzperidola, koji zauzima postsinapticke receptore, BPC 157
umjereno nadjacava katalepticko djelovanje povecanjem otpusStanja dopamina. Kako
se kod fentanilom inducirane katalepsije radi o zauzetosti presinaptickih
dopaminskih receptora, djelovanjem BPC 157, katalepticko djelovanje fentanila
moze biti inhibirano u ve¢om opsegu (137).

Interesantno, pentadekapeptid BPC 157, za koji studije vezanja nisu pokazale
nikakvo vezanje za dopaminske receptore i koji nema utjecaj na ponasanje normalnih
Zivotinja, moZe blokirati stereotipiju izazvanu dopaminskim agonistom,
amfetaminom (75). BPC 157 takoder blokira pojacani u¢inak amfetamina nakon
primjene haloperidola (npr., ponasanje uspinjanja) u miseva (75). Kako se opc¢enito
smatra da je pojacano ponasanje uspinjanja inducirano amfetaminom odgodeni
rezultat up-regulacije strijatalnih dopaminskih receptora nakon aplikacije
haloperidola i blokade dopaminskih receptora (143), ovo djelovanje daje osnovu za
tvrdnju da BPC 157 djeluje i na druge bliske posljedice blokade dopaminskih
receptora, kao Sto su katalepsija, inducirana haloperidolom ili flufenazinom i
somatosenzorna dizorijentacija inducirana klozapinom ili sulpiridom (77). Takoder
je pokazano da pentadekapeptid BPC 157 moZe popraviti motorne poremecaje
izazvane metabolitom meperidina, neurotoksinom 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-
hidropiridinom (MPTP), neurotoksinom koji zahvaca nigrostrijatalni dopaminski
sustav (144), ili rezerpinom, depletorom dopaminergickih intraneuronskih granula

(144).
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Opcenito, s obzirom na katalepsiju induciranu fentanilom i droperidolom,
primijenjenih samih ili u kombinaciji, izgleda da antagonisticki u¢inak BPC 157
moze biti vjerojatna posljedica ranijih dokaza, o posebnoj antagonizaciji razliCitih
poremecaja dopaminskog (66-68) i serotoninskog (70, 71) sustava. Naime, kako
droperidol znatno nadmasuje ucinke haloperidola (127), vazno je istaknuti da
antagonizacija katalepsije, inducirane haloperidolom ili flufenazinom kao i
somatosenzorne dizorijentacije, izazvane klozapinom ili sulpiridom (77) mozZe biti
prikladno proSirena. Uz to, primjenjen periferno u akutnom ili kroni¢nom pokusu,
BPC 157 specifi¢no utjece na sintezu 5-HT u mozgu Stakora (npr., dorzalni talamus,
hipokampus, lateralno genikulatno tjelasce, hipotalamus, dorzalne jezgre rafe,
substantia nigra, medijalna prednja olfaktorna jezgra, lateralni caudatus, akumbalna
jezgra, gornja oliva). Ovi dokazi, uz dodatak o sudjelovanju serotonina u djelovanju
analgetika (145) daju osnovu ucinku BPC 157 u antagonizmu katalepsije. Naime,
povecana potencija fentanila (u odnosu na morfin) posljedica je brze penetracije kroz
krvno-moZzdanu barijeru, brzi pocetak djelovanja i stoga, mnogo veceg ucinka na
strijatalni dopaminski sustav bilo presinaptickim djelovanjem (kao morfin) ili
blokadom postsinaptickih receptora (127). U¢inak na strukturu SN (povecava sintezu
5-HT akutno i kroni¢no (69) i ublaZzavanje motornih poremecaja (tremora, akinezije,
katalepsije) te sprjeCavanje letalnog ishoda izazvanog neurotoksinom MPTP,
metabolitom meperidina koji izaziva oSteCenja stanica SN slobodnim radikalima)
(68), mogu biti takoder odgovorni za antagonizaciju katalepsije izazvanu fentanilom
ili droperidolom, primjenjenih samih ili u kombinaciji. Podrzavaju¢i znacaj
antagonizacije ucinka fentanila 1 droperidola primjenjenih samih s

pentadekapeptidom BPC 157, fentanil i droperidol u kombinaciji ostvaruju
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potencirajuci ucinak koje moze biti takoder (ovisno o dozi) oslabljen djelovanjem
BPC 157. Uz to, kako su ispitivanja etanola i morfina pokazala znacajna preklapanja
u ponaSanju (146), vazno je napomenuti da je utvrdeno da BPC 157 djeluje kao
antagonist etanola, te time osigurava koristan uc¢inak kod inace suprotnih poremecaja

izazvanih akutnim i kroni¢nim poremecajima izazvanim etanolom (60, 61).
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5.2. NO/cGMP sustav prijenosa signala: sredisnja tocka
djelovanja anestetika?

Kao neurotransmiter, NO sudjeluje u nocicepciji 1 odrzanju svjesnosti (147,
148, 149). Patofiziologija niza stanja, koja idu s ograni¢enjem svjesnosti, npr.
toplinski udar, cerebralna malarija, intoksikacija alkoholom i sedacija izazvana
opioidima, posljedica su manjka duSikovog monoksida (NO) (149, 150, 151). Osim
ovog djelovanja u mozgu, NO je takoder vazan transmiter u kralje$ni¢noj mozdini.
Pojacana aktivnost neuronalnog oblika NO-sintaze (NOS) mogla se dokazati izmedu
ostalog u malom mozgu, hipotalamusu i medumozgu, te slabija aktivnosti u
strijatumu, hipokampusu i mozdanoj kori (152, 153). NOS se nalazi u regijama
mozga, koje sudjeluju u upravljanju ritmom budnosti i sna (153). PoSto anestetici
utjeCu na stanje svijesti, izgleda da anestetici i NO djeluju u istim podrucjima mozga.

Prvi dokaz, da interakcija anestetika s NO/cGMP putem nije od znacaja samo
za kardiovaskularni sustav, nego takoder u posredovanju sedativno-hipnotskih
ucinaka anestetika, pruZzili su Johns i sur., (1992) (149). Na Stakorima, kojima su
aplicirali L-NAME, mogli su dokazati o dozi ovisnu reverzibilnu redukciju
minimalne alveolarne koncentracije (MAK) halotana. Drugi, u meduvremenu
objavljeni rezultati, poduprli su inicijalnu hipotezu, da je ucinak anestetika pojacan
inhibicijom NO/cGMP metabolizma (118, 154, 155). Hlapljivi, ali i intravenski
anestetici, osim njihovog poznatog djelovanja na druge stani¢ne komunikacijske
sustave, mogu stupiti u reakciju s pojedinim komponentama NO/cGMP

transmisijkog puta. Pri tomu su ustanovljene razliCite razine te interakcije. Anestetici
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mogu inhibirati funkciju receptora, koji kao npr. NMDA receptori, ostvaruju svoj
ucinak posredovanjem NO/cGMP metabolizma (156, 157, 104). Nadalje, u prisustvu
anestetika mogu se promijeniti funkcija NOS, guanilil ciklaze kao i niZe postavljenih
efektorskih mehanizama. Tako su opisani smanjenje poluvremena NO, interakcije s
oslobadanjem ili funkcijom NO kao i interakcije s guanilil ciklazom ili
fosfodiesterazama (103, 147, 158).

Mada se ranije mislilo, da i. v. anestetici imaju slab u¢inak na metabolizam
NO/cGMP-a, novija istraZivanja su pokazala drukcije rezultate. Utvrdilo se, da oni
inhibicijom NOS mogu smanjiti o endotelu ovisnu relaksaciju krvnih zila. Tiopental,
etomidat, ketamin i midazolam izazivaju smanjenje aktivnosti neuronalne NOS
(102). Pokusima, u kojima su reznjevi malog mozga tretirani s NMDA, aspartatom ili
natrijevim nitroprusidom, Terasako i sur., su pokazali, da su ispitivani anestetici,
halotan, isofluran i tiopental doveli do smanjenja porasta cGMP u malom mozgu
nakon primjene NMDA, ali s razlicitim napadnim to¢kama djelovanja (103). Tonner
i sur., su pokazali, da je djelovanje i.v. anestetika tiopentala, propofola, ketamina i
etomidata potencirano primjenom L-NAME (155, 159). Ketamin, nekompetitivni
inhibitor ekscitatornih NMDA receptora, smanjuje povec¢anu aktivhost NOS nakon
stimulacije NMDA i non-NMDA receptora (103). Na osnovu ovih nalaza spekuliralo
se, da je smanjenje intracerebralne koncentracije cGMP blokadom NMDA receptora
odgovorno za anesteziju izazvanu ketaminom (160). Ta sumnja je podrzana in vivo
ucinkom inhibitora NOS na povecanje anestetskog ucinka ketamina, koji je bio veci
(63%), nego kod drugih klini¢ki primjenjivanih i. v. anestetika (155). Barbiturati,
slicno hlapljivim anesteticima, potiskuju porast koncentracije cGMP nakon

stimulacije NMDA- i kainatskih receptora (104). Barbiturat tiopental suprotno od
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hlapljivih anestetika u klinickim koncentracijama neznatno reagira s NMDA
receptorima i NOS. Nakon stimulacije guanilil ciklaze s natrijevim nitroprusidom,
donorom NO, koji moze osloboditi NO neovisno o NOS, doslo je nakon davanja
tiopentala do smanjenja produkcije cGMP. Za razliku od hlapljivih anestetika, koji
ne inhibiraju aktivnost guanilil ciklaze u mozdanom tkivu, izgleda da je taj enzim
klju¢no mjesto djelovanja tiopentala (103, 160). Mehanizam interakcije propofola s
NO/cGMP metabolizmom za sada joS nije jasan. Uz ekscitatorne transmiterske
sustave, NMDA- i srediSnje muskarinergicke acetilkolinske receptore i inhibitorni
stani¢ni komunikacijski sustavi, npr. GABA-receptori i a,-adrenoceptori, u vezi su s
djelovanjem NO-a (161, 162, 163, 164). Stoga se moZe pretpostaviti, da je
metabolizam NO/cGMP na kompleksan nacin povezan s mnoStvom sustava
transmisije i1 transdukcije signala, na koje mogu djelovati i. v. anestetici i tako
dovesti do pojacanja hipnotsko-anestetskog ucinka.

Metabolizam NO je usko povezan s cGMP, koji igra vaznu ulogu kao
neuronalna glasnicka molekula. Za razne anestetike su opisane interakcije s
receptorima i drugim strukturama koje su vezane sa stanicnom membranom. Putem
razli¢itih mehanizama NO stoji u kontaktu s tim strukturama. Utjecaj ovog
glasni¢kog sustava ispoljava se znaajno na stanje aktivnosti u SZS-u i dovodi tako
do povecanja EDs razlicitih anestetika. Stoga se €ini da utjecaj na metabolizam NO-
a igra vaznu ulogu u metabolizmu SZS-a. Aktivacija NMDA-receptora i
acetilkolinskih receptora dovodi do NO-posredovane produkcije cGMP u stanicama
(161). Tako, aktivacija NMDA receptora agonistom receptora glutamatom, dovodi
do povecanja koncentracije NO oko 300% (162), koju prati porast koncentracija

cGMP-a takoder za 300%. Za GABA-receptore je poznato da su rasporedeni u
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podrugjima SZS-a, u kojima se nalazi velika koncentracija NOS (167, 168). Na taj su
nacin izlucivanje GABA-e (169) i funkcija receptora modulirani putem NO-cGMP
sustava (170). Barbiturati npr. djeluyju na GABA-receptore stimulirajuce, dakle
inhibiraju priklju¢ene neurone. NO djeluje putem cGMP deaktiviraju¢e na GABA
receptore, dakle smanjenje NO i cGMP ima GABA-sinergisticki uc¢inak.

Brojni dokazi upucuju na cinjenicu, da supstance koje izazivaju centralnu
podrazljivost, povecavaju koncentraciju cGMP u mozgu, dok one koje izazivaju
sedaciju doprinose samanjenju sadrazaja cGMP-a u mozgu. I. v. anestetici, sli¢no
hlapljivim anesteticima, dovode do smanjenja koncentracije ¢cGMP u razli¢itim
tkivima. Ranije je dokazano, da anestetici dovode do smanjenja koncentracije cGMP
u tkivu malog mozga in vivo (171, 172, 173).

Mogué¢i su i ekscitatorni ucinci preko NO/cGMP regulatornog kruga.
Pretjerana stimulacija NO/cGMP sustava, npr. inhibicijom razgradnje cGMP-a
inhibitorima fosfodiesteraze, moze izazvati prepunjenost stanica sa kalcijem, Sto
moze dovesti do ekscitatornih reakcija i konvulzija (103, 174, 175). Tonner i sur., su
pokazali, da je anestetski ucinak tiopentala bio znacajno smanjen s visokom
koncentracijom inhibitora fosfodiesteraze teofilina, putem inhibicije razgradnje
cGMP-a (176).

cGMP nije jedini glasnik drugog reda koji sudjeluje u odrZzavanju svjesnog
stanja. Mada su se kratko nakon primjene specificnog inhibitora NOS 7-NI , smanjile
MAK vrijednost za sevofluran i koncentracija cGMP u malom mozgu miSeva, kod
dugotrajnog tretmana vratila se vrijednost MAK-a za sevofluran na pocetnu
vrijednost, dok je razina koli¢ine cGMP ostala smanjena (177). Mada NO/cGMP put

transmisije predstavlja moguée napadno mjesto anestetika, oni moraju djelovati i na
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druge mehanizme prijenosa impulsa, da bi se u potpunosti ostvario njihov hipnotsko-
anestetski ucinak. U odsustvu drugih anestetski ucinkovitih tvari, L-NAME nije
mogao sam izazvati promjenu ponasanja pokusnih Zivotinja (155). Tzv. nNOS-
knockout-misevi, koji ne pokazuju aktivnost neuronalne NOS, ne pokazuju razliku u
ponasanju prema divljem tipu miSeva (118). Divlji tip misSeva, kojima je apliciran L-
NAME, pokazao je smanjenje MAK-a za isofluran, dok primjena L-NAME kod
knockout-miseva nije dovela do smanjenja MAK vrijednosti za isofluran (118).
Nakon davanja ketamina nNOS-knockout-miSevima doslo je do smanjenja MAK
vrijednosti za isofluran. Dakle, pored NO/cGMP puta postoje i druga mjesta
djelovanja NMDA-antagonista ketamina, preko kojih je posredovan njegov
anestetski ucinak.

Nakon kroni¢ne primjene inhibitora NOS, NO/cGMP sustav gubi znacaj za
djelovanje anestetika. Mada je kod Stakora, koji su primali inhibitore NOS kroz vise
dana, bila snizena aktivnost NOS, kao i koncentracija cGMP-a, MAK vrijednosti
hlapljivih anestetika ostale su nepromijenjene (177, 178). Ovi nalazi podupiru tezu,
da SZS raspolaZe s kompenzatornim mehanizmima kod duZeg ispada ovog signalnog
puta (179, 118). Akutnom primjenom inhibitora NOS mogla se poremetiti
ravnoteZa neurotransmitera, kao Sto se pokazalo u pokusima in vivo pojacanjem
djelovanja hlapljivih i intravenskih anestetika. NO-sustav predstavlja kratkoro¢no
modulirajuéi sustav, ¢iju funkciju dugoro¢no preuzimaju drugi glasnicki sustavi.
NO/cGMP-sustav sluzi samo za kratkorocni prijenos signala, koji modulira promjene
u metabolizmu nastale unutar nekoliko sati. Blokada ovog sustava analozima NOS ili

genetskim iskljuc¢ivanjem enzimske aktivnosti NOS, nije u stanju promijeniti budnost
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ispitivane zivotinje. Tek dodatkom anestetika uoCava se znacaj NOS za budnost

ispitivanih Zivotinja.

5.3. Moguci mehanizam djelovanja pentadekapeptida
BPC 157 - opc¢a uloga u ranoj senzornoj obradi

Global workspace (GW) teorija predvida da su informacijski sadrZaji
svjesnosti Siroko distribuirani u mozgu (180). Svjesni podraZaji mobiliziraju
velika podrucja kore, vjerojatno da bi proSirili informaciju o podraZaju.
Svjesnost sluzi da mobilizira mnoge specijalizirane mreZe, radi ojacanja
specifi¢nih funkcija potrebnih za izvrSenje ovih zadataka. GW teorija ukazuje
da svjesnost omogucuje kooperaciju i takmicenje multiplih mreza u rjeSavanju
problema. Opcenita funkcija svjesnosti osiguranje je Sirokog pristupa, Sto
povratno moze sluziti funkcioniranju koordinacije i kontrole. Svjesnost je ulaz
u mozak, koja tako omogucuje kontrolu osim pojedinih neurona i cijele
populacije neurona.

Jedna od najvaZznijih funkcija ziv€anog sustava je da ispita vanjski okolis§ i
kontrolira pokrete tijela u njemu. I stvarno, sposobnost Zivotinja da prikupe
informacije o svijetu i prikladno odgovore presudna je za njihovo
prezivljavanje. To zahtijeva da se razni senzorni podaci povezani s objektima ili
zbivanjima u okoliSu prvo registriraju i obrade u mozgu. Senzorne informacije
se trebaju prevesti u motorne zapovijedi koje kontroliraju pokrete ociju, glave i
tijela. Istovremeno, radi povezivanja senzornih signala i trigeriranja pokreta,

potrebno je sucelje izmedu senzorne i motorne obrade u mozgu. Brojne regije
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mozga sadrZe neurone koji ispoljavaju oba, senzorna i motorna svojstva. Unutar
tih mozdanih struktura signali iz razli¢itih osjetila (multisenzorna obrada) su
kanalizirani i koristeni u predvodenju adaptiranog motornog odgovora.

Neuroanatomska ispitivanja potvrduju da je NO/cGMP signalizacija
ukljuc¢ena u razli¢ite osjete: vid, njuh, okus, sluh i taktilni osjet. Po hipotezi Otta
i Burrowsa (1998) (181), NO osloboden lokalno unutar senzornih mapa
povezuje senzorne informacijske kanale koji prepoznaju sli¢na svojstva
podrazaja. Ideja je da lokalni gradijent NO djeluje kao korelator lokalne
aktivnosti unutar Zivcanih mapa i omogucuje NO signalizaciju u senzornim
sustavima (182). SnaZnija aktivacija receptora i vec¢i broj aktivnih receptora
rezultira u vecoj sintezi NO i posljedi¢no Sirem povezivanju mreZe. Jednostavno
o aktivnosti ovisno lokalno otpusStanje NO moze tako omoguditi plastiCnost u
obradi informacija. Dakle, ispitivanja ukazuju na opcéu ulogu NO/cGMP
signalizacije u ranoj senzornoj obradi.

Pentadekapeptid BPC 157 djeluju¢i primarno putem NO/cGMP sustava,
moZe posredovati adaptaciju ili senzibilizaciju u Ziv€anim mrezama. PosSto
senzorni i motorni neuroni sadrZze funkcionalnu sGC (183), BPC 157 bi bio u
prilici modulirati oboje, input iz senzornih neurona i output motornih neurona.
Pentadekapeptid BPC 157 je vjerojatno na specifican nacdin ukljuéen u
mehanizam nadzora nad moZdanom aktivnos¢u, djeluju¢i na  otpuStanje
aktivacijskih ili inhibicijskih neurotransmiterskih hormonskih tvari u mozdano
tkivo. MozZe se pretpostaviti da BPC 157 preko NO/cGMP sustava djeluje u
gotovo svim podru¢jima mozga. Djelujuéi na razne strukture mozga ukljucen je

u protok informacija i senzorno-motorno ponaSanje. BPC 157 dovodi do
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povecane raspoloZivosti neurotransmitera, snizavanja praga ekscitacije i time
povecane osjetljivosti te doprinosi povecanom izbijanju neurona, Sto se
vjerojatno odvija preko mehanizama pozornosti u jezgrama moZdanog debla.
Neurotransmiteri se pri tome transportiraju u selektirane mozdane krugove, Sto
se moZze zapaziti iz nacina na koji BPC 157 ispravlja poremecaje izazvane
razli¢itim anesteticima. Naime, pentadekapeptid BPC 157 ispravlja poremecaje
izazvane djelovanjem anestetika koriste¢i putove selektirane njihovim
djelovanjem. Pri tome, vrlo je vaZna interakcija BPC 157 s drugim
neurotransmiterskim sustavima u specificnim moZdanim strukturama koje
uCestvuju u integraciji multimodalnih senzornih i motornih informacija u
mozgu.

Ispitivanjima na Stakorima potvrdeno je da akutna izloZzenost BPC 157
mijenja razinu 5-HT u mozgu. Naime, nakon akutne primjene BPC 157, sinteza
serotonina signifikantno je povisena u SNr i olfaktornoj jezgri, te u drugim
senzornim strukturama mozga (gornjoj olivi, gornjim kolikulima i ¢eonoj kori)
(69), tj. na strateSkim mjestima obrade vizualnih, olfaktornih i sluSnih
podrazaja, inaCe vrlo potentnih u indukciji lokomocije. Sposobnost neurona
senzornih struktura mozga u integriranju informacija iz razlicitih osjetila ovisi o
izravnim projekcijama iz regija kore mozga. Tako je poznato, da gornji kolikul
(superior colliculus, SC) ima jednu od najvecih koncentracija NO u mozgu
(184). Fuentes-Santamaria V i sur., (2007) (185) su nasli da su nitrergicki
interneuroni SC cilj projekcija iz kore, koji tako tvore komponentu kortiko-SC
krugova (slika 2). Nitrergic¢ki interneuroni su pozicionirani tako da sprovode

utjecaje iz kore do izlaznih neurona disinapticki preko nitrergickog mehanizma
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kao i preko konvencionalnih neurotransmiterskih sustava koriste¢ci GABA-u i

druge, vjerojatno ekscitatorne neurotransmitere.
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SLIKA 2.

Shematska ilustracija koja pokazuje mogucu ulogu nitrergickih interneurona u
kortiko-SC krugu. Kortikalno posredovano otpustanje NO iz postsinaptickih
elemenata nitrergickih interneurona moZze utjecati na presinapticke kortiko-SC
ogranke koji izravno kontaktiraju izlazne neurone (185).

Sposobnost BPC 157 da promijeni razinu 5-HT u raznim senzornim
strukturama (69), moZe znaciti da je ovaj peptid u stanju poboljSati sposobnost
neurona tih struktura u integraciji informacija pristiglih iz razli¢itih osjetila. 5-
HT djeluje na razliitim razinama krugova, koji stvaraju ili moduliraju motorni

obrazac ponaSanja (186). 5-HT-om posredovana neurotransmisija ne mora biti
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bitna za zapocinjanje lokomocije ako su ekscitatorne amino kiseline glavni
medijatori. Medutim, u uvjetima izostanka transmisije ekscitatornih amino
kiselina, moguci su paralelni putovi aktivacije koji koriste druge transmitere.
Upadljivo, brojni neurotransmiteri koji su obi¢no udruZeni s pobudenoscu
u ponasanju i pove¢anim motornim odgovorom, serotonin i noradrenalin, ciljaju
na ionske kanale sa slicnim svojstvima u motornim neuronima, ali s u¢incima
suprotnim anesteticima (187, 188, 189). Tako postoji moguénost da anestetici i
neurotransmiteri konvergiraju na iste propustajué¢e K* kanale i Ih kanale, ali sa
suprotnim djelovanjem. Povecana razina aminergickih (ili peptidergickih)
neurotransmitera koji su uobiCajeno povezani s pobudeno$¢u u ponaSanju i
povec¢anom motornom aktivnosé¢u (npr. 5-HT, NA i TRH) mogu nadjacati
uCinak anestetika (187). Moguénost zajednicke modulacije anesteticima i
neuromodulatorima K* struje propustanja i I, kanala prikazane za motorne
neurone, moze postojati takoder i za talamokortikalne neurone, i u tom pogledu

doprinositi promijenjenoj svijesti i osjetu u anesteziji (187).

5.4. Uloga pentadekapeptida BPC 157 u motornom
ponasanju

Djelovanje anestetika izaziva disfunkciju wunutar kortikostrijatalnih
signalnih putova koji su ovisni o NO, a to moZe poremetiti rad strijatonigralnih
krugova ukljucenih u regulaciju DA transmisije. Taj poremecaj DAergicke
transmisije, povratno, mijenja obradu senzorno-motornih informacija u

projekcijskim neuronima i rezultira u neprikladnoj selekciji ili inaktivaciji
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strijatalnih izlaznih krugova uklju¢enih u koordinaciju aktivnosti neurona
premotornih podru¢ja moZdanog debla i talamusa. Medutim, pentadekapeptid
BPC 157 bi mogao igrati presudnu ulogu u integraciji kortikostrijatalnih
senzorno-motornih informacija unutar strijatalne mreze ukljuene u regulaciju
motornog ponasanja. U¢incima na podraZzljivost neurona u razliitim regijama
mozga i kraljezni¢ne mozdine, bio bi u strateSkoj poziciji da koordinira
kompleksni senzorni i motorni obrazac za vrijeme razliitih stanja ponasanja.
Naime, izgleda da BPC 157 djeluje antagonisticki kod anestetika koji blokiraju
nigrostrijatalnu transmisiju, ili potencira ekscitatorne ucinke anestetika koji
djeluju na mezoakumbalnu ili mezokortikalno-limbi¢ku DA transmisiju.

Vincent i Kimura (1992) su pokazali da NOS nije prisutha samo u
terminalnim DA podrucjima npr. strijatumu i NAc, nego takoder na mjestima
porijekla DA stanica u SNr i VTA (184). NOS pozitivni interneuroni
predstavljaju 1-2% strijatalnih neurona. Oni imaju malo dendritickih grana, ali
imaju opseznu aksonalnu arborizaciju koja oblikuje Siroko polje. Strijatalni
NOS/NADPH-d pozitivni neuroni sadrze viSe identificiranih transmitera i
kontransmitera nego druge vrste strijatalnih neurona. Trnasti neuroni (MSN) su
projekcijski neuroni, i predstavljaju 95% ukupnog broja populacije neurona u
strijatumu. Na njihovu funkciju snazno utjeCe razina dopaminergicke aktivnosti
(184, 190, 134). ElektrofizioloSkim ispitivanjima prikupljeni su dokazi da je
NO vazan modulator aktivnosti strijatalnih neurona, a ta je modulacija
vjerojatno posredovana kompleksnom interakcijom koja ukljucuje aktivaciju GC
i pojacanje GLUergicke i DAergicke neurotransmisije (134, 191). Mada nije u

potpunosti karakterizirana interakcija NOS interneurona i MSN-a i njihovih
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odgovarajucih kortikostrijatalnih i nigrostrijatalnih aferenci, izgleda da su ovi
krugovi presudno uklju¢eni u formiranje motornog odgovora.

Ultrastrukturna ispitivanja strijatalnih interneurona koji sadrze NOS
pokazala su da ogranci koji sadrze NOS stvaraju sinapse na dendritickim
spinama strijatalnih neurona (MSN). Uz to, bliskost ovih nitergi¢kih unosa s
dopaminergi¢kim i glutamatergickim sinapsama MSN (192) ukazuje da NO
transmisija moze igrati vaznu ulogu u modulaciji odgovora MSN na aferentni
unos (193). To podrzavaju nedavna elektrofizioloSka ispitivanja koja su
pokazala da NO/sGC signalizacija modulira kortikostrijatalnu sinapticku
plasti¢nost in vitro (194, 195, 196) i glutamatom induciranu ekscitaciju in vivo
(197, 198). Stvaranje NO, nakon aktivacije kortikostrijatalnih putova, takoder je
presudno uklju¢eno u posredovanje elektrotonickog povezivanja MSN (191).
Nedavna ispitivanja koja su pokazala da strijatalni NO regulira odgovore
dopaminskih (DA) neurona medumozga na elektricnu stimulaciju strijatuma i
prefrontalne kore (PFC), takoder ukazuju da NO signalizacija igra vaznu ulogu
u integraciji informacija koje se prenose do izlaznih srediSta bazalnih ganglija
preko kortikostrijatalnih i strijatalnih eferentnih putova (191).

West i Grace (2004) (198) su pokazali da strijatalna produkcija NO
modulira svojstva membrane strijatalnih MSN u "up i down stanju" preko
aktivacije puta GC. Uloga NO/sGC signalizacije u modulaciji aktivnosti
membrane MSN podrzana je ultrastrukturalnim studijama koje su pokazale da
NOS-imunoreaktivni nastavci primarno formiraju sinapticke kontakte na
dendritickim nastavcima MSN-a (192, 196, 199, 200). Pokazano je i da MSN

sadrze visoku razinu GC, cGMP, PKG (201), te dopaminom- i cAMP-
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reguliranog fosfoproteina-32 (DARPP-32) (202). Studije in vitro takoder su
pokazale da NO-ovisna stimulacija aktivnosti cGMP-ovisne protein kinaze
rezultira u porastu DARPP-32 fosforilacije u strijatonigralnim nervnim
ograncima (203). Stanje fosforilacije DARPP-32 predstavlja vazan mehanizam
integracije informacija koje pristiZzu do strijatonigralnih neurona preko mnostva
neuronskih putova (203).

NOS interneuroni primaju sinapticke kontakte dopaminskih neurona
medumozga i regulirani su aktivacijom DA receptora. Naime, neuronalna NOS
aktivirana je in vivo eksplozivnim izbijanjem nigrostrijatalnih DA stanica preko
mehanizma ovisnog o DA receptorima. Stimulacija SN u nizu robusno povecava
istjecanje NO na nacin ovisan o intenzitetu podrazaja (204). Pokazano je da
zasebna podgrupa strijatalnih "trnastih" neurona koji projiciraju u SN
kolokalizira ¢cGMP-ovisnu protein kinazu (205). Ti neuroni sadrze takoder
guanilil ciklazu (200) a aktiviraju ih generatori NO (205), Sto ukazuje da bi
mogli biti potencijalni cilj za pentadekapeptid BPC 157. Ti strijatonigralni
krugovi pretezito inerviraju neurone SNr ali imaju i izravne kontakte s
dendritima dopaminskih stanica u pars reticulata i compacta (206).
ElektrofizioloSka ispitivanja su pokazala da ovi krugovi imaju suprotne funkcije
i mogu regulirati aktivnost nigrostrijatalnih DA stanica razliito ovisno o razini

strijatalne stimulacije (slika 3).
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SLIKA 3.

Model NO-posredovane aktivacije strijatonigralnih putova koji reguliraju aktivnost
DA stanica. U prikazanom modelu, NO moze aktivirati mreZu strijatalnih izlaznih
neurona (A), koji tvore sinapticke konekcije (puna strjelica) s inhibitornim
GABAergickim neuronima u SNr. Ove stanice u SNr inerviraju DA stanice u SNc
(Grace i Bunney 1979, 1985) (206, 207) i inhibirane su nakon NO aktivacije ovog
neizravnog strijatonigralnog puta, Sto rezultira u otkocenju aktivnosti DA stanica. B:
dodatna mreza strijatalnih projekcijskih stanica koje nisu aktivirane putem NO mogu
takoder regulirati aktivnost DA stanica preko izravnog ili neizravnog
multisinaptickog inhibitornog unosa u SNc (isprekidana strjelica). Uklanjanje
strijatalnog tonusa NO nakon lokalne infuzije antagonista NO smanjuje aktivnost
neizravnog ekscitatornog puta i1 rezultira u porastu utjecaja strijatonigralnog
inhibitornog puta za vrijeme stimulacije strijatuma (202).
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6. ZAKLJUCCI
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10.

. Nije izazvana katalepsija i gubitak refleksa uspravljanja ili somatosenzorna

dizorijentacija u Stakora kada je BPC 157 primjenjen sam.

Somatosenzorni / motorni oporavak poboljSan po razli¢itom obrascu kod svih
ispitivanih anestetika s pentadekapeptidom BPC 157.

Sedativno / hipnotski u¢inak diazepama antagoniziran s pentadekapeptidom
BPC 157.

Anestetski u¢inak tiopentala antagoniziran s pentadekapeptidom BPC 157.
Katalepsija nastala djelovanjem fentanila, droperidola i talamonala
antagonizirana s BPC 157.

Bez promjene anestetske potencije propofola i ketamina uz pentadekapeptid
BPC 157.

Rezultati upucuju na zaklju¢ak da BPC 157 ima antagonisticki u¢inak na
opc¢e anestetsko djelovanje, te da postoji mogucnost da bi mogao posluziti
kao sredstvo za skracenje vremena oporavka nakon prestanka djelovanja
nekih anestetika.

Pentadekapeptid BPC 157 dovodi do povecanja EDs i/ili skraéenja vremena
oporavka ovisno o znacenju NO/cGMP transmisije u djelovanju odredenog
lijeka.

PoZeljan je razvoj specifi¢nih tvari koje bi utjecale samo na odredene aspekte
metabolizma srediSnjeg Ziv€anog sustava. Tako se moZe zamisliti sigurnije i
ucinkovitije vodenje anestezije.

Tocan mehanizam djelovanja pentadekapeptida BPC 157 ostaje nepoznat, te

su potrebna daljnja istraZivanja.
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7. SAZETAK
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U ovom istraZzivanju Zeljelo se ispitati antagonizam pentadekapeptida BPC 157
na opc¢e anestetsko djelovanje diazepama, propofola, tiopentala, ketamina, fentanila,
droperidola i talamonala u Stakora. Pentadekapeptid BPC 157 je prvo apliciran sam
u dozi 10 pg/kg i. p. Pentadekapeptid BPC 157 (10 pg, ili 10 ng ili 10 pg/kg t.t.) ili
jednak volumen fizioloske otopine davani su 5 minuta prije razli¢itih anestetika (/kg
t.t.): diazepama (10,0; 15,0; 20,0 mg), propofola (40,0; 75,0; 100,0 mg ), tiopentala
(20,0; 30,0; 40,0 mg), ketamina (50,0; 75,0; 100,0 mg), fentanila (200,0; 300,0;
400,0 ug), dehidrobenzperidola (6,0; 8,0 mg), talamonala (kombinacije fentanila i
dehidrobenzperidola) (0,1 + 5,0 mg; 0,15 + 7,5 mg). Sve tvari ili fizioloska otopina
davani su u akutnoj primjeni, u volumenu 5 mL/kg aplicirani intraperitonealno (i. p.).
U pokusima se koristilo 6 Zenki Wistar Stakora tezine 200-250 g po skupini, ukupno
912 $takora. Stakori su ispitivani individualno u kavezu i slobodnom polju. Svi
Stakori su koriSteni samo jedanput u pokusu. Opca anestetska / anesteticima slicna
potencija lijekova ispitivana je koriste¢i gubitak refleksa uspravljanja kao indeks
anestezije. Prosjecna ocjena anestezije ili anesteziji slicnog ucinka (POA) racunala se
iz prosjeka ocjena biljeZzenih svakih 5 minuta nakon injekcije anestetika do oporavka
refleksa uspravljanja u svih zivotinja u skupini do najviSe 2 sata. Vrijeme potrebno
za povratak normalnog refleksa uspravljanja smatrano je vremenom oporavka (min).
Broj Stakora koji su izgubili refleks uspravljanja od ukupnog broja koji su dobili
specificni tretman KkoriSten je =za izraCunavanje postotka gubitka refleksa
uspravljanja. EDsy gubitka refleksa uspravljanja, interval povjerenja 95%-ne
pouzdanosti i pouzdanost razlika u EDs vrijednostima medu grupama odredivani su

po metodi Litchfield-a i Wilcoxon-a. UcCinak anestetika na pokretljivost i
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somatosenzornu orijentaciju procjenjivan u 10 min intervalima, na zasebnim
grupama Stakora, prema reakciji na standardiziranu kompresiju repa. Odgovori su
procjenjivani koriStenjem jednostavnog bodovnog sustava Jelovca i sur., (1998).
Motorni i lokomotorni odgovori ocijenjivani su u 10 min intervalima u kavezu i
otvorenom polju koristenjem jednostavnog bodovnog sustava Ellinwood-a i Balster-
a (1974). Vrijeme Kkatalepsije odredivalo se nakon i. p. primjene fentanila,
dehidrobenzperidola i talamonala. Stanje katalepsije Stakora procjenjivano je
postavljanjem Stakora u polozaj uzdizanja postavljanjem prednjih Sapa na ljestvicu.
Ukoliko su Stakori zadrzavali katalepticki polozaj duze od 20 sekundi, to je
ocjenjivano katalepsijom. Vrijeme za koje su Stakori odrZavali to imobilno stanje
biljezilo se kumulativno do 120 min.

Aplikacijom BPC 157 10 pg/kg i. p. samog nisu izazvane nikakve promjene.
Primjenom BPC 157 i. p. antagonizirano je sedativno/hipnotsko djelovanje
diazepama. EDsy za diazepam znacajno je povecana sa 15,1 (13,7-16,5) na 17,3
(15,8-18,9) mg/kg u prisustvu pentadekapeptida BPC 157 (p<0,05). Promjena EDs
vrijednost za diazepam iznosila je + 14 % nakon sve tri doze pentadekapaptida BPC
157. Aplikacijom BPC 157 smanjena je POA i postotak Stakora s gubitkom refleksa
uspravljanja i 64 % skraceno vrijeme oporavka (p<0,05) inducirano s diazepamom.
Primjenom BPC 157 znacajno je poboljSana somatosenzorna orijentacija u prvih 20
minuta (p<0,05) 1 aktivnost Stakora u mjestu od 20-40 minute (p<0,05 i p<0,001).
Propofolom je povecan postotak gubitka refleksa uspravljanja na nacin ovisan o dozi
s vrijednoS¢u EDsy 82,6 (73,6-92,6). Primjenom BPC 157 nije promijenjeno opce
anestetsko djelovanje propofola. Primjenom BPC 157 poboljSana je somatosenzorna

orijentacija u 5 min (p<0,05), te od 40 minute i motorna aktivnost (p<0,05) kod
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propofola 100 mg / kg t. t. Primjenom BPC 157 signifikantno je antagoniziran
anestetski ucinak tiopentala. Djelovanjem tiopentala povecan je postotak gubitka
refleksa uspravljanja na nacin ovisan o dozi s vrijednos¢u EDsy 21,1 (10,1-32,1).
Opca anestetska potencija kalkulirana preko EDs vrijednosti za tiopental, zna¢ajno
je smanjena za 10 ng / kg BPC 157 sa 21,1 (10,1-32,1) na 39,5 (26,2-67,8) (p
<0,05) i za 10 pg / kg BPC 157 sa 21,1 (10,1-32,1) na 37,2 (24,3-62,3) (p=0,05).
Promjena EDs vrijednost za tiopental iznosila je + 87 % za 10 ng/kg i + 76 % za 10
ug/kg BPC 157. Uz BPC 157 znacajno je smanjena POA i postotak Stakora s
gubitkom refleksa uspravljanja i 89 % skraceno vrijeme oporavka (p<0,05).
Somatosenzorna orijentacija i motorni oporavak znacajno su poboljSani uz BPC 157
u cijelom periodu promatranja (p<0,05 i p<0,001). Djelovanjem ketamina povecan je
postotak gubitka refleksa uspravljanja na nacin ovisan o dozi s vrijednos¢u EDs, 73,6
(65,2-82,5). Opca anestetska potencija kalkulirana preko EDs, vrijednosti za
ketamin, nije promjenjena uz BPC 157. Primjenom BPC 157 nisu promijenjene
POA, postotak Stakora s gubitkom refleksa, niti vrijeme oporavka refleksa
uspravljanja. Primjenom BPC 157 poboljSana je somatosenzorna orijentacija nakon
50 minute (p<0,05 i p<0,001) i potencirano ubrzano kretanje Stakora nakon 70-80
minute (p<0,001 i p<0,05). Fentanil je izazvao katalepti¢ki odgovor u uskom rasponu
doza, 2-3 minute nakon injekcije. Kumulativno trajanje katalepsije u Stakora kojima
je injiciran fentanil 300 pg/kg t. t. iznosilo je 22,23 + 3,56 min. Katalepsija
inducirana fentanilom bila je popraena Straubovim fenomenom, opazenim kod
miSiéne rigidnosti. Primjena fentanila 200,0 pg/kg nije izazvala katalepsiju. Stakori
kojima je primijenjen fentanil 400 pg/kg t.t. ispoljili su nevoljna uvrtanja trupa sa

straznjim Sapama u abdukciji i letalnim ishodom nekolicine. Primjenom
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pentadekapeptida BPC 157 ng-ug znacajno je skraceno vrijeme oporavka katalepsije
inducirano s fentanilom 300,0 pg/kg na 5,12 + 1,29 i 4,15 £ 1,26 min (p<0,05).
Vrijeme katalepsije skraceno je + 76% za 10 ng/kg i 81% za 10 pg/kg BPC 157.
Medutim, s BPC 157 se nije znacajno utjecalo na poremecaj izazvan fentanilom 400
ug/kg. Droperidolom inducirana katalepsija trajala je duze od katalepsije izazvane
fentanilom. Kataleptogeni uc¢inak dehidrobenzperidola, ispoljen kod doze 6 mg / kg
t. t., pojavo se tek u drugom satu i bio slabije izrazen kod doze 8 mg / kg t. t.
Primjenom pentadekapeptida BPC 157 10 pg ili 10 ng / kg t. t. oslabljena je
katalepsiju u Stakora tretiranih droperidolom sa 60,45 + 2,25 na 0,00 + 0,00 min (p <
0,05). Primjenom pentadekapeptida BPC 157 oslabljena je katalepsija kod nize doze
(fentanil 0,10 mg/kg + droperidol 5,0 mg/kg) talamonala sa 20,00 + 2,28 na 0,00 +
0,00 min.

Pentadekapeptid BPC 157 nema ucinak na ponaSanje normalnih Zivotinja, ali je
ucinkovit u zivotinja kod kojih postoji poremecaj izazvan djelovanjem anestetika.
Pokazano da BPC 157 smanjuje anestetski ucinak tiopentala, odnosno hipnotski
ucinak diazepama, te skracuje trajanje katalepsije izazvane fentanilom, droperidolom
i talamonalom. Takoder, pokazano da BPC 157 ne mijenja anestetski ucinak

propofola i ketamina.
BPC 157 ima ucinke kod anestetika, u Cijem je djelovanju posebno vazna

uloga NO/cGMP sustava, te posreduje bioloske ucinke i drugih neurotransmitera,
¢ije djelovanje je povezano s njegovim primarnim u¢inkom.
Sveukupno, rezultati upucuju na zaklju¢ak da BPC 157 ima antagonisticki

ucinak na opce anestetsko djelovanje, te da postoji moguénost da bi mogao posluziti
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kao sredstvo za skracenje vremena oporavka nakon prestanka djelovanja nekih

anestetika.

Kljuéne rijeci: Gastricki pentadekapeptid BPC 157, opéi i. v. anestetici,

intraperitonealna primjena, refleks uspravljanja, somatosenzorna orijentacija,

katalepsija, lokomotorna aktivnost, Stakori.
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8. SUMMARY
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The antagonistic effect(s) of pentadecapeptide BPC 157 in general anaesthesia
in rats

The aim of this investigation was to inquire the antagonism activity of
pentadecapeptide BPC 157 on general anaesthetic activity of diazepam, propofol,
thiopental, ketamine, fentanyl, dehidrobenzperidol and thalamonal in rats, and if
observed, should enable information about mechanism of action. Pentadecapeptide
BPC 157 was applicated firstly alone. Pentadecapeptide BPC 157 (10 pg kg™, or 10
ng kg™ or 10 pg kg'l) or the equal volume of physiologic solution were applicated 5
min before the various anaesthetics (kg'1 b. w.): diazepam (10.0; 15.0; 20.0 mg),
propofol (50.0; 75.0; 100.0 mg), thiopental (20.0; 30.0; 40.0 mg), ketamine (50.0;
75.0; 100.0 mg), fentanyl (0.20; 0.30; 0.40 mg), dehydrobenzperidol (6.0; 8.0 mg)
and thalamonal (0.1 + 5.0; 0.15 + 7.5 mg). All the substances or physiologic solution
were given in acute application, in volume 5 mL/kg intraperitoneally (i.p.). In the
experiments were used 6 rats per group, total 912 rats. All rats were used only once
in the experiment. The rats were examined in the cage and in the open field. General
anaesthetic drugs activity was determined according to the loss of righting reflex
assessed in 5 min. intervals, as the indicator of anaesthesia. Mean anaesthetic scores
(MASs) were calculated from mean of scores recorded every 5 minutes after
anaesthetic injection to recovery the loss of righting reflex in all animals in group
for a maximum of 2 h. The time required to return to a normal righting reflex was
considered the recovery time (min). The number of animals losing the righting reflex
of the total that received a specific treatment was used to calculate the percentage of

loss of the righting reflex. EDs, for loss of the righting reflex, 95% confidence limits
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of that value, and the significance of differencies in EDsy values between groups
were determined according to the method of Litchfield and Wilcoxon.
Somatosensory (dis)orientation was evaluated in separate groups in rats according
to their reaction to the standardized compression of the tail root in 10 min intervals.
Responses were assessed using simple scoring system, described by Jelovac et al.,
(1998). Motor and locomotor behavioral responses were assessed in 10 min intervals
in a cage and open field using simple scoring system, described by Ellinwood and
Balster (1974). The cataleptic status of rats was assessed by placing animals in a
rearing position. If the rats maintained cataleptic posture for more than 20 s, it was
scored as cataleptic. The time during which the rats maintained this immobile
position was recorded cumulatively up to 120 min.

By application of BPC 157 alone, we did not note any change in behavior of
the rats. BPC 157 antagonized sedative/hypnotic effects of diazepam. EDsy was
significantly increased from 15.1 (13.7-16.5) to 17.3 (15.8-18.9) mg kg'1 (p<0.05).
The changes in the EDs( values for diazepam were + 14 %, after all doses of BPC
157 respectively. The MASs, the number of rats with loss of righting reflex, and the
recovery time were decreased (p<0.05). Relative change in recovery time for
diazepam was 64%. Sedative/hypnotic effect of diazepam were decreased (p<0.05),
and activity in place was increased (p<0.05). Propofol increased the rate of rats with
loss of righting reflex in a dose-dependent fashion with EDsy 82.6 (73.6-92.6).
General anaesthetic activity of propofol was not changed with BPC 157. In ng-ug
BPC group by propofol 100 mg kg™ somatosensory orientation was improved 5 min
and motor activity 40 min after propofol administration (p<0.05). General

anaesthetic potency calculated by EDsy value for thiopental, was significantly
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decreased for 10 ng kg'1 from 21.1 (10.1-32.1) to 39.5 (26.2-67.8) (p<0.05) and for
10 pg kg'1 from 21.1 (10.1-32.1) to 37.2 (24.3-62.3) (p=0.05). The changes in the
EDs, values for tiopental were + 87 % after 10 ng kg and + 76 % after 10 ug kg™
of BPC 157 respectively. MASs, the percentage of rats with loss of righting reflex,
and recovery time were significantly decreased (p<0.05). Relative change in
recovery time for thiopental was 89 %. Somatosensory orientation was improved
after 50 min, and motoric recovery was significantly improved by ng-ug doses of
BPC 157 after 70-80 min (p<0.05 and p<0.001). Ketamine increased the rate of rats
with loss of righting reflex in a dose-dependent fashion with EDsy 73.6 (65.2-82.5).
General anaesthetic activity of ketamine was not changed with BPC 157. BPC 157
generally improved somatosensory dysorientation of ketamine 50 min after injection
(p<0.05 and p<0.001). BPC 157 improved and changed the motoric recovery 70-80
min after injection (p<0.001 and p<0.05). Fentanyl induced a cataleptic response by
fentanyl 300 pg kg'. Catalepsy started about 1-2 min after fentanyl injection and
lasted 22,23 + 3,56 min. All rats displayed the Straub tail reaction with prominent
muscular rigidity. The rats did not show catalepsy after fentanyl 200 ug kg'. Rats
given fentanyl 400 ug kg displayed involuntary body torsion with hind paws in
abduction, and lethal outcome. BPC 157 significantly (p<0.05) shortened catalepsy
induced by fentanyl 300 pg kg™ to 5.12 + 1.29 and 4.15 + 1.26 min. Relative change
in recovery from fentanyl catalepsy was 81%. In difference, BPC 157 did not have
any positive impact on recovery of rats administered fentanyl 400 pg kg
Dehydrobenzperidol at doses 6 and 8 mg kg induced dose-dependent cataleptic
action. Dehydrobenzperidol 6 mg kg™ produced a cataleptic response with duration

of 60,45 + 2,25, and was about 3-fold greater than that produced by fentanyl 300 pug
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kg'. BPC 157 significantly decreased catalepsy in rats treated by
dehydrobenzperidol (6.0 and 8.0 mg kg™) (p<0.05). Relative change in recovery time
for droperidol was 100 %. Treatment with pentadecapeptide BPC 157 decreased
catalepsy by lower dose (fentanyl 0,1 mg kg' + droperidol 5,0 mg kg') of
thalamonal from 20,00 + 2,28 min on 0,00 + 0,00 min.

Pentadecapeptide BPC 157 has no effect on the normal animals, but it is
effective in animals with disturbations caused by i. v. general anaesthetics. The
activity of CNS, significantly changed by effects of BPC 157, caused the change of
anaesthetic potency of thiopental, and the cange of hypnotic potency of diazepam.
BPC 157 also decreased the catalepsy time caused by fentanyl, droperidol and
thalamonal. But, it not changed the anaesthetic potency of propofol and ketamine.
BPC 157 corrects the disturbances which appear by anesthetics, in whose activity is
the NO/cGMP transmission paticular important, and it interfere also biological
impact of other neurotransmitter systems, whose activity is linked with its primary

effects.

Key words: Gastric pentadecapeptide BPC 157, general anaesthetics,

intraperitoneally administration, righting reflex, somatosensory orientation,

catalepsy, locomotor activity, rats.
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