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1. UvVOD

1.1. Zjenica

Zjenica je centralni otvor u Sarenici koji regulira koli¢inu svjetla koje ulazi u oko. Zjenica
promjenom svoje veli¢ine utje¢e na koli¢inu svjetlosti koja ulazi u oko te umanjuje opticke
aberacije refraktivnog sustava oka. Sirina zjenice je vrlo vaina za dobru vidnu ostrinu. U
tamnom okruzZenju Sirina zjenice je veca, dok je u svijetlom okruzenju i pri gledanju na blizinu
$irina zjenice manja. Sirinu zjenice regulira ravnoteza dvaju misi¢a koji se nalaze u $arenici
(1,2). To su sfinkter (koji stiS¢e-m.sphincter pupillae) i dilatator (koji Siri-m. dilatator pupillae)
zjenice, oba gradena od glatkih misi¢nih stanica. Ta dva misi¢a su antagonisti, tj. suprotnog su
djelovanja na veli¢inu zjenice i medusobno se nadopunjuju. Sfinkter zjenice je kruznog oblika
u blizini zjeni¢nog ruba i pod utjecajem je parasimpatikusa, ije niti do njega dolaze putem 3.
mozdanog Zivca n.occulomotoriusa, dok je dilatator zjenice radijalno postavljen poput Zbica
na kotacu bicikla i pod utjecajem je simpatikusa cije niti do njega dolaze iz gornjeg vratnog
ganglija putem arterije koja opskrbljuje oko krvlju (1,2). Oba miSi¢a su pod utjecajem
autonomnog Ziv€anog sustava, sto znaci da nisu pod utjecajem nase volje. Stanje prosirene

zjenice naziva se midrijaza, dok se stanje suzene zjenice naziva mioza (2).



PARASIMPATIKUS SIMPATIKUS

Sfinkter zjenice smanjuje 1. Sfinkter zjenice Dilatator zjenice povecava
promijer zjenice. 2. Dilatator zjenice promjer zjenice.

Slika 1. Prikaz zjenice, miSiéa sfinktera i dilatatora zjenice te djelovanja autonomnog Zivéanog

sustava na njih

1.2. Lijekovi s djelovanjem na zjenicu

Stanje proSirene zjenice naziva se midrijaza pa se stoga lijekovi koje koristimo za Sirenje zjenice
nazivaju midrijatici. Stanje suZene zjenice naziva se mioza pa se stoga lijekovi koje koristimo
za suzavanje zjenice nazivaju miotici. Siroko rasprostranjeni, i od davnina u upotrebi, lijekovi

za Sirenje i suzavanje zjenice su atropin i pilokarpin.

1.2.1. Atropin

Lijekovi koje koristimo za Sirenje zjenice nazivamo midrijatici. Jedan od najstarijih poznatih
takvih lijekova je iz porodice velebilja atropin (Atropa belladona), vrlo jaki parasimatolitik.
Atropin se veZe na muskarinske receptore (M1 i M2) uzrokujuéi njihovu blokadu pa se stoga

naziva parasimpatolitik (3). Nuspojave primjene atropina su: iritacija oka i crvenilo, osjetljivost



na jako svijetlo, suha usta, crvena ili suha koza, zamuden vid, poviSeni ocni tlak, (takoder i
vrudica, iritabilnost, brzi puls, nepravilan sréani ritam, mentalna dezorijentacija, teSkoée pri

uriniranju) (3).

1.2.2. Pilokarpin

Lijekove koji suzuju zjenicu nazivamo miotici. Jedan od najpoznatijih miotika je pilokarpin.
Pilokarpin je neselektivni agonist muskarinskih receptora (M3 u oku) pa se stoga naziva
parasimpatomimetik (3). Nuspojave pilokarpina su: zamagljen ili zamucen vid, Zuljanje oka,
svrbez ili crvenilo oka, oticanje oka, crvenilo o¢nih rubova, glavobolja (takoder i znojenje,
tremor misic¢a, nervozan Zeludac, povraéanje, dijarea, teSkoce pri disanju, vrtoglavica, slabost)
(3). Paradoksalno, u Stakora, miSeva i joS nekih glodavaca pilokarpin nakon pocetne mioze

uzrokuje midrijazu (4,5).

1.3. NO, NO-sintetaza, L-arginin, L-NAME

Dusikov oksid (NO) vrlo je bitan untarstanicni i izvanstanicni glasnik. L-arginin je esencijalna
aminokiselina i prekursor je dusSikova oksida. Dusikov oksid nastaje iz L-arginina katalitickom
reakcijom dusik oksid sintetaze (NOs) (6,7). Poluzivot dusikova oksida je vrlo kratak, manje od
5 sekundi. Normalno nastaje u endotelnim, Ziv€anim i upalnim stanicama. Sudjeluje u
organizmu u upalnim reakcijama, regulaciji krvnog tlaka, proliferaciji glatkih misiénih stanica i
inhibiciji agregacije trombocita (8,9). Dusikov oksid posjeduje antioksidativna i prooksidativna
svojstva, te je kao takav vazan medijator homeostatskih procesa u organizmu. N(G)-nitro-L-
arginin metil ester (L-NAME) je spoj koji se koristi u laboratorijskim uvjetima za inhibiciju NO-

sintetaze. L-NAME inhibira NOs natjecanjem s L-argininom.
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Slika 2. Proces nastajanja NO iz L-arginina i molekularnog kisika. Reakciju katalizira NO-

sintetaza, a inhibira ju N(G)-nitro-L-arginin metil ester

1.4. Pentadekapeptid BPC 157

Zeluéani pentadekapeptid BPC 157 (GEPPPGKPADDAGLV, M.W. 1419) je anti-ulkusni peptid
(10-19) iskusan u brojnim klini¢kim istrazivanjima. BPC 157 je uspjesSan u terapiji upalne bolesti
crijeva (PL-10, PLD-116, PL 14736, Pliva) (20,21) i u cijeljenju rana (22-28). Stabilan je u
humanom Zelu¢anom soku (29) i nema zabiljezeno toksi¢no djelovanje (20,21). U organizmu
pokazuje organoprotektivnu aktivnost. Istrazivanja su pokazala citoprotektivan ucinak BPC
157 na sluznicu Zeluca u Stakora izloZzenu osStecenjima (alkohol, nesteroidni protuupalni
lijekovi) (30-32). BPC157 antagonizira ucinke etanola i nastanak akutnih i kroni¢nih lezija
zeluca i jetre (10,14,15,17,33-35) te lezija prouzrocenih uporabom nesteriodnih protuupalnih

lijekova (36). Pentadekapeptid BPC 157 dovodi do otpustanja NO te antagonizira ucinke



prekursora NO (L-arginin) kao i ucinke blokatora NOs-a (L-NAME) (15-35). Osim toga,
pentadekapeptid BPC 157 Stiti somatosenzorne Zivce nakon primjene neurotoksina kapsaicina

i obnavlja njihovu funkciju (37,38). BPC 157 ponisStava serotoninski sindrom u Stakora (39).

Takoder, BPC 157 primijenjen odmah nakon anastomoze abdominalne aorte znacdajno je
smanjio formiranje tromba i edem stijenke krvne Zile, u odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja.
U Zivotinja tretiranih s BPC 157 i.p. 24 sata nakon zahvata, u vrijeme Zrtvovanja (3 minute
nakon tretmana) nije bilo ocitih aortalnih okluzija, samo su eritrociti bili prisutni u lumenu (40).
Ucinak BPC 157, kao mogudéeg organoprotektivnog medijatora, zapazen je u brojnim studijama
koje su istrazivale farmakodinamicke ucinke BPC na razli¢itim modelima ostecenja tkiva i
organa pa tako izmedu ostalog i na poremecaje u koagulaciji (41). Studija je pokazala da
primjena BPC reducira vrijeme krvarenja i koli¢inu izgubljene krvi u heparinom (1000 ij/kg i.p.
2 sata prije zahvata) tretiranih i netretiranih Zivotinja kojima su bili napravljeni rezovi na

repovima.

Najvaznije za ovaj rad, prethodna istraZivanja su pokazala blagotvorne ucinke BPC 157 na
oporavak donjeg jednja¢nog sfinktera i pilorickog sfinktera u Stakora s ezofagitisom (42,43),
kao i ubrzani oporavak uretralnog sfinktera (44). Takoder, pokazano je ubrzano cijeljenje i

anastomoza nakon masivne resekcije tankog crijeva u Stakora (13,45).

1.5.  Prikaz problema

U Stakora smo testirali hipotezu da midrijaza uzrokovana atropinom ovisi o NO sistemu na
poseban nacin i da ¢e N(G)-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME), blokator NOs, i L-arginin,
prekursor NO uzrokovati miotski ucinak (koji moze biti medusobno antagoniziran), efekt koji
do sada nije opisan u literaturi, i da midrijaza uzrokovana atropinom, kao i mioza uzrokovana
s L-NAME i L-Argininom, te mioza i midrijaza uzrokovane pilokarpinom mozu biti
antagonizirane sa stabilnim Zelu¢anim pentadekapeptidom BPC 157 s obzirom na njegovu
interakciju s NO sistemom i funkcijom sfinktera (42-51). Za pokazivanje ucinka u pokusima
koristili smo lokalnu aplikaciju supstancija u obliku kapi za oci te sistemnu aplikaciju supstanci

u obliku intraperitonealne injekcije (moZda izbaciti). Kao sto je ved istaknuto, vaznost dusikova



oksida (NO) (52) koji se tvori dusiénom sintetazom (NOs) od L-arginina, koji je supstrat ili
prekursor (7), prepoznata je u fiziologiji opustanja glatkih misi¢a, osobito vaskularnih glatkih
misic¢a (7), kao i respiratornih (53), crijevnih (54-56) i genitourinarnih (57). Posebno, NOs je
(trabekularna mreza, cilijarni misi¢ i sfinkter zjenice) reagiraju na egzogene ,donore” NO (59-
62), dok je odgovor relaksacije izazvan stimulacijom elektriénim poljem inhibiran NOs
inhibitorima (npr. L-NAME) (52). Topicka aplikacija donora NO sniZzavaju intraokularni tlak
(63,64), dok inhibitori NOS antagoniziraju efekte atropina, sugerirajuéi intrigantni paralelni
efekt NOS supstrata i NOS inhibitora na atropinsku midrijazu kao i na miotski efekt koji i sami
uzrokuju. Prethodno je u zeCeva L-NAME antagonizirala miozu uzrokovanu morfinom i o¢nom
upalom, dok L-arginin nije testiran (66-69). Medutim, nije poznato kako ¢e primjena NOS
blokatora (L-NAME) i NO supstrata (L-Arginin) samostalno ili zajedno djelovati na normalnu
zjenicu ili na midrijazu uzrokovanu atropinom. Kao Sto je spomenuto stabilni Zelucani
pentadekapeptid BPC 157 (istrazivan u klinickim istrazivanjima kao originalni antiulkusni
peptid, a trenutno i u klini¢kim istraZzivanjima za multiplu sklerozu, kod kojeg letalna doza (LD-
1) nije postignuta, bez dokazanih nuspojava) ima poseban efekt na odrazavnje funkcije
sfinktera (42-45,49-51). Osim posebnih ucinaka na cijeljenje rana (uklju¢uju¢i oporavak
roznice nakon totalnog debridmana epitela nakon koristenja kapi BPC 157 (70)), krvne Zile i
krvarenje (40,71), BPC 157 uzrokuje poseban efekt na NO sistemu (ukljucujuéi razne modele
(15,46-49,72-76) i razne Zivotinjske vrste, interagira i/ili antagonizira efekte primjene
inhibitora NOs sintetaze (L-NAME) i NOs supstrata (L-arginin) (15,46-49,72-76)), kao sto je
ranije opisano (46,47). Efekt BPC 157 na miozu uzrokovanu s L-NAME i L-argininom ili posebno
na midrijazu uzrokovanu atropinom kao ni efekt L-NAME i/ili L-arginina na midrijazu
uzrokovanu atropinom do sada nisu istrazivani. Kao Sto tvrdimo (52), prikupljene informacije
o interakciji dusi¢nog oksida i glatkih misi¢a (59-62) zahtijevaju istrazivanje miotskog efekta L-
NAME i L-Arginina te posljedicno mogu definirati budu¢e moguée mehanizme za midrijazu
uzrokovanu atropinom. Oni su istrazivani lokalnom aplikacijom kao i sistemnom aplikacijom
supstancija. Vrlo vjerojatno antagoniziraju¢i efekt BPC 157 na midrijazu uzrokovanu
atropinom i njegova interakcija sa supstancama koje utjecu na NO sistem moZe doprinijeti

postavljanju pouzdanih i efikasnih terapijskih pristupa i metoda.



Nuspojave primjene antropina i pilokarpina su mnogobrojne i navedene su u pocetku teksta.
Oporavak funkcije misi¢a koji Sire i skupljaju zjenicu nakon primjene istih preparata je od
neizmjerne vaznosti za normalno funkcioniranje organizma kako bi osoba kod koje su
primijenjeni u terapijske i dijagnosti¢ke svrhe postala $to prije samostalna i radno sposobna.
Kao sto BPC 157 dovodi do oporavka glatkih misiéa duz probavnog trakta, navedeno prije u
tekstu, pretpostavljamo da dovodi i do oporavka intrizicnih o¢nih misi¢a tako Sto skracuje
vrijeme potrebno da se zjenica vrati u normalno pocéetno stanje nakon tretiranja atropinom i

pilokarpinom.



2. HIPOTEZA

Na temelju dosadasnjih spoznaja o utjecaju pentadekapeptida BPC 157 na glatko misicje

postavili smo sljedeée hipoteze u smislu djelovanja na oko:

a) BPC 157 skraduje vrijeme potrebno zjenici da se vrati u normalno pocetno stanje
nakon tretiranja atropinom (antagonizira djelovanje atropina)

b) BPC 157 skraduje vrijeme potrebno zjenici da se vrati u normalno pocetno stanje
nakon tretiranja pilokarpinom (antagonizira djelovanje pilokarpina)

c) ucinak je zavisan od djelovanja na NO sistem.



3. CILJEVI ISTRAZIVANA

Ciljevi istraZivanja su:

a) utvrditi vrijeme potrebno da se zjenica vrati u normalno pocetno stanje nakon
tretiranja Zivotinje s BPC 157 i atropinom

b) utvrditi vrijeme potrebno da se zjenica vrati u normalno pocetno stanje nakon
tretiranja Zivotinje s BPC 157 i pilokarpinom

c) utvrditi je li u¢inak zavisan od djelovanja na NO sistem

Ovim radom Zelim pokazati da BPC 157 skracuje vrijeme potrebno zjenici da se vrati u

normalno pocetno stanje nakon tretiranja atropinom, odnosno pilokarpinom.

Svrha ovog istrazivanja je prosirenje dosadasnjih spoznaja o utjecaju pentadekapeptida BPC
157 na sustav intrizicnih misi¢éa oka nakon tretiranja istih atropinom, odnosno pilokarpinom
te utvrditi je li u¢inak ovisan o djelovanju na NO sistem. Dosadasnje spoznaje o djelovanju BPC

.....

djelovanju na oko su oskudni ili ne postoje.



4. MATERIALI I METODE

4.1. Eksperimetnalne Zivotinje i priprema

U istraZivanju su koristeni nasumice odabrani Stakori Albino soja Wistar (slika 3.), muskog
spola, okvirne tezine 200-250 grama, uzgoja Zavoda za farmakologiju Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu, drzani u kavezima pri sobnoj temperaturi (20°C £ 2°C) s 12-satnim
svjetlosnim rezimom dan-noé. Eksperimentalne Zivotinje su za vrijeme pokusa koristile
prehranu s komercijalnom hranom (Diete Standard, Mucedola s.r.i., Italija). Voda i hrana daju
se ad libitum. Stakori su podijeljeni u 18 velikih skupina (ukupno 39 podskupina). Za pokuse ¢e
se koristiti po 5 Stakora u svakoj eksperimentalnoj skupini, Sto ukupno iznosi 195 Stakora
(podijeljenih u skupine opisane u tablici 1. i 2.). Koriste¢i dostupne alate na internetu

http://www.danielsoper.com/statcalc3/calc.aspx?id=47) za racunanje potrebne veli¢ine

uzoraka dosao sam do minimalne veli¢ine uzorka od 5 Stakora po skupini za svoje istraZivanje.
Na osnovu provedene pilot studije izra¢unao sam da je , predvidena veli¢ina efekta” 4 (Cohen's
d =>» definirana razlikom izmedu srednjih vrijdnosti podataka dvije skupine podijeljena
standardnom devijacijom navedenih podataka), statisticku snagu testa postavio sam na 0.999

te ,,p“ vrijednost postavio na konvencionalno odredenu vrijednost p=0,05.

IstraZivanje se provodilo pod laboratorijskim uvjetima i pravilima Zavoda, a u skladu s dobrom

laboratorijskom praksom.

Istrazivanje je provedeno u skladu s odredbama Zakona o dobrobiti Zivotinja (NN 19/99) i
Zakona o zastiti Zivotinja (NN 136/06) Republike Hrvatske, a odobreno od Etickog povjerenstva

Medicinskog fakulteta Sveucilista u Osijeku.
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Slika 3. Prikaz Albino Wistar Stakora tijekom pokusa (2 pokusne skupine)

4.2.  Ustroj studije

IstraZzivanje je provedeno u dvije faze:

1. faza se izvodila na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu, gdje je provedeno tretiranje pokusnih Zivotinja supstancijama i snimanje
istih.

2. faza se provela obradom snimki (slike) pokusa posebnim softwareom za mjerenje
promjera, opsega i povrsine zjenice. Slike ¢e biti na¢injene neposredno prije i nakon

davanja BPC-157 te u intervalima od 4 sata, odnosno 30 minuta.

Nakon mjerenja tezZine i obiljezavanja Zivotinja na kontrolne i tretirane skupine, uslijedila je

aplikacija supstancija koristenih u ovom istraZivanju.
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Nakon umirivanja eksperimentalnih Zivotinja anesteticima aplicirano im je u svako oko 2 kapi
1 % otopine atropina, odnosno 2 kapi 1 % otopine pilokarpina. Nakon proteka odredenog
vremena (prema shemi opisanoj kasnije u tekstu i tablicama 1. i 2.) Zivotinjama su aplicirani
intraperitonealno, odnosno lokalno 1 mL, odnosno 2 kapi (0,2mcg) u oko otopine BPC 157,
odnosno L-NAME, L-arginina, L-NAME i L-arginina (u odgovarajucoj koncentraciji i prema

shemi prikazanima u Tablici 1., Tablici 2. i Tablici 3.).

Slikanje Zivotinja vrsilo se neposredno prije i neposredno nakon apliciranja BPC 157, odnosno
fizioloske otopine kod kontrolne skupine Zivotinja, u intervalima od 4 sata, odnosno 30 minuta,
odnosno 1 minute. ZavrSetkom slikanja eksperimentalnih Zivotinja zavrSava 1. faza pokusa. Po

zavrsetku 1.faze pokusa Zivotinje su Zrtvovane.

Nakon zavrSetka 1. faze pokusa pristupilo se izvodenju 2. faze pokusa u koju je uklju¢ena

obrada i analiza dobivenih podataka.
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Tablica 1. Raspored ispitivanih

intraperitonealna primjena

Zivotinja i primijenjenih supstancija po skupinama -

Oznaka Doza BPC 157 | Napomena
Br. Broj Vrsta i doza Nacin
skupine ili ekvivalent
skupine zZivotinja | lijeka aplikacije
F.O.
Atropin 1%
Skupina 5 Ekvivalent.
1. otopina - i.p.
1A F.O.
kontrola
Skupina c Atropin 1% i.p.
2. 1 otopina 10 pug/kg TT
Skupina c Atropin 1% i.p.
3. c otopina 10 ng/kg TT
Skupina c Atropin 1% i.p.
4. 10 otopina 10 pg/kg TT
Pilokarpin 1% midrijaza i.p.
c Skupina 5 otopina _ | Ekvivalent.
2A kontrola F.0.
Skupina Pilokarpin 1% midrijaza i.p.
6. 5 > otopina 10 pg /kg TT
Skupina Pilokarpin 1% midrijaza
7. - > otopina 10 ng/kg TT i.p.
Pilokarpin 1% mioza i.p.
g Skupina 5 otopina _ | Ekvivalent.
3A kontrola F.O.
Skupina Pilokarpin 1% mioza i.p.
9. . > otopina 10 ug /kg TT
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Tablica 2. Raspored ispitivanih Zivotinja i primijenjenih supstancija po skupinama -

intraperitonealna primjena

Oznaka Doza BPC 157 | Napomena
Br. Broj Vrsta i doza Nacin
skupine ili ekvivalent
skupine zZivotinja | lijeka aplikacije
F.O.
Atropin 1% L-ARG
10 Skupina 5 otopina _ | Ekvivalent. ip.
an kontrola F.O.
Skupina Atropin 1% L-ARG i.p.
5
11. " otopina 10 ug/kg TT
Atropin 1% L-NAME i.p.
. Skupina 5 otopina i Ekvivalent.
oA kontrola F.O.
Skupina Atropin 1% L-NAME i.p.
5
13. - otopina 10 pug/kg TT
Atropin 1% L-ARG + L-
" Skupina 5 otopina _ | Ekvivalent. NAME ip.
6A kontrola F.O.
Skupina Atropin 1% L-ARG + L- | i.p.
5
15. 6B otopina 10 ug/kg TT NAME
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Tablica 3. Raspored ispitivanih Zivotinja i primijenjenih supstancija po skupinama — lokalna

primjena
Oznaka Doza BPC 157 | Napomena
Br. skupine Broj Vrsta i doza |ili ekvivalent Nacin
skupine zivotinja | lijeka destilirana aplikacije
voda
Atropin 1% | Ekvivalent
Skupina 5
16. otopina - | destilirana lokalno
7A
kontrola voda
Skupina s Atropin 1% lokalno
17. . otopina 10 ug/kg TT
Atropin 1% | gkvivalent L-ARG
Skupina .
18. 5 otopina - | destilirana lokalno
8A K I
ontrola voda
Skupina c Atropin 1% L-ARG lokalno
19. - otopina 10 ug/kg TT
Atropin 1% | Ekvivalent L-NAME lokalno
Skupina 5 .
20. otopina ~ | destilirana
9A
kontrola voda
Skupina s Atropin 1% L-NAME lokalno
21. o8 otopina 10 pug/kg TT
Atropin 1% | Ekvivalent L-ARG + L-
Skupina .
22. 5 otopina " | destilirana NAME lokalno
10A K |
ontrola voda
Skupina : Atropin 1% L-ARG + L- | lokalno
2 108 otopina 10ue/keTT | \aviE
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Tablica 4. Raspored ispitivanih

intraperitonealna primjena

Zivotinja i primijenjenih supstancija po skupinama -

Oznaka Doza BPC 157 | Napomena

Br. skupine Broj Vrsta i doza |ili ekvivalent Nacin

skupine zivotinja | lijeka destilirana aplikacije

voda

Skupina Ekvivalent.

24. > i.p.
11A F.O.
Skupina

25. 5 10 pg/kg TT i.p.
11B
Skupina Ekvivalent. L-ARG

26. 5 i.p.
12A F.O.
Skupina L-ARG

27. 5 10 pg/kg TT i.p.
12B
Skupina Ekvivalent. L-NAME

28. 5 i.p.
13A F.O.
Skupina L-NAME

29. > 10 pg/kg TT i.p.
13B
Skupina 5 Ekvivalent. L-ARG + L-

30. i.p.
14A F.O. NAME
Skupina L-ARG + L-

31. > 10 ug/kg TT i.p.
14B NAME
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Tablica 5. Raspored ispitivanih Zivotinja i primijenjenih supstancija po skupinama

— lokalna

primjena
Oznaka Doza BPC 157 | Napomena
Br. skupine Broj Vrsta i doza |ili ekvivalent Nacin
skupine zivotinja | lijeka destilirana aplikacije
voda
Ekvivalent
Skupina
32. 5 destilirana lokalno
15A
voda
Skupina
33. 5 10 pug/kg TT Lokalno
15B
Ekvivalent L-ARG
Skupina
34, 5 destilirana lokalno
16A
voda
Skupina L-ARG
35. 5 10 pug/kg TT lokalno
16B
Ekvivalent L-NAME
Skupina
36. 5 destilirana lokalno
17A
voda
Skupina L-NAME
37. 5 10 pug/kg TT lokalno
17B
Ekvivalent L-ARG + L-
Skupina
38. 5 destilirana NAME lokalno
18A
voda
Skupina L-ARG + L-
39. > 10 ug/kg TT lokalno
18B NAME
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4.2.1. Eksperimentalne skupine

Skupine 1A, 1B, 1C i 1D: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon
toga im je ukapano u svako oko 2 kapi 1% otopine atropina. Nakon 30 minuta Stakorima je
apliciran BPC 157 intraperitonealno u odgovarajuéoj dozi, a kontrola je dobila ekvivalentnu
koli¢inu fizioloSke otopine intraperitonealno. Stanje zjenica je slikano neposredno prije
pocetka pokusa, neposredno prije i nakon apliciranja BPC 157, isto se ponavljalo svaka 4 sata.

Pokus je zavrsio kada su se zjenice vratile u pocetno normalno stanje.

Skupine 2A, 2B i 2C: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga
im je ukapano u svako oko 2 kapi 1% otopine pilokarpina. Nakon 30 minuta Stakorima je
apliciran BPC 157 intraperitonealno u odgovarajucoj dozi, a kontrola je dobila ekvivalentnu
koli¢inu fizioloske otopine intraperitonealno. Stanje zjenica je slikano neposredno prije
pocetka pokusa, neposredno prije i nakon apliciranja BPC 157, isto se ponavljalo svakih 30

minuta. Pokus je zavrsio kada su se zjenice vratile u po¢etno normalno stanje.

Skupine 3A i 3B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga im je
ukapano u svako oko 2 kapi 1% otopine pilokarpina te im je istovremeno intraperitonealno
apliciran BPC 157 u odgovarajucoj dozi, a kontrola je dobila ekvivalentnu koli¢inu fizioloSke
otopine intraperitonealno. Stanje zjenica je slikano neposredno prije pocetka pokusa,
neposredno prije i nakon apliciranja BPC 157, isto se ponavljalo svaku 1 minutu. Pokus je

zavrsio nakon 30 minuta praéenja.

Skupine 4A i 4B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga im je
ukapano u svako oko 2 kapi 1% otopine atropina. Nakon 30 minuta Stakorima je apliciran L-
arginin (100 mg/kg) intraperitonealno te potom BPC 157 intraperitonealno u odgovarajucoj
dozi, a kontrola je dobila ekvivalentnu koli¢inu fizioloSke otopine intraperitonealno. Stanje

zjenica je slikano neposredno prije pocetka pokusa, neposredno prije i nakon apliciranja BPC
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157, isto se ponavljalo svaka 4 sata. Pokus je zavrSio kada su se zjenice vratile u pocetno

normalno stanje.

Skupine 5A i 5B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga im je
ukapano u svako oko 2 kapi 1% otopine atropina. Nakon 30 minuta Stakorima je apliciran L-
NAME (5 mg/kg) intraperitonealno te potom BPC 157 intraperitonealno u odgovarajucoj dozi,
a kontrola je dobila ekvivalentnu koli¢inu fizioloSke otopine intraperitonealno. Stanje zjenica
je slikano neposredno prije pocetka pokusa, neposredno prije i nakon apliciranja BPC 157, isto
se ponavljalo svaka 4 sata. Pokus je zavrsSio kada su se zjenice vratile u pocetno normalno

stanje.

Skupine 6A i 6B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga im je
ukapano u svako oko 2 kapi 1% otopine atropina. Nakon 30 minuta Stakorima su aplicirani L-
arginin (100 mg/kg) i L-NAME (5 mg/kg) intraperitonealno te potom BPC 157 intraperitonealno
u odgovarajucoj dozi, a kontrola je dobila ekvivalentnu koli¢inu fizioloske otopine
intraperitonealno. Stanje zjenica se uslikalo neposredno prije pocetka pokusa, neposredno
prije i nakon apliciranja BPC 157, isto se ponavljalo svaka 4 sata. Pokus je zavrsSio kada su se

zjenice vratile u pocetno normalno stanje.

Skupine 7A i 7B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga im je
ukapano u svako oko 2 kapi 1% otopine atropina. Nakon 30 minuta Stakorima je apliciran BPC
157 u obliku kapi za oci (2 kapi/oko) u odgovarajucoj dozi, a kontrola je dobila ekvivalentnu
koli¢inu destilirane vode (2 kapi/oko). Stanje zjenica je slikano neposredno prije pocetka
pokusa, neposredno prije i nakon apliciranja BPC 157, isto se ponavljalo svaka 4 sata. Pokus

je zavrSio kada su se zjenice vratile u po¢etno normalno stanje.

Skupine 8A i 8B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga im je
ukapano u svako oko 2 kapi 1% otopine atropina. Nakon 30 minuta Stakorima je apliciran L-

arginin (100 mg/kg) u obliku kapi za oci (2 kapi/oko) te potom BPC 157 u obliku kapi za o¢i (2
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kapi/oko) u odgovarajucoj dozi, a kontrola je dobila ekvivalentnu koli¢inu destilirane vode (2
kapi/oko). Stanje zjenica je slikano neposredno prije pocetka pokusa, neposredno prije i nakon
apliciranja BPC 157, isto se ponavljalo svaka 4 sata. Pokus je zavrsio kada su se zjenice vratile

u pocetno normalno stanje.

Skupine 9A i 9B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga im je
ukapano u svako oko 2 kapi 1% otopine atropina. Nakon 30 minuta Stakorima je apliciran L-
NAME (5 mg/kg) u obliku kapi za oci (2 kapi/oko) te potom BPC 157 u obliku kapi za oci (2
kapi/oko) u odgovarajucoj dozi, a kontrola je dobila ekvivalentnu koli¢inu destilirane vode (2
kapi/oko). Stanje zjenica je slikano neposredno prije pocetka pokusa, neposredno prije i nakon
apliciranja BPC 157, isto se ponavljalo svaka 4 sata. Pokus je zavrsio kada su se zjenice vratile

u pocetno normalno stanje.

Skupine 10A i 10B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga im
je ukapano u svako oko 2 kapi 1% otopine atropina. Nakon 30 minuta Stakorima su aplicirani
L-arginin (100 mg/kg) i L-NAME (5 mg/kg) u obliku kapi za o¢i (2 kapi/oko) te potom BPC 157
u obliku kapi za o¢i (2 kapi/oko) u odgovarajucoj dozi, a kontrola je dobila ekvivalentnu koli¢inu
destilirane vode (2 kapi/oko). Stanje zjenica je slikano neposredno prije pocetka pokusa,
neposredno prije i nakon apliciranja BPC 157, isto se ponavljalo svaka 4 sata. Pokus je zavrsio

kada su se zjenice vratile u po¢etno normalno stanje.

Skupine 11A i 11B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga
apliciran im je BPC 157 intraperitonealno u odgovaraju¢oj dozi, a kontrola je dobila
ekvivalentnu koli¢inu fizioloSke otopine intraperitonealno. Stanje zjenica je slikano
neposredno prije pocetka pokusa, neposredno prije i nakon apliciranja BPC 157, isto se

ponavljalo svakih 30 minuta sata. Pokus je zavrSio dogovorno nakon 5 sati.

Skupine 12A i 12B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga

apliciran im je L-arginin (100 mg/kg) intraperitonealno u odgovarajucoj dozi te potom BPC

20



157, a kontrola je dobila ekvivalentnu koli¢inu fizioloSke otopine intraperitonealno. Stanje
zjenica je slikano neposredno prije pocetka pokusa, neposredno prije i nakon apliciranja BPC
157, isto se ponavljalo svakih 30 minuta sata. Pokus je zavrSio kada su se zjenice vratile u

pocetno normalno stanje.

Skupine 13A i 13B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga
apliciran im je L-NAME (5 mg/kg) intraperitonealno u odgovarajucoj dozi te potom BPC 157,
a kontrola je dobila ekvivalentnu koli¢inu fizioloSke otopine intraperitonealno. Stanje zjenica
je slikano neposredno prije pocetka pokusa, neposredno prije i nakon apliciranja BPC 157, isto
se ponavljalo svakih 30 minuta sata. Pokus je zavrSio kada su se zjenice vratile u pocetno

normalno stanje.

Skupine 14A i 14B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga
aplicirani su im L-arginin (100 mg/kg) i L-NAME (5 mg/kg) intraperitonealno u odgovarajucoj
dozi te potom BPC 157, a kontrola je dobila ekvivalentnu koli¢inu fizioloske otopine
intraperitonealno. Stanje zjenica je slikano neposredno prije pocetka pokusa, neposredno
prije i nakon apliciranja BPC 157 , isto se ponavljalo svakih 30 minuta sata. Pokus je zavrsio

kada su se zjenice vratile u po¢etno normalno stanje.

Skupine 15A i 15B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga
apliciran im je BPC 157 u obliku kapi za o¢i (2 kapi/oko) u odgovarajucoj dozi, a kontrola je
dobila ekvivalentnu koli¢inu destilirane vode u obliku kapi za o¢i (2 kapi/oko). Stanje zjenica je
slikano neposredno prije pocetka pokusa, neposredno prije i nakon apliciranja BPC 157, isto

se ponavljalo svakih 30 minuta sata. Pokus je zavrsio dogovorno nakon 5 sati.

Skupine 16A i 16B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga
apliciran im je L-arginin (100 mg/kg) u obliku kapi za o¢i (2 kapi/oko) u odgovarajucoj dozi te
potom BPC 157 u obliku kapi za oci (2 kapi/oko), a kontrola je dobila ekvivalentnu koli¢inu

destilirane vode u obliku kapi za o¢i (2 kapi/oko). Stanje zjenica je slikano neposredno prije
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pocetka pokusa, neposredno prije i nakon apliciranja BPC 157, isto se ponavljalo svakih 30

minuta sata. Pokus je zavrsio kada su se zjenice vratile u po¢etno normalno stanje.

Skupine 17A i 17B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga
apliciran im je L-NAME (5 mg/kg) u obliku kapi za oci (2 kapi/oko) u odgovarajucéoj dozi te
potom BPC 157 u obliku kapi za oci (2 kapi/oko), a kontrola je dobila ekvivalentnu koli¢inu
destilirane vode u obliku kapi za o¢i (2 kapi/oko). Stanje zjenica je slikano neposredno prije
pocetka pokusa, neposredno prije i nakon apliciranja BPC 157, isto se ponavljalo svakih 30

minuta sata. Pokus je zavrSio kada su se zjenice vratile u po¢etno normalno stanje.

Skupine 18A i 18B: Zivotinje su umirene malim dozama tiopentala i diazepama. Nakon toga
aplicirani su im L-arginin (100 mg/kg) i L-NAME (5 mg/kg) u obliku kapi za oci (2 kapi/oko) u
odgovarajucoj dozi te potom BPC 157 u obliku kapi za oci (2 kapi/oko), a kontrola je dobila
ekvivalentnu koli¢inu destilirane vode u obliku kapi za o¢i (2 kapi/oko). Stanje zjenica je slikano
neposredno prije pocetka pokusa, neposredno prije i nakon apliciranja BPC 157, isto se
ponavljalo svakih 30 minuta sata. Pokus je zavrSio kada su se zjenice vratile u pocetno

normalno stanje.

4.2.2. Kontrolne skupine

Kontrolne skupine Cinile su eksperimentalne Zivotinje koje su podvrgnute istom tretmanu kao
i ostale ispitivane Zivotinje, ali su umjesto pentadekapeptida BPC 157 (koji je u istrazivanju
primijenjen kao ispitivana supstanca ciji se ucinak na postavljeni model ispitivao), odnosno L-
NAME i/ili L-arginina tretirane s ekvivalentnim volumenom fizioloske otopine primijenjene

intraperitonealno, odnosno destilirane vode primijenjene lokalno u obliku kapi za oci.
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4.3.  Supstancije koristene u istraZivanju

Supstancije koristene u istrazivanju su:

Pentadekapeptid BPC 157 (GEPPPGKPADDALV, MW. 1419) (Diagen d.o.0., Ljubljana, Slovenija)
je isjecak sekvence ljudskog proteina BPC iz zelu¢anog soka, slobodno topivog u vodi pri pH
7.0, kao i u fizioloSkoj otopini (Patent, primjerice Sikiric i sur, Pharmacologically active
substance, the process for its preparation, and its use in the therapy. EP 0432400). Priprema
se kao $to je ranije opisano u protokolu (35 T). Peptid 99%-tne Cisto¢e (HPLC) (1-d-Gly peptid
kao necistoca) otopljen u fizioloskoj otopini koristen je u svim eksperimentima. Pocetna doza
koja se koristila u pokusu je uobicajena pocetna doza koja se koristila u prijasnjim slicnim
pokusima s BPC 157, dok su ostale doze one koje dovode do postupnog nestajanja ucinka pa
sve do gubljenja ucinka, tj. potpunog nestajanja ucinka. Rezultati dobiveni u pilot studijama
koje su napravljene pokazuju i viSe nego ocit ucinak te zbog takvog razmisljanja nisam nasao
svrsishodno istrazivati vece doze od opisanih jer bi to bilo bezrazloZzno i neopravdano trosenje

resursa i zivotinja, dok bi rezultati bili nerelevantni i beznacajni u znanstvenom smislu.

Apaurin (Diazepamum, Krka, Slovenija) (1 mL/kg = 0,2 mL/200g), Tiopental (Thiopental
Inresa, Freiburg, Njemacka) (0,75 mL/kg =» 0,15 mL/200g), fizioloska otopina/destilirana voda
(Pliva, Zagreb, Hrvatska), komercijalno kupljeni i uobic¢ajeno koriSteni za induciranje i

odrZavanje anestezije, tj. sediranje labaratorijskih Zivotinja radi lakSeg manipuliranja s njima.

L-arginin (100 mg/kg =» 20 mg/200g) i L-NAME (5 mg/kg =» 1 mg/200g) su iz zaliha Zavoda za

farmakologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

Sve supstancije (lijekovi i/ili fizioloska otopina/destilirana voda) davane su u akutnoj primjeni,
aplicirani intraperitonealno ili lokalno sukladno planu istrazivanja. Svaki lijek pripremao se na

dan pokusa.

4.4, Metode

Sva apliciranja lijekova i supstancija su izvedena od strane doktoranda kao neposrednog

vriitelja pokusa i veterinarskog tehnicara zaposlenog na Zavodu za farmakologiju Medicinskog
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fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Supstancije su aplicirane lokalno ili/i intraperitonealno. Kako
bismo eliminirali faktore iz okolisa koji utjecu na veli¢inu zjenice (npr. svjetlost) ili do kojih sami
dovodimo (npr. stres nastao manipuliranjem Zivotinjama ili sediranjem istih) u svaku seriju
pokusa su paralelno ukljucene Zivotinje iz svake skupine kako bi se pokus odvijao u istim
uvjetima za svaku Zivotinju izuzev primljene djelatne supstancije odnosno fizioloske otopine.
Tako smo sigurni da su do pokazanog ucinka dovele jedine 2 varijable koje ¢ine jedinu razliku
izmedu kontrolne skupine Zivotinje (koje su dobile fiziolosku otopinu/destiliranu vodu) i
skupine Zivotinja koje su dobile djelatnu tvar (pentadekapeptid BPC 157) (slika 3.). Slikanje na
pocetku pokusa, prije apliciranja djelatne tvarii u intervalima od svaka 4 sata, odnosno 30min,
takoder se vrsilo od strane doktoranda kao neposrednog vrsitelja pokusa i veterinarskog
tehnicara Zavoda za farmakologiju. Slikanje je obavljeno USB mikroskopskom kamerom ,,Veho
discovery VMS-004 deluxe”. Obrada slika je obavljena posebnim softwareom kupljenim s
kamerom. Obrada slika podrazumijeva mjerenje polumjera, opsega i povrsine zjenice. Mjerna
jedinica za polumjer je milimetar (mm), za opseg takoder milimetar (mm), dok ée povrsina
zjenice biti izrazena u milimetrima kvadratnim (mm?). Prije svakog snimanja kamera je

kalibrirana na milimetarskom papiru.
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Slika 4. Prikaz USB kamere Veho Discovery VMS-004 Deluxe

Slika 5. Kalibracija kamere prije mjerenja na milimetarskom papiru
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4.5.  Statisticka obrada podataka

Numericki podaci su opisani aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom, a u slucaju

raspodjela koje ne slijede normalnu razdiobu medijanom i interkvartilnim rasponom.

Statisticka analiza je napravljena koristenjem parametrijskog dvosmjernog modela ANOVA
(jedan faktor su ponavljana mjeranja) i student Newman-Keuls testa da bismo testirali razlike
medu grupama. Takoder, koristili smo i neprametrijski Kruskal Wallis i post hoc Mann Whitney
U test. Test Fisherove tocne vjerojatnosti smo koristili da bismo ocijenili frekvencije i razlike
medu grupama. Statisticka analiza obavila se programom Statistica 10.0 (StatSoft, Tulsa, OK,

USA). P vrijednost 0,05 ili manje je uzeta kao statistic¢ki znacajna.
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5. REZULTATI

Na zjenicama u Stakora nakon lokalne ili sistemske primjene pokazali smo poseban
modulatorni ucinak stabilnog Zelu¢anog pentadekapeptida BPC 157 kako na dugotrajni
miotski uc¢inak nakon primjene L-NAME i/ili L-arginina (cca 3h) tako i na midrijazu uzrokovanu
atropinom i miozu i midrijazu uzrokovanu pilokarpinom te da je djelovanje ovisno o stimulaciji
i/ili blokadi NO sistema (Slika 6.-12.). Opcenito, sve navedene supstancije koje mogu
antagonizirati midrijazu uzrokovanu atropinom, a stoga i L-NAME-miozu i L-arginin-miozu te
atropinsku midrijazu su osjetljive na NO sistem. Miotski uc¢inak L-NAME i L-arginina je
uglavnom paralelan (izraZeniji u€inak kada su primijenjeni lokalno i zajedno), ali i kompetitivan
(pokazujuéi brze vradanje zjenice u pocetno normalno stanje nakon intraperitonealne
primjene L-NAME i L-arginina). Primijenjen lokalno ili sistemski, modulatorni antagonizirajuci
potencijal BPC 157 nema nikakvog evidentnog utjecaja na normalnu zjenicu, dok ima utjcaja

na medikamentno izazvanu midrijazu i miozu.

Primijenjen lokalno (u obliku kapi za oci) u Stakora s normalnom Sirinom zjenice BPC 157
povecava miotski u¢nak L-arginina, antagonizira miotski u¢inak L-NAME, dok u antagoniziranju
midrijaze uzrokovane atropinom, uz vlastiti antagonizirajuc¢i ucinak, ima aditivni ucinak
primijenjen s L-argininom, s L-NAME ili s L-argininom i L-NAME primijenjenih zajedno.
Primijenjen sistemski (intraperitonealno), BPC 157 skracuje duZinu trajanja miotskog ucinka
intraperitonealno primijenjenih L-arginina, L-NAME ili L-arginina i L-NAME zajedno te takoder
ne utjece na njihov antagonizirajuéi u€inak na midrijazu uzrokovanu atropinom. Pokazali smo
kako mioza u Stakora traje kra¢e kod BPC 157 te ne postigne maksimalnu midrijazu kod
pretretmana, a kod posttretmana midrijza krace traje. Primijenjen sistemski na miozu kao i na
midrijazu uzrokovanu pilokarpinom BPC 157 skraduje vrijeme koje je potrebno zjenici da se
vrati u normalno pocetno stanje te smanjuje maksimalnu midrijazu uslijed koje dolazi nakon
primjene pilokarpina te time takoder pokazuje antagonizirajuéi potencijal skradujuéi vrijeme

trajanja mioze kao i manje izrazenu maksimalnu midrijazu.
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Slika 6. Graf prikazuje kretanje polumjera zjenice (izraZzeno u milimetrima) s obzirom na
vrijeme u intervalima od 4 sata. Nakon potvrdene maksimalne midrijaze uzrokovane
atropinom (30 min nakon apliciranja atropina ((2 kapi 1% atropina/oko)) (pocetak neposredno
prije apliciranja supstancija, vrijeme Oh, vertikalna strelica), sve koncentracije BPC 157
aplicirane intraperitonealno; 10ug/kg (BPC 157 ug), 10 ng/kg (BPC 157 ng), 10 pg/kg (BPC 157
pg) uzrokuju antagonizaciju midrijaze uzrokovanu atropinom. *P<0.05 najmanje nasuprot

kontrolnoj skupini (con) (fizioloska otopina 5ml/kg aplicirana intraperitonealno).
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Slika 7. Graf prikazuje kretanje polumjera zjenice (izrazeno u milimetrima) obzirom na vrijeme
u intervalima od 4 sata. Nakon potvrdene maksimalne midrijaze uzrokovane atropinom (30
min nakon apliciranja atropina ((2 kapi 1% atropina/oko)) (pocetak neposredno prije
apliciranja supstancija, vrijeme Oh, vertikalna strelica), sve supstancije aplicirane
intraperitonealno; BPC 157 (10ug/kg) (B), L-arginine (100 mg/kg) (A) i L-NAME (5 mg/kg)(N), i
njihova kombinacija (L-arginine+L-NAME (AN), L-arginine+BPC 157 (AB), L-NAME+BPC 157
(NB), L-arginine+L-NAME+BPC 157 (ANB)) uzrokuju antagonizaciju midrijaze uzrokovanu
atropinom. B,A, N, AN, AB, NB, ANB pokazuju *P<0.05, najmanje nasuprot kontrolnoj skupini

(con) (fizioloska otopina 5ml/kg aplicirana intraperitonealno).
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Slika 8. Graf prikazuje kretanje polumjera zjenice (izrazeno u milimetrima) s obzirom na
vrijeme u intervalima od 4 sata. Nakon potvrdene maksimalne midrijaze uzrokovane
atropinom (30 min nakon apliciranja atropina ((2 kapi 1% atropina/oko)) (pocetak neposredno
prije apliciranja supstancija, vrijeme Oh, vertikalna strelica), sve supstancije aplicirane u obliku
kapi za oci (2 kapi/oko); BPC 157 (10ug/kg) (B), L-arginine (100 mg/kg) (A) i L-NAME (5
mg/kg)(N),i njihova kombinacija (L-arginine+L-NAME (AN), L-arginine+BPC 157 (AB), L-
NAME+BPC 157 (NB), L-arginine+L-NAME+BPC 157 (ANB)) uzrokuje antagonizaciju midrijaze
uzrokovanu atropinom. B, A, N, AN, AB, NB, ANB pokazuju *P<0.05 najmanje nasuprot

kontrolnoj skupini (con) (destilirana voda 2 kapi/oko).
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Slika 9. Graf prikazuje kretanje polumjera zjenice (izraZzeno u milimetrima) s obzirom na
vrijeme u intervalima od 30 minuta (-0,3 prikazuje pocetno stanje prije aplikacije supstancija).
Sve supstancije aplicirane intraperitonealno; BPC 157 (10ug/kg) (B), L-arginine (100 mg/kg) (A)
i L-NAME (5 mg/kg)(N), i njihova kombinacija (L-arginine+L-NAME (AN), L-arginine+BPC 157
(AB), L-NAME+BPC 157 (NB), L-arginine+L-NAME+BPC 157 (ANB)), osim BPC 157 samostalno
uzrokuju miozu. A, N, AN, AB, NB, ANB pokazuju najmanje P<0.05 nasuprot kontrolnoj skupini

(con) (fizioloska otopina 5ml/kg intraperitonealno).
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Slika 10. Graf prikazuje kretanje polumjera zjenice (izrazeno u milimetrima) obzirom na
vrijeme u intervalima od 30 minuta (-0,3 prikazuje pocetno stanje prije aplikacije supstancija).
Sve supstancije aplicirane u obliku kapi za o¢i (2 kapi/oko); BPC 157 (10ug/kg) (B), L-arginine
(100 mg/kg) (A) i L-NAME (5 mg/kg)(N), i njihova kombinacija (L-arginine+L-NAME (AN), L-
arginine+BPC 157 (AB), L-NAME+BPC 157 (NB), L-arginine+L-NAME+BPC 157 (ANB)), osim BPC
157 samostalno uzrokuju miozu. A, N, AN, AB, NB, ANB pokazuju najmanje P<0.05 nasuprot

kontrolnoj skupini (con) (destilirana voda 2 kapi/oko).
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Slika 11. Graf prikazuje kretanje polumjera zjenice (izrazeno u milimetrima) obzirom

vrijeme u intervalima od 1 minute. Sve supstancije (osim pilokarpina) aplicirane

na

su

intraperitonealno; BPC 157 (10ug/kg), fizioloska otopina (5ml/kg). Stupci oznadeni * pokazuju

najmanje P<0.05 nasuprot kontrolne skupine (con).
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Slika 12. Graf prikazuje kretanje polumjera zjenice (izrazeno u milimetrima) obzirom na

vrijeme u intervalima od pola sata. Sve supstancije (osim pilokarpina) aplicirane su

intraperitonealno; BPC 157 (10ug/kg), BPC 157 (10ng/kg), fizioloska otopina (5ml/kg). Stupci

oznaceni * pokazuju najmanje P<0.05 nasuprot kontrolne skupine (con).
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Slika 13. Prikaz normalne Sirine zjenice Stakora (r=0,36mm, C=2,25mm, P=0,40mm2)

Slika 14. Prikaz zjenice Stakora u maksimalnoj midrijazi 30 minuta nakon apliciranja atropina

(2 kapi 1% atropina/oko) (r=2,35mm, C=14,76mm, P=17,35mm2)
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Slika 15. Prikaz normalne Sirine zjenice Stakora skupine Zivotinja koja je primila BPC 157
(10ug/kg). Nakon 44 h pokusa (aktivne supstancija aplicirane intraperitonealno) (r=0,38mm,
C=2,36mm, P=0,44mm?2)

Slika 16. Prikaz normalne Sirine zjenice Stakora skupine Zivotinja koja je primila BPC 157
(10ug/kg). Nakon 44 h pokusa (aktivne supstancija aplicirane u obliku kapi za o¢i (2 kapi/oko))
(r=0,42mm, C=2,65mm, P=0,56mm?2)
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Slika 17. Prikaz zjenice Stakora u semimidrijazi kontrolne skupine Zivotinja koja je primila
fizioloSku otopinu 5ml/kg. Nakon 28h pokusa (aktivne supstancija aplicirane u obliku kapi za

oCi (2kapi/oko)) (r=1,70mm, C=10,68mm, P=9,07mm?2)

Slika 18. Prikaz zjenice Stakora u semimidrijazi kontrolne skupine Zivotinja koja je primila
fiziolosku otopinu 5ml/kg. Nakon 44h pokusa (aktivne supstancija aplicirane

intraperitonealno) (r=0,89mm, C=5,61mm, P=2,50mm?2)
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Slika 19. Prikaz zjenice Stakora u miozi nakon 30 minuta pokusa (r=0,14mm, C=0,88mm,

P=0,06mm?2)
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6. RASPRAVA

Primijenjenilokalno ili sistemski, pokazali smo poseban modulatorni uc¢inak BPC 157 na zjenicu
u Stakora (koji nema utjecaja na normalnu zjenicu kada se primjenjuje samostalno, dok utjece
na midrijazu (uzrokovanu atropinom) i miozu (L-NAME i/ili L-arginin)), kao i na zajednicki
dugotrajni miotski ucinak (cca 3h) uzrokovan primjenom L-NAME i L-arginin bez obzira bili
primijenjeni lokalno ili sistemski koji bi mogli biti vrlo vazni u razjasnjenju djelovanja na
midrijazu uzrokovanu atropinom (posebice imajuéi u vidu da su primijenjeni na maksimalnu
atropinsku midrijazu). Miotski ucinak L-NAME i L-arginina je uglavhom paralelan i osjetljiv s
obzirom na NO sistem jer obje supstancije znatno antagoniziraju midrijazu uzrokovanu
atropinom. Njihova znacajnija ucinkovitost kada su primijenjeni lokalno i kombinirano
analogna je prevladavanju blokade s kolinomimeticima kada su primijenjeni u odgovarajucoj
dozi i ucestalosti, u odnosu na koli¢inu koristenog atropina (77). S obzirom da se atropin
produzeno akumulira u oku (78), uc€inkovitost sistemske primjene L-NAME i/ili L-arginina (kao
i ranije s lokalnom primjenom) moze pokazivati specifi¢an efekt na posebne dogadaje u vezis
midrijazom uzrokovanom atropinom. U ovim pokusima pokazana aktivnost BPC 157 (46,47)
(nema utjecaja na promjer normalne zjenice kada se primjenjuje samostalno, bilo da je
primijenjen lokalno ili sistemski) sugerira da bi mogao posebno modulirati miotski efekt
uzrokovan s L-argininom i L-NAME, kao i midrijazu uzrokovanu atropinom te miozu
uzrokovanu s L-NAME i L-arginiom nakon midrijaze uzrokovane atropinom. Stoga bi mogao

posebno modulirati u¢inke NO sistema i atropina.

L-NAME i L-arginin miotski u¢inci uglavnom su paralelni (izraZeniji u€inak kada su primijenjeni
lokalno i zajedno), ali i kompetitivni (uzrokuju¢i nakon intraperitonealne primjene krace
vrijeme vraéanja zjenice u pocetno normalno stanje kod Stakora koji su primili L-NAME i L-
arginin zajedno). Lokalno, u Stakora s normalnom Sirinom zjenice, BPC 157 pojacava miotski
efekt L-arginina, dok istovremeno antagonizira miotski efekt L-NAME. Ipak, kod primjene
nakon atropina, i direktne i lokalne primjene supstancija, BPC 157 ima aditivni ucinak zajedno
s L-argininom, aditivni u¢inak zajedno s L-NAME, kao i aditivni u¢inak zajedno s L-NAME i L-
argininom pruzajudi pri tome jasnu antagoniziranu inhibiciju parasimpatickog tonusa (77) i
zadrzan odgovor acetilkolina (sli¢nih prasimpatickih spojeva) na ovim mjestima nakon blokade

atropinom. U pokusima sa sistemskom primjenom, BPC 157 skracuje vrijeme potrebno da se
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zjenica vrati u normalno pocetno stanje nakon mioze uzrokovane L-argininom, L-NAME i
zajedno L-argininom i L-NAME te ne utjeCe na njihovu sposobnost antagonizacije midrijaze
uzrokovane atropinom. Pritom, s obzirom na opée preklapanje kod lokalne i sistemske
primjene agensa (npr. BPC 157 nema utjecaja na normalnu Sirinu zjenice, antagonizacija
medikamentno uzrokovane mioze i posebno midrijaze uzrokovane atropinom) razliciti ucinci,
bez obzira bile supstancije primijenjene lokalno ili sistemski, mogu biti povezani s razlicitom
prezentacijom spoja/spojeva na mjestima blokade atropinom, lokalno ili sistemski. Stoga
zakljuéujemo, ucinak BPC 157 na miozu i midrijazu uzrokovanu atropinom je sukladan
odrazavanju funkcije sfinktera ranije opisano u uvodu (42-45,48-51) (npr. u zdravih Stakora
BPC 157 je povecdao pritisak donjeg jednjacnog sfinktera i smanjio tlak pilorickog sfinktera, dok
je u ozlijedenih stakora sa smanjenim tonusom sfinktera vratio tonus sfinktera na normalne
vrijednosti (42-45,48-51)) i antagoniziranju ucinka L-NAME na funkciju sfinktera (48,49). Isto
tako, BPC 157 uglavnom interferira s NO sistemom, NOs blokatorom (L-NAME) i NOs
supstratom (L-arginin), i antagonizira u¢inak L-NAME viSe nego L-arginin (46-49) (ovdje kod
mioze, L-NAME je prekrila/prevladala ucinak L-arginina, ali su oba u potpunosti antagonizirana
s BPC 157). Konacno, potencijacija acetilkolina kroz ili NOs inhibiciju, ili primjenu NOs
supstrata, paralelno djelovanje i L-NAME i L-arginina mozZe biti poduprto dokazima da i NOs
blokatori i NOs supstrati mogu uzrokovati (inducirati) kvantitativno slican odgovor (79,80). Na
primjer, u koroidalnom spletu, inhibicija Na(+)-K(+)-ATPase je blokirana s inhibitorom NOs (L-
NAME) dok je jednako blokirana i postignut je identi¢an odgovor NO agonistom natrijevim
nitroprusidom (79). Omogudavanje peristaltike u crijevima zamoraca je potaknuto natrijevim

nitroprusidom i s L-NAME (81).

Isti kvantitativni odgovor mogao bi upucdivati da bi ovakvi odnosi i rezultati mogli biti povezani
s posebnim i specificnim odnosima NO sistema i acetilkolina. Uobic¢ajeno, otpustanju NO
prethodi stimulacija kolinergi¢kih Zivaca u brojnim tkivima (79). Slicno, L-arginin moze
oponasati ucinak NO donora koji bi mogao imati ucinak poput karbahola. S druge pak strane
uzimajuéi u obzir L-NAME, miozu i antagonizaciju midrijaze uzrokovane atropinom u drugim
tkivima (npr. ileum) NOs inhibitori bi mogli povecati otpustanje acetilkolina (82). Opustanje
(relaksacija) vanjske i unutarnje o€ne arterije primjenom atropina je ponisteno s NG-nitro-L-
arginine (L-NA), inhibitorom NOs (65) i na taj nacin bi takoder i L-NAME mogao ocigledno

antagonizirati midrijazu uzrokovanu atropinom. Zaklju¢no, midrijaza uzrokovana atropinom
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ovisi o NO sistememom povezanim mehanizmima na poseban nacin i L-NAME, NOS blokator i
L-arginin, NOS supstrat, uzrokuju antagonizaciju i miozu (koja takoder moZe biti
antagonizirana), ucinak koji do sada nije opisan u literaturi, dakle, upuc¢uje da je to NO sistem
fenomen. Midrijaza uzrokovana atropinom, mioza uzrokovana s L-NAME i L-argininom, mogu
biti antagonizirane s BPC 157 zbog njegove interakcije s NO sistemom i funkcijom sfinktera
(46) te sposobnostima cijeljenja (42-45,48-51). Opisani ucinci mogu doprinijeti daljnjoj

izgradnji pouzdanih i u¢inkovitih terapijskih metoda.

Pilokarpin paradoksalno u Stakora izaziva kratkotrajnu miozu te potom midrijazu (4,5).
Pretpostavljamo da do midrijaze dolazi zbog gréa misi¢a sfinktera zjenice koji nakon nekog
vremena popusti i prevlada djelovanje misi¢a dilatatora zjenice Sto uzrokuje midrijazu.
Pokazali smo kako mioza u Stakora traje krec¢e kod BPC 157 te ne postigne maksimalnu
midrijazu kod pretretmana, a kod posttretmana midrijaza kraée traje. Navedeno upuduje na
anatgonizirajuéi potencijal BPC 157 te da je ucinak modulatoran i nastoji uspostaviti

homeostazu.

Opisani u¢inci mogu doprinijeti daljnjoj izgradnji pouzdanih i uéinkovitih terapijskih metoda.
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7. ZAKUUCCI

Na temelju provedenih pokusa i analizom dobivenih podataka zakljuCuje se kako
pentadekapeptida BPC 157 skracuje vrijeme potrebno zjenici da se vrati u normalno pocetno
stanje nakon tretiranja atropinom ili pilokarpinom neovisno je li primijenjen sistemski ili

lokalno.

Takoder, moze se jasno zakljuéiti kako je opisani u¢inak zavisan od djelovanja na NO sistem jer
pentadekapeptid BPC 157 uzrokuje antagonizaciju midrijaze uzrokovane atropinom il
pilokarpinom, a nakon toga i mioze u nastavku uzrokovane s L-NAME, L-argininom i L-NAME i
L-argininom te takoder uzrokuje antagonizaciju mioze uzrokovane s L-NAME, L-argininom i L-

NAME i L-argininom.

Ova saznanja poticu na daljnja istrazivanja, uzimajuci u obzir posebnu pozadinu i vrlo veliku
sigurnost primjene BPC 157 (1,2), kao Sto je do sada pokazano, koja bi mogla rezultirati

uspjeSnom primjenom BPC 157 u dijagnosticke i terapeutske svrhe.
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8. SAZETAK

Pokazali smo u Stakora posebne modulatorne ucinke Zelu¢anog pentadekapeptida BPC 157
(10ug, 10ng, 10pg/kg) primijenjenog u obliku kapi za odi ili sistemski na dugotrajni (cca 3h)
miotski uc¢inak nakon primjene L-NAME (5mg/kg) ili L-arginina (100 mg/kg) na midrijazu
uzrokovanu atropinom (2 kapi 1% atropina u svako oko, supstancije primijenjene u stanju
maksimalne midrijaze), kao i na midrijazu i miozu uzrokovanu pilokarpinom (2 kapi pilokarpina
u svako oko, supstancije primijenjene zajedno i u posttretmanu) te osjetljivost s obzirom na
blokadu i stimulaciju NO sistema. Opcenito, sve navedene supstancije koje mogu
antagonizirati atropinsku i pilokarpinsku midrijazu i takoder s L-NAME, L-arginin i pilokarpinom
uzrokovanu miozu imaju utjecaj na NO sistem. L-NAME i L-arginin miotski ucinci su uglavhom
paralelni (izraZeniji u¢inak kada su primijenjeni lokalno i zajedno), ali i kompetitivni (uzrokujudi
nakon intraperitonealne primjene krace vrijeme vracéanja zjenice u poc¢etno normalno stanje
kod stakora koji su primili L-NAME i L-arginin zajedno). Primijenjen lokalno ili sistemski, BPC
157 nema ucinka na normalnu zjenicu kada se primjeni samostalno, dok utjece na induciranu
i miozu i midrijazu. Lokalno primijenjen, u Stakora s normalnom zjenicom, BPC 157 povedava
miotski efekt L-arginina, antagonizira miotski efekt L-NAME; u antagonizaciji atropinske
midrijaze, bez obzira na vlastiti antagonizirajuéi potencijal, BPC 157 ima aditivni ucinak
primijenjen s L-argininom, s L-NAME-om i s primijenjenima zajedno L-NAME i L-argininom.
Intraperitonealno primijenjen, BPC 157  skracuje vrijeme mioze koju je uzrokovao
intraperitoenalno primijenjeni L-ariginin, L-NAME i njihova kombinacija te ne utjece na njihov
antagonizirajuci efekt na midrijazu uzrokovanu atropinom. Takoder, BPC 157 antagonizira
pilokarpinsku miozu (skradujuéi vrijeme vradanja u normalno pocetno stanje i smanjujuci
maksimalnu midrijazu) i midrijazu (koja kraée traje). Zaklju¢no, atropinska midrijaza na
poseban nacin ovisi o NO sistemu; L-NAME, blokator NOs, i L-Arginin, prekursor NO-a,
uzrokuju antagonizaciju i miozu (koja se neutralizira kasnije, ponisti), efekt koji do sada nije
opisan u literaturi. Midrijaza uzrokovana atropinom i pilokarpinom, mioza uzrokovana s L-
NAME, L-arginin i pilokarpinom mogu se, o€ito, antagonizirati s BPC 157 s obzirom na njegovu

interakciju s NO sistemom i funkcijom sfinktera zjenice.
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9. SUMMARY

LAtropine, pilocarpine, NO system, BPC 157 on mydriasis in rats”

In living rats’ pupil after either eye drops or systemic administration (intraperitoneal), we
revealed particular modulatory effects after gastric pentadecapeptide BPC 157 (10ug, 10ng,
10pg/kg) as well as a common long-standing (cc 3h) miotic effect after L-NAME (5mg/kg) or
L-arginine (100mg/kg), and atropine-mydriasis (2 drops of 1% atropine/eye, agents at the
maximal atropine-mydriasis) and pilocarpine miosis and mydriasis (2 drops of 1%
atropine/eye, agents together ori n posttretman) sensitivity to NO-system blockade and/or
stimulation. In general, all these agents might counteract atropine-mydriasis and pilocarpine-
mydriasis, and thereby, L-NAME-miosis, L-arginine-miosis and pilocarpine-miosis were NO-
sensitive. L-NAME and L-arginine miotic effects were mostly parallel (more effectiveness when
applied locally and combined), but competitive (providing after intraperitoneal
administration sooner returning to normal pupil size in L-NAME+L-arginine-rats). Applied
locally or systemically, modulatory BPC 157 counteracting potential characterizes no influence
on normal pupils when given alone while BPC 157 affects induced both miosis and mydriasis.
Locally, in rat with normal pupil, BPC 157 augments the miotic effect of L-arginine,
counteracts the miotic effect of L-NAME; in counteracting atropine-mydriasis, besides own
counteracting potential, BPC 157 has an additive effect with L-arginine, with L-NAME and with
L-NAME+L-arginine. Intraperitoneally, BPC 157 shortens the miotic effects of intraperitoneal
L-arginine, L-NAME, and L-arginine+L-NAME and does not affect their counteracting effect on
atropine-mydriasis. Also, BPC 157 counteract pilocarpine-myosis (shortens time and maximal
mydriasis) and pilocarpine mydriasis (shorter duration). Concluding, the atropine-mydriasis
depends on NO-related mechanisms in a particular way and both L-NAME, a NOS-blocker and
L-arginine, a NOS-substrate, exhibit a counteraction and miosis (that could be mutually
counteracted), an effect thus far undescribed; the atropine-mydriasis, L-NAME-miosis and L-
arginine-miosis, may consequently be counteracted by BPC 157 due to its interactions with

the NO-system and sphincter function.
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