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METAMFETAMINOM

SAZETAK

Istrazen je ucinak pentadekapeptida BPC 157 u modelima dopaminergicke
neurotoksi¢nosti uzrokovane metamfetaminom; prvi je model uzrokovan jednom dozom
metamfetamina (10, 20 ili 40 mg/kg), a drugi je model dopaminergicke preosjetljivosti u
kojem se haloperidol daje tri dana prije metamfetamina. Ovakvi modeli korisni su
istrazivanju poremecaja razine dopamina u srediSnjem ziv€anom sustavu, posebno u
nigrostrijatumu, koji rezultiraju smetnjama pri kretanju, kognitivnim procesima i
ponaSanju ljudi i Zivotinja. Pokusi su provedeni na Wistar Stakoricama kojima bi se
prije metamfetamina ili haloperidola aplicirali BPC 157 ili fizioloska otopina. 24 h
nakon aplikacije metamfetamina mjerila se lokomotorna aktivnost, bodovala
poremecena motorika prednjih ekstremiteta i1 atakti¢ni fenotip. Analizirala se razina
malondialdehida (MDA) u mozgu 2 i 24 h nakon davanja metamfetamina, te broj
neurona u strijatumu, supstanciji nigri i ventralnom tegmentalnom podrucju 24 h nakon
davanja metamfetamina. Stakorice koje su prije 10 mg/kg metamfetamine dobile BPC
157 bile su znacajno aktivnije od kotrolnih Stakorica 24 h nakon aplikacije
metamfetamina. Stakorice koje su prije metamfetamina dobile BPC 157 imale su manje
izrazen atakticni fenotip i statisticki znacajno manje poremecenu funkciju prednjih
ekstremiteta, ve¢i broj zdravih, a manji broj patoloSki promijenjenih neurona u
strijatumu, supstanciji nigri i ventralnom tegmentalnom podru¢ju u odnosu na Stakorice
kontrolnih skupina. Dva sata nakon aplikacije metamfetamina razina MDA u strijatumu
je bila znacajno niza od fizioloske, dok je 24 h poslije bila visa. Kod stakorica tretiranih

BPC-om 157 razina MDA u strijatumu bila je bliza fizioloskoj u svim slucajevima osim



24 h nakon aplikacije 40 mg/kg metamfetamina. U modelu dopaminergicke
preosjetljivosti uzrokovane haloperidolom i metamfetaminom Stakorice prethodno
tretirane BPC-om 157 imale su manje razine MDA u strijatumu, hipokampusu i
diencefalonu u odnosu na kontrolnu skupinu, a vecu 1 sli¢niju fizioloskoj razinu MDA
u malom mozgu. BPC 157 ima odredeno neuroprotektivno djelovanje i stiti strijatum od
dopaminergicke neurotoksi¢nosti uzrokovane metamfetaminom 1 potencirane
haloperidolom, $to upucuje na ucinkovitost BPC-a 157 u prevenciji poremecaja razine

dopamina, a moguce i Parkinsonove bolesti.

Kljucne rijeci: pentadekapeptid BPC 157, metamfetamin, haloperidol, dopaminergic¢ka

neurotoksi¢nost
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JELENA SURAN

Introduction. The aim of the research was to invetigate the effect of
pentadecapeptide BPC 157 in two rat models of metamphetamine - induced
dopaminergic neurotoxicity. These models are useful in dopamine disorders research,
especially regarding nigrostriatal dopaminergic neuron damage which results in
movement disorders, cognitive and behavioural impairment in people and animals, with

limited current therapy options.

Materials and methods. The first model was a simple, single - dose
methamphetamine model (10, 20 ili 40 mg/kg), while the second one, the dopaminergic
supersensitivity model, was potentianted with haloperidol (5 mg/kg) administered three
days before methamphetamine (10 mg/kg). 106 Wistar female rats were used in both
dopaminergic  neurotoxicity —models. Immediately after methamphetamine
administration, their body temperature was monitored and stereotypies were counted. 24
hours after methamphetamine administration locomotor activity was measured,
proximal forelimb function and atactic phenotype were scored. Healthy and damaged
neurons were counted on hematoxylin- eosin stained sections of striatum, ventral

tegmental area and substantia nigra pars compacta. MDA levels were measured in



different brain regions; striatum, hippocampus, frontal cortex, cortex, diencephalon and
cerebellum 2 and 24 hours after methamphetamine administration.

Results. In both models the average number of stereotypies was smaller in BPC
157 group in comparison to control group, but these differences were not statistically
significant. BPC 157 did not decrease or prevent methamphetamine — induced
hyperthermia. 24 hours after 10 mg/kg metamphetamine administration BPC 157 rats
were significantly more active than control rats, while after higher methamphetamine
doses these differences were present but not significant. In dopaminergic
supersensitivity model BPC 157 rats were more active than control rats 24 and 48 h
after haloperidol administration and all survived methamphetamine dose of 10 mg/kg
given three days later, while two control rats died. In comparison with control group,
BPC 157 rats had less pronounced atactic phenotype, significantly less impaired
forelimb function, higher number of healthy and lower number of damaged neurons in
striatum, ventral tegmental area and substantia nigra pars compacta. Two hours after
methamphetamine administration MDA levels in striatum and other brain regions were
lower than normal but increased above normal after 24 hours. BPC 157 rats had striatal
MDA values closer to normal in every case except 24 hours after administration of 40
mg/kg methamphetamine. In latter hippocampal MDA values were higher in BPC 157
rats as well. In dopaminergic supersensitivity model BPC 157 rats had lower striatal,
hippocampal and diencephalic MDA values and higher, but closer to normal, cerebellar
MDA values.

Conclusion. BPC 157 had specific neuroprotective effect on striatum and
prevented impairment od striatum-mediated motoric functions and striatal neuron loss,

which implies efficacy of BPC 157 in parkinsonism prevention.

Keywords: pentadecapeptide BPC 157, methamphetamine, haloperidol, dopaminergic

neurotoxicity
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POPIS KRATICA | SIMBOLA

6-OHDA — 6- hidroksidopamin

5-HT — serotonin

4-HNE — 4 hidorksiononenal

A - adenozin

ATP — adenozin trifosfat

BPC 157 — engl. body protection compound 157 (15.7. je bio datum ekstrakcije BPC-a)
Ca®*- dvovalentni kalcij

CCly, - tetraklorugljik

CGMP — cikli¢ki guanozin monofosfat

CO — uglji¢ni monoksid

Cu - bakar

CPu — nucleus caudatus i putamen , strukture koje zajedno ¢ine dorzalni strijatum
D, DA — dopamin

DAT - transporter za dopamin

DJ1 - ili PARKY, Parkinson protein 7

DOPAK - 3,4 — dihidroksfeniloctena kiselina

egr-1- (engl. early growth response) ¢imbenik ranog odgovora rasta tpa 1

F.o. — fizioloSka otopina

GABA — gama-aminomaslacna kiselina



GDNF - glijalni neurotrofni glijalni ¢imbenik
GP — globus pallidus

GPi/SNr - kompleks unutrasnjeg segmenta globusa pallidusa i retikularne substancije

nigre

h-EGF — ljudski ¢imbenik rasta epidermisa

h-TGF — ljudski transformirajuéi ¢imbenik rasta

HE — hematoksilin-eozin

HPLC — metoda visokodjelotvorne tekucinske kromatografije
HVA - homovanili¢na kiselina

IBB — ljestvica bodovanja funkcije prednjih ekstremiteta prema Irvine, Beatties i

Bresnahanu (Irvine i sur., 2010)
KCI — kalijev klorid

KOMT - katehol-o-metiltransferaza
L-NAME - N-omega-nitro-L-arginin metil ester
M - muskarin

MA — metamfetamin

MAO — monoamin oksidaza
MAO-B - monoamin oksidaza-B
MDA — malondialdehid

Mn - mangan

MPP - 1-metil-4-fenilpiridin

MPPP- 1-metil-4-fenil-4- propionoksipiperidin



MPTP- 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 — tetrahidropiridinom

NA — noradrenalin

NaCl — natrijev klorid

NaH,PO,— natrijev dihidrogen fosfat

Na;HPO, — natrijev hidrogen fosfat

NMDA — N-metil-D-aspartat

NO — dusikov monoksid

NOS — sintaza dusikovog monoksida

eNOS — endotelna sintaza dusSikovog monoksida
NNOS — neuronska sintaza duSikovog monoksida
NSPUL — nesteroidni protuupalni lijekovi

PINK1 — PTEN1 (homolog fosfataze i tenzina) -inducirana kinaza 1serin/treonin -

protein kinaza

PL-10, PLD-116, PL 14736 - sifra za BPC 157 u Plivi

PBN - alfa-fenil —N-terc-butil nitron

PBS — puferirana baza soli za ispiranje tkiva

RNA — ribonukleinska kiselina

gRNK- glasnicka ribonukleinska kiselina

SCH 23390 — 7-kloro-3-metil-1-fenil-1,2,4,5 — tetrahidro-3-benzazepin
SERT - transporter serotonina

SN - supstancija nigra (crna tvar)

SNc - kompaktni dio supstancije nigre

SNr — retikularni dio supstancije nigre



STN — subtalamicka jezgra

TBARS - reaktivni spojevi tiobarbiturne kiseline

TH — tirozin hidroksilaza

TPH — triptofan hidroksilaza

TUNEL - bojanje terminalne deoksinukleotidil transferaze na 3- OH krajevima DNK
UCHL1 - ubikvitin karboksil-terminalna hidrolaza tipa 1

VMAT?2 — vezikularni transporter monoamina tipa 2

VTA — ventralno tegmentalno podrucje

Zn - cink

o — sigma receptori






1. Uvod




1.1. Definicija problema

Primjerena terapija Parkinsonove bolesti koja bi bila u¢inkovita i bez $tetnih nuzucinaka
jos uvijek nije poznata. Zbog toga ¢e se istraziti neuroprotektivan uCinak pentadekapeptida
BPC 157 na mozdane strukture u Stakorskom modelu dopaminergicke neurotoksicnosti
uzrokovane metamfetaminom. Rije¢ je o istim strukturama koje su oSte¢ene u oboljelih od
Parkinsonove, no i od drugih bolesti koje uklju¢uju promjene u motorici i ponasanju, pa ¢e se
ovim pretklini¢kim istrazivanjem ustanoviti potencijal BPC-a 157 u profilaksi i terapiji

spomenutih bolesti.

Pentadekapeptid BPC 157 je aktivni dio zelu¢anog peptida BPC (engl. body protection
compound) dokazanog neuroprotektivnog u¢inka (TUDOR i sur., 2010.; GJURASIN i sur.,
2010.). Budu¢i da regulira dopaminski sustav (SIKIRIC i sur., 2011.), smatra se da bi mogao
biti indiciran kod brojnih poremecaja razine dopamina u srediSnjem ziv€éanom sustavu,
posebno u nigrostrijatalnom dopaminskom putu. Ovakvi poremecaji rezultiraju smetnjama pri
kretanju, kognitivnim procesima i ponasanju ljudi i1 Zivotinja. Da bi se ova pretpostavka
potvrdila, uinkovitost BPC-a 157 je ispitana u modelu dopaminergicke neurotoksi¢nosti
uzrokovane neurotoksinom MPTP-om (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin) koji unistava
dopaminergi¢ka vlakna u supstanciji nigri (SN) (SIKIRIC i sur., 1999.b), te u raznim
modelima dopaminergicke preosjetljivosti i amfetaminske senzitizacije (SIKIRIC i sur.,
2002.; JELOVAC i sur., 1998.) U takvim je modelima potvrden ucinak BPC-a 157 na
ponaSanje 1 somatosenzorne reflekse pokusnih Zivotinja. Osim navedenih modela, u
istrazivanjima poremecaja ravnoteze monoamina se Kkoristi model dopaminergicke
neurotoksi¢nosti uzrokovane metamfetaminom. Metamfetamin izaziva dugotrajnu depleciju
dopamina 1 serotonina te oSte¢enje dopaminergickih i serotonergi¢nih Ziv€anih zavrSetaka u
striatumu. Smatra se da je za oSte¢enje Zivaca odgovoran oksidacijski stres koji zapocinje
oksidacijom dopamina u 6- hidroksidopamin (KITA i sur., 2003.). Jedan od uobicajenih
biljega oksidacijskog stresa je malondialdehid (MDA). Oksidacijom dopamina nastaju
reaktivni dopaminski kinoni 1 kisikovi radikali u zavrSecima dopaminergickih Zivaca, koji
napadaju nezasi¢ene masne kiseline u membrani zivaca, $to dovodi do stvaranja MDA
(KRASNOVA i CADET, 2009.). Malondialdehid nije samo rezultat oksidacijskog stresa i
oSte¢enja membrane, nego ta molekula sama po sebi moze djelovati toksi¢éno (LONG i sur.,

2009.), dok neka istrazivanja upucuju na to da je rije¢ o signalnoj molekuli (CAI i sur., 2009.)

1



Osim oksidacijskog stresa, smatra se da oSte¢enju dopaminergi¢kih Zivaca doprinosi i
oslabadanje dusSikova monoksida posredovano glutamatom (KITA i sur, 2003.; ITZHAK i
ALLI, 2006.). Oksidacijski stres i naruSena ravnoteza sustava dusikova monoksida dovode se u
Vezu s razvojem bolesti vezanih za dopaminski sustav i neurodegeneraciju, $to modele

dopaminergicke neurotoksi¢nosti uzrokovane metamfetaminom c¢ini vjerodostojnijima.

Djelovanje metamfetamina rezultirati ¢e akutnim promjenama u ponaSanju koje
ukljucuju vrlo izrazene stereotipije (lizanje, grizenje, CiS¢enje krzna, pojacano njuskanje),

automutilacije te izrazene poremecaje motorike; diskinezije i gubitak ravnoteze.

Modeli dopaminergi¢ke neurotoksi¢nosti se mogu izazvati davanjem vise uzastopnih
doza metamfetamina ili jednokratnim davanjem visoke doze metamfetamina pokusnim
zivotinjama. Ukoliko se pri tome Zeli provjeriti zastitini ili ljekoviti u€inak neke tvari, potonji
je model jedostavniji za dizajn pokusa. Jednokratne doze od 10, 20 ili 40 mg/kg uzrokuju o
dozi ovisnu hipertermiju, smanjenu razinu dopamina, serotonina i tirozin hidroksilaze, a
povisenu razinu glijalnog fibrilarnog proteina (FUKUMURA i sur., 1998.). Pradenje
hipertermije kod pokusnih Zivotinja i snizavanje iste hladnom vodom u trenutku kada naraste
iznad 41,2°C smanjuje mortalitet, a ne mijenja bitno ostale parametre, pa su podaci

prikupljeni od tih Zivotinja pouzdaniji.

Neurotoksi¢ni ucinak visoke doza metamfetamina moze se pojaCati prethodnim
izazivanjem dopaminergicke preosjetljivosti haloperidolom. JELOVAC i sur. (1998.) su
izazvali dopaminergic¢ku preosjetljivost tako §to su miSevima dali 5 mg/kg haloperidola i.p., te
su nakon 3 dana aplicirali amfetamin u dozi 20 mg/kg. Reakcija tih miSeva na amfetamin je
bila burnija nego kod onih koji su prije amfetamina dobili BPC 157, ali se kod njih bodovalo
samo ponasanje. S obzirom na to, u ovakav se model moZze ukljuciti 1 provjera motorike,
ravnoteze, lokomotorne aktivnosti i oksidacijskog stresa u mozgu, kako bi se dobio detljniji

uvid u u¢inak BPC-a 157 na ocuvanje funkcija povezanih sa dopaminergi¢kim sustavom.



1.2. Ciljevi istrazivanja

Cilj istrazivanja je provjeriti da li BPC 157 moze zastititi nigrostrijatalni sustav i s njim
povezane funkcije od neurotoksi¢ne doze metamfetamina te procijeniti na koji su nacin

povezane patoloske promjene u mozgu s poremec¢enom motorikom i ponasanjem pokusnih

Zivotinja;
1. Istraziti neuroprotektivni ucinak BPC-a 157 u modelima dopaminergicke
preosjetljivosti 1 neurotoksicnosti uzrokovane metamfetaminom.
2. Utvrditi povezanost oSteenja dopaminergi¢kih zivaca u nigrostrijatumu s

oksidacijskim stresom u mozgu i promjenama u fenotipu pokusnih zivotinja.

1.3. Opseg rada

Istrazivanje ¢e se provesti kroz dva metamfetaminska modela: jednostavni model
dopaminergicke neurotoksi¢nosti 1 model dopaminergicke preosjetljivosti. Model
dopaminergicke neurotoksi¢nosti ¢e se uspostaviti jednokratnom primjenom metamfetamina u
dozi 10, 20 ili 40 mg/kg tm. (FUKUMURA i sur.,, 1998.). Model dopaminergicke
preosjetljivosti uspostavit ¢e se davanjem haloperidola intraperitonealno (i.p.) u dozi 5 mg/kg
t.m. te potkoZznom (s.c.) aplikacijom metamfetamina u dozi 10 mg/kg t.m. nakon tri dana
(JELOVAC isur., 1998.). U oba modela ¢e se raditi sljedece:

1. Odmah nakon davanja metamfetamina mjeriti ¢e se tjelesna temperatura Stakorica
ne bi li se provjerilo da li BPC 157 moze sprije€iti razvoj hipertermije koja se
javlja kao rezultat neurotoksi¢nog djelovanja metamfetamina

2. Tijekom dva sata nakon davanja metamfetamina snimati ¢e se i bodovati
ponasanje zivotinja (Stereotipije i diskinezije) kako bi se provjerilo da li BPC 157
sprijecava ili ublaZzava promjene ponaSanja uzrokovane metamfetaminom te moze
li haloperidol u modelu dopaminergicke preosjetljivosti potencirati te promjene.

3. 24 h nakon davanja metamfetamina ¢e se analizirati lokomotorna aktivnost i

stereotipno ponasanje Stakorica kako bi se provjerilo da li BPC 157 sprijecava
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pad aktivnosti i1 stereotipnog ponaSanja do kojeg inace dolazi zbog deplecije

dopamina koja nastupa 24 h nakon metamfetamina.

Usporedivanjem stupnja cerebelarne ataksije medu grupama ¢e se provjeriti moze
li BPC 157 sprijeéiti razvoj ataksije koja nastaje kao posljedica neurotoksi¢nog
djelovanja metamfetamina, kao i to je li ataksija izrazenija u navedenom modelu

dopaminergicke preosjetljivosti.

Provjerom fine motorike modificiranom metodom prema IRVINE i sur. (2010.)
provjeriti ¢e se da li neurotoksicne doze metamfetamina kod Stakora uzrokuju
poremecaj u koriStenju prednjih ekstremiteta pri hranjenju, je li taj poremecaj
izrazeniji u modelu dopaminergi¢ke preosjetljivosti, tj. potenciran sa

haloperidolom te moze li se sprijeciti ili ublaziti davanjem BPC-a 157.

Mjeriti ¢e se koncentracija zavrSnog produkta lipidne peroksidacije,
malondialdehida, u kori mozga, hipokampusu, striatumu, diencefalonu i malom
mozgu kako bi se potvrdio oksidacijski stres uzrokovan metamfetaminom i kako bi
se provjerilo da li je on veéi u modelu dopaminergicke preosjetljivosti te moze li

ga BPC 157 sprijeciti.

Patohistoloskom pretragom mozga provjeriti ¢e se sprijecava li BPC 157 oStecenja
dopaminergickih ~ zivaca  uzrokovana  davanjem  neurotoksi¢ne  doze
metamfetamina, kao 1 to 1 jesu li ta oSteCenja ve¢a u modelu dopaminergicke

preosjetljivosti sa haloperidolom.

IzraCunati ¢e se korelacije izmedu histomorfoloskih oSteéenja i oksidacijskog

stresa u pojedinim podrucjima mozga sa poremec¢ajima motorike i drzanja.



1.4. Océekivani rezultati

Ocekuje se da ¢e metamfetamin uzrokovati pojacanu lipidnu peroksidaciju i oSte¢enje
dopaminergickih Zivaca u strijatumu, a da ¢e haloperidol dovesti do razvoja dopaminergicke
preosjetljivosti tri dana nakon aplikacije i potencirati djelovanje metamfetamina. Navedeno ¢e
rezultirati znac¢ajnim promjenama u ponasanju, motorici i morfologiji neurona kontrolnih

zivotinja, §to bi BPC 157 trebao sprijeciti ili ublaziti.

Osim toga, istrazivanje c¢e pridonijeti razumijevanju poremecaja srediSnjeg
dopaminskog sustava i povezanosti promjena u motorici i ponasanju sa oksidacijskim
stresom u mozgu. Rezultati istrazivanja ¢e pokazati da 1i BPC 157 §titi nigrostrijatum od
neurotoksi¢nih lezija, da li moze sprijeciti promjene u stvaranju produkta lipidne
peroksidacije u mozgu i da li, ¢ak i u slucaju pojave lezija i oksidacijskog stresa, kod

pokusnih zivotinja moze ocuvati funkcije regulirane strijatumom.



2. Pregled dosadasnjih spoznaja
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2.1. Poremecaji neurotransmisije monoamina i parkinsonizmi

Heterogenu 1 brojnu skupinu poremecaja neurotransmisije monoamina ¢ine neuroloski
sindromi uzrokovani primarnim i sekundarnim promjenama u biosintezi, razgradnji i
transportu dopamina, serotonina, noradrenalina i i adrenalina. Rije¢ je o bolestima koje se
mogu pojaviti od najranije dobi a klinickom slikom dominiraju neuroloski znaci;
encefalopatija, epilepsija, piramidalni ili ekstrapiramidalni poremecaji (KURIAN i sur.,
2011.).

Dok primarne poremecaje Cine promjene u sintezi; nedostatak kofaktora i enzima
potrebnih za stvaranje monoamina, Sekundarni poremecaji su karakterizirani deplecijom
dopamina i serotonina, te znacajnim smanjenjem razine homovalinili¢ne kiseline (HVA). U te
poremecaje ubrajamo: perinatalnu asfiksiju, poremecaje u metabolizmu folata,
fenilketonuriju, Lesch — Nyhanovu bolest, mitohondrijske poremecaje, epilepsiju,
pontocerebelarnu hipoplaziju, sindrom opsoklonusa- mioklonusa, leukodistrofije, Rettov
sindrom i neke neuropsihijatrijske poremecaje (KURIAN i sur., 2011.).

Pakinsonizmi (Tablica 1.) obuhvacaju sve neuroloSke poremecaje karakterizira mi$i¢na

rigidnost, tremor 1 poremecena motorika.

Tablica 1. Parkinsonizmi (DAUER i PRZEDBORSKI, 2003.)

Primarni parkinsonizam

Parkinsonova bolest (sporadi¢na, nasljedna)
Sekundarni parkinsonizmi

Uzrokovani lijekovima: antagonistima i depletorima dopamina

Hemiatrofija-hemiparkinsonizam

Hidrocefalus

Hipoksija

Zarazni: postencefaliticni sindrom

Metabolicki: disfunkcija parastitne Zlijezde
Uzrokovani toksinima: Mn, CO, MPTP, cijanidi

Trauma

Tumor

Vaskularni uzroci: multiinfarkti

Parkinson — plus sindromi
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Degeneracija kortikalno-bazalnih ganglija

Sindromi demencije: Alzheimerova bolest, bolest difuznih Lewyevih tjeleSaca,

frontotemporalna demencija

Lytico — Bodig

Sindromi multiple atrofije: strijatonigralna degeneracija, sindrom Shy-Drager, sporadi¢na

olivopontocerebelarna degeneracija, bolest motorickih neurona

Progresivna palidalna atrofija

Progresivna supranuklearna paraliza

Nasljedne neurodegenerativne bolesti

Hallervorden — Spatzova bolest

Huntigtonova bolest

Lubag (recesivna X- vezana distonija - parkinsonizam)

Mitohondrijske citopatije sa nekrozom strijatuma

Neuroakantocitoze

Wilsonova bolest

Ovi su poremecaji posljedica deplecije dopamina u bazalnim ganglijima, pa se u lijeCenju
Parkisonove bolesti koriste zamjene za dopamin, npr. levodopa. Rije¢ je o simptomatskoj
terapiji (MARDSEN, 1990.) koja, nakon nekoliko godina kod mnogih pacijenata uzrokuje
nevoljne pokrete, tzv. diskinezije. Diljem svijeta istrazuju se neuroprotektivne tvari koje bi
mogle usporiti ili mozda zaustaviti razvoj bolesti. Najvec¢a prepreka u razvoju novih
neuroprotektivnih lijekova je nepoznavanje molekularnih mehanizama koji dovode do
neurodegeneracije. Etiologija bolesti nije poznata, iako se pretpostavlja da ulogu u njenom
razvoju imaju geneticki i toksi¢ni ¢imbenici, bilo da se radi o zagadivacima iz okolisa ili
endogenim toksinima. Ovi potonji mogu biti rezultat metabolizma dopamina koji generira
reaktivne kisikove radikale (COHEN, 1984.). Smatra se da kisikovi radikali i poremecena
oksidativna fosforilacija imaju vaznu ulogu u patogenezi Parkinsonove bolesti, ba§ kao i
odlaganje nakupina pogresno savijenih proteina (npr. amiloid mutiranog o sinukleina) u
mozgu (DAUER i PRZEDBORSKI, 2003.). Razlog nakupljanju amiloida o sinukleina je
nedostatna ubikvitinacija koja moze biti posljedica mutacije gena za parkin, E3 — ubikvitin
ligazu koja olakSava razgradnju pogresno savijenih proteina (SHIMURA i sur., 2000.).
Mutacije gena za parkin, a-sinuklein, UCHLL1 (ubikvitin karboksil-terminalnu hidrolazu), DJ1

(s parkinom povezan protein uklju¢en u oksidacijski stres) i PINKI1 (serin treonin kinazu)



povezuju se sa mladenackim oblicima Parkinsonove bolesti (KITADA i sur., 1998,
LUCKING i sur., 2000.; ERIKSEN i sur., 2005.). To¢kaste mutacije o sinukleina dovode do
pretjeranog unutarstani¢nog nakupljanja i formacije protofibrila.

Osnovno patomorfoloSko obiljezje Parkinsonove bolesti je gubitak nigrostrijatalnih
dopaminergickih neurona i pojava citoplazmatskih inkluzija, tzv. Lewyevih tjeleSaca u
neuronima (MARDSEN, 1990.). Tijela nigrostrijatalnih neurona nalaze se u kompaktnom
dijelu supstancije nigre (SNc) i projiciraju se u putamen. Ovi neuroni sadrZavaju
neuromelanin i imunorektivni su na tirozin hidroksilazu (TH), enzim karakteristi¢an za
biosintezu katekolamina (JELLINGER, 1991.), pa njihov gubitak dovodi do gubitka
pigmentacije SNc.

Ostecene su i jezgre locus ceruleusa, dorzalne jezgre vagusa (JELLINGER, 1991.), sredi$nja
jezgra amigdale (nucleus centralis amygdalae), jezgre koje se projiciraju u koru velikog
mozga i jezgre koje reguliraju endokrinu i autonomnu funkciju (BRAAK i sur., 1995.), pai u
dijelovima mozga bez neuromelanina i katekolaminergickih neurona (JELLINGER, 1991.).
Jo§ jedna karakteristicna patoloska promjena je pojava Lewyevih tjeleSaca, eozinofilnih
citoplazmatskih inkluzija u neuronima SNc. Lewyeva tjeleSca mogu se sastojati od o
sinukleina vezanog za ubikvitin, neurofilamentni protein i alfa B kristalin, a tu se mogu
nalaziti i tau proteini (ISHIZAWA i sur., 2003.).

Gubitak neurona u SNc javlja se paralelno sa smanjenom ekspresijom glasnicke RNK
(gRNK) za dopaminski transporter (DAT) (UHL i sur., 1994.), te deplecijom dopamina koja
je najizrazenija u dorzolateralnom putamenu. Uz navedeno, karakteristiCan je gubitak
vezikularnog monoaminskog prijenosnika tipa 2 (VMAT2) u putamenu, nucleusu caudatusu i
nucleusu accumbensu, a buduéi da se dopamin jedino putem ovog presinaptickog prijenosnika
prenosi iz citoplazme u sinapti¢ke mjehurice, gubitak VMAT?2 dodatno doprinosi depleciji
dopamina. Logi¢no, osim deplecije dopamina znaCajno su smanjene razine njegovih
metabolita 3,4 — dihidroksfeniloctene kiseline (DOPAK) i homovanili¢ne kiseline (HVA) i
aktivnost tirozin hidroksilaze (TH) i DOPA Kkarboksilaze, dok aktivnost katehol-o-
metiltransferaze (KOMT) i monoamin oksidaze-B (MAO-B) nije smanjena (GERLACH i
RIEDER, 1996.).

Osim u bazalnim ganglijima i mezokortikalnim (gyrus cinguli, hipokampus, frontalna i
entorhinalna kora) i mezolimbi¢kim projekcijama (hipotalamus, nucleus accumbens, corpus
amygdaloideum, area olfactoria) ventralnog tegmentalnog podruc¢ja (VTA) (GERLACH i
RIEDERER, 1993.), razina dopamina i aktivnost TH smanjene su i u nadbubreznoj zlijezdi
(CARMICHAEL i sur., 1988.) i mreznici (HARNOIS i DIAPOLO, 1990.) pacijenata
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oboljelih od Parkinsonove bolesti. Pomjene u razini dopamina popra¢ene su i Smanjenjem
razine noradrenalina i serotonina.

Klini¢ki bolest karakterizira trijada simptoma: akinezija, ukocenost i tremor, no sva tri
simptoma ne moraju biti jednako izrazena. Za procjenu tezine bolesti nekada se koristila
ocjenska ljestvica po Hoehnu i Yahru (HOEHN i YAHR, 1967.), dok se danas najviSe koristi
unificirana ocjenska ljestvica za Parkinsonovu bolest (RAMAKER i sur., 2002.). Uz
prethodno navedene simptome javljaju se i vegetativni simptomi; slinjenje, zacep, seboreja,
posturalne anomalije, naleti vruéine, znojenje. U pocetku su simptomi ograni¢eni na kretanje
dok se kasnije javljaju kognitivni problemi i problemi sa ponasanjem, demencija i depresija
(GERLACH i RIEDERER, 1996.). U ve¢ini slucajeva bolest se javlja u ljudi starijih od 50
godina. Kako je navedeno, ne postoji lijek za Parksinonovu bolest. U simptomatskom
lijeCenju se koriste levodopa u kombinaciji sa inhibitorom dopa karboksilaze ili inhibitorom
KOMT, agonisti dopamina i inhibitori MAO-B (NACIONALNI CENTAR ZA KRONICNE
BOLESTI, 2006.). Levodopa se primjenjuje ve¢ posljednjih 30 godina u ranom
simptomatskom lijeCenju Parkinsonove bolesti. Levodopa se wuz prisustvo dopa
dekarboksilaze pretvara u dopamin (dopamin ne moZe prije¢i krvno-mozdanu barijeru
barijeru, levodopa moZze). Da bi se reducirao periferni metabolizam levodope, ona se
kombinira sa perifernim inhibitorom dopa dekarboksilaze (npr. karbidopom ili
benserazidom), §to povecava koli¢inu levodope koja prelazi krvno-mozdanu barijeru.  lako
lije¢enje levodopom u pocetku daje dobre rezultate, kasnije se razviju motoricke smetnje;
nevoljni pokreti, diskinezije poput atetoze i distonije, kao 1 oscilacije ucinka levodope. U
ranim stadijima bolesti mogu se koristiti agonisti dopamina, pogotovo agonisti koji nisu
derivati ergotina jer imaju manje kardiovaskularnih nuspojava; pramipeksol i ropinirol. Mogu
se koristiti i  MAO-B inhibitori (selegilin, lazabemid, rasagilin). U lije¢enju ljudi sa
posturalnim tremorom mogu se koristiti i beta blokatori (propanolol i oksprenolol), ali se ne
preporucuju kao prvi lijekovi izbora. Kao prvi izbor se ne preporucuju ni antivirusni lijek
amantadin niti antikolinergici (NACIONALNI CENTAR ZA KRONICNE BOLESTI, 2006.),
koji se mogu koristiti u ranom stadiju bolesti. Antikolinergici su se u lije¢enju Parkinsonove
bolesti koristili od 19. stoljeca, a danas se mogu (najcesce triheksifenidil i orfenandrin)
koristiti u ranom stadiju kod mladih ljudi sa ozbiljnim tremorom. Osnovni nedostaci
navedenih lijekova su ograni¢ena uéinkovitosti i mogucnost izazivanja neuropsihijatrijskih
nuspojava. Zanimljiv rezultati kod pacijenata oboljelih od Parkinsonove bolesti postigli su se
aplikacijom malenog proteina, neurotrofnog glijalnog ¢imbenika, GDNF direktno u putamen

(GILL i sur., 2000.), no u 2. fazi klinickih ispitivanja kod pacijenata nije bilo pobolj$anja
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nakon 6 mjeseci (LANG, 2006.). Sli¢ni neuspjeh dogodio se i u klinickim pokusima sa
implantacijom Kkultiviranih stanica mreznice (GROSS i sur., 2011.), transferom gena za
neurturin (MARKS i sur., 2010.) i gena za dekarboksilazu glutaminske kiseline (LEWITT i
sur., 2011.). Zanimljive rezultate daje duboka stimulacija mozga, posebno subtalamiéne
jezgre i globusa palidusa (VITEK, 2002.). Ovaj kirurski postupak ublazava neke simptome
Parkinsonove bolesti, no ne bez nuspojava i uz to ne zaustavlja progresiju bolesti (VITEK,
2002.).

Tirozin
hidroksilaza
EC 1.14.26.2

EC14.34.

Konjugati
sulfata

Slika 1. Metabolizam dopamina

2.2. Zivotinjski modeli Parkinsonove bolesti

U istrazivanju patogeneze Parkinsonove bolesti i potencijalnih lijekova koriste se brojni
zivotinjski modeli koji mogu biti inducirani izazivanjem genetskih mutacija ili raznim
lijekovima i neurotoksinima: rezerpinom, haloperidolom, MPTP-om, parakvatom, rotenonom,
6 — hidroksidopaminom (6-OHDA) i metamfetaminom.
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Rezerpinski 1 haloperidolski model ubrajaju se u farmakoloski inducirane poremecaje
dopaminske neurotransmisije, dok ostale navedene tvari uzrokuju oStecenja dopaminskog
nigrostrijatalnog sustava.

CARLSSON i suradnici (1957.) su ustanovili da se sustavnim davanjem rezerpina moze
kod Stakora izazvati akinezija koja se moze oslabiti sa levodopom. Rezerpin smanjuje
motoric¢ku aktivnost u Stakora, izaziva akineziju, hipokineziju i katalepsiju te tremor. Rezerpin
ireverzibilno blokira VMAT (HENRY i SCHERMAN, 1989.), sto dovodi do deplecije
monoaminskih neurotransmitora u zivéanom sustavu. Rezerpinski model akinezije na NMRI
misevima koji su koristili CARLSSON i CARLSSON (1989.) ukljucuje i.p. aplikaciju 10
mg/kg rezerpina 18 h i 500 mg/kg a-metil-p-tirozina, inhibitora sinteze dopamina, 2 h prije
procjene motoricke aktivnosti. Motoricka aktivnost se mjeri s elektroni¢kim uredajem kao
prosjecna aktivnost zivotinje u odredenom vremenu (CARLSSON i CARLSSON, 1989.).

Neuroleptik haloperidol je derivat butirofenona i blokator dopaminskih receptora tipa 1
i 2 (D1/D2), inverzni agonist D2-D4 receptora (LEYSEN i sur., 1992.; LEYSEN i sur., 1994.;
MALMBERG i sur., 1998.), a danas se zna da djeluje i na Citav niz drugih skupina receptora;
sigma (COLAFUBO i sur., 2004.; COBOS i sur., 2007.), serotoninske, histaminske,
muskarinske i o adrenergi¢ne receptore (KROEZE i sur., 2003.). Haloperidol izaziva
katalepsiju, definiranu kao odgodeno ili odsutno ispravljanje abnormalnog polozaja
ekstremiteta (FOG, 1972.), i relativno jednostavnu za promatranje u pokusima na $takorima
(GERLACH i RIEDERER, 1996.). Haloperidol ostvaruje antipsihoti¢ni u¢inak blokadom D2
receptora u mezolimbi¢kom putu, dok je katalepsija kao nuspojava uzrokovana blokadom
istih receptora u nigrostrijatalnom putu, a karakteriziraju je akinezija, rigor i tremor
ekstremiteta. Dio Ziv€anog sustava koji upravlja voljnim pokretima funkcionalno je inaktivan
dok je dio koji upravlja nevoljnim pokretima, kao Sto su refleksno ispravljanje drzanja i
odrzavanja ravnoteze ipak aktivan. Lijekovi koji se koriste u simpromatskom lijeCenju
Parkinsonove bolesti uc¢inkoviti su i u slu¢aju katalepsije uzrokovane haloperidolom, odnosno
imaju antikatalepticni ucinak; antikolinergici, dopaminski agonisti, lijekovi koji poticu
otpustanje dopamina i levodopa (HAEFELY, 1978.; GERLACH i RIEDERER, 1996.).
Katalepsiju uzrokovanu haloperidolom (0,5 mg/kg i.p.) mogu antagonizirati antagonisti
NMDA receptora, amantadin i MK-801, i taj je ucinak ovisan o dozi (DANYSZ i sur., 1994.).
Osim katalepsije, haloperidol u nizim dozama (0,15 ili 0,3 mg/kg i.p.) moZe izazvati akineziju
i bradikineziju nalik onima koje se javljaju kod oboljelih od Parkinsonove bolesti (SCHMIDT
I sur, 1992.). Antagonisti dopaminskih receptora, kao §to su haloperidol, metoklopramid,

SCH 23390, se mogu koristiti u modelima preosjetljivosti na dopaminske agoniste jer
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nekoliko dana nakon blokade dopaminskih receptora, receptori se ,,umnazaju“ (po broju ili
osjetljivosti), pa se na taj nacin potencira djelovanje agonista. lako su se u vec¢ini modela
dopaminske preosjetljivosti antagonisti dopaminskih receptora primjenjivali kroni¢no, npr. 21
dan (PARASHOS i sur., 1989.; MARIN i sur., 1993.; BRAUN i sur., 1997.), u pokusima na
misevima (JELOVAC, 1998.) to je potenciranje postignuto 4 dana nakon primjene samo
jedne doze haloperidola (5 mg/kg, i.p.). Isti bi protokol i na Stakorima mogao izazvati
preosjetljivost na metamfetamin, pa time i pojacanje njegovog neurotoksi¢nog djelovanja.
MPTP je 90-ih bio najvise koriSten model Parkinsonove bolesti. Po¢etkom 80-ih godina
u Kaliforniji je prilikom ,,kuéne prozivodnje* ,,sintetickog heroina“, desmetilprodina (1-metil-
4-fenil-4-propionoksipiperidin, MPPP), doslo do kontaminacije sa MPTP-om, pa je
parkinsonogeni u¢inak MPTP- a prvi put opisan u heroinskih ovisnika (DAVIS i sur., 1979.).
Za neurotoksi¢ni ucinak zapravo je odgovoran metabolit MPTP-a, 1-metil-4-fenilpiridin
(MPP™), koji nastaje u reakciji kojoj posreduje MAO-B. MPP* ometa oksidativnu fosforilaciju
u mitohondrijima, uzrokuje depleciju ATP-a i smrt stanice. Na djelovanje MPTP-a su
osjetljivi ljudi 1 miSevi, za razliku od $takora i zamorcica, pa se tako za ovaj model koriste
misevi ili primati (rezus majmuni i marmozeti). Neurotoksi¢no djelovanje varira s obzirom na
vrstu i dob Zivotinje te s obzirom na eksperimentalni dizajn (put aplikacije), a prisutne su i
intraindividualne razlike (GERLACH i RIEDERER, 1996.). MPTP u majmuna uzrokuje
poremecaje motorike nalik onima kod ljudi od kojih su najizrazeniji akinezija 1 ukoc¢enost. U
miseva se prvih 15-30 minuta nakon aplikacije MPTP-a javljaju znakovi otrovanja: midrijaza,
piloerekcija, hipersalivacija i kloni¢ni napadaji. Motoricke smetnje nisu jako izraZene, ali je
smanjena lokomotorna aktivnost. No, kada se nakon MPTP-a miSu da i haloperidol (0,2
mg/kg) javljaju se katalepsija, akinezija i somatosenzorna dezorijentacija. Motoricke smetnje
mogu biti prisutne i do 5 mjeseci nakon aplikacije MPTP-a (WEIHEMULLER i sur., 1989.).
6 — OHDA ne moze prijeci krvno-mozdanu barijeru ukoliko se aplicira sustavno, pa se
zato stereotaksijski unilateralno ili bilateralno injicira u strijatum. Nakon bilateralne injekcije
6 — OHDA u strijatum Stakora dolazi do odumiranja velikog broja dopaminergickih stanica u
SN, kao i do izrazite deplecije dopamina u strijatumu, posljedice ¢ega su akinezija, afagija i
adipsija 1 visoka smrtnost. Zbog potonjeg se ¢eS¢e primjenjuju unilateralne injekcije 6 —
OHDA, kada se oSte¢uju dopaminergicke stanice samo na jednoj strani mozga. Kod Stakora
se javljaju asimetricne motoricke promjene, a nakon davanja levodope ili agonista dopamina
karakteristicno je kretanje u krug. Levodopa 1 agonisti dopaminskih receptora (npr.
bromkriptin) uzrokuju kontralateralno kruzenje — Zivotinja se okre¢e u smjeru neostecene

strane mozga. Lijekovi koji poti€u otpuStanje dopamina (npr. amfetamin i amantidin)
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uzrokuju ipsilateralno kruzenje, odnosno, Zivotinja se okre¢e u smjeru ostecene strane mozga
(GERLACH i RIEDERER, 1996.). Mehanizam neurotoksi¢nog djelovanja sli¢an je onom kod
MPP-a, a temelji se na oksidacijskom stresu. Inade, smatra se da endogeni 6-OHDA nastaje
oksidacijom dopamina na sinapsama. Tako neurotoksi¢ne doze metamfetamina dovode do
pretjeranog otpustanja dopamina i1 njegovog zadrzavanja na sinapsama zbog cCega isti
spontano oksidira u 6-OHDA koji dalje dovodi do osteéenja (peroksidacije) lipidnih
membrana neurona (KITA i sur., 2000.).

Zbog neurokemijskih promjena uzrokovanih neurotoksi¢nim dozama metamfetamina,
kao Sto su dugotrajna deplecija dopamina i1 oStecenje dopaminergickih i serotonergickih
ziv€anih zavrSetaka, davanjem visokih doza metamfetamina pokusnim zivotinjama mogu se
izazvati modeli poremecaja neurotransmisije monoamina nalik autizmu, sindromu
automutilacije, Lesch-Nyhan sindromu i Parkinsonovoj bolesti (KITA i sur., 2000.). Za
razliku od MPTP-a, metamfetamin dovodi do neurodegeneracije djelujuci selektivno na
neurite (aksone ili dendrite) i ne oSte¢ujuéi direktno tijela dopaminergicnih neurona
(RICAURTE i sur., 1982.). lako nisu idealni, tj. ne oponasaju navedene sindrome i bolesti u
potpunosti, ovakvi zivotinjski modeli znacajno pomaZu u razumijevanju mehanizama
ukljucenih u razvoj patoloskih promjena koje po karakteristikama odgovaraju patoloskim
promjenama kod ljudi, te pomazu u pronalazenu odgovarajué¢e farmakoterapije za navedene
poremecaje. Visokim dozama metamfetamina se takoder mozZe izazvati dugotrajna deplecija
dopamina 1 oSteenje dopaminergi¢kih zavrSetaka u strijatumu. Kako se smatra da je za
oSte¢enja zivaca odgovoran 6-OHDA koji nastaje autooksidacijom dopamina, isti se spoj,
koristi u izazivanju za sada standardnog modela Parkinsonove bolesti tako S$to se
stereotaksijski injicira unilateralno u strijatum S$takora. No, uz to i zbog navedenog
neurotoksicnog djelovanja metamfetamin je takoder koristan u izazivanju modela

Parksinonove bolesti (GERLACH i RIEDERER, 1996.).

2.3. Neurotoksi¢nost metamfetamina

Mnogi neurotoksi¢ni u¢inci metamfetamina opisani su u ljudi koji uzimaju ili su uzimali
ovaj psihostimulans. Prema UREDU UJEDINJENIH NARODA ZA DROGE | KRIMINAL
(2007.) metamfetamin je po broju korisnika odmah iza kanabisa; procjenjuje se da ga uzima
izmedu 15 i 16 milijuna ljudi diljem svijeta, $to nadmasuje broj korisnika heroina i kokaina

vjerojatno zbog niskih troSkova proizvodnje i dugotrajnosti u¢inka.

14



Metamfetamin izaziva euforiju, hiperseksualnost, pove¢ava produktivnost te smanjuje
tjeskobu (MEREDITH i sur., 2005.; HOMER i sur., 2008.). Ovi u¢inci traju nekoliko sati,
buduci da je poluvijek eliminacije metamfetamina 10 do 12 sati (SCHEPERS i sur., 2003.).
No, zloupotreba metamfetamina moze imati negativne posljedice, oSteCenje srediSnjeg
ziv€anog sustava, promjene u ponaSanju 1 kognitivne smetnje (MURRAY, 1998,
ALBERTSON i sur., 1999.; BARR i sur., 2006.; SCOTT i sur., 2007.). Kao promjene u
ponasanju opisane su razdrazljivost, agresivnost, a od organskih smetnji tahikardija,
hipertenzija i hipertermija (LYNCH i HOUSE, 1992.; MURRAY, 1998.; ALBERTSON i
sur., 1999.; MEREDITH i sur., 2005.). Kod akutnih otrovanja visokim dozama opisani su za
zivot opasna hipertermija (t > 41 °C), zatajenje bubrega 1 jetre, aritmije, srcani udari,
cerebrovaskularna krvarenja, mozdani udari i napadaji (ALBERTSON i sur., 1999.; PEREZ i
sur., 1999.; DARKE i sur., 2008.) Kod kroni¢nog uzimanja metamfetamina javljaju se
tjeskoba, depresija, agrasivnost, izolacija, psihoze, promjene raspolozenja i psihomotorni

poremecaji (SCOTT i sur., 2007.; DARKE i sur., 2008.; HOMER i sur., 2008.)

Postmortalne analize kod kroni¢nih korisnika metamfetamine pokazale su smanjenu
razinu dopamina, tirozin hidroksilaze (TH) i transportera dopamina (DAT) u dorzalnom
strijatumu; nucleusu caudatus i putamenu (CPu) i nucelusu accumbensu (WILSON i sur.,
1996.; MOSZCZYNSKA i sur., 2004.; KITAMURA i sur., 2007.) te smanjenje serotonina (5-
HT) u orbitofrontalnoj i okcipitalnoj kori (KISH i sur., 2008.). U nucleusu caudatusu i
frontalnoj kori izmjerene su povisene razine produkata lipidne peroksidacije, kao $to su 4-
hidroksinonenal (4-HNE) i malondialdehid (MDA) (FITZMAURICE i sur., 2006.), dok su
razine antioksidansa; Cu/Zn superoksid dismutaze, glutationa i mokra¢ne Kkiseline bile

povisene u nucleusu caudatusu (MIRECKI i sur., 2004.).

Metamfetamin uzrokuje dugotrajnu depleciju serotonina i strijatalnog dopamina u CPu i
SNc te oStecenje dopaminergickih i serotonergickih Ziv€anih zavrSetaka. To se ocituje kao
deplecija dopamina i 5-HT i nihovih prijenosnika DAT (dopamina), SERT (serotonina) u
mozgu (KRASNOVA i CADET, 2009.). Vaznu ulogu u neurotoksi¢cnom djelovanju
metamfetamina imaju sigma (o) receptori koji se nalaze u mozgu, plu¢ima 1 srcu
(MATSUMOTO i sur., 2003.). U mozgu se nalaze na dopaminergickim neuronima a njihova
aktivacija potice sintezu i oslobadanje dopamina (BOOTH i BALDESSARINI, 1991,
BASTIANETTO i sur., 1995.; WEISER i sur., 1995.). Pretpostavlja se da je neurotoksi¢an

ucinak metamfetamina posredovan ¢ -2 receptorima, odnosno da u neurotoksi¢nim dozama
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metamfetamin djeluje kao agonist ¢ -2 receptora i antagonist c-1 receptora, dok u nizim,

stimulativnim dozama, djeluje kao agonist o-1 receptora (KAUSHAL i MATSUMOTO,
2011.).

Metamfetamin uzrokuje pretjerano oslobadanje dopamina djelovanjem na DAT ali i na
VMAT?2 (vezikularni transporter monoamina tipa 2). To pretjerano oslobadanje dopamina u
citoplazmu i sinapsu smatra se pocetkom kaskade neurotoksi¢nih procesa (STEPHANS i
YAMAMOTO, 1994.; RIDDLE i sur., 2006.). Vezikularni transporteri monoamina (VMAT)
su odgovorni za spremanje neurotransmitera; dopamina, noradrenalina, adrenalina, serotonina
u sinapticke vezikule (mjehuri¢e). lako je primarna funkcija VMAT-a otpustanje
neurotransmitera putem mjehuri¢a, oni mogu izbacivati toksine sa mjesta djelovanja u
citoplazmi. U sluc¢aju dopamina, VMAT2 sudjeluje u neurotransmisiji i neuroprotekciji jer
dopamin koji zaostaje u citoplazmi oksidira 1 uzrokuje oksidacijski stres. Tako Stetni ucinci
egzogenih toksikanata na dopaminske neurone, kao §to je MPTP, mogu biti ublaZeni sa
pojacanjem aktivnosti VMAT2. Uz to, vezikularni transporter tipa 2 (VMAT2) je definiran

kao potencijalna ciljna molekula u lije€enju ovisnosti o metamfetaminu.

Prema GONCALVES i suradnicima (2010.) citotoksi¢nost metamfetamina proizlazi iz
nekoliko mehanizama: ekscitotoksi¢nosti posredovane glutamatom, disfunkcije mitohondrija
(stres endoplazmatskog retikuluma) i oksidacijskog stresa. Metamfetamin uzrokuje i
hipertermiju koja pojacava neurotoksi¢ne promjene (BOWYER i sur., 1994.). U
metamfetaminom oSte¢enim dijelovima mozga dokazane su aktivirane mikroglija stanice
(THOMAS i sur., 2004.; SEKINE i sur., 2008.), no uloga mikroglija stanica u neurotoksi¢nim
mehanizmima jo$ nije razjasnjena.

PredloZena su dva osnovna mehanizma putem kojih metamfetamin djeluje toksi¢no na
strijatum; prvi se odnosi na poja¢ano oslobadanje dopamina koji zaostaje na sinapsama i
autooksidira u 6 - hidroksidopamin koji potice kaskadnu reakciju oksidacije i lipidne
peroksidacije, te oSteCenja lipidnih membrana (SEIDEN i VOSMER, 1984.), a drugi se
odnosi na pojacano sekundarno otpustanje glutamata u strijatumu putem kortiko-
strijatotalamo-kortikalne negativne sprege (CARLSSON i CARLSSON, 1990.). Ovaj potoniji
mehanizam aktivacije NMDA receptora povezan je sa stimulacijom nNOS, stvaranjem NO i
nakupljanjem cGMP-a u Ziv€anim stanicama (GARTHWAITE, 1991.; SNYDER, 1992.).

Prvi uvedeni modeli neurotoksi¢nosti metamfetamina na glodavcima ukljucivali su davanje
vrlo visokih doza metamfetamina (50 ili 100 mg/kg) dva puta na dan tijekom cetiri ili vise
dana (WAGNER i sur., 1979.; RICAURTE i sur., 1980.; WAGNER i sur., 1980.; BITTNER i
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sur., 1981.; RICAURTE i sur., 1982.). Koristile su se i umjerene doze od 15 mg/kg koje bi se
davale svakih 6 sati tijekom 24 sata (HOTCHKISS i GIBB; 1979.; HOTCHKISS i sur.,
1979.). Ove su doze bile ucinkovite u snizavanju dopamina u strijatumu za 30-40%, ali je
mortalitet Stakora bio ¢ak izmedu 40-50% (WAGNER i sur., 1979.; RICAURTE i sur., 1980.;
WAGNER i sur., 1980.; BITTNER i sur., 1981.; RICAURTE i sur., 1982.). Kasnije se po¢eo
koristiti model u kojem bi se miSevima aplicirale ¢etiri doze od 10 mg/kg s razmakom od 2 h
(SONSALLA i HEIKKILA, 1988.). Ovo je takoder davalo zeljene rezultate, a u Stakora je
snizavao strijatalni dopamin za 60%. lako su se ovi modeli pokazali korisnima, viSestruko
doziranje metamfetamina komplicira ispitivanje neuroprotektivnih ucinaka odredenih tvari.
Tesko je odrediti koliko puta se i kada u odnosu na Cetiri doze metamfetamina mora dati tvar
da bi imala optimalan neuroprotektivni u¢inak (FUKUMURA i sur., 1998.). Neurotoksi¢ni
model uzrokovan sa jednom visokom dozom (10-40 mg/kg) prakti¢niji je u odredivanju
intervala doziranja u odnosu na aplikaciju metamfetamina i veli¢ina doza potencijalno
neuroprotektivnih tvari (FUKUMURA i sur., 1998.). Jedna doza metamfetamina moze
izrazito smanjiti razine dopamina, 5-HT i TH jednako ucinkovito kao i vise doza, s time da je
smrtnost zivotinja u pokusu znacajno smanjena (FUKUMURA i sur., 1998.).

Kako bi se stekao uvid u brojnost podataka i modela, znacajan dio dosadasnjih
istrazivanja neurotoksi¢nosti metamfetamina na Stakorima prikazana su u tablici 2.

(KRASNOVA i CADET, 2009.).
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Tablica 2. Stakorski modeli metamfetaminske neurotoksi¢nosti koristeni u dosadasnjim

Doziranje

metamfetamina

istrazivanjima (KRASNOVA i CADET, 2009.)

Vrijeme

nakon
aplikacije
metamfetami

na

Tkiva

Dobiveni

rezultati

Literatura

15 mg/kg, 9 puta, 36 h—13 dana Strijatum |TH aktivnost, .
svakih 6 h 36 h—3dana Substantia nigra DA razina KOGAN Fsur., 1976.
15 mg/kg, 5 puta 1- 30 dana Strijatum |TH aktivnost, ]
1-7 dana VTPH aktivnost HOTCHKISS i sur., 1979.
12.5ili 25 mg/kg, 2
puta/dan tijekom 30 2 tjedna Nucleus caudatus |DA razina )
dana WAGNER i sur., 1979.
15 mg/kg, 4 puta, 2,4,15i30dana  Strijatum |TH aktivnost,
svaka 2 h Strijatum, |TPH aktivnost HOTCHKISS i GIBB, 1980.
hipokampus
15 mg/kg, 5 puta, 7 dana Strijatum, bulbus |TH aktivnost,
svakih 6 h olfactorius |DA razina
12 h- 30 dana Strijatum, bulbus
12 h- 30 dana olfactorius, nucleus MORGAN i GIBB, 1980.
accumbens |TPH aktivnost
50 mg/kg, 2 Strijatum, kora,
puta/dan tijekom 4 substantia nigra, |DA razina
dana mezolimbicko
3 tjedna podrudje
RICAURTE i sur., 1980.
Strijatum, kora, 15-HT aktivnost
septum, amigdala,
hipotalamus,
substantia nigra
25 ili 50 mg/kg, 2
puta/dan tijekom 4 2 tjedna Nucleus caudatus |DA razina
dana | mjesta unosa

DA

WAGNER i sur., 1980.
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50 mg/kg tijekom
30 dana

15 mg/kg, 6 puta sa
razmakomod 6 h

2-8 tjedana

36 hi110 dana

Nucleus caudatus

Strijatum
Strijatum,
hipokampus, kora,

nucleus accumbens

|DA razina

|TH aktivnost,

|TPH aktivnost,
15-HT aktivnost

BAKHIT isur., 1981.

50 mg/kg, 2
puta/dan tijekom4 6 mjeseci Nucleus caudatus |DA razina .
dana BITTNER i sur., 1981.
15 mg/kg, 5 puta,
svakih 6 h 6111 dana Strijatum TNatedeni zivci
LOREZ, 1981.
50 mg/kg, 3 puta 4 dana Strijatum, nucleus Degeneracija
svakih 8 h accumbens zivaca
3 tjedna Strijatum RICAURTE i sur., 1982.
|TH aktivnost
15 mg/kg, 5 puta, |DA razina,
svakih 6 h |TH aktivnost,
Predtretman sa2.5 18 h nakon zadnje |TPH aktivnost,
mg/kg 5 puta, doze Strijatum 15-HT razina
svakih 6 h, pasa5i _
7.5 mg/kg, 5 puta, |DA razina, SCHMIDT 1 sur., 19850
svakih 6 h, nakon |TPH, |5-HT
cega se daje 15 razina
mg/kg, 5 puta,
svakih 6 h
100 mg/kg, jednom 2 dana Somatosenzorna Degeneracija
2 tjedna kora Zivaca COMMINS i SEIDEN, 1986.
15-HT razina
15 mg/kg, 4 puta, 3 dana Strijatum | DA razina,
svaka 3 h |TH aktivnost, ~ GREEN i sur., 1992.
Kora, hipokampus 15-HT razina
50 mg/kg, 3 puta, 12 tjedana Nucleus caudatus, | DA razina,
svakih 8 h putamen, nucleus 15-HT razina
accumbens, bulbus
olfactorius RICHARDS i sur., 1993.
Somatosenzorna
kora, amigdala, 15-HT razina

hipokampus
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7.5 mg/kg, 3 puta, 4 dana Strijatum, |DA razina,
svaka 2h ili 2 mg/kg prefrontalna kora 15-HT razina ]
N B STEPHANS i YAMAMOTO,
tijekom 7 dana, pa Strijatum
1996.
7.5 mg/kg, 3 puta, |DA razina
svaka 2h
12.5 mg/kg, 4 puta, 481237 dana Nucleus caudatus |DA razina,
svaka 2 h 48,1391 237 dana Nucleus caudatus, 15-HT razina
48139 dana hipokampus FRIEDMAN i sur., 1998.

Medijalna 15-HT razina

prefrontalna kora
40 mg/Kkg, jednom 12 h-10 dana Nucleus caudatus, | DA razina,

putamen 15-HT razina,

|TH razina CAPPON i sur., 2000.
10 dana proteina
TGFAP proteini
5-10 mg/kg, 4 puta,  3tjedna Strijatum |DA razina, )
o CHAPMAN i sur., 2001.

svaka 2 Substantia nigra |TH mRNA
15 mg/kg, 4 puta, 3,51li 14 dana Strijatum, nucleus |DAT vezanje

svaka 2 h

accumbens
Strijatum, nucleus
accumbens, kora,
prednja cingularna
kora, hipokampus,
amigdala, talamus,

subtstantia grisea

15-HT vezanje

GUILARTE i sur., 2003.

centralis
| VMAT2

Strijatum, vezanje

subtstantia grisea

centralis
10 mg/kg, 4 puta, 7 dana nakon Strijatum
svaka 2 h posljednje doze Frontalna kora, IDA, |5-HT
2.5 mg/kg, 4 puta, hipokampus razina
svaka 2 h, zatim 5 Hipokampus 15-HT razina )
. JOHNSON-DAVIS i sur,
ili 7.5 mg/kg, 4

. 2003.

puta, svaka 2h, 15-HT razina

nakon Cega se daje
10 mg/kg, 4 puta,
svaka 2 h
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6 mg/kg, 4 puta,
svaka 2h

Doze rastu od 0.1
do 4.0 mg/kg
tijekom 14 dana,
zatim se daje 6
mg/kg, 4 puta,

svaka 2h

3 dana

Nucleus caudatus,

putamen

|DA razina,
|DAT,
IVMAT2
vezanje
|DA razina,
IVMAT?2

vezanje

SEGAL i sur., 2003.

32 mg/kg/dan

tijekom 5 dana

2 dana

Kora, hipokampus,
talamus, septum,
amigdala,
hipotalamus
Strijatum, nucleus
accumbens, kora,
prednja cingularna
kora, hipokampus,

septum, amigdala,

| mjesta unosa
DA

| mjesta unosa
5-HT

ARMSTRONG i NOGUCHI,
2004,

hipotalamus
8 mg/kg, 4 puta, 7 dana nakon Strijatum | DA razina,
svaka 4 h posljednje doze lvezikularni
2 mg/kg, 4 puta, 2h unos DA,
svaka4h,4i6 7 dana Nemembranske JOHNSON-DAVIS i sur.,
mg/kg, 4 puta, 2h frakcije strijatalnih IVMAT?2 2004.

svaka 4 h, zatim 8

sinaptosoma

imunoreaktivno

mg /kg, 4 puta, st
svaka 4 h
5 mg/kg/dan 4-12danaili6 do  Medijalna |TH

tijekom 12 dana

19 dana nakon

prve injekcije

prefrontalna kora

imunoreaktivno
st

1 TUNEL-
pozitivne

stanice

KADOTA i KADOTA, 2004.

40 mg/kg, jednom

24i48h

3 dana

Strijatum

1 TUNEL-
pozitivne
stanice, |DA

razina,

JAYANTHI i sur., 2005.
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Progresivno ¢eSce

15 minuta, 6 i 30 Nucleus caudatus,

injekcije (0.125 dana nakon putamen |DAT,
mg/kg/injekcija) posljednje doze IVMAT2
tijekom 40 dnevnih vezanje
injekcija (0.125— 630 dana SEGAL i sur., 2005.
0.25 D1 vezanje
mg/kg/injekcija) 1D2 vezanje
tijekom 40 dana |DA razina
5,10ili15mg/kg, 4 1h lvezikularni
puta, svaka 2 h 7 dana Strijatum unos DA
lvezikularni TRUONG i sur., 2005.
unos DA |DA
razina
Povisenje doza 30 dana Frontalna kora, Lbroj
tijekom 14 dana, hipokampus piramidalnih
pocevsi od 0.1 3130 dana neurona;
mg/kg, do 4 mg/kg, lkalbindin-
te naposlijetku 6 pozitivni KUCZENSKI i sur., 2007.
mg/kg, 4 puta/dan, interneuroni,
svakih 6 h tijekom mikroglijalna
11 dana aktivacija
5 mg/kg, 6 puta, Strijatum IDA, |5-HT,
svaki sat, ili 10 INA razine
mg/kg, 3 puta, Kora, hipokampus 15-HT, |[NA
svaka 2h 2i24h razine
Pocetna doza 0.5 Strijatum DA, |5-HT,
mg/kg/dan raste do INA razine )
14 mg/kg/dan, Kora, hipokampus 15-HT, [NA GRAHAM 1 sur., 2008.
tijekom 14 dana, razine

zatim 5 mg/kg, 6
puta svakih 1 h ili
10 mg/kg, 3 puta,
svaka 2 h
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2.3.1. Metamfetamin i hipertermija

Hipertermija uzrokovana metamfetaminom je vazan pokazatelj neurotoksi¢nosti
(BOWYER i sur., 1992.; BOWYER, 1994.). Uvijeti koji dovode do inhibiranja ili poticanja
hipertermije uzrokovane metamfetaminom jednako tako utje¢u na smanjenje razine dopamina
i TH u dorzalnom strijatumu (nucleus caudatus, putamen) (BOWYER i sur., 1992,
BOWYER, 1994.) s time da snizavanje tjelesne temperature ipak nije preduvjet
neuroprotekcije. U modelima neurotoksi¢nosti uzrokovane sa metamfetaminom opravdano je
hladenje Zivotinja vodom ili ledom da bi se postiglo §to vece prezivljavanje, a smatra se da to
ne ometa sam pokus (FUKUMURA i sur, 1998.). Smanjene smrtnosti u pokusu povecava
tocnost rezultata jer se time sprjeCava gubitak istih. Kada kod Stakora tjelesna temperatura
prijede 41,5 °C smatra se da dolazi do nepovratnog oste¢enja monoaminskih Zivaca te da se
tada vise ne moze utjecati na neurotoksicnost (BOWYER i HOLSON, 1995.). lako
neurotoksi¢nost i hipertermija uzrokovane metamfetaminom direktno koreliraju, preduvijet
neuroprotektivnog djelovanja ispitivanih tvari nije snizavanje tjelesne temperature (CAPPON
I sur., 1996.). Tako je dokazano da alfa-fenil —N-terc-butil nitron (PBN) (36 ili 60 mg/kg)
apliciran Stakorima prije Cetiri doze metamfetamina (4 x 10 mg/kg s.c.) smanjuje gubitak
dopamina u strijatumu ali ne utjeCe na hipertermiju ve¢ sprjeava razvoj oksidacijskog stresa
(CAPPON i sur., 1996.). Rezerpin uzrokuje hipotermiju te smanjuje hipertermiju uzrokovanu
metamfetaminom ali ne smanjuje neurotoksi¢nost metamfetamina (ALBERS i SONSALLA,

1995.).

U pojavi hipertermije uzrokovane metamfetaminom posreduju ¢ (sigma) receptori koji
se nalaze u hipotalamasu i moduliraju tjelesnu temperaturu (GUNDLACH i sur., 1986.;
RAWLS i sur., 2002.). Antagonisti ovih receptora smanjuju hipertermiju, no djeluju
neuroprotektivno i na druge nacine, buduéi da o receptori imaju vaznu ulogu u mehanizmima
staniéne smrti koji su rezultat neurotoksi¢nog djelovanja metamfetamina (KAUSHAL i

MATSUMOTO, 2011.).
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2.3.2. U¢inak neurotoksi¢nih doza metamfetamina na ponasanje i lokomotornu aktivnost
Stakora

Metamfetamin djeluje kao psihomotorni stimulans koji poti¢e lokomotornu aktivnost
kada se primjeni u niskim dozama, a stereotipno ponasanje kada se primjeni u visSim dozama
(KELLY i sur., 1975.; KUCZENSKI i SEGAL, 1999.). Smatra se da su metamfetaminom
uzorkovane stereotipije i lokomotorna hiperaktivnost posredovane dopaminergickom
neurotransimisijom u nucleusu accumbensu i nucleusu caudatusu (CREESE i IVERSEN,
1974.; KELLY i sur., 1975.; KELLY i IVERSEN, 1976.; LUCOT i sur.,, 1980.).
Metamfetamin povisuje izvanstani¢nu koncentraciju dopamina u navedenim regijama mozga
dijelom utjecuci na dopaminski transporter i olakSavajuéi otpusStanje dopamina u citoplazmu,
kao i otpustanje vezikularnih zaliha dopamina (LIANG i RUTLEDGE, 1982.; SCHMIDT i
GIBB, 1985.a; O’DELL i sur., 1991.; SEIDEN i sur., 1993.; CUBELLS i sur., 1994.). No,
kod primjene veéih doza metamfetamina dolazi do dugotrajne deplecije zaliha dopamina;
davanje metamfetamina u dozi od 100 mg/kg tijekom nekoliko dana uzrokovalo je smanjenje
u pocetku povisene lokomotorne aktivnosti kod stakora (LUCOT i sur., 1980.). WALLACE i
sur. (1999.) su dokazali da neurotoksi¢na doza metamfetamina (10 mg/kg, i.p., svaka 2 h, 4
injekcije) kod Stakora uzrokuju depleciju dopamina i serotonina u nucleusu accumbensu i
nucleusu caudatusu uz smanjenje spontane lokomotorne aktivnosti u odnosu na aktivnost
nakon davanja niskih doza metamfetamina (0,5, 1 ili 2 mg/kg) ali izrazenijih i duzih
stereotipija. Metamfetaminom uzrokovana deplecija dopamina i ponavljana primjena
metamfetamina mogu biti uzrokom smanjenja stimuliranog otpustanja dopamina i razvoja
izrazenijih stereotipija. Neurotoksi¢nost uzrokovana metamfetaminom mijenja funkcije
posredovane dopaminom pa moZe posluZiti kao koristan model funkcionalnih posljedica
umjerene deplecije dopamina (WALLACE i sur., 1999.). WALLACE i suradnici (2001.)
dokazali su da je kod Stakora tretiranih neurotoksi¢nom dozom metamfetamina znacajno
smanjena samo diurnalna lokomotorna aktivnost, Sto moze upudivati na to da je opravdanije

promatranje i analiziranje aktivnosti Stakora tijekom dana.
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2.3.3. Metamfetamin i poremecaji drzanja i ravnoteze

Poremecaji drzanja i ravnoteze javljaju se u raznim oblicima kod mnogih
neurodegenerativnin bolesti; Parkinsonove bolesti, cerebelarne ataksije, subkoritkalne
arteriosklerotske encefalopatije, Huntingtonove bolesti i spinobulbarne miSi¢ne atrofije
(MARDSEN, 1990.; GERLACH i RIEDERER, 1996.; DIETZ, 1997.; EBERSBACH i sur.,
1999.; GUYENET i sur., 2010.). Navedene bolesti ukljucuju o$teéenje strijatuma, SN, kore
velikog mozga, hipokampusa, hipotalamusa, talamusa, pa i malog mozga (WALKER, 2007.).
Mali mozak, ¢ije jezgre ¢ine noradrenergi¢na vlakna koja se pruzaju iz locusa ceruleusa i 5-
HT Ziv¢anih zavrSetaka iz raphe nuclei mozdanog debla, ima zna¢ajnu ulogu u repetitivnoj i
stereotipnoj motoric¢koj aktivnosti (FERRUCCI i sur., 2006.). U glodavaca i primata je
opisano nekoliko dopaminergi¢nih zavrSetaka koji izlaze direktno iz ventralnog tegmentalnog
podruja u jezgre malog mozga. Unato¢ monoaminskoj inervaciji i djelomi¢noj ulozi u
motorickoj kontroli koja ¢ini mali mozak potencijalnom metom za toksi¢ni ucinak
metamfetamina, postoji vrlo malo istrazivanja ucinka metamfetamina na mali mozak
(FERRUCCI i sur., 2006.), iako su u literaturi su zabiljezeni slucajevi cereberalne ataksije
uzrokovane metamfetaminom (BUFFUM i SHULGIN, 2001.; WELLS i sur., 2010.). Tako su
JENG i WANG (1998.) dokazali da metamfetamin mijenja noradrenergi¢ku neurotransmisiju
u Purkinjeovim stanicama malog mozga, a FERUCCI i sur. (2006.) da metamfetamin
pojacava imunoreaktivnost TH u kori malog mozga. Budu¢i da utjeCe na neurokemijske
procese u malom mozgu, smatra se da metamfetamin moze utjecati na funkcije posredovane

malim mozgom, kao $to su odrzavanje ravnoteze, misi¢na koordinacija i kontrola pokreta.

2.3.4. Metamfetamin i poremecaji fine motorike

Do promjena u motorici dolazi nakon kratkog izlaganja metamfetaminu i one ostaju
vidljive dugo nakon S$to je izlaganje metamfetaminu prekinuto (BALOGH i sur., 2004.).
Metamfetamin djeluje na motori¢ku funkciju najve¢im dijelom preko kortiko-strijato-palido-
talmickog sklopa kojeg tvore direktna i indirektna motoricka petlja bazalnih ganglija (ALBIN
i sur., 1989.; ALEXANDER i sur., 1990.; DELONG, 1990.). Direktnu petlju ¢ine motoricka
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kora velikog mozga, strijatum, unutras$nji segment globus pallidusa i retikularnog dijela
supstancije nigre (GPi/SNr) i talamus, a u njoj dopamin iz SNc djeluje ekscitacijski na
GABAnergicke i kolinergi¢ne neurone strijatuma. Indirektna petlja prolazi kroz koru velikog
mozga, strijatum, vanjski segment globusa pallidusa (GP), subtalamicku jezgru (STN),
GPi/SNr, talamus i opet koru velikog mozga, a u njoj dopamin iz SNc djeluje inhibitorno na
GABAnergicke neurone strijatuma. lzlaganje metamfetaminu dovodi do promjena u
nigrostrijatalnoj razini dopamina, $to utje¢e i na GABAnergicku i glutamatnu transmisiju 1
rezultira raznim poremecajima motorike (CALIGIURI i BUITENHUYS, 2005.). No, uz to,
metamfetamin (Cetiri doze od 10 mg/kg, svaka 2 h) djeluje na segmente motori¢kih puteva
koji su siromasniji dopaminskim zivéanim zavrSecima, pa tako znaCajno povisuje razinu

malondialedehida u motorickoj kori velikoj mozga i hipokampusu (HORNER i sur., 2011.).

U finu motoriku Stakora ubrajaju se pokreti distalnog dijela prednjih ekstremiteta,
prstiju i zape$c¢a prilikom manipulacije hranom i prilikom posezanja za predmetima. Finu
motoriku reguliraju dijelovi piramidalnog trakta; rubrospinalni i kortikospinalni trakt. Lezije
piramidalnog trakta znacajnije su smanjile sposobnost vjeStog i spontanog posezanja za
hranom u Stakora od lezija crvene jezgre. Obje vrste lezija oStetile su rotacijske pokrete,
ukljucujuc¢i usmjeravanje ekstremiteta, pronaciju i supinaciju. Lezije crvene jezgre umanjuju
mogucnost arpeggio pokreta prstima kojima se Sapa orijentira za trazenje i hvatanje hrane
(WHISHAW i sur., 1998.). Unilateralno oste¢enje motori¢kog dijela kore velikog mozga,
ovisno o velicini lezije, uzrokuje poremetnje u finoj motorici kontralateralnog ekstremiteta u
odnosu na mjesto lezije (WHISHAW i sur., 1986.). Prilikom pruzanja ekstremiteta i hvata
hrane Sapama oStecenja fine motorike su manje izrazena, nego kod primicanja Sapa i prednjih
ekstremiteta k ustima (WHISHAW i KOLB, 1987.). Pri unilateralnoj depleciji dopamina u
strijatumu, koji sudjeluje u kontroli tonusa misi¢a i izvedbi pokreta (FUXE i sur., 2006.)
dolazi do potpune nemogucnosti koriStenja kontralateralnog ekstremiteta, bez moguénosti
oporavka, kao i oste¢enja u finoj motorici ipsilateralnog ekstremiteta (WHISHAW i sur.,
1986.). U stakorskom modelu Parkinsonove bolesti, Stakori su takoder ocCitovali znacajna
ostecenja fine motorike u vidu nemoguénosti pruZanja prednjih ekstremiteta i normalne
manipulacije hranom bez moguénosti oporavka (METZ i WHISHAW, 2002.). Budu¢i da je
brahijalni splet zivaca kod Stakora vrlo slican onome kod ljudi, procjena fine motorike
prednjih ekstremiteta ¢ini vazan dio $takorskih modela neurodegenerativnih bolesti koje su
karakterizirane poremecajima kretanja i funkcije prednjih ekstremiteta (BERTELLI i MIRA,
1993.).
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2.3.5. Metamfetamin i lipidna peroksidacija u mozgu

Mozak je organ posebno osjetljiv na oksidacijski stres zbog visoke potros$nje kisika,
manjeg antioksidacijskog kapaciteta (manja koncentracija glutationa) i stani¢nih membrana
vrlo bogatih nezasi¢enim masnim kiselinama osjetljivima na peroksidaciju (FLOYD, 1999.;
CHRISTEN, 2000.). Oksidacijski stres u mozgu povezan je sa procesom starenja i sa

razvojem neurodegenerativih bolesti.

Malondialdehid (MDA) je zavr$ni produkt lipidne peroksidacije koja se razvija u
ziv€anom tkivu kao posljedica pretjeranog stvaranja reaktivnih kisikovih radikala i kinona
dopamina potaknutog neurotoksicnim dozama metamfetamina. MDA je pokazatelj lipidne
peroksidacije i oSte¢enja stanicne membrane, no u mozgu ima i ulogu u prijenosu signala,
regulaciji unutarstani¢nog Ca?*(CAI i sur., 2009.) i oste¢enju Ziv€anih stanica. MDA je
reaktivni elektrofil koji moZe modificirati amino grupe u proteinima, pa time i inaktivirati
enzime ili proteine uklju¢ene u mitohondrijalni transport elektrona, sto dodatno omogucuje
razvoj oksidacijskog stresa (LONG i sur., 2009.), a moze i povisiti razinu toksi¢nih
intermedijarnih produkata katabolizma dopamina (JINSMAA i sur., 2009.). Povisene razine
MDA dokazane su u mozgovima metamfetaminskih ovisnika i laboratorijskih Zivotinja
pokusno tretiranih metamfetaminom (ACIKGOZ i sur., 1998.; YAMAMOTO i ZHU, 1998,;
KITA i sur.,, 2000.). Metamfetamin povisuje razinu MDA u nigrostrijatumu, podrucju
najosjetljivijem na njegovo neurotoksi¢no djelovanje, no 1 u podru¢jima sa manje
dopaminergickih zavrSetaka, kao Sto su kora i hipokampus (HORNER i sur.,, 2011.).
Zanimljivo je da je 1 neurotoksi¢no djelovanje metamfetamina povezano sa poremecenom
regulacijom unutarstani¢nog Ca®" putem aktivacije kalpaina (JAYANTHI i sur., 2004.),
proteaze osjetljive na kalcij i ukljucene u apoptozu ovisnu o endoplazmatskom retikulumu
(NAKAGAWA i YUAN, 2000.). Metamfetamin uzrokuje smrt stanica pojacavajuci aktivaciju
kalpaina u motori¢kim neuronima kraljeZni¢ne moZdine 1 neuronima kore velikog mozga
(SAMANTARAY i sur., 2006.). Putem aktivacije kalpaina metamfetamin dovodi do
proteolize spektrina, vaznog za oCuvanje integriteta stanicne membrane i strukture citoskeleta
u strijatumu (STASZEWSKI i YAMAMOTO, 2006.), hipokampusu, kori velikog mozga
(WARREN i sur., 2005.; WARREN i sur., 2007.) i kulturama neurona (SAMANTARAY i
sur., 2006.).

MDA je povezan i sa patogenezom raznih neurodegenerativnih bolesti, pa se tako

smatra da poviSene koncentracije MDA u plazmi pacijenata mogu upucivati na napredovanje
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amiotrofi¢ne lateralne skleroze, Alzheimerove i Parkinsonove bolesti (DIB i sur., 2002.).
Prilikom obdukcija pacijenata oboljelih od Parkinsonove bolesti, u SN-i je utvrdena povisena
razina MDA i smanjena razinu viSenezasi¢enih masnih kiselina koje su supstrat za lipidnu
peroksidaciju (DIB i sur., 2002.). Zbog pristupa¢nosti i jednostavnosti dokazivanja ovaj se

bioloski pokazatelj moze koristiti i u klinickim ispitivanjima.

2.3.6. Metamfetamin i patomorfoloSke promjene u mozgu

Smrt nakon zlouporabe metamfetamina povezana je sa kardiovaskularnog kolapsom,
mozdanim edemom i difuznim petehijalnim krvarenjima u mozgu (CHAN i sur., 1994;
INOUE i sur. 2006.). Cerebrovaskularna patologija koju karakteriziraju kontinuirana anoksija
I smanjen protok krvi, prac¢ena sa akutnim zatajenjem metabolic¢kih procesa zbog disfunkcije
mitohondrija vode do nekroze neurona zbog deplecije stanicnog ATP-a (LI i sur., 2012.). Na
hematoksilin- eozinom (HE) obojanim rezovima produzene mozdine S$takora koji su
intravenski primili 48 mg/kg metamfetamina vildjive su bile nekroti¢ne stanice sa skupljenom
citoplazmom, kromatolizom (o$tec¢ena Nisslova tjelesca), kariolizom i karioreksom, a izostala
je aktivacija kaspaze 3 kao pokazatelja apoptoze (LI i sur, 2012.). Metamfetamin i amfetamin
dovode do bubrenja Ziv€anih vlakna i oSte¢enja dopaminergickih Zivaca u strijatumu Stakora 1
miSeva kojima su se kontinuirano aplicirali (ELLISON 1 sur., 1978.; LOREZ, 1981,
JONSSON i NWANZE, 1982.). Gubitak neurona sa receptorima za tirozin hidorksilazu sa
izrazenom gliozom opisali su HESS i suradnici (1990.) nakon §to su miSevima aplicirali Cetiri
doze metamfetamina od 10 mg/kg.

SONSALLA i suradnici (1996.) su koristeci krezil violet i bojanje specificno za TH
ustanovili znacajan gubitak tijela neurona (do 50%) u supstanciji nigri miSeva kojima su
aplicirali metamfetamin u dozi koja je bila dovoljna da izazove 90% depleciju dopamina u
strijatumu. Dakle, osim $§to izaziva neurokemijske promjene u obliku deplecije
neurotransmitera, metamfetamin uzrokuje degeneraciju zivcanih zavrsetaka i gubitak neurona

u strijatumu i povezanim strukturama (KITA i sur, 2003.).

Doze metamfetamina koje dovode do oSte¢enja neurona, degeneracije mijelina i

reaktivne astrocitoze u kori velikog mozga dovode i do poremecaja u funkciji krvno —
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mozdane barijere (SHARMA i sur., 2007.). U vezi s oSte¢enjem funkcije krvno-mozdane
barijere opisani su deformirani neuroni, oStecenja glija stanica, vezikulacija mijelina i
promjene u vaskularnom endotelu i epitelu u kori velikog mozga, hipokampusu, talamusu i
hipotalamusu 30 — 80 minuta nakon primjene metamfetamina (SHARMA i KIYATKIN,
2009.). Uslijed ostecenja funkcije barijere dolazi do prelaska albumina iz seruma u tkivo
mozga; koru, hipokampus, talamus, hipotalamus, mali mozak i amigdalu (BOWYER i ALlI,
2006.; KIYATKIN i sur., 2007.; SHARMA i sur., 2007.).

2.4. Terapeutski peptidi i pentadekapeptid BPC 157

lako zanimanje za regulatorne peptide i njihovu funkciju u Zivim oranizmima raste,
smatra se da nisu dobri kandidati za farmaceutski razvoj zbog brojnih ogranicenja. Prema
VLIEGHE i sur. (2010.), ta ogranienja su sljedeca:

e Nedostatna bioraspoloZivost nakon peroralne primjene,

e Kratak poluvijek zbog razgradnje protelitickim enzimima koji se nalaze u probavnom
traktu i zelucu,

e Brzo uklanjanje putem jetre i bubrega (jetreni i bubrezni klirens),

e Otezani prolazak kroz fizioloske barijere zbog hidrofilnosti,

e Losa specifina distribucija zbog visoke konformacijske fleksibilnosti peptida rezultira
niskom selektivno$¢u zbog koje peptidi dolaze u interakciju sa viSe raznih receptora
pa mogu i uzrokovati viSe nuspojava,

¢ Rizik od imunogenih u¢inaka,

e Visoki troskovi proizvodnje

Kljuéni preduvjeti za razvoj peptida kao lijeka su bioloski ucinak, dobar
farmakokinetski profil i niska imunogenost. Da bi se navedeni preduvjeti postigli, molekule
peptida se modificiraju na razli¢ite nacine; prevode se u ciklicke molekule ili ¢ak u molekule
koje viSe nisu peptidi ali zadrzavaju njihov bioloski uéinak (peptidomimetici), a otpornije su

na razgradnju i eliminaciju, bolje su bioraspolozivosti i selektivnosti (VLIEGHE i sur.,
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2010.). Ipak, peptidi imaju nekoliko prednosti u odnosu na rekombinantne proteine i
protutijela; zbog male veli¢ine peptidi lakSe prolaze kroz tkiva, manje su imunogeni,
proizvodnja je jeftnija, stabilniji su i imaju visu aktivnost po jedinici mase (LADNER i sur.,
2004.; MCGREGOR, 2008.).

Prednosti koje peptidi imaju u odnosu na manje organske molekule koje ¢ine vecinu
standardnih lijekova na trzi$tu su vecéa ucinkovitost, selektivnost i specificnost (LADNER i
sur., 2004.). Budu¢i da su razgradni produkti peptida aminokiseline, manji je rizik od
toksi¢nog djelovanja (LOFFET, 2002.). Zbog kratkog poluvijeka, jako malo peptida se
nakuplja u tkivima. Veéina peptida djeluje agonisticki, a i manje ih je potrebno da bi aktivirali
receptore od interesa (HRUBY, 2002.; LIEN i LOWMAN, 2003.)

Pentadekapeptid BPC 157 (GEPPPGKPADDAGLY, M.W.1419) je aktivni dio
stabilnog zelu¢anog peptida BPC (engl. Body Protection Compound) izdvojenog iz zelu¢anog
soka (VELJACA i sur., 1995.) sa dokazanim antiulkusnim djelovanjem (SIKIRIC i sur.,
1994.; SIKIRIC i sur., 1996.a, b; SIKIRIC i sur., 1997.a). U klini¢kim studijama za upalnu
bolest crijeva i cijeljenje rana potvrdena je sigurnost primjene ovog antiulkusnog peptida (PL-
10, PLD-116, PL 14736 Pliva, Hrvatska), budu¢i da prilikom istraZivanja nisu zapaZeni
nikakvi toksi¢ni uginci (VELJACA i sur., 2002.; RUENZI i sur., 2005.). Za razliku od
standardnih peptida koji poti¢u cijeljenje tkiva i djeluju antiulkusno, ali su nestabilni i trebaju
se primjeniti uz nosa¢ (MUSTOE i sur., 1987.; URIST, 1996.), BPC 157 ne treba biti
primjenjen uz nosa¢ da bi u¢inkovito djelovao (SIKIRIC, 1999.a). Tijekom posljednjih 20

godina dokazani su brojni zastitni u¢inci i potencijalne indikacije za primjenu ovog peptida.
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Slika 2. Pentadekapeptid BPC 157

Pentadekapeptid BPC 157 prvotno je izoliran iz Zelucanog soka, a u studijama
distribucije BPC-a tijekom razvoja, SIKIRIC i suradnici (1993.a) su koriste¢i kuniéja

poliklonska protutijela dokazali da je, u skladu s poznatim ¢injenicama o osovini mozak —
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probavni trakt, BPC 157 prisutan u zeludcu, crijevima i mozgu. Poluvrijeme eliminacije
egzogenog radionuklida BPC-a 157 je 80 h nakon jednokratne p.o. i 77 h nakon jednokratne
I.v. doze, a do 75 -80% ga se izlu¢i mokra¢om i fecesom nakon 168 h (7 dana) (INSTITUT
ZA BIOMEDICINSKA ISTRAZIVANJA "ANTOINE MARXER", 1996.a, b, c). Velika
prednost BPC-a 157 kao potencijalno terapeutskog peptida je njegova stabilnost u organizmu,
posebno u zelu¢anom soku 1 vodi u kojima se nije razgradio niti nakon 24 sata inkubacije, dok
su drugi standardni peptidi (h-EGF i h-TGF) stabilni u vodi, ali se vrlo brzo (ve¢ i nakon 15
minuta) razgrade u Zelu¢anom soku (VELJACA i sur., 1995.).

U studijama farmakodinamike BPC-a 157 ( u studiji naveden kao PL 14736), odnosno
prilikom izrade receptograma u Institutu za biomedicinska istraZzivanja ,,Antoine Marxer
SPA* (1995.a), istrazivan je afinitet peptida za adrenergicke (a, ), muskarinske (M1, My |
Ms),  histaminske, serotoninske (5-HTi, 5HT,) dopaminske i adenozinske (A; and Ay)
receptore. Mjerila se sposobnost PL 14736 da kompetitivno inhibira vezanje specifi¢nih
radioliganda za navedene receptore. PL 14736 nije pokazao nikakvu interakciju sa navedenim
receptorima i njihovim radioligandima, te je receptogram bio prazan Uz to, PL 14736 nije
inducirao aktivnost mikrosomalnih enzima u jetri misa; niti citokroma P-448 niti P-450

(INSTITUT ZA BIOMEDICINSKA ISTRAZIVANJA "ANTOINE MARXER", 1995.b).

Jedno od mogucih objasnjenja mehanizma djelovanja BPC-a 157 je modulacija sustava
dusikovog monoksida (NO) (GRABAREVIC i sur., 1997.; SIKIRIC i sur., 1997.b). U
pokusima na pili¢ima L-arginin, supstrat za stvaranje NO, i BPC 157 su sprije¢ili pogorsanje
eksperimentalne pluéne hipertenzije, uzrokovane smanjenjem temperature u nastambi, koje je
potaknuo L-NAME (N-omega-nitro-L-arginin metil ester), nespecifi¢ni antagonist endotelne
sintaze dusikovog monoksida (eNOS) (GRABAREVIC i sur., 1997.). Nadalje, dokazano je da
se BPC 157 upli¢e u uéinke NO na cjelovitost sluznice Zeluca i odrzavanje krvnog tlaka na
specifi¢an nacin, uglavnom sinergisticki sa L-argininom i antagonisti¢ki sa L-NAME ( s time
da L-NAME ne moze ponistiti u¢inak BPC-a kao §to moze L-arginina), djelujuéi jace ili
sasvim druga¢ije od NO (SIKIRIC i sur., 1997.b). Nadalje, poznato je da BPC 157 potice
angiogenezu (SEIWERTH i sur., 1997.; SIKIRIC i sur., 1999.c; BRCIC i sur., 2009.) i
stimulira ekspresiju gena za ¢imbenik ranog odgovora rasta, egr-1, ranu formaciju kolagena te

da suprimira protein koji veZe ¢imbenik rasta neurona 1-A, nab2 (TKALCEVIC i sur., 2007.).
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Zanimljivo je kako se gastroprotektivni u¢inak BPC-a ponistio nakon eksperimentalne
adrenektomije (uklanjanja srzi nadbubrezne Zlijezde) i ovariektomije, Sto je dodatni dokaz o

interakciji BPC-a sa endokrinim, narocito adrenergi¢kim sustavom (SIKIRIC i sur., 1992.).

2.4.1. Peptidergicka citoprotekcija/organoprotekcija i citoprotektivno/ organoprotektivno
djelovanje pentadekapeptida BPC 157

Sredi$nji i periferni Zivcani sustav imaju vaznu ulogu u regulaciji integriteta sluznice
zeluca posredstvom brojnih neuropeptida; adrenomedulina, amilina, grelina, leptina,
nociceptina, opioida, kolecistokinina, supstance P, YY peptida, B endorfina i dr. Dobro je
poznata i definirana uloga i veza neurooendokrinog hipotalamusa i sredi$njeg autonomnog
sustava (dio hipotalamo-hipofizno-adrenalne osovine ¢ija je najvaznija uloga u nespecificnom
odgovoru organizma na stres); descendentna eferentna vlakna hipotalamusa nose povratne
signale do viscerosenzornih neurona i katekolaminergi¢kih neurona produzene mozdine te
regulatorne signale do preganglijskih neurona parasimpatikusa (dorzalni vagus) i simpatikusa
(torakolumbarni intermediolateralni dio). Putevi izmedu hipotalamusa 1 autonomnog Ziv€anog
sustava su dvosmjerni; descendentni aksoni su peptidergi¢ki (neurosekretorni; Cimbenik
otpustanja  kortikotropina,  vazopresin,  oksitocin, somatostatin, enkefalin,  pro-
opiomelanokortin), a ascendentni su i peptidergicki (enkefalin, neuropeptid Y, neurotenzin,
dinorfini) i katekolaminergicki (PALKOVITS, 1999.). Ucinkovite gastroprotektivne doze
neuropeptida su uglavnom jako male, u pikomolarnom rasponu, dok je za endomorfin- 1,
endomorfin -2 i B endorfin dokazano da su u¢inkoviti ¢ak i u femtomolarnim (10™°) dozama
(GYRIES i RONAI, 2001.; GYRIES i sur., 2011.).

U skladu s paradigmom osovine mozak - probavni trakt, Zzeludac pogoden nekim
oblikom stresa Salje signale u sredi$nji ziv€ani sustav kao aktivni neuroendokrini obrambeni
organ te se smatra da iz Zeluca zapocCinje niz organoprotektivnih ucinaka. Pri tome

otpustanje zelu€anih peptida predstavlja vazan urodeni mehanizam odgovora na stresor.

Pentadekapeptid BPC 157 stiti sluznicu Zeluca nakon akutne i kroni¢ne indukcije
alkoholnih lezija (PRKACIN i sur., 2001.; BOBAN BLAGAIC i sur., 2004.; BOBAN
BLAGAIC i sur., 2006.) te lezija uzrokovanih nesteroidnim protuupalnim lijekovima

(SIKIRIC i sur., 1997.a). Zbog navedenog se smatra endogenim medijatorom Robertove

32



citoprotekcije i adaptivne citoprotekcije u probavnom sustavu (SIKIRIC i sur., 2010.).
Robertova citoprotekcija podrazumijeva zastitnu ulogu prostaglandina u ocuvanju sluznice
zeluca prilikom instilacije raznih iritansa, najées¢e etanola u zeludac, a smatra se da je taj
zaStitini uéinak prostaglandina neovisan o ZzeluCanoj kiselini (ROBERT, 1979.), dok je
adaptivna citoprotekcija mehanizam kojim se prethodno blago iritirana sluznica zeluca §titi od
agresivnijih iritansa i1 razvoja vecih lezija (ROBERT i sur., 1983.; ROBERT, 1985.). Kao
oblik citoprotekcije moze se promatrati cijeljenje rana, dok simultano cijeljenje razlicitih tkiva
potaknuto djelovanjem citoprotektivnih tvari nije dokazano do nedavno u Stakorskom modelu
gastrokutane fistule (SKORJANEC i sur., 2009.). Rije¢ je o modelu trajnog Zelu¢anog ulkusa
i rane na kozi sa nedostatnim spontanim cijeljenjem, u kojem je pentadekapeptid BPC 157,
primijenjen putem vode za pice ili intraperitonealno u dozama od 10 pg, 10 ng, or 10 pg/kg
pokazao uéinkovitost istovremeno u poticanju cijeljenja koze i sluznice Zeluca i zatvaranja

fistule u kratkom vremenskom roku nakon aplikacije (SKORJANEC i sur., 2009.).

Pentadekapeptid BPC 157 potice cijeljenje ozljeda razli¢itih tkiva koje spontano sporo
cijele, pa tako i ozljede misica, tetiva, Zivaca i kostiju bez formacije oziljnog tkiva (SEBECIC
i sur., 1999.; STARESINIC i sur., 2003.; KRIVIC i sur., 2006.; NOVINSCAK i sur., 2008;
GJURASIN i sur., 2010.; PEVEC i sur., 2010.), kao i cijeljenje lezija sluznice probavnog
trakta u razli¢itim pokusnim modelima (SIKIRIC i sur., 1994.; SIKIRIC i sur., 1996.a, b).
Osim toga, djeluje hepatoprotektivno nakon aplikacije toksi¢nih doza paracetamola (ILIC i
sur., 2010.) i nakon ligature zudovoda i a. hepaticae, aplikacije CCI4 (SIKIRIC i sur.,
1993.c) i kroniénog unosa etanola (PRKACIN i sur., 2001.). Ublazava razvoj lezija na
pluéima uzrokovane intratrahealnom instilacijom klorovodi¢ne kiseline (STANCIC-
ROKOTOV i sur., 2001.). U modelu predoziranja inzulinom sprjecava napadaje uzorkovane
hipoglikemijom, oSte¢enje neurona u kori velikog mozga i hipokampusu, razvoj ulkusa u
7elucu, hepatomegaliju, razgradnju glikogena i kalcifikaciju stijenki krvnih ila (ILIC i sur.,

2009.).

2.4.2. Neuroprotektivni u€inak pentadekapeptida BPC 157

Neuroprotektivni u¢inak BPC-a 157 dokazan je u brojnim modelima mehanickih i
neurotoksiénih o$teéenja Zivéanog sustava (SIKIRIC i sur., 1996.a; GTURASIN i sur., 2010.;
TUDOR i sur., 2010.). BPC 157 apliciran $takorima i.p., p.o. i lokalno u dozama od 10 ng/kg
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i 10 pg/kg je potaknuo brze cijeljenje presjecenog ishijadi¢nog Zivca sa anastomozom i bez
anastomoze, Sto znaci da ima direktno i posredno neuroprotektivno djelovanje; na mjestu
presjeka kod tretirane skupine u odnosu na kontrolnu skupinu histomorfoloski je dokazana
brza i homogena regeneracije aksona, vea gustoc¢a i veli¢ina regenerativnih vlakana,
postojanja epineuralne i perineuralne regeneracije, ve¢i omjera zivéanog u odnosu na vezivno
tkivo, ve¢i promjer mijelinskih vlakana, funkcCionalno (ishijadi¢ni funkcionalni indeks) je
dokazan brzi oporavak ozljedene straznje noge kao i odsutnost autotomije na istoj
(GJURASIN i sur., 2010.) .

U misjem modelu traumatske ozljede mozga uzrokovane utegom, BPC 157 (10 ng/kg i 10
Ma/kg, 1.p.) je smanjio smrtnost tretiranih miSeva u prvih 24 h nakon izazivanja ozljede,
tretirani miSevi su imali oCuvaniju svijest u odnosu na kontrolne, manji edem mozga, manje
hemoragi¢nih laceracija, subarahnoidalnih krvarenja i intraventrikularnih krvarenja (TUDOR
i sur., 2010.).

Zastitni u¢inak BPC-a 157 dokazan je u modelu Zelucanih lezija uzrokovanih stresom
(sputanost), 96% etanolom i indometacinom (SIKIRIC i sur., 1996.a). Navedeni udinak
povezan je sa djelovanjem na senzorne zivce u prisutnosti i bez kapsaicina. Kapsaicin u vi$im
dozama (125 mg/kg, s.c. u odraslog Stakora) moze oStetiti senzorna vlakna, dok u niskim
dozama potice oslobadanje neurotransmitera 1 zastitu sluznice Zeluca. BPC 157 je u odsustvu
kapsaicina §titio sluznicu od etanola, stresa 1 indometacina, dok je kapsaicin imao negativni
uc¢inak na navedeno djelovanje BPC-a, no ukoliko bi se povecala doza BPC-a, zastitini u¢inak
na sluznicu je opet bio vidljiv. Iz ovoga proizlazi dokaz o sloZenom sinergizmu zastitnog
djelovanja BPC-a 157 i peptidergicke aktivnosti senzornih Zivaca (SIKIRIC i sur., 1996.a).

Neuroprotektivni  ucinak je potvrden i u modelu predoziranja nesteroidnim
protuupalnim lijekovima (NSPUL) gdje je BPC 157 antagonizirao toksi¢ne ucinke
diklofenaka, ibuprofena i paracetamola, pa izmedu ostalog sprijeCio razvoj hepati¢ne
encefalopatije, popratne lezije mozga i konvulzije (ILIC i sur., 2010.; ILIC i sur., 2011.a, b).

Iako BPC 157 ne mijenja normalno ponasSanje zdravih Zivotinja (JELOVAC i sur.,
1998.), u brojnim istrazivanjima se uplitao u djelovanje mnogih centralno aktivnih tvari;
poput naloksona je antagonizirao morfinsku analgeziju kod miseva (BOBAN BLAGAIC i
sur., 2009.), ublazio je sindrom ustezanja kod miSeva koji su 13 dana pili 20% alkohol (7.6
g/kg) 1 sprijeCio akutne ucinke intoksikacije alkoholom (anesteziju, hipotermiju, povisene
koncentracije etanola u krvi, 25% smrtnost) kod miSeva koji su primili alkohol i.p. u dozi od 4
o/kg (BOBAN BLAGAIC i sur., 2004.). Kada je BPC 157 primjenjivan uz diazepam, agonist

GABAA receptora, antikonvulzivni u¢inak diazepama je bio prolongiran, a izostao je razvoj
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tolerancije i ovisnosti koja inae predstavlja velik problem prilikom ucestale primjene
diazepama u klinici (JELOVAC i sur., 1999.). Anksioliticki u¢inak samog BPC-a 157
potvrden je u pokusima na Stakorima koji su ukljucivali test izazivanja Soka i zakapanja te
boravka na svijetlu i u mraku (SIKIRIC i sur., 2001.).

Dobro je poznato da pentadekapeptid BPC 157 regulira dopaminski sustav te da je
njegov antiulkusni u¢inak povezan sa tim sustavom (SIKIRIC i sur., 2011.), pa se smatra da
bi mogao biti indiciran kod brojnih poremecaja razine dopamina u srediSnjem Ziv€anom
sustavu, osobito u nigrostrijatalnom dopaminskom putu. U¢inkovitost BPC-a 157 je ispitana u
modelu dopaminergicke neurotoksi¢nosti uzrokovane neurotoksinom MPTP-om koji uniStava
dopaminergi¢na vlakna u supstanciji nigri (SIKIRIC i sur., 1999.b) te u raznim modelima
dopaminergicke preosjetljivosti i amfetaminske senzitizacije (JELOVAC i sur., 1998.;
SIKIRIC i sur., 2002.). U takvim je modelima potvrden u¢inak BPC-a 157 na ponasanje i
somatosenzorne reflekse pokusnih Zivotinja.

U modelu Parkinsonove bolesti uzrokovane MPTP-om (30 mg/kg, i.p., 1/dan, tijekom 6
dana i 50 mg/kg, i.p., jednokratno nakon 4 dana) BPC 157 (1.50 pg/kg ili 15.0 ng/kg i.p., 15
min prije i 15 min poslije MPTP-a) je poboljsao somatosenzornu orijentaciju tretiranih
miSeva, te je smanjio hiperaktivnost i motoricke smetnje; tremor, akineziju 1 katalepsiju, koje
su bile vrlo izrazene u kontrolnoj skupini miseva. U modelu Parkinsonove bolesti
uzrokovanom rezerpinom (5 mg/kg, i.p.) BPC 157 (10 ng/kg i 10 pg/kg, i.p.) apliciran 15
minuta prije rezerpina je sprijecio katalepsiju i reducirao hipotermiju, dok je BPC-157 u
posttretmanu 24 h nakon davanja rezerpina dokinuo katalepsiju i sprijecio daljnji pad tjelesne
temperature (SIKIRIC i sur., 1993.d).

U pokusima amfetaminske sentizacije i preosjetljivosti na amfetamin uzrokovane
haloperidolom BPC 157 je smanjio intenzitet amfetaminskih stereotipija, hiperaktivnosti i
penjanja uzrokovanih amfetaminom ili amfetaminom i haloperidolom u kombinaciji, kao i
katalepsiju uzrokovanu haloperidolom kod miseva (JELOVAC i sur., 1998.). Suzbio je
pojacane reakcije (straha) na zvuc¢ni stimulans koje se javljaju kod Zivotinja na amfetaminu i u
potpunosti je sprijeCio razvoj preosjetljivosti na amfetamin koju je inace kod kontrolne
skupine bilo moguce potaknuti davanjem haloperidola 3 dana prije aplikacije amfetamina
(JELOVAC i sur., 1998.). U odvojenoj studiji je apliciran u dozama od 10 ng/kg i 10 pg/kg
(i.p .) antagonizirao katalepsiju i somatosenzornu dezorjentaciju uzrokovanu haloperidolom
(0.625, 1.25, 2.5, 51 10 mg/kg, i.p.) i flufenazinom (0.315, 0.625, 1.25, 2.5 i 5 mg/kg, i.p.)
kod miseva (JELOVAC i sur., 1999.). Kako haloperidol blokiranjem dopamina izaziva
stvaranje ulkusa kod stakora, BPC 157 (10 ug, 10 ng, 1.0 ng, i 100 pg/kg, i.p.) je sprijecio
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nastanak ulkusa kod tretiranih $takora kojima je apliciran haloperidol u kataleptogenoj dozi (5
mg/kg, i.p.). Ulkus je bio vidljiv u kontrolnoj skupini zivotinja 24 h nakon aplikacije
haloperidola (JELOVAC i sur.,, 1999.). U sprijeCavanju lezija zeluca uzrokovanih
haloperidolom drugi antiulcerogeni lijekovi; lansoprazol, pantoprazol, ranitidin, cimetidin i
misoprostol, nisu bili u¢inkoviti kao BPC 157 (BILIC i sur., 2001.).

Osim sa dopaminskim sustavom, BPC 157 utjeCe i na djelovanje serotonergickog
sustava. BPC 157 (10 upg/kg, i.p.) potice stvaranje 5-HT u u supstanciji nigrii, medijalnoj
prednjoj olfaktornoj jezgri, a smanjuje razinu 5-HTa u dorzalnom talamusu, hipokampusu,
lateralnom genikulatnom tjelescu i hipotalamusu (TOHYAMA i sur., 2004.). Nakon tjedan
dana svakodnevnih aplikacija BPC-a 157 (10 pg/kg, s.c.) izmjerena je smanjena razina 5-
HTa u dorzalnoj rafe jezgri, a znacajno povisene razine 5-HTa u odnosu na kontrolnu skupinu
izmjerene su u SN, lateralnom nucleusu caudatusu, nucleusu accumbensu i gornjoj olivarnoj
jezgri (TOHYAMA i sur., 2004.). U modelima depresije BPC 157 je znaajno smanjio
trajanje nepokretnosti u odnosu na imipiramin S§to je dodatni dokaz djelovanja na
serotonergicki i noradrenergi¢ki sustav (SIKIRIC i sur., 2000.). Serotoninski sindrom je
najozbiljnija nuspojava primjene antidepresiva, a u pokusnih Zivotinja ju karakteriziraju
tapkanje prednjim nogama, adukcija straznjih nogu, ,,wet dog shake* drhtanje i hipotermija
nakon koje slijedi hipertermija. Moguée djelovanje BPC-a 157 na serotoninski sindrom
istrazeno je na $takorima kojima su aplicirani paragilin (75 mg/kg, i.p.), inhibitor MAO, i L-
triptofan (100 mg/kg, i.p.), prekursor 5-HT, odvojeno ili u kombinaciji. BPC 157 je blokirao
serotoniski sindrom, a posebno hipertermiju i ,,wet dog shake“ koji su povezani sa
stimulacijom 5-HTa receptora (BOBAN BLAGAIC i sur., 2005.).
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3. Obrazlozenje teme
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3.1. Obrazlozenje teme

Svrha ovog rada je istraziti moze li pentadekapeptid BPC 157, s obzirom na sve
navedene dosadasnje dokazane zaStitne ucinke, djelovati zastitno u modelu dopaminergicke
neurotoksi¢nosti uzrokovane metamfetaminom, a posebno kada je ta neurotoksi¢nost
pojacana prethodnim izazivanjem dopaminske preosjetljivosti haloperidolom. Provjeriti ¢e
se, ukoliko postoji zastitini u¢inak BPC-a 157 u ovim modelima, da li se on moZe objasniti
suzbijanjem lipidne peroksidacije ili pak nekim drugim mehanizmima. Budué¢i da
metamfetamin primjenjen u neurotoksi¢nim dozama oStecuje nigrostrijatalni dopaminski
sustav koji je oStecen i u oboljelih od Parkinsonove bolesti i parkinsonizama, rezultati ovog
istrazivanja mogu potvrditi ili opovrgnuti potencijal BPC-a 157 u lijecenju Parkinsonove i

sli¢nih bolesti i doprinijeti odluci o daljnjem razvoju BPCa-157 za klini¢ku studiju.

Osim navedene primarne svrhe, ovaj rad ¢e posluziti i za procjenu primjerenosti koriStenih
modela dopaminergi¢ke neurotoksi¢nosti 1 preosjetljivosti u istraZivanju poremecaja
monoamina i parkinsonizama. Utvrditi ¢e se povezanost ostecenja dopaminergickih Zivaca u
nigrostrijatumu s lipidnom peroksidacijom u mozgu i promjenama u fenotipu pokusnih
Zivotinja, Sto ¢e doprinijeti ukupnom znanju o patoloSkim mehanizmima koji se javljaju kod

navedenih poremecaja.
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4. Materijal i metode
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4.1. Pokusne Zivotinje

U pokusima je koriSteno 106 Wistar Stakorica, starih 3-4 mjeseca i mase oko od 160 -
220 g. Uzgojene su i drzane na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu, u kontroliranim uvjetima pri konstantnoj temperaturi okolisa (21 + 2 °C) i sustavu
osvjetljenja 12 sati svjetlo/ 12 sati mrak, sa svjetlom od 7 ujutro. Stakoricama su hrana (pelete
za glodavce) i voda bile dostupne ad libitum, osim preko no¢i tijekom pokusa kada im je
uskraéena hrana do iduéeg dana i testiranja. Stakorice su tijekom pokusa odvajane svaka u
svoj kavez da se ne bi medusobno grizle. Zivotinje su izvagane i obiljeZene prije pocetka
pokusa. Nisu bile naviknute na pokusne uvjete prije pokusa (aplikacija lijekova i.p., otvoreni
kavezi bez stelje, aparat za lokomotornu aktivnost), niti su trenirane prije testiranja. Svaka
zivotinja je u pokusu koristena samo jednom. Pokus je odobrilo Povjerenstvo za etiku u
veterinarstvu Veterinarskog fakulteta SveudiliSta u Zagrebu (klasa: 640-01/12-17/18, ur.broj:
251/61-01/139-12-1) i Ministarstvo poljoprivrede Republike Hrvatske (klasa: UP/I-322-
01/12-01/88, ur.broj: 525-10/0255-12-2).

4.2. Pentadekapeptid BPC 157

Pentadekapeptid BPC 157 je fragment organoprotektivnog proteina Zeluanog soka
BPC (SIKIRIC i sur., patent EP 0432400, 1995.), topiV je u vodi i fiziolo§koj otopini, a sastoji
se od 15 aminokiselina: Gly-Glu-Pro-Pro-Pro-Gly-Lys-Pro-Ala-Asp-Asp-Ala-Gly-Leu-Val,
Mt 1.419 Daltona. Dobiven je sintezom na &rvstoj fazi kako je opisano (SIKIRIC i sur., patent
EP 0572688, 1997.). U istrazivanju je koristen peptid Cistoce (HPLC) 99% (1-des-Gly peptid
kao necisto¢a). Proizvoda¢ BPC-a 157 je Orpegen Peptide Chemicals GmbH (Heidelberg,
Njemacka). Miligram BPC-a 157 otopio se u litri fizioloske otopine (Pliva, Zagreb, Hrvatska)
i tako pripremljena otopina se ¢uvala u hladnjaku na 4°C. Stakoricama se otopina aplicirala
i.p., 1 ml/200 g tjelesne mase, kako bi se postigla doza BPC-a 157 od 10 pg/kg koja se

koristila u svim pokusima.
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4.3. Lijekovi za zivotinje

U pokusu su koristeni metamfetamin hidroklorid, tablete od 5 mg (Abbott Laboratories,
lllinois, SAD) i haloperidol (Haldol®, ampule od 1ml sa 5 mg aktivne tvari, Krka,
Slovenija). Tableta metamfetamina se izmrvila u tarioniku i od nje se napravilo 5 ml
suspenzije u fizioloskoj otopini (Pliva, Zagreb, Hrvatska) koja se aplicirala potkozno u tri
doze: 10, 20 ili 40 mg/kg. Haloperidol se direktno aplicirao i.p. uvijek u dozi od 5 mg/kg.

4.4. Reagensi za kromatografiju

Tiobarbiturna kiselina (¢isto¢a > 98%) , 1,1,3,3 — tetractoksipropan (Cistoéa > 96%)),
natrijev dodecil-sulfat (Cistoca > 99%), metanol (Cistoéa > 99,9%) su kupljeni od tvrtke
Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Njemacka). UltraCista voda za
kromatografiju natoena je na Milli-Q® sustavu (Millipore, Massachusetts, SAD) na Zavodu

za istraZivanje mora 1 okoliSa Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu.

4.5. Priprema ostalog materijala za analizu mozgova

Mati¢na otopina fosfatnog pufera (PBS, engl.phosphate buffered saline) je pripremljen
od 80g NaCl, 2g KCI, 14,49 Na;HPO, i 2,3g NaH,PO4 u u 1 1 ultraciste vode. Mati¢na
otopina se razrijedi sa ultracistom vodom u omjeru 1:9 i tako pripremljena otopina se drZi na -
20 °C te se prije usmrcivanja zivotinja izvadi na sobnu temperaturu kako bi se malo odledila i

kako bi se u nju mogli uroniti izvadeni mozgovi Stakorica.
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4.6.

Pokusni protokol

Raspored pokusnih zivotinja po skupinama, postupci s njima i vrijeme provedbe tih

postupaka prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Raspored zivotinja u pokusima po skupinama

Sati od Postupci 1.Kontrolna 2. Kontrolna 1. Pokusna 2. Pokusna
primjene skupina (fizioloska | skupina (fizioloska | skupina (BPC 157 | skupina
metamfetamina otopina + 10,20 i 40 | otopina + haloperidol | + 10, 20 i 40 mg/kg | (BPC 157 +
mg/kg MA) + MA) haloperidol +
za 3 dana 10 mg/kg za 3 dana 10 mg/kg
MA) MA)
Prije primjene | Mjerenje
metamfetamina | lokomotorne + + + +
aktivnosti
Usmréivanje + - + -
Analize
+ - + -
mozgova
Bodovanje
+ + + +
stereotipija
Mijerenje
tjel. + + + +
Prva2h
temperature
Usmr¢ivanje + - + -
Analize
+ - + -
mozgova
Mijerenje
lokomotorne + + + +
aktivnosti
Bodovanje
atakti¢nog + + + +
fenotipa
Nakon 24 h | Bodovanje
oremecaja
P ! + + + +
fine
motorike
Usmr¢ivanje + + + +
Analize
+ + + +
mozgova
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U pokusu dopaminergi¢ke neurotoksi¢nosti Zivotinjama su aplicirani fiziolosSka otopina ili
BPC 157 u jednakim volumenima (1 ml/200 g t.m.), te nakon 30 minuta metamfetamin (10,
20 ili 40 mg/kg s.c.).

U pokusu dopaminergicke preosjetljivosti zivotinjama su aplicirani fizioloSka otopina ili
fizioloka otopina i haloperidol ili BPC 157 i haloperidol. Zivotinjama je mjerena
lokomotorna aktivnost tijeokm iduca tri dana a cetvrti dan je apliciran metamfetamin.
Stereotipije su snimane i bodovane kod svih zivotinja u prva dva sata od primjene
metamfetamina, kada je njegovo djelovanje najintenzivnije. Pracena je tjelesna temperatura
zivotinja i ukoliko bi i jednoj zivotinji temperatura prelazila 41.2°C polijevale bi se sa
hladnom vodom (FUKUMURA i sur., 1998.).

Polovina zivotinja svih skupina u modelu dopaminergicke neurotoksi¢nosti (jednokratna doza
metamfetamina) je usmréeno nakon 2 h, a ostale Zivotinje su usmréene 24 h od primjene
metamfetamina - nakon procjene spontane aktivnosti, atakti¢nog fenotipa i oSteCenja fine

motorike.

4. 7. Mjerenje tjelesne temperature

Tjelesna temperatura Stakorica mjerena je rektalnim digitalnim termometrom (Zepter
Vital System, Wollerau, Svicarska) prije aplikacije metamfetamina te svakih 30 minuta

tijekom 2 sata nakon aplikacije metamfetamina.

4. 8. Bodovanje stereotipija

PonaSanje zivotinja je prva 2 h nakon aplikacije metamfetamina promatrano, snimano
(Logitech web kamera, Morges, Svicarska) i bodovano prema sustavu bodovanja navedenom
u CURZON i sur. (1979.). Zivotinji bi se za odreden oblik ponasanja (Tablica 4.) dao po
jedan bod svakih 10 minuta i te bi se svi bodovi za pojedinu zivotinju zbrojili za period od 2

sata.
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Tablica 4. Bodovanje u¢inka metamfetamina na ponaSanje Stakorica prema CURZON i sur.

(1979))

Bodovanje stereotipija uzrokovanih metamfetaminom prema CURZON i sur. (1979.)

PonaSanja ovisna o 5-HT-u Ponasanja ovisna o dopaminu
.. . . . Dizanje
. Adukcija | Tapkanje . Hodanje | Kruzenje, - .
Dignut straznjih | prednjim Mahanje unatrag | okretanje na Grizenje, Hodgme
rep glavom straznje lizanje | naprijed
nogu nogama noge

4. 9. Mjerenje spontane lokomotorne aktivnosti i vremena ¢is¢enja

Lokomotorna aktivnost snimala (Logitech web kamera, Morges, Svicarska) pod
svjetlom jacine 80 luksa, od 12 do 16 h u staklenom kavezu sa ucrtanim pravokutnicima na
podlozi dimenzija 22 x 40 cm. Zbog pretpostavke da ¢e uskrac¢ivanje hrane na 24 h utjecati na
aktivnost 1 ponaSanje Stakorica, izmjerila se aktivnost zdravih, netretiranih Stakorica prije 1 24
h nakon uskracivanje hrane (Stakoricama u pokusu se preko noé¢i uskratila hrana zbog
snimanja za procjenu poremecaja fine motorike). Tako su dobivene fizioloSke vrijednosti
lokomotorne aktivnosti 1 stereotipnog ponaSanja u kavezu 1 te su vrijednosti prikazane
graficki, za lakSu usporedbu sa vrijednostima dobivenima u modelu dopaminergicke
neurotoksi¢nosti i proesjetljivosti. Uz to jednoj skupini Stakorica dao se BPC 157 u dozi u
kojoj je koristen u pokusu (10 pg/kg), uskra¢ena im je hrana tijekom 24 h i nakon toga je
mjerena njihova lokomotorna aktivnost kako bi se provjerilo utjece 1i BPC 157 na lokomotrnu
aktivnost zdravih S$takorica, odnosno Stakorica koje nisu primile metamfetamin. Kao
parametri lokomotorne aktivnosti mjerile su se horizontalna i vertikalna lokomotorna
aktivnost (KELLY i sur., 1998.), te vrijeme CiS¢enja koje spada u stereotipna ponasanja
(TAYLOR i sur., 2010.) ali se zbog vremena analize navodi uz lokomotornu aktivnost.
Horizontalna lokomotorna aktivnost mjerila se  brojanjem prijedenih pravokutnika u
staklenom kavezu. Vertikalna lokomotorna aktivnost mjerila se brojanjem podizanja na
straznje noge (dok su obje prednje noge u zraku). Vrijeme ¢iS¢enja mjerilo se brojanjem

sekundi koje je Stakorica provela ¢iste¢i (Sapama) i grickajuéi svoje krzno.
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4. 10. Bodovanje poremecenog drZanja i ravnoteze

U tablici 5. je prikazan sustav bodovanja poremecenog drzanja i ravnoteze, tj.

atakti¢nog fenotipa prema GUYENET i suradnicima (2010.). Zivotinje su snimane dok ih se

drzalo samo za bazu repa, dok su hodale na ravnoj podlozi i na rubu kaveza. Usporeni snimci

su se pregledali i bodovali.

Tablica 5. Sustav bodovanja poremecenog drzanja i ravnoteze (GUYENET i sur. , 2010.)

Parametar i izvedba

Bodovi

Objasnjenje bodova

Preklapanje straznjih ekstremiteta (engl.
Hindlimb clasping): Stakor se primi za bazu
repa i podigne te se 10 sekundi promatraju

pokreti straznjih ekstremiteta

Straznje se noge odmicu lateralno od
trbuha.

Jedan straznji ekstremitet se primice
trbuhu vise od 50 % vremena.

Oba ekstremiteta se primicu trbuhu
gotovo da se preklapaju (do 50 %
vremena).

Ekstremiteti se preklapaju vise od 50 %
vremena.

Drzanje prilikom hoda (engl. Gait)
Snima se i ocijenjuje hod Stakora po ravnoj

povrsini

Stakor hoda brzo, trbuhom ne dodiruje
podlogu, sva 4 ekstremiteta ravnomjerno
podupiru tijelo i jednakomijerno se
koriste pri hodu, leda su ravna.

Lagani tremor i Sepanje, stopala lagano
odmaknuta od trupa, brzi hod ,,kao po
jajima“.

IzraZeniji tremor, stopala odmaknuta od
trupa, Sepanje, tapkanje, povremena
diskinezija (manje od 50% vremena).

Stakor vuée trbuh po podlozi,
bradikinezija, znakovi diskinezije
prisutni vise od 50 % vremena.

Kifoza (engl. Kyphosis)

Ravna leda pri hodanju i mirovanju

Kifoza pri mirovanju, leda se ravnaju
prilikom hoda

Blaga kifoza prisutna i pri hodu, no leda
se mogu ispraviti prilikom dizanja na
straznje noge

Izrazena prilikom kretanja i mirovanja
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Stakor normalno hoda po rubu, ne gubi
ravnotezu.

Stakoru se klizu stopala, ali moze hodati
i spustiti se u kavez.

Stakor oteZano upotrebljava straznje
noge prilikom hoda po rubu i spustanju u

5 ) ) kavez, zabacuje straznji kraj tijela,
ledge test): Stakor se stavi na rub kaveza tri puta prisutan lagani tremor.

Test koordinacije na rubu kaveza (engl. The 2

i snima se njegovo kretanje po rubu

Izraziti tremor, padanje i akinezija

4. 11. Bodovanje poremecene funkcije prednjih ekstremiteta

Stakori su testirani na o$te¢enje fine motorike modificiranim testom za procjenu poremecene
funkcije prednjih  ekstremiteta prema IRVINE, BEATTIES i BRESNAHANU (IBB)
(IRVINE i sur., 2010.). Stakori su testirani u prozirnom staklenom cilindru visine 30 cm,
debljine dna 1 cm i debljine stakla 6mm. Nakon §to su stavljeni u o€iS¢en cilindar, na 10
minuta kako bi se prilagodili na nov okoli§, dane su im skra¢ene pelete kojima se uobicajeno
hrane. Sve pelete koriStene u testiranju bile su priblizno jednake veli¢ine i oblika, debljine 0,3
cm 1 promjera 1 cm. Cijeli postupak hranjenja sniman je ruénom kamerom te su nakon toga
snimke pregledavane i analizirane uz ocjenjivanje stupanja ostecenja fine motorike. Ukupna
ocjena oStecenja fine motorike prednjih ekstremiteta je doneSena na temelju procjene 6
parametara. Maksimalni broj bodova koji oznacava najvece ostecenje fine motorike je 10, dok
je minimalni broj bodova 0 koji ukazuje da nema nikakvih promjena u finoj motorici prednjih
ekstremiteta. Radi boljeg razumijevanja IBB testa, procjenjivani parametri i na¢in bodovanja

su prikazani u tablici 6.
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Tablica 6. Prikaz modificirane 1BB skale za procjenu fine motorike prednjih ekstremiteta.

Modificirana IBB skala za procjenu fine motorike prednjih ekstremiteta

Parametar Bodovi Objasnjenje bodova
Prilagodba pelete u dlanovima 0 normalna prilago?ba‘pelete u dlanovima
1 pretjerano namjestanje pelete u dlanovima
2 nemogucnost smjestaja pelete izmedu dlanova
Kontura prstiju u odnosu na 0 PrSti ];Orat.e. P Olo.zaj pe.le.t.e ™
peletu 1 1spru_zer_11 1 kruti prsti tijekom vise od 50% vremena
hranjenja
0 potpora dlanovima 95% vremena hranjenja 1 visSe
Potpora pelete dlanovima 1 potpora dlanovima manje od 95% vremena
2 jedan dlan uopée ne podupire peletu
0 normalni hvat tijekom 90% i viSe vremena hranjenja
1 normalni hvat tijekom 60 do 90% vremena
Hvat pelete - =
2 normalni hvat tijekom 10 do 60% vremena
3 normalni hvat manje od 10% vremena
Moguénost drzanja pelete 1 nemogucnost drzanja pelete tijekom hranjenja
Podizanje pelete 1 nemogucénost podizanja pelete s dna cilindra

4.12. Usmr¢ivanje zivotinja

Nakon provedenih testiranja Stakori su usmréivani metodom dekapitacije bez
prethodne sedacije, nakon ¢ega su im uzrokovani mozgovi za patohistoloSku pretragu i

kromatografsku analizu.

4. 13. Uzorkovanje mozgova za kromatografsku analizu

Nakon usmréivanja, Stakoricama su izvadeni mozgovi iz lubanja u ledeni fosfatni
pufer (PBS, pH 7.4), te su na smrznutim petrijevim zdjelicama odovjeni mali mozak,

hipokampus, diencefalon, strijatum, frontalna kora i kora. Odvojeni dijelovi su djelomi¢no
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Smrznuti i izvagani, te pospremljeni u tekuci dusik do analize. Kako bi se dobile fizioloske
vrijednosti uzorkovali su se i mozgovi Stakorica netretiranih metamfetaminom, prije i poslije
uskracivanje hrane na 24 h radi §to vjerodostojnije usporedbe sa vrijednostima izmjerenih u

mozgovima Stakorica tretiranih metamfetaminom.

4. 14. Mjerenje koncentracije MDA

Prije analize dijelovi mozga su homogenizirani u 0.14 M KClI-u, a koncentracije MDA
su izmjerene metodom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti na TSP-130 sustavu
(Thermo Separation Products, Inc, Thermo Fisher Scientific, Inc.,Waltham, MA, SAD) prema
modificiranoj metodi GROTTO i suradnika (2007.). Paralelno sa uzorcima, svakodnevno se
na jednak nadin pripremao vanjski standard 1,1,3,3 — tetraetoksipropan, u koncentracijama
0.005, 0.1517, 1.517, 3.035, 15.175 i 30.35 puM te je svakoj analizi prethodila kalibracija. U
150 ul svakog uzorka ili standarda dodalo se 50 ul vode i 50 pl natrijeve luzine (3 N). Nakon
30 minuta inkubacije u tresucoj kupelji na 60 °C, dodano je 250 pul 6%-tne fosfatne kiseline i
250 pl 0,8 %-tne tiobarbiturne kiseline, nakon ¢ega su uzorci inkubirani jo§ 45 minuta u
kupelji temperature 90°C. Nakon hladenja, spoj MDA i tiobarbiturne kiseline se ekstrahira
dodavanjem 250 pl metanola i 100 ul 10% natrijevog dodecil-sulfata, vorteksiranjem 20
sekundi te centrifugiranjem na 3600 U/min kroz 10 minuta. Pri analizi kromatografijom
reverznih faza koristila se Ascenitis® C18 kolona (Supelco, Bellefonte, SAD) duljine 15 cm,
promjera 4.6 mm sa Cesticama punila promjera 5 um. Koristena je pokretna faza od metanola
i 50 mM vodene otopine kalijevog dihidrogenfosfata u omjeru 50:50 s dodatkom kalijeve
luzine do postizanja pH od 6,72. Protok pokrete faze bio je 1 ml/min, vrijeme analize 10
minuta, a valna duljina UV detektora 532 nm. U navedenim uvjetima vrijeme zadrZavanja je 3
minute. Linearnost ovakve metode bila je od 0.99, a pouzdanost 99 %. Koncentracija MDA u

pojedinim dijelovima mozga izraZena je kao nmol/g tkiva.

48



4.15. Patohistoloska analiza mozgova

Nakon usmr¢ivanja mozgovi su fiksirani 48 sata u 4%-tnom puferiranom formalinu te su
ucinjeni frontalni serijski rezovi. Uzorci su zatim dehidrirani u etanolu rastuc¢ih koncentracija
(70%, 80%, 96% 1 100%). Tkivo je zatim provedeno kroz ksilol te prozeto u teku¢em parafinu
na temperaturi od +60 “C nakon ¢ega je uklopljeno u parafinske blokove. Tako uklopljeno

tkivo bilo je ohladeno na +4°C te je rezano na kliznom mikrotomu na rezove debljine 4-5

um. Ovi rezovi nakon deparafiniranja u ksilolu 1 dehidracije u opadaju¢em nizu koncentracije
etanola (100%, 96%, 80% i 70%) obojani su hematoksilin-eozinom (HE). Svjetlosnim
mikroskopom su slikani neuroni u podru¢ju strijatuma te brojani na 6 velikih vidnih polja
obostrano (Issa, Vamstec). Brojani su neuroni urednog izgleda te hipoksi¢no promijenjeni,

crveni neuroni i neuroni nalik na oligodendrocite.

4.16. Statisticka obrada podataka

Statisti¢ka obrada i graficki prikazi rezultata napravljeni su u programu Graph Pad
Prism 6 (GraphPad Software, SAD). Izrac¢unati su ukupni bodovi za opazajne parametre, te
aritmeticke sredine i standarne devijacije za svaki mjereni parametar. Normalnost raspodjele
prikupljenih podataka unutar pojedinih skupina provjerena je D Agostino & Pearson omnibus
testom normalne distribucije. Znacajnost razlika izmedu mjerenih parametara provjerena je
Mann-Whitney-evim U-testom kod pokazatelja koji nisu slijedili normalnu raspodjelu,
odnosno t-testom sa dvosmjernom distribucijom i jednosmjernom ANOVA-om kod
pokazatelja koji su slijedili normalnu raspodjelu. Odnos doza metamfetamina i ucinka na
lipidnu peroksidaciju (razinu MDA u dijelovima mozgova), ataksiju i finu motoriku prikazan
je graficki. Ukoliko je na grafickom prikazu uocCena pozitivna ili negativna korelacija doze i
ucinka, provjereni su Pearsonov korelacijski koeficijenti za parametre sa normalnom
distribucijom ili neparametrijski Spearmanov korelacijski koeficijent za parametre bez
normalne distribucije i njihova statisticka znacajnost, te su navedeni u opisima grafickih
prikaza. Osim toga, na isti nacin je provjerena korelacija razine MDA u mozgu i izrazenosti
atakti¢nog fenotipa i poremecaja fine motorike.
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5. Rezultati
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5.1. Tjelesna temperatura

5.1.1. U¢inak BPC-a 157 na tjelesnu temperaturu s$takorica u modelu dopaminergicke
neurotoksi¢nosti uzrokovane metamfetaminom

Na slikama 3., 4. i 5. je prikazan uéinak BPC-a 157 na hipertermiju uzrokovanu
metamfetaminom. Na slikama je vidljivo da BPC 157 ne utjeCe, odnosno ne sniZava
hipertermiju uzrokovanu metamfetaminom.
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Slika 3. Prikaz aritmetickih sredina i standardnih devijacija tjelesnih temperatura Stakorica u

prva dva sata nakon aplikacije 10 mg/kg metamfetamina (MA). F.o0. — fizioloska otopina
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Slika 4. Prikaz aritmetickih sredina i standardnih devijacija tjelesnih temperatura Stakorica u

prva dva sata nakon aplikacije 20 mg/kg metamfetamina.
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Slika 5. Prikaz aritmetickih sredina i standardnih devijacija tjelesnih temperatura Stakorica u

prva dva sata nakon aplikacije 20 mg/kg metamfetamina.
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5.1.2. U¢inak BPC-a 157 na tjelesnu temperaturu $takorica u modelu dopaminergicke

preosjetljivosti uzrokovane haloperidolom i metamfetaminom

Na slici 6. su prikazane aritmeticke sredine tjelesnih temperatura Stakorica nakon

davanja 10 mg/kg metamfetamina, a tre¢i dan nakon davanja 5 mg/kg haloperidola.
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Slika 6. Prikaz aritmetickih sredina i standardnih devijacija tjelesnih temperatura Stakorica

tretiranih haloperidolom u prva dva sata nakon aplikacije 10 mg/kg metamfetamina.

5.2. Ponasanje 1 diskinezije

5.2. 1. U¢inak BPC-a 157 na ponasanje Stakorica u modelu dopaminergic¢ke neurotoksi¢nosti
uzrokovane metamfetaminom

Ucinak BPC-a 157 i metamfetamina na ponasanje zivotinja prikazan je u tablicama 7.,
8.,9.110.

Iz tablica je vidljivo da BPC 157 nije znacajno utjecao na promijenjeno ponasanje
zivotinja uzrokovano neurotoksi¢nim dozama metamfetamina. Isto tako, sa povisenjem doze
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metamfetamina ne raste broj bodova za stereotipije, jer se, uslijed jakog neurotoksi¢nog
inzulta ve¢om dozom (npr. 40 mg/kg), zivotinje nisu u stanju visSe kretati od Zivotinja na

manjim dozama metamfetamina (10 ili 20 mg/kg), njihovi su pokreti podjednako repetitivni.

Tablica 7. Aritmetic¢ke sredine i standardne devijacije (s.d.) ponasanja stimuliranih

metamfetaminom u dozi od 10 mg/ kg.

Ponasanja ovisna o 5-HT-u

Ponasanja ovisna o dopaminu

Kruze-
Tretman . - . . Hod nje, — S—
Dignut Adukcija Tapkanje Mahanje unatrag okreta- | Dizanje | Grizenje | Hod Ukupno
rep straznjih prednjim glavom nje na lizanje naprijed
nogu nogama straznje
noge
S0 050 1,16 7,83 11,27 3,27 194 | 233 | 238 327 | 3400
N:18. +0,7 +1,58 +1,72 +1,17 +3,16 +2,85 +1,13 +3,03 +1,64 5,28
BPC T o6t 161 7,33 10,61 3,05 111 | 177 | 361 305 | 32,77
N:18. +0,97 +1,19 2,47 +2,47 +2,26 12,19 +0,94 2,77 +1,62 13,77
Tablica 8. Aritmeticke sredine i standardne devijacije (s.d.) ponasanja stimuliranih
metamfetaminom u dozi od 20 mg/ kg.
Ponasanja ovisna o 5-HT-u Ponasanja ovisna o dopaminu
Tretman Dignut Adukcija Tapkanje Mahanje Hod Kruzenje, Dizanje | Grizenje, | Hod Ukupno
e - natrag okretanje S .
rep straznjih prednjim glavom na lizanje naprijed
nogu nogama straznje
noge
Fr;qoé: 0,25 2,62 8,25 10,87 4,50 3,87 1,13 5,50 1,75 38,75
N=é + 0,46 +1,12 +2,60 11,76 12,82 2,79 11,19 +1,40 +0,99 15,59
Bf%itw 0,25 0,87 7,25 10,63 3,50 2,13 1,00 4,37 2,12 32,13
N:8' + 0,46 11,30 +2,37 +1,88 +2,33 +2,58 10,35 12,26 10,7 +4,15




Tablica 9. AritmetiCke sredine 1 standardne devijacije (s.d.) ponaSanja stimuliranih

metamfetaminom u dozi od 40 mg/ kg.

PonaSanja ovisna o 5-HT-u

PonasSanja ovisna o dopaminu

Tretman Dignut Adukcija Tapkanje | Mahanje n:t?g ﬁ?ggg% Dizanje | Grizenje | Hod Ukupno
rep straznjih prednjim glavom g ) na lizanje naprijed
nogu nogama straznje
noge

F.o. +

met 0 3,00 9,10 10,00 3,22 4,80 1,30 2,80 2,10 36,00

N:1b +2,16 +1,85 + 2,054 +1,30 +3,42 +1,56 +2,04 +1,197 + 3,197
BPC T 0.0 2,00 020 | 280 | 2% 1 38 003 | 280 | 260 | 339

N:10. +0,3 +1,18 +2,05 - - +2,75 + 0,46 +1,54 +1,28 +4,55

5. 2. 2. Odnos doze metamfetamina i u€inka na stereotipije

Pearsonov korelacijski koeficijent doze metamfetamina i ukupnih stereotipija kod

kotrolne skupine je 0,24, kod tretirane skupine 0,76.

Spearmanov korelacijski koeficijent doze metamfetamina 1 izraZenosti ponaSanja

ovisnih o 5-HT-u kod kontrolne skupine je -0,50, a kod BPC 157 skupine 0,50.

Pearsonov korelacijski koeficijent doze metamfetamina i izraZenosti ponasanja ovisnih

0 dopaminu kod kontrolne je skupine -0,98 , a kod tretirane -0,88.

Pearsonov korelacijski koeficijent doze metamfetamina i diskinezija kontrolne je

skupine 0,60, a kod tretirane 0,93.

Korelacijski koeficijenti izmedu doza metamfetamina i u¢inka na ponasSanje Stakorica

nisu bili statisti¢ki znacajni.
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5. 2. 3. Ucinak BPC-a 157 na ponasanje Stakorica u modelu dopaminergicke preosjetljivosti

uzrokovane haloperidolom i metamfetaminom

U tablici 10. su prikazani bodovi stereotipija zivotinja kojima je apliciran haloperidol tri
dana prije metamfetamina, kao i zivotinja kojima je uz haloperidol apliciran BPC 157. 1z
tablice je vidljivo da je haloperidol neznatno uzrokovao izraZenije stereotipije kod zivotinja
koje su tri dana nakon haloperidola primile metamfetamin u dozi od 10 mg/kg (39,2 + 8,78) u
odnosu na zivotinje koje su primile samo fiziolosku otopinu i metamfetamin u jednakoj dozi

(34 = 5,28). U ovom pokusu je BPC 157 apliciran uz haloperidol djelomi¢no antagonizirao tu
preosjetljivost.

Tablica 10. Aritmetic¢ke sredine i standardne devijacije (s.d.) stereotipija uzrokovanih
haloperidolom (5 mg/kg) i metamfetaminom (10 mg/kg).

Ponasanja ovisna o 5-HT-u Ponasanja ovisna o dopaminu
Tretman Mpjongt | Adukcija Tapkanje Mahanje Hod Kl(ruienje Dizanje | Grizenje | Hod Ukupno
rep straznjih prednjim glavom | hatrag | okretanje | lizanje naprije
nogu nogama straznje d
noge
F.o.

+ halo. + 0 6,6 3,8 3,8 5,8 8 1,40 6,80 3 39,2
met. +1,67 +2,04 +10,83 +3,76 +2,82 +0,54 +0,84 +1,58 +8,78
N=6

BPC 157

+halo. 0,33 2,33 0,5 2,83 4,83 6,66 2,4 7,66 3,83 31,00
+ met. +0,81 + 2,06 +0,54 +1,83 +4,07 +3,14 +0,54 +1,63 +2,31 + 6,63
N=6
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5. 3. Spontana lokomotorna aktivnost

5.3.1. Spontana lokomotorna aktivnost zdravih Stakorica kojima je na 24 h uskra¢ena hrana

Na slikama 7. i 8. prikazana je lokomotorna aktivnost Stakorica kojima su aplicirani ili
fizioloSka otopina ili BPC 157, te im je na 24 h uskra¢ena hrana. BPC 157 povecava aktivnost
Stakorica, no zbog velikih varijacija u aktivnosti zivotinja unutar iste skupine, taj uc¢inak nije

statisticki znacCajan.

1501
B Fizioloska otopina (1 m1/200 g)
z
< B BPC 157 (10 pg/kg)
s
; 100
<
© *
g *
s
o 50H +
1S [ —
< +
] +
- A —
—
0 T T T T
F.o. BPC 157 F.o. BPC 157
Horizontalna Vertikalna

Slika 7. Aritmetic¢ke sredine (+), najmanje i najvece vrijednosti horizontalne (N) i vertikalne
lokomotorne aktivnosti (N) stakorica koje su tretirane fizioloskom otopinom ili BPC-om 157

nakon ¢ega im je na 24 h uskracena hrana.
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Slika 8. Aritmeticke sredine (+), najmanje i najveée vrijednosti vremena ¢iS¢enja Stakorica
koje su tretirane fizioloSkom otopinom ili BPC-om 157 i nakon toga im je na 24 h uskracena

hrana.

5.3.2. Uc¢inak BPC-a 157 na spontanu lokomotornu aktivnost Stakorica u modelu

dopaminergicke neurotoksi¢nosti uzrokovane metamfetaminom

Uc¢inak BPC-a 157 1 metamfetamina apliciranog u tri razlic¢ite doze (10, 20 ili 40
mg/kg) na spontanu horizontalnu i vertikalnu lokomotornu aktivnost i vrijeme ¢iS¢enja krzna
Stakorica prikazan je na slikama 9., 10. i 11. Crna isprekidana linija oznac¢ava lokomotornu
aktivnost netretiranih Stakorica kojima je na 24 h uskra¢ena hrana. Metamfetamin je doveo do
smanjenja horizontalne lokomotorne aktivnosti (broj prijedenih pravokutnika u kavezu) kod
kontrolne skupine Stakorica, dok je kod tretirane skupine (BPC 157) aktivnost bila vrlo sli¢na

0noj u zdravih Zivotinja (netretiranih metamfetaminom, vidi sliku 7.).

Korelacija doze metamfetamina sa horizontalnom lokomotrnom aktivnos¢u prikazanom

na slici 9. kod kontrolne skupine iznosi —0,494, a kod tretirane BPC-om 157 -0.720.
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* Znacajna razlika uz P<0.05

Slika 9. Aritmetic¢ke sredine, najmanje i najvece vrijednosti horizontalne lokomotorne

aktivnosti (N) stakorica 24 h nakon administracije metamfetamina.

Korelacija doze metamfetamina sa vertikalnom lokomotrnom aktivnoséu prikazanom na

slici 10. kod kontrolne skupine iznosi —0,437, a kod tretirane BPC-om 157 -0.993.

601
=@~ Fizioloska otopina (1 m1/200 g)

=B BPC 157 (10 ng/kg)
Netretirane Stakorice

lokomotorna aktivnost

V.

0 10 20 30 40 50

Doza metamfetamina (mg/kg)

* Znacajna razlika uz P<0.05

Slika 10. Aritmeticke sredine, najmanje i najvece vrijednosti vertikalne lokomotorne

aktivnosti (N) stakorica 24 h nakon administracije metamfetamina.
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Korelacija doze metamfetamina sa vremenom ciS¢enja prikazanim na slici 11. kod

kontrolne skupine iznosi —0,878, a kod tretirane BPC-om 157 -0,899.

3001

2501 - BPC 157 (10 pg/kg)

2004 Netretirane Stakorice
1501

1004

[S]
o
1

Vrijeme iscenja (s)

0 T T 1
10 20 30 40 50

Doza metamfetamina (mg/kg)

-50 -

* Znacajne razlike uz P<0.05

Slika 11. Aritmetic¢ke sredine, najmanje i najvece vrijednosti vremena ¢i$cenja (s) Stakorica

24 h nakon administracije metamfetamina.

5.3.3. U¢inak BPC-a 157 na spontanu lokomotornu aktivnost Stakorica u modelu

dopaminergicke preosjetljivosti uzrokovane haloperidolom i metamfetaminom

* =@~ Fizioloska otopina (I m1/200 g)

Ucinak BPC-a 157 na spontanu lokomotornu aktivnost S$takorica u modelu

dopaminergicke preosjetljivosti uzrokovane haloperidolom i metamfetaminom prikazana je na

slikama 12., 13. i 14. U svakoj je skupini bilo po Sest Stakorica, a nakon davanja

metamfetamina (3. dan pokusa) dvije su stakorice iz kontrolne skupine (fizioloska otopina i

haloperidol) uginule.
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Slika 12. Aritmeticke sredine i standardne devijacije horizontalne lokomotorne aktivnosti (N)
Stakorica po danima pokusa — prvi, drugi i Cetvrti dan nakon i.p. aplikacije 5 mg/kg
haloperidola (u kombinaciji sa fizioloSkom otopinom ili BPC-om 157) , s time da je treceg

dana pokusa s.c. aplicirano 10 mg/kg metamfetamina.
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(0. dan- haloperidol, 3. dan - metam fetamin)

Slika 13. Aritmeticke sredine i standardne devijacije vertikalne lokomotorne aktivnosti (N)
Stakorica po danima pokusa — prvi, drugi i Cetvrti dan nakon i.p. aplikacije 5 mg/kg
haloperidola (u kombinaciji sa fizioloskom otopinom ili BPC-om 157), s time da je treceg

dana pokusa s.c. aplicirano 10 mg/kg metamfetamina.
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Slika 14. Aritmeticke sredine i standardne devijacije vremena ¢iS¢enja krzna (s) Stakorica po
danima pokusa — prvi, drugi i Cetvrti dan nakon i.p. aplikacije 5 mg/kg haloperidola (u
kombinaciji sa fizioloskom otopinom ili BPC-om 157) , s time da je treCeg dana pokusa s.c.

aplicirano 10 mg/kg metamfetamina.

5.4. Atakti¢ni fenotip

5.4.1. Uc¢inak BPC-a 157 na ataksiju u modelu dopaminergicke neurotoksi¢nosti uzrokovane

metamfetaminom

Na slici 15. prikazan je odnos aritmetic¢kih sredina i standardnih devijacija bodova za
atakti¢ni fenotip kontrolne skupine i skupine tretirane sa BPC 157 24 h nakon davanja
metamfetamina. Ataksija je bila izraZenija kod kontrolne skupine, iako razlike medu
skupinama nisu bile statisticki znacajne. Korelacija doze metamfetamina sa ufinkom kod

kontrolne skupine bila je 0,87, a kod tretirane BPC 157 skupine 0,61.
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Slika 15. Prikaz aritmeti¢kih sredina i standardnih devijacija bodova za atakti¢ni fenotip

kontrolne skupine i skupine tretirane sa BPC 157 24 h nakon davanja metamfetamina.

5.4.2. U¢inak BPC-a 157 na ataksiju u modelu dopaminergic¢ke preosjetljivosti uzrokovane

haloperidolom i metamfetaminom

Na slici 16. prikazane su aritmeti¢ke sredine i standardne devijacije bodova za atakti¢ni
fenotip kontrolne skupine i skupine tretirane sa BPC 157 24 h nakon davanja 10 mg/kg
metamfetamina, a Cetvrti dan nakon davanja haloperidola. Ataksija je bila izrazenija kod

kontrolne skupine, iako razlike medu skupinama nisu bile statisti¢ki znacajne.
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Slika 16. Prikaz aritmeti¢kih sredina i standardnih devijacija bodova za atakti¢ni fenotip

kontrolne skupine i skupine tretirane sa BPC 157 24 h nakon davanja metamfetamina.

5.5. Fina motorika

5.5.1. U¢inak BPC-a 157 na finu motoriku Stakorica u modelu dopaminergicke

neurotoksi¢nosti uzrokovane metamfetaminom

Na slici 17. prikazan je odnos ucinka razli¢itih doza metamfetamina na poremecaj fine
motorike; odnos aritmetickih sredina i standardnih devijacija bodova za poremecenu funkciju
prednjih ekstremiteta Zivotinja koje su prije tri doze metamfetamina dobile fizioloSku otopinu
(12 ml/200 g) ili BPC 157 (10 pg/kg). Korelacija doze metamfetamina sa osteéenje funkcije
prednjih ekstermiteta kod kontrole skupine je bila 0,97, a kod tretirane 0,93.
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Slika 17. Prikaz aritmetickih sredina i standardnih devijacija bodova za poremeéenu motoriku
prednjih ekstremiteta kontrolne skupine i skupine tretirane sa BPC 157 24 h nakon davanja

metamfetamina.

U tablici 11. su prikazane aritmeticke sredine za svaki pojedini parametar funkcije
prednjih ekstremiteta bodovan prema modificiranoj IBB skali (IRVINE i sur., 2010), kod
skupina Stakorica koje su primile 10 20 ili 40 mg/kg metamfetamina, uz prethodnu aplikaciju
fizioloSke otopine ili BPC-a 157. Ve¢i broj bodova podrazumjeva vecu nepravilnosti u
izvodenju pojedinog parametra. Kod normalnih, zdravih Zivotinja koje pravilno manipuliraju

pelatama prilikom hranjenja ukupan zbroj bodova sa IBB skale je 0.
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Tablica 11. Aritmeticke sredine i standardne devijacije za svaki parametar funkcije prednjih

ekstremiteta Stakorica na 10, 20 ili 40 mg/kg metamfetamina uz prethodnu aplikaciju
fizioloske otopine (1 m1/200 g) ili BPC-a 157 (10 pg/kQg).

Parametar

FizioloSka otopina + metamfetamin

10 mg/kg

20 mg/kg

BPC 157 + metamfetamin

10 mg/kg

20 mg/kg

40 mg/kg

Prilagodba pelete u

0,75+0,5

dlanovima 0,75+ 0,43 10+0 | 066+047 | 0,75+05 | 0,75+05
Kontura prstiju u odnosu 0,25 + 0,43 0,75+£05 0,80* + 0,44 0 025+05 0*
na peletu
Potpora pelete 0,25+0,43 1,040 10+0 | 0254043 | 075+05 | 1,0+0
dlanovima
Hvat pelete 1.0*£041 | 975405 1,8%+084 |058%+ 049 | 025+05 | 0,75%+0,5
Moguénost drZanja 0 0 0 0 0 0
pelete
Podizanje pelete 002*+027 | 0504057 | 08+044 | 033*+047 | 0,75+05 | 1,0+0
Ukupno 3,66+ 1,23 375+19 | 45+152 | 177+109 | 275+17 |3,25+0,96

* Znacajna razlika medu skupinama na istoj dozi metamfetamina uz P < 0,05, t-test
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5.5.2. U¢inak BPC-a 157 na finu motoriku Stakorica u modelu dopaminergicke

preosjetljivosti uzrokovane haloperidolom i metamfetaminom

Na slici 18. prikazan je odnos aritmetickih sredina i standardnih devijacija bodova za
poremec¢enu funkciju prednjih ekstremiteta Zzivotinja koje su tri dana prije 10 mg/kg
metamfetamina dobile fizioloSku otopinu (1 m1/200 g) i haloperidol (5 mg/kg) ili BPC 157
(10 pg/kg, 1ml/200 g) i haloperidol (5 mg/kg).

E=] F.o.+ haloperidol + MA (10 mg/kg)

B BPC 157 + haloperidol + MA (10 mg/kg)

Bodovi poremecene funkcije (N)
N
L

Pokusne skupine

Slika 18. Prikaz aritmetickih sredina i standardnih devijacija bodova za poremecenu motoriku
prednjih ekstremiteta dvaju kontrolnih skupina i skupine tretirane sa BPC 157 24 h nakon
davanja metamfetamina.
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Tablica 12. Aritmeticke sredine i standardne devijacije za svaki parametar funkcije prednjih
ekstremiteta Stakorica koje su 3 dana prije 10 mg/kg metamfetamina primile haloperidol (5

mg/kg) i fiziolosku otopinu (1 ml/200 g) ili BPC 157 (10 pg/kg).

FizioloSka otopina + haloperidol + BPC 157 + haloperidol +

Parametar

EEREEN metamfetamin

Prilagodba pelete u

dlanovima 0,50 + 0,57 0,66 + 0,52
Kontura prstiju u odnosu 100 0,83 £ 0,41

na peletu
Potpora pelete dlanovima 1,0+0 0,50 + 0,55
Hvat pelete 1,50 + 0,57 1,33+ 0,52
Moguénost drzanja pelete 0 0,16 +0,41
Podizanje pelete 0,50 + 0,57 0,66 + 0,51
Ukupno 5017 413+145
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5.6. Lipidna peroksidacija u mozgu

5.6.1. Uc¢inak BPC-a 157 na koncentraciju MDA u dijelovima mozgova Stakorica u modelu

dopaminergicke neurotoksi¢nosti uzrokovane metamfetaminom

Na slikama 19.-30. prikazane su aritmetiCke sredine i standardne devijacije
koncentracija MDA (nmol/g tkiva) u strijatumu, hipokampusu, diencefalonu, frontalnoj kori,
kori velikog mozga i malom mozgu 2 h i 24 h nakon aplikacije 10 mg/kg, 20 mg/kg i 40 mg/
kg metamfetamina. Crna isprekidana crta na slikama oznacava fiziolosku razinu MDA u
navedenim dijelovima mozga izmjerenu kod zdravih S$takorica, a zbog podudarnosti sa
eksperimentalnim protokolom na grafickim prikazima razina MDA izmjerenih 2 h nakon
aplikacije metamfetamina ucrtana je prosjecna vrijednost MDA kod S$takorica koje nisu
gladovale, dok je na grafickim prikazima razina MDA izmjerenih 24 h nakon davanja
metamfetamina ucrtana prosjeéna vrijednost MDA kod netretiranih S$takorica koje su
gladovale preko noéi bas kao i1 tretirane Stakorice (gladovanje je bilo potrebno kako bi drugi
dan Stakorice jele pelete za test poremecaja fine motorike). 1z slika 19., 21., 23., 25., 27. i 29.
je vidljivo da je metamfetamin doveo do statisticki znac¢ajnog pada razina MDA u prva dva
sata od aplikacije. Na slikama 21., 23., 25., 27. i 29. vidljiv je pravilan odnos doze
metamfetamina i lipidne peroksidacije, odnosno da porastom doze metamfetamina raste i
lipidna peroksidacija u hipokampusu, dienefalonu, kori i malom mozgu 2 h nakon aplikacije
metamfetamina, a u diencefalonu taj odnos kod kontrolne skupine ostaje izrazen i nakon 24 h.
Kod tretirane (BPC 157) skupine Zivotinje vidljiva je visoka korelacija izmedu doze
metamfetamina i lipidne peroksidacije u strijatumu i hipokampusu 24 h nakon davanja
metamfetamina (slike 20. i 22.), dok se kod kontrolne skupine ta korelacija gubi na dozi

metamfetamina od 40 mg/kg i postaje negativna (slike 20. i 22.).
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5.6.1.1. Koncentracije MDA (nmol/g tkiva) izmjerene u strijatumu

Slike 19. 1 20. prikazuju koncentracije MDA izmjerene u strijatumima Stakorica 2h i 24
h nakon davanja sve tri doze metamfetamina uz fizioloSku koncentraciju MDA (crna
isprekidana linija) kod netretiranih Stakorica. Nakon 24 h kod kontrolne skupine Kkorelacija
izmedu doze metamfetamina i koncentracije MDA bila je 0,534, a kod tretirane skupine 0,998

i ona je bila statisti¢ki znacajna.
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* Znacajne razlike uz P<0.05

Slika 19. Prikaz aritmetic¢kih sredina i standardnih devijacija koncentracija MDA (nmol/g
tkiva) strijatumu 2 h nakon aplikacije metamfetamina. * Znacajne razlike izmedu kontrolne
(fizioloska otopina) i tretirane BPC 157 skupine, izmedu kontrolne/ "BPC 157 skupine i

netretiranih Stakorica (P<0,05).
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Slika 20. Prikaz aritmeti¢kih sredina i standardnih devijacija koncentracija MDA (nmol/g
tkiva) strijatumu 24 h nakon aplikacije metamfetamina. *Znacajne razlike izmedu kontrolne i
BPC 157 skupiname (P<0,05).

5.6.1.2. Koncentracije MDA (nmol/g tkiva) izmjerene u hipokampusu

Na slikama 21. i 22. prikazane su koncentracije MDA izmjerene u hipokampusima 2h i
24 h nakon davanja sve tri doze metamfetamina uz fizioloSku koncentraciju MDA (crna
isprekidana linija). Kod kontrolne skupine je 2 h nakon davanja metamfetamina korelacija
izmedu doze metamfetamina i koncentracije MDA bila 0,9257, a kod BPC 157 skupine
0,9605. Nakon 24 h kod kontrolne skupine je korelacija izmedu doze metamfetamina i

koncentracije MDA bila negativna, -0,5356, a kod tretirane skupine pozitivna; 0,9352.
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Slika 21. Prikaz aritmeti¢kih sredina i standardnih devijacija koncentracija MDA (nmol/g

tkiva) u hipokampusu 2 h nakon aplikacije metamfetamina. ®Statisti¢ki znacajna razlika

izmedu kontrolne skupine i netretiranih Stakorica, *statisticki znacajna razlika izmedu BPC

157 1 netretiranih Stakorica (P<0,05).
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Slika 22. Prikaz aritmeti¢kih sredina i standardnih devijacija koncentracija MDA (nmol/g

tkiva) u hipokampusu 24 h nakon aplikacije metamfetamina. *Znacajne razlike medu

tretiranim skupinama, ® izmedu kontrolne skupine i netretiranih $takorica (P<0,05).
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5.6.1.3. Koncentracije MDA (nmol/g tkiva) izmjerene u diencefalonu

Na slikama 23. i 24. prikazane su koncentracije MDA izmjerene u diencefalonima 2 i
24 h nakon davanja sve tri doze metamfetamina uz fiziolosku koncentraciju MDA (crna
isprekidana linija). Kod kontrolne skupine je 2 h nakon davanja metamfetamina korelacija
izmedu doze metamfetamina 1 koncentracije MDA bila 0,624, a kod tretirane skupine je bila
0,998 1 statisticki znacajna. Nakon 24 h kod kontrolne skupine je korelacija izmedu doze

metamfetamina i koncentracije MDA bila 0,952, a kod tretirane skupine 0,539.
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Slika 23. Prikaz aritmetic¢kih sredina i standardnih devijacija koncentracija MDA (nmol/g
tkiva) u diencefalonu 2 h nakon aplikacije metamfetamina. “Statisti¢ki znacajna razlika

izmedu kontrolne skupine 1 netretiranih Stakorica, ® jizmedu BPC 157 i netretiranih $takorica
(P<0,05).
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Slika 24. Prikaz aritmeti¢kih sredina i standardnih devijacija koncentracija MDA (nmol/g
tkiva) u diencefalonu 24 h nakon aplikacije metamfetamina. ®Statisti¢ki znacajna razlika

izmedu kontrolne skupine i netretiranih Stakorica, ® izmedu BPC 157 i netretiranih Stakorica

(P<0,05).

5.6.1.4. Koncentracije MDA (nmol/g tkiva) izmjerene u frontalnoj kori velikog mozga

Na slikama 25. i 26. prikazane su koncentracije MDA izmjerene u frontalnim korama
velikog mozga 2 i 24 h nakon aplikacije tri doze metamfetamina uz fiziolosku koncentraciju
MDA (crna isprekidana linija). Nije uoCen porast ili pad koncentracije MDA sa dozom

metamfetamina.
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Slika 25. Prikaz aritmeti¢kih sredina i standardnih devijacija koncentracija MDA (nmol/g
tkiva) u frontalnoj kori 2 h nakon aplikacije metamfetamina. ®Statisti¢ki znacajna razlika
izmedu kontrolne skupine i netretiranih $takorica, ® izmedu BPC 157 i netretiranih $takorica

(P<0,05).
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Slika 26. Prikaz aritmeti¢kih sredina i standardnih devijacija koncentracija MDA (nmol/g
tkiva) u frontalnoj kori 24 h nakon aplikacije metamfetamina. *Statisticki zna¢ajna razlika
izmedu kontrolne skupine 1 netretiranih Stakorica, “statisticki znacajna razlika izmedu BPC

157 1 netretiranih Stakorica (P<0,05).
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5.6.1.5. Koncentracije MDA (nmol/g tkiva) izmjerene u kori velikog mozga

Na slikama 27. i 28. prikazane su koncentracije MDA izmjerene u kori velikog mozga
2 1 24 h nakon aplikacije metamfetamina uz fiziolosku koncentraciju MDA (crna isprekidana
linija). Kod kontrolne skupine je 2 h nakon davanja metamfetamina korelacija izmedu doze
metamfetamina i koncentracije MDA bila 0, 984, a kod tretirane skupine je bila 1,0 i

statistiCki znaCajna.
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Slika 27. Prikaz aritmeti¢kih sredina i standardnih devijacija koncentracija MDA (nmol/g
tkiva) u kori velikog mozga 2 h nakon aplikacije metamfetamina. ®Statisticki znacajna razlika

izmedu kontrolne skupine i netretiranih Stakorica, ® jzmedu BPC 157 i netretiranih $takorica

(P<0,05).
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Slika 28. Prikaz aritmeti¢kih sredina i standardnih devijacija koncentracija MDA (nmol/g

tkiva) u kori velikog mozga 24 h nakon aplikacije metamfetamina.

5.6.1.6. Koncentracije MDA (nmol/g tkiva) izmjerene u malom mozgu

Slike 29. 1 30. prikazuju koncentracije MDA izmjerene u malom mozgu 2h i 24 h nakon
davanja sve tri doze metamfetamina uz fizioloSku koncentraciju MDA (crna isprekidana
linija). Nakon 2 h kod kontrolne skupine korelacija izmedu doze i uéinka bila je 0,9205, a
kod tretirane skupine 0,9888, no ona nije bila statisticki znacajna. Nakon 24 h kod kontrolne
skupine korelacija izmedu doze i u¢inka bila je 0,8748, a kod tretirane skupine 0,999 i ona je

bila statisticki znacajna.
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Slika 29. Prikaz aritmeti¢kih sredina i standardnih devijacija koncentracija MDA (nmol/g
tkiva) u malom mozgu 2 h nakon aplikacije metamfetamina. ®Statisticki znacajna razlika
izmedu kontrolne skupine i netretiranih Stakorica, ® izmedu BPC 157 i netretiranih $takorica

(P<0,05).
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Slika 30. Prikaz aritmetic¢kih sredina i standardnih devijacija koncentracija MDA (nmol/g

tkiva) u malom mozgu 24 h nakon aplikacije metamfetamina.
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5.6.2. Uc¢inak BPC-a 157 na koncentraciju MDA u dijelovima mozgova Stakorica u modelu

dopaminergicke preosjetljivosti uzrokovane haloperidolom i metamfetaminom

Na slici 31. prikazana je koncentracija MDA (nmol/g tkiva) u mozgovima $takorica 24
h nakon aplikacije 10 mg/kg metamfetamina, uz prethodnu (72 h) aplikaciju fizioloske
otopine, haloperidola i/ili BPC-a 157. Crna isprekidana linija pokazuje aritmeti¢ku sredinu
fizioloskih vrijednosti MDA u pojedinim dijelovima mozga kod $takorica kojima je na 24 h

uskrac¢ena hrana (kao i Stakoricama u pokusu).
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Slika 31. Prikaz aritmetic¢kih sredina i standardnih devijacija koncentracija MDA (nmol/g
tkiva) 24 h nakon aplikacije 10 mg/ kg metamfetamina, a 96 h nakon aplikacije fizioloske
otopine, haloperidola i BPC-a 157. Isprekidane crte prikazuju vrijednosti kod netretiranih,
zdravih $takorica.’Statisti¢ki znacajna razlika izmedu kontrolne skupine i netretiranih

Stakorica, ° izmedu BPC 157 i netretiranih $takorica (P<0,05).
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5.6.3. Korelacije izmedu lipidne peroksidacije u mozgu i oStecenja motorike i ravnoteze

U tablicama 13. i 14. su prikazani odnosi (Pearsonov koeficijent korelacije) izmedu

aritmetickih sredina i standardnih devijacija razina MDA u mozgu i poremecaja funkcije

prednjih ekstremiteta i izraZenosti atakti¢nog fenotipa kod kontrolne skupine (tablica 13.) i
kod $takorica koje su dobile BPC 157 (tablica 14).

Tablica 13.

Korelacije koncentracija MDA u dijelovima mozga sa brojem bodova za

oSte¢enja motorike i ravnoteze kod zivotinja koje su dobile fiziolosku otopinu prije

metamfetamina.

Koncentracija MDA (nmol/g tkiva)

Parametar Strijatum | Hipokampus | Diencefalon | Frontalna Kora Mali
kora mozak

Poremecena funkcija

prednjih ekstremiteta 0,322 -0,718 0,855 -0,266 0,077 0,964

(N)

Atakti¢ni fenotip (N) 0,883 -0,046 0,978 0,467 0,739 0,519

Tablica 14.

Korelacije koncentracija MDA u dijelovima mozga sa brojem bodova za

oSte¢enja motorike i ravnoteze kod skupine zivotinja tretiranih sa BPC-om 157 prije

metamfetamina.

Koncentracija MDA (nmol/g tkiva)

Parametar Strijatum Hipokampus | Diencefalon | Frontalna | Kora Mali
kora mozak

Poremecena  funkcija

prednjih  ekstremiteta 0,904 0,740 0,194 0,095 0,77 0,919

(N)

Atakti¢ni fenotip (N) 0,580 0,316 -0,312 0,570 0,904 0,609
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5.7. Uc¢inak na broj zdravih neurona u strijatumu

5.7.1. Ucinak BPC-a 157 na broj 1 izgled neurona u strijatumima Stakorica u modelu

dopaminergicke neurotoksi¢nosti uzrokovane sa metamfetaminom

Na slikama 32. 33. i 34. prikazane su aritmeticke sredine i standardne devijacije
ukupnog broja neurona, broja neurona zdravog izgleda te zbroja crvenih, hipoksi¢nih neurona
i neurona nalik oligodendrocitima u strijatumu $takorica usmréenih 24 h nakon administracije
10 mg/kg i 40 mg/kg metamfetamina. Korelacija doze metamfetamina sa ukupnim brojem
neurona kod kontrolne skupine je negativna i statisti¢ki znacajna a iznosi -0.998, dok je kod
skupine tretirane BPC-om 157 takoder negativna no nije statisticki znac¢ajna, a iznosi 0.800
(Pearson, P<0.05).
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Slika 32. Prikaz odnosa aritmetic¢kih sredina i standardnih devijacija ukupnog broja neurona
(N) u strijatumima Stakorica koje nisu dobile metamfetamin (0 mg/kg), te 24 h nakon 10

mg/kg i 40 mg/kg metamfetamina.

Korelacija doze metamfetamina sa brojem neurona zdravog izgleda kod kontrolne
skupine iznosi - 0.503, a kod tretirane BPC-om 157 -0.999 i statisticki je znacajna (Pearson,
P<0.05).
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Slika 33. Prikaz odnosa aritmetickih sredina i standardnih devijacija broja zdravih neurona
(N) u strijatumu Stakorica koje nisu dobile metamfetamin (0 mg/kg), te 24 h nakon 10 mg/kg i
40 mg/kg metamfetamina.
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Slika 34. Prikaz odnosa aritmeti¢kih sredina i standardnih devijacija zbroja crvenih,
hipoksi¢nih neurona i neurona nalik oligodendrocitima u strijatumu $takorica koje nisu dobile
metamfetamin (0 mg/kg), te Stakorica usmrcenih 24 h nakon administracije 10 mg/kg i 40
mg/kg metamfetamina.
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5.7.2. Korelacija broja neurona u strijatumu sa poremecajem fine motorike i ravnoteze

Provjeren je odnos broja zdravih neurona i neurona nalik oligodendrocitima i
poremecaja u finoj motorici i ravnotezi kod Stakorica koje su dobile 10 mg/kg metamfetamina
(usporedivane su individualne vrijednosti). Pearsonovi korelacijski koeficijenti su navedeni u

tablici 15. Nije bilo statisticki znacajnih korelacija.

Tablica 15. Korelacije broja zdravih i promijenjenih neurona sa poremeéenom funkcijom
prednjih ekstremiteta i atakticnim fenotipom Stakorica koje su primile 10 mg/kg

metamfetamina uz prethodnu aplikaciju fizioloske otopine (1 ml/200 g) ili BPC-a 157 (10
Ha/kg)

Pokusne skupine | Parametar poremeéene | Broj zdravih Broj neurona
motorike i ravnoteze neurona promijenjenog izgleda
(oligo)
Kontrolna Poremecéena funkcija
skupina prednjih ekstremiteta 0,233 -0,2336
(Fizioloska (N)
otopina) Atakti¢ni fenotip (N) 0,522 0,545
Tretirana Poremecena funkcija
skupina prednjih ekstremiteta 0,520 0,160
(BPC 157) (N)
Atakticni fenotip (N) -0,838 0,862
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5.7.3. Korelacija broja neurona u strijatumu sa koncentracijom MDA u strijatumu

Provjeren je odnos aritmetickih sredina i standardnih devijacija broja neurona sa

aritmetickim sredinama i standardnim devijacijama koncentracija MDA u strijatumu bez

metamfetamina, nakon doze od 10 mg/kg i 40 mg/kg metamfetamina. Pearsonovi korelacijski

koeficijenti su navedeni u tablici 16. Nije bilo statisticki znacajnih korelacija.

Tablica 16. Korelacije aritmetickih sredina broja neurona sa aritmetickim sredinama

koncentracija MDA u strijatumu Stakorica koje su primile 10 mg/kg ili 40 mg/kg

metamfetamina uz prethodnu aplikaciju fizioloske otopine (1 ml/200 g) ili BPC-a 157 (10

Hg/kg).
Pokusne Koncentracija MDA | Ukupan broj Broj zdravih Broj neurona
skupine u strijatumu (nmol/g | neurona neurona promijenjenog
tkiva) izgleda

Kontrolna 2 h nakon

i : 0,7246 0,9402 -0,483
skupina metamfetamina
(Fizioloska 24 h nakon -0,6054

. _ 0,4420 -0,923
otopina) metamfetamina
Tretirana 2 h nakon

i . 0,2148 0,02584 -0,576
skupina metamfetamina
(BPC 157) 24 h nakon

-0,5544 0,7379 -0,988

metamfetamina

84




5.7.4. Uc¢inak BPC-a 157 na broj i izgled neurona u ventralnom tegmentalnom podrucju i SNc

Stakorica u modelu dopaminergicke neurotoksi¢nosti uzrokovane sa metamfetaminom

Na slikama 35.-38. prikazane su iste vrijednosti za ventralno tegmentalno podrucje i

SNc stakorica usmréenih 24 h nakon administracije 10 mg/kg metamfetamina.
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Slika 35. Prikaz aritmetickih sredina i standardnih devijacija broja zdravih neurona (N) u
ventralnom tegmentalnom podru¢ju Stakorica 24 h nakon administracije 10 mg/kg

metamfetamina.
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Slika 36. Prikaz aritmetickih sredina i standardnih devijacija broja neurona nalik
oligodendrocitima (oligo-neuroni) i crvenih, hipoksi¢énih neurona (N) u ventralnom

tegmentalnom podrucju Stakorica 24 h nakon administracije 10 mg/kg metamfetamina.
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Slika 37. Prikaz aritmetickih sredina i standardnih devijacija broja zdravih neurona (N) u SNc

Stakorica 24 h nakon administracije 10 mg/kg metamfetamina.
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Slika 38. Prikaz aritmetickih sredina i standardnih devijacija broja neurona nalik

oligodendrocitima (oligo-neuroni) i crvenih, hipoksi¢nih neurona (N) u SNc Stakorica 24 h

nakon administracije 10 mg/kg metamfetamina.
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5.7.5. Ucinak BPC-a 157 na broj 1 izgled neurona u strijatumima Stakorica u modelu

dopaminergicke preosjetljivosti uzrokovane haloperidolom i metamfetaminom

Na slici 39. prikazane su aritmeticke sredine, najveCe i najmanje vrijednosti broja
zdravih neurona, a na slici 40. crvenih, hipoksi¢nih neurona i neurona nalik oligodendrocitima
(oligo-neuroni) u strijatumu Stakorica usmréenih 24 h nakon administracije 10 mg/kg

metamfetamina, a koje su 72 h prije metamfetamina dobile haloperidol.
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Slika 39. Prikaz aritmetickih sredina (+) najveceg i najmanjeg broja zdravih neurona (N) u
strijatumu Stakorica 24 h nakon administracije 10 mg/kg metamfetamina, a 72 h nakon

haloperidola.
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Slika 40. Prikaz aritmetickih sredina (+) najveceg i najmanjeg broja neurona nalik
oligodendrocitima (oligo-neuroni) i crvenih, hipoksi¢nih neurona u strijatumu stakorica 24 h

nakon administracije 10 mg/kg metamfetamina, a 72 h nakon haloperidola.

Slika 41. prikazuje uzorak strijatuma $takorice koja je 3 dana prije metamfetamina
dobila samo fiziolosku otopinu i haloperidol. Prisutno je vise crvenih neurona. Slika 42.
prikazuje strijatum Zivotinje koja je 3 dana prije metamfetamina dobila i BPC 157 i
haloperidol, U uzorku nema crvenih neurona, neuroni su urednog izgleda uz nekoliko neurona

nalik na oligodendrocite.
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Slika 41. Brojni crveni neuroni na presjeku strijatuma Stakorice 24 h nakon administracije 10
mg/kg metamfetamina, a 72 h nakon fizioloske otopine i haloperidola (kontrolna skupina)
(HE, x40).

Slika 42. Neuroni pretezno zdravog izgleda, sa nekoliko neurona nalik na oligodendrocite na
presjeku strijatuma stakorice 24 h nakon administracije 10 mg/kg metamfetamina, a 72 h
nakon BPC 157 i haloperidola (tretirana skupina) (HE, x40)
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6. Rasprava
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Poremecaji ravnoteze monoamina su heterogena i1 brojna skupina neuroloskih
poremecaja koji rezultiraju smetnjama pri kretanju, kognitivnim procesima i ponasanju ljudi i
zivotinja. lako se intenzivno istrazuju, za parkonsinizme i Parkinsonovu bolest jo§ uvijek
nema odgovarajuce terapije koja bi se mogla primjenjivati dugotrajnije bez Stetnih posljedica.
Terapija koja se koristi, levodopa, zamjena je za dopamin ¢ija je razina u bazalnim ganglijima
smanjena. lako u ranijim stadijima bolesti terapija levodopom daje dobre rezultate, kasnije se
u pacijenata javljaju motoricke smetnje, dok ucinak terapije sve vise oscilira. Regulacija
dopamina i uspostavljanje homeostaze u o$tecenom dopaminskom sustavu, a ne samo
primjena zamjene za dopamin, mogle bi osigurati ucinkovitije lijeCenje navedenih

poremecaja.

S obzirom na rezultate dosadas$njih istraZzivanja koji upucuju na to da Zelucani
pentadekapeptid BPC 157 regulira dopaminski sustav (SIKIRIC i sur., 2011.), smatra se da bi
BPC 157 mogao biti indiciran kod raznih poremecaja razine dopamina (ali i serotonina) u
srediSnjem zivéanom sustavu, posebno u nigrostrijatalnom dopaminskom putu. Takav
neuroprotektivni u¢inak ~ BPC-a 157 ve¢ je potvrden u modelu dopaminergicke
neurotoksi¢nosti  uzrokovane  neurotoksinom  MPTP-om  (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridin) koji uni§tava dopaminergi¢ka vlakna u supstanciji nigri (SIKIRIC i sur.,
1999.b) te u modelima dopaminergicke preosjetljivosti i amfetaminske senzitizacije
(JELOVAC, 1998.; SIKIRIC i sur., 2002.). U takvim je modelima potvrden uc¢inak BPC-a
157 na ponaSanje 1 somatosenzorne reflekse pokusnih Zivotinja. Osim navedenih modela, u
istrazivanjima poremecaja ravnoteze monoamina se Kkoristi model dopaminergicke
neurotoksi¢nosti uzrokovane metamfetaminom (GERLACH i RIEDERER, 1996.; KITA i
sur., 2003.). U ovom istrazivanju htjelo se poblize ispitati moze li BPC 157 sprijeciti ili
smanjiti oSte¢enja dopaminskog nigrostrijatalnog puta u mozgu koje uzrokuju metamfetamin i
haloperidol, te moze 1i preventivno ocuvati funkcije koje nigrostrijatalni sustav regulira. Ovo
je prvi put da se u tu svrhu na Stakorima koristio model dopaminergi¢ke preosjetljivosti
izvane sa haloperidolom (5 mg/kg) i tri dana nakon toga sa metamfetaminom (10 mg/kg) i da
je usporeden sa jednostavnijim modelom dopaminergi¢ne neurotoksi¢nosti uzrokovane sa tri

jednokratne doze metamfetamina; 10, 20 i 40 mg/kg.
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6.1. Uc¢inak BPC-a 157 na stereotipije i diskinezije uzrokovane metamfetaminom

Istrazivanje je zapocelo sa analizom promijenjenog ponasanja Stakorica u prva dva sata
nakon davanja metamfetamina, kako bi se provjerilo moze li BPC 157 antagonizirati ucinak
metamfetamina na ponaSanje Sto bi rezultiralo slabije izrazenim stereotipijama kod skupine
Stakorica koje su prije metamfetamina dobile BPC 157. Stereotipije su ponavljani pokreti bez
svrhe a mogu biti uzrokovani dopaminskim agonistima, pogotovo sa derivatima amfetamina,
ili raznim psihickim stanjima, primjerice, dosadom ili tjeskobom. Poznato je da
metamfetamin potice lokomotornu aktivnost kada se primjeni u niskim dozama, a stereotipno
ponasanje kada se primjeni u vi§im dozama (KELLY i sur., 1975.; KUCZENSKI i SEGAL,
1999.).

U prijaSnjem istrazivanju amfetaminske sentizacije i preosjetljivosti na amfetamin
uzrokovane haloperidolom BPC 157 je =znacajno smanjio intenzitet amfetaminskih
stereotipija, hiperaktivnosti i penjanja uzrokovanih amfetaminom ili amfetaminom i
haloperidolom u kombinaciji, kao i katalepsiju uzrokovanu haloperidolom kod miseva
(JELOVAC i sur., 1998.). U ovom istrazivanju prosjecan broj stereotipija je bio manji kod
skupine $takorica tretiranih sa BPC-om 157 u odnosu na kontrolnu skupinu u svim pokusima
u modelu dopaminergicke neurotoksi¢nosti 1 u modelu dopaminergicke preosjetljivosti, no to
smanjenje nije bilo statisti¢ki znacajno. Ipak, u ovom su istraZzivanju zbog veéih doza
metamfetamina, a i zbog jaceg djelovanja metamfetamina u odnosu na amfetamin (NIDA,
2006.), obuhvaceni brojniji oblici ponasanja a i motori¢kih smetnji, odnosno diskinezija kao
Sto su okretanje oko vlastitite osi 1 hod unatrag. Zbog toga je koriSten drugaciji, opSirniji
sustav bodovanja nego u navedenom istrazivanju, pa se rezultati oba istraZzivanja ne mogu
usporedivati, no moze se utvrditi slicnost u odnosu na ishod pokusa. Ovaj opsirniji sustav
bodovanja prvi su koristili CURZON i suradnici (1979.) prilikom bodovanja ucinka
amfetamina (15 mg/kg), p-kloroamfetamina i fenfluramina na ponasanje zivotinja, a obuhvaca
sve oblike ponaSanja koji se javljaju i nakon aplikacije visokih doza metamfetamina,
ukljucujudi i kretanje zivotinja i diskinezije. Broj bodova stereotipija u ovom istrazivanju nije
rastao pravilno s dozom, iz razloga Sto bi se s porastom doze metamfetamina kod Zivotinja 30
minuta nakon aplikacije smanjila lokomotorna aktivnost, a bilo je izraZenije usredoto¢eno
stereotipno ponasanje, primjerice stereotipni pokreti glavom 1 ustima, §to je u skladu s

podacima iz literature (KUCZENSKI i SEGAL, 1999.). Zbog toga se u ovim pokusima broj
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bodova iz stereotipija ne moze smatrati odrazom ostec¢enosti srediSnjeg ziv€anog sustava, vec
samo jednim nacinom kvantificiranja ucinka metamfetamina na ponasanje i aktivnost
Zivotinja. Stakorice na dozi od 40 mg/kg nisu imale veéi broj bodova iz stereotipija od
zivotinja na nizim dozama metamfetamina (10, 20 mg/kg) koje su se vise kretale i ponasale
raznoliko. Sto se ti¢e pojedinih oblika ponaganja, kod skupine prethodno tretirane sa BPC-om
157 doza metamfetamina je bila u pozitivnoj i umjerenoj korelaciji (r = 0,5) sa ponasanjima
ovisnima o 5-HT-u, dok je kod kontrolne skupine ta korelacija bila negativna (r = -0,5).
Iznenadujuce, ponasanja ovisna o dopaminu bila su u negativnoj i visokoj, ali ne statisticki
znacajnoj korelaciji kod obje skupine zivotinja; -0,98 kod kontrolnih i -0,88 kod tretiranih
skupine zivotinja. Diskinezije su bile izrazenije sa porastom doze, pa je tako korelacija doze i
diskinezija bila 0,60 kod kontrolnih i 0,93 kod tretiranih (BPC 157) skupina. Skupina
prethodno tretirana sa BPC-om 157 nije imala statisti¢ki znacajno manje izrazene pojedinacne
oblike ponaSanja, iako je iz tablica 7. 1 9. vidljiv prosje¢no manji broj bodova iz diskinezija.
Najveci broj bodova iz stereotipija, naroc€ito iz diskinezija, imale su Zivotinje koje su tri dana
prije 10 mg/kg metamfetamina dobile haloperidol, §to ukazuje na to da se kod tih Zivotinja
razvila preosjetljivost na metamfetamin. Zivotinje koje su prije haloperidola dobile BPC 157
imale su manji broj bodova iz stereotipija, iako ta razlika nije bila statisticki znac¢ajna (31,00 +
6,63 u odnosu na 39,2 £ 8,78). Iz tablice 10. je vidljiv manji prosje¢ni broj bodova iz
ponasanja ovisnih o 5-HT-u, veci prosjecni broj bodova iz ponasanja ovisnih o dopaminu 1

manji prosjecan broj bodova iz diskinezija.

6.2. U¢inak BPC-a 157 na hipertermiju uzrokovanu metamfetaminom

Metamfetamin potic¢e pojac¢ano otpustanje dopamina, noradrenalina i 5-HT-a, a sva tri
monoamina imaju ulogu u regulaciji tjelesne temperature u sredi$njem i perifernom zivéanom
sustavu (SALMI i sur., 1993.; SALMI i AHLENIUS, 1998.; CANNON i NEDERGAARD,
2004.) pa igraju vaznu ulogu u razvoju hipertermije uzrokovane metamfetaminom
(BOWYER i sur., 1994.; RUSYNIAK i sur., 2008.). Poja¢ana lokomotorna aktivnost koja se

javlja kao rezultat takvog djelovanja metamfetamina doprinosi poviSenje tjelesne temperature
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jer se u procesu produkcije ATP-a koji nuzan za kontrakcije miSi¢a oslobada toplina
(KRUSTUP i sur., 2003.).

Ocekivano, metamfetamin je uzrokovao hipertermiju kod svih skupina Zivotinja u
pokusima (FUKUMURA i sur., 1998.). Najvisa tjelesna temperatura Stakorica (aritmeticka
sredina) na dozi od 10 mg/kg metamfetamina bila je 39,7°C i izmjerena je nakon sat vremena
kod kontrolne skupine zivotinja. To je viSe nego u istrazivanju (FUKUMURA i sur., 1998.) u
kojem je najvisa izmjerena tjelesna temperatura na istoj dozi bila 39.0°C, ali ona je postignuta
u istom vremenskom periodu, u sat vremena. Isto tako, sat vremena nakon aplikacije 20
mg/kg metamfetamina kod obje je skupine zivotinja izmjerena najvisa tjelesna temperatura,
40,7 °C, gotovo jednako kao kod FUKUMURE i suradnika (1998.) gdje je izmjerena 40,6 °C.
No, nakon davanja 40 mg/kg nije postignut oc¢ekivani porast temperature kao u navedenom
istrazivanju gdje je najvisa tjelesna temperatura bila 42,0 °C. U ovom istrazivanju je bilo
pojedinacnih slucajeva kod kojih je izmjerena ovako visoka temperatura, ali je najviSa
prosjeéna temperatura bila 40,9 °C. Dakle, porast temperature bio je ovisan o dozi, ali ne kao
u navedenom istrazivanju (FUKUMURA i sur., 1998.).

BPC 157 nije smanjio hipertermiju uzrokovanu sa metamfetaminom ni u modelu
dopaminergicke neurotoksinosti, niti u modelu dopaminergicke preosjetljivosti. To ne
umanjuje potencijalno neuroprotektivno djelovanje, jer smanjenje hipertermije nije preduvjet
neuroprotektivnog djelovanja (KRASNOVA | CADET, 2009.). Naprotiv, niti neke druge
farmakoloske (inhibitori NNOS, inhibitori ponovnog unosa dopamina) i genetske manipulacije
(interleukin-6 knock-out misevi) koje mogu zaustaviti neke od mehanizama neurotoksi¢nosti
nemaju utjecaja na hipertermiju (ITZHAK i sur., 2000.; LADENHEIM i sur., 2000.;
SANCHEZ i sur., 2003.). Dakle, smatra se da promjena u tjelesnoj temperaturi nije izravni
pokazatelj toksi¢nosti metamfetamina, iako sama hipertermija moze dovesti do trajnih

oStecenja srediSnjeg zivéanog sustava i do smrti.
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6.3. Uc¢inak BPC-a 157 na smanjenu lokomotornu aktivnost 24 h nakon aplikacije

metamfetamina

Lokomotorna aktivnost analizirana je kroz tri parametra; horizontalnu lokomotornu
aktivnost koja se odnosi na broj prijedenih pravokutnika u kavezu za mjerenje lokomotorne
aktivnosti, vertikalnu lokomotornu aktivnost ili broj podizanja na straznje noge (obje prednje
noge su u zraku) i vrijeme ¢iS¢enja koje se zapravo viSe ubraja u stereotipna ponaSanja, no s
obzirom da je mjereno istovremeno kada se analizirala lokomotorna aktivnost, navedeno je u

rezultatima na istom mjestu.

Budu¢i da se skupinama zivotinja koje se usmréuju 24 h nakon davanja metamfetamina
uskracuje hrana kako bi radije jele pelete prilikom procjene fine motorike, prije pokusa sa
metamfetaminom provjereno je da li to jednodnevno gladovanje utjeCe na lokomotornu
aktivnost kod Stakorica netretiranih sa metamfetaminom. Gladovanje je znacajno smanjilo
horizontalnu (sa 177,66 = 58,62 na 50,5 + 27,88) i vertikalnu aktivnost (sa 70 + 19,07 na 22
+ 11,57) kod netretiranih Stakorica, dok na vrijeme c¢iS¢enja nije znacajno utjecalo.
Provjereno je da li BPC 157 utjece na normalnu lokomotornu aktivnost i vrijeme c¢iS¢enja
Stakorica kojima je na 24 h uskrac¢ena hrana. BPC 157 je povecao lokomotornu aktivnost i
vrijeme ¢iS¢enja kod Stakorica, ali razlike medu skupinama nisu bile statisticki znacajne. To
odgovara rezultatima istrazivanja koji su pokazali da BPC 157 ne mijenja normalno ponasanje

zdravih Zivotinja (JELOVAC i sur., 1998.).

Kod skupina tretiranih metamfetaminom lokomotorna aktivnost je bila manja od
aktivnosti netretiranih Stakorica kojima je samo uskracena hrana (slika 9.-11.), pa se moze
zakljuciti da je metamfetamin, uz gladovanje, dodatno smanjio lokomotornu aktivnost. Do
smanjene aktivnost zivotinja moglo je do¢i i zbog iscrpljenosti nakon visesatnog kretanja
odmah nakon aplikacije metamfetamina. Medutim, najmanju lokomotornu aktivnost u modelu
dopaminergicke neurotoksi¢nosti imale su zivotinje koje su 24 h prije dobile najveé¢u dozu
metamfetamina (40 mg/kg), a tada se nisu vise kretale ili imale izrazenije stereotipije (tablica
9.) od Zivotinja na manjim dozama, pa se moze zakljuciti da je deplecija dopamina bila uzrok

smanjene lokmotorne aktivnosti i vremena ¢iS¢enja 24 h nakon aplikacije metamfetamina.

Lokomotorna aktivnost i stereotipno ponasanje posredovani su dopaminergi¢kom

neurotransimisijom, a 24 h nakon aplikacije neurotoksi¢nih doza metamfetamina, zbog
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deplecije dopamina dolazi i do smanjenja lokomotorne aktivnosti (WALLACE i sur., 1999.).
WALLACE i sur. (1999.) dokazali su da je kod Stakora tretiranih neurotoksi¢cnom dozom
metamfetamina znacajno smanjena samo diurnalna lokomotorna aktivnost i da je promatranje
1 bodovanje aktivnosti Stakora tijekom dana toc¢niji pokazatelj funkcionalnih posljedica
deplecije dopamina, a to je primjenjeno i u ovom istrazivanju. Mjerenje dulje od 30 minuta
nije bilo potrebno jer su Stakorice bile aktivne u prosjeku samo u prvih nekoliko minuta.
Smanjena lokomotorna aktivnost, odnosno bradikinezija i akinezija koje se javljaju kod
Parkinsonove bolesti takoder su posljedice deplecije dopamina u nigrostrijatumu
(MARDSEN, 1990.; GERLACH I RIEDERER, 1996.). Tvar koja bi §titila nigrostrijatum od
toksicnog djelovanja metamfetamina u modelima parkinsonizama trebala bi osigurati
oc¢uvanje funkcija koje regulira nigrostrijatalni dopaminski put, odnosno smanjiti depleciju
dopamina u tom dijelu mozga i odrzati lokomotornu aktivnost na normalnoj razini. Uz
lokomotornu aktivnost, 24 h nakon primjene metamfetamina bi trebalo do¢i i do smanjenja
repetitivnog Cis¢enja krzna koje je najvec¢im dijelom rezultat pojacane stimulacije D1
receptora za dopamin. lzostanak ¢iS¢enja podrazumjeva blokadu ili izostanak aktivacije tih
receptora zbog veé¢ spomenute deplecije dopamina (TAYLOR i sur., 2010.). Ciséenje krzna
upotrebljava se kao parametar za procjenu ucinka lijekova na Tourettov sindrom, a dokazano
je da haloperidol koji se upotrebljava u terapiji ovog sindroma i djeluje kao antagonist D2
receptora, sprijeCava stimulaciju D1 receptora sa specificnim agonistom, SKF38393

(TAYLOR i sur., 2010.).

U ovom se istrazivanju vrijeme ciS€enja pokazalo kao parametar koji najpravilnije i
obrnuto proporcionalno slijedi porast doze metamfetamina, uz negativnu korelaciju doze sa
vremenom ¢is¢enja kod kontrolne skupine -0,88, a kod tretirane -0,89. Dakle, taj je parametar
najvjernije odraZzavao depleciju dopamina do kojih su dovele neurotoksicne doze
metamfetamina. Zanimljivo, najdulje vrijeme ¢iS¢enja izmjereno je kod Stakorica koje prije
10 mg/kg metamfetamina primile BPC 157. U tom modelu izmjerena je statisticki znacajna
razlika u sva tri parametra izmedu kontrolne i BPC 157 skupine. Svi parametri su bili veci
kod BPC 157 skupine, pa se moze zakljuciti da je BPC 157 sprijecio depleciju dopamina koju
je kod kontrolne skupine izazavo metamfetamin u dozi od 10 mg/kg. Vrijednosti aktivnosti u
modelu dopaminergicke neurotoksi¢nosti uzrokovane sa 20 i 40 mg/kg metamfetamina su
vise varirale unutar skupina pa razlike medu skupinama nisu bile statisticki znacajne, iako su
zivotinje predtretirane BPC-om 157 bile u prosjeku aktivnije od kontrole. Kako je navedeno

prije, vrijeme ¢iS¢enja je kod Zivotinja tretiranih sa BPC-om 157 pravilno je opadalo sa
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dozom metamfetamina, pa se moze zakljuciti da je BPC 157 primjenjen uvijek u istoj dozi od
10 pg/kg bio manje ucinkovit u sprijeCavanju deplecije dopamina nakon vecih doza

metamfetamina.

U modelu dopaminergi¢ke preosjetljivosti uzrokovane haloperidolom odmah nakon
davanja haloperidola dolazi do blokade dopaminskog sustava i katalepsije, a 24 h nakon toga
spontana lokomotorna aktivost zivotinja je znac¢ajno smanjena. 1z slika 12.-14. se ne vidi da se
od Sest Stakorica koje su uz haloperidol primile BPC 157 kretalo i Cistilo ¢ak njih 5, a od
Stakorica iz kontrolne skupine samo dvije od Sest. Drugi dan pokusa (48 h nakon davanja
haloperidola) aktivnost Zivotinja se povecala ali je i dalje bila zna¢ajno manja od aktivnosti
netretiranih Stakorica koje nisu gladovale (slike 12. i 13.). Ipak, obje skupine Zivotinja koje su
primile haloperidol su se ¢istile dulje od netretiranih Stakorica (slika 14.). Ovo ukazuje na to
da je ve¢ 48 h nakon blokade dopaminskih receptora sa haloperidolom doslo do njihove
ponovne aktivacije, pojatanog stvaranja ili povecane osjetljivosti tih receptora na dopamin.
Taj je porast aktivnosti dopaminskih receptora bio neSto blazi kod S$takorica koje su uz
haloperidol primile BPC 157. Nakon davanja metamfetamina dvije su zivotinje iz kontrolne
skupine (fizioloska otopina i haloperidol) uginule, a 24 h poslije lokomotorna aktivnost
zivotinja iz kontrolne skupine nije bila manja od onih u modelu dopaminergicke
neurotoksi¢nosti uzrokovane sa 10 mg/kg metamfetamina, S$to znafi da izazivanje
preosjetljivosti nije dovelo do vece deplecije dopamina 24 h nakon aplikacije metamfetamina.
Kod skupine Zivotinja koje je prije haloperidola primila BPC 157 situacija je bila drugacija;
lokomotorna aktivnost je bila manja u odnosu na one u modelu dopaminergicke
neurotoksi¢nosti koje su prije 10 mg/kg metamfetamina primile BPC 157, s time da je vrijeme
¢iS¢enja, koje nam je posluzilo kao pouzdaniji pokazatelj razine dopamina ili aktivacije
odredenih dopaminskih receptora, bilo jednako vremenu c¢iS¢enja kod zdravih, netretiranih
Stakorica (117 + 94 s). Moze se zakljuciti da je haloperidol izmjenio nacin na koji BPC 157
modulira dopaminski sustav ali nije sprijecio odrzavanje razine aktivnosti dopaminskog

sustava niti nakon davanja neurotoksi¢ne doze metamfetamina.
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6.4. Uc¢inak BPC-a 157 na ataksiju uzrokovanu metamfetaminom

Test koji se u ovom istrazivanju koristio za procjenu atakti¢nog fenotipa (GUYENET i sur.,
2010.) ukljuéuje procjenu Cetiri parametara koja mogu ukazati na oste¢enja koja se javljaju
kod cerebelarne ataksije ili neurodegenerativnih poremecaja. Primarno je namijenjen za
procjenu misjih modela neurodegenerativnih bolesti; cerebelarnih ataksija, Huntingtonove
bolesti i spinobulbarne misi¢ne atrofije (GUYENET i sur., 2010.). Navedene bolesti ukljucuju
ostecenje strijatuma, no i SN, kore velikog mozga, hipokampusa, hipotalamusa, talamusa, pa i
malog mozga (WALKER, 2007.). Budu¢i da su prethodna istrazivanja (JENG i WANG,
1998.; FERUCCI i sur.; 2006.) dokazala da metamfetamin utjece i na neurotransmisiju u
malom mozgu, o¢ekivano je da metamfetamin uz funkcije posredovane strijatumom, moze
utjecati i na funkcije posredovane malim mozgom, kao $to su odrzavanje ravnoteze, misi¢éna
koordinacija i kontrola pokreta. Poznato je da su ove funkcije poremecene i kod pacijenata
oboljelih od Parkinsonove bolesti (MARDSEN, 1990.). To se potvrdilo i u modelu
dopaminergicke neurotoksi¢nosti uzrokovane metamfetaminom u kojem je korelacija doze
metamfetamina i u¢inka na atakti¢ni fenotip bila 0,863 kod kontrolne skupine, dok je kod
skupine tretirane BPC-om 157 prije metamfetamina ta korelacija bila manja, 0,614. Kod
potonje skupine atakticki fenotip bio je manje izraZen, iako ne statisticki znacajno. U modelu
dopaminergicke preosjetljivosti uzrokovane haloperidolom, pa metamfetaminom, ataksija je
bila manje izrazena kod skupine prethodno tretirane BPC-om 157, no ta razlika opet nije bila

statisticki znacajna.

6.5. Uc¢inak BPC-a 157 na poremecaj funkcije prednjih ekstremiteta uzrokovan

metamfetaminom

Zbog sli¢nosti brahijalnog spleta zivaca kod Stakora i ljudi, procjena fine motorike
prednjih ekstremiteta vazan je dio Stakorskih modela neurodegenerativnih bolesti koje su
karakterizirane poremecajima motorike (BERTELLI I MIRA, 1993.). METZ i WISHAW
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(2002.) su ve¢ opisali znaCajna oSteCenja fine motorike u vidu nemoguénosti pruZanja
prednjih ekstremiteta i normalne manipulacije hranom u Stakorskom modelu Parkinsonove
bolesti. Do ovih oStecenja moze doci zbog oStecenja piramidnog trakta i crvene jezgre
(WISHAW i sur., 1998.), senzomotorne kore velikog mozga, nigrostrijatuma i CPu
(WISHAW i sur., 1986.). U ovom istrazivanju koriStena je modificirana IBB skala (IRVINE i
sur., 2010.) prilagodena pokusu koji ukljucuje sredisnja, a ne periferna osteCenja zivéanog
sustava i poremecaje fine motorike. Prema ovoj skali, veéi broj bodova podrazumjeva i teze
izvodenje pojedinog parametra, dakle, veéi poremecaj fine motorike (IRVINE i sur., 2010.).
U modelu dopaminergi¢ke neurotoksi¢nosti Stakorice koje su dobile BPC 157 prije
neurotoksi¢ne doze metamfetamina (10, 20 1 40 mg/kg) su imale znacajno manje znakova, pa
i bodova iz poremecene funkcije prednjih ekstremiteta prilikom hranjenja od Stakorica koje su
prije neurotokski¢ne doze metamfetamina dobile samo fiziolosku otopinu (slika 17.). Iz
tablice 11 vidljivo je da su Stakorice tretirane sa BPC-om 157 lakse prilagodavala prste obliku
peleta, drzale su pelete mirnije i iznad dna staklenog cilindra prilikom hranjenja, te su cesce
su koristile povr§inu dlanova tijekom drZanja pelete. Stakorice u kontrolnoj skupini su desée
pretjerano namjeStale pelete u dlanovima, Sto izgleda kao tremor prilikom hranjenja, a 1
umjesto dlanova ¢esce su za potporu prilikom hranjenja Koristile dno cilindra. Sli¢no je bilo i
u modelu dopaminergicke preosjetljivosti u kojem je za vecinu parametara funkcije prednjih
ekstremiteta manje bodova imala skupina koja je uz haloperidol dobila BPC 157, no te razlike

nisu bile statisticki znacajne.

6.6. Uc¢inak BPC-a 157, haloperidola i metamfetamina na lipidnu peroksidaciju u

mozgu

Dosadasnja istrazivanja dokazala su poviSene razine MDA u mozgovima
metamfetaminskih ovisnika i laboratorijskih Zivotinja pokusno tretiranih metamfetaminom
(ACIKGOZ i sur., 1998.; YAMAMOTO i ZHU, 1998.; KITA i sur., 2000.), te da
metamfetamin povisuje razinu MDA u strijatumu, kori velikog mozga i hipokampusu
(HORNER i sur., 2011.). Razine MDA u mozgu i serumu povezuju se i sa patogenezom

Alzheimerove i Parkinsonove bolesti (DIB i sur., 2002.). Zbog pristupacnosti, jednostavnosti
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dokazivanja i zbog toga $to je u dosadaS$njim istrazivanjima predstavljao vazan pokazatelj
neurotoksi¢nog djelovanja metamfetamina ali i  neurodegenerativnih bolesti, MDA se
analizirao i u ovom istrazivanju. OvVo je ujedno i prvo istrazivanje u¢inka BPC-a 157 na
lipidnu peroksidaciju. Budu¢i da BPC 157 modulira NO sustav (GRABAREVIC i sur., 1997.;
SIKIRIC i sur., 1997.b), o&ekivano je da ¢e utjecati na razvoj oksidacijskog stresa u stanici,
pa i lipidnu peroksidaciju. Vazno je uzeti u obzir da se razine MDA, kao i razine drugih
produkata oksidacijskog stresa, moraju razmatrati u kontekstu dvosjeklog maca, razine nize
od fizioloSkih su povezane sa smanjujom otporno$¢u i prezivljavanjam organizma (YANG i
HEKIMI, 2010.), dok vise koncentracije dovode do (ili su rezultat) oStecenja proteina,

nukleinskih kiselina i lipidnih struktura stanice (CAl i sur., 2009.).

U ovom istrazivanju je razina MDA strijatumu padala proporcionalno s dozom, pa je
tako najniza kod zivotinja dva sata nakon aplikacije metamfetamina u dozi od 40 mg/kg. U
dosada$njim istrazivanjima djelovanja metamfetamina na lipidnu peroksidaciju u mozgu
razina MDA mjerena je nakon 24 h ili kasnije (ACIKGOZ i sur., 1998.; YAMAMOTO i
ZHU, 1998.; KITA i sur., 2000.; HORNER i sur., 2011.), no jos nisu objavljeni podaci o tome
kako metamfetamin djeluje na lipidnu peroksidaciju u mozgu na vrhuncu ucinka na

ponasanje, odnosno u prvih par sati nakon jednokratne aplikacije.

U prva dva sata metamfetamin znacajno snizava razinu MDA u strijatumu ali i drugim
dijelovima mozga, dok ona raste iznad fizioloske razine tek nakon 24 h. Tada se kod skupine
Stakorice tretirane sa BPC-om 157 javlja statisticki znacajan porast koncentracije MDA u
strijatumu sa dozom metamfetamina (r=0,998). Ovo je donekle u skladu sa istrazivanjem
ucinka Cetiri injekcije metamfetamina (10 mg/kg, svaka 2 h) na lipidnu peroksidaciju u
pojedinim dijelovima mozga, u kojem je razina MDA u hipokampusu i strijatumu 24 h nakon
posljednje injekcije bila statisticki znacajno veéa od one izmjerene tek 4 h nakon posljednje
injekcije (GLUCK i sur., 2001.).

BPC 157 je sniZzenu razinu MDA u strijatumu 2 h nakon davanja najmanje (10 mg/kg) i
najvec¢e doze (40 mg/kg) metamfetamina povisio, ali je ona 1 dalje bila niza od fizioloske
razine (slika 19.). Razina MDA u strijatumu digla se do fizioloske razine tek 24 h nakon 20
mg/kg metamfetamina kod kontrolne skupine, dok je kod skupine koja je primila BPC 157
prije iste doze ta razina bila jos uvijek malo niza (slika 20.). Kod obje je skupine zivotinja 24
h nakon davanja 40 mg/kg metamfetamina u strijatumu izmjerena razina MDA visa od

fizioloske. Sli¢an je trend uocen u hipokampusima (slike 21. i 22.) i frontalnoj kori stakorica
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(slike 25. i 26.); 2 h nakon davanja metamfetamina MDA je bio nizi od fizioloskog, a 24 h
nakon sve tri doze metamfetamina razine MDA bile su malo vise. Kod tretirane (BPC 157)
skupine zivotinja razina MDA u hipokampusu nije znacajno rasla 24 h nakon aplikacije 10 i
20 mg/kg metamfetamina, dok je nakon 40 mg/kg razina MDA u hipokampusu tretiranih
Stakorica bila znacajno visa od one kod kontrolne skupine. Razine MDA u diencefalonu bile
su nize od fizioloskih kod svih zivotinja 2 i 24 h nakon sve tri doze metamfetamina (slike 23.
1 24.). Ipak, u prva dva sata korelacija izmedu doze metamfetamina i koncentracije MDA kod
tretirane je skupine bila statisti¢ki znacajna, dakle, rasla je sa dozom (r=0,998), iako nije
dostigla fizioloSku razinu. U kori velikog mozga razine MDA nisu se znafajno mijenjale s
vremenom, ali jesu sa dozom metamfetamina u prva dva sata; kod kontrolne skupine je
korelacija izmedu doze metamfetamina i koncentracije MDA bila 0,984, a kod tretirane
skupine je bila 1,0 i statisticki znacajna. No, iako su rasle sa dozom, razine MDA bile su vrlo
slicne fizioloSkim vrijednostima (slike 27. i 28.). U malom mozgu su razine MDA bile
uglavnom nize od fizioloskih, a malo su porasle 24 h nakon 40 mg/kg metamfetamina kod
skupine koja je prethodno dobila BPC 157 (slike 29. i 30.). Kod te skupine je tada korelacija

izmedu doze i1 u¢inka bila statisticki znacajna, 0,999.

Uloga MDA u mozgu je viSestruka; ta molekula sudjeluje u prijenosu signala i u
regulaciji unutarstani¢nog Ca®" i ostecenju Ziv€anih stanica (CAI i sur., 2009.). Na ravnotezu
Ca®* u stanici djeluje i metamfetamin (KRASNOVA i CADET, 2009.) tako $to, izmedu
ostalog, wuzrokuje smrt stanica pojacavaju¢i aktivaciju kalpaina u neuronima
(SAMANTARAY i sur., 2006.). Moguce je da visoke doze metamfetamina poticu taj prijenos
signala u kojem sudjeluje MDA, trose¢i samu molekulu i remeteci regulaciju unutarstanicnog
Ca®" , te kasnije dovodeé¢i do oiteéenja stanica, dok BPC 157 na neki nain smanjuje to
troSenje. Ipak, BPC 157 nije sprijeio porast MDA nakon prva dva sata, dapace, u
hipokampusu tretiranih Stakorica 24 h nakon 40 mg/kg metamfetamina izmjerena je znacajno

veca razina MDA nego kod kontrole.

U modelu dopaminergicke preosjetljivosti  uzrokovane haloperidolom i
metamfetaminom obje skupine Zivotinja imale su statisticki znacajno vecu razinu od
fizioloske hipokampusu 24 h nakon davanja metamfetamina, a jedino im je u malom mozgu
izmjerena niZa razina MDA od fizioloske. Stakorice prethodno tretirane BPC-om 157 imale
su manje razine MDA u strijatumu, hipokampusu i diencefalonu u odnosu na kontrolnu
skupinu, a veéu i sli¢niju fizioloskoj razinu MDA u malom mozgu (slika 31.), iako ove

razlike nisu bile statisticki znacajne.
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U ovom istrazivanju izmjerene razine MDA nisu znacajno korelirale sa poremecajima
motorike i ravnoteze. Suprotno oc¢ekivanom, izrazenost atakti¢nog fenotipa (broj bodova) nije
bila u viskoj korelaciji sa lipidnom peroksidacijom u malom mozgu (kod kontrolne skupine je
iznosila 0,519, a kod tretirane 0,609. U vecoj je korelaciji sa razinom MDA u malom mozgu
bilo osteCenje funkcije prednjih ekstremiteta (iznad 0,9 kod obje skupine zivotinja) Sto
upucuje na ulogu malog mozga u regulaciji fine motorike. Kod kontrolne skupine javila se
veca korelacija izrazenosti atakticnog fenotipa sa lipidnom peroksidacijom u strijatumu
(0,883), diencefalonu (0,978) i kori velikog mozga (0,739), a kod skupine prethodno tretirane
sa BPC-om 157 samo sa lipidnom peroksidacijom u kori velikog mozga (0,904). Kod
tretirane (BPC 157) skupine korelacija razine MDA u strijatumu sa poremec¢enom funkcijom
prednjih ekstremiteta bila je 0,904.

6.7. U¢inak BPC-a 157, haloperidola i metamfetamina na broj zdravih i promijenjenih

neuorna u strijatumu

Kako je osnovno patomorfolosko obiljezje Parkinsonove bolesti gubitak
nigrostrijatalnih dopaminergickih neurona, smanjen broj zdravih i pojava oSte¢enih neurona u
nigrostrijatumu bio je ocekivan nalaz i U ovom istrazivanju. Naravno, u ovim modelima nije
se mogao ocekivati nalaz Lewyevih tjeleSaca, eozinofilnih citoplazmatskih inkluzija u
neuronima SN karakteristicnih za Parkinsonovu bolest zbog drugacije etiologije oStecenja.
Sto se etiologije ti¢e, patomorfoloske promjene neurona u strijatumu opisane su i kod
neurotoksi¢nog djelovanja metamfetamina (KITA i sur., 2003.; WANG i sur., 2012.).

LARSEN i sur. (2002.) su zakljucili da metamfetamin ne uzokuje direktnu apoptozu
neurona, ve¢ posredno, putem oSte¢enja neurita dovodi do neurodegeneracije. U ovom
istrazivanju, u modelu dopaminergi¢ke neurotoksi¢nosti uzrokovane sa 10 mg/kg
metamfetamina potvrdena je promjena u izgledu neurona, a ne gubitak ukupnog broja
neurona, no zanimljivo je da ta promjena nije bila ovisna od dozi, jer kod $takorica kojima je
dana Cetiri puta ve¢a doza metamfetamina broj patoloski promjenjenih neurona bio je manji,
bas kao 1 broj zdravih neurona. Dakle, doslo je do gubitka ukupnog broja neurona, i on je bio

prisutan i statisticki znac¢ajan kod obje skupine; kod kontrolne skupine je pao sa 69,08 + 8,37

102



na 56,93 * 3,32, a kod tretirane skupine sa 80,38 + 9,31 na 58,80 + 1,75. To potvrduju i druga

istrazivanja neurotoksi¢nog djelovanja metamfetamina (KITA i sur., 2003.).

Kod svih kontrolnih skupina je izbrojan manji broj neurona zdravog izgleda nego kod
skupina tretiranih sa BPC-om 157, dok je broj neurona nezdravog izgleda, crvenih neurona i
neurona nalik oligodendrocitima bio vec¢i. Crvene neurone karakteriziraju piknoti¢na jezgra i
intenzivna eozinofilna citoplazma, a iako su uobi¢ajeni U mozgu u stanju ishemije i anoksije
prilikom mozdanog udara, svaki proces koji dovodi do smrti neurona rezultirati ¢e pojavom
crvenih neurona (hipoksija, epilepsija, trovanje ugljicnim monoksidom) (PATIL | PERRY,
2008.), pa tako nisu neuobicajen nalaz niti u modelima dopaminergi¢ke neurotoksi¢nosti i
preosjetljivosti. Slicne su promjene ve¢ opisane; nekroticne stanice sa skupljenom
citoplazmom, kromatolizom (oSte¢ena Nisslova tjelesca), kariolizom i karioreksom na HE
rezovima produzene mozdine Stakora koji su intravenski primili 48 mg/kg metamfetamina (LI
i sur., 2012.). Broj crvenih neurona bio je najve¢i kod kontrolne skupine u modelu
dopaminergicke preosjetljivosti (slika 41.), Sto potvrduje pretpostavku da ¢e se, ukoliko se tri
dana prije neurotoksicne doze metamfetamina Stakoricama da haloperidol, razviti
preosjetljivost na dopamin 1 time veca oSteCenja strijatuma nakon davanja samog
metamfetamina. Crveni neuroni nisu pronadeni na presjecima strijatuma $takorica kojima je
prije haloperidola dan BPC 157, pa se moze zakljuciti da je BPC 157 sprijeCio odumiranje
neurona u modelu dopaminergicke preosjetljivosti. Daljnjim istraZzivanjima trebalo bi se

provjeriti koliko sam haloperidol uzrokuje promjene u izgledu neurona u strijatumu.

Neuroni nalik oligodendrocitima opisani su kod raznih tumora; ependimoma
(KAWANO i sur., 1983.), disembrioplasti¢nih neuroepitelnih tumora (PATIL | PERRY,
2008.), glijalnih tumora koji se povezuju sa epilepsijom (nadeni su u eplipetiénim Zari$tima)
(MORENO i sur., 2001.), ali ne kod parkinsonizama ili u metamfetaminskim modelima
neurotoksi¢nosti. Rije¢ je o malim, okruglim stanicama sa tamnom, kompaktnom jezgrom i
perinuklearnim halom umjesto citoplazme (slika 42.). Moguc¢e je da su to oSteCeni
oligodendrociti, koji su ve¢ opisani u modelim dopaminergi¢ne neurotoksi¢nosti uzrokovane
sa MPTP-om (TAKAGI i sur., 2007.), Sto se moze provjeriti imunohistokemijski. Ovih je
neurona bilo viSe kod kontrolnih skupina Stakorica koje su primile fiziolosku otopinu 1 10
mg/kg metamfetamina nego kod Stakorica koje su umjesto fizioloSke otopine dobile BPC 157,

no ta razlika nije bila statisticki znacajna; 21,33 + 7,03 u odnosu na 18,23 £10, 87.

103



Nije bilo statisticki znacajnih korelacija broja zdravih i promijenjenih neurona sa
poremecenom funkcijom prednjih ekstremiteta i ataktiénim fenotipom, cak i kada su

pojedinacni rezultati usporedivani zajedno za sve skupine zivotinja.

patohistoloSkoj analizi broja neurona, pa Se povezanost broja neurona sa koncentracijama
MDA u strijatumu nije se mogla provjeriti usporeduju¢i pojedinacne vrijednosti, vec
aritmeticke sredine i1 standardne devijacije za svaku skupinu Zivotinja. Nije bilo znacajne
korelacije broja neurona sa koncentracijama MDA u strijatumu s obzirom na dozu
metamfetamina. Ipak, iznenaduje visoka negativna korelacija broja neurona promijenjenog

izgleda sa razinom MDA koja je kod obje skupine zivotinja bila veca od -0,9.

Na manjem broju mozgova Zivotinja u modelu dopaminergi¢ke preosjetljivosti i
dopaminergicke neurotoksi¢nosti uzrokovane sa 10 mg/kg metamfetamina uspje$no je
napravljen rez kroz ventralno tegmentalno podrucje i supstanciju nigru. U oba podrucja
mozga i oba modela kod $takorica koje su prije metamfetamina dobile BPC 157 izbrojan je
veci broj zdravih neurona, a manji broj patoloski promijenjenih neurona (slike 35.-39.).
Medutim, rije¢ je o jako malom broju uzoraka pa je za sada rije¢ o ilustrativnim rezultatima

koji mogu posluziti kao smjernica za daljnja detaljnija istrazivanja ovih podrucja.

6.8. Smjernice za daljnja istrazivanja neuroprotektivnog u¢inka BPC-a 157 u modelima

dopaminergicke neurotoksi¢nosti uzrokovane metamfetaminom

Osim $§to potice cijeljenje ozljeda razli¢itih tkiva bez formacije oziljaka (SEBECIC i
sur., 1999.; STARESINIC i sur., 2003.; KRIVIC i sur., 2006.; NOVINSCAK i sur., 2008.;
GJURASIN i sur., 2010.; PEVEC i sur., 2010.), cijeljenje lezija sluznice probavnog trakta u
razli¢itim pokusnim modelima (SIKIRIC i sur., 1994.; SIKIRIC i sur., 1996.a, b), BPC 157
djeluje i neuroprotektivno, §to je dokazano u brojnim modelima mehanickih i neurotoksi¢nih
ostecenja zivéanog sustava (SIKIRIC i sur., 1996.a; JELOVAC i sur., 1998.; JELOVAC i
sur., 1999.; SIKIRIC i sur., 1999.b; ILIC i sur., 2010., GJURASIN i sur., 2010.; TUDOR i
sur., 2010.; ILIC i sur., 2011.a, b).
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U ovom istrazivanju dokazan je potencijal BPC 157 u neuroprotekciji strijatuma u
modelima dopaminergi¢ke neurotoksi¢nosti uzrokovane metamfetaminom i potencirane
haloperidolom. Medutim, to se jo§ mora potvrditi daljnjim istrazivanjima na veem broju
zivotinja i sa vise doza BPC-a 157 (10 ng/kg, 10 pg/kg) te provjerom terapeutskog potencijala
ovog peptida nakon izazivanja oSteCenja strijatuma, dakle, davanjem BPC-a 157 nakon

neurotoksi¢ne doze metamfetamina.

lako su podaci o kretanjima razina dopamina, 5-HT-a i noradrenalina nakon aplikacije
neurotoksi¢nih doza metamfetamina veé¢ poznati (KRASNOVA i CADET, 2009.), bilo bi
zanimljivo vidjeti kako BPC 157 utjeCe na promjene razina neurotransmitera koje izaziva
metamfetamin ali 1 kod zdravih Zivotinja. Do sada je samo istrazen utjecaj BPC-a 157 na
razine serotonina u mozgu (TOHYAMA i sur., 2004.), a podataka o utjecaju na sintezu drugih

neurotransmitera nema.

Detaljnije patohistoloske i imunohistokemijske analize VMAT2 i DAT receptora i
kretanja razine unutarstani¢nog Ca®* dale bi uvid u mehanizme metamfetaminske
neurotoksi¢nosti i njeno potenciranje haloperidolom, a mozda i u neke mehanizme
neuroprotektivnog djelovanja BPC-a 157. Uz takve detaljnije analize trebala bi se provjeriti
povezanost oSteCenja ostalih dijelova mozgova (hipokampusa, kore, malog mozga) sa
poremecajima motorike 1 drzanja te moze li BPC 157 sprijeciti oSte¢enje 1 gubitak neurona u

navedenim dijelovima sredi$njeg ziv€anog sustava.
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7. Zakljucci
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. Prosjecan broj bodova iz stereotipija je bio manji kod skupine Stakorica tretiranih sa
BPC-om 157 u odnosu na kontrolnu skupinu u svim pokusima u modelu
dopaminergicke neurotoksi¢nosti i u modelu dopaminergicke preosjetljivosti, no to

smanjenje nije bilo statisti¢ki zna¢ajno.

Najveéi broj bodova iz stereotipija (narocito iz diskinezija) i najizraZeniji atakti¢ni
fenotip imale su Zzivotinje koje su tri dana prije 10 mg/kg metamfetamina dobile
haloperidol, Sto ukazuje na to da se kod tih Zivotinja razvila preosjetljivost na

metamfetamin.

. Metamfetamin je uzrokovao hipertermiju kod svih skupina Zivotinja u pokusima, a
BPC 157 ju nije smanjio ni sprije¢io. To ne umanjuje potencijalno neuroprotektivno

djelovanje, jer smanjenje hipertermije nije preduvjet neuroprotektivnog djelovanja.

Stakorice koje su prije 10 mg/kg metamfetamina dobile BPC 157 bile su zna¢ajno
aktivnije od kontrolnih §takorica 24 h nakon aplikacije metamfetamina, $to znaci da je
BPC 157 kod ovi zivotinja umanjio depleciju dopamina. Vrijednosti lokomotorne
aktivnosti 24 h nakon 20 i 40 mg/kg metamfetamina su viSe varirale unutar skupina pa
razlike medu skupinama nisu bile statisticki znacajne, iako su Zivotinje predtretirane

BPC-om 157 bile u prosjeku aktivnije od kontrole.

. 24 h nakon davanja haloperidola u BPC 157 skupini su sve $takorice bile aktivne dok
su u kontrolnoj skupini bile aktivne samo dvije. 24 h nakon davanja metamfetamina,

sve BPC 157 Stakorice su prezivjele, dok su 2 kontrolne Zivotinje uginule.

Stakorice koje su prije metamfetamina dobile BPC 157, imale su manje izrazen
ataktiéni fenotip 1 statisticki znacajno manje poremecenu funkciju prednjih
ekstremiteta od Stakorica koje su prije metamfetamina dobile samo fiziolosku otopinu

i/ili haloperidol.
Dva sata nakon aplikacije metamfetamina razina MDA u strijatumu ali i drugim

dijelovima mozga bila je zna¢ajno niza od fizioloSke, a nakon 24 h se malo povisila.

Kod stakorica tretiranih BPC-om 157 razina MDA u strijatumu bila je bliza fizioloskoj
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10.

2 h nakon aplikacije metamfetamina. U istom je slu¢aju u hipokampusu tretiranih

Stakorica izmjerena statisticki znacajno veca razina MDA nego kod kontrole.

U modelu dopaminergicke preosjetljivosti uzrokovane haloperidolom i
metamfetaminom S$takorice prethodno tretirane BPC-om 157 imale su manje razine
MDA u strijatumu, hipokampusu i diencefalonu u odnosu na kontrolnu skupinu, a

vecu i sli¢niju fizioloskoj razinu MDA u malom mozgu.

Stakorice koje su prije metamfetamina ili haloperidola primile BPC-157 imale su veéi
broj zdravih, a manji broj patoloski promijenjenih neurona u strijatumu, SNc i VTA u

odnosu na Stakorice kontrolnih skupina.

Izmjerene razine MDA u dijelovima mozgova nisu znacajno korelirale sa
poremecajem funkcije prednjih ekstremiteta i izraZzenosti ataktiénog fenotipa, a nije
bilo ni statisticki znacajnih korelacija broja zdravih i promijenjenih neurona sa
lipidnom peroksidacijom, poremec¢enom funkcijom prednjih ekstremiteta i ataktiénim

fenotipom.
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