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1. UVOD

1.1. Lokalni anestetici

Lokalni anestetici su lijekovi koji se koriste za prevenciju i lijeCenje akutne, upalne,
maligne ili kroni¢ne boli (1). Molekula lokalnog anestetika sastoji se od tercijarnog
(rijetko sekundarnog) amina koji je povezan s aromati¢nim prstenom putem lanca koji

sadrzi ili estersku ili amidnu vezu (2) (slika 1.1.).

/ amidna veza
N /\

LIDOKAIN K

esterska veza
PROKAIN O K
N
HzN ~

Slika 1.1. Struktura molekula aminoamidnog i aminoesterskog lokalnog anestetika

Prema kemijskom sastavu, lokalne anestetike klasificiramo kao aminoesterske ili
aminoamidne. Aminoesterski se razgraduju putem plazmatskih kolinesteraza, a amidni
enzimatskom degradacijom u jetri. Mehanizam njihovog djelovanja je putem
privremene blokade ulaska natrija u ziv€ane aksone &ime sprie€avamo nastanak
akcijskih potencijala u njima (3). Sprje€avanjem nastanka akcijskih potencijala, lokalni
anestetici sprjeCavaju provodenje elektricnih impulsa na Ziv€anim ili miSi¢nim

membranama. Nakon aplikacije lokalni anestetik mora proc¢i od mjesta na koje je
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primijenjen kroz perineuralno tkivo do aksonalne membrane. Tek ako tamo ima
dovoljnu koncentraciju za prolaz u lipidni sloj aksona Zivca, ucinkovito ¢e blokirati
provodenje impulsa (4). Mozemo ih primjeniti topiCki na sluznicu koju Zelimo
anestezirati, injekcijama u blizinu perifernih ziv€anih zavrSetaka, u blizinu vecih Zivaca
ili Ziv€anih snopova ili u epiduralni, subarahnoidalni ili drugi prostor kojim prolaze
osjetna Ziv€ana vlakna.

Za Klasifikaciju i metabolizam lokalnih anestetika vazna je intermedijarna veza, no
fizikalnokemijska svojstva (npr. potentnost, poCetak i duljinu djelovanja) odreduje
alkilna supstitucija na aromatskom prstenu ili na aminu i naboj tercijarnog amina.
Opcenito, stupanj topljivosti u lipidima pokazuje pozitivhu korelaciju s potentnoséu
lokalnih anestetika tako da su lokalni anestetici topljiviji u mastima, potentniji od onih
manje topljivin. No situacija nije tako jednostavna pa osim topljivosti u mastima na
fizikalnokemijska, a time i farmakokinetska svojstva lokalnih anestetika, utjecu i drugi
faktori, npr. vazodilatatorna svojstva anestetika i karakteristike tkiva u koje je lokalni
anestetik primijenjen. Valja spomenuti i pKa lokalnog anestetika i pH otopine u kojoj je
anestetik otoplijen kao faktore koji utjeCu na brzinu pocetka djelovanja te trajanje
blokade. Oni nam govore o stupnju ioniziranosti lokalnog anestetika u tkivu, Sto je
direktno povezano s brzinom difuzije kroz Ziv€anu ovojnicu i membranu. Opcenito
lokalni anestetici imaju pKa izmedu 7,6 i 9,1, znaci nesto vidi od tkivhog pH. Lokalni
anestetici koji imaju nizi pKa (sli¢niji tkivnom pH) manje su ionizirani te bolje penetriraju
u tkiva i brze pocinju djelovati. Na duljinu djelovanja lokalnih anestetika utjeCe i njihova
sposobnost za vezanje na proteine. Kao Sto je ve¢ ranije spomenuto, lokalni anestetici
djeluju vezanjem za membranske proteine koji imaju funkciju receptora na natrijskom
kanalu ziv€ane membrane. Mjerenjem vezanja lokalnog anestetika za proteine
plazme, mozZemo aproksimirati stupanj vezanja za membranske proteine. JaCe
vezanje za proteine u plazmi znaci jaCe vezanje za proteine na membrani i dulje
trajanje blokade natrijskog kanali¢a, $to dovodi do dulje anestezije (2). Prema duljini
djelovanja, lokalni anestetici mogu se podijeliti  na kratkodjelujuce,

srednjedugodjelujuée i dugodjelujuce (tablica 1.1.).



Tablica 1.1. Podjela lokalnih anestetika po duljini djelovanja

Kratkodjeljujuéi Srednjedugodjelujuéi Dugodijelujuci
Prokain Lidokain Tetrakain
Kloroprokain Mepivakain Bupivacain
Prilokain Ropivacain
Etidokain

Osim o vrsti lokalnog anestetika, trajanje lokalne anestezije ovisi o njegovoj dozi, dijelu
tijela gdje je primijenjen i aditivima koji mu se mogu dodati. Najces¢i aditivi koji se
dodaju lokalnom anestetiku su vazokonstriktori (adrenalin, klonidin, dexmedetomidin).
Njihovim dodavanjem smanjuje se sistemska apsorpcija i time produljuje lokalno
djelovanje lokalnih anestetika. Oni nisu bez nuspojava — lokalno mogu nastati
vazokokonstrikcija i ishemija dijela tijela, ali i ziv€anog vlakna s moguéim trajnim
posljedicama. Njihove nuspojave mogu nastati i sistemski, prije svega sistemski
vazokonstriktorni u¢inak ¢ime se moze ugroziti bolesnika. Sljedeéi po ucestalosti su
opijati (buprenorfin, morfij, fentanil i drugi) koji djeluju na periferne opijatske receptore
I time produljuju djelovanje lokalnih anestetika na aksonskim membranama.
Dodavanije opijata na periferiju moze izazvati slicne nuspojave kao sistemsko davanje
— npr. pruritus, muéninu, povrac¢anie ili opstipaciju. Nakon dodavanja antiinflamatornih
aditiva (npr. deksametazona) vidljiva je dulja anestezija. Nije poznato je li to u€inak na
perifernim zivcima ili rezultat sistemske apsorpcije i protuupalnog djelovanja. Mogu se
dodavati i NMDA antagonisti (ketamin, magnezij), inhibitor acetilkolinesteraze
(neostigmin) ili riede neki drugi lijekovi, svi s ciliem produljenja djelovanja i s mogucéim
lokalnim i sistemskim nuspojavama. Svi spomenuti aditivi dodaju se za ubrzavanje
poCetka djelovanja lokalnih anestetika, za usporenje apsorpcije, pojacanje intenziteta

djelovanja ili produljenje trajanja lokalne anestezije (5).

Sistemska toksi¢nost lokalnih anestetika je stanje koje nastaje sistemskom
apsorpcijom vece koli€ine lokalnog anestetika nego je prevideno planom anestezije.
Povecana koncentracija lokalnog anestetika u cirkulaciji dovodi najéeSc¢e do
kardiovaskularnih komplikacija i komplikacija srediSnjeg ziv€anog sustava koje mogu
biti i zivotno ugrozavajuée. Klinicke manifestacije takve toksi¢nosti su od osjeéaja

utrnulosti jezika, smetenosti, poremecaja vida, poremecaja sr€anog ritma do tezih
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poremecaja svijesti i respiratornog aresta (1). Stupanj sistemske toksi¢nosti ovisi o
apliciranoj dozi, brzini primjene, lokaciji primjene te bolesnikovom stanju i dobi prilikom

aplikacije.

1.2. Oko, roznica i topiCka anestezija roznice

OCi su smjeStene u kostane udubine u prednjem dijelu lubanje koje zovemo orbite.
Orbita je kruskolika oblika i volumena je otprilike 30 ml. Sa straznje strane orbite su
kostani otvori kroz koje u oko ulaze opticki Zivac, oftalmiCke arterija i vena te drugi
kranijalni zZivci koji motorno, simpaticki i senzorno inerviraju orbitu i oko. Veci dio orbite
ispunjava ocna jabucica, kuglasta struktura promjera oko 24 mm. Zid o¢ne jabucice
sastoji se od tri sloja — vanjska ovojnica je sklera (bjeloo€nica), srednja uvea i unutarnja
retina (mreznica). Srediste oCne jabucica ispunjeno je staklastim tijelom, prozirnom
Zelatinoznom tvari koje ispunjava otprilike 80% ocCne jabucice (1). Na vanjsku oCnu
ovojnicu vezu se vanjski o¢ni misSi¢e zaduzeni za pokretanje oka.

Roznica je prozirni dio vanjske oCne ovojnice, smjestena je u prednjem dijelu oka i
promjera 11-12 mm. Roznica, zajedno s le¢om, Cini refrakcijski sustav oka na kojem
se prelama svjetlo pri ulasku u oko. Prednja i straznja strana rozZnice nisu jednako
zakrivljene pa, u stvari, ima funkciju opti¢ke le¢e jakosti oko 43 dioptrije. Izvana je u
kontaktu sa zrakom, a iznutra s onom vodicom. Osim refrakcijske, ima i funkciju

zastitne barijere infekcijama i traumi (6, 7).



Zjenica

Prednja ofna sobica RoZnica

Sarenica Zonula

Schlemmov
kanal

Konjuktiva

Lateralni ravni

: misic¢
Straznja C't'i'!::go
otna . Bjelootnica
sobica
Uvea
Staklasto tijelo
MreZnica

Opticki Zivac
Slika 1.2. Anatomija oka

(reproducirano i modificirano uz dopustenje izdavaca. Longnecker DE, ur. Anesthesiology.
New York: The McGraw-Hill Companies, 2008. Sl. 65.1, Anatomy of the eye; str. 1559) (1)

Za normalnu funkciju i prozirnost roznice, kao i cijelog oka, nuzno je odrzavati njezinu
vlaznost. Za to sluze suze, za Ciju su proizvodnju zaduzene suzne Zlijezde. Vlaznost
roznice mjerimo Schirmerovim testom — postavljanjem filter papira standardiziranih
dimenzija u konjuktivalni forniks. Nakon odredenog vremenskog intervala (najéesce je
to 5 minuta) mozemo ocitati koliki dio papira je vlazan i time posredno dobijemo mjeru
vlaznosti roznice (7). Ako Schirmerov test, po ranije opisanom protokolu, o€itamo
nakon aplikacije lokalnih anestetika to nazivamo Schirmer Il test. Njime mjerimo
,bazalnu“ produkciju suza.

Swvu inervaciju oka provode kranijalni zivci. OptiCki zZivac je senzorni zZivac i nosi
informacije s fotoreceptora iz retine u viSe mozdane strukture. Motornu inervaciju
vanjskih misica oka vrSe okulomotorni Zivac, trohlearni zZivac i abducens, dok za
unutarnje o€ne misice simpati¢ke i parasimpaticke niti nose okulomotorni i trigeminalni
zivac (1).



Senzorna inervacija roznice, kao i cijelog oka vrSi se putem oftalmicke grane

trigeminalnog zivca (8).

N. nasociliaris

N. lacrimalis N. frontalis

Cilijarni N, ciliaris

f ganglij longus
Jezgra n. Art, carotis g
trigeminusa \ éf’ _._/

QY

Salivatorna
. \\ o

e
E* et
Motorna jezgra ’ N\

n. facialisa o ) )
/ — 4 \ Kornealniaferentni
/ N. infraorbitalis ogranci
Genikulatni Sfenopalatinalni A ) _
ganglij ganglij Aferentne senzome niti

B Eferentne parasimpaticke niti
WEE  ferentne simpatidke niti

Slika 1.3. Senzorna inervacija oka

(reproducirano i modificirano uz dopustenje izdavaca. Pflugfelder SC. Tear dysfunction and
the cornea: LXVIII Edward Jackson Memorial Lecture. Am J Ophthalmol. 2011; Slika 2,

Integrated lacrimal function unit;.str 902.) (9)

Obzirom da su njegovi zavrSni senzorni ogranci tanki i povoljno locirani, u
svakodnevnoj kliniCkoj praksi za kratkotrajnu anesteziju roznice prilikom izvodenja
raznih bolnih zahvata na prednjem segmentu oka dovoljno je topicki aplicirati lokalne
okularne anestetike. Lokalni okularni anestetici dovode do izostanka osjetljivosti
roznice na manipulaciju poput dodira i zarezivanja (10, 11). Naj¢eSce koristeni lokalni
anestetici za anesteziju roznice su proparakain, tetrakain, oksibuprokain i lidokain (11).
Kako topicki primijenjeni lokalni anestetici dovode do relativno kratkotrajne anestezije
ovakva vrsta anestezije prikladna je za jednostavne zahvate na prednjem dijelu oka,
za operatere kojima ne smeta pomicanje oka za vrijeme zahvata i za pacijente koji

dobro suraduju (1).



1.3. Pentadekapeptid BPC 157

Zeludani pentadekapeptid BPC 157 (sinonimi: PL-10, PLD-116, PL 14736, Pliva) dio
je citoprotektivnog i organoprotektivnog Zelu€anog proteina nazvanog BPC (engl.
Body Protection Compound). Inicijalna istraZivanja BPC-ja 157 pokazala su njegov
gastroprotektivni i antiulkusni ucinak — ostecenja Zelu€ane sluznice uspjeSno se
preveniraju i saniraju nakon sistemskog tretmana BPC-jem 157 bez obzira koji je uzrok
doveo do oStecenja — kemijski agens (etanol), protuupalni lijekovi (indometacin) ili
stresno stanje (12 - 15). Kasnije je pokazano njegovo blagotvorno djelovanje na brojne
crijevne bolesti i stanja: kod modela kemijski izazvane upalne bolesti crijeva BPC 157
uspjesno je umanijio ili posve sanirao osteéenja sluznice i upalnu reakciju na debelom
crijevu (16 - 18). Kod fistula gastrointestinalnog trakta s koZzom, bez obzira je li
primijenjen peroralno ili sistemski, BPC 157 ubrzava cijeljenje (19, 20). Sindrom
kratkog crijeva kod Stakora dovodi do gubitka tjelesne mase. Primjenom BPC-ja 157
tielesna masa Stakora pocela je rasti, crijevne resice su postale dulje, kripte u crijevima
cijeljenje rana: rane od opeklina ubrzano cijele nakon topicke aplikacije kreme s BPC-
jem 157 (22, 23). Kod ozljeda Ahilove tetive znacajno se povecéava Achilles functional
index (AFI; indeks koji opisuje funkciju Ahilove tetive) nakon primjene BPC-ja 157 te
se uvecava broj monocita, fibroblasta, retikulina i kolagena u ozlijedenom podrucju sto
sve govori u prilog ubrzanog cijeljenja tetive (24 - 26). Nakon crush ozljeda misi¢a, kao
I kod transekcije misi¢a, BPC 157 poboljSao je cijeljenje i makroskopski (manje
hematoma i edema, manje kontraktura udova) i mikroskopski (izmedu ozlijedenih
miSi¢nih segmenata nastaje viSe miSi¢nih vlakana, pojaCava se dezminska aktivnost
kao znak regeneracije, miofibrili su veéeg promjera) i biokemijski (manje enzimske
aktivnosti: kreatin kinaza, laktat dehidrogenaza, aspartat aminotransferaza, alanin
aminotransferaza) (27 - 29). Kod ozljeda kostiju, broj zZivotinja s radioloski verificiranim
potpunim cijeljenjem kostiju se statistiCki znaajno povecao nakon aplikacije BPC-ja
157 (30, 31). Prema rezultatima dosadasnjih istrazivanja BPC 157 Stiti
somatosenzorne zivce i obnavlja njihovu funkciju (32 - 34). BPC 157 umanjuje brojne
nuspojave nesteroidnih protuupalnih lijekova. Dokazan je povoljan utjecaj na ozljede
jetre i1 sluznice gastrointestinalnog trakta uzrokovane nesteroidnim protuupalnim
lijekovima, produljenog vremena krvarenja i trombocitopenije izazvanog nesteroidima

(35). BPC 157 primijenjen intraperitonealno bitno je skratio djelovanje opceg
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anestetika thiopentala (36). Aplikacijom BPC-ja 157 nakon primjene opijata dolazi do
statistiCki znaCajne reverzije analgetskog ucinka morfija, ali tek nakon 30-minutnog
perioda (37). Primjenom BPC-ja 157 na roznicu, ubrzava se cijeljenje kornealnih
abrazija i perforativnih ozljeda rozZnice s vrlo brzom negativizacijom fluoresceinskog i
Seidelovog testa u tretiranih Stakora. Valja napomenuti da se kod tih skupina cijeljenje
odvija bez nastajanja novih krvnih Zila Sto rezultira potpuno o€uvanom prozirnoS¢u
roznice Sto je definitivno veliki benefit (38, 39). Primjenom BPC-ja 157, u obliku o€nih
kapi, mozemo ponistiti lijekovima izazvanu midrijazu ili miozu (40). Nakon kirur§kog
odstranjenja suznih Zlijezda nastaje sindrom suhih oc€iju. Lokalnom primjenom BPC-ja
157 u obliku o¢nih kapi to stanje uspjeSno mozZemo neutralizirati (41). BPC 157
ucinkovit je u sprjeCavanju nastanka i lijecenju sr€anih aritmija uzrokovanih raznim
faktorima: hiperkalemijom, medigoksinom, hipoksijom ili lijekovima (42 - 46). Nakon
primjene ekstremne doze bupivakaina dolazi do nastanka kardiotoksi¢nosti Sto se
prezentira bradikardijama, AV blokom, ventrikularnim ektopijama, ventrikularnom
tahikardijom, elevacijom T vala i na kraju asistolijiom. Sve te toksi¢ne ucinke
bupivakaina na srce mozemo ublaziti i znaCajno povecati prezivljenje testiranih
Zivotinja primjenom BPC-ja 157, bilo prije aplikacije lokalnog anestetika ili neposredno
nakon nje (47).

Mehanizam djelovanja BPC-ja 157 je putem sustava dusi¢nog oksida (NO). Primjenom
prekursora NO (L-arginin) ili blokatora NO sintetaze (L-NAME) moze se mijenjati

ucinak BPC-ja 157 na razne organske sustave (36, 39, 40, 45).

1.4. Dusikov oksid

Dusikov oksid (NO, dusSikov(Il) oksid) vrlo je bitan unutarstanic¢ni i izvanstanicni glasnik.
Dusikov oksid nastaje iz L-arginina katalitickom reakcijom koju potpomaze enzim dusik
oksid sintetaza (NOs) (48 - 50). Poluzivot dusikova oksida vrlo je kratak, izmedu 0,1 i
10 sekundi. FizioloSki se stvara u cijelom organizmu, a najveéi bioloSki u€inak ima u
endotelnim, ziv€anim i upalnim stanicama (51, 52). Sudjeluje u organizmu u upalnim
reakcijama, regulaciji krvnog tlaka (53), proliferaciji glatkih misi¢nih stanica i inhibiciji

agregacije trombocita. NO se otpusta iz endotelnih stanica krvnih Zila i uzrokuje porast
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Sto dovodi do vazodilatacije. To je mehanizam kojim se u organizmu regulira krvni
protok kroz odredeni dio tijela i krvni tlak. U sepsi i endotoksicnom Soku nastaje velika
kolicina NO Sto rezultira masivhom vazodilatacijom i svim posljedicnim kliniCkim
prezentacijama sepse (54). U mozgu se NO sintetizira u odredenim neuronima ¢ime
se regulira otpustanje nekoliko (u pravilu neuroekscitatornih) neurotransmitera. U
interakciji s hemoglobinom u krvi se razgraduje na nitrite (NO2) i nitrate (NO3z) (55).
Dusikov oksid poniStava kisikove slobodne radikale i time pokazuje antioksidativna
svojstva. Ipak, u odredenim uvjetima njegovo dominantno djelovanje je
proinflamatorno pa se moze reci da je on kao takav medijator homeostatskih procesa
u organizmu i vazan citoprotektor (56). L-arginin je esencijalna aminokiselina i
prekursor je duSikova oksida. Enzimatskom katalizom L-arginina nastaju L-citrulin i
NO, za Sto su potrebni kisik i nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH). N(G)-
nitro-L-arginin metil ester (L-NAME) je derivat L-arginina koji se, kompetitivno s L-
argininom, veze na NOs, ali na njoj ne nastaje ranije opisana reakcija stvaranja NO.

Koristi se u laboratorijskim uvjetima kao potentan inhibitor NO-sintetaze. (57).
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Slika 1.4. Proces nastajanja NO iz L-arginina i molekularnog kisika. Reakciju katalizira NO-
sintetaza, a inhibira ju N(G)-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME) (reproducirano uz
dopustenije iz Kokot A. Atropin, pilokarpin, NO sistem, BPC 157 na midrijazi u Stakora
[disertacija]. Osijek: Sveuciliste Josip Jurja Strossmayera, Medicinski Fakultet; 2015.) (57)



1.5. Prikaz problema

1.5.1. Osijetljivost roznice

Prije svih procedura i zahvata na oku, koji su bolni i neugodni, oko je nuzno
anestezirati. To se moze posti¢i opéom anestezijom, regionalnom blokadom oc¢nih
Zivaca ili topi¢kom primjenom lokalnih anestetika. I1zbor tehnike anestezije vrsi se na
temelju podataka o trajanju operacije, omjera rizika i koristi pojedine tehnike za svakog
pacijenta te na temelju pacijentovog odabira. Opcéu anesteziju povezujemo s
mucéninom i povra¢anjem i sporijim oporavkom od operacije nego kod regionalnih
tehnika, a prednosti su joj stabilan intraokularni tlak i nepomiéno operacijsko polje (58).
Za primjenu opcée anestezije potrebno je dodatno osoblje, posebni uvjeti i uredaji koiji
nam za primjenu regionalnih tehnika nisu potrebni, Sto izvodenje operacija bitno
poskupljuje. Primjena tehnika regionalne anestezije (npr. blokada facijalnog Zivca,
retrobulbarni blok, straznji peribulbarni blok ili ,sub-tenon® blok) osigurava akineziju u
operativnom polju, dobru analgeziju, ali injekcija u podru€ju oka povezana je s
neugodom i tjeskobom kod pacijenata, kao i opasnih komplikacija, koje su, dodusSe,
rijetke. Zbog navedenih razloga ovakvi blokovi se u pravilu rade uz neku vrstu sedacije,
Sto je opet povezano s komplikacijama kao kod opcCe anestezije. Razvojem tehnika
mikroskopskih i mini incizija na prednjem segmentu oka, razvila se tehnika topicke
anestezije, odnosno primjene lokalnih anestetika u obliku o€nih kapi. Primjenom
topiCke anestezije izbjegavamo potencijalne komplikacije i opCe anestezije i
peribulbarnih injekcija. Negativne strane ove tehnike su pomicanje oka za vrijeme
operacije i neugodan osjecaj od svjetla mikroskopa. Takoder, za ovu tehniku nisu
prikladni nemirni i nekooperativni pacijenti.

Primjerenim odabirom vrste i doze lokalnog anestetika moramo omoguditi trajanje
anestezije koje je dovoljno za izvr§enje bolnog zahvata na oku. U slu¢aju da ne postoiji
lokalni anestetik koji farmakokinetski odgovara trazenim zahtjevima, lokalnom
anestetiku mozemo dodati tvari koje mijenjaju njegova svojstva i time posti¢i bolji
ucinak. Dodatkom aditiva u o¢ne kapi trajanje lokalne anestezije mozemo produljiti,
ubrzati pocCetak djelovanja lokalnih anestetika ili pojacati njihov ucinak (5). Trajanje
anestezije dulje od trajanja zahvata na oku je nuzno i dogada se svakodnevno u

klinickoj praksi. To operateru omogucava da u slu€aju neplaniranog produljenja
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zahvata ima zadovoljavajuce uvjete za zavrSetak procedure. No anestezija koja traje i
nakon provedenog zahvata nije stanje koje je posve sigurno. U periodu dok traje
lokalna anestezija, a bolni zahvat je zavrsio i povrsina oka nije pod kontrolom operatera
niti ga pacijent osjeti, nastaju uvjeti da eventualno nehoticno ostec¢enje na oku ostane
neprimijeCeno, da se kasnije zapoc¢ne lijeCenje i time nastane i trajno ostecenje.
Podataka o uCestalosti tih oSteCenja nakon lokalne anestezije nema, no poznato je da
barem 3 od 1000 bolesnika nakon opc¢e anestezije (gdje povrsina oka takoder nije pod
kontrolom bilo pacijenta, bilo stru¢ne osobe) ima oStecenja na roznici koja zahtijevaju
lijeCenje (59). Zbog toga bi bilo uputno trajanje rezidualne anestezije svesti na
minimum. Lijekovi za skraCivanje djelovanja lokalnih anestetika u redovnoj klinickoj

praksi ne postoje, niti se opisuju u znanstvenoj literaturi.

Poznato je da BPC 157 umanjuje sistemske toksi¢ne ucinke lokalnih anestetika (47) i
time je dokazano da djeluje na lokalne anestetike. U ovom istrazivanju testirali smo
utjecaj BPC-ja 157 na trajanje anestezije nakon primjene dva razliCita lokalna

anestetika na roznicu Stakora. O navedenoj temi dosad nije bilo istraZivanja.

Uz to, BPC 157 je u viSe radova koriSten kao okularni terapeutik te je pokazano da je

siguran za primjenu na roznicu (38 - 40).

1.5.2. Ostecenje roznice lokalnim anesteticima

Nakon topicke aplikacije lokalnih anestetika na roznicu, na njenom epitelu nastaju
oStecenja, bez obzira koji lokalni anestetik koristimo. Uz to, prilikom pripreme lokalnog
anestetika za primjenu na oko koriste se konzervansi kojima poboljSavamo njegova
mikrobioloska, fizikalnokemijska ili farmakokinetska svojstva (11). Konzervansi su, kao
i lokalni anestetici, kemijski aktivne tvari koje mogu napraviti oSteéenja na epitelu
roznice. Ostecenja mogu biti razliCitog opsega — od pada broja mikronabora na
membranama, do pucanja staniCnih membrana i prolapsa stani¢nih jezgri vidljivih
elektronskom mikroskopijom. OStecenja mogu biti duboka nekoliko slojeva epitelnih
stanica (60 - 62). Za BPC 157 je pokazano da moze poboljSati oporavak roznice nakon
njezine perforacije ili debridmana roznice (38, 39). U sklopu projekta, Ciji je dio i
istrazivanje u sklopu ove disertacije, testirali smo utjecaj BPC-ja 157 i drugih testiranih
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ljekova na oStecenja roznice izazvana topiCkom aplikacijom lokalnog anestetika

tetrakaina.

1.5.3. Utjecaj lokalnih anestetika na vlaznost roznice

Prozirna roznica je preduvjet za dobar prolaz svjetlosnih zraka unutar oka, a za
prozirnost je nuzno odrzavati konstantnu vlaznost na njenoj povrsini. Vlaznost roznice
veéim dijelom odrZavaju suzne Zlijezde lu€enjem suza. Suzne Zlijezde smjeStene su u
plitku udubinu u frontalnom dijelu orbite. Suze se formiraju seroznom sekrecijom
acinoznih i mioepitelnih stanica suzne Zlijezde i potom lu€e u prostor izmedu kapka i
ocCne jabucice. Treptanjem se suze raSire po cijeloj povrSini roZnice i time joj odrzavaju
vlaZznost (1). Osim funkcije vlazenja, suze na povrsini roznice stvaraju tanki film i time
predstavljaju mehani¢ku barijeru od vanjskih utjecaja na oko, a imaju funkciju u
imunoloskom odgovoru (7).

Poznato je da topicki aplicirani lokalni anestetici smanjuju vlaznost roznice kod zdravog
oka, podjednako kao i kod oka s od ranije smanjenom vlaznoséu, $to se vidi u
oCitanjima Schirmerovog testa (63). Nakon kirurSkog odstranjenja suznih Zlijezda
vlaZznost sluznice roznice, o¢ekivano, pada. Za BPC 157 pokazano je da moZe ublaZiti
utjecaj takvog kirur§kog zahvata na vlaznost sluznice roznice (41).

U sklopu projekta, Ciji je dio i istrazivanje u sklopu ove disertacije, testirali smo i utjecaj
BPC-ja 157 i drugih testiranih lijgkova na vlaznost roznice (mjerenu modificiranim
Schirmerovim testom) nakon njezinog izlaganja lokalnom anestetiku tetrakainu.
Rezultati i tih dijelova projekta neophodni su za razumijevanje djelovanja BPC-ja 157

na razna oStecenja roznice Stakora.
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2. HIPOTEZA

Na temelju dosadas$njih spoznaja o utjecaju BPC-ja 157 na lokalne anestetike
postavili smo hipotezu da lokalno primijenjeni BPC 157 skracuje anesteziju roZnice
Stakora nakon primjene lokalnih anestetika te da je taj u€inak posredovan sustavom

dusSi¢nog oksida.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja su:

1.

lzmjeriti trajanje lokalne anestezije roznice Stakora nakon topiCke aplikacije
tetrakaina ili oksibuprokaina

|zmjeriti trajanje lokalne anestezije roznice nakon topicke aplikacije BPC-ja 157,
L-arginina, L-NAME ili njihovih kombinacija na roznicu anesteziranu
tetrakainom ili oksibuprokainom

Odrediti krivulju osjetljivosti roZnice nakon topi¢ke aplikacije tetrakaina ili
oksibuprokaina

Odrediti krivulju osjetljivosti roZznice nakon topi¢ke aplikacije BPC-ja 157, L-
arginina, L-NAME ili njihovih kombinacija na roZnicu anesteziranu tetrakainom

ili oksibuprokainom

Cilj ovog rada je dokazati da lokalno primijenjeni BPC 157 skraduje trajanje

anestezije roznice. lako je poznat povoljan u€inak BPC-ja 157 na toksi¢nost

lokalnih anestetika, istrazivanja o njegovom utjecaju na trajanje lokalne anestezije

dosad nisu provedena. Dokazivanjem ovog nhjegovog djelovanja i uz dodatna

istrazivanja, BPC 157 bi u budu¢nosti mogao umanijiti vaznost jednog

svakodnevnog klinickog problema — rezidualne anestezije.
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4. MATERIJALI'I| METODE

4.1. Ustroj studije

Za istrazivanje je provedena studija u obliku randomiziranog slijepog kontroliranog

pokusa.

Randomizacija je izvrSena putem internet servisa specijaliziranog za randomizaciju

(http:/lwww.randomization.com). Trazena je randomizacija 60 ispitanika u 12 skupina.

Mijerenje osjetljivost izvodio je istraziva¢ koji ni na koji nadin nije mogao znati kojoj

skupini testirana zivotinja pripada i koje tvari su joj kapane u oci.

4.2. Priprema i eksperimentalne Zivotinje

Svi Clanovi tima koji su sudjelovali u istraZivanju educirani su i osposobljeni za rad s
laboratorijskim Zivotinjama (i istrazivaC i mentori su odslusali i polozili te€aj za

osposobljavanje osoba za planiranje i rad s laboratorijskim zivotinjama).

Prije pocCetka istrazivanja pribavljena su pozitivna misljenja EtiCkog povjerenstva i
Povjerenstva za dobrobit Zivotinja Medicinskog fakulteta Sveudilista u Zagrebu i
EtiCkog povjerenstva za istrazivanja Medicinskog fakulteta Osijek, Sveucilista J. J.

Strossmayera u Osijeku.

Istrazivanje je provedeno prema pravilima struke i propisima Zavoda za farmakologiju
Medicinskog fakulteta u Zagrebu te u skladu s odrebama Zakona o zastiti Zivotinja (NN
135/2006) i Pravilnika o zastiti Zivotinja koje se koriste u pokusima ili u druge
znanstvene svrhe (NN 47/2011) Republike Hrvatske.

U istrazivanju su koristeni nasumi¢no odabrani Stakori soja Wistar, muskog spola,
okvirne tezine 200-250 grama iz vlastitog uzgoja, prema odobrenju HR-POK-007
Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske. Istrazivanje je provedeno na Zavodu

za farmakologiju Medicinskog fakulteta u Zagrebu.
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Stakori ukljugeni u istrazivanje osjetljivosti roznice su randomizacijom podijeljeni u 12
skupina — po 6 skupina za svaki lokalni anestetik koristen u istrazivanju. Skupine su

oznacéene kao:

Tablica 4.1. Skupine ispitanika

Destilirana voda (kontrola) Destilirana voda (kontrola)
BPC 157 BPC 157
L-arginin L-arginin

L-arginin + BPC 157 L-arginin + BPC 157
L-NAME L-NAME
L-NAME + BPC 157 L-NAME + BPC 157

Prije istrazivanja provedena je pilot studija. Rezultate iz pilot studije koristili smo za
odredivanje koncentracija i doza lijekova koje ¢emo koristiti u istrazivanju i za
odredivanje veliCine uzorka. Za odabir doze u pilot studiji koristili smo doze koristene

ranije u sliénim studijama (37 - 39).

Prema rezultatima pilot studije i koristeci alate za raCunanje potrebne veli€ine uzorka
dostupne na internetu (www.danielsoper.com/statcalc3/calc.aspx?id=47), izraCunali
smo da bi minimalna veli€ine uzorka trebala biti 5 Stakora po skupini, pa je u svakoj

eksperimentalnoj skupini i koristeno 5 Stakora, $to ukupno iznosi 60 Stakora.

Stakori koji su koristeni za ispitivanje o$teéenja roznice lokalnim anestetikom
randomizirani su u 6 skupina, te su im, nakon lokalnog anestetika, u svako oko
aplicirane po dvije kapi testiranih tvari u obliku o€nih kapi, ovisno o skupini kojoj

pripadaju. Za svaku skupinu smo koristili takoder po 5 Stakora.
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| za mjerenje vlaznosti roznice koristili smo po 5 Stakora za svaku od 6 ispitivanih
skupina. Koristili smo slichu metodu rada — nakon topiCke aplikacije lokalnog
anestetika na roznicu kapali smo po dvije kapi testiranih tvari u svako oko ovisno o

skupini kojoj Stakor pripada.

Nakon zavrSetka pokusa svi Stakori vraceni su u nastambu. Obzirom da nisu ozlijedeni
i da u pokusu nisu uzimani uzorci za post mortem analizu, Stakori ¢e se, nakon
eliminacije koristenih kemijskih tvari, moci koristiti za druge pokuse. Trajanje karence

bit ¢e 1 mjesec.

4.3. Lijekovi koriSteni u pokusu

e BPC 157 (Diagen Ltd., Ljubljana, Slovenija) Cisto¢e 99%, otopljen u fizioloSkoj
otopini. Doza koja se koristila u pokusu odredena je u pilot projektu i odgovara
koncentraciji od 4 ug/mL. U svako oko kapali smo po dvije kapi $to odgovara
koli€ini od 0,4 ug BPC-ja 157

e L-arginin (Sigma-Aldrich) otopljen u koncentraciji 20 mg/mL. Primjenom dvije
kapi aplicirali smo 2 mg L-arginina

e L-NAME (Nw-Nitro-L-arginin methyl ester hydrochloride) (Sigma-Aldrich)
otopljen u koncentraciji 1 mg/mL. Primjenom dvije kapi aplicirali smo 0,1 mg
L-NAME.

e Tetrakain (Tetracain hydrochloridum 5 mg/mL, Gradska ljekarna Zagreb). Dvije
kapi sadrzavaju 0,5 mg tetrakaina.

e Oksibuprokain (Novesine 0,4%, OmniVision). Primjenom dvije kapi aplicirali
smo 0,4 mg oksibuprokaina.

e Diazepam (Normabel otopina za injekcie 5 mg/mL, Belupo).

Intraperitonealnom injekcijom aplicirali smo 4 mg/kg diazepama.

Sve supstancije (lijekovi i destilirana voda) davane su u akutnoj primjeni, u obliku o¢nih

kapi. Svaki lijek pripremao se na dan pokusa.
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4.4. Metode

Na pocCetku pokusa Stakori su sedirani intraperitonealnom injekcijom benzodiazepina
(4 mg/kg) (64), nakon Cega je provedeno inicijalno testiranje osjetljivosti roznice. Pet
minuta nakon primjene sedacije, aplicirane su dvije kapi lokalnog anestetika, a potom
i po dvije kapi testiranih supstanci u svako oko, ovisno o skupini kojoj Zivotinja pripada.
Skupine oznacene kao tetrakain + destilirana voda i oksibuprokain + destilirana voda
kontrolne su skupine i njima su aplicirani samo lokalni anestetik i odgovarajuci volumen
destilirane vode, bez drugih testiranih tvari. Uz svaki ispitivani lokalni anestetik i
istrazivanu tvar BPC 157, testirali smo i djelovanje L-arginina, kao prekursora dusi¢nog
oksida (NO), i L-NAME, kao blokatora sinteze NO, na osjetljivost roznice te time ispitali

povezanost djelovanja BPC-ja 157 sa sustavom dusi¢nog oksida.

Nakon aplikacije testiranih tvari nastavlja se kvantitativno testiranje osjetljivosti roznice.
Osjetljivost roznice mijerili smo upotrebom Cochet-Bonnet esteziometra (Luneau
Ophtalmologie, Chartres, France, slika 4.1.), uredaja za mjerenje osjetljivosti roznice
(65 - 67).

Slika 4.1. Cochet-Bonnet esteziometar

On se sastoji od najlonskog monofilamenta promjera 0,12 mm koji se moze izvladciti.
Maksimalno izvu€en filament dugacak je 6 cm. Pritiskom na roznicu, proizvodi se sila

pritiska na njegovom vrhu kojom Zelimo izazvati Stakorov treptaj (slika 4.2.).
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Slika 4.2. Testiranje osjetljivosti roZnice Stakora pomocu djelomi¢no izvuéene niti

esteziometra

Kako je nit esteziometra standardiziranih fizikalnih svojstava, iz duljine niti kojom
izazivamo treptaj mozZemo odrediti kojom silom pritiS¢emo roznicu. Primijenjena sila je
obrnuto proporcionalna duljini izvu€enog dijela najlonskog monofilamenta (tablica
4.2)).

Tablica 4.2. Konverzija izmjerenih vrijednosti duljine niti esteziometra u pritisak (modificirano

iz Uputa za koriStenje esteziometra)

Duljinanittumm | 60 | 55 | 50 | 45 | 40 | 35 | 30 | 25 | 20 | 15 | 10 5

Vrijednosti
- 0405 |055|0,70,8 1 14118128 |51]10,3|159
pritiska u g/mm?

Testiranje osjetljivosti roznice zapocinje njeznim dodirom vrhom esteziometra okomito
na roznicu te apliciranjem male sile kako bi se filament blago savinuo. Ukoliko Stakor

trepne, to se biljezi kao pozitivan odgovor. Svako oko testira se 3 puta kod svake
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duljine, a za pozitivan rezultat potrebno je izazvati treptaj u barem 2 pokus$aja. Ukoliko
treptaj izostane, duljina filamenta smanjuje se za 1 centimetar i postupak se ponavlja
dok se ne dobije pozitivan odgovor. Izostanak pozitivnog odgovora kada je duljina
filamenta 1 centimetar definira se kao kompletna kornealna anestezija ili kompletni
blok. Biljezi se duljina niti u centimetrima koja izaziva pozitivan odgovor (1 — 6) ili se
odgovor oznacava s 0 ako pozitivnog odgovora nema (kompletni blok). Mjerenja se,
nakon inicijalnog testiranja, ponavljaju svakih 5 minuta do prestanka djelovanja
lokalnog anestetika, odnosno do povrata osjetljivosti roZnice koja je bila prije aplikacije
lokalnog anestetika. Krivulju osjetljivosti roZznice dobijemo ako ucrtamo vrijednosti
dobivene mjerenjem u svakoj vremenskoj toCki na krivulju, gdje je vrileme na osi x, a
duljina niti na osi y. Tipi¢na krivulja osjetljivosti koju dobijemo mjerenjem osjetljivosti

roZnice nakon aplikacije lokalnog anestetika prikazana je na slici 4.3.

4,5
e 40 \
g Inicijalna osjetljvost
‘T 3,5 roznice
8
Q.
g
+ 3,0
©
2
T 2,5
N
o
T 20
©
—
T 15
e b
'g 10 Povratak pocetne
g Kompletna kornealna osjetljivosti (T2)
[ anestezija (T1)
2 05 . \
c
c |
£ 00
5 O n o mn o wnmowmwo wmo umnmowmo wunmowmwouwmowowmwo wmo uwmwo n o
5 NN N TN N O O NNMNODOWODWOO OO d-"aAaNN N OO S N
Lo I I B R e B R o B o R o B o IR |

vrijeme / minute

Slika 4.3. Krivulja osjetljivosti roZnice mjerena esteziometrom

Nakon inicijalnog mjerenja osjetljivosti i aplikacije lokalnih anestetika i testiranih tvari
na roznicu dobijemo potpunu neosjetljivost roznice na vanjske podrazaje. Period u
kojem ne mozZemo izazvati treptaj niti s najveCim pritiskom esteziometra nazivamo

kompletna kornealna anestezija i oznaCavamo ga s T1. U nastavku mijerenja,
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djelovanje lokalnih anestetika se smanjuje i stimulacijom roznice sve manjim pritiskom
(i sve duljom niti esteziometra) izazivamo treptaj. Sljedeca toCka vazna za rezultate je
trenutak kada djelovanje lokalnih anestetika prestaje pa se osjetljivost roZnice vrati na

pocCetnu vrijednost — na slikama i u tablicama je oznacena kao T2.

U sklopu projekta, kojega je dio i ova disertacija, provedena su ispitivanja utjecaja
BPC-ja 157, L-arginina, L-NAME i njihovih kombinacija na oStecenja roznice nastala
nakon topiCki primijenjenog lokalnog anestetika tetrakaina na roznicu Stakora, kao i
utjecaja testiranih lijekova na vlaznost roznice nakon topicki primijenjenog tetrakaina.
Navedena testiranja su nuzna za razumijevanje Sire slike utjecaja BPC-ja 157 i

mehanizma njegovog djelovanja na ostecenja roznice.

Poznato je da svi lokalni anestetici primijenjeni na sluznicu roznice prave ostecenja
njenog epitela. U ovom pokusu odredili smo kolika su ta oSte¢enja 30, 60 i 150 minuta
od pocCetka pokusa kod podskupine Stakora anesteziranih tetrakainom, u svakoj
tretiranoj skupini. Protokol sedacije i aplikacije lijekova bio je isti kao kod ranije
opisanog dijela pokusa s mjerenjem osjetljivosti. Osteéenja rozni¢nog epitela
pregledavana su biomikroskopom s kobaltno plavim filterom (PSL — eng. Portable Slit
Lamp, Reichert, Buffalo, USA) nakon bojanja standardnim fluoresceinskim trakicama
(Fluorescein Sodium Ophtalmic strips, Optitech Eyecare). Test je bio pozitivan ako su
postojali defekti roznice, a negativan ako nisu. Skoriranje je provedeno subjektivhim
odredivanjem povrsine na kojoj postoje defekti — od skora O (bez defekata) do skora 4

(skoro cijela povrSina roznice ima epitelne defekte, tablica 4.3., slika 4.4.).

Tablica 4.3. Ocjenjivanje oStecenja roznice biomikroskopom

Povrsina roznice

Ocjena zahvacéena bojanjem
0 Roznica bez defekata
1 < 1/4 roznice

< 2/4 roznice

< 3/4 roznice

AW N

> 3/4 roznice
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Slika 4.4. Ocjenjivanje oStecenja rozZnice koristenjem biomikroskopa — ilustracija,

lijevo: skor 1, desno: skor 3

Za odredivanje utjecaja BPC-ja 157 na djelovanje lokalnih anestetika na vlaznost
roznice odabrali smo skupinu Stakora lokalno anesteziranih tetrakainom, a nakon toga
tretiranih drugim testiranim lijekovima (BPC 157, L-arginin, L-NAME) ili njihovim
kombinacijama prema protokolu opisanom ranije. Njima smo nakon 30, 60 i 120 minuta
napravili Schirmerov test. Kontrolna skupina je nakon tetrakaina dobila samo
odgovarajucu koli€inu destilirane vode. Test je raden standardnom test trakicom, ali
Sirine 2 mm zbog prilagodbe veli€ini Stakorovog oka. Mjerenja su izvrSena nakon $to

je trakica bila postavljena 1 mm u doniji konjuktivalni forniks u trajanju od 5 minuta.

45, Statisticke metode

Numericki podaci opisani su sredstvima deskriptivhe statistike ovisno o njihovoj
raspodieli, Sto je testirano Kolmogorov-Smirnovim testom za normalnu distribuciju.
Podaci s normalnom raspodjelom opisani su aritmetickom sredinom i standardnom
devijacijom, a u slu€aju raspodjela koje ne slijede normalnu razdiobu medijanom i
interkvartilnim rasponom. Trajanje kompletnog bloka (T1) i vremenskog intervala do
povratka osjetljivosti roznice na poc€etne vrijednosti (T2) za dva lokalna anestetika
(tetrakain i oksibuprokain) u odnosu na testirane tvari (destilirana voda, BPC 157, L-

arginin, L-NAME i njihove kombinacije) opisane su analizom varijance (ANOVA).
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Razlike u ucincima pojedinih testiranih tvari na trajanje anestezije roznice izazvanu
tetrakainom ili oksibuprokainom detaljno su opisane Mann-Whitneyjevim testom za
nezavisne uzorke, nakon Cega je slijedila Banjamini i Hochbergova procedura za
provjeru stope laZznih nalaza (engl. False Discovery Rate — FDR). Statistika koriStena
za testiranje ostecenja roznice lokalnim anesteticima i testiranje vlaznost roznice bila
je sliéna onoj opisanoj za osjetljivost roznice — testiranje normalne distribucije
Kolmogorov-Smirnovim testom, potom Mann-Whitneyjevim testom za nezavisne
uzorke i Banjamini i Hochbergova procedura za provjeru stope laznih nalaza. Sve
statistiCke analize provedene su koriStenjem MedCalc-a 9.5.1.0 (MedCalc Software,
Mariakerke, Belgium). P vrijednosti jednake ili manje od 0,05 uzete su kao statisticki

znacajne.
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5. REZULTATI

U provedenom ispitivanju vidljivo je da primjena dvije kapi lokalnog anestetika u obliku

oCnih kapi kod Stakora izaziva dugotrajnu anesteziju roZnice u obje testirane

podskupine (tablice 5.1. 1 5.2.). Primjenom BPC-ja 157, vremena trajanja anestezije se

statistiCki zna€ajno skracuju u obje tretirane podskupine. Isto tako, primjena prekursora

duSikovog oksida (L-arginina) skracuje trajanje lokalne anestezije, dok se primjenom

blokatora sinteze dusi¢nog oksida (L-NAME) njeno trajanje produljuje.

Tablica 5.1. Utjecaj testiranih tvari (BPC 157, L-arginine, L-NAME i njihovih kombinacija) na

trajanje kompletne kornealne anestezije (T1) izazvane tetrakainom i duljinu vremenskog

intervala u kojem se osjetljivost vratila na pocetne vrijednosti (T2).

Srednja vrijednost (minute) + standardna devijacija

TETRAKAIN +
Tl p* T2 p*

Destilirana voda (KONTROLA) 59+5,2 109 £ 12,5

BPC 157 45+46 <0.001 94+7,0 0.008
L-arginin 51+8,5 0.029 90+£5,3 0.002
L-arginin + BPC 157 34 +5,8 <0.001 72+5,8 <0.001
L-NAME 84 +7,7 <0.001 126 + 8,4 0.005
L-NAME + BPC 157 65+ 7,1 0.089 100+ 9,4 0.165

* U usporedbi s kontrolnom skupinom. Mann-Whitneyjev test za nezavisne uzorke, potom

Banjamini i Hochbergova procedura za provjeru stope laznih nalaza (engl. False Discovery

Rate — FDR)
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Tablica 5.2. Utjecaj testiranih tvari (BPC 157, L-arginine, L-NAME i njihovih kombinacija) na
trajanje kompletne kornealne anestezije (T1) izazvane oksibuprokainom i duljinu vremenskog

intervala u kojem se osjetljivost vratila na pocCetne vrijednosti (T2)

Srednja vrijednost (minute) + standardna devijacija
OKSIBUPROKAIN +

T1 p* T2 P*
Destilirana voda (KONTROLA) 64 £ 5,7 126 £ 3,9
BPC 157 51+5,0 <0.001 106+ 7,4 <0.001
L-arginin 56 +6,9 0.015 112 +5,9 <0.001
L-arginin + BPC 157 48 £5,9 <0.001 96 +£5,5 <0.001
L-NAME 8957 <0.001 137+£79 0.002
L-NAME + BPC 157 71+7,6 0.075 104 +7,0 <0.001

* U usporedbi s kontrolnom skupinom. Mann-Whitneyjev test za nezavisne uzorke, potom
Banjamini i Hochbergova procedura za provjeru stope laznih nalaza (engl. False Discovery
Rate — FDR)

Dodavanjem BPC-ja 157, u svakoj skupini tretiranih Stakora, kod oba testirana lokalna

anestetika, trajanje anestezije se statistiCki znacajno skracuje (tablice 5.3.15.4.).

Tablica 5.3. Podskupina anestezirana tetrakainom. Utjecaj BPC-ja 157 na trajanje kompletne
kornealne anestezije (T1) i na vrijeme povratka pocetne osjetljivosti (T2) kod skupina s

destiliranom vodom, L-argininom i L-NAMEom

Srednja vrijednost (minute) + standardna devijacija
TETRAKAIN +
Tl p* T2 p*

Destilirana voda (KONTROLA) 59+5,2 109 £ 12,5

<0.001 0.008
BPC 157 45+4.6 94+7,0
L-Arginin 51+8,6 90 +5,3

o <0.001 <0.001

L-Arginin + BPC 157 34 +58 72+5,8
L-NAME 8477 126 £ 8,4

<0.001 <0.001
L-NAME + BPC 157 65+7,1 100 £ 9,4

* U usporedbi sa skupinom bez BPC-ja 157. Mann-Whitneyjev test za nezavisne uzorke,
potom Banjamini i Hochbergova procedura za provjeru stope laznih nalaza (engl. False
Discovery Rate — FDR)
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Tablica 5.4. Podskupina anestezirana oksibuprokainom. Utjecaj BPC-ja 157 na trajanje
kompletne kornealne anestezije (T1) i na vrijeme povratka pocetne osjetljivosti (T2) kod

skupina s destiliranom vodom, L-argininom i L-NAMEom

Srednja vrijednost (minute) + standardna devijacija
OKSIBUPROKAIN +
T1 p* T2 p*
Destilirana voda (KONTROLA) 64 £ 5,7 126 £ 3,9
<0.001 <0.001
BPC 157 51+5,0 106 £ 7,4
L-Arginin 56 + 6,9 112+ 5,9
o 0.029 <0.001
L-Arginin + BPC 48 £5,9 96+ 5,5
L-NAME 89+57 137+7,9
<0.001 <0.001
L-NAME + BPC 7176 104 +7,0

* U usporedbi sa skupinom bez BPC-ja 157. Mann-Whitneyjev test za nezavisne uzorke,
potom Banjamini i Hochbergova procedura za provjeru stope laznih nalaza (engl. False

Discovery Rate — FDR)



Na prikazu krivulja osjetljivosti roZznice za podskupinu anesteziranu tetrakainom (slike
5.1., 5.2, 5.3.i5.4.) vidljivo je da je anestezija Stakora, osim Sto je kraca, statistiCki
znacajno i pliéa (manji stimulus izaziva reakciju) kod skupina tretiranih BPC-jem,
L-argininom i kombinacijom L-arginina i BPC-ja. Kod skupine tretirane L-NAME-om
anestezija je dulja i dublja, dok kod skupine L-NAME + BPC 157 nema statisticki

znacajne razlike.

Utjecaj BPC-ja na djelovanje tetrakaina na roZnicu
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Slika 5.1. Krivulja osjetljivosti roznice u vremenu - podskupina tetrakain, skupina BPC
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Utjecaj L-arg i kombinacije L-arg + BPC 157 na djelovanje tetrakaina
na roznicu
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Slika 5.2. Krivulja osjetljivosti roznice u vremenu - podskupina tetrakain, skupine L-arg i L-arg

+ BPC 157

Utjecaj L-NAME i kombinacije L-NAME + BPC-ja 157 na djelovanje
tetrakaina na roznicu
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Slika 5.3. Krivulja osjetljivosti roZznice u vremenu - podskupina tetrakain, skupine L-NAME i
L-NAME + BPC 157
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Slika 5.4. Podskupina tetrakain. U¢inak pojedinih testiranih tvari na krivulju osjetljivosti

p<0,05 u usporedbi s

* —

Stupac: srednja vrijednost, linija: standardna devijacija,

roznice.

kontrolom.
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Na prikazu krivulja osjetljivosti kod podskupine Stakora anesteziranih oksibuprokainom
(slike 5.5., 5.6., 5.7. i 5.8.) dobijemo slicne rezultate: anestezija je kraca nakon
dodavanja otopine BPC-ja 157, L-arginina (kao prekursora NO) i pogotovo kod skupine
tretiranih i L-argininom i BPC-jem 157. Skupina tretirana L-NAME-om ima dulju i dublju
anesteziju, dok dodavanje BPC-ja 157 skupini s L-NAME-om taj u€inak ve¢im dijelom

ponistavamo.

Utjecaj BPC-ja na djelovanje oksibuprokaina na roznicu
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Slika 5.5. Krivulja osjetljivosti roznice u vremenu - podskupina oksibuprokain, skupina BPC
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duljina niti esteziometra koja izaziva treptaj
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Slika 5.6. Krivulja osjetljivosti roZnice u vremenu - podskupina oksibuprokain, skupine L-arg i
L-arg + BPC-ja 157
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Slika 5.8. Podskupina oksibuprokain. U¢inak pojedinih testiranih tvari na krivulju osjetljivosti

p<0,05 u usporedbi s
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Stupac: srednja vrijednost, linija: standardna devijacija,

roznice.

kontrolom.

32



Rezultati testiranja oStecenja roznice pokazuju da topiCkom aplikacijom lokalnih
anestetika na roznici nastaju oSte¢enja. Ta su oStecenja statistiCki bitno manja kod
skupina lokalno tretiranih BPC-jem 157, L-argininom i kombinacijom L-arginin i BPC-
ja (slike 5.9., 5.10., 5.11., 5.12.). Nakon tretmana L-NAME-om ili kombinacijom L-
NAME i BPC-jem 157 nema statistiCki znaCajne razlike u oStecenju (slike 5.13.15.14.).

Skor oStecenja kornealnog epitela,
kontrola

" | | |

2,5

15

0,5

nakon 30 min nakon 60 min nakon 150min

Slika 5.9. Ostecenje korealnog epitela izazvano tetrakainom, kontrola.

Stupac: srednja vrijednost, linija: standardna devijacija

Skor oStecenja kornealnog epitela,
BPC

3,5

2,5

1,5

1

0,5

0
nakon 30 min nakon 60 min nakon 150min

Slika 5.10. OS8tecenje kornealnog epitela izazvano tetrakainom, skupina BPC.

Stupac: srednja vrijednost, linija: standardna devijacija, * = p<0,05 u usporedbi s kontrolom
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Skor oS$tecenja kornealnog epitela,
L-arginin

nakon 30 min nakon 60 min nakon 150min

Slika 5.11. OStecenje kornealnog epitela izazvano tetrakainom, skupina L-arginin.

Stupac: srednja vrijednost, linija: standardna devijacija, * = p<0,05 u usporedbi sa kontrolom

Skor oStecenja kornealnog epitela,
L-arginin + BPC

3,5
2,5
15

0,5
nakon 30 min nakon 60 min nakon 150min

Slika 5.12. OSstecenje kornealnog epitela izazvano tetrakainom, skupina L-arginin + BPC.

Stupac: srednja vrijednost, linija: standardna devijacija, * = p<0,05 u usporedbi s kontrolom
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Skor oS$tecenja kornealnog epitela,
L-NAME

[

nakon 30 min nakon 60 min nakon 150min

Slika 5.13. OStecenje kornealnog epitela izazvano tetrakainom, skupina L-NAME.

Stupac: srednja vrijednost, linija: standardna devijacija, * = p<0,05 u usporedbi s kontrolom

3,5

2,5

15

0,5

Skor oStecenja kornealnog epitela,
L-NAME + BPC 157

nakon 30 min nakon 60 min nakon 150min

Slika 5.14. OSstecenje kornealnog epitela izazvano tetrakainom, skupina L-NAME + BPC 157.

Stupac: srednja vrijednost, linija: standardna devijacija, * = p<0,05 u usporedbi s kontrolom
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Nakon topiCke aplikacije lokalnih anestetika, vlaznost rozZnice i proizvodnja suza

mjereni Schirmerovim testom se smanjuju. Tretman BPC-jem, L-argininom i

kombinacijom L-arginina i BPC-ja 157, vlaznost roZnice Stakora vraca se u vrijednosti

koje su uobiCajene za netretirane Stakore. L-NAME primijenjen sam, ne mijenja

vlaznost roznice, dok kombinacijom L-NAME i BPC-ja 157 vlaznost raste do normalnih

vrijednosti (tablica 5.5.).

Tablica 5.5. Schirmerov test nakon topicke aplikacije tetrakaina na roZnicu Stakora. Koristene

su 2 mm Siroke trakice, prilagodene veli¢ini oka Stakora, umetnute 1 mm u donji konjuktivalni

forniks.
Skupina Nako_n Nako_n Nakor_l
30 min 60 min 150 min
Kontrola 2.5+0.5 2+0.6 2+0.6
BPC 157 6.5+ 0.5* 5+ 0.6* 5.5+ 0.5*
L-arginin 5.5+ 0.5* 3.56+0.5* 3+£09
L-arginin + BPC 157 5.5+ 0.5* 6 £ 0.6* 6 £ 0.6*
L-NAME 3.5+0.5* 25105 1+0.6*
L-NAME + BPC 157 4+0.6* 4.5+ 0.5* 5.5+ 0.5*

Rezultat u milimetrima, 5 minuta nakon postavijanja u definirani polozaj.

Srednja vrijednost  standardna devijacija, * = p < 0,05 u usporedbi s kontrolnom skupinom

36




6. RASPRAVA

Djelovanje okularnih lokalnih anestetika dulje nego $to je potrebno za kirurski zahvat
ili bilo koju drugu bolnu intervenciju na oku, predstavlja klinicki problem za koji dosad
nije pronadeno optimalno rieSenje. Odabir primjerenog anestetika je jedino rjeSenje,
no izbor lokalnih anestetika nije takav da bi nasli idealan za svaku klini¢ku situaciju.
Parcijalno rjeSenje je dodavanje aditiva lokalnim anesteticima kojima moZemo
prilagoditi farmakokinetska svojstva anestetika (5, 68, 69). KoriStenjem danas
dostupnih aditiva, djelovanje lokalnog anestetika mozZemo ubrzati, a anesteziju
produbiti ili produljiti joj trajanje. Znaci, ni jedan od dostupnih aditiva ne rjeSava problem
rezidualne anestezije. Aditiv koji bi ponistio ili skratio djelovanje lokalnih anestetika, a
koji bi u isto vrijeme bio neSkodljiv za roZnicu trenutno nije dostupan ni u klini¢koj
primjeni niti je opisan u literaturi. lako se koriste svakodnevno u klini¢koj praksi, lijekovi
koji se koriste kao aditivi lokalnim anesteticima nisu sluzbeno registrirani za primjenu
kao dodatak lokalnoj ili regionalnoj anesteziji, a takva, ,,off label”, primjena bilo koje
tvari nosi rizike na koje svi korisnici moraju pristati. Za anesteziju roznice specifi¢no je
Sto dodavanjem aditiva u otopinu lokalnog anestetika time izlazemo povrsinu roznice

dodatnim kemijskim oStecenjima koje bismo svakako Zeljeli izbjeci.

Za BPC 157 je vec ranije pokazano da ima utjecaj na djelovanje lokalnih anestetika
(47). U svom radu autorica Zivanovi¢ fokusirala se na jednu od nuspojava lokalnog
anestetika bupivakaina — njegovu kardiotoksi¢nost. Nakon tog dokaza bilo je logi¢no
istraziti je li utjecaj BPC-ja 157 ograniCen samo na odrzavanje homeostaze i
ublaZavanje nuspojava predoziranja lijekom ili je njegov ucinak prisutan i kod pravilno
primijenjenog i doziranog lijeka. Nevezano za to istrazivanje, BPC 157 i inace ima jako

povoljan u€inak na poremecaje rada srca kod raznih drugih uzroka (42 - 46).

BPC 157 se vec ranije primjenjivao na roznicu pa znamo da je takav nacin primjene
siguran (38 - 40). Dapace, u istrazivanjima autora Masnec i Lazi¢ pokazano je da BPC
157 ima povoljan utjecaj na zarastanje rana na roznici, bez obzira radi li se o
perforativnoj ozljedi roznice ili totalnom debridmanu kornealnog epitela. Nakon
primjene BPC-ja 157 lokalno, u obliku ocnih kapi, djelovanje mu je u tim istrazivanjima
bilo vrlo sliéno ucinku njegove sistemske administracije. Osim $to je siguran za topicku

primjenu, prema dosadasnjim studijama, ni nakon sistemske primjene BPC-ja 157 nisu
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iIzazvane znacajne nuspojave, a LD1 (letalna doza kod 1% ispitanika) nije postignuta
(70).

Ovim istrazivanjem je pokazano da BPC 157 skracuje i ublaZzava anesteziju roznice,
inaCe povoljan i oCekivan ucinak lokalnih anestetika na rozZnicu. Osijetljivost roznice
oporavlja se brze i kod Stakora anesteziranih tetrakainom i kod onih anesteziranih
oksibuprokainom nakon aplikacije BPC-ja 157. Zanimljivo je da je osjetljivost ublazena
I kod blokade NO sintetaze (skupine L-NAME + BPC 157) i kod dodavanja supstrata
za NO sintetazu (skupine L-arginin + BPC 157). Davanje o¢nih kapi L-arginina ili L-
NAME i bez BPC-ja 157 ima utjecaj na anesteziju roznice — L-arginin ublazuje
anesteziju roznice, a L-NAME ju poja¢ava. Time smo dokazali djelovanje BPC-ja 157
na sustav duSikovog oksida, ali i djelovanje sustava dusikovog oksida na lokalne

anestetike.

Poznato je da BPC-jem 157 moduliramo sustav dusikovog oksida (71, 72) i poznati su
mehanizmi djelovanja sustava NO. Istrazivanja mehanizma djelovanja dus$ikovog
oksida zapoceta su krajem dvadesetog stoljeca. Istrazivanja faktora opustanja krvnih
Zila kojeg Iuci endotel krvnih zila (EDRF, eng. endothelium derived relaxing factor)
dovelo je do otkrica enzima sintetaze duSikovog oksida koji sintetizira pikomole
duSikovog oksida na endotelu krvnih Zila nakon stimulacije odgovarajucih receptora
(48, 73, 74). Relaksacija misi¢nih stanica krvnih Zila dovodi do vazodilatacije, a ba$
vazodilatacijom mozemo objasniti brojne u€inke BPC-ja. Npr. u radu Vukojevic¢a i
suradnika (75), primjenom BPC-ja 157 nakon ligacije donje Suplje vene uspjeSno
ubrzavamo nastanak kolateralne cirkulacije, smanjujemo trombotska zbivanja i
hemodinamske reperkusije. Tu je posebno istrazena i potvrdena pojaana ekspresija
VEGFR2 gena (eng. vascular endothelial growth factor receptor 2) kod skupina
Stakora koji su BPC-jem 157 tretirani prije istrazivanog dogadaja i kod skupina
tretiranih BPC-jem 157 nakon ligacije donje Suplje vene, za razliku od kontrolne
skupine gdje takve pojaCane ekspresije nema. Time je osim vazodilatacije potvrden i
utjecaj BPC-ja i sustava duSikovog oksida na ekspresiju gena vaznih za stresne
dogadaje. U radu Duzel i suradnika (76), nakon ishemijske ozljede debelog crijeva koja
je izazvana podvezivanjem segmenta lijeve koliCne arterije i pripadajuce vene,
mikrokamerom je pracena perfuzija ciljanog segmenta crijeva, prije i nakon skidanja
ligature. Ciljani segment je post mortem poslan na patohistolosku analizu. Dobivenim

rezultatima nedvojbeno je pokazano da primjenom BPC-ja 157 poboljSavamo
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neoangiogenezu u ishemi¢nom periodu ve¢ unutar 15-ak minuta od nastanka ishemije,
dok u periodu reperfuzije postizemo bolji oporavak i krvnih Zila i crijevne mukoze. Sli¢éni

rezultati pokazani su i u viSe drugih studija (77 - 79).

No, kako roznica nije dobro vaskularizirano tkivo, model vazodilatacije za ovu studiju

nije vjerojatan mehanizam djelovanja BPC-ja 157.

Drugi mehanizam djelovanja BPC-ja 157 je mehanizam citoprotekcije i
organoprotekcije, tj. odrzavanja homeostaze. U radu Sikiri¢a i suradnika (70) sumirani
su podaci iz drugih studija i na jednom mjestu pokazana vazna uloga BPC-ja 157 u
odgovoru na stresni dogadaj. Dokumentirana je njegova interakcija s dopaminergickim
I serotoninergi¢kim sustavima te utjecaj na pro-upalne prostaglandine. Ranije je
opisano i djelovanje BPC-ja 157 na brojne ¢imbenike vazne za stanicnu homeostazu
— od aktivacije gena (EGR-1, eng. early growth response, i njegovog korepresora -
gena NAB2, eng. NGFI-A-binding-2) (80), djelovanja na stani¢ne receptore (VEGFR2
| receptore za hormone rasta) (81, 82) do aktivacije stani¢nih puteva (VEGFR2-aAKT-
eNOS, ERK 72, FAK-paxillin i drugih) (82, 83). Kang i suradnici u svom radu (84)
predlazu BPC 157 kao moguce rjeSenje za tumorsku kaheksiju. Poznato je da je ta
vrsta kaheksije posredovana ili regulacijom centralnog ziv€anog sustava ili je
povezana s kroni€nom upalom. Uz ovu vrstu kaheksije idu i hipoanabolizam i
hiperkatabolizam. Dosada$nje terapijske moguénosti - nutricijska potpora i protuupalni
agensi koji su do sada bili primjenjivani za ovu hamjenu (megesterol) nisu bile posebno
uspjesne. Iz njihove studije je evidentno da primjenom BPC-ja 157 ponistavamo porast
protuupalnih citokina (interleukin-6, faktor tumorske nekroze-alfa) kod ovih stanja,
zaustavlja se gubitak miSi¢nih vlakana i poti¢e miogeneza, a sve putem promjena u
ekspresiji stani¢nih signalnih proteina (FoxO3a, p-AKT, p-mTOR i P-GSK-3p) koji su

odgovorni za hipoanabolizam i hiperkatabolizam.

BPC 157 ima i direktan u€inak na stabilizaciju stani¢nih membrana. In vitro studije su
potvrdile njegov inhibirajué¢i uCinak na depolarizaciju HEK293 stanica izazvanu
bupivakainom (47). Ako se iste stanice izloze hiperkalemiji, BPC 157 uspjesno inhibira
depolarizaciju stanice (42), a istovjetni rezultati dobiveni su i nakon izlaganju stanica
poviSenim koncentracijama magnezija (85). Primjena BPC-ja 157 u svim navedenim

stanjima na stani¢noj membrani dovodi do deaktivacije natrijskih kanalica Cime
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membrana postaju refraktorna ili s povisenim pragom za stvaranje akcijskog

potencijala.

Mehanizmi citoprotekcije i mehanizmi odrZzavanja homeostaze, kao i direktna
stabilizacija staniche membrane su vjerojatni mehanizmi djelovanja BPC-ja 157 na

stani¢noj razini nakon topi¢ke aplikacije lokalnih anestetika na roznicu.

Ostecenja epitela roznice uobi€ajeno rezultiraju brzim zarastanjem. Za regeneraciju su
kljuéne mati¢ne stanice iz limbusa, dijela vanjske ovojnice o¢ne jabucice koji okruzuje
roznicu. Taj dogadaj kontrolira intrinziCka kaskada koja ukljuuje interakcije izmedu
epitelnih stanica, stromalnih keratocita, kornealnih Zivaca i imunoloSkog sustava

posredovana autokrinim i parakrinim citokinima (86).

Ovim istrazivanjem pokazano je da se oS$teenja roznice izazvana lokalnim
anestetikom tetrakainom mogu uspjesno ublaziti primjenom BPC-ja 157 u obliku o¢nih
kapi. | u ovom dijelu pokusa, primjena prekursora NO sintetaze dovodi do oporavka
oStecenja roznice, no nakon blokade NO sintetaze (skupina L-NAME) osteéenja ostaju
prisutna, ¢ak i nakon primjene BPC-ja 157. MozZzemo izvuéi zaklju€ak da djelovanjem
BPC-ja 157 ponistavamo S$tetni u€inak lokalnog anestetika na roznicu, da je ucinak
BPC-ja 157 posredovan sustavom dus$ikovog oksida, a da se, nakon blokade NO
sintetaze, gubi u€inak BPC-ja 157 na oporavak ostecenja izazvano tetrakainom.
Evidentno je da se aplikacijom BPC-ja 157 i moduliranjem sustava dusikovog oksida
uplicemo u intrinziénu kaskadu koja regulira oporavak ostecenih epitelnih stanica.
Osim na ostecenja oka, BPC 157 ima blagotvoran ucinak i na zarastanje raznih drugih
genito-urinarnom traktu (87), zivcima (88) i drugdje pa se moze smatrati da se
primjenom BPC-ja 157 i aktivacijom sustava NO i inae minimaliziraju oStecenja i

ubrzava zacjeljivanje.

Sindrom suhog oka (eng. dry eye syndrome) nastaje zbog nedovoljne koli¢ine suza na
povrsini roznice, tankog ili nepostojeéeg suznog filma ili njegovog promijenjenog
sastava na povrsSini oka. KliniCki se prezentira kao osje¢aj suhoce u oku, iritacije i
goruce boli §to osobi s tim tegobama moze praviti fiziCke, socijalne, alii psihicke tegobe
(89, 90). Sindrom suhog oka mozemo simulirati kirurSkim odstranjenjem suzne
Zlijezde. Spomenut je vec¢ povoljan utjecaj BPC-ja 157 na vlaznost roznice nakon

kirurS§kog odstranjenja suzne Zlijezde (41). Obzirom da suznih Zlijezda u navedenoj
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studiji nije bilo, mjesto djelovanje BPC-ja 157 je na povrsini roZnice. Vlaznost roznice
se smanjuje i direktnim djelovanjem nekih lijekova ili konzervansa u kojem su otopljeni
na povrsini oka. Izmedu ostalih lijekova tu pojavu vidimo i nakon aplikacije lokalnih
anestetika (63).

Ovim istrazivanjem pokazali smo da BPC 157 moze ublaZiti djelovanje lokalnog
anestetika na vlaznost roznice. Djelovanje BPC-ja 157 je i ovdje posredovana putem
sustava dusikovog oksida. Nakon aplikacije L-arginina vlaznost roZnice raste, a nakon
L-NAME bitno pada. BPC 157 pokazao je sposobnost ubrzanog povratka na
uobi€ajene vrijednosti vlaZznosti roznice — i samostalno i u kombinaciji s L-argininom i
L-NAME-om vrijednosti Schirmerovog testa se vradaju na vrijednosti koje su
uobicajene prije aplikacije lokalnog anestetika. Rezultati naseg istrazivanje svakako
dosljedno prate rezultate ranije izvedenih istrazivanja te potvrduju kako povecane
razine NO-a dovode do pojacanog rada suzne Zlijezde, a posljedi¢no i do pojacanog
stvaranja suza i vlazenja roznice $to smo potvrdili i nasim istraZivanjem i doprinijeli

potvrdi teze o interakciji i povezanosti s NO sistemom (70).

Istrazivanjem smo pokazali djelovanje testiranih tvari (BPC 157, L-arginin, L-NAME) i
njihovih kombinacija na viSe razli€itih u€inaka lokalnih anestetika na roznicu Stakora.
Pokazali smo da primjena BPC-ja 157 znacajno ublazuje i Zeljene i neZeljene ucinke
oba testirana lokalna anestetika na roznicu. Manipulacijom sustavom dusikovog oksida
(prekursor L-arginin i blokator NO sintetaze L-NAME) pomi¢emo rezultate istraZivanja
u sve 3 komponente istrazivanja — osjetljivost roznice, osteCenja roznice lokalnim
anestetikom i vlaznost roznice. Evidentno je, i ovim istrazivanju opetovano potvrdeno,
da BPC 157 ima funkciju citoprotekcije i opcenito doprinosi homeostazi organizma
(68).

MozZemo reci da na temelju saznanja iz ovog istrazivanja mozemo potvrditi da BPC
157, primijenjen u obliku o¢nih kapi, znacajno ublazuje djelovanje lokalnih anestetika
na roznicu Stakora. To djelovanje BPC-ja 157 nije ogranieno samo na osnovnu
funkciju lokalnih anestetika i onu aktivnost koju njihovom primjenom zelimo postiéi
(anesteziju roznice) nego i na nuspojave koje nastaju djelovanjem lijekova na roznicu
(toksi¢na ostecéenja roznice i suhe oci). U nekoj buduénosti, ako dodatna istrazivanja
potvrde rezultate o njegovom djelovanju, BPC 157 ¢e se moci Koristiti i kao antidot za

Zeljene i nezeljene ucinke lokalnih anestetika.
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Najveci znanstveni doprinos ovog istraZivanja je proSirivanje dosadasnjih spoznaja i
znanja o u€incima pentadekapeptida BPC-ja 157 te spoznaja o njegovom djelovanju i
interakcijama Sto ¢e svakako doprinijeti boljem shvacanju opisanih mehanizama te
stvoriti pretpostavke za izradu kvalitetnijin buducih studija s ciliem istrazivanja

supstance i njenog djelovanja.
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7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci

zakljucci:

— Djelovanjem BPC-ja 157 skracuje se trajanje anestezije nakon topicke aplikacije
lokalnih anestetika na rozZnicu Stakora

— L-arginin takoder skracuje anesteziju roznice Stakora

— L-NAME produljuje trajanje anestezije roZnice Stakora

— Analizom krivulja osjetljivosti vidljivo je da i BPC 157 i L-arginin pomi¢u krivulju
u lijevo (anestezija je plica), a L-NAME u desno (anestezija je dublja)

— Iz svega navedenoga evidentno je da je mehanizam djelovanja BPC-ja 157

putem sustava dusikovog oksida

Osim $to prosirujemo spoznaje o djelovanju BPC-ja 157 na organizam, dokazivanjem
da BPC 157 moze ublaziti djelovanje lokalnih anestetika, a nakon dodatnih
istrazivanja, mozemo dodati izvorni znanstveni doprinos koji ¢e se mozda modi koristiti

I na dobrobit bolesnika u buducoj klini¢koj praksi.
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8. SAZETAK

Cilj istrazivanja: Kako prolongirani u€inak lokalnih anestetika na oko moze imati
Stetne posljedica, pokuSali smo dokazati da lokalno primijenjeni BPC 157 skraduje
anesteziju roznice nakon topiCke primjene lokalnih anestetika. Taj je ucinak

posredovan sustavom dusi¢nog oksida.

Nacrt studije: Za istraZzivanje je provedena studija u obliku randomiziranog slijepog

kontroliranog pokusa.

Materijal i metode: Nakon intraperitonealne sedacije diazepamom, muskim Wistar
Stakorima smo Cochet-Bonnet esteziometrom mijerili osjetljivost rozZnice nakon
anesteziranja roznice lokalnim anestetikom - 0,5% tetrakainom ili 0,4%
oksibuprokainom, Nakon lokalnih anestetika, Stakori su tretirani nekom od istrazivanih
tvari (BPC 157, L-arginin, L-NAME) ovisno u koju su grupu randomizirani. Cochet-
Bonnet esteziometar sastoji se od najlonskog monofilamenta koji se moze izvlaciti i
koji proizvodi silu pritiska na svom vrhu. Ta je sila obrnuto proporcionalna duljini
izvu€enog dijela filamenta. Filament je promjera 0,12 mm i maksimalne duljine 6 cm.
Mijerenje osjetljivosti roznice zapoceli smo njeznim dodirom roZnice vrhom maksimalno
izvuCenog filamenta okomito na roznicu i primjenom malog pritiska kojim njezno
savijemo filament. Ako je Stakor trepnuo, to smo zabiljezili kao pozitivan odgovor. Ako
ne bi trepnuo, nit bismo skratili za 1 cm i ponavljali testiranje dok ne dobijemo pozitivan
odgovor. Odsutnost pozitivnog odgovora kada je nit izvu€ena na duljinu od 1 cm se
definira kao kompletni kornealni blok. Biljezili smo duljinu niti koja bi izazvala pozitivan
dogovor ili 0 u slu€aju kompletnog bloka. Testiranje smo inicijalno izveli prije aplikacije

lokalnih anestetika i kasnije u intervalima od 5 minuta do povratka pocetne osjetljivosti.

Rezultati: | u tetrakainskoj i u podskupini anesteziranoj oksibuprokainom evidentno je
skracenje kompletne anestezije roznice (T1) i vriieme povratka pocCetne osjetljivosti
(T2) kod skupine tretirane BPC-jem 157.

tetrakain T1: kontrola 59 £ 5,2 min, BPC 157 45 £ 4,6 min, p < 0,001

T2: kontrola 109 + 12,5 min, BPC 157 94 £ 7,0 min, p = 0,008
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oksibuprokain T1: kontrola 64 £ 5,7 min, BPC 157: 51 £ 5,0 min, p < 0,001
T2 kontrola: 126 + 3,9 min, BPC 157: 106 £ 7,4 min, p < 0,001.

Skraéenje anestezije pojavilo se i kod skupina tretiranih L-argininom, dok se kod
skupina tretiranih L-NAMEom anestezija produljila.

Zakljuéak: Djelovanjem putem sustava duSikovog oksida, BPC 157 uspjesno je
skratio trajanje anestezije roznice Stakora nakon topike aplikacije lokalnih anestetika
na nju. Temeljem provedenog istrazivanja pokazali smo da se BPC 157 moZe koristiti

kao antagonist ucinku lokalnih anestetika na roznici Stakora.

Klju€ne rije€i: Arginin; BPC 157; Dusikov oksid; Lokalni anestetici; NG-Nitroarginin
Metil Ester; Roznica; Stakori
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9. SUMMARY

Effect of BPC 157 on corneal sensitivity after topical application of local anesthetics

Objectives: As prolonged effect of local anesthetics can be harmful to the eye, we
tried to prove that locally applied BPC 157 shortens corneal anesthesia after topical
application of local anesthetics and that this effect is nitric oxide mediated.

Study design: Randomized blind controlled experiment was conducted.

Material and methods: First, the male Wistar rats were intraperitoneally sedated with
diazepam. Then, using the Cochet-Bonnet esthesiometer (Luneau Ophtalmologie,
Chartres, France), the corneal sensitivity measurement device, corneal sensitivity was
measured in 0.5% tetracaine- or 0.4% oxybuprocaine-treated rats. After ocular
anesthetics, the rats received one or more tested substances (BPC, L-arginine, L-
NAME), depending to which group the rats were randomized. Briefly, Cochet-Bonnet
esthesiometer consists of nylon monofilament that can be pulled out and produces a
pressure force at its top which is inversely proportional to the length of the elongated
portion of the monofilament. The nylon filament is 0.12 mm in diameter and is 6
centimeters long. Corneal sensitivity testing started with a gentle touch of the fully
extended tip of the esthesiometer perpendicular to the cornea and applying a small
force to finely distort the filament. If the rat blinked, it was recorded as a positive
response. If the blinking response was absent, filament length was reduced by 1
centimeter and the procedure was repeated until a positive response was obtained.
The absence of the positive response when the filament length is 1 centimeter is
defined as a complete corneal block. The length of filament in centimeters that caused
positive response was recorded. In case of complete block, the value 0 was recorded.
Corneal sensitivity tests were performed initially before the corneal anesthesia, and

later in 5 minute intervals until full sensitivity was restored.

Results: In both tetracaine and oxybuprocaine subgroups shortening of both complete
corneal anesthesia (T1) and initial sensitivity restoration time (T2) were evident in

groups treated with BPC 157.
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Tetracaine: T1: control 59 £ 5,2 min, BPC 45 £ 4,6 min, p < 0,001,
T2: control 109 £ 12,5 min, BPC 94 £ 7,0 min, p = 0,008,
Oxybuprocaine: T1: control 64 £ 5,7 min, BPC: 51 £ 5,0 min, p < 0,001,
T2: control: 126 + 3,9 min, BPC: 106 £ 7,4 min, p < 0,001.

Anesthesia shortenings were also evident in groups treated with L-arginine, while in L-
NAME treated groups anesthesia was prolonged.

Conclusion: BPC 157 effectively shortens rat’'s corneal anesthesia after topically
applying local anesthetics. Its mechanism of action is nitric oxide mediated. Based on
the study data we showed that BPC 157 can be used as a local anesthetic’s antagonist

on the rat’s cornea.

Key words: Anesthetics, local; Arginine; BPC 157; Cornea; NG-Nitroarginine Methyl

Ester; Nitric oxide; Rats
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