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1.1. Definicija problema 

 

Kemijsko-fizikalna svojstva urapidila postala su poznata nakon njegove sinteze 

(Klemm i sur., 1977.), dok su mehanizam djelovanja urapidila i farmakološki profil 

proučeni te legislativno prihvaćeni pri puštanju na tržište 1981. godine (Schoetensack i 

sur., 1983.), gdje se uvodi u kliničku praksu kao antihipertenziv koji se i danas redovito 

primjenjuje (Buch, 2010.). Prema značajnom principu djelovanja svrstan je u kategoriju 

antagonista perifernih α1-adrenoreceptora te agonista centralnih serotonergičkih 5-HT1a 

receptora.  

Razvijajući urapidil i tražeći potencijalno mjesto primjene, pojedina in vitro 

istraživanja 80-ih godina prošlog stoljeća upućuju na mogućnost djelovanja urapidila na 

neurotransmisiju dopamina (Jackisch i sur., 1987., Singer i sur., 1989.). S druge strane, 

do danas u literaturi postoji samo jedno opisano in vivo ispitivanje iz 70-ih godina prošlog 

stoljeća koje negira kvalitativni učinak urapidila kao centralnog blokatora dopamina 

(Schoetensack i sur., 1977.). Ostaje nejasno zbog čega učinci urapidila na 

dopaminergičku transmisiju nisu dalje istraživani jer bi to bitno promijenilo i budući tijek 

primjene urapidila u kliničkoj praksi. 

Ovo istraživanje usmjereno je rasvjetljenju uloge urapidila kao potencijalnog 

neuroleptika ili spoja koji posjeduje neuroleptičke karakteristike, što daje novu dimenziju 

njegovoj upotrebi u odnosu na onu kakva postoji danas i mogućnost neke nove primjene 

u budućnosti.  

 

1.2.  Ciljevi istraživanja 

Cilj je istražiti te potvrditi ili opovrgnuti neuroleptička svojstva i neuroleptički 

učinak urapidila na modelima za ispitivanje neuroleptika, djelujući primarno preko 

dopaminergičkog sustava. 
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1. In vitro – smanjujući toksično djelovanje metamfetamina na kulturi stanica PC12 

i SH-SY5Y koje služe kao modeli za proučavanje svojstava dopaminergičkih 

neurona. 

2. In vivo – na standardnim modelima za ispitivanje neuroleptika u štakora;  

izazivajući direktne i indirektne učinke koji upućuju na neuroleptička svojstva, 

bilo aktivacijom bilo inhibicijom dopaminergičkog sustava. 

 

1.3.  Opseg rada 

 

Istraživanje je provedeno na nekoliko osnovnih bihevioralnih modela za ispitivanje 

svojstava potencijalnih neuroleptika u štakora težine 180–200 grama te modelima stanica 

PC12 i SH-SY5Y. 

     U in vitro modelu određivalo se sljedeće: 

Nakon tretmana stanica PC12 i SH-SY5Y metamfetaminom, odnosno urapidilom, 

haloperidolom te kvercetinom određivali su se 

1. Vijabilnost stanica putem MTT testa (sposobnosti mitohondrijskih dehidrogenaza 

da prevode žuti topljivi supstrat 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium 

bromid (MTT) u formazan, ljubičasti produkt koji je netopiv u vodi. 

Cilj je dokazati neurotoksični učinak metamfetamina te istražiti učinak urapidila 

na preživljenje stanica nakon tretmana metamfetaminom. 

2. Mjerenje unutarstaničnog nakupljanja reaktivnih kisikovih vrsta metodom 

fluorescencije s pomoću 2',7'-diklorodihidrofluorescin diacetata H2DCF-dA. 

Cilj je dokazati značajno povišenje nakupljanja reaktivnih kisikovih vrsta nakon 

primjene metamfetamina te istražiti učinak urapidila samostalno i nakon tretmana 

metamfetaminom. 

3. Aktivnost kaspaza-3/7 s pomoću komercijalnog kompleta (Apo-ONE® 

Homogeneous Caspase-3/7 Assay, Promega). 

Cilj je aktivirati unutarnji mitohondrijski (apoptotski) put nakon primjene 

metamfetamina te istražiti učinak urapidila na aktivnost kaspaza nakon tretmana 

metamfetaminom. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
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4. Učinak haloperidola kao tipičnog neuroleptika i antagonista D2 receptora na 

preživljenje stanica PC12 nakon tretmana metamfetaminom. 

Cilj je ispitati učinak haloperidola na smanjenje smrtnosti stanica nakon tretmana 

metamfetaminom. 

5. Učinak kvercetina kao tipičnog antioksidanta iz skupine polifenola receptora na 

unutarstanično nakupljanje reaktivnih kisikovih vrsta na stanicama PC12 nakon 

tretmana metamfetaminom. 

6. Cilj je ispitati učinak haloperidola na smanjenje smrtnosti stanica nakon tretmana 

metamfetaminom. 

 

U in vivo modelu određivalo se sljedeće: 

 

1. Učinak gradacijskih doza urapidila u štakora: 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 25 

mg/životinji i praćenje životinja 2 sata od trenutka primjene. 

Cilj je direktno i/ili indirektno pokušati izazvati ponašanje ovisno o dozi, koje će 

se okarakterizirati kao posljedica neuroleptičkog učinka. 

2. Primjena metamfetamina u dozi 40 mg/kg (Fukumura i sur., 1998.) s ciljem 

izazivanja dopaminergičke neurotoksičnosti koja se pratila 2 sata od trenutka 

primjene. 

Cilj je nedvojbeno izazvati promjenu ponašanja životinje kao posljedicu 

neurotoksičnosti dopaminergičke neurotransmisije. 

3. Davanje neuroleptičke doze urapidila prije i poslije aplikacije metamfetamina 

očekujući antagonizaciju metamfetaminskog učinka. 

Cilj je pokušati spriječiti i/ili smanjiti izazvanu neurotoksičnost metamfetamina 

prateći karakteristične promjene ponašanja.  

4. Praćenje promjene ponašanja u svim dozama urapidila i metamfetamina: učinak 

na lokomociju (Kelly i sur., 1998.), stereotipiju te izazivanje katalepsije (Costall 

i sur., 1974.). Učinak na dopaminergički sustav, bilo aktivacijom bilo blokadom, 

očituje se kao: 

a) promjena lokomotorne aktivnosti (kretanje u prostoru, prateći prijeđeni put u 

jedinici vremena)  
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b) nastup stereotipije (ponavljajuće radnje životinja kao što su vrtnja oko stražnjih 

šapa, vrtnja glavom, glodanje, grizenje, lizanje, »umivanje« šapama i sl.) 

c) pojava katalepsije (vrijeme provedeno u nepomičnom položaju 

karakterističnom za neuroleptike). 

5. Praćenje promjena tjelesne temperature samostalno i u kombinaciji urapidila i 

metamfetamina (očekivano povišenje temperature izazvano metamfetaminom te 

smanjenje temperature urapidilom).  

 

1.4. Očekivani rezultati  

Razjasniti farmakološki učinak urapidila i potvrditi njegova neuroleptička svojstva. 

Karakteristične promjene ponašanja te adekvatni testovi u štakora jasno bi pokazali da se 

urapidil ponaša kao neuroleptik u in vivo uvjetima. S druge strane, eksperimenti u kojima 

se koristi kombinacijom neuroleptičkih doza urapidila i metamfetamina potvrdili bi da je 

učinak urapidila najvjerojatnije posljedica blokade dopaminergičkog sustava. Dodatno, u 

in vitro istraživanjima na kulturi stanica dobila bi se stanična potvrda učinka te razjasnili 

unutarstanični mehanizmi promjena nastalih djelovanjem urapidila.  

 

1.5. Značaj rezultata i primjena u praksi 

Zbog česte primjene urapidila u kliničkoj praksi (trudnice u stanju preeklampsije i 

eklampsije, hipertenzivne krize, refraktorne hipertenzije), potvrdni rezultati trebali bi 

utjecati na drukčiji pristup u korištenju urapidila. Učinak urapidila kao lijeka koji 

posjeduje dopaminergički učinak i/ili neuroleptička svojstva svakako bi stvorio novi 

pogled pri primjeni, bilo u akutnoj bilo u kroničnoj varijanti.  

Urapidil se često daje u akutnoj i kroničnoj terapiji hipertenzije, a ne zna se ima li 

to ikakvoga negativnog ili pozitivnog učinka na psihološko/psihijatrijski profil osobe. S 

druge strane, nikada nije objavljen niti jedan podatak o učinku urapidila na bolesnike 

oboljele od shizofrenije.  

Svakako bi značajno bilo i praćenje novorođenčadi čije su majke primale urapidil 

jer urapidil prolazi placentarnu barijeru. Do danas se ne zna izaziva li učinak urapidila 

promjene na fetusu koje se očituju nakon rođenja.  
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S druge strane, potvrda neuroleptičkih svojstava otvara mogućnost primjene 

urapidila ili njemu sličnih analoga kao nove terapije u liječenju psihotičnih stanja i bolesti.  
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2.1. Razlozi istraživanja neuroleptika i osnovni neurotransmisijski mehanizmi 

 

2.1.1.  Početci liječenja psihijatrijskih poremećaja neurolepticima 

 Shizofrenija je psihijatrijski sindrom čija prevalencija iznosi 1%, što jasno 

pokazuje o koliko učestalom sindromu je riječ. Uzimajući u obzir psihopatološke 

karakteristike i promjene ponašanja, manifestacije shizofrenije podijeljene su u nekoliko 

skupina simptoma koje se sastoje od pozitivnih, negativnih i kognitivnih tipova. Pozitivni 

simptomi uključuju psihoze, manifestiraju se kao iluzije i halucinacije, zatim paranoja, 

nemir i hiperaktivnost. Negativni simptomi obuhvaćaju socijalno povlačenje, afektivnu 

tupost i nedostatak motivacije. Konačno, za kognitivne promjene tipične su promjene u 

učenju, memoriji, pažnji i izvršnim funkcijama (van Os i sur., 2009., Ibrahim i sur., 

2011.). Unatoč sve boljem razumijevanju neurobiologije i patopsihologije toga sindroma, 

mnogi oboljeli imaju vrlo lošu prognozu. Terapija shizofrenije gotovo se uvijek temelji 

na farmakološkoj intervenciji neuroleptičkim lijekovima koji su uvedeni u kliničku 

praksu nakon otkrića učinaka prvog neuroleptika klorpromazina 1952. godine (Ban, 

2007.). 

 

2.1.2.  Mehanizmi djelovanja i učinci neuroleptika 

Glavni mehanizam kliničke djelotvornosti neuroleptika je smanjenje dopaminom 

posredovane neurotransmisije bilo antagonizacijom ili djelomičnom agonizacijom na D2 

dopaminskim receptorima (Kapur i sur., 2003.). Na žalost, učinkovitost tih lijekova 

ograničena je na određene simptome shizofrenije i njihova primjena je povezana s 

ozbiljnim nuspojavama (Miyamoto i sur., 2005., van Os i sur., 2009., Pratt i sur., 2012.). 

Točnije, prva generacija antipsihotika, čiji predstavnici su, na primjer, 

klorpromazin i haloperidol, učinkoviti su uglavnom u uklanjanju pozitivnih simptoma 

shizofrenije. 

Nadalje, dopaminergička blokada koju izazivaju dovodi do ekstrapiramidalnih 

nuspojava, koje se u kratkom roku karakteriziraju kao motoričke promjene slične onima 

kod Parkinsonove bolesti (bradikinezija, tremor, ukočenost mišića i položajna 

nestabilnost), dok dugotrajno liječenje dovodi do teških promjena, poput diskinezije, koju 

karakteriziraju neprirodni i nekontrolirani pokreti. Druge nuspojave koje se odnose na 
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inhibiciju dopamina uključuju akatizije (obrazac nervoznih pokreta poput vrtenja nogu, 

ljuljanja, tapšanja rukama ili nogama ili nemogućnosti da se dulje zadrži ista pozicija), 

distonije (nevoljni trzajevi, grčenje ili pomicanje mišića) i galaktoreju (Ellenbroek, 

2012.).  

Klozapin, olanzapin, kvetiapin, risperidon, aripiprazol su neuroleptici druge 

generacije spojeva ili atipični neuroleptici jer se za njih drži da će s manjom vjerojatnošću 

izazivati takve nuspojave. Ipak, oni mogu povećati tjelesnu težinu, izazvati dijabetes, te 

je njihova primjena povezana sa sedativnim svojstvima, epileptičkim napadima i drugim 

neželjenim učincima (Gardner i sur., 2008.). Većina tih spojeva također ima ograničenu 

učinkovitost protiv negativnih i kognitivnih simptoma shizofrenije, stoga je danas upitna 

korisnost koncepta koji pravi podjelu na tipične i atipične neuroleptike (Gardner i sur., 

2009., Leuch i sur., 2009.).  

 

2.1.3.  Dopaminergički sustav i modeli 

 

2.1.3.1.  Četiri dopaminergička puta u mozgu 

Danas se drži da postoje 4 relevantna puta dopaminergičke transmisije putem kojih se 

utječe na liječenje shizofrenije. Blokirajući te puteve, neuroleptici imaju pozitivne 

(antipsihotičke), ali i negativne učinke (nuspojave) na organizam. 

Ti putevi su: 

a) Mezolimbički (povezan s pozitivnim simptomima) 

Anatomija: ventralno područje tegmentuma – nucleus accumbens 

Fiziologija: motivacija, emocije, nagrada 

 

b) Mezokortikalni (povezan s negativnim i kognitivnim simptomima) 

Anatomija: ventralno područje tegmentuma – korteks 

Fiziologija: kognitivne i izvršne funkcije (dorzolateralni prefrontalni korteks), emocije 

i afekti (ventromedijalni prefrontalni korteks) 
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c) Nigrostrijatalni (povezan s ekstrapiramidnim nuspojavama – parkinsonizam – i 

tardivnom diskinezijom. Sadržava oko 80% ukupne količine dopamina mozga.) 

Anatomija: substantia nigra (pars compacta) – striatum (caudatus i putamen) 

Fiziologija: stimulacija voljnih pokreta 

                    

d) Tuberoinfundibularni (povezan s hiperprolaktinemijom) 

Anatomija: hipotalamus (arkuatna i periventrikularna jezgra) – infundibularna regija 

Fiziologija: tonički inhibira otpuštanje prolaktina. 

 

2.1.3.2.  Modeli za dopaminergičku transmisiju 

Opažanja i dosadašnja istraživanja dovela su do dopaminski uvjetovane hipoteze 

shizofrenije, koja predlaže da su barem pozitivni simptomi shizofrenije rezultat 

prekomjerne aktivnosti dopaminergičkih mezolimbičkih puteva (Kapur i sur., 2005., 

Mouri i sur., 2013.). Više dokaza danas potvrđuje tu hipotezu. Nedavno su studije 

pozitronskom elektronskom tomografijom pokazale da postoji povećanje sinteze 

dopamina u shizofrenih bolesnika koji do tada nikada nisu uzimali lijekove u odnosu na 

kontrolnu skupinu jednake dobi (Howes i sur., 2009., Brunelin i sur., 2010.). Isto tako je 

pokazano da amfetamin povećava otpuštanje dopamina kod bolesnika koji do tada nikada 

nisu uzimali lijekove u odnosu na kontrolnu skupinu (Breier i sur., 1997.).  

Iz svega se može zaključiti da dopamin igra važnu ulogu u razumijevanju i 

proučavanju shizofrenije. U skladu s tim, animalni modeli koji se koriste za ispitivanje 

dopaminergičke transmisije imaju cilj kvantificirati promjene ponašanja kao odgovor na 

davanje psihoaktivnih supstanci i lijekova koji povećavaju nakupljanje dopamina u 

sinaptičkoj pukotini (amfetamin i metamfetamin povećavaju oslobađanje dopamina; 

kokain blokira ponovni unos dopamina, dok se apomorfin izravno veže i aktivira D2 

receptore).  S druge strane, molekule koje imaju sposobnost antagonizacije navedenih 

učinaka trebale bi imati neuroleptički učinak, a to se posebno odnosi na blokadu D2 

dopaminskih receptora kao specifičnog mjesta djelovanja. 
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2.1.4.  Glutamatergički sustav i modeli 

S obzirom na to da dopaminergička hipoteza samostalno ne daje odgovarajuće 

objašnjenje za nekoliko značajki shizofrenije, osobito one koje se odnose na negativne i 

kognitivne simptome, pojavile su se i druge hipoteze o nastanku shizofrenije. Jedna od 

njih je poremećaj glutamatom posredovane neurotransmisije.  

Glutamat je glavni ekscitacijski neurotransmiter u središnjem živčanom sustavu i 

ostvaruje svoje djelovanje putem interakcije s ionotropnim receptorima za N-metil-D-

aspartat (NMDA), alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionsku kiselinu 

(AMPA) i kainat, kao i s metabotropnim receptorima (Coyle i sur., 2012.). Jedan od 

važnih pokazatelja da glutamat može igrati ulogu u shizofreniji bio je dokaz smanjenja 

koncentracije glutamata u likvoru bolesnika s tim poremećajem (Kim i sur., 1980.). To je 

u skladu s činjenicom da se primjena subanestetičkih doza antagonista NMDA receptora, 

poput ketamina, fenilciklidina (»anđeoski prah«) i dizocilpina (također poznatog kao 

MK801), očituje psihomimetičkim aktivnošću i narušava kognitivne procese (Pratt i sur., 

2012., Coyle i sur., 2012.). Ti učinci nalikuju na pozitivne i negativne simptome 

shizofrenije. Osim toga, akutni učinak tih spojeva povećava razinu izvanstaničnog 

dopamina u prefrontalnom korteksu i mijenja uzorak aktivacije dopaminergičkih neurona 

u nucleusu accumbensu (Carsson i sur., 2001., Large, 2007.). 

Dakle, poremećena glutamatergička transmisija može biti uključena u 

patofiziologiju shizofrenije (Kristiansen i sur., 2007., Coyle i sur., 2012.).  

Kao i kod dopamina, standardizirani farmakološki modeli koji ispituju djelovanje 

neuroleptika čiji se učinak temelji na glutamatergičkoj hipotezi, imaju za cilj blokiranje 

NMDA-receptora (Moghaddam i sur., 2003., Large, 2006.). 

 

2.1.5.  Serotoninergički sustav i modeli 

Ideja da serotonin može biti uključen u patofiziologiju shizofrenije u velikoj mjeri 

temelji se na činjenici da halucinogene tvari, kao što su dietilamid lizergične kiseline 

(LSD), psilocibin i meskalin, barem djelomično, djeluju modulacijom receptora 

serotonina tipa 2 (5-HT2) (Vollenweider i sur., 2010.). U glodavaca, akutna ili kronična 

primjena tih lijekova potiče abnormalnosti u ponašanju, kao što su grebanje, lupkanja 

prednjim šapama, nekontrolirani trzajevi glavom i povlačenje donje usnice (Meltzer i sur., 

2003., Vollenweider i sur., 2010.). Neki od tih učinaka mogu ovisiti o funkcionalnoj 
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interakciji između dopaminskih i serotoninskih puteva u mozgu (Meltzer, 1999., Carlsson 

i sur., 2001., Meltzer i sur., 2003.). Neke studije pokazuju da se uz smanjenje gustoće 5-

HT2a receptora u prefrontalnom korteksu pacijenata javlja i značajno povećanje gustoće 

dopaminskih D2 receptora u nucleusu caudatusu, što upućuje na to da disfunkcija 

serotonergičke aktivnosti može pridonijeti promjeni dopaminergičkih funkcija prisutnih 

u shizofreniji (Meltzer, 1999., Kapur i sur., 2005.). 

Otkriće da učinci nekih neuroleptika mogu biti posljedica, barem djelomično, 

sposobnosti njihovog vezanja na različite 5-HT receptore, posebno 5-HT2a i 5-HT1a, 

upućuje na zaključak da serotonin može igrati važnu ulogu u razumijevanju shizofrenije 

(Meltzer i sur., 2011.). U tom kontekstu, serotonergički modeli shizofrenije izazivaju se 

primjenom izravnih agonista, kao što je halucinogen 2,5-dimetoksi-4-iodoamfetamin 

(DOI), koji je kemijski i djelovanjem sličan LSD-u ili spojevima koji oslobađaju 

serotonin, kao što je 3,4 metiledenioksimetamfetamin (MDMA) (Castagne i sur., 2009., 

Peleg-Raibstein i sur., 2012.). 

 

2.2. Animalni modeli za testiranje neuroleptičkih svojstava molekula 

 

2.2.1.  Osnovne karakteristike modela 

Istraživanja na laboratorijskim životinjama predstavljaju neizbježan pristup za 

proučavanje poremećaja u ponašanju koji se odnose na mentalna oboljenja i otkrivanje 

novih farmakološki djelatnih molekula, koje bi bile potencijalni kandidati za razvoj 

lijekova, odnosno liječenje oboljelih (Castagne i sur., 2009., Pratt i sur., 2012.).  

Animalni modeli, međutim, moraju ispuniti kriterije valjanosti. Model mora 

prikladno imitirati neurobiološki mehanizam poremećaja (konstruktivna valjanost). 

Također, mora postojati sličnost promjene u ponašanju kod modela i u kliničkoj praksi, 

mora postojati sličnost s humanim ponašanjem (usporedna valjanost). Na kraju, vrlo je 

bitna i prediktivna karakteristika modela (prediktivna valjanost), odnosno procjena 

specifičnosti i senzitivnosti modela na uočavanje farmakološkog učinka, da bi se što više 

smanjila mogućnost lažno negativnih i lažno pozitivnih rezultata. 
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2.2.2.  Farmakološki model shizofrenije u glodavaca 

Do danas su razvijene tri glavne neurokemijske hipoteze shizofrenije u skladu s 

molekulama (lijekovima) koje ostvaruju svoje međudjelovanje s neurotransmisijom 

dopamina, serotonina i/ili glutamata. Lijekovi koji interferiraju s tim sustavima izazivaju 

određene promjene u ponašanju u laboratorijskih životinja (glodavaca), koje je moguće 

antagonizirati aplikacijom neuroleptika. Modeli su prikazani u tablici 1 (Gobira i sur., 

2013.): 

 

Tablica 1. Povezanost bihevioralnih testova, simptoma i farmakološkog djelovanja kod 

proučavanja neuroleptika u laboratorijskih glodavaca 

Bihevioralni testovi Simptomi shizofrenije Farmakološko djelovanje 

Uvjetovana reakcija 

izbjegavanja 
- - 

Stereotipije 
Pozitivni simptomi: stereotipije, 

agitacija 

Dopaminski agonisti, 

NMDA antagonisti 

Hiperlokomocija 
Pozitivni simptomi: agitacija, 

hiperaktivnost 

Dopaminski agonisti, 

NMDA antagonisti 

Prekidanje pretpulsne 

inhibicije 

podražajnog refleksa 

Kognitivni simptomi: deficit 

pažnje 

Dopaminski agonisti, 

NMDA antagonisti, 5-

HT2 agonisti 

Smanjenje socijalne 

interakcije 

Negativni simptomi: socijalno 

povlačenje 
NMDA antagonisti 

Pogoršani rezultati u 

Morrisovom vodenom 

labirintu ili testu 

prepoznavanja objekata 

Kognitivni simptomi: 

poremećaji memorije i učenja 
NMDA antagonisti 
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2.2.3.  Testovi na animalnim modelima koji predviđaju učinkovitost neuroleptika 

Određivanje neuroleptičke aktivnosti laboratorijskih životinja sastoji se od procjene 

je li ispitivani lijek u mogućnosti spriječiti ili povratiti određene promjene ponašanja koje 

imaju karakteristični bihevioralni obrazac nakon primjene farmakoloških spojeva 

(Tablica 1) te se određuju uvjetovana reakcija izbjegavanja (URI), stereotipija, 

hiperlokomocija i prekidanje pretpulsne inhibicije podražajnog refleksa (PPI).  

 

2.2.3.1. Uvjetovana reakcija izbjegavanja 

Za razliku od drugih modela, URI ne zahtijeva aplikaciju farmakološkog sredstva 

da bi se izazvalo abnormalno ponašanje (točnije, to nije farmakološki model u punom 

smislu te riječi). URI je jedan od najstarijih klasičnih testova s ciljem predviđanja 

terapijskog učinka potencijalnog neuroleptika (Wadenberg, 2010.). Kod URI-ja, životinje 

su trenirane da izbjegnu pojavu negativne stimulacije, obično strujnog udara, nakon 

svjetlećeg ili zvučnog podražaja, pokazujući specifičan odgovor u nekom prostoru 

(obično prozirnom kavezu), kao što je bijeg na drugu stranu kaveza (Geyer i sur., 2003., 

Castagne i sur., 2009.). 

Neuroleptici blokiraju URI (životinje ne izbjegavaju strujni udar) u dozama koje ne 

ometaju sposobnost bijega životinje nakon početka poticaja, a koje koreliraju s klinički 

relevantnim dozama (Wadenberg, 2010.). Zanimljivo je da je potrebno oko 70% zasićenja 

strijatalnih D2 receptora za inhibiciju URI-ja, što je slično pragu potrebnom za terapijski 

učinak neuroleptika kod ljudi (Wadenberg i sur., 2000., Geyer i sur., 2003., Wadenberg, 

2010.). Osim toga, taj test ima nisku razinu lažno pozitivnih rezultata, kao što je slučaj sa 

sedativnim lijekovima (npr. benzodiazepinima), koji narušavaju oba izbjegavanja 

(reakciju na podražaj i na strujni udar). Što se tiče prediktivne valjanosti, taj test je 

pouzdan za identifikaciju novih lijekova, te je jednostavan, brz i jeftin. No njegova 

usporedna valjanost jako je niska (Wadenberg, 2010.). 
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2.2.3.2.  Stereotipija 

Stereotipija je izrazito obilježje shizofrenije karakterizirano ponavljajućim, 

nepromjenjivim i besmislenim, nesvrsishodnim ponašanjem. U novije vrijeme 

stereotipija je definirana kao fenomen koji obuhvaća isključivo ponavljajuće motoričke 

radnje, na taj način ih razlikujući od perseveracija koje su specifične za kognitivne 

promjene ponašanja (Morrens i sur., 2006.). Stereotipija se lako potakne kod glodavaca 

te se očituje kao »umivanje« šapama, mirisanje, grizenje šipki na kavezu, hod unatrag, 

itd. Te reakcije mogu biti inducirane izravnim (apomorfin) i neizravnim 

(amfetamin/metamfetamin) dopaminergičkim agonistima. Čini se da je reakcija 

potaknuta posebice stimulacijom D2 receptora u dorzalnom strijatumu, te manje u 

nucleusu accumbensu, pretpostavljenom mjestu za terapeutsku aktivnost neuroleptika 

(Peleg-Raibstein i sur., 2012.).  

Razni tipični i atipični neuroleptici inhibiraju apomorfinom i 

amfetaminom/metamfetaminom izazvane stereotipije. Antagonisti NMDA receptora 

također induciraju stereotipije, a poremećaji izazvani tim spojevima, bilo akutno bilo 

kronično, također se mogu spriječiti primjenom neuroleptika (Porsolt i sur., 2010., Bondi 

i sur., 2012.). Prednost tog testa jest da se stereotipije mogu lako kvantificirati, uz 

minimalne troškove i brze rezultate. Antagonizacija stereotipija primjenom neuroleptika 

ima dobru prediktivnu valjanost. Ipak, činjenica da takvo ponašanje više ovisi o 

dopaminergičkom djelovanju u dorzalnom strijatumu nego u nucleusu accumbensu 

(pretpostavljenom mjestu za neuroleptički učinak lijekova) pokazuje da je njegova 

konstruktivna valjanost ograničena (Peleg-Raibstein i sur., 2012.). 

 

2.2.3.3.  Hiperlokomocija 

Povećanje kretanja (lokomotorne aktivnosti) izazvano lijekovima kod glodavaca 

slično je pozitivnim simptomima shizofrenije. Takav je učinak rezultat povećane 

dopaminergičke aktivnosti u mezolimbičkom putu i nucleusu accumbensu (Iversen, 

1987.). 
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Učinak se može potaknuti davanjem izravnih i neizravnih dopaminergičkih 

agonista (Geyer i sur., 2003., Peleg-Raibstein i sur., 2012.), ili antagonistima NMDA 

receptora (Large 2007., Pratt i sur., 2012.). 

Što se tiče prediktivne valjanosti, hiperlokomocija se učinkovito sprječava tipičnim 

i atipičnim neurolepticima (Moreira i sur., 2005., Leitte i sur., 2008., Castagne i sur., 

2009.). Ipak, spojevi koji izazivaju sedativni učinak mogu dati lažno pozitivne rezultate. 

Stoga je pri testiranju potrebna obvezna kontrolna grupa tako da se vidi učinak na 

osnovno spontano kretanje, kako bi se osiguralo da smanjenje hiperlokomocije nije 

sekundarni učinak sedativnog djelovanja lijeka. Između ostalih parametara, drugi 

problem vezan uz primjenu testa hiperlokomocije je nedostatak standardizacije – trajanje 

ispitivanja, intenzitet svjetla u sobi, veličina prostora za ispitivanje, itd. 

Unatoč nedostatcima, taj test ima nisku cijenu i dobru reproducibilnost. Osim toga, 

reakcija se lako procjenjuje, što je prikladno za početno ispitivanje novih kandidata 

neuroleptika u glodavaca (Peleg-Raibstein i sur., 2012.). Tipični primjeri testiranja su 

učinci haloperidola i klozapina nasuprot povećanoj lokomotornoj aktivnosti izazvanoj 

amfetaminom/metamfetaminom. 

 

2.2.3.4.  Prekidanje pretpulsne inhibicije podražajnog refleksa (PPI) 

PPI nastoji simulirati kognitivni deficit obradbe informacija, koji se obično javlja u 

bolesnika sa shizofrenijom. Kod kontrolnih zdravih životinja, neočekivani glasan zvučni 

podražaj (puls) izaziva tipičan odgovor nazvan podražajni refleks (npr. bijeg na drugu 

stranu kaveza ili jaki drhtaj tijela). No ako pulsu prethodi slabiji, tiši zvučni podražaj 

(pretpuls, koji sam po sebi ne potiče podražajni refleks), tada je podražajni refleks nakon 

pulsa inhibiran (dakle, riječ je o pretpulsnoj inhibiciji). Osobe koje boluju od shizofrenije 

imaju manjak PPI, što znači da pokazuju podražajni refleks čak i kada pulsu prethode 

pretpulsevi (Geyer i sur., 2002., Geyer i sur., 2003., Li i sur., 2009.). Tretman s izravnim 

ili neizravnim agonistima dopamina oponaša deficit obradbe informacija karakterističnih 

za shizofreniju, što utječe na poremećaj PPI (Geyer i sur., 2001.). Taj se učinak može 

antagonizirati neurolepticima, kao što su klozapin, haloperidol, klorpromazin, risperidon 

i kvetiapin (Swerdelow i sur., 1998., Geyer i sur., 2001.). Serotonergički agensi poput 
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DOI ili MDMA također su u mogućnosti izazvati deficit PPI (Geyer i sur., 2001., Geyer 

i sur., 2003., Adams i sur., 2008., Castagne i sur., 2009.). Drugi farmakološki mehanizam 

remećenja PPI jest primjena antagonista NMDA receptora. Takav model, za razliku od 

ostalih navedenih, omogućuje razlikovanje jesu li posrijedi učinci karakteristični za 

tipične, odnosno atipične neuroleptike (Geyer i sur., 2003., Porsolt i sur., 2010.), a 

eksperimentalni profil sličan je primjeni antagonista NMDA receptora u ljudi (Geyer i 

sur., 2003., Castagne i sur., 2009.). Taj test je značajan u istraživanjima neuroleptika jer 

ima visoku usporednu valjanost (kod ljudi se lako mjeri kao refleks treptanja očiju), ali 

manjkavost mu je što zahtijeva skuplju opremu. Specifični neuroleptički učinak očituje 

se u tome što lijek ponovno uspostavi PPI, bez utjecaja na reakciju izazvanu samim 

pulsom.  

 

2.2.3.5.  Testovi relevantni za negativne i kognitivne simptome shizofrenije 

Neki testovi ponašanja, iako nisu specifično vezani uz shizofreniju i neuroleptičko 

djelovanje, mogu biti korisni u predviđanju učinkovitosti protiv negativnih simptoma 

shizofrenije. Većina njih sastoji se od antagonizacije određenih deficita izazvanih 

subanestetičkim dozama antagonista NMDA receptora. Jedan od primjera je test socijalne 

interakcije. Socijalna interakcija u štakora smanjuje se nakon aplikacije ketamina, 

fenciklidina i dizocilpina, a obnavlja se nakon davanja neuroleptika. Treba napomenuti 

da su učinci konzistentniji kada su u pitanju atipični neuroleptici (Lipska i sur., 2000., 

Lieberman i sur., 2008., Porsolt i sur., 2010., Peleg-Raibstein i sur., 2012.). Taj učinak 

nije specifičan samo za neuroleptike jer i anksiolitici povećavaju socijalnu interakciju u 

štakora. Unatoč nedostatcima, navedeni je test značajan za istraživanja s obzirom na to 

da sadašnji neuroleptici imaju vrlo ograničeno djelovanje na negativne simptome. Isto 

tako, kognitivni poremećaji, kao vrlo česti simptomi shizofrenije, ne poboljšavaju se 

sadašnjim lijekovima koji se koriste u liječenju. Prema tome, postoji potreba za 

lijekovima koji mogu poboljšati deficit učenja i pamćenja u tom poremećaju. Deficit 

pamćenja može se izazvati različitim protokolima i odrediti raznim testovima, ali treba 

napomenuti da u ovom slučaju ti testovi nisu specifični samo za testiranje neuroleptika 

(Lipska i sur., 2000., Lieberman i sur., 2008., Porsolt i sur., 2010., Peleg-Raibstein i sur., 

2012.).  
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2.2.3.6.  Testovi koji predviđaju nuspojave neuroleptika 

Kratkotrajna primjena prve generacije neuroleptika izaziva ekstrapiramidne 

nuspojave koje uključuju rane i kasne simptome. Rani simptomi uključuju parkinsonizam 

(ukočenost mišića, usporene kretnje i tremor), distoniju i akatiziju, bradikineziju 

(usporenje pokreta) i tremor. Dugotrajna primjena prve generacije neuroleptika dovodi 

do kasnog simptoma koji se naziva tardivna diskinezija, a sastoji se od abnormalnih, 

prekomjernih i nehotičnih pokreta mišića lica i ekstremiteta (Egan i sur., 1996.). Unatoč 

brojnim istraživanjima, mehanizmi kojima se ostvaruju ti učinci do danas nisu potpuno 

razjašnjeni. Oni uključuju pojačanu osjetljivost na dopamin, ekscitotoksičnost, stvaranje 

slobodnih radikala i smanjenje gustoće dopaminskih transportera (Casey i sur., 2000.).  

Za otkrivanje spojeva koji izazivaju te nuspojave i razumijevanje mehanizama 

njihovog djelovanja primjenjuju se testovi navedeni u tablici 2 (Gobira i sur., 2013.).  

 

Tablica 2. Bihevioralni testovi i moguće ekvivalentne nuspojave neuroleptika u 

glodavaca 

Bihevioralni testovi Nuspojave Tretman 

Katalepsija Parkinsonizam, ekstrapiramidni učinci Akutni 

Prazni pokreti žvakanja Tardivna diskinezija Kronični 

 

 

2.2.3.6.1. Testovi katalepsije 

Katalepsija se u laboratorijskih životinja definira kao nemogućnost ispravljanja 

nametnutog stava. Test se vrlo često izvodi i sastoji se od mjerenja latencije do pomicanja 

životinje iz neobičnog i neugodnog tjelesnog položaja (Sanberg i sur., 1988.). Najčešće 

se koristi procjena na šipki, u kojoj je životinja postavljena tako da se stražnjim šapama 
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oslanja na podlogu, a prednje šape su joj postavljene na šipku koja se nalazi iznad 

podloge. Mjeri se vrijeme potrebno da životinja pomakne obje prednje šape sa šipke ili 

da se cijela popne na šipku (odvoji stražnje šape od podloge). Test katalepsije često se 

rabi za ispitivanje neuroleptika s ciljem procjene poticanja ekstrapiramidalnih nuspojava, 

odnosno sposobnost izazivanja katalepsije je jasna pretpostavka neuroleptičkih svojstava 

ispitivane supstance. Općenito, doze koje su potrebne za izazivanje katalepsije su one pri 

kojima je zauzeto oko 80% D2 receptora u strijatumu, što je više nego za predviđeni 

neuroleptički učinak, koji zahtijeva oko 65–70% zauzimanja D2 receptora (Wadenberg i 

sur., 2010.). Doza lijeka potrebna da se izazovu katalepsija i neuroleptički učinak varira 

u rasponu od vrlo male, kao što je slučaj za haloperidol, do vrlo visoke, kao što je slučaj 

za klozapin (Gerlach i sur., 1991., Moreira i sur., 2005.). Dodatno, doze neuroleptika koje 

su potrebne da bi se izazvala katalepsija kod životinja, dobro koreliraju s dozama koje 

izazivaju ekstrapiramidne nuspojave kod ljudi (Gerlach i sur., 1991.). Prema tome, taj test 

ima vrlo visoku prediktivnu valjanost, a uz to je jeftin, jednostavan, reproducibilan i lako 

se izvodi (Sanberg i sur., 1988., Hoffman i sur., 1995.).  

 

2.2.3.6.2. Prazni pokreti žvakanja (PPŽ) 

Jedna od najznačajnijih nuspojava neuroleptika je tardivna diskinezija. Klinički je 

značajna zbog visoke prevalencije, jakog utjecaja na kvalitetu života te trajanja i nakon 

što se ukine terapija neurolepticima (Tarsy i sur., 1977., De Leon, 2007., Woods i sur., 

2010.). Najkorišteniji i prihvaćen test za proučavanje te nuspojave u štakora je test 

orofacijalne diskinezije, koja se očituje kao »prazni« pokreti žvakanja (PPŽ) jer životinja 

u ustima nema hranu (Klawans i sur., 1972.). Test nije prikladan za miševe jer su oni 

mnogo manji i imaju znatno brže pokrete koji prekrivaju jasno uočavanje i kvantifikaciju 

orofacijalnih pokreta (Tomiyama i sur., 2001.). Valjanost testa PPŽ temelji se na sličnosti 

s tardivnim diskinezijama kod ljudi jer su simptomi kronični, promjenjivi i nastavljaju se 

dugo nakon prestanka uzimanja ispitivane molekule (Turrone i sur., 2003.). Sve životinje 

koje su izložene dugotrajnom učinku neuroleptika ne razviju PPŽ, nego incidencija raste 

s dobi. Simptomi se katkad mogu potaknuti stresom, što je slično kliničkim opažanjima 

u ljudi (Ellison i sur., 1989., Crowley i sur., 2012.). Obično se životinje tretiraju sporo 

otpuštajućim (depo) preparatima neuroleptika, kao što su haloperidol i flufenazin u 
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trajanju od 4 do 36 tjedana (Stoessl i sur., 1989., Petersen i sur., 2000.). Kod određivanja 

stupnja PPŽ, životinje se postave u odvojene kaveze sa zrcalima ispod dna kaveza da bi 

pokreti usta i čeljusti bili lakše uočljivi. Nakon vremena prilagodbe mjeri se broj PPŽ. 

PPŽ je definiran kao jedno otvaranje usta koje nije usmjereno fizičkom objektu. Također 

se mjere ukupno trajanje facijalnog tremora i broj izbacivanja jezika u jedinici vremena 

(Burger i sur., 2005.). Kod životinje do pojave PPŽ dolazi nakon 3–4 tjedna od početka 

davanja neuroleptika (kratkoročni PPŽ). Drži se da kratkoročni PPŽ više reflektira akutne 

ekstrapiramidne nuspojave, za razliku od dugoročnog PPŽ koji odgovara razvoju tardivne 

diskinezije. Ipak, prediktivna valjanost PPŽ kao modela za procjenu tardivne diskinezije 

i danas je kontroverzna jer je riječ o kompleksnom entitetu s različitim očitovanjem kod 

ljudi (Egan i sur., 1996., Marchese i sur., 2004.).  

 

2.3. Urapidil 

 

 

 

Slika 1. Kemijska struktura urapidila 

 

Godine 1948. opisano je da N2-supstituirani fenilpiperazini posjeduju adrenergičku 

aktivnost (Bovet i sur., 1948.). Do otkrića urapidila pokazano je da derivati 

fenilpiperazina imaju širok spektar djelovanja; od hipotenzivnog (blokiranje alfa 

receptora), depresivnog učinka na središnji živčani sustav, antidepresivnog do 

antihistaminskog. Čak su se neki od spojeva prikazali prikladnima za liječenje endogene 

i egzogene psihoze. Ipak, u eksperimentima provedenima na životinjama, nijedan od 
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spojeva koji je imao svojstva alfa blokatora nije dostizao značajan terapeutski potencijal 

na hipertenziju. S obzirom na to da su tahikardija, ortostatska hipertenzija i dijareja 

sprječavale upotrebu klasičnog alfa blokatora fentolamina, opće je stajalište bilo da 

spojevi koji blokiraju postsinaptičke alfa receptore neće biti prikladni kao 

antihipertenzivi. 

Urapidil, kemijskog naziva 6- {3- [4- (o-metoksifenil) piperazinil] -propilamino} -

l, 3-dimetiluracil (Slika 1), jest spoj koji su 1976. godine sintetizirali Klemm i Prüsse u 

istraživačkom laboratoriju Byk Gulden Pharmaceuticals u Konstanzu u Njemačkoj. 

Odabran je iz velike skupine fenilpiperazina koji su bili supstituirani s pirimidinima, 

piridinima, kvinazolinom, teofilinom, imidazolom ili uracilom. Odnos učinka na 

hipotenziju, postsinaptičku blokadu alfa receptora i centralnu sedaciju služio je kao 

kriterij odabira. Tražio se spoj koji bi izazivao hipotenziju blokirajući alfa receptore, a ne 

bi imao značajan centralni sedativni učinak. Od ispitivanih molekula, urapidil se pokazao 

kao najbolji jer se nakon određivanja koeficijenta permeabilnosti očekivalo da prema tom 

koeficijentu također ima dobru parenteralnu apsorpciju i može prelaziti krvno-moždanu 

barijeru (Klemm, 1981.) Kod štakora i psa urapidil se jako dobro apsorbira, gotovo 100%. 

Brzina apsorpcije nakon intraduodenalne primjene karakterizirana je poluvremenom 

apsorpcije urapidila od 0,6 sati.  

U pokusima obilježavanja s radioaktivnim ugljikom (14C-urapidil) kod čovjeka, 

određena mu je maksimalna bioraspoloživost od 72%. Peroralna primjena 14C-urapidila 

doseže svoj maksimum koncentracije u krvi unutar 30 minuta. Nakon apsorpcije vidljiva 

je i brza distribucija u organizmu. Po intravenskoj primjeni nalazi se u većini tkiva i 

organa za 10 do 20 minuta, dok se kod peroralne primjene komparativne koncentracije 

vide nakon 2 do 3 sata. Radioaktivna istraživanja na homogenatima mozga pokazala su 

da je mala količina radioaktivnog urapidila prošla krvno-moždanu barijeru. Pokazalo se 

da je poluvrijeme distribucije 14C-urapidila 1,5–2 sata, dok je poluvrijeme eliminacije bilo 

9–10 sati. Nakon 24 sata prisutno je samo 4 do 5% 14C-urapidila u krvi. Nakon ponovljene 

peroralne primjene (2 puta dnevno, u 8 i 16 sati) 14C-urapidila u štakora stabilno stanje 

postiže se nakon 3 dana, odnosno poslije 5. aplikacije. Maksimalna koncentracija nakon 

višekratne primjene je oko 25% veća nego nakon jednokratne primjene. Izlučivanje 

urapidila je 43% urinom i oko 50% zbog bilijarne ekskrecije, a potpuno izlučivanje 

događa se nakon 48 sati (Schoetensack i sur., 1983.).  
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Tri glavna puta preko kojih se metabolizira većina urapidila su p-hidroksilacija i O-

demetilacija metoksifenilnog prstena te N1-demetilacija uracilnog ostatka. Oko 15% se 

izluči urinom nemetabolizirano (Schoetensack i sur., 1983.).  

 

2.3.1.  Djelovanje urapidila preko dopaminergičkog sustava u središnjem živčanom 

sustavu 

Schoetensack i suradnici 1977. godine objavljuju prvi rad koji ispituje učinke 

urapidila na dopaminergičku transmisiju te u tom radu zaključuju da urapidil u dozi od 

10 do 100 mg/kg primijenjen peroralno ima centralno sedativni učinak u miševa, štakora, 

mačaka i pasa, koji se može prekinuti različitim vanjskim podražajem (npr. glasan zvuk 

ili jako svjetlo). Spontana pokretljivost u miševa je smanjena kada se peroralno primijeni 

u dozi od 10 mg/kg. Jednostavni obrambeni refleksi kod miševa nestaju od 80 mg/kg. Na 

100 mg/kg urapidil smanjuje spontanu pokretljivost i motoričku koordinaciju na 

pokretnoj traci u miševa. U normotenzivnih štakora, nakon peroralne primjene od 25 do 

100 mg/kg, na elektroencefalogramu (EEG) potencijali moždane aktivnosti korteksa su 

niske amplitude i visoke frekvencije. NREM i REM faze sna promijenjene su u korist 

pospane i tihe, ali budne faze. Kod primjene akustičnog ili svjetlosnog podražaja moguće 

je u svakom trenutku poremetiti opisane EEG karakteristike. Peroralno apliciran urapidil 

kod štakora inhibira uvjetovani refleks izbjegavanja, ali samo u dozama u kojima dovodi 

i do smanjenja mišićne koordinacije. U dozama do 200 mg/kg nema učinak na stereotipije 

izazvane d-amfetaminom u štakora. Taj rezultat sugerira da urapidil nema blokirajući 

učinak na dopaminske receptore. S druge strane, intraperitonealna primjena od 0,2 mg/kg 

u miševa štitila je od letalnog učinka d-amfetamina, koji nastaje zbog hipertermije 

posljedično otpuštanju katekolamina (Mantegazza i sur., 1970.), a samostalno primijenjen 

peroralno u dozi od 10 mg/kg značajno snižava tjelesnu temperaturu. Bitno je naglasiti 

da urapidil nema hipotenzivni učinak primijenjen peroralno do 80 mg/kg u štakora, što 

pokazuje da opisane reaktivne i spontane promjene ponašanja nisu uzrokovane 

promjenama kardiovaskularnih funkcija (Schoetensack i sur., 1977.).  

Smisao tih ispitivanja bio je pokazati da se urapidil razlikuje od klasičnih 

predstavnika lijekova s učinkom na središnji živčani sustav. Zbog toga su se gore 

navedeni učinci uspoređivali s klorpromazinom (antipsihotik), diazepamom (sedativ-
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hipnotik) i klonidinom (antihipertenziv). Dokaz da nema učinka na uvjetovani refleks 

izbjegavanja i amfetaminom inducirano glodanje (stereotipije) razlikovao ga je od 

klorpromazina. Nije imao utjecaja na spinalne reflekse u decerebriranih mačaka, što mu 

je davalo različitost u odnosu na diazepam (djelovanje preko GABAergičkog sustava). 

Sposobnost, pak, da životinje neovisno o primijenjenoj dozi uvijek reagiraju na zvučni ili 

svjetlosni podražaj razlikovala ga je od svih triju spojeva (klorpromazina, diazepama i 

klonidina). Zbog tih učinaka urapidil je dobio farmakološki značaj jer je postalo vidljivo 

da je riječ o novom i drukčijem spoju. U godinama koje slijede pokazano je da urapidil 

ipak ima utjecaj na dopaminergičku neurotransmisiju (Kellar i sur., 1984., Pugsley i 

sur.,1986., Jackisch i sur., 1987.).  

L-3-4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA) je prekursor u sintezi neurotransmitera 

dopamina, noradrenalina i adrenalina. L-DOPA nastaje enzimatskom hidroksilacijom 

aminokiseline L-tirozina te se dekarboksilacijom pretvara u dopamin, koji dalje prelazi u 

noradrenalin uz dopamin hidroksilazu. Noradrenalin prelazi u adrenalin putem fentolamin 

N-metiltransferaze. Pokazano je da urapidil ovisno o dozi proporcionalno utječe na 

sintezu katekolamina u mozgu štakora.  

Kellar i suradnici (1984.) pokazuju testom kompetitivne inhibicije da urapidil ima 

umjereni afinitet za dopaminske D2 receptore. Na homogenatima mozga štakora 

obilježeni su dopaminski receptori radioaktivnim tricijem vezanim na spiperon (3H-

spiperona). U koncentraciji od 3.7±0.5 µM urapidil inhibira vezanje 3H-spiperona na 50% 

D2 receptora u tijelu strijatuma štakora.  

Pugsley i suradnici (1986.) objavljuju da intraperitonealna primjena urapidila u dozi 

od 3, 10 i 30 mg/kg, 30 minuta prije aplikacije NSD 1013 (3-hidroksibenzilhidrazin), 

blokatora L-dopa dekarboksilaze, dovodi do povećane akumulacije L-DOPA u 

moždanom deblu (regiji zaduženoj za sintezu noradrenalina) i corpusu striatumu (regiji 

zaduženoj za sintezu dopamina). Sve tri doze povećavaju koncentracije L-DOPA u 

moždanom deblu, a doze od 10 i 30 mg/kg u corpusu striatumu (Pugsley i sur., 1986.). 

Taj rezultat je jasno pokazao da urapidil utječe na sintezu dopamina u corpusu striatumu, 

a Pugsley i sur. pretpostavili su da urapidil vjerojatno direktno blokirajući postsinaptičke 

D2 receptore, kompenzatorno povećava dopaminsku sintezu, što je bio poznat učinak 

neuroleptika haloperidola i klorpromazina. Dodatno, indirektno su zaključili da blokada 
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D2 receptora urapidilom nije značajna za njegov hipotenzivni učinak jer snažan blokator 

D2 receptora spiroperidol nema utjecaj na krvni tlak štakora. 

Jackisch i suradnici (1987.) istražuju učinke urapidila na rezovima mozga kunića, 

a dopaminergičku neurotransmisiju prate s pomoću promjena u razini dopamina 

obilježenog radioaktivnim tricijem (3H-DA) u nucleusu caudatusu. Rezovi nucleusa 

caudatusa preinkubirani su s 0,1 µmol/L 3H-DA. Pokazali su da urapidil potiče otpuštanje 

dopamina iz nucleusa caudatusa, a vrlo potentan učinak iskazuje se uz 10 µM urapidila. 

Taj učinak bio je nešto manji kada se prije urapidila preko perfuzora primijenilo 1µM 

nomifensina (blokator ponovnog unosa noradrenalina i dopamina), ali je i dalje postojao. 

Značajno je da se učinak antagonista D2 receptora domperidona na otpuštanje dopamina 

smanjio za oko 30% uz prisutnost 1 µM urapidila. Slično, inhibicijski učinak selektivnog 

agonista D2 receptora LY 171555 također je značajno smanjen uz prisutnost 1 µM 

urapidila. Kompetitivna inhibicija urapidila s antagonistom domperidonom i agonistom 

LY 171555 pokazuje antagonizirajuća svojstva urapidila na D2 receptore. Uspoređujući 

urapidil s domperidonom, zaključili su da je urapidil mnogo slabiji antagonist D2 

receptora jer je 0.1 µM domperidona potrebno da se otpusti oko 40% dopamina, dok 

urapidil takav učinak ostvaruje s 30 puta većom koncentracijom. Zanimljivo, učinak 

urapidila na dopaminergičku neurotransmisiju iskazao se djelujući na vezikule koje 

skladište dopamin u živčanim završetcima tako što se izlazak 3H-DA povećao za 160% 

uz prisutnost 10 µM urapidila (Jackisch i sur., 1987.).  

Singer i suradnici (1989.) testiraju učinak urapidila na dopaminergičku 

neurotransmisiju u nucleusu accumbensu i corpusu striatumu štakora određivanjem 

omjera 3,4-dihidroksifeniloctene kiseline (DOPAC) i dopamina. Dopamin se u stanici 

metabolizira u DOPAC s pomoću monoaminooksidaze, pri čemu nastaje vodikov 

peroksid. Nakon intravenske aplikacije 30 mg/kg urapidila, vidljivo je da je u nucleusu 

accumbensu omjer DOPAC/dopamin porastao za oko 38% s maksimalnim učinkom 

nakon 30 minuta i da je statistički značajni učinak u odnosu na kontrolu trajao 2 sata. 

Učinak je bio vidljiv već nakon primjene doze od 5 mg/kg. S druge strane, urapidil je 

povećao omjer DOPAC/dopamin i u corpusu striatumu. U oba slučaja vidljiv je jasan 

proporcionalan učinak ovisan o dozi (pojačavao se od 5 do 30 mg i.v.), s time da je bio 

izraženiji u corpusu striatumu nego u nucleusu accumbensu. Da bi se usporedio učinak 

na dopaminergičku neurotransmisiju, ispitan je i učinak neuroleptika haloperidola. 
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Haloperidol u dozi od 2 do 5 mg/kg pokazao je značajno povećanje omjera 

DOPAC/dopamin, otprilike 2 puta veće u odnosu na urapidil. Dodatno, metodom 3H-DA 

pokazali su da 1 µmol/L urapidila potiče izlazak dopamina iz nucleusa accumbensa kada 

se stimulira električnom strujom, dok bez stimulusa nema učinka. S druge strane, 10 

µmol/L urapidila značajno potiče izlazak dopamina bez električne stimulacije, dok učinak 

sa stimulacijom nije testiran. Ti rezultati idu u prilog prethodnim opservacijama da 

urapidil ima sposobnost blokade dopaminskih receptora (Kellar i sur., 1984., Pugsley i 

sur., 1986.). Nadalje, učinak urapidila na otpuštanje dopamina iz nucleusa accumbensa 

nakon električnog podražaja podupire pretpostavku da urapidil blokira presinaptičke D2 

receptore, što je u skladu s rezultatima otpuštanja dopamina iz nucleusa caudatusa kunića 

(Jackisch i sur., 1987.).  

Zaključno, u jedinom radu koji in vivo ispituje neuroleptički potencijal urapidila na 

animalnim modelima za testiranje neuroleptika, zaključuje se da urapidil nema 

sposobnost blokade dopaminskih receptora (Schoetensack i sur., 1977.). Suprotno tome, 

u godinama koje slijede, na ex vivo modelima pokazuje se da urapidil ima sposobnost 

blokiranja dopaminskih receptora (Kellar i sur., 1984., Pugsley i sur., 1986., Jackisch i 

sur., 1987., te Singer i sur., 1989.). Ipak, ostaje nejasno zašto ta svojstva urapidila nikada 

nisu do kraja ispitana na in vivo modelima. 

 

2.4. Metamfetamin 

Metamfetamin je simpatomimetički amin iz skupine psihoaktivnih droga i učestalo 

se zloupotrebljava zbog svojih euforičnih, stimulirajućih, empatogenih i halucinogenih 

svojstava (Yu i sur., 2015.). Mnogi od tih učinaka na središnji živčani sustav posljedica 

su djelovanja na monoaminske neurotransmiterske sustave, odnosno akutne stimulacije 

serotoninske, norepinefrinske i posebice dopaminergičke neurotransmisije. Primjena 

metamfetamina uzrokuje neravnotežu u oslobađanju i povratnom unosu dopamina, 

norepinefrina i epinefrina stvarajući stanje izrazite euforije, nakon čega slijede sati 

stimulacije i uzbuđenosti. Dugotrajna primjena metamfetamina izaziva trajna oštećenja i 

poremećaje oslobađanja serotonina i dopamina na živčanim završetcima aksona, 

apoptotičku smrt monoaminergičkih neurona i smanjenje kognitivnih sposobnosti kao 

posljedicu neurodegeneracije (Cadet i sur., 2003., Marshall i sur., 2012., Panenka i sur., 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marshall%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22709631
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Dell%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22709631


25 
 

2013.). Prvi put je sintetiziran iz efedrina daleke 1893. godine. Iako ima visoki potencijal 

za nastanak ovisnosti, i danas se koristi u medicinske svrhe, uključujući liječenje 

poremećaja pozornosti s hiperaktivnošću (ADHD) u djece, kao i za kratkotrajnu terapiju 

refraktorne (nereagirajuće) pretilosti (Kish, 2008.). Tehnike oslikavanja mozga potvrdile 

su prisutnost neurodegenerativnih promjena kod ovisnika o metamfetaminu. Pokazano je 

da su te neurodegenerativne promjene povezane sa smanjenjem broja prijenosnika za 

dopamin i serotonin u mnogim regijama mozga, sa smanjenjem razine tirozin 

hidroksilaze, ključnog enzima u putu proizvodnje dopamina, kao i sa smanjenjem razine 

samog dopamina (Sekine i sur., 2003., Sekine i sur., 2006., McCann i sur., 2008., 

Krasnova i sur., 2009., Ares-Santos i sur., 2013.). 

 

2.4.1.  Molekularni mehanizmi neurotoksičnog djelovanja metamfetamina 

Iako su brojne studije pokazale štetne učinke metamfetamina na brojne elemente 

živčanog sustava, stanični i molekularni mehanizmi neurotoksičnog djelovanja 

metamfetamina još su velikim dijelom nerazjašnjeni (Yu i sur., 2015.). S druge strane, 

razumijevanje svih patoloških mehanizama koji pridonose neurotoksičnosti 

metamfetamina moglo bi znatno pridonijeti razvoju novih terapijskih pravaca usmjerenih 

prema sprječavanju i liječenju neurotoksičnih i neurodegenerativnih procesa. 

Dosadašnja istraživanja upućuju na niz molekularnih mehanizama u podlozi 

neurotoksičnog djelovanja metamfetamina, uključujući oksidacijski stres, 

ekscitotoksičnost, promijenjenu funkciju mitohondrija, stres endoplazmatskog 

retikuluma, te hipertermiju i upalu, pri čemu je posebna pozornost usmjerena prema 

međusobnoj interakciji navedenih patoloških procesa koji u konačnici rezultiraju 

odumiranjem neurona (Krasnova i sur., 2009., Yu i sur., 2015.).  

 

2.4.2.  Oksidacijski stres 

Kisik zbog svojega jakog redoks potencijala služi kao glavni akceptor elektrona u 

procesima stvaranja metaboličke energije u mitohondrijima. Zbog nepotpune redukcije 

kisika tijekom aerobnog metabolizma nastaju, međutim, vrlo reaktivni spojevi, tzv. 

reaktivne kisikove vrste (RKV), kao što su superoksidni anion, vodikov peroksid, 
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hidroksilni radikal i drugi. RKV-e imaju važnu ulogu u fiziološkim uvjetima jer djeluju 

kao sekundarni glasnici u redoks-osjetljivim metaboličkim putevima i reguliraju redoks-

osjetljive proteine koje mogu reverzibilno oksidirati i reducirati te tako modulirati njihovu 

funkciju, što može utjecati na raznovrsne stanične procese (Wang i sur., 2010.). Ako se u 

stanicama nalaze u koncentracijama koje su veće od fizioloških, RKV-e će poremetiti 

redoks ravnotežu u stanici i dovesti je u stanje oksidacijskog stresa. U reakcijama sa 

staničnim makromolekulama, RKV-e tada uzrokuju strukturalne promjene brojnih 

biomolekula i tako modificiraju njihovu funkciju i/ili razinu aktivnosti. Kao najčešće 

posljedice suviška RKV-a, nastaju peroksidacija lipida, oksidacija proteina i oksidacija 

baza nukleinskih kiselina. Osim toga, pojačana aktivacija redoks-osjetljivih signalnih 

puteva može izazvati promjene u aktivnosti transkripcijskih faktora i utjecati na 

ekspresiju gena (Wang i sur., 2010.).  

 Mozak sisavaca drži se posebno osjetljivim na posljedice oksidacijskog stresa. 

Neuroni imaju jako visoku razinu aktivnosti, pa prema tome i veliku potrebu za 

energijom, što je izravno povezano s povećanom proizvodnjom RKV-a u usporedbi s 

drugim tjelesnim stanicama. S druge strane, mozak nema učinkovite antioksidacijske 

obrambene mehanizme, ima veliki udio polinezasićenih masnih kiselina u membranskim 

lipidima, koje su posebice podložne lipidnoj peroksidaciji, a u odnosu na ostala tkiva ima 

povećane koncentracije iona željeza i bakra koji kroz Fentonovu reakciju mogu pokrenuti 

stvaranje RKV-a (Halliwell, 2006.). Mitohondrijska produkcija RKV-a ponajprije se 

odnosi na otpuštanje superoksidnog aniona iz reakcija transportnog lanca elektrona. 

Superoksid brzo prelazi (spontano ili enzimatski) u vodikov peroksid koji, pak, u 

Fentonovoj reakciji s prijelaznim metalima može prijeći u hidroksilni radikal. Hidroksilni 

radikal drži se glavnim uzrokom oksidacijskih oštećenja jer ne postoji enzimatski sustav 

unutar stanice koji je izravno zadužen za njegovo uklanjanje. 

 

2.4.3.  Endogeni antioksidacijski sustavi  

 Kako bi se zaštitile od štetnih učinaka RKV-a, stanice su tijekom evolucije razvile 

širok spektar antioksidacijskih mehanizama. Ti mehanizmi uključuju antioksidacijske 

enzime (superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza, tioredoksini), kao i 

neenzimske antioksidanse (kao što su glutation, vitamin E, vitamin C, koenzim Q10). Ta 
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kombinacija antioksidacijskih proteina i manjih molekula nudi stanicama prilagodljiv 

sustav za kontrolu unutarstaničnih RKV-a. Visoka učinkovitost tih sustava postiže se 

različitom lokalizacijom antioksidansa, njihovim biokemijskim svojstvima te različitom 

inducibilnošću antioksidacijskih enzima (Wang i sur., 2010.). 

Glutation je ključni neproteinski antioksidans koji sudjeluje u kontroli razine RKV-

a u neuronima, a ujedno i glavni tiol prisutan u moždanom tkivu. Javlja se u dva oblika, 

reduciranom (GSH) i oksidiranom (GSSG), a njihov omjer (GSH/GSSG) koristi se kao 

indikator oksidacijskog statusa stanice. Najvažniji enzimatski obrambeni mehanizam je 

superoksid dismutaza, koja uklanja superoksidni radikal razlažući ga na vodikov peroksid 

i kisik. U matriksu mitohondrija nalaze se forme koje sadrže mangan u aktivnim mjestima 

(MnSOD), a u međumembranskom prostoru mitohondrija i ostatku stanice one s bakrom 

i cinkom (CuZnSOD). Da bi zaštita od RKV-a bila učinkovita, superoksid dismutaze 

moraju funkcionirati zajedno s enzimima koji uklanjaju vodikov peroksid. U mozgu su to 

primarno glutation peroksidaze koje uklanjaju vodikov peroksid tako da istovremeno s 

redukcijom vodikovog peroksida oksidiraju dvije molekule glutationa (GSH), pri čemu 

nastaju voda i GSSH (Halliwell, 2006.).  

 

2.4.4. Uloga oksidacijskog stresa u metamfetaminom potaknutoj neurotoksičnosti 

Pretpostavlja se da je u temeljima neurotoksičnog djelovanja metamfetamina 

njegova strukturalna sličnost s molekulom dopamina, što mu omogućava unos u 

dopaminergičke aksone. To za posljedicu ima oslobađanje dopamina iz sinaptičkih 

mjehurića u citoplazmu, a potom i u ekstraneuronalni prostor mehanizmom obrnutog 

prijenosa putem prijenosnika za dopamin (Sulzer i sur., 2005., Goodwin i sur., 2009.). 

Naime, unos metamfetamina dovodi do značajnog otpuštanja dopamina u 

ekstraneuronalni prostor jer kroz prijenosnik za dopamin istovremeno unosi 

metamfetamin, a iznosi dopamin (Ares-Santos i sur., 2013.). Prema rezultatima Pubilla i 

sur. (2005.), istovremeno s oslobađanjem dopamina u citosol, metamfetamin aktivira α7 

nikotinske receptore za acetilkolin, što vjerojatno dovodi do depolarizacije i porasta 

koncentracije kalcija u sinaptosomima. Prema njima, to aktivira protein kinazu C (PKC) 

i dušik oksid sintazu, čime započinje proces oksidacije dopamina u citosolu. 

Samooksidacijom otpuštenog dopamina dolazi do stvaranja RKV-a, kao što su 
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superoksidni radikal, hidroksilni radikal, vodikov peroksid i kinoni dopamina koji, kao 

što je prethodno spomenuto, izazivaju oksidacijska oštećenja staničnih makromolekula, 

remete ravnotežu unutarstaničnih antioksidacijskih obrambenih mehanizama i dovode 

stanicu u stanje oksidacijskog stresa (Cadet i sur., 1998., Miyazaki i sur., 2006.). S druge 

strane, dopamin u citosolu može se metabolizirati s pomoću monoamino oksidaze-B 

(MAO-B) uz nastanak 3,4-dihidroksifenil octene kiseline (DOPAC) i vodikovog 

peroksida, koji reagira s ionima prijelaznih metala i tvori vrlo toksičan i reaktivan 

hidroksilni radikal u Fentonovoj reakciji (Ares-Santos i sur., 2013.). Takvi neželjeni 

učinci posredovani suviškom RKV-a pridonose metamfetaminom potaknutoj 

degeneraciji živčanih završetaka, kao i pokretanju stanične smrti nakon aktivacije redoks-

osjetljivih signalnih puteva u stanici (Wang i sur., 2008., Krasnova i sur., 2009.). U prilog 

tome idu rezultati istraživanja koji pokazuju da predtretmani učinkovitim 

antioksidansima (N-acetil-L-cistein, askorbinska kiselina, vitamin E) mogu spriječiti 

propadanje monoaminergičkih aksona (De Vito i sur., 1989.). Na stanicama PC12 

pokazano je da toksične koncentracije metamfetamina smanjuju aktivnost 

antioksidacijskih enzima katalaze i glutation peroksidaze (Li i sur., 2012.). Također, 

pojačana ekspresija glutation peroksidaze, enzima koji ima važnu ulogu u odstranjenju 

vodikovog peroksida, zaštitila je stanice PC12 od porasta nakupljanja RKV-a i stanične 

smrti (Hom i sur., 1997.). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miyazaki%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16403784
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Slika 2. Nastanak RKV metabolizmom i oksidacijom dopamina. (A.) 

Monoaminooksidaza (MAO) metabolizira dopamin u DOPAC, pri čemu 

nastaje vodikov peroksid. (B.) Spontanom ili enzimatskom oksidacijom 

dopamina nastaje kinon dopamina i RKV-e. (C.) Kinon dopamina može 

reagirati s reduciranim –SH grupama na cisteinskim ostatcima proteina, pa 

nastaju konjugati 5-cisteinil dopamina.  

 

Vezano uz oksidacijski stres, neurotoksični učinak metamfetamina povezuje se i s 

ekscitotoksičnošću, odnosno pretjeranom aktivacijom receptora za glutamat. In vivo je 

utvrđeno da antagonisti receptora za glutamat mogu smanjiti neurodegeneraciju 

dopaminskih i serotoninskih živčanih završetaka. Protektivni učinak MK-801, 

nekompetitivnog antagonista N-metil-D-aspartat (NMDA) receptora za glutamat, 

potvrđen je i na modelu PC12 stanica (Uemura i sur., 2003.). Ti rezultati upućuju na 

interakciju receptora za dopamin i receptora za glutamat u postizanju neurotoksičnog 

učinka metamfetamina (Krasnova i sur., 2009.). Toksičnost glutamata povezana je s 

produkcijom superoksidnih radikala i dušikovog oksida (NO), što dodatno pridonosi 
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stanju oksidacijskog stresa (Gunasekar i sur., 1995.). U reakciji superoksidnog aniona s 

NO nastaje peroksinitrit, reaktivna dušikova vrsta (RDV) s vrlo jakim neurotoksičnim 

djelovanjem, što za posljedicu primarno ima nitrozilaciju brojnih staničnih proteina, ali i 

modifikaciju ostalih staničnih makromolekula i organela (Beckman i sur., 1996., Ares-

Santos i sur., 2013., Yu i sur., 2015.). U istraživanju provedenom na stanicama PC12 

utvrđena je povećana ekspresija 27 nitroziliranih proteina s raznovrsnim staničnim 

funkcijama (Zhang i sur., 2013.). U skladu s navedenim, inhibitori dušik oksid sintaze 

mogu smanjiti toksični učinak metamfetamina u kulturi stanica (Sheng i sur., 1996.), dok 

spojevi koji djeluju kao hvatači peroksinitrita mogu spriječiti inhibiciju lanca prijenosa 

elektrona u mitohondriju i tako smanjiti poremećaj funkcije mitohondrija, koji je također 

u podlozi neurotoksičnog djelovanja metamfetamina (Brown i sur., 2005.). In vivo, 

hipertermija je također jedno od bitnih obilježja metamfetaminom posredovane 

toksičnosti. Drži se da je i hipertermija povezana s povećanom proizvodnjom RKV-a i 

povećanom oksidacijom dopamina (Ares-Santos i sur., 2013.). Osim hipertermije, treba 

istaknuti da je u in vivo uvjetima jedan od bitnih elemenata neurotoksičnog djelovanja 

metamfetamina aktivacija mikroglije koja i sama proizvodi reaktivne spojeve kisika i 

dušika, i na taj način putem imunoloških procesa ubrzava oksidacijske reakcije i 

neurodegeneraciju (Krasnova i sur., 2009.). 

 

2.4.5.  Apoptoza izazvana oksidacijskim stresom i neurotoksični učinak 

metamfetamina 

Drži se da su povećano nakupljanje RKV-a i pridruženi oksidacijski stres ključni 

za metamfetaminom potaknuto pokretanje programirane stanične smrti, tj. apoptoze. 

Apoptozu karakteriziraju specifične morfološke i biokemijske promjene poput 

kondenzacije kromatina, zaokruživanja i smanjenja stanica, »pupanja« dijelova stanične 

membrane i posljedičnog odvajanja apoptotskih tjelešaca. Dva su osnovna puta koja 

dovode do aktivacije apoptoze: vanjski put, koji je posredovan receptorima smrti, i 

unutarnji ili mitohondrijski put, koji je povezan s otpuštanjem citokroma c u citoplazmu 

(Bredesen i sur., 2006.). U mitohondrijskom putu važnu ulogu imaju proteini porodice 

Bcl-2. Tu porodicu čine proapoptotski članovi (npr. Bax, Bak i Bid) i antiapoptotski 

članovi (npr. Bcl-2), o čijoj međusobnoj interakciji i ovisi sam proces pokretanja 
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apoptoze. Nakon aktivacije proapoptotskih proteina dolazi do njihova premještanja iz 

citosola na membranu mitohondrija, što dovodi do permeabilizacije membrane 

mitohondrija i oslobađanja proapoptotskih čimbenika poput citokroma c, čimbenika 

indukcije apoptoze (engl. apoptosis-inducing factor, AIF) i proteina Smac/DIABLO iz 

mitohondrija u citosol. Najbolje proučeni proapoptotski čimbenik, citokrom c, tvori 

citoplazmatski kompleks s ATP-om i proteinom Apaf-1 (engl. apoptotic protease-

activating factor-1), čime se aktivira inicijatorska kaspaza-9 i formira apoptosom 

(kompleks citokroma c, kaspaze-9 i Apaf-1). Nakon toga pokreće se kaskada događaja u 

stanici, što uključuje aktivaciju kaspaze-3 i cijepanje enzima poli (ADP-riboze) 

polimeraze (PARP), koji je uključen u popravak oštećenja DNK molekule (Wisessmith i 

sur., 2009., Estaquier i sur., 2012., Chen i sur., 2016.).  

Enzimi kaspaze pripadaju porodici proteaza koje sadrže aminokiselinu cistein u 

aktivnom mjestu. Dijele se u dvije skupine: inicijatorske i efektorske kaspaze. 

Inicijatorske kaspaze, kaspaze -2, -8 i -9, djeluju na inaktivne oblike efektorskih kaspaza 

i aktiviraju ih. Glavne efektorske kaspaze mitohondrijskog puta su kaspaza-3 i kaspaza-7 

koje djeluju na druge proteine u stanici, bilo da ih aktiviraju ili dovode do gubitka njihove 

funkcije. Aktivacija kaspaze-3 i cijepanje poli (ADP-riboze) polimeraze potvrđeni su na 

modelima metamfetaminom izazvane toksičnosti u miševa (Deng i sur., 2000.). Inhibicija 

oba proteina može spriječiti metamfetaminom izazvanu smrt stanice i oštećenja 

dopaminergičkih neurona (Uemura i sur., 2003., Iwashita i sur., 2004.). Kao što je već 

prethodno istaknuto, povećano nakupljanje RKV-a i pridruženo oštećenje DNK drže se 

glavnim okidačima u pokretanju apoptoze jer metamfetamin izaziva oksidaciju DNK i 

mijenja ekspresiju gena koji su uključeni u popravak DNK (Cadet i sur., 2002., Tokunaga 

i sur., 2008., Johnson i sur., 2015.). U prisutnosti antioksidansa (vitamina E) aktivacija 

kaspaza je smanjena, a preživljenje stanica povećano (Wang i sur., 2008.). NO i 

peroksinitrit dovode se u vezu s pokretanjem apoptoze, kao i s promjenama u ekspresiji 

antiapoptotskog proteina Bcl-2 i proapoptotskih proteina Bad, Bax i Bid (Jayanthi i sur., 

2001.), što dovodi do formiranja kanala u membrani mitohondrija, gubitka potencijala 

membrane mitohondrija i već spomenutog otpuštanja proteina mitohondrija u citosol i 

pokretanja apoptoze.  

Metamfetamin također može aktivirati vanjski put preko receptora smrti, a kaspaza-

3 i kaspaza-8 su medijatori toga tzv. FasL/Fas puta smrti. FasL pripada skupini citokina, 
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a njegova ekspresija je pod kontrolom upravo onih transkripcijskih faktora koji su 

inducirani toksičnim dozama metamfetamina. Metamfetaminom izazvana aktivacija 

kaspaze-3 preko FasL/Fas puta može se umanjiti tretmanom s antagonistima D1 receptora 

za dopamin, što upućuje na važan doprinos dopamina u aktivaciji toga puta (Jayanthi i 

sur., 2005.).  

 

2.4.6.  Ostali molekularni mehanizmi u podlozi neurotoksičnog učinka 

metamfetamina 

Zbog svojih lipofilnih i kationskih svojstava, metamfetamin može difundirati do 

mitohondrija i u njima se nakupljati. Akumulacijom pozitivno nabijenih molekula može 

doći do promjena u elektrokemijskom gradijentu, inhibicije proizvodnje ATP-a, 

nedostatka stanične energije za metaboličke potrebe te cjelokupnog poremećaja funkcije 

mitohondrija, koji posljedično dovodi do pojačane proizvodnje RKV-a unutar stanice i 

apoptoze (Wu i sur., 2007.). Metamfetamin također može smanjiti i aktivnost enzima 

unutar lanca prijenosa elektrona i na taj način pridonijeti smanjenju zaliha ATP-a. Osim 

toga, polimeraza PARP za popravak oštećene DNK koristi NAD+ kao supstrat i tako 

dodatno može pridonijeti smanjenju zaliha ATP-a i nepovratnom energetskom kolapsu 

stanice (Krasnova i sur., 2009.).  

Osim poremećaja funkcije mitohondrija, oksidacijski stres izazvan 

metamfetaminom može dovesti i do poremećaja funkcije endoplazmatskog retikuluma. 

Endoplazmatski retikulum važan je za pohranu unutarstaničnog kalcija, čiji suvišak može 

pokrenuti aktivaciju proteaze kalpaina i posljedično apoptozu (Suwanjang i sur., 2012.).  

Nekoliko je studija pokazalo da neurotoksične koncentracije metamfetamina mogu 

potaknuti autofagiju, proces u kojem se nakupine oštećenih i mutiranih proteina, kao i 

oštećeni stanični organeli pakiraju unutar autofagosoma i potom spajaju s lizosomom i 

razgrađuju (Castino i sur., 2008., Yu i sur., 2015.). Metamfetaminom izazvano 

nakupljanje citoplazmatskih inkluzija koje odgovaraju autofagnim vakuolama potvrđeno 

je i u PC12 stanicama (Fornai i sur., 2004., Fornai i sur., 2008.). Metamfetamin također 

izaziva promjene u funkciji ubikvitin/proteosom sustava koji ima primarnu ulogu u 

razgradnji oštećenih i mutiranih proteina. Moguće je da dopamin ima ulogu u poremećaju 
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funkcije sustava ubikvitin/proteosom i formiranju inkluzija jer se te promjene mogu 

spriječiti inhibicijom sinteze dopamina i antagonistima D2 receptora za dopamin, kao i 

izazvati agonistima D1 receptora za dopamin (Lazzeri i sur., 2007., Fornai i sur., 2008.). 

Samo formiranje inkluzija, čini se, ovisi o nakupljanju RKV-a jer se može spriječiti u 

prisutnosti antioksidansa (Fornai i sur., 2004.). Budući da autofagija ima ključnu ulogu u 

razgradnji proteina oštećenih oksidacijom, pretpostavlja se da dopaminom izazvano 

nakupljanje RKV-a potiče agregaciju oštećenih proteina, što dovodi do pojačanja 

autofagije kao protektivnog mehanizma u obrani od metamfetaminom izazvanih 

promjena (Castino i sur., 2008.). U skladu s tim, sprječavanjem autofagije s 3-

metiladeninom dolazi do oligomerizacije proapoptotskog proteina Bax, permeabilizacije 

membrane mitohondrija i apoptoze u stanicama PC12, dok se taj toksični učinak može 

spriječiti u prisutnosti inhibitora kaspaza (Castino i sur., 2008.). I u kulturi 

dopaminergičkih neurona mezencefalona farmakološka ili genetička inhibicija autofagije 

potiče apoptozu preko aktivacije kaspaze-3. Na istom je modelu pokazano da se 

utišavanjem PKCδ izrazito smanjuje metamfetaminom potaknuta autofagija, poremećaj 

funkcije proteosoma i nakupljanje ubikvitiniranih proteinskih agregata, u korelaciji s 

preživljenjem (Lin i sur., 2012.).  

Primjena metamfetamina dovodi i do promjena u ekspresiji gena. Poznato je da 

metamfetamin povećava ekspresiju nekoliko transkripcijskih faktora iz porodice AP-1 

(npr. c-jun, c-fos). Pretpostavlja se da su te promjene povezane s nakupljanjem RKV-a. 

RKV-e imaju važnu ulogu u regulaciji redoks-osjetljivih unutarstaničnih signalnih 

puteva, što podrazumijeva i regulaciju transkripcijskih faktora (Potashkin i sur., 2006.). 

RKV-e sudjeluju u regulaciji transkripcijskih faktora iz različitih porodica (AP-1, AP-2, 

NF-B), koji su uključeni u odgovor na oštećenje neurona te imaju važnu ulogu u smrti, 

odnosno preživljenju neurona (Krasnova i sur., 2009.). Vezano uz metamfetaminom 

potaknutu toksičnost, čini se da je uloga transkripcijskog faktora c-fos primarno 

protektivna, dok c-jun i aktivacija signalnog puta Jun-N-terminalne kinaze (JNK) 

pridonose toksičnim učincima metamfetamina (Wang i sur., 2008., Krasnova i sur., 

2009.). Transkripcijski faktor p53 također je bitan za toksični učinak metamfetamina. 

Oksidacijska oštećenja DNK potiču aktivaciju p53 i pokretanje apoptotičkih signalnih 

puteva (Yu i sur., 2015.). Na stanicama PC12 i SH-SY5Y izlaganje metamfetaminu 

izazvalo je apoptozu, uz karakteristično oslobađanje citokroma c iz mitohondrija, porast 
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ekspresije aktiviranog (pocijepanog) oblika kaspaze-3 i proteina Bax i PARP, dok je 

ekspresija Bcl-2 proteina bila smanjena. Svi su ti učinci bili dokinuti utišavanjem proteina 

PUMA-e (engl. p53 upregulated modulator of apoptosis), ključnog posrednika 

neuronalne apoptoze koji se direktno ili indirektno veže na antiapoptotske proteine 

porodice Bcl-2, a čija je transkripcija pod kontrolom p53 (Chen i sur., 2016.). Također, 

metamfetamin smanjuje fosforilaciju duž signalnog puta kinaze Akt (Wu i sur., 2015.). 

Nizvodno od kinaze Akt, istraživanja na stanicama PC12 pokazala su važnu ulogu 

signalnog puta serin/treonin kinaze mTOR, ciljne molekule djelovanja rapamicina u 

sisavaca (engl. mammalian target of rapamycin), u toksičnom djelovanju metamfetamina 

(Li i sur., 2012., Li i sur., 2016., Wu i sur., 2015.). Molekula mTOR mjesto je integracije 

brojnih unutarstaničnih signalnih puteva s ulogom u održavanju energetske homeostaze i 

staničnom odgovoru na prisutnost stresora, a aktivacija mTOR povezana je s indukcijom 

autofagije nakon tretmana metamfetaminom (Li i sur. 2012., Li i sur., 2016.). 

 

 

Slika 3. Shematski prikaz staničnih i molekularnih mehanizama u podlozi 

metamfetaminom izazvane toksičnosti.  
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Kao što se vidi na slici 3, metamfetamin (METH) ulazi u dopaminergičke neurone 

putem prijenosnika za dopamin (DAT) i pasivnom difuzijom. Unutar neurona, METH 

ulazi u sinaptičke vezikule posredstvom vezikularnoga monoaminskog prijenosnika 

(VMAT-2) i uzrokuje oslobađanje dopamina u citoplazmu promjenama u ravnoteži pH. 

U citoplazmi dolazi do autooksidacije dopamina u toksične kinone dopamina, uz 

istovremeno stvaranje superoksidnog aniona i vodikovog peroksida. To dalje dovodi do 

povećanog stvaranja hidroksilnih radikala i uzrokuje unutarstanični oksidacijski stres, što 

uključuje i poremećaj funkcije mitohondrija i lipidnu peroksidaciju presinaptičkih 

membrana. Dio toksičnog učinka dopamina posredovan je aktivacijom receptora za 

dopamin. Interakcijom dopamina i D1 receptora aktiviraju se različiti transkripcijski 

faktori koji pokreću signalne puteve povezane sa smrću neurona (modificirano prema: 

Krasnova i sur., 2009.).  

 

2.4.7.  Uloga prijenosnika i receptora za dopamin u metamfetaminom izazvanoj 

toksičnosti 

Metamfetamin posredstvom prijenosnika za dopamin (DAT) i vezikularnoga 

monoaminskog prijenosnika 2 (VMAT-2) dovodi do oslobađanja dopamina u 

međustanični prostor, kao i u citosol dopaminergičkih živčanih završetaka, što upućuje 

na njihovu važnu ulogu u metamfetaminom izazvanoj toksičnosti (Larsen i sur., 2002., 

Sulzer i sur., 2005.). Pretpostavlja se da ravnoteža između vezikularnog, citoplazmatskog 

i izvanstaničnog dopamina ima ključnu ulogu u neurotoksičnim učincima metamfetamina 

(Fumagalli i sur., 1998.). 

Brojna su istraživanja pokazala da dugotrajna primjena metamfetamina mijenja 

aktivnost prijenosnika za dopamin na način da dovodi do obrnutog prijenosa, a osim toga 

smanjuje i njihov broj (Fumagalli i sur., 1998., Sandoval i sur., 2001.). Mehanizmom 

obrnutog prijenosa metamfetamin mobilizira dopamin iz intraneuronalnih skladišta i 

povećava njegovu koncentraciju u izvanstaničnom prostoru, što dalje dovodi do 

autooksidacije i stvaranja RKV-a. VMAT-2 je odgovoran za unos dopamina u sinaptičke 

vezikule, gdje se dopamin uobičajeno pohranjuje odmah nakon sinteze te je na taj način 

zaštićen od metabolizma i samooksidacije (Ares-Santos i sur., 2013.). Budući da smanjuje 

funkciju VMAT-2, metamfetamin dovodi do preraspodjele dopamina unutar živčanih 
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završetaka. Kao rezultat smanjene funkcije VMAT-2, koncentracija dopamina u citosolu 

raste, a u citosolu postoje povoljni uvjeti za početak procesa oksidacije (Ares-Santos i 

sur., 2013.). Inhibitori VMAT-2, npr. rezerpin, povećavaju stupanj oštećenja 

dopaminergičkih aksona izloženih metamfetaminu (Kuhn i sur., 2008.). Također, u 

kulturama neurona porijeklom od miševa koji ne eksprimiraju VMAT-2, utvrđen je porast 

nakupljanja RKV-a u usporedbi s rezultatima dobivenima u kulturi neurona porijeklom 

od miševa s normalnom ekspresijom VMAT-2 (Larsen i sur., 2002.).  

Zbog metamfetaminom potaknutoga pojačanog otpuštanja dopamina u 

ekstraneuronalni prostor, dolazi i do pojačane aktivacije receptora za dopamin, što ima 

vrlo važnu ulogu u brojnim fiziološkim učincima metamfetamina, uključujući ovisnost. 

Dosadašnja istraživanja pokazuju da postsinaptički receptori za dopamin sudjeluju i u 

neurotoksičnom djelovanju metamfetamina. Ukupno ima pet metabotropnih receptora za 

dopamin (D1-D5) koji su spregnuti s G-proteinima. Ti se receptori dijele u dvije skupine: 

D1-slična porodica (uključuje D1 i D5 receptor) i D2-slična porodica (uključuje D2, D3 

i D4 receptor), a primarno se razlikuju prema svojoj sposobnosti da moduliraju aktivnost 

adenilat ciklaze i akumulaciju cikličkog adenozin monofosfata (cAMP).  

Receptori D1 i D5 stimuliraju proizvodnju cAMP i nisu smješteni na 

dopaminergičkim neuronima, dok receptori D2-slične porodice inhibiraju adenilat 

ciklazu (Ares-Santos i sur., 2013.) i oni su većinom smješteni na neuronima koji nisu 

dopaminergički te posreduju u brojnim funkcijama vezanima uz dopaminergički sustav, 

što primarno uključuje regulaciju lokomotorne aktivnosti, kognitivnih funkcija i 

motivacije. Zbog toga su receptori iz D2-slične porodice mjesto farmakološke 

intervencije u liječenju brojnih psihijatrijskih poremećaja (Ford, 2014.). Autoreceptori iz 

D2-slične porodice smješteni su na dopaminergičkim neuronima i imaju važnu ulogu u 

regulaciji njihove aktivnosti. Oni moduliraju dopaminergičku neurotransmisiju na način 

da kontroliraju sintezu, oslobađanje i povratni unos dopamina mehanizmom povratne 

inhibicije, što se ostvaruje direktno regulacijom provodljivosti kalijevih iona i indirektno 

kontrolom ekspresije tirozin hidroksilaze i prijenosnika za dopamin. Prema tome, 

aktivacijom tih receptora smanjuje se podražljivost dopaminergičkih neurona i 

oslobađanje dopamina (Slika 4).  
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Drži se da se ovaj mehanizam autoinhibicije ostvaruje uglavnom posredstvom 

receptora D2 (Ford, 2014.). Alternativnim prekrajanjem D2 mRNA nastaju dvije 

izoforme receptora, kratka (D2S) i duga (D2L), koje se razlikuju u 29 aminokiselina 

unutar treće unutarstanične petlje, no i u lokalizaciji i funkcijama. Izoforma D2S ima veći 

afinitet za dopamin i učinkovitije inhibira adenilat ciklazu, dok je izoforma D2L 

postsinaptički receptor odgovoran za kataleptički učinak antipsihotika haloperidola 

(Usalli i sur., 2000.). Posebno je značajno da se aktivacijom D2 autoreceptora mijenjaju 

potkrjepljujuća svojstva psihoaktivnih droga, pa tako i metamfetamina (Miyamoto i sur., 

2015.). In vivo se oslobađanje dopamina inhibira agonistima D2S receptora, a povećava 

antagonistima D2S receptora. Kao što je prikazano na slici, vezanjem agonista za receptor 

D2, aktiviraju se različiti signalni putevi, što osim spomenute adenilat ciklaze, uključuje 

i modulaciju mitogenom aktiviranih protein kinaza (MAPK), kao i modulaciju kalijevih 

i kalcijevih kanalića. 

 

 

Slika 4. Shematski prikaz regulacije dopaminergičke neurotransmisije 

posredstvom D2-autoreceptora. Na presinaptičkim živčanim završetcima D2 

autoreceptori reguliraju oslobađanje, unos i sintezu dopamina. (1) 

Autoreceptori inhibiraju oslobađanje vezikula s dopaminom aktivacijom 

Kv1.2 kanalića za kalij i inhibicijom ulaska kalcija kroz kalcijeve kanale 

regulirane naponom (VGCC). (2) Presinaptički D2 receptori povećavaju 

brzinu povratnog unosa dopamina povećanjem ekspresije prijenosnika za 
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dopamin (DAT) u plazmatskoj membrani, kao i direktnim interakcijama s 

postojećim prijenosnicima, čime se povećava njihova aktivnost. (3) 

Dugotrajna aktivacija D2 autoreceptora smanjuje fosforilaciju tirozin 

hidroksilaze (TH) putem protein kinaze A (PKA), čime se smanjuje sinteza i 

pakiranje dopamina u vezikule (preuzeto iz: Ford, 2014.). 

Antagonisti D2 receptora mogu smanjiti toksične učinke metamfetamina (Xu i sur., 

2005.). Inaktivacija D2 receptora sprječava metamfetaminom izazvano smanjenje razine 

dopamina, aktivaciju astrocita i mikroglije, te hipertermički odgovor. Nadalje, 

istraživanja na životinjama pokazuju da je u nedostatku D2 receptora smanjena aktivnost 

prijenosnika za dopamin u strijatumu, što dovodi do smanjenja dopamina u citosolu, te 

da je smanjen sadržaj dopamina unutar vezikula, pa posljedično tome i njegovo otpuštanje 

unutar živčanih završetaka (Ares-Santos i sur., 2013.). U prisutnosti metamfetamina, D2 

receptor tvori kompleks s prijenosnikom za dopamin i potencira njegovu aktivnost. Osim 

tog učinka na formiranje kompleksa s prijenosnikom za dopamin, čini se da je i učinak 

na smanjenje funkcije VMAT-2 specifičan samo za D2 receptore (Hadlock i sur., 2010.).  

SCH23390, antagonist receptora D1 i D5, također može smanjiti neurotoksično 

djelovanje metamfetamina supresijom aktivacije kaspaza 3 i 8, inhibicijom aktivacije 

signalnog puta JNK kinaze, smanjenjem stresa endoplazmatskog retikuluma, te 

povećanjem ekspresije antiapoptotskog proteina Bcl-2 (Jayanthi i sur., 2005., Xu i sur., 

2005., Ares-Santos i sur., 2013.). Povrh toga, inaktivacija D1 receptora djeluje 

neuroprotektivno kod metamfetaminom izazvane toksičnosti sprječavanjem hipertermije, 

smanjenjem sadržaja dopamina i preraspodjelom dopamina unutar živčanih završetaka 

(Ares-Santos i sur., 2013.).  

 

2.4.8.  Učinak neurotoksičnih doza metamfetamina na ponašanje štakora 

Metamfetamin djeluje kao psihomotorni stimulans koji potiče lokomotornu 

aktivnost kada se primijeni u niskim dozama, a stereotipno ponašanje kada se primijeni u 

višim dozama (Kelly i sur., 1975., Kuczenski i sur., 1999.). Drži se da su 

metamfetaminom uzrokovane stereotipije i lokomotorna hiperaktivnost posredovane 

dopaminergičkom neurotransmisijom u nucleusu accumbensu i nucleusu caudatusu 
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(Creese i sur., 1974.; Kelly i sur., 1975.; Kelly i sur., 1976.; Lucot i sur., 1980.). 

Neurotoksičnost uzrokovana metamfetaminom mijenja funkcije posredovane 

dopaminom, pa može poslužiti kao koristan model funkcionalnih posljedica umjerenog 

smanjenja koncentracije dopamina (Wallace i sur., 1999.).  

 

2.4.9.  Metamfetamin i hipertermija 

Hipertermija uzrokovana metamfetaminom važan je pokazatelj neurotoksičnosti 

(Bowyer i sur., 1992., Bowyer, 1994.). Uvjeti koji dovode do inhibiranja ili poticanja 

hipertermije uzrokovane metamfetaminom, jednako tako utječu na smanjenje razine 

dopamina i TH u dorzalnom strijatumu (nucleus caudatus, putamen) (Bowyer i sur., 

1992., Bowyer, 1994.), s time da snižavanje tjelesne temperature ipak nije preduvjet 

neuroprotekcije. Kada kod štakora tjelesna temperatura prijeđe 41,5 °C, drži se da dolazi 

do nepovratnog oštećenja monoaminskih živaca te da se tada više ne može utjecati na 

neurotoksičnost (Bowyer i sur., 1995.). Iako neurotoksičnost i hipertermija uzrokovane 

metamfetaminom direktno koreliraju, preduvjet neuroprotektivnog djelovanja ispitivanih 

tvari nije snižavanje tjelesne temperature (Cappon i sur., 1996.). Tako je dokazano da 

alfa-fenil–N-terc-butil nitron (PBN) (36 ili 60 mg/kg), dan štakorima prije 

metamfetamina (4 × 10 mg/kg s.c.), smanjuje gubitak dopamina u strijatumu, ali ne utječe 

na hipertermiju, nego sprječava nastanak oksidacijskog stresa (Cappon i sur., 1996.). U 

hipertermiji uzrokovanoj metamfetaminom ulogu imaju i σ (sigma) receptori koji se 

nalaze u hipotalamusu i odgovorni su za održavanje i promjene tjelesne temperature 

(Gundlach i sur., 1986., Rawls i sur., 2002.).  
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3. MATERIJALI I METODE
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IN VIVO MATERIJALI: 

 

3.1. Pokusne životinje 

U pokusima su korišteni Wistar štakori, stari 3–4 mjeseca i mase oko 180–220 g. 

Uzgojeni su i držani na Zavodu za farmakologiju Medicinskog fakulteta Sveučilišta u 

Zagrebu, u kontroliranim uvjetima pri konstantnoj temperaturi okoliša (21 ± 2 °C) i 

sustavu osvjetljenja 12 sati svjetlo/12 sati mrak, sa svjetlom od 7 ujutro. Štakorima su 

hrana (peleti za glodavce) i voda bile dostupne ad libitum, osim 12 sati prije početka 

pokusa, kada im je uskraćena hrana. Štakori su tijekom pokusa odvajani svaki u svoj 

kavez da se ne bi međusobno napadali. Životinje su izvagane i obilježene prije početka 

pokusa. Nisu bile naviknute na pokusne uvjete (aplikacija lijekova intraperitonealno i 

subkutano, otvoreni kavezi bez stelje, kavezi za lokomotornu aktivnost), niti su trenirane. 

Svaka životinja je u pokusu korištena samo jednom.   

 

3.2. Urapidil 

U pokusu je korišten komercijalni urapidil hidroklorid proizvođačâ 

Nycomed/Takeda Austria GmbH, Linz i Nycomed/Takeda GmbH Singen, Njemačka. 

Štakorima se intraperitonealno aplicirala otopina u dozama od 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10, 

15, 20 i 25 mg po životinji, uvijek u ekvivolumenu od 5 mL. Ekvivalentna doza po 

tjelesnoj težini iznosila bi od 1.25, 2.5, 5, 10, 25, 50, 75, 100 i 125 mg/kg.  

 

3.3. Metamfetamin 

U pokusu je korišten metamfetamin hidroklorid, tablete od 5 mg (Abbott 

Laboratories, Illinois, SAD). Tableta metamfetamina izmrvljena je u tarioniku i od nje je 

napravljeno 5 ml suspenzije u fiziološkoj otopini (Pliva, Zagreb, Hrvatska) koja se 

aplicirala potkožno u dozi od 40 mg/kg.   
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IN VIVO METODE: 

 

3.4. Pokusni protokol 

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

postupaka prikazani su u tablici 3. U svakoj grupi bilo je 6 životinja. 

 

Tablica 3. Raspored životinja u pokusima po skupinama 

GRUPE 

PARAMETRI MJERENJA 

Stereotipija Lokomocija Katalepsija Hipertermija 

Kontrola 0.9% NaCl + + + + 

Urapidil 0.25 mg + + + + 

Urapidil 0.5 mg + + + + 

Urapidil 1 mg + + + + 

Urapidil 2 mg + + + + 

Urapidil 5 mg + + + + 

Urapidil 10 mg + + + + 

Urapidil 15 mg + + + + 

Urapidil 20 mg + + + + 

Urapidil 25 mg + + + + 

Metamfetamin 40 mg s.c.+Urapidil 25 mg + + + + 

Urapidil 25 mg + Metamfetamin 40 s.c. + + + + 
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3.5. Bodovanje katalepsije 

Ponašanje životinja promatrano je 2 sata nakon aplikacije urapidila uz mjerenje 

ukupnog vremena provedenog u kataleptičkom položaju i bodovanje 0–5 prema 

Costallu i sur. (1974.), prema sljedećoj skali: 0 = 0 min, 1 = 0.1–2.5 min, 2 = 2.6–5.0 

min, 3 = 5.1–10.0 min, 4 = 10.1–20.0, 5 = >20.1. 

 

3.6. Bodovanje stereotipija 

Ponašanje životinja promatrano je prva 2 sata nakon aplikacije urapidila i 

metamfetamina, snimano (Logitech web kamera, Morges, Švicarska) i bodovano prema 

sustavu (Costall i sur., 1973.) tako da je: 0 – ponašanje jednako normalnoj životinji, 1 – 

povremeno njuškanje, konstantno istraživanje okoline, 2 – kontinuirano njuškanje, 

povremeno istraživanje okoline, 3 – kontinuirano njuškanje, povremeno grizenje, 

glodanje ili lizanje (umivanje); vrlo kratki periodi lokomotorne aktivnosti, 4 – 

kontinuirano grizenje, glodanje ili lizanje (umivanje); bez lokomotorne aktivnosti. 

 

 

3.7. Mjerenje spontane lokomotorne aktivnosti 

Lokomotorna aktivnost snimala se (Logitech web kamera, Morges, Švicarska) pod 

svjetlom jačine 80 luksa, od 12 do 16 h u staklenom kavezu s ucrtanim pravokutnicima 

na podlozi dimenzija 22 × 40 cm unutar 2 sata. Kao parametri lokomotorne aktivnosti 

mjerili su se horizontalna i vertikalna lokomotorna aktivnost, započinjanje pokreta te 

vrijeme provedeno u pokretu unutar 2 sata. Horizontalna lokomotorna aktivnost mjerila 

se brojanjem prijeđenih pravokutnika konvertiranih u centimetre u staklenom kavezu. 

Vertikalna lokomotorna aktivnost mjerila se brojanjem podizanja na stražnje noge (dok 

su obje prednje šape u zraku). Vrijeme provedeno u pokretu izmjereno je u sekundama, s 

time da je pokret morao trajati dulje od sekunde. Početak pokreta mjerio se ako je trajao 

dulje od 1 sekunde, a prethodilo mu je ponašanje životinje bez pokreta u trajanju duljem 

od 1 sekunde (Kelly i sur., 1998.). 
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3.8. Mjerenje tjelesne temperature 

Tjelesna temperatura štakorica mjerena je rektalnim digitalnim termometrom 

(Zepter Vital System, Wollerau, Švicarska) prije aplikacije urapidila i metamfetamina te 

svakih 30 minuta tijekom 2 sata nakon aplikacije kombinacije urapidila i metamfetamina. 
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IN VITRO MATERIJALI: 

3.9. Kultura stanica PC12 i SH-SY5Y 

Stanice PC12 uobičajeni su model za proučavanje farmakoloških svojstava 

dopaminergičkih neurona. Porijeklom su od feokromocitoma (tumora kromafinih stanica) 

srži nadbubrežne žlijezde štakora (Green i sur., 1976.). Neuroendokrinog su porijekla, te 

sintetiziraju, skladište i u ovisnosti o kalciju otpuštaju dopamin putem prijenosnika za 

dopamin. Potvrđeno je da eksprimiraju D2 i D4 autoreceptore iz D2-slične porodice 

receptora, tirozin hidroksilazu, prijenosnik za dopamin i VMAT-2 (Pothos i sur., 1998., 

Weatherspoon i sur., 1999.).  

Stanice SH-SY5Y porijeklom su iz humanog neuroblastoma. Također imaju 

obilježja neuronalnih stanica i eksprimiraju dopaminergičke markere. Mogu transportirati 

dopamin (posjeduju i plazmatski i vezikularni prijenosnik za dopamin), eksprimiraju 

enzime za sintezu i metabolizam dopamina, te D2 i D3 receptore za dopamin (Presgraves 

i sur., 2004.). 

 

3.10. Kemikalije i materijal za staničnu kulturu 

Sve kemikalije potrebne za održavanje stanične kulture bile su iz komercijalnih 

izvora: 2',7'-diklorodihidrofluorescin diacetat (H2DCF-dA; Sigma, SAD), dimetil-

sulfoksid (DMSO; Kemika, Hrvatska), etanol (Kemika, Hrvatska), 

etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA; Fluka, SAD), fetalni goveđi serum (FBS; 

Sigma, SAD), L-glutamin (Sigma, SAD), kalij-klorid (Kemika, Hrvatska), kvercetin 

(Sigma, SAD), medij za uzgoj stanica (Dulbecco's Modified Eagle's Medium DMEM; 

Sigma, SAD), 3-(4,5-dimethiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium bromid (MTT; Sigma, 

SAD), natrij-hidrogenkarbonat (Kemika, Hrvatska), natrij-hidrogenfosfat (Alkaloid), 

natrij-hidroksid (Kemika, Hrvatska), natrij-karbonat (Kemika, Hrvatska), natrij-klorid 

(Sigma, SAD), penicilin-streptomicin otopina (Sigma, SAD), tripsin (Sigma, SAD). 

 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
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3.11. Lijekovi 

U pokusima su korišteni lijekovi: urapidil (Alfa Aesar, SAD), haloperidol (Belupo, 

Hrvatska), i metamfetamin (Sigma, SAD).  

 

3.12. Priprema otopina lijekova za primjenu u staničnoj kulturi 

 urapidil (otopljen u DMEM-u; koncentracija matične otopine 4 mM, namješten 

pH na 7.4 i profiltrirano kroz 0.45µm filtar)  

 haloperidol (ampula 5 mg/ml, razrijeđena u DMEM-u do radne koncentracije 1,10 

i 100 µM) 

 metamfetamin (otopljen u DMEM-u, koncentracija matične otopine 1.2 mM). 

 

3.13. Medij i puferirana otopina za uzgoj i održavanje stanica PC12 i 

SH-SY5Y 

Medij za uzgoj stanica: DMEM medij obogaćen s 10% (stanice SH-SY5Y) ili 15% 

(stanice PC12) fetalnim goveđim serumom inaktiviranim 60 minuta na 56 ˚C, 2 mM L-

glutaminom, te 100 U/ml penicilina i 100 g/ml streptomicina; pH 7.4. 

PBSA (puferirana otopina soli za ispiranje stanica): 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM 

Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4; pH 7.4. 

 

3.14. Komplet za mjerenje aktivnosti kaspaza 3 i 7 

Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay (Promega, SAD): supstrat za kaspaze- 

rodamin 110 (bis-N-CBZ-L-aspartil-L-glutamil-L-valil-L-aspartat amid ili Z-DEVD-

R110) Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 pufer za kaspaze. 
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IN VITRO METODE: 

 

Kultura stanica PC12 i SH-SY5Y 

3.15. Održavanje i presađivanje stanica PC12 i SH-SY5Y 

Stanice smo uzgajali u posudama za staničnu kulturu površine 25 cm2 u 5 ml medija 

u inkubatoru (Heraeus, SAD), na 37 C pri 5% CO2, i uz relativnu vlažnost 95%. Medij 

je zamijenjen svježim svaka 2–3 dana. Nakon što su stanice prekrile podlogu na kojoj su 

rasle, razrijeđene su na način da je prvo odsisan medij, stanice su isprane sa 2 × 2 ml 

PBSA, a potom sa 1 ml otopine koja sadrži 0.05% tripsin i 1 mM EDTA u PBSA. Stanice 

su zatim ostavljene 5 minuta u inkubatoru kako bi se pod djelovanjem tripsina odvojile 

od podloge. Aktivnost tripsina inhibirali smo dodatkom 2 ml medija (proteaze iz seruma 

cijepaju tripsin). Nakon resuspendiranja, u posudi za staničnu kulturu ostavili smo 1/10 

stanične suspenzije, te na to dodali stanični medij do punog volumena od 5 ml. 

 

3.16. Nasađivanje stanica za tretman lijekovima 

Za određivanje preživljenja nakon tretmana metamfetaminom, odnosno 

metamfetaminom u prisutnosti urapidila, haloperidola ili kvercetina, mjerenje 

nakupljanja reaktivnih kisikovih vrsta i aktivnost kaspaza-3/7, 5 × 103 stanica nasadili 

smo u pločice za uzgoj sa 96 bunarčića u 100 μl medija i ostavili preko noći da se prilijepe 

za podlogu prije početka tretmana.  

 

3.17. Određivanje preživljenja stanica s pomoću MTT testa 

MTT test temelji se na sposobnosti mitohondrijskih dehidrogenaza da prevode žuti 

topljivi supstrat 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium bromid u formazan, 

ljubičasti produkt koji je netopiv u vodi. Količina proizvedenog formazana izravno je 

proporcionalna broju vijabilnih stanica. Tu smo metodu koristili za određivanje 

preživljenja stanica PC12 i SH-SY5Y tretiranih metamfetaminom, odnosno urapidilom, 

haloperidolom ili kvercetinom. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
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Nakon završetka tretmana, u svaki smo bunarčić dodali 0.5 mg/ml MTT-a u 40μl 

DMEM medija i inkubirali 3 h na 37 °C. Zatim smo otopili nastali formazan dodavanjem 

160 μl dimetil-sulfoksida (DMSO) i očitali apsorbanciju pri valnoj duljini od 570 nm 

(Multiscan MS, Labsystems). 

 

3.18. Mjerenje razine nakupljanja unutarstaničnih RKV-a 

Unutarstanično nakupljanje RKV-a odredili smo metodom koja se temelji na 

fluorescenciji s pomoću 2',7'-diklorodihidrofluorescin diacetata (H2DCF-dA). Princip 

metode je da se 2',7'-diklorodihidrofluorescin diacetat, nefluorescirajuća fluorogena 

proba, unutar stanice hidrolizira s pomoću esteraza, a zatim prisutne RKV-e oksidiraju taj 

hidrolizirani i deacetilirani oblik (H2DCF) u fluorescirajući diklorofluorescin (DCF). 

Budući da je intenzitet fluorescentnog signala proporcionalan količini prisutnih RKV, 

mjerenjem fluorescencije moguće je odrediti prooksidacijski potencijal neurotoksina i 

intenzitet oksidacijskog stresa u stanici. Nakon završetka tretmana metamfetaminom i 

urapidilom, stanice PC12 isprali smo sa 2 × 100 µl PBSA, dodali 100 μM H2DCF u 50 

µl PBSA, te inkubirali tijekom 30 minuta u inkubatoru kako bi 2',7'-

diklorodihidrofluorescin diacetat ušao u stanice. Nakon odsisavanja preostale boje, 

stanice su ponovno isprane s PBSA i tijekom 60 minuta inkubirane u PBSA kako bi 

H2DCF reagirao s RKV-ama unutar stanice. Fluorescenciju smo izmjerili na 

fluorescencijskom spektrofotometru (Fluoroskan Ascent FL, Thermo Electron 

Corporation, SAD) pri valnoj duljini pobuđivanja 485 nm i valnoj duljini emisije 538 nm. 

 

3.19.  Određivanje aktivnosti kaspaza-3/7 

Za određivanje aktivnosti kaspaza 3 i 7 koristili smo komercijalni komplet (Apo-ONE® 

Homogeneous Caspase-3/7 Assay, Promega, SAD) na pločici sa 96 bunarčića prema 

uputama proizvođača. U kompletu se nalaze pufer koji lizira stanice i supstrat za kaspaze 

(Z-DEVD-R110) koji nakon cijepanja kaspaza emitira fluorescenciju. Količina nastaloga 

fluorescentnog produkta proporcionalna je aktivnosti kaspaza-3/7. Miješanjem supstrata 

i pufera u omjeru 1:100 pripremili smo reagens. U mikrotitarske bunarčiće s nasađenim 

stanicama dodali smo volumen reagensa jednak volumenu medija (50 μl), promiješali 
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smo na miješalici na 300–500 rpm te inkubirali na sobnoj temperaturi 2 h. Zatim smo 

izmjerili fluorescenciju s valnom duljinom pobuđivanja od 485 nm i mjerenjem emisije 

na 538 nm (Fluoroskan Ascent FL, Thermo Electron Corporation, SAD). 
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4. STATISTIKA
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4.1. Statistička obradba prikupljenih rezultata 

Za statističku obradbu rezultata korišteni su programi Graph Pad Prism 6 (GraphPad 

Software, SAD), Statistica 10 (StatSoft Inc., SAD), Microsoft Office Excel (Microsoft Office 

Professional Plus 2013). Rezultati su prikazani grafički i tablično. Dobiveni parametri testirani 

su na normalnost distribucije koristeći Kolmogorov-Smirnoff test. U slučaju normalne 

distribucije, korišteni su jednostruka analiza varijance (ANOVA) te post-hoc testovi, za 

usporedbu s kontrolnom skupinom (Dunnettov test), te za usporedbu svih skupina međusobno 

(Tukeyev test). U slučaju nenormalne distribucije, korišteni su neparametrijski Kruskal-Wallis 

test te post-hoc Mann-Whitney U test.  

Ovisno o vrsti podataka i napravljenom testu, rezultati su izraženi kao medijan / minimum 

/ maksimum te srednja vrijednost ± standardna pogreška srednje vrijednosti, ili kao postotak u 

usporedbi s kontrolom. Sve analize u kojima je vrijednost p < 0.05, držane su statistički 

značajnima. 
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5. REZULTATI 
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IN VITRO: 

5.1. Učinak metamfetamina na preživljenje stanica PC12 

Da bi se odredila krivulja doza – odgovor, stanice PC12 tretirane su tijekom 24 sata 

rastućim koncentracijama metamfetamina (u rasponu 0.3–3 mM). Nakon završetka tretmana, 

vijabilnost stanica određena je s pomoću MTT testa. Kao što je prikazano na slici 5, 

metamfetamin je u ovisnosti o primijenjenoj koncentraciji smanjio preživljenje stanica PC12. 

Budući da je značajnije smanjenje preživljenja ustanovljeno kod stanica tretiranih 0.6 mM 

metamfetaminom, ta je koncentracija korištena za daljnja istraživanja potencijalno 

neuroprotektivnog djelovanja urapidila.  

 

Slika 5. Toksični učinak metamfetamina na stanicama PC12. Prikazani su rezultati mjerenja 

vijabilnosti s pomoću MTT testa nakon tretmana metamfetaminom tijekom 24 sata (n=5). Za 

statističku obradbu koristili smo jednostruku analizu varijance i Dunnettov test (*P < 0.01; **P 

< 0.001 u usporedbi s kontrolnom skupinom). 

 

5.2. Učinak urapidila na preživljenje stanica PC12 tretiranih metamfetaminom 

 Da bi se postigao značajni toksični učinak metamfetamina, stanice PC12 tretirane su 

koncentracijom od 0.6 mM metamfetamina tijekom 24 sata. Za istraživanje potencijalno 

neuroprotektivnog učinka urapidila korišteno je 100 i 200 µM urapidila, a najveće koncentracije 

koje su primijenjene samostalno nisu utjecale na preživljenje stanica PC12. Analizom obradbe 

rezultata MTT testa utvrđeno je da je 0.6 mM metamfetamin značajno smanjio preživljenje 
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stanica PC12 (P < 0.0001 prema Tukey testu nakon jednostruke ANOVA-e). Preživljenje je 

iznosilo 28.57 ± 3.91% u odnosu na kontrolnu skupinu. Dodatak urapidila u 100 i 200 µM 

koncentraciji nije uzrokovao značajne promjene preživljenja u usporedbi sa stanicama 

tretiranima samo metamfetaminom. Kod stanica PC12 tretiranih 0.6 mM metamfetaminom i 

100 µM urapidilom preživljenje je iznosilo 25.04 ± 7.44%, dok je u prisutnosti dvostruko veće 

koncentracije urapidila i metamfetamina preživljenje bilo 21.77 ± 7.29% u usporedbi s 

kontrolnom skupinom stanica.  

 

Slika 6. Učinak urapidila na preživljenje stanica PC12 tretiranih metamfetaminom. Stanice su 

tijekom 24 sata tretirane 0.6 mM metamfetaminom i/ili 100 i 200 µM urapidilom. Preživljenje 

stanica nakon tretmana određeno je s pomoću MTT testa. Tretman metamfetaminom značajno 

je smanjio preživljenje stanica PC12 (*P < 0.0001 prema Tukey testu nakon jednostruke 

ANOVA-e), dok urapidil nije utjecao na preživljenje stanica PC12 tretiranih metamfetaminom. 

Prikazani su rezultati iz 6 neovisnih eksperimenata i predstavljaju srednju vrijednost ± 

standardnu pogrešku srednje vrijednosti. 

Učinak metamfetamina očitovao se i u promijenjenoj morfologiji stanica PC12. Nakon 

izlaganja 0.6 mM metamfetaminu, tijela neurona bila su manja i zaokružena, stanice slabije 

prilijepljene za podlogu, a izdanci neurona vidljivo kraći (Slika 7). 
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Slika 7. Morfološke promjene stanica PC12 nakon tretmana metamfetaminom i urapidilom. 

Morfologija stanica PC12 fotografirana svjetlosnim mikroskopom (povećanje 200 puta). A) 

kontrolna skupina stanica B) stanice tretirane 100 µM urapidilom C) stanice tretirane 0.6 mM 

metamfetaminom D) stanice istovremeno tretirane urapidilom i metamfetaminom. 
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5.3. Učinak urapidila na preživljenje stanica SH-SY5Y tretiranih metamfetaminom 

Učinak urapidila istražen je i na stanicama SH-SY5Y. Metamfetamin je u ovisnosti o 

koncentraciji smanjio preživljenje i te dopaminergičke linije, a za postizanje toksičnog učinka 

bile su potrebne veće koncentracije nego na stanicama PC12. Primijenjen u kombinaciji sa 3 

mM metamfetaminom, koncentraciji pri kojoj je prvi put prema krivulji doza – odgovor 

preživljenje stanica SH-SY5Y bilo manje od 50% (48.33 ± 1.45%), 100 i 200 µM urapidil nije 

promijenio citotoksično djelovanje metamfetamina na stanicama SH-SY5Y.  

 

Slika 8. Učinak metamfetamina i urapidila na stanicama SH-SY5Y. 

A) Prikazani su rezultati mjerenja vijabilnosti s pomoću MTT testa nakon tretmana 

metamfetaminom tijekom 24 sata (n=2). Za statističku obradbu korišteni su jednostruka analiza 

varijance i Dunnettov test (*p < 0.01; **p < 0.001 u usporedbi s kontrolnom skupinom). B) 

Stanice su tijekom 24 sata tretirane 3 mM metamfetaminom i/ili 100 i 200 µM urapidilom. 

Tretman metamfetaminom značajno je smanjio preživljenje stanica (*p < 0.001 prema Tukey 

testu nakon jednostruke ANOVA-e), dok urapidil nije imao učinka na toksični učinak 
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metamfetamina. Prikazani su rezultati iz 2 neovisna eksperimenta i predstavljaju srednju 

vrijednost ± standardnu pogrešku srednje vrijednosti. 

 

5.4. Učinak metamfetamina i urapidila na nakupljanje unutarstaničnih RKV-a na 

stanicama PC12 

 Jedan od bitnih elemenata neurotoksičnog učinka metamfetamina vezan je uz porast 

RKV-a, što stanicu dovodi u stanje oksidacijskog stresa. Da bi se potvrdilo da je u temeljima 

neurotoksičnog učinka metamfetamina u kulturi stanica PC12 njegova sposobnost da pokrene 

autooksidaciju dopamina i nakupljanje toksičnih RKV-a, stvaranje RKV-a nakon tretmana sa 

0.6 mM metamfetaminom, kao i sa 100 i 200 µM urapidilom određeno je fluorescentnom 

metodom s pomoću H2DCF-dA. U bazalnim uvjetima izmjerena je razina RKV-a od 5.308 ± 

0.58 RJF (relativne jedinice fluorescencije). Stanice PC12 tretirane samo sa 100 µM i 200 µM 

urapidilom imale su sličnu razinu endogenih RKV-a kao i stanice iz kontrolne skupine. U 

skladu s očekivanjima, tretman metamfetaminom izazvao je vrlo veliki porast RKV-a unutar 

stanice. Izmjerena je fluorescencija od 14.88 ± 0.58 RJF, što predstavlja porast od 180% u 

odnosu na kontrolnu skupinu. Kod stanica PC12 tretiranih i urapidilom i metamfetaminom, nije 

bilo značajnih promjena u razini oksidacijskog stresa u usporedbi sa stanicama tretiranima samo 

metamfetaminom (Slika 9).  

 

Slika 9. Učinak metamfetamina na nakupljanje unutarstaničnih RKV-a.  

Metamfetamin (0.6 mM, 24 sata) je izazvao snažan porast RKV-a unutar stanice (*P < 0.01 

prema Tukey testu nakon jednostruke ANOVA-e). Urapidil (100 i 200 µM) primijenjen 

samostalno, kao i u kombinaciji s metamfetaminom nije utjecao na razinu RKV-a. Rezultati 
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prikazuju srednju vrijednost ± standardnu pogrešku srednje vrijednosti iz 3 neovisna pokusa 

izvedena u kvadripletu. 

 

5.5. Učinak metamfetamina i urapidila na aktivnost kaspaza u uvjetima 

oksidacijskog stresa 

Aktivacija unutarnjega (mitohondrijalnog) apoptotskog puta i posljedično efektorskih 

kaspaza, posebice kaspaza-3 i -7, važna je za neurotoksično djelovanje metamfetamina. Stoga 

je analiziran učinak metamfetamina i urapidila na aktivnost spomenutih efektorskih kaspaza. 

Utvrđeno je da izlaganje 0.6mM metamfetaminu tijekom 24 sata povećava aktivnost kaspaza-

3/7. U kontrolnoj skupini stanica aktivnost kaspaza iznosila je 0.68 ± 0.08 RJF, a u stanicama 

tretiranima 0.6 mM metamfetaminom 3.85 ± 0.45 RJF (P < 0.0001 prema Tukey testu nakon 

jednostruke analize varijance). Povećanje aktivnosti kaspaza-3/7 u potpunosti je inhibirano u 

prisutnosti 100 i 200 µM urapidila.  

 

Slika 10. Učinak metamfetamina i urapidila na aktivnost kaspaza-3 i -7. 

Aktivnost kaspaza-3/7 mjerena je 24 h nakon tretmana 0.6 mM metamfetaminom i 100 i 200 

µM urapidilom, kako je opisano u Materijalima i metodama. Metamfetamin je povećao 

aktivnost kaspaza-3/7 u odnosu na kontrolnu skupinu, a u skupini tretiranoj urapidilom 

aktivnost je vraćena na vrijednosti izmjerene u kontrolnoj skupini (*P < 0.0001 u odnosu na 

kontrolnu skupinu, #P < 0.0001 u odnosu na skupinu tretiranu metamfetaminom prema Tukey 

testu nakon jednostruke analize varijance). Rezultati prikazuju srednju vrijednost ± standardnu 

pogrešku srednje vrijednosti iz 4 neovisna pokusa izvedena u triplikatu. 
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5.6. Učinak haloperidola na preživljenje stanica PC12 tretiranih metamfetaminom 

U nastavku istraživanja istražen je učinak haloperidola na preživljenje stanica PC12 

tretiranih metamfetaminom. Haloperidol je lijek iz skupine tipičnih antipsihotika, a djeluje kao 

antagonist dopaminskih receptora D2. Kao što je prikazano na slici 7, haloperidol primijenjen 

u visokim koncentracijama i sam smanjuje preživljenje stanica PC12 (P < 0.0001 prema 

jednostrukoj analizi varijance i Tukey testu). U odnosu na kontrolnu skupinu, preživljenje u 

skupini tretiranoj sa 100 µM haloperidolom iznosilo je 59.65 ± 5.02%. Iako je u skupini 

tretiranoj s 10 µM haloperidolom preživljenje bilo veće nego u skupini tretiranoj samo 0.6 mM 

metamfetaminom (56.97 ± 3.35% naspram 44.44 ± 1.67%), to povećanje nije doseglo razinu 

statističke značajnosti. Također, treba naglasiti da toksični učinak 100 µM haloperidola nije bio 

vidljiv na stanicama koje su istovremeno tretirane sa 0.6 mM metamfetaminom (P = 0.077, 

preživljenje 38.52 ± 7.09).  

 

 

Slika 11. Učinak haloperidola na preživljenje stanica PC12 tretiranih metamfetaminom. Stanice 

su tijekom 24 sata tretirane 0.6 mM metamfetaminom i/ili 1, 10 i 100 µM haloperidolom. 

Preživljenje stanica nakon tretmana određeno je s pomoću MTT testa. Haloperidol nije utjecao 

na preživljenje stanica PC12 tretiranih metamfetaminom (*P < 0.0001 prema Tukey testu nakon 

jednostruke ANOVA-e). Prikazani su rezultati iz 3 neovisna eksperimenta i predstavljaju 

srednju vrijednost ± standardnu pogrešku srednje vrijednosti. 
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5.7. Učinak kvercetina na preživljenje i nakupljanje RKV-a na stanicama PC12 

tretiranim metamfetaminom 

Kvercetin je polifenol biljnog porijekla. Ima izrazito antioksidacijsko djelovanje i vrlo 

je potentan hvatač slobodnih radikala (Boots i sur., 2008.). U koncentracijama 25 i 50 µg/ml 

kvercetin je zaštitio stanice PC12 od toksičnog djelovanja metamfetamina (A), a primijenjen u 

najvećoj koncentraciji koja samostalno nije smanjila razinu RKV-a, značajno je smanjio 

endogeno nakupljanje RKV-a i razinu oksidacijskog stresa (B). U stanicama tretiranima samo 

sa 0.6 mM metamfetamina preživljenje je iznosilo 39.2 ± 2.1%, uz istovremeni porast RKV-a 

od 230% (sa 5.40 ± 0.79 na 17.82 ± 1.54 RJF). Preživljenje u prisutnosti 50 µg/ml kvercetina i 

metamfetamina bilo je 68.8 ± 6.4%, a endogena razina RKV-a spuštena je na 7.57 ± 2.74, što 

nije bilo statistički značajno različito u usporedbi s kontrolnom skupinom stanica (P = 0.749; 

Tukey test nakon jednostruke analize varijance). 

 

Slika 12. Učinak kvercetina na preživljenje stanica PC12 tretiranih metamfetaminom i 

nakupljanje unutarstaničnih RKV-a. 

Metamfetamin (0.6 mM, 24 sata) je smanjio preživljenje stanica PC12 i izazvao porast RKV-a 

unutar stanice (*P < 0.0001 u usporedbi s kontrolom prema Tukey testu nakon jednostruke 
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ANOVA-e). Kvercetin je u ovisnosti o koncentraciji smanjio citotoksični učinak 

metamfetamina i smanjio razinu RKV-a na vrijednosti izmjerene u kontrolnoj skupini stanica 

(#P < 0.01, ##P < 0.0001 u odnosu na skupinu tretiranu 0.6 mM metamfetaminom; *P < 0.0001 

u usporedbi s kontrolom). Rezultati prikazuju srednju vrijednost ± standardnu pogrešku srednje 

vrijednosti iz 4 neovisna pokusa izvedena u tripletu. 
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IN VIVO: 

5.8. Učinak urapidila na lokomotornu aktivnost 

 

a) Inicijacija pokreta 

Određen je učinak urapidila u usporedbi s kontrolnom grupom i grupom tretiranom 

metamfetaminom. Vidljivo je da je broj iniciranih pokreta kod štakora tretiranih urapidilom u 

svim dozama značajno manji od metamfetamina, ali vidljiv je i značajan porast u skupinama 

koje su tretirane sa 0.5 i 1 mg urapidila, a potom značajan pad u skupinama tretiranima sa 15, 

20 i 25 mg urapidila u odnosu na kontrolnu grupu. Metamfetamin je značajno povećao broj 

započetih pokreta u odnosu na kontrolu, kako je bilo očekivano (Slika 13). 

 

 

 

Slika 13. Lokomotorna aktivnost izražena kao srednja vrijednost ± SD ukupnog broja (N) 

iniciranih pokreta po grupama nakon 2 sata mjerena od trenutka aplikacije (kontrola – 0.9% 

NaCl i.p., metamfetamin 40 mg s.c., urapidil 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25 mg/životinji i.p.).      

     naspram kontrole;     naspram metamfetamina; P < 0.05 
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b) Horizontalna udaljenost 

Određen je učinak urapidila u usporedbi s kontrolnom grupom i grupom tretiranom 

metamfetaminom. Vidljivo je da je ukupna prosječna prijeđena udaljenost u svim grupama 

tretiranima urapidilom značajno manja od metamfetamina, ali vidljiv je i značajan porast u 

skupinama koje su tretirane sa 0.25, 0.5 i 1 mg urapidila, potom značajan pad u skupinama 

tretiranima sa 10, 15, 20 i 25 mg urapidila u odnosu na kontrolnu grupu. Metamfetamin je 

očekivano značajno povećao broj iniciranih pokreta u odnosu na kontrolu (Slika 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 14. Lokomotorna aktivnost izražena kao srednja vrijednost ± SD ukupne udaljenosti (cm) 

po grupama nakon 2 sata mjerena od trenutka aplikacije (kontrola – 0.9% NaCl i.p., 

metamfetamin 40 mg s.c., urapidil 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25 mg/životinji i.p.). 

     naspram kontrole;     naspram metamfetamina; P < 0.05 
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c) Vrijeme u pokretu 

Određen je učinak urapidila na vrijeme provedeno u pokretu. Vidljivo je da je ukupno 

prosječno vrijeme u pokretu u svim skupinama tretiranima urapidilom značajno manje od 

skupine tretirane metamfetaminom, ali vidljiv je i značajan porast u skupinama koje su tretirane 

sa 0.25, 0.5 i 1 mg urapidila, potom značajan pad u skupinama tretiranima sa 15, 20 i 25 mg 

urapidila u odnosu na kontrolnu grupu. Metamfetamin je očekivano značajno povećao broj 

iniciranih pokreta u odnosu na kontrolu (Slika 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 15. Lokomotorna aktivnost izražena kao srednja vrijednost ± SD vremena u pokretu u 

sekundama (sec) po grupama nakon 2 sata mjerena od trenutka aplikacije (kontrola – 0.9% 

NaCl i.p., metamfetamin 40 mg s.c., urapidil 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25 mg/životinji i.p.).  

     naspram kontrole;     naspram metamfetamina; P < 0.05 
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d) Oslanjanje na zadnje šape 

Određen je učinak urapidila na oslanjanje na zadnje šape. Vidljivo je da je prosječna 

vrijednost ukupnog oslanjanja na zadnje šape u svim dozama značajno manja od 

metamfetamina, ali vidljiv je i značajan porast u skupinama koje su tretirane sa 0.25, 0.5 i 1 mg 

urapidila, potom značajan pad u skupinama koje su tretirane sa 15, 20 i 25 mg urapidila u 

odnosu na kontrolnu grupu. Metamfetamin je očekivano značajno povećao broj iniciranih 

pokreta u odnosu na kontrolu (Slika 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 16. Lokomotorna aktivnost izražena kao srednja vrijednost ± SD broja puta (N) oslanjanja 

na zadnje šape po grupama nakon 2 sata mjerena od trenutka aplikacije (kontrola – 0.9% NaCl 

i.p., metamfetamin 40 mg s.c., urapidil 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25 mg/životinji i.p.).  

     naspram kontrole;     naspram metamfetamina; P < 0.05 
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5.9. Učinak predtretmanom urapidila na lokomotornu aktivnost 

 

a) Horizontalna udaljenost 

Određen je učinak najveće doze urapidila, apliciranog 30 min prije (predtretman) 

aplikacije metamfetamina, na prijeđenu horizontalnu udaljenost. Vidljivo je da je predtretman 

urapidilom značajno smanjio potencijalno djelovanje metamfetamina. Iskazani su i učinci 

samog metamfetamina koji očekivano povećava horizontalnu udaljenost, dok, s druge strane, 

samostalno primijenjen urapidil značajno smanjuje horizontalnu udaljenost u odnosu na 

kontrolnu grupu (Slika 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 17. Lokomotorna aktivnost izražena kao srednja vrijednost ± SD ukupne udaljenosti 

(cm) po grupama nakon 2 sata mjerena od trenutka aplikacije (kontrola – 0.9% NaCl i.p., 

metamfetamin 40 mg s.c., urapidil 25 mg/životinji i.p. i predtretman 30 min s urapidil 25 

mg/životinji i.p. prije metamfetamina 40 mg s.c.). 

     naspram kontrole;     naspram metamfetamina; P < 0.05 
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b) Inicijacija pokreta 

Određen je učinak najveće doze urapidila, apliciranog 30 min prije (predtretman) 

aplikacije metamfetamina, na broj iniciranih pokreta. Vidljivo je da je predtretman urapidilom 

zaustavio potencijalno djelovanje metamfetamina. Iskazani su i učinci samog metamfetamina 

koji očekivano povećava broj iniciranih pokreta, dok, s druge strane, samostalno primijenjen 

urapidil značajno smanjuje inicijaciju pokreta u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 18. Lokomotorna aktivnost izražena kao srednja vrijednost ± SD ukupnog broja (N) 

iniciranih pokreta po grupama nakon 2 sata mjerena od trenutka aplikacije (kontrola – 0.9% 

NaCl i.p., metamfetamin 40 mg s.c., urapidil 25 mg/životinji i.p. i predtretman 30 min s 

urapidil 25 mg/životinji i.p. prije metamfetamina 40 mg s.c.). 

     naspram kontrole;     naspram metamfetamina; P < 0.05 
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c) Vrijeme u pokretu 

Određen je učinak najveće doze urapidila, apliciranog 30 min prije (predtretman) 

aplikacije metamfetamina, na ukupno vrijeme provedeno u pokretu. Vidljivo je da je 

predtretman urapidilom zaustavio potencijalno djelovanje metamfetamina. Iskazani su i učinci 

samog metamfetamina koji očekivano povećava vrijeme u pokretu, dok, s druge strane, 

samostalno primijenjen urapidil značajno smanjuje vrijeme u pokretu u odnosu na kontrolnu 

grupu (Slika 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 19. Lokomotorna aktivnost izražena kao srednja vrijednost ± SD vremena u pokretu u 

sekundama (sec) po grupama, mjerena u razdoblju od 2 sata od trenutka aplikacije (kontrola – 

0.9% NaCl i.p., metamfetamin 40 mg s.c., urapidil 25 mg/životinji i.p. i predtretman 30 min s 

urapidil 25 mg/životinji i.p. prije metamfetamina 40 mg s.c.).  

     naspram kontrole;     naspram metamfetamina; P < 0.05 
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d) Oslanjanje na zadnje šape 

Određen je učinak najveće doze urapidila, apliciranog 30 min prije (predtretman) 

aplikacije metamfetamina. Vidljivo je da je predtretman urapidilom zaustavio potencijalno 

djelovanje metamfetamina. Iskazani su i učinci samog metamfetamina koji očekivano povećava 

broj oslanjanja na zadnje šape, dok, s druge strane, samostalno primijenjen urapidil značajno 

smanjuje broj oslanjanja na zadnje šape u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 20. Lokomotorna aktivnost izražena kao srednja vrijednost ± SD broja puta (N) 

oslanjanja na zadnje šape po grupama nakon 2 sata mjerena od trenutka aplikacije (kontrola – 

0.9% NaCl i.p., metamfetamin 40 mg s.c., urapidil 25 mg/životinji i.p. i predtretman 30 min s 

urapidil 25 mg/životinji i.p. prije metamfetamina 40 mg s.c.).  

     naspram kontrole;     naspram metamfetamina; P < 0.05 
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5.10.  Učinak posttretmanom urapidila na lokomotornu aktivnost 

 

a) Horizontalna udaljenost 

Određen je učinak najveće doze urapidila, apliciranog 30 min nakon (posttretman) 

aplikacije metamfetamina. Vidljivo je da je posttretman urapidilom antagonizirao djelovanje 

metamfetamina. Iskazani su i učinci samog metamfetamina koji očekivano povećava 

horizontalnu udaljenost, dok, s druge strane, samostalno primijenjen urapidil značajno smanjuje 

horizontalnu udaljenost u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 21. Lokomotorna aktivnost izražena kao srednja vrijednost ± SD ukupne udaljenosti 

(cm) po grupama nakon 2 sata mjerena od trenutka aplikacije (kontrola – 0.9% NaCl i.p., 

metamfetamin 40 mg s.c., urapidil 25 mg/životinji i.p. i posttretman 30 min s urapidil 25 

mg/životinji i.p. prije metamfetamina 40 mg s.c.). 

     naspram kontrole;     naspram metamfetamina; P < 0.05 
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b) Inicijacija pokreta 

Određen je učinak najveće doze urapidila, apliciranog 30 min nakon (posttretman) 

aplikacije metamfetamina. Vidljivo je da je kasni tretman urapidilom antagonizirao djelovanje 

metamfetamina. Iskazani su i učinci samog metamfetamina koji očekivano povećava broj 

iniciranih pokreta, dok, s druge strane, urapidil značajno smanjuje broj iniciranih pokreta u 

odnosu na kontrolnu grupu (Slika 22). 

 

 

Slika 22. Lokomotorna aktivnost izražena kao srednja vrijednost ± SD ukupnog broja (N) 

iniciranih pokreta po grupama nakon 2 sata mjerena od trenutka aplikacije (kontrola – 0.9% 

NaCl i.p., metamfetamin 40 mg s.c., urapidil 25 mg/životinji i.p. i posttretman 30 min s 

urapidil 25 mg/životinji i.p. prije metamfetamina 40 mg s.c.). 

     naspram kontrole;     naspram metamfetamina; P < 0.05 
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c) Vrijeme u pokretu 

Određen je učinak najveće doze urapidila, apliciranog 30 min nakon (posttretman) 

aplikacije metamfetamina. Vidljivo je da je posttretman urapidilom antagonizirao djelovanje 

metamfetamina. Iskazani su i učinci samog metamfetamina koji očekivano povećava vrijeme u 

pokretu, dok, s druge strane, samostalno primijenjen urapidil značajno smanjuje vrijeme u 

pokretu u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 23. Horizontalna lokomotorna aktivnost izražena kao srednja vrijednost ± SD vremena 

u pokretu u sekundama (sec) po grupama nakon 2 sata mjerena od trenutka aplikacije 

(kontrola – 0.9% NaCl i.p., metamfetamin 40 mg s.c., urapidil 25 mg/životinji i.p. i 

posttretman 30 min s urapidil 25 mg/životinji i.p. nakon metamfetamina 40 mg s.c.).  

     naspram kontrole;     naspram metamfetamina; P < 0.05 

 

 

 

0

100

200

300

400

500

600

V
ri

je
m

e 
u

 p
o

ku
re

tu
 u

 s
ek

u
n

d
am

a 
(s

ec
)

Kontrola Metamfetamin 40 mg Urapidil 25 mg Metamfetamin 40 mg + Urapidil 25 mg



73 
 

d) Oslanjanje na zadnje šape 

Određen je učinak najveće doze urapidila (25 mg), apliciranog 30 min nakon 

(posttretman) aplikacije metamfetamina. Vidljivo je da je posttretman urapidilom antagonizirao 

djelovanje metamfetamina. Metamfetamin očekivano povećava broj oslanjanja životinja na 

zadnje šape, dok, s druge strane, u primijenjenoj dozi urapidil značajno smanjuje broj oslanjanja 

na zadnje šape u odnosu na kontrolnu grupu (Slika 24). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Slika 24. Vertikalna lokomotorna aktivnost izražena kao srednja vrijednost ± SD broja puta 

(N) oslanjanja na zadnje šape po grupama nakon 2 sata mjerena od trenutka aplikacije 

(kontrola – 0.9% NaCl i.p., metamfetamin 40 mg s.c., urapidil 25 mg/životinji i.p. i 

posttretman 30 min s urapidil 25 mg/životinji i.p. nakon metamfetamina 40 mg s.c.).  

     naspram kontrole;     naspram metamfetamina; P < 0.05 
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5.11.  Učinak urapidila na tjelesnu temperaturu 

 

Određen je učinak urapidila na tjelesnu temperaturu u vremenskim intervalima (0, 30, 60, 

90 i 120 min) te je napravljena usporedba s kontrolnom skupinom. Vidljiva je sklonost urapidila 

da dovodi do pada tjelesne temperature, a ujedno je taj učinak izraženiji s većim dozama. 

Zanimljivo je da doze od 0.25, 0.5 i 1 mg urapidila unutar prvih 30 minuta dovode do značajnog 

povećanja temperature životinja u odnosu na kontrolnu skupinu, ali taj se učinak nakon 30 

minuta gubi (Slika 25). Doze od 2 do 10 mg urapidila po životinji nemaju značajan učinak na 

tjelesnu temperaturu, dok doze od 15 do 25 mg značajno snižavaju temperaturu životinja, 

katkad čak i više od 1 °C.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 25. Učinak urapidila na tjelesnu temperaturu, izražen kao srednja vrijednost ± SD nakon 

aplikacije urapidila (0, 30, 60, 90 i 120 min) (kontrola – 0.9% NaCl i.p., urapidil 0.25, 0.5, 1, 

2, 5, 10, 15, 20 i 25 mg/životinji i.p.).  

     naspram kontrole; P < 0.05 
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5.12.  Učinak metamfetamina na tjelesnu temperaturu 

 

Određen je učinak metamfetamina u vremenskim intervalima (0, 30, 60, 90 i 120 min) i 

napravljena je usporedba s kontrolnom grupom. Vidljivo je da metamfetamin odmah dovodi do 

povećanja i značajnog porasta tjelesne temperature koja katkad doseže i 41 °C (Slika 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 26. Učinak metamfetamina na tjelesnu temperaturu, izražen kao srednja vrijednost ± SD 

nakon aplikacije metamfetamina (0, 30, 60, 90 i 120 min) (kontrola – 0.9% NaCl i.p., 

metamfetamin 40 mg s.c.).  

     naspram kontrole; P < 0.05 
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5.13.  Učinak urapidila kao predtretmana metamfetaminu na tjelesnu temperaturu 

 

Određen je učinak najveće doze urapidila, apliciranog »–30 min« prije (predtretman) 

aplikacije metamfetamina (0 min). Vidljivo je da je predtretman urapidilom spriječio djelovanje 

metamfetamina na temperaturu te ju je zadržao na razini kontrolne skupine. Učinak je 

kontinuiran i traje cijelo vrijeme ispitivanja (Slika 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 27. Učinak urapidila kao predtretmana metamfetaminu na tjelesnu temperaturu, izražen 

kao srednja vrijednost ± SD neposredno nakon aplikacije urapidila »– 30 min« (25 

mg/životinji) te neposredno nakon aplikacije metamfetamina (0, 30, 60, 90 i 120 min) 

(kontrola – 0.9% NaCl i.p., metamfetamin 40 mg s.c., predtretman 30 min s urapidil 25 

mg/životinji i.p. prije metamfetamina 40 mg s.c.).  

     naspram kontrole;     naspram metamfetamina; P < 0.05 
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5.14.  Učinak urapidila kao posttretmana metamfetaminu na tjelesnu temperaturu 

 

Određen je učinak najveće doze urapidila, apliciranog 30 min nakon (posttretman na »0 

min«) aplikacije metamfetamina (– 30 min). Vidljivo je da je posttretman urapidilom dokinuo 

djelovanje metamfetamina na temperaturu te ju je za 1 sat vratio na razinu kontrolne skupine. 

Očito je da urapidil primijenjen kao posttretman može zaustaviti hipertermiju, ali je potrebno 

više vremena za nastanak učinka nego u predtretmanu (Slika 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 28. Učinak metamfetamina na tjelesnu temperaturu nakon posttretmana urapidilom, 

izražen kao srednja vrijednost ± SD neposredno nakon aplikacije urapidila »0 min« (25 

mg/životinji) te neposredno nakon aplikacije metamfetamina (– 30, 0, 30, 60, 90 i 120 min) 

(kontrola – 0.9% NaCl i.p. na »– 30 min«, metamfetamin 40 mg s.c., posttretman 30 min s 

urapidil 25 mg/životinji i.p. nakon metamfetamina 40 mg s.c.).  

     naspram kontrole;     naspram metamfetamina; P < 0.05 

 

 

 

 

35

36

37

38

39

40

41

42

 -30 min 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min

Te
m

p
er

at
u

ra
 u

 °
C

el
zi

je
vi

m

Vrijeme mjerenja rektalne temperature

Metamfetamin 40 mg Kontrola 0.)% NaCl Metamfetamin 40 mg
+
Urapidil 25 mg



78 
 

5.15.  Učinak urapidila na izazivanje katalepsije ovisno o dozi 

 

a) Ukupno trajanje katalepsije 

Određen je učinak urapidila na trajanje katalepsije u trajanju od 2 sata u ovisnosti o 

primijenjenoj dozi. Vidljivo je da urapidil izaziva katalepsiju ovisno o dozi, odnosno njezino 

trajanje je dulje s povećanjem doze (Slika 29). 

 

 

 

Slika 29. Učinak različitih doza urapidila na ukupno trajanje katalepsije izražen kao srednja 

vrijednost ± SD grupe nakon 2 sata od aplikacije (urapidil 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10, 15, 20 i 25 

mg/životinji i.p.). 
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b) Bodovanje intenziteta katalepsije u vremenskim intervalima 

Određen je učinak urapidila ovisno o dozi na katalepsiju i napravljena je usporedba s 

kontrolnom skupinom (0, 30, 60, 90 i 120 min).Vidljivo je da doze od 15, 20 i 25 izazivaju 

katalepsiju koja je izraženija s povećanjem doze. Katalepsiju ne nalazimo kod zdravih 

životinja u fiziološkim uvjetima te je očekivano značajna razlika svih skupina u kojima se 

pojavila katalepsija u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 4). 

Tablica 4. Intenzitet katalepsije (bodovanje 0–5 prema Costallu i sur., 1974.) ovisno o dozi 

urapidila i usporedba s kontrolom, izražen kao minimum / medijan / maksimum neposredno 

nakon aplikacije urapidila »0 min« (urapidil 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 5, 10, 15 i 25 mg/životinji i.p., 

kontrola 0.9% NaCl i.p.), te mjeren unutar 2 sata na vremenskim točkama (0, 30, 60, 90 i 120 

min). 

 

*naspram kontrole; P < 0.05  

0 = 0 min, 1 = 0.1–2.5 min, 2 = 2.6–5.0 min, 3 = 5.1–10.0 min, 4 = 10.1–20.0, 5 = >20.1 

 Vrijeme (točke mjerenja) 

Grupe 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min 

Kontrola 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 

0.25 mg 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 

0.5 mg 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 

1 mg 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 

2 mg 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 

5 mg 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 

10 mg 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 

15 mg 0/0/0 0/1/1 1/1/1* 0/1/1* 0/1/1* 

20 mg 0/0/0 0/1/2* 1/1/3* 1/1/2* 0/0/1* 

25 mg 0/0/0 2/3/3* 2/4/5* 2/3/4* 2/2/3* 
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5.16.  Učinak predtretmana urapidilom na stereotipije izazvane metamfetaminom 

 

Određen je učinak najveće doze urapidila, apliciranog 30 min prije aplikacije 

metamfetamina. Vidljivo je da predtretman urapidilom značajno smanjuje potencijalno 

djelovanje metamfetamina na izazivanje stereotipija. Iskazani su i učinci samog metamfetamina 

koji očekivano izaziva značajne stereotipije (Tablica 5). 

Tablica 5. Usporedba učinka urapidila (25 mg/životinji i.p.) na stereotipije, primijenjenog u 

predtretmanu (– 30 min) metamfetamina (40 mg/kg s.c.) s metamfetaminom (40 mg/kg s.c.) i 

kontrolom (0.9% NaCl i.p.) izraženom kao minimum / medijan / maksimum (bodovanje 0–4 

prema Costallu i sur., 1973.) u ukupnom trajanju od 2 sata (mjerenje u vremenskim točkama 

(0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 min)) nakon aplikacije metamfetamina.  

 

 

*naspram kontrole; ¥ naspram metamfetamina; P < 0.05  

0 = ponašanje jednako normalnoj životinji, 1 = povremeno njuškanje, konstantno istraživanje 

okoline, 2 = kontinuirano njuškanje, povremeno istraživanje okoline, 3 = kontinuirano 

njuškanje, povremeno grizenje, glodanje ili lizanje (umivanje); vrlo kratki periodi 

lokomotorne aktivnosti, 4 = kontinuirano grizenje, glodanje ili lizanje (umivanje); bez 

lokomotorne aktivnosti  

 

 

Vrijeme 

aplikacije 
Grupe 0 min 15 min 30 min 45 min 60 min 90 min 120 min 

0 min  Kontrola 0.9% NaCl i.p. 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 

0 min  
Metamfetamin 40 mg 

s.c. 
0/0/0 0/1/2* 3/3/4* 3/4/4* 4/4/4* 4/4/4* 4/4/4* 

Metamfetamin 

0 min 

Urapidil  

– 30 min 

Urapidil 25 mg i.p.  

(– 30 min) 

+ Metamfetamin 40 mg 

s.c. 

0/0/0 0/1/1* 1/1/1*¥ 1/2/3*¥ 2/2/2*¥ 1/2/2*¥ 0/1/1*¥ 
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5.17.  Učinak posttretmana urapidilom na stereotipije izazvane metamfetaminom 

Određen je učinak najveće doze urapidila, apliciranog 30 min nakon aplikacije 

metamfetamina. Vidljivo je da posttretman urapidilom antagonizira djelovanje metamfetamina 

na izazivanje stereotipija, značajno ih smanjujući već 15 minuta nakon aplikacije. Iskazani su i 

učinci samog metamfetamina koji očekivano izaziva značajne stereotipije (Tablica 6). 

Tablica 6. Usporedba učinka urapidila (25 mg/životinji i.p. aplicirano na 0 min) na 

stereotipije izazvane metamfetaminom (40 mg/kg s.c.) izraženom kao minimum/ medijan/ 

maksimum (bodovanje 0–4 prema Costallu i sur., 1973.) u ukupnom trajanju od 2 sata 

(mjerenje u vremenskim točkama: 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 min) nakon aplikacije urapidila.  

 

 

*naspram kontrole; ¥ naspram metamfetamina; P < 0.05  

0 = ponašanje jednako normalnoj životinji, 1 = povremeno njuškanje, konstantno istraživanje 

okoline, 2 = kontinuirano njuškanje, povremeno istraživanje okoline, 3 = kontinuirano 

njuškanje, povremeno grizenje, glodanje ili lizanje (umivanje); vrlo kratki periodi 

lokomotorne aktivnosti, 4 = kontinuirano grizenje, glodanje ili lizanje (umivanje); bez 

lokomotorne aktivnosti  

 

 

 

 

 

Vrijeme 

aplikacije 
Grupe 0 min 15 min 30 min 45 min 60 min 90 min 120 min 

– 30 min  
Kontrola 0.9% NaCl 

i.p. 
0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 0/0/0 

– 30 min  
Metamfetamin 40 

mg s.c. 
3/3/4* 3/4/4* 3/3/4*¥ 3/4/4*¥ 4/4/4*¥ 4/4/4*¥ 4/4/4*¥ 

Metamfetamin 

– 30 min 

Urapidil  

0 min 

Metamfetamin 40 

mg + Urapidil 25 

mg (+ 30 min) 

3/3/4* 1/2/3*¥ 1/2/3*¥ 1/2/2*¥ 1/2/2*¥ 1/2/2*¥   1/1/1*¥ 
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6. RASPRAVA 
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6.1. IN VITRO UČINCI 

Jedan od ciljeva bio je istražiti potencijalno neuroprotektivno djelovanje urapidila na 

dopaminergičkim stanicama PC12. Stanice PC12 mogu proizvoditi i otpuštati dopamin, te se 

često koriste u proučavanju metamfetaminom izazvane neurotoksičnosti (Hom i sur., 1997., 

Uemura i sur,. 2003., Lazzari i sur., 2006., Wu i sur., 2015., Li i sur., 2016.). Prema literaturnim 

navodima, nediferencirane stanice PC12 eksprimiraju D2 i D4 receptore za dopamin (Pothos i 

sur., 1998.). Primjenom MTT testa kojim se preživljenje određuje na temelju aktivnosti 

mitohondrijalnih dehidrogenaza, nije utvrđeno da urapidil može zaštititi stanice PC12 od 

metamfetaminom izazvane stanične smrti. Isti rezultat dobiven je i na stanicama SH-SY5Y, 

također dopaminergičkoj staničnoj liniji koja eksprimira receptore D2 i D3 (Presgraves i sur., 

2004.). 

Očekivano, u ovisnosti o koncentraciji, metamfetamin primijenjen tijekom 24 sata 

smanjio je preživljenje stanica PC12. U pojedinačnim eksperimentima, ovisno o brzini i fazi 

rasta, kao i o drugim nedefiniranim eksperimentalnim uvjetima, 0.6 mM metamfetamin je 

uobičajeno smanjio preživljenje stanica PC12 na 30–50% kontrolne vrijednosti. Treba istaknuti 

da se koncentracije pri kojima je postignuto značajno neurotoksično djelovanje metamfetamina 

razlikuju u pojedinim istraživanjima, što se vjerojatno može pripisati različitom stupnju 

ekspresije tirozin hidroksilaze i endogene razine dopamina, broju pasaža, kao i razlikama u 

uvjetima uzgoja stanica u kulturi (ponajprije vrsti medija i kombinaciji korištenih seruma). 

Tako su Lazzari i sur. (2006.) utvrdili da metamfetamin primijenjen u 100 µM koncentraciji u 

potpunosti dokida preživljenje stanica PC12. U istraživanjima koja su proveli Wu i sur. (2015.) 

te Lv i sur. (2013.), metamfetamin je u 2 mM koncentraciji smanjio preživljenje stanica PC12 

na 50% u usporedbi s kontrolom, dok je u istraživanju Uemure i sur. (2003.) nakon 24 sata 

tretmana 3 mM metamfetaminom još uvijek preživjelo 63% stanica. Smanjenje preživljenja za 

40% Li i sur. (2012.) postigli su sa 1.5 mM metamfetaminom primijenjenim tijekom 24 sata. 

Smanjenje vijabilnosti, u tim uvjetima, bilo je popraćeno promjenama morfologije 

stanica PC12. To se primarno odnosi na skraćivanje neuronalnih izdanaka i zaokruživanje tijela 

neurona. Značajno smanjenje duljine neurita, odnosno gotovo sferičan oblik stanica PC12 

nakon tretmana metamfetaminom opisali su i drugi autori (Li i sur., 2012., Wu i sur., 2015.). 

Značajan dio toksičnog djelovanja metamfetamina pripisuje se povećanom stvaranju 

RKV-a (Hom i sur., 1997.). U skladu s tim, i sada je izlaganje metamfetaminu dovelo do porasta 

RKV-a od 180%. Izražen intenzitet porasta RKV-a pri koncentraciji koja dovodi do jednakog 

smanjenja preživljenja pokazali su i Wu i sur. (2015.). U njihovu istraživanju 2 mM 
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koncentracija smanjila je preživljenje na 45% uz porast RKV-a od približno 100%. U drugom 

istraživanju, stanice PC12 tretirane su 0.1 mM metamfetaminom tijekom 4 dana (u prisutnosti 

0.5 mM kinurenata), što je smanjilo preživljenje za 34% i udvostručilo količinu unutarstaničnih 

RKV-a (Hom i sur., 1997.). Na dopaminergičkim SH-SY5Y stanicama neuroblastoma 

pokazano je da vitamin E, vrlo učinkovit antioksidans, može smanjiti metamfetaminom izazvan 

porast nakupljanja RKV-a i apoptozu (Wu i sur., 2007.). Također, predtretman s vitaminom C 

smanjio je pojačanu proizvodnju RKV-a i neurotoksični učinak metamfetamina u miješanoj 

kulturi neurona i glija stanica (Huang i sur., 2012.). Protektivno djelovanje antioksidansa poput 

selena i melatonina pokazano je i na animalnim modelima, i bilo je povezano sa smanjenim 

stvaranjem reaktivnih dušikovih vrsta i nitrozilacijom proteina (Imam i sur., 2001.). Kod tog je 

istraživanja kvercetin, vrlo potentni antioksidans i hvatač slobodnih radikala polifenolne 

strukture, doveo do značajnog smanjenja nakupljanja RKV-a, što je za posljedicu imalo 

smanjenje citotoksičnog učinka metamfetamina, potvrđujući tako štetni učinak oksidacijskog 

stresa na preživljenje dopaminergičkih stanica izloženih metamfetaminu. 

Uz povećano nakupljanje RKV-a, jedno od obilježja stanične smrti izazvane 

metamfetaminom jest aktivacija kaspaza. U skladu s tim, tretman metamfetaminom izazvao je 

velik porast u aktivnosti kaspaza. Druga su istraživanja također pokazala da je 

metamfetaminom izazvana apoptoza na stanicama PC12 povezana s aktivacijom kaspaze-3. 

Tako su npr. Li i sur. (2016.) Western blot metodom pokazali porast u ekspresiji aktivirane 

kaspaze-3 od 3.79 puta, dok je u istraživanju Huanga i sur. (2015.) nakon 24 sata tretmana sa 3 

mM metamfetaminom istom metodom utvrđen porast ekspresije cijepanih kaspaza-3 više od 6 

puta (Huang i sur., 2015.). Slični intenzitet promjena isti su autori pokazali i na stanicama SH-

SY5Y tretiranima metamfetaminom. Mjerenjem aktivnosti kaspaze-3, Lv i sur. (2013.) nakon 

tretmana metamfetaminom utvrdili su pad preživljenja na 50% i porast aktivnosti kaspaza od 

približno 130%. Na stanicama SH-SY5Y tretman 2 mM metamfetaminom smanjio je 

preživljenje na 83%, uz istovremeni porast ekspresije cijepane kaspaze-3 za 41% (Wisessmith 

i sur., 2009.). Chen i sur. (2016.) pokazali su i karakteristične apoptotske promjene na stanicama 

SH-SY5Y, što uključuje aktivaciju mitohondrijalnog puta oslobađanjem citokroma c u 

citoplazmu, porast aktiviranog oblika kaspaze-3, te povišenu ekspresiju proapoptotskog 

proteina Bax i PARP-a. 

Ipak, treba istaknuti da u nekim istraživanjima stanična smrt izazvana metamfetaminom 

nije imala karakteristična obilježja apoptoze (Uemura i sur., 2003., Nara i sur., 2010.). U 

jednom od istraživanja, stanice PC12 tretirane metamfetaminom nisu pokazivale ni morfološka 
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ni biokemijska obilježja apoptoze, iako je smrt stanica spriječena u prisutnosti inhibitora 

kaspaza (Uemura i sur., 2003.). Kasnije je pokazano da tretman metamfetaminom može 

istovremeno izazvati i apoptozu i autofagiju na staničnim modelima neurotoksičnosti izazvane 

metamfetaminom, uključujući i stanice PC12 (Castino i sur., 2008., Li i sur., 2012., Li i sur., 

2016.). Bojenjem s aneksinom V i propidij jodidom, Li i sur. (2012.) pokazali su da pri 

smanjenju preživljenja od 40% ima približno 55% apoptotičkih stanica, dok su Zhang i sur. 

(2013.) primjenom iste metode utvrdili 22% apoptotičnih stanica PC12 pri smanjenju 

preživljenja od približno 50%. U prisutnosti 3 mM metamfetamina Huang i sur. (2015.) 

detektirali su tek 14% stanica u apoptozi, a Chen i sur. (2016.) njih 17.5%, uz dvostruki porast 

ekspresije aktiviranog oblika kaspaze-3 prema Western analizi. Premda u ovom istraživanju 

nismo odredili udio apoptotičnih stanica, posebno je zanimljiv rezultat da je urapidil 

primijenjen istovremeno s metamfetaminom izrazito smanjio aktivnost kaspaza-3/7 bez učinka 

na preživljenje. Sposobnost urapidila da inhibira aktivnost kaspaza s jedne strane predstavlja 

velik potencijal za daljnja istraživanja, dok s druge strane upućuje na zaključak da porast 

aktivacije kaspaza-3/7 nije presudan za odumiranje stanica PC12, jer vraćanje aktivnosti 

kaspaza na vrijednosti jednake onima u kontrolnoj skupini nije imalo protektivno djelovanje. 

To bi moglo značiti da u ovim eksperimentalnim uvjetima procesi povezani s aktivacijom 

autofagije imaju ključnu ulogu u odumiranju stanica PC12. Također, budući da pri istim 

uvjetima urapidil nije smanjio nakupljanje RKV-a, iako je u potpunosti blokirao aktivaciju 

kaspaza-3/7, to dodatno navodi na zaključak da RKV-e nisu isključivo odgovorne za aktivaciju 

kaspaza 3 i 7, nego da u tome veliku ulogu imaju unutarstanični signalni putevi koji nisu 

direktno vezani uz promjenu redoks potencijala u stanicama.  

Većina antipsihotika su antagonisti dopamina. Antagonisti dopaminskih receptora in 

vivo mogu smanjiti neurotoksično djelovanje metamfetamina, smanjivanjem otpuštanja 

dopamina i sprječavanjem njegovoga povratnog unosa (Ares-Santos i sur., 2013.). Tako je 

kvetiapin, lijek iz skupine atipičnih antipsihotika, smanjio metamfetaminom izazvana oštećenja 

dopaminergičkih živčanih završetaka (He i sur., 2006.). Također, treba istaknuti da i agonisti 

dopamina mogu imati protektivno djelovanje. Na primjer, pokazano je da amorfin, lijek koji se 

koristi u liječenju Parkinsonove bolesti, in vivo može smanjiti toksični učinak dopamina, iako 

je najvjerojatnije taj učinak bio povezan s antioksidacijskim mehanizmom i sposobnošću 

hvatanja slobodnih radikala, a ne s agonističkim djelovanjem vezanim uz dopaminergički 

sustav, jer protektivni učinak nije bio dokinut s dopaminskim antagonistom haloperidolom 

(Fornai i sur., 2001.). Isti su autori pokazali da predtretman haloperidolom smanjuje 

metamfetaminom izazvan gubitak dopamina u strijatumu. U ovom istraživanju, haloperidol 
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primijenjen u visokoj koncentraciji (100 µM) izazvao je značajno smanjenje preživljenja 

stanica PC12, iako toksični učinak nije bio vidljiv u prisutnosti metamfetamina. Uzevši u obzir 

neuroprotektivni trend primijećen pri 10 puta manjoj koncentraciji, moguće je da takav rezultat 

zapravo odražava djelomično protektivno djelovanje haloperidola i u ovim uvjetima.  

 

6.2. IN VIVO UČINCI 

6.2.1. Testovi hipertermije 

Hipertermija uzrokovana metamfetaminom važan je pokazatelj neurotoksičnosti (Bowyer 

i sur., 1992., Bowyer, 1994.). Uvjeti i spojevi koji inhibiraju ili potiču hipertermiju uzrokovanu 

metamfetaminom jednako tako utječu na smanjenje razine dopamina i tirozin hidroksilaze u 

dorzalnom strijatumu (nucleus caudatus, putamen) (Bowyer i sur., 1992., Bowyer, 1994.). Kada 

kod štakora tjelesna temperatura prijeđe 41.5 °C, drži se da dolazi do nepovratnog oštećenja 

monoaminergičkih živčanih završetaka te da se tada više ne može utjecati na neurotoksičnost 

(Bowyer i sur., 1995.). Iako neurotoksičnost i hipertermija uzrokovane metamfetaminom 

direktno koreliraju, preduvjet neuroprotektivnog djelovanja ispitivanih tvari nije snižavanje 

tjelesne temperature (Cappon i sur., 1996.). Hipertermija uzrokovana metamfetaminom 

posredovana je σ receptorima koji se nalaze u hipotalamusu i moduliraju tjelesnu temperaturu 

(Gundlach i sur., 1986., Rawls i sur., 2002.). Ipak, kod primjene urapidila, najznačajniji učinak 

na temperaturu ostvaruje se preko serotonergičkog sustava agonizacijom 5-HT1a receptora, jer 

njihovom aktivacijom dolazi do pada krvnog tlaka i rasipanja energije preko kože (Ootsuka i 

sur., 2006., Rusyniak i sur., 2006.). U skladu s time da urapidil ima učinak ovisan o dozi na 5-

HT1a receptore (Sanders i sur., 1988.), razumljiv je trend u kojem urapidil u dozama od 2 do 

25 mg gradacijski značajno snižava tjelesnu temperaturu. Zanimljivo je da u dozama od 0.25 

do 1 mg po životinji urapidil dovodi do povećanja tjelesne temperature, ali samo unutar 30 min. 

Taj kratkotrajni učinak vrlo je vjerojatno posljedica djelovanja na dopaminergički sustav jer 

urapidil i povećava dopaminergičku neurotransmisiju (Pugsley i sur., 1986., Jackisch i sur., 

1987., Singer i sur., 1989.). S druge strane, očito nije došla do izražaja značajna blokada 

dopaminskih receptora u tim dozama koja bi bila dovoljna da zaustavi djelovanje izlučenog 

dopamina jer, prema radovima, urapidil posjeduje umjeren afinitet za D2 receptore (Kellar i 

sur., 1984., Pugsley i sur. 1986.). Dodatno, vjerojatno u tom vremenskom okviru nije došlo do 

dovoljno potentne agonizacije 5-HT1a receptora, koja bi dovela do spuštanja tjelesne 

temperature. To je u skladu s opažanjima Schoetensacka i suradnika (1977.) da urapidil nema 

učinak na kardiovaskularni sustav štakora kada se primijeni peroralno do 80 mg/kg, ali da od 
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10 mg/kg značajno snižava tjelesnu temperaturu. Važno je naglasiti da u kombinaciji s 

metamfetaminom urapidil, primijenjen u dozi od 25 mg, kao predtretman ima sposobnost 

sprječavanja porasta temperature, a kao posttretman vraća povišenu tjelesnu temperaturu na 

normalnu razinu. S jedne strane, logično je pretpostaviti da u toj dozi urapidil dovodi do 

značajne blokade dopaminskih receptora i tako zaustavlja djelovanje otpuštenog dopamina. S 

druge strane, sprječavanju porasta pridonosi i snažna agonizacija 5-HT1a receptora u toj dozi. 

Povezanost učinka urapidila na in vitro preživljenje stanica nakon primjene 

metamfetamina i in vivo sniženje temperature vjerojatno ne postoji. Urapidil snižava tjelesnu 

temperaturu, antagonizira učinke metamfetamina, ali ne pridonosi preživljenju PC12 i SH-

SY5Y stanica tretiranih metamfetaminom. Iako hipertermija i smrt stanica izazvana 

metamfetaminom koreliraju, kod urapidila to očito nije slučaj. Takav rezultat je u skladu s 

prethodnim spoznajama da tvar koja dovodi do snižavanja tjelesne temperature, ne mora imati 

neuroprotektivni učinak nakon tretmana metamfetaminom (Cappon i sur., 1996.). Može se 

pretpostaviti da bi u kliničkoj praksi urapidil djelovao na hipertermiju izazvanu 

metamfetaminom i time vjerojatno umanjio štetne posljedice same hipertermije, ali ne bi 

značajno umanjio neurotoksičan učinak metamfetamina. 

 

6.2.2. Testovi lokomotorne aktivnosti 

Sustavi koji značajno povećavaju lokomotornu aktivnost kod životinja su dopaminergički 

i glutaminergički. Aktivacija dopaminergičkog sustava i pojačana lokomotorna aktivnost mogu 

se potaknuti primjenom direktnih (apomorfin) i indirektnih agonista (amfetamin, 

metamfetamin) stvaranja dopamina, a i blokatora ponovnog unosa dopamina u stanicu 

(kokaina). Glutamatergički sustav može se aktivirati antagonistima NMDA receptora (MK801).  

Obrazac koji pokazuje urapidil je da gradacijsko povećanje doze dovodi do gradacijskog 

smanjenja lokomotorne aktivnosti i, na kraju, do njezinog prestanka. Interesantno je da niske 

doze urapidila, od 0.25 do 1 mg, povećavaju lokomotornu aktivnost gotovo u svim ispitivanim 

parametrima. Da bi se razjasnio taj učinak, potrebno je naglasiti da hiperlokomocija sama po 

sebi nije abnormalno ponašanje, ako je riječ o hodu prema naprijed. Suprotno tome, hod 

unatrag, na sva četiri ekstremiteta i kruženje oko stražnjih šapa u bilo kojem smjeru pripadaju 

abnormalnom ponašanju (Taylor i sur., 1974.). Prema karakteristikama, hiperlokomocija kod 

urapidila ne svrstava se u abnormalno ponašanje jer nema hoda unatrag. Takav se oblik 

lokomotorne aktivnosti i ponašanja viđa kod primjene metamfetamina, ali uvijek uz stereotipije, 
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i ovisan je o primijenjenoj dozi (Curzon i sur., 1979.). Urapidil ni u jednoj ispitivanoj dozi nije 

izazvao stereotipije. Moguće je da je povećanje lokomocije kod primjene niskih doza urapidila 

posljedica povećane dopaminergičke neurotransmisije (Pugsley i sur., 1986., Jackisch i sur., 

1987., Singer i sur., 1989.). Ipak, s obzirom na to da je urapidil agonist 5-HT1a receptora, 

moguće je da je aktivacija serotonergičkog sustava pridonijela povećanju lokomocije. U prilog 

tome ide i podatak da agonizacija 5-HT1a receptora može biti uključena u povećanje 

lokomocije (Kalkman i sur., 1990.), putem intrinzičkoga aktivacijskog učinka (Evenden i sur., 

2012.). Ono što dovodi u pitanje takvu pretpostavku jest ovisnost o dozi opisanog učinka, što 

nije slučaj kod urapidila, jer učinak urapidila na lokomotornu aktivnost raste do primijenjene 

doze od 1 mg, a zatim značajno opada. Dodatno, urapidil pripada u potentne agoniste 5-HT1a 

receptora te je logično pretpostaviti da bi se povećavanjem doze povećala lokomotorna 

aktivnost, jer dolazi do povećanog vezanja za 5-HT1a receptore. Agonizacija 5-HT1a receptora 

urapidilom najvjerojatnije samostalno nema bitan učinak na cijeli obrazac lokomocije jer pri 

većim dozama dolazi do značajne hipolokomocije u odnosu na kontrolnu skupinu.  

Uzimajući u obzir sva opisana djelovanja urapidila, najvjerojatnija pretpostavka je da u 

niskim dozama dolazi do povećane dopaminergičke i serotonergičke transmisije, što 

sinergistički dovodi do povećanja lokomocije.  

Potrebno je razjasniti mogućnost urapidila da na lokomociju utječe aktivacijom 

adrenergičkog sustava. Općenito, urapidil djeluje kao antagonist; selektivno i značajno na 

postsinaptičke alfa 1 adrenoreceptore, vrlo slabo na postsinaptičke alfa 2 receptore, i umjereno, 

ali selektivno na beta 1 adrenoreceptore (van Zwieten i sur., 1985.). Studije pokazuju da 

selektivno blokiranje alfa receptora (ali samo u povećanim dozama ispitivanih blokatora 

prazosina i idazoksana) dovodi do hipolokomocije (Stuchlik i sur., 2004.). U kombinaciji s 

amfetaminom i apomorfinom, predtretman s prazosinom (selektivni blokator alfa 1 receptora) 

doveo je do smanjenja lokomocije, dok je predtretman s idazoksanom (selektivni blokator alfa 

2 receptora) čak malo i povećao lokomotornu aktivnost (Dickinson i sur., 1989.). Beta 1 

receptori samostalno vjerojatno nemaju nikakvu značajnu ulogu u lokomociji, ali mogu imati 

sinergistički učinak uz dominantno djelovanje na serotonergički sustav, čije se djelovanje 

ostvaruje agonizacijom 5-HT1a receptora (Kalkman, 1990.) S druge strane, zajednička 

primjena alfa 1 blokatora prazosina i D2 blokatora sulpirida dovodi do značajnog poremećaja 

lokomocije, koji nije viđen kada se primijene samostalno (Stuchlik i sur., 2008.). Zaključno se 

može reći da hiperlokomocija i hipolokomocija viđene kod primjene urapidila najvjerojatnije 

nisu posredovane adrenergičkim sustavom.  
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        Ukupan učinak ovisan o dozi na sva 4 parametra lokomocije pokazuje da urapidil izaziva 

promjene svojstvene prvoj (tipični), drugoj (atipični) i trećoj (parcijalni agonisti dopamina) 

generaciji neuroleptika. Svi neuroleptici značajno inhibiraju spontanu lokomotornu aktivnost 

putem dopaminergičkog sustava, većinom blokiranjem D2 receptora (Schaefer i sur., 1984., 

Kolackowski i sur., 2014.). S druge strane, metamfetamin očekivano značajno povećava 

lokomotornu aktivnost dovodeći do hiperlokomocije životinja (Wallace i sur., 1999., Riviere i 

sur., 1999., Hall i sur., 2008.). Učinak je posljedica pojačanog oslobađanja dopamina iz 

vezikula. Ključnu ulogu za lokomotorni i bihevioralni učinak kod akutne primjene 

metamfetamina imaju DAT i VMAT2 koji gube svoju funkciju zbog direktno toksičnog 

djelovanja metamfetamina i produljene aktivacije dopaminergičkog sustava (Riddle i sur., 

2006.). Kod učinka na lokomociju potvrđena je aktivnost D2 receptora jer se kod knock-out 

životinja za D2 receptor učinak gubi (Bay-Richter i sur., 2013.).  

Kombinacija metamfetamina i urapidila (predtretman i posttretman) pokazuje da urapidil 

u dozi od 25 mg kao predtretman sprječava djelovanje metamfetamina, dok kao posttretman 

antagonizira učinak metamfetamina u svim ispitivanim parametrima lokomocije. Vrlo značajno 

je da doza od 25 mg urapidila kao predtretman i posttretman održava ili vraća lokomociju na 

razinu kontrolne grupe. Doza metamfetamina od 40 mg/kg s.c. kod životinja se svrstava u jako 

visoku i toksičnu dozu te svoj učinak iskazuje vrlo brzo (Cappon i sur., 2000.). Vrijeme 

promatranja od 2 sata dovoljno je da metamfetamin iskaže sve svoje učinke i pokrene 

hiperlokomociju, a da ne dovede do značajnoga neurotoksičnog oštećenja u kojem bi životinje 

izgubile sposobnost kretanja. Antagonizacija hiperlokomocije izazvana direktnim i indirektnim 

agonistima dopamina čini klasičan farmakološki model ispitivanja neuroleptičkih svojstava 

spoja jer ima dobru prediktivnu valjanost (Moreira i sur., 2005., Leite i sur., 2008., Castagne i 

sur., 2009, Gobira i sur., 2013.).  

Kvalitetna karakteristika urapidila da u predtretmanu i posttretmanu antagonizira 

djelovanje metamfetamina u sva 4 ispitivana parametra nakon jednokratne primjene je jako 

interesantna, jer neurolepticima katkad trebaju tjedni i višekratna primjena da bi iskazali takav 

antagonizacijski učinak na hiperlokomociju (npr. risperidon (Marchese i sur., 2009.)). Ovaj in 

vivo učinak urapidila koji zaustavlja hiperlokomociju izazvanu metamfetaminom 

najvjerojatnije je posredovan blokadom dopaminskih receptora, što je u skladu s prethodnim ex 

vivo spoznajama da se urapidil veže za D2 receptore (Kellar i sur., 1984., Pugsley i sur. 1986.).  
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6.2.3.  Testovi katalepsije 

Rezultati pokazuju da povećavajući dozu urapidila, u štakora dolazi do pojave katalepsije 

(Slika 29). Katalepsija dugog trajanja, u pojedinim slučajevima i dulje od 20 min, javlja se u 

dozi od 25 mg urapidila. S obzirom na to da je test katalepsije visoke prediktivne valjanosti, 

koristi se i danas (Jantschak i sur., 2013.) kao tipičan i uspješan indikator potencijalnih 

neuroleptičkih karakteristika novih lijekova (Greenblat i sur., 1980.). Najčešći razlog korištenja 

testa je procjena sposobnosti neke tvari za poticanje ekstrapiramidalnih nuspojava (Hoffman i 

sur., 1995.). Općenito, doze koje su potrebne da izazovu katalepsiju su one kod kojih je zauzeto 

oko 80% D2 receptora u strijatumu, što je više nego za neuroleptički učinak, koji uglavnom 

zahtijeva oko 65–70% zauzetosti receptora (Wadenberg i sur., 2010.). Ovisno o spojevima, 

razlika u dozi potrebna da bi se izazvala katalepsija i neuroleptički učinak varira u rasponu od 

vrlo male, kao što je slučaj za haloperidol, do vrlo visoke, kao za klozapin (Gerlach i sur., 1991., 

Moreira i sur., 2005.). S druge strane, doze neuroleptika potrebne za izazivanje katalepsije kod 

životinja dobro koreliraju s dozama koje izazivaju ekstrapiramidalne nuspojave kod ljudi 

(Gerlach i sur., 1991.). Važno je napomenuti da u našem istraživanju ni jedna životinja kojoj je 

apliciran urapidil nakon 24 sata nije imala vidljive znakove djelovanja tog lijeka. To je u skladu 

s LD50 koji iznosi između 720 i 960 mg/kg, nakon osmosatne primjene (Schoetensack i sur., 

1983.). Iz prikazanih rezultata (Slika 29), može se zaključiti da urapidil ima kataleptička 

svojstva ovisna o dozi, koja su svojstvena neurolepticima (npr. haloperidol, klozapin, olanzapin 

(Ananth i sur., 2001., Bricker i sur., 2014.)), te da učinke ostvaruje najvjerojatnije blokirajući 

dopaminske (D2) receptore u strijatumu (Wadenberg i sur., 2010.). 

 

 

 

6.2.4.  Testovi stereotipije 

Stereotipija sa svim karakterističnim znakovima izazvana je primjenom metamfetamina 

40 mg/kg s.c. te je napravljena usporedba s urapidilom u dozi od 25 mg, primijenjenim kao 

predtretman i posttretman metamfetaminu. U oba slučaja urapidil je značajno smanjio, a katkad 

i potpuno ukinuo sve znakove stereotipnog ponašanja. Poznato je da stereotipije uzrokovane 

metamfetaminom mogu biti posredovane serotonergičkim ili dopaminergičkim sustavom. 

Dignut rep, adukcija stražnjih šapa, tapkanje prednjim nogama te mahanje glavom simptomi su 
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ovisni o oslobađanju serotonina, a dizanje na stražnje noge, grizenje, lizanje i hodanje unaprijed 

ponašanja su ovisna o oslobađanju dopamina. Hodanje unatrag, kruženje i okretanje oko 

stražnjih šapa vrlo su karakteristični za stereotipiju, ali nisu isključivo ovisni o utjecaju na 

serotonergički, odnosno dopaminergički sustav (Curzon i sur., 1979.). S obzirom na to da je 

poznato da urapidil djeluje aktivirajući 5-HT1a receptore, nije za pretpostaviti da taj učinak 

pridonosi smanjenju metamfetaminskog djelovanja jer bi se očekivao sinergistički učinak na 

stereotipije. S druge strane, najznačajnija promjena vidljiva je u ponašanju koje je ovisno o 

dopaminergičkom sustavu, kao što su glodanje i lizanje (umivanje) te hod prema unatrag i 

kruženje oko stražnjih šapa. To dodatno potvrđuje učinak urapidila putem dopaminergičkog 

sustava. Ono što je zanimljivo i opaženo jest da su promjene ovisne o dopaminu (hod naprijed, 

grizenje, glodanje, lizanje (umivanje)) pojačane kod niskih doza urapidila (0.25, 0.5 i 1 mg), ali 

one se gube gradacijski prema većim dozama. Naime, spojevi koji posjeduju balansirani učinak 

agonizacije 5-HT1a receptora i antagonizacije D2 receptora učinkoviti su neuroleptici koji 

imaju malu sklonost izazivanja ekstrapiramidnih nuspojava i metaboličke disfunkcije u ljudi. 

Takvi spojevi u literaturi se nazivaju »selektivno neselektivnim lijekovima« koji ostvaruju svoj 

učinak vežući se za receptore odgovorne za neuroleptički učinak, ali ne i na mjestima 

odgovornima za nuspojave. Neuroleptici (npr. klozapin, ziprasidon, aripiprazol, brekspiprazol) 

za učinak trebaju aktivirati 5-HT1a receptore da bi došlo do otpuštanja dopamina u korteksu. 

Važno je napomenuti da je taj učinak selektivan i vidljiv samo u frontalnoj kortikalnoj regiji 

mozga, a ne i u strijatumu i nucleusu accumbensu (Newman i sur., 2011.).  

 

6.2.5.  In vitro i in vivo 

Nakon provedenih in vitro testiranja, pokazano je da urapidil ne može zaštititi PC12 

stanice (eksprimiraju D2 i D4 autoreceptore iz D2-slične porodice receptora, tirozin 

hidroksilazu, prijenosnik za dopamin i VMAT-2), ni SH-SY5Y stanice (posjeduju i plazmatski 

i vezikularni prijenosnik za dopamin, eksprimiraju enzime za sintezu i metabolizam dopamina, 

te D2 i D3 receptore), nakon neurotoksičnog tretmana metamfetaminom. Raščlanjujući, testovi 

nakupljanja unutarstaničnih RKV-a pokazuju da urapidil ne djeluje antioksidacijski (kao što je, 

na primjer, pokazano za kvercetin) kako bi zaustavio pojačanu depleciju dopamina i stvaranje 

RKV-a koji su posljedica tretmana metamfetaminom. Pretpostavljena hipoteza da urapidil svoja 

svojstva iskazuje blokadom D2 nije isključena ovim testiranjima jer se zaustavljanje stanične 

smrti ne ostvaruje isključivo blokadom D2 receptora. Dapače, vidljivo je da haloperidol 

primijenjen u koncentraciji od 100 µM izaziva značajno smanjenje preživljenja stanica PC12. 
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Ipak, treba napomenuti da haloperidol ima tendenciju neuroprotekcije jer u dozi od 10 µM 

zaustavlja propadanje stanica izazvano metamfetaminom, premda učinak nije značajan. Treba 

također napomenuti da različita tendencija djelovanja haloperidola i urapidila na 

metamfetaminom izazvanu toksičnost u in vitro sustavu svoj uzrok ima u činjenici da 

haloperidol ima vrlo jak afinitet za D2 receptore, a urapidil slab do umjeren (Kellar i sur., 

1984.). Najzanimljiviji rezultat jest da urapidil primijenjen istovremeno s metamfetaminom 

izrazito smanjuje aktivnost kaspaza-3/7 (glavne efektorske kaspaze mitohondrijskog puta), ali 

ni to nije dovoljno da u testiranim koncentracijama zaustavi propadanje stanica. Iz in vitro 

rezultata vidljivo je da urapidil ne može zaustaviti neurotoksičnost izazvanu metamfetaminom, 

premda in vivo antagonizira metamfetaminom izazvana karakteristična ponašanja kod životinja. 

Očito je da je riječ o različitim mjestima i signalnim putevima kojima urapidil i metamfetamin 

ostvaruju svoj učinak. Sposobnost urapidila da smanji aktivnost kaspaza-3/7, i time propadanje 

stanica, možda je dovoljna kada se događa u kompleksnijim in vivo reakcijama. Jedan prilog 

tome mogao bi biti učinak urapidila na sniženje hipertermije izazvane metamfetaminom jer je 

hipertermija in vivo pokazatelj neurotoksičnosti metamfetamina. 
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7. ZAKLJUČAK 
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ZAKLJUČAK: 

- urapidil ne utječe na neurotoksičnost izazvanu metamfetaminom na stanicama PC 12 i 

SH-SY5Y 

- urapidil spušta tjelesnu temperaturu ovisno o dozi i antagonizira djelovanje 

metamfetamina na istu 

- urapidil utječe na lokomotornu aktivnost ovisno o dozi i ima sposobnost antagonizacije 

hiperlokomocije i stereotipija izazvanih metamfetaminom 

- urapidil izaziva katalepsiju ovisno o primijenjenoj dozi. 

Urapidil ima neuroleptička svojstva, vrlo vjerojatno posredovana putem dopaminergičkog 

sustava, odnosno izazvana blokiranjem dopaminskih D2 receptora. 
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ŽIVOTOPIS 

Božo Radić rođen je 18. listopada 1981. u Splitu, gdje je završio osnovnu školu i maturirao u 

Prirodoslovno-matematičkoj gimnaziji. Medicinski fakultet Sveučilišta u Zagrebu upisao je 

2000. godine, na kojem je diplomirao 2006. godine. Godine 2004. dobiva Rektorovu nagradu 

za rad »Učinak BPC 157 na tupu ozljedu mišića u štakora«. Pripravnički staž iz medicine 

završava 2008. godine i do 2010. godine radi u timu za hitnu pomoć pri Domu zdravlja 

Koprivničko-križevačke županije. Od 2011. godine je na specijalizaciji iz gastroenterologije u 

Kliničkoj bolnici Dubrava. Sudjeluje kao stručni suradnik tvrtke Hedera d. o. o. iz Splita na 

raznim istraživačko-razvojnim projektima. Od 2003. godine surađuje u timu prof. dr. sc. 

Predraga Sikirića na projektu »Pentadekapeptid BPC 157 – daljnja istraživanja«. Autor je više 

od 30 znanstvenih radova u časopisima indeksiranima u Current Contentsu.  

 


