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Popis kratica

Racl - Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
GEF - guanine nucleotide exchange factor
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GTP - guanosine triphosphate

GAP - GTPase activating proteins

GDI - guanosine nucleotide dissociation inhibitors
NADPH - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
Netl - neuropethelial cell-transforming 1

NetlA - Netl isoform A

L-NAME - NG-nitro-L-arginine-methyl ester

VEGF - vascular endothelial growth factor

VEGFR - vascular endothelial growth factor receptor
NO - nitric oxide

FAK - focal adhesion

Egrl - early growth response protein 1

NaB2 - NGFI-A binding protein 2

bFGF - basic fibroblast growth factor

EGF - epidermal growth factor

PDGF-B - platelet-derived growth factor subunit B
ERK - extracellular signal-regulated kinases

MAPK - mitogen-activated protein kinase

MEK - MAPK/ERK kinase

NF-KB - nuclear factor kappa-light chain-enhancer of activated B cells
Vcam-1 - Vascular cell adhesion protein 1

Icam-1 - intacellular adhesion molecule 1



RNS - reactive nitrogen species

ROS - reactive oxygen species

TNFa - tumor necrosis factor alpha

eNOS - endothelial nitric oxide synthase

IL-1p - interleukin-1 beta

XIAP - X-linked inhibitor of apoptosis protein
N-Ras - neuroblastoma Ras viral oncogene homolog
K-Ras - Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
H-ras - Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
Bcl-2 - B-cell lymphoma 2

cdc4z2 - cell division control protein 42 homolog
p120ctn - p120 catenin

HER?2 - human epidermal growth factor receptor 2
ER - estrogen receptor

PTEN - phosphatase and tensin homolog

IGF-IR - type 1 insulin like growth factor receptor
P-Rex1~Racl - Phosphatidylinositol(3,4,5)-dependent Rac exchanger 1~Racl
SDF - stromal cell-derived factor

JAK - Janus kinase

STAT - Signl Transducer and Activator of Transcription
JNK - c-Jun N-terminal kinase

SiRNA - small interfering RNA

Dock - Dedicator of cytokinesis

IA - lodoacetamide

DSS - Dextran sulfate sodium

CREB - cAMP response element binding protein
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Sazetak

Usporedba pentadekapeptida BPC 157 i Racl inhibitora

UVOD: Racl je mali signalizirajuéi G-protein koji moze aktivirati NF-kappaB.
Pentadekapeptid BPC 157 smanjuje transkripciju Vcam-1 u NF-kappaB signalnom putu kao i
neki NF-kappaB inhibitori te suprimira da ERK inducira Vcam-1 preko NF-kappaB
aktivacije. Pentadekapeptid BPC 157 moze biti Racl aktivator ili inhibitor, te bi to moglo

ovisiti o mjestu fosforilacije FAK/paksilin signalnog puta.

METODE: Pregled u¢inaka pentadekapeptida BPC 157 i Racl inhibitora na tumorski rast,
ishemijsko-reperfuzijske ozljede, ulcerozni kolitis, virusne infekcije, multiplu sklerozu,

depresiju i cijeljenje te usporedba sa u¢incima NF-kappaB inhibitora.

REZULTATI: Pentadekapeptid BPC 157 bi mogao biti novi NF-kappaB inhibitor. Dok je
veéina istrazivanja o Racl inhibitorima napravljena na modelima inhibicije tumorskog rasta
gdje je pronadena prekomjerna ekspresija Racl, BPC 157 je najvise istrazivan u modelima
upalnih bolesti i cijeljenja. Transkripcijski faktor NF-kappaB povezuje upalne bolesti i
tumore, te je moguce da je NF-kappaB signalni put poveznica izmedu pentadekapeptida BPC
157 i Racl inhibitora. Pentadekapeptid BPC 157 i NF-kappaB inhibitori pozitivno utjecu na

sve navedene modele, dok Racl inhibitori nisu u€inkoviti u modelima cijeljenja i depresije.

ZAKLJUCAK: Postoji moguénost da je transkripcijski faktor NF-kappaB uzrok sli¢nosti
izmedu pentadekapeptida BPC 157 i Racl inhibitora u nekim modelima. Treba uzeti u obzir i
druge signalne puteve kao Sto su CREB 1 ERK te da je moguce da je u¢inak BPC 157, kao i

Racl inhibitora na te puteve stani¢no-specific¢an.

Kljucne rijeci: pentadekapeptid BPC 157, racl inhibitori, NF-kappaB inhibitori



Summary

Pentadecapeptide BPC 157 and Racl inhibitors

BACKGROUND: Rac 1 is a small G-protein which can activate NF-kappaB.
Pentadecapeptide BPC 157 decreases transcription of Vcaml in NF-kappaB  signalling
pathway like some NF-kappaB inhibitors and supresses ERK induction of Vcaml
through NF-kappaB activation. Pentadecapeptide BPC 157 can be Racl activator or
inhibitor, and that could depend on phosphorylation site of FAK/Paxillin pathway.

METHODS: Review of pentadecapeptide BPC 157 and Racl inhibitor effects on tumour
growth, ischemia-reperfusion injuries, ulcerative colitis, viral infections, multiple sclerosis,

depression and healing, as well as comparison with the effects of NF-kappaB inhibitors.

RESULTS: Pentadecapeptide BPC 157 could be a novel NF-kappaB inhibitor. While most
of the research on Racl inhibitors is done in models of tumour growth inhibition where Racl
overexpression is found, the research on BPC 157 is focused on inflammation diseases and
healing. The NF-kappaB transcription factor is a link between inflammation and cancer, so
it is possible that NF-kappaB pathway is a connection between pentadecapeptide BPC 157
and Racl inhibitors. Pentadecapeptide BPC 157 and NF-kappaB inhibitors have positive
result in all of the models reviewed, while Racl inhibition is not affective in models of

healing and depression.

CONCLUSION: 1t is possible that the NF-kappaB transcription factor is a cause of the
similirality between BPC 157 and Racl inhibitors in some of the models. Other signalling
pathways , like ERK and CREB must be considered, as well as the fact the effect of BPC
157 and Racl inhibitors on NF-kappaB could be cell specific.

Key words: pentadecapeptide BPC 157, racl inhibitors, NF-kappaB inhibitors



1. UvOD

1.1.Racl inhibitori

Racl je mali signaliziraju¢i G-protein koji spada u Rho porodicu GTP-aza. Rho porodica
GTPaza pripada Ras superporodici koju osim Rho porodice ¢ine i Ras, Rab, Ran i Arf.[1]
Ras porodicu ¢ine Racl , RhoA i Cdc 42 potporodice. Racl potporodici osim ve¢ spomenutog
Racl proteina pripadaju i Rac2, Rac3 i RhoG. Racl protein je prisutan u svim stanicama, dok
je Rac2 prisutan samo u hematopoetskim stanicama i njegov manjak uzrokuje defekte
hematopoetskih stanica tijekom embrionalnog razvoja. Rac3 se najvise nalazi u mozgu, te je

hiperaktivan u karcinomu dojke. [2]

Svi ¢lanovi Rho porodice vezu GTP, te kada su vezani za GDP su u neaktivhom obliku, a
kada vezu GTP u aktivnom su obliku. Hoce li biti vezani za GTP ili GDP ovisi 0 tri vrste
proteina: gvanin nukleotid zamjenskim faktorima ( GEFs) koji su aktivatori, te o GTPaze
aktiviraju¢im proteinima (GAPS) i o GDP inhibitorima disocijacije (GDIs) koji su negativni
regulatori. [3] Racl je osim §to je vazna komponenta NADPH oksidaze i tako kontrolira
stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva [4] i regulator mnogih stani¢nih procesa kao §to su
stani¢ni Ciklus, vezikularni transport, stani¢ni polaritet i transkripcija. [5] Racl djeluje na
stani¢ni ciklus tako Sto se nakuplja u nukleusu stanice tijekom G2 faze stani¢nog ciklusa i
tako promovira dijeljenje stanica.[6] Racl je povezan i sa transkripcijskim faktorom NF-KB,
te je moguce pozitivnu ulogu Racl inhibitora u lije¢enju nekih od karcinoma dijelom
pripisati NF-KB inhibiciji. [7] Racl ima vaznu ulogu u kontroli aktivacije NADPH oksidaze i
proizvodnji ROS [8] koji mogu aktivirati NF-KB te je taj u¢inak ROS na NF-KB aktivaciju
¢ini se stani¢no specifi¢an. [9] Racl je potreban i za Toll-like receptor 2 posredovanu NF-KB

aktivaciju [10], te tako moze uzrokovati NF-KB aktivaciju na vise nacina.

Budu¢i da je Racl regulator mnogih stani¢nih procesa vazna je njegova uloga u nastanku
raka, pa se danas Racl inhibicija istrazuje kao nova moguénost lijeCenja ne-sitnostani¢nog
karcinoma pluc¢a [11], melanoma [12], leukemije [13], meduloblastoma [14],karcinoma dojke
[15], jetre [16] i pankreasa [17]. Racl inhibitori navode se i kao moguénost lijeCenja

ulceroznog kolitisa [17],pankreatitisa [18] i ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda [19].

U ovom radu ¢emo usporediti djelovanje Racl inhibitora sa pentadekapeptidom BPC 157,

koji pokazuje neke ucinke slicne Racl inhibitorima kao §to je protutumorski uc¢inak [20] i



uspjesnost U lijeCenju ulceroznog kolitisa [21], ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda [22], te su
oba hepatoprotektivna [23-25] i mogli bi imati antivirusni ucinak [26]. Za razliku od Racl
inhibitora, BPC 157 se pokazao uspjesan i u cijeljenju rana i opeklina [27], u modelima
neuroloskih bolesti [28], depresije [29], ulkusa roznice [30] i zeluca [31], anafilaksije [32],
hipertenzije i hipotenzije. [33] Zbog povezanosti Racl i NF-KB u ovom ¢emo radu navesti i
djelovanje NF-KB inhibitora, budu¢i da je moguce da taj signalni put uzrok sli¢nosti u
djelovanju Racl inhibitorai BPC 157.

1.2. Pentadekapeptid BPC 157

Smatra se da stabilni zelu¢ani pentadekapeptid BPC 157 svoje pozitivne uc¢inke na mnoge
sustave ostvaruje preko NO sustava [34]. | djelovanje na promoviranje ekspresije VEGF-a u
ranjenim koznim tkivima [35] je moguce objasniti djelovanjem na NO sustav jer NO moze
ovisno o koli¢ini i poticati i inhibirati ekspresiju VEGF-a [36]. BPC 157 ima antiulcerozni
ucinak [31], djeluje na hipertenziju i hipotenziju [33], pokazao se djelotvornim u smanjenju
trajanja aritmija [37], sprjecava ucinke hiperkalemije [38] i hipokalemije [39],potice cijeljenje
koze [27,40] , tetiva [41], ligamenata [42]fistula [43] i zila [44], smanjuje ishemijsko-
reperfuzijske ozljede [22] , stiti guSteracu od nastanka akutnog pankreatitisa [45], sprjecava
nastanak jetrenih lezija nakon hepatotoksi¢nih procedura [25], te ima protupalni i antipiretski
ucinak [46] .

Osim $to uzrokuje povecanu transkripciju Egr-1 , BPC 157 stimulira i ekspresiju njegovog
represora Nab2 [47] koji blokira Egr-1-posredovanu aktivaciju faktora rasta kao $to su bFGF,
EGF i PDGF-B i na taj nafin moze zaustaviti angiogenezu [48]. To nam govori da je
angiogeneza koja nastaje prilikom cijeljenja primjenom pentadekapeptida BPC 157 jako
dobro regulirana ravnoteZom izmedu pozitivnih 1 negativnih ¢imbenika angiogeneze, te ne
moze postati patoloska buduéi da nab2 ekspresija ima sposobnost sprijeciti angiogenezu.
Povecana NAB2 ekspresija, koja nastane primjenom BPC 157 utjece i na VEGF aktivnost,
tako §to NAB2 osim $to smanjuje VEGF-om posredovanu gensku ekspresiju, smanjuje i
ekspresiju VEGFR [49] . Zbog toga, buduéi da je u ranjenim tkivima BPC 157 povecavao
ekspresiju VEGF [35], to povecanje bi vjerojatno imalo umanjeni ucinak zbog smanjene

ekspresije VEGFR uzrokovane pove¢anom NAB2 ekspresijom [49]



BPC 157 povecavajuéi fosforilaciju ERK 1/2 povecava i transkripcijske razine c-Fos, c-
Jun i Egr-1 o kojem smo ve¢ govorili, $to takoder moze pozitivno utjecati na angiogenezu, te
na stani¢ni rast i migraciju [35]. Budu¢i da i VEGF vezuéi se za VEGFR potice signalni put
koji dovodi do ERK 1/2 aktivacije [36], moguce je da je povecanje ERK 1/2 aktivacije u
HUVEC stanicama primjenom BPC 157 uzrokovano povecanjem VEGF ekspresije, te da je
kratkog trajanja (ali dovoljnog da ostvari svoje pozitivne ucinke na cijeljenje poticuci
ekspresiju egr-1) budué¢i da povecanje NAB2 ekspresije ¢e smanjiti ekspresiju mRNA za
VEGFR, sto znac¢i da VEGF viSe nece biti u moguénosti da ostvari svoje unutarstanicne

ucinke.

Protutumorski u¢inak BPC 157 su pokazali Radeljak i sur. na ljudskim melanomskim
stanicama in vitro. Primjenom BPC 157 smanjio se broj stanica koje su usle u S-fazu
stani¢nog ciklusa $to govori da bi BPC 157 mogao djelovati kao inhibitor prelaska G1 faze
stani¢nog ciklusa u S-fazu preveniraju¢i DNA sintezu i stani¢ni rast. BPC 157 je takoder
pokazao 1 inhibirajuci u¢inak na MAPK signalni put, te je smanjio ERK fosforilaciju nakon
§to je primijenjen sam i nakon primjene sa VEGF-om.[20] Zbog toga je moguce da i BPC
157,isto kao i aspirin u razli¢itim stanicama razli¢ito utjeCe na ERK fosforilaciju. Buduéi da
Chen 1 suradnici smatraju da aspirin ovisno o tipu stanice i tipu oSte€enja razlicito utjece na

ERK aktivaciju [50],moguce je da na isti na¢in djeluje i BPC 157.

Budué¢i da BPC 157 smanjuje transkripciju Vcam-1 u NF-KB signalnom putu [35],
moguce je da to postize smanjenjem aktivnosti NF-KB budu¢i da inhibitori NF-KB kao §to je
npr. aspirin mogu suprimirati sposobnost linoleinske kiseline da inducira Vcam-1 gensku
ekspresiju [51]. A budu¢i da je BPC 157 suprimirao MEK-1/ERK potaknutu indukciju
VVcaml preko aktivacije NF-KB u HUVEC stanicama , moguce je da je to ucinio blokirajuci
na neki nac¢in NF-KB. Naime, ERK je povezan sa NF-KB aktivacijom te je ekspresija Vcam-1
gena nakon tretmana IL-1 beta inhibirana samo nakon §to je bila smanjena NF-KB aktivacija.
[52] Kim i sur. su pokazali da VEGF stimulira ekspresiju Icam-1, Vcam-1 i E-selektina tako
Sto aktivira NF-KB [53] , a jer je BPC 157 smanjio ekspresiju VVcam-1 iako moze povecati
VEGF ekspresiju, doista je moguce da je to ucinio tako $to je smanjio aktivnost NF-KB. To bi
doista moglo objasniti njegove protuupalne ucinke i djelotvornost u lijeenju ulceroznog

kolitisa i multiple skleroze.[54]

Kroni¢na aktivacija NF-kB je nadena u upalnim bolestima crijeva, dijabetesu, bolestima

srca, astmi i aterosklerozi [55]. Osim §to je NF-kB rani transkripcijski aktivator gena koji



kodiraju upalne citokine [19] te je zbog toga vazan u patogenezi upalnih i autoimunosnih
bolesti, vazan je i u nastanku tumora [56]. Blokiranje NF-kB moze dovesti do apoptoze i
prestanka proliferacije tumorskih stanica te se danas istrazuju lijekovi koji bi djelovali na taj
nac¢in [57]. Neki od aktivatora NF-kB su TNF-alfa, IL-1beta, bakterijski liposaharidi i

ionizacijsko zracenje.[58]

Budu¢i da i Racl inhibitori smanjuju aktivnost NF-KB [59], moguce je da su isti u¢inci BPC
157 i Racl u sli¢nim istrazivanjima uzrokovani djelovanjem na iste signalne putove. |
pentadekapeptid BPC 157 1 Racl inhibitori smanjuju kardiotoksi¢nost izazvanu
doksorubicinom [60,61], te su korisni u lijeCenju ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda mozga
[22,62] i infarkta miokarda [63,64], ali za razliku od inhibicije Racl koja otezava cijeljenje
BPC 157 je poznat po svojim mogucnostima cijeljenja. Zbog toga je doista moguce da i BPC
157 i Racl djeluju na iste signalne putove budu¢i da Cinjenica da Racl inhibicija otezava
cijeljenje ne ide u korist tome da je BPC 157 Racl inhibitor, a opet primjena BPC 157 i Racl
inhibitora u sli¢nim istrazivanjima je imala iste rezultate . U ovom radu ¢emo se fokusirati na
NF-KB i MAPK signalni put, buduéi da ta signalna puta mogu objasniti slicne ucinke

primjene BPC 157 i inhibitora Racl u razli¢itim organima.

1.3. Mogucnost interakcije pentadekapeptida BPC 157 i Racl

Postoji nekoliko moguénosti interakcije izmedu Racl 1 pentadekapeptida BPC 157. Prvo
¢emo iznijeti Cinjenice koje govore u prilog da je Racl inhibitor, a budu¢i da ovisno 0 mjestu
fosforilacije FAK/paksilina moze biti i Racl aktivator, iznijeti ¢emo i misljenje da je Racl
aktivator. Smatra se da BPC 157 svoje djelovanje ostvaruje induciraju¢i NO u razli¢itim
organima [65]. NO svoje vazoprotektivno djelovanje ostvaruje tako Sto blokira aktivnost
NADPH oksidaze kroz cGMP - PKG put preko inhibicije Racl [66]. Blokiranjem NADPH
oksidaze se smanjuje nastanak reaktivnih kisikovih spojeva. Reaktivni Kisikovi spojevi
induciraju i mrezu citokina kao §to su TNF alfa i IL-1 [67], te mogu aktivirati redoks-
osjetljive transkripcijske faktore kao Sto je NFkB [68], pa bi se blokiranjem NADPH
oksidaze smanjila aktivnost NF-KB. Moguce je da se i regulacija trombocita sa cCGMP i

CAMP na koje djeluje NO i prostaciklin, moze pripisati inhibiciji Racl. [69]



Druga mogucnost interakcije pentadekapeptida BPC 157 i Racl koja govori u prilog da je
Racl inhibitor je da BPC 157 smanjuje aktivnost Racl preko FAK/paksilin puta. BPC 157
poti¢e FAK/ paksilin put tako Sto fosforilira protein kinazu FAK, koja se onda veze za Src i
uzrokuje fosforilaciju paksilina [70], a FAK i paksilin zatim mogu smanjiti aktivnost Racl
[71,72]. Smanjena aktivnost Racl blokirat ¢¢ NADPH oksidazu budu¢i da je Racl jedna od 6
podjedinica NADPH oksidaze, a to ¢e dovesti do smanjene proizvodnje reaktivnih kisikovih

spojeva.

Jedna od moguc¢ih interakcija Racl i BPC 157 je da pentadekapeptid BPC 157 djelujuci
preko FAK/pakslin puta uzrokuje aktivaciju Racl. Tako paksilin-crk-p139“*° kompleks
moze aktivirati Racl GEF kompleks koji se sastoji od Dock180/ELMO 1 na taj nacin
aktivirati Racl [73]. Razlog razli¢itih mogucnosti djelovanja FAK/paksilin puta bi moglo biti

razli¢ito mjesto fosforilacije. [71-73]

Zbog vise moguéih interakcija teSko je zakljuciti koja je ispravna i djeluje li uopcée
pentadekapeptid BPC 157 na Racl, te su potrebna dodatna istrazivanja da se utvrdi postoji li
povezanost izmedu Racl i BPC 157 te djeluje li BPC 157 na NF-KB aktivaciju.



2. DJELOVANJE RACL1 INHIBITORA

2.1. Protutumorski ué¢inak Racl inhibitora

lako je rak danas najistrazenija skupina bolesti u svijetu, jo§ nije potpuno shvacanje
molekularnog i stanicnog mehanizma nastanka raka. Postoji nekoliko teorija nastanka raka.
To su stani¢na teorija, teorija nokse, somatska teorija i regulatorna teorija. Stani¢na teorija
smatra da malignom nastaje zbog refrakcije na egzogene inhibitore stani¢nog ciklusa. U
teoriji nokse smatra se da malignom nastaje zbog vanjskih ¢imbenika npr. kemijskih
karcinogena, radijacije ili virusa, a u somatskoj teoriji zbog mutacija koje kontroliraju stani¢ni
ciklus i proliferaciju. Regulatorna teorija smatra da rak nastaje zbog selektivnosti stanice da

dopusti klonalnu ekspanziju. [74]

Racl aktivacija regulira stanicnu morfologiju, stani¢ni ciklus, gensku ekspresiju,
prezivljenje i apoptozu [75]. Racl djeluje na kontrolu stani¢nog ciklusa tako $to se nakuplja u
stanici tijekom G2 faze stani¢nog ciklusa i promovira dijeljenje stanice [6]. Racl djeluje i
preko Netl gena na izvanstani¢nu invaziju matriksa pa Racl inhibitori uzrokuju gubitak
ekspresije NetlA, sto inhibira fosforilaciju miozina lakog lanca, fokalnu adheziju i formiranje
aktinskih stres vlakana [76]. Smanjenje aktivnosti Racl smanjuje i aktivaciju NF-kB [19] sto
onemogucuje tumorskim stanicima proliferaciju i omoguc¢ava ulazak u apoptozu buduci da
NF-kB uzrokuje aktivaciju gena survinina, X-vezanog proteina inhibitora apoptoze (XIAP) i
ciklina D1 [75].

Racl je povezan i sa Ras onkogenima te je njegova aktivnost potrebna u K-Ras
induciranoj tumorogenezi da bi doslo do proliferacije stanica [77]. Postoje tri Ras gena u ljudi
N-Ras, K-Ras i H-Ras, te njihova mutacija vodi do proizvodnje stalno aktivnih Ras proteina.
Ras onkogeni su najée$éi onkogeni povezani sa nastankom raka u ljudi [78,79] te ako se
dokaze da je doista Racl aktivacija potrebna za Ras induciranu tumorogenezu Racl inhibitori
bi se mogli koristi za lijeCenje raka u kojem postoji mutacija koja trajno aktivira Ras umjesto

Ras inhibitora.

lako postoji mnogo onkogena kao Sto su npr.bcl-2 onkogen i c-Raf-1 proto-onkogen
odgovornih za nastanak karcinoma plu¢a mi ¢emo se fokusirati na odnos izmedu karcinoma
pluc¢a i Ras onkogena te ulogu Racl u nastanku karcinoma pluc¢a. Kao §to smo ve¢ rekli,

aktivirani Ras onkogeni su nadeni u mnogim ljudskim karcinomima, pa tako i u karcinomu
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pluca. lako i aktiviraju¢a mutacija H-Ras onkogena moze uzrokovati pluéne adenome i
karcinom plocastih stanica te je povezana s agresivnijim ne-sitnostani¢nim karcinomom , a
mutirani N-Ras je pronaden u nedifirenciranom karcinomu pluca, ipak je najéeSca ras
mutacija u karcinomu plu¢a K-Ras. K-Ras mutacija je nadena u sitnostanicnom karcinomu
pluc¢a, adenokarcinomu, karcinomu plocastih stanica i nediferenciranom karcinomu pluca.
Najcesc¢a K-Ras mutacija nadena u ljudskim karcinomima pluca je transverzija GC u TA na
kodonu 12. Ta ista mutacija je nadena u karcinomu pluéa miseva tretiranim sa

benzo(a)pirenom §to nam govori da je uzrok toj mutaciji u ljudi pusenje cigareta. [80]

PusSenje cigareta isto tako uzrokuje Racl i Cdc42 aktivaciju, a Rho inhibiciju. Racl i
Cdc42 koaktivacija je esencijalna za dimom induciranu stani¢nu migraciju u prisutnosti
p120ctn u ranoj fazi pluéne karcinogeneze. Sama Racl aktivacija uzrokuje stani¢nu migraciju
i bez prisutnosti p120ctn u kasnoj fazi pluéne karcinogeneze [81] i buduéi da je u K-Ras
induciranom karcinomu plu¢a Racl inaktivacija uzrokovala smanjenje proliferacije [77] Racl
bi mogao biti omnipotentna meta u lije¢enju karcinoma pluca [81] te se danas Racl inhibitori
istrazuju kao terapijska meta za lijecenje gefitinab — rezistentnog ne-sitnostani¢nog karcinoma
pluca [11].

Racl je povezan i sa nastankom karcinoma dojke. Postoje 4 glavne molekularne skupine
karcinoma dojke. Perou i suradnici su predlozili klasifikaciju na bazolike karcinome dojke
koji su estrogen receptor-negativni, progesteron receptor negativni i HER2 negativni,zatim na
luminalne-A i luminalne-B koji su ve¢inom ER pozitivni ali se razlikuju u stupnju
zlo¢udnosti,te na HER2 pozitivne karcinome. [82] HER-2 pozitvni karcinomi nelijeceni imaju
losiju prognozu od HER-2 negativnih, ali je lije¢enje mononuklearnim protutijelom
trastuzumabom znatno poboljsalo njihovu prognozu [83]. Pacijenti sa ER-pozitivnim
karcinom dojke trenutno se lijece sa selektivnim ER modulatorima kao §to je tamoksifen ili sa

inhibitorima aromataze koji interferiraju sa estrogen sintezom [84].

Racl aktivacija je povezana sa stanicnom invazijom karcinoma dojke i nastankom
metastaza. Racl povecava transkripcijsku aktivnost ERalfa u stanicama karcinoma dojke, te
njegova inhibicija sa EHT 1864 smanjuje transkripcijsku aktivnost ERalfa i estrogenom
induciranu stani¢nu proliferaciju u ERalfa- pozitivnim i tamoksifen rezistentnim stanicama

karcinoma dojke. [84]



| Racl i Rac3 imaju veliku ulogu u karcinomu dojke te su povezani sa velikim
metastatskim potencijalom tako §to reguliraju stani¢nu migraciju i invaziju [85]. Racl ima
centralnu ulogu u prezivljenju stanica karcinoma dojke tako Sto preko NF-kB puta inducira
transkripciju ciklina D1,Bcl-2 i Bcl-XL. Osim njih Racl preko NFkB aktivira i neke gene kao

Sto su survinin i X-vezani protein inhibitor apoptoze (XIAP). [75]

Racl aktivacija je povezna i sa rezistencijom na trastuzumab uzrokovanom PTEN
delecijom ili prevelikom izrazenosti IGF-IR, te bi se inhibicija Racl mogla koristiti za
smanjenje transtuzumab rezistencije u HER-2 pozitivnim karcinomima dojke [86]. Postoje i
druge mogucénosti osim Racl inhibicije koje bi terapeutski mogle djelovati na karcinom dojke.
Fosfaditilinozitol(3,4,5) — trifosfat ovisni Rac izmjenjiva¢ 1~Ras-povezani C3 botulinum
toksin substrat 1 (P-RexI~Racl) kompleks se pokazao kriticnim za Racl aktivaciju u
karcinomu dojke, te se smatra kako bi i P-Rex1~Racl kompleks mogao biti terapeutska meta
za lijeCenje karcinoma dojke [87] | SDF-lalfa koncentracija bi mogla utjecati na Racl
aktivnost. Pokazano je da male koncentracije SDF-1 alfe aktiviraju RhoA, a velike
koncentracije aktiviraju Racl. [88] Postoje i istrazivanja koja govore o korisnosti zelenog ¢aja
to¢nije njegovog sastojka epigalokatehina-3-galata koji inhibira invaziju stanica karcinoma
dojke i njihovu migraciju tako §to smanjuje Racl aktivaciju [89]. Iz svega navedenog
zakljuCujemo da bi Racl inhibicija mogla biti odlicna terapeutska meta i za lijeCenje

karcinoma dojke.

Signalizirajuéi putevi ukljuceni u nastanak melanoma i rezistenciju na lije¢enje su Wnt
put, fosfatidilinozitol -3 kinaza- Akt put , MAPK-B-RAF, JAK-STAT, TGF-beta, NFkB i
JNK [90] . Najces¢a mutacija u melanomu je B-RAF mutacija te je prisutna u 40% melanoma.
NRas mutacija je prisutna u 20% melanoma te je druga najcesca [91], a Racl mutacija je treca
(4-7 %) najceSca mutacija u osoba koje imaju melanom [92]. Trenutno se u lijeCenju
melanoma koriste B-RAF inhibitori vemurafenib i dabrafenib te MEK inhibitor trametinib
[92].

Mutirani Racl je ve¢inom u aktivnom obliku tako §to je vezan za GTP. Racl bi bio dobra
terapeutska meta za lijeCenje melanoma jer je aktivan i u stanicama melanoma koje nemaju
Racl mutaciju. Za razliku od B-RAF i NRAS mutacije koje su prisutne u benignom nevusu,
Racl mutacija se nalazi samo u melanomu uzrokovanom pretjeranom izlagano$¢u suncu za

§to nam govori tranzicija dipirimidina C u T (CCT>TCT). Pokazano je da se ne moze
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predvidjeti osjetljivost i rezistencija na B-RAF i MEK inhibitore na osnovi prisutnosti
aktiviranog Racl [92], ali zato je pokazano da u NRas induciranom melanomu genetska
delecija ili farmakoloSka inhibicija Racl suprimira tumorski rast i invaziju te Sirenje u limfne
¢vorove [93]. Racl inhibicija bi nam zato bila odli¢no terapeutsko sredstvo ne samo u
melanomima uzrokovanim Racl mutacijom, ve¢ i u onima uzrokovanim NRas mutacijom

gdje Ras aktivacija uzrokuje Racl aktivaciju [94].

Osim $to Racl kontrolira stani¢nu migraciju i proliferaciju takoder pridonosi interakciji
hematopoetskih mati¢nih stanica sa njenim mikro-okoliSem, te je Racl veoma izrazen u osoba
koje imaju leukemiju za razliku od onih koji nemaju. Velika izrazenost Racl proteina je
vjerovatno povezana sa leukemogenezom te je utiSavanje Racl ekspresije sa siRNA
uzrokovalo inhibiciju stani¢ne migracije i proliferacije leukemijskih stanica. Racl inhibitor

NSC23766 takoder je suprimirao stani¢nu migraciju i rast. [13]

Tiaml je T-stani¢ni limfom invadirajujuéi i metastaze inducirajuci protein koji aktivira
Racl. Blokiranje Tiam/Racl signaliziraju¢eg puta inhibira stani¢nu proliferaciju u kroni¢noj
limfocitnoj leukemiji (CLL) §to je vjerovatno povezano sa promjenama u c-Myc transkripciji.
Isto tako, Tiam/Racl inhibicija dovodi i do smanjene kemorezistencije na fludarabin, koji je

trenutno osnova kemoterapeutskog lije¢enja kroni¢ne limfocitne leukemije [95].

Osim Tiaml 1 Dock2 moze uzrokovati aktivaciju Racl u ljudskim leukemijskim
stanicama tako Sto tvori kompleks sa CrkL 1 Vav (GEF za Racl). Dock2 se nalazi iskljucivo
u hematopoetskim stanicama, a CrkL je najzastupljeniji u hematopoetskim stanicama. lako
Dock2 tvori kompleks sa Vav, GEF-om za Racl koji ga aktivira njegova prisutnost nije
potrebna za aktivaciju Racl. Nishihara i suradnici su tako pokazali da dominantno negativni
oblik Vav ne suprimira Racl aktivaciju. Inhibicija CrkL-SH3 domene se pokazala uspjesnom
u sprjeCavanju proliferacije nezrelih leukemijskih stanica, te se smatra da bi inhibicija

asocijacije CrkL i Dock2 mogla biti meta za lijecenje leukemije. [96]

Racl igra klju¢nu ulogu i u meduloblastomu, najées¢em malignom tumoru mozga u djece.
Racl je hiperaktivan i previSe izraZen u tkivu meduloblastoma in situ, te ima vaznu ulogu u
invazivnom ponasanju stanica meduloblastoma. Delecijom Racl inhibirana je invazija i
migracija u stanicama meduloblastoma. | Erk put je aktivan u meduloblastomu, te zajedno s

Racl i JNK putem pridonosi invazivnom ponaSanju stanica meduloblastoma. [97]



PreviSe izrazen PDGFR je povezan S metastatskim meduloblastomom tako §to PDGF
povecava ERK aktivnost i na taj nacin povecava migraciju stanica meduloblastoma. PDGF
posredovana aktivacija Racl/Pakl je Erk ovisna, a Erk aktivacija je Pakl neovisna u
stanicama meduloblastoma. Pakl pripada p21 aktiviranoj kinaza (Pak) obitelji, tj. Pakl je
serin/treonin protein kinaza koja regulira remodeliranje citoskeleta i stani¢ni motalitet kroz
aktin i mikrotubule. PreviSe izrazen konstitutivno aktivan Pak1 potice rast i invaziju raka, te je
prisutnost aktiviranog Pakl lo§ prognosticki indikator za meduloblastom. Za razliku od
previSe aktivnog, previSe izrazen dominantno negativni Pakl suprimira invaziju, te bi

Erk/Pak1 put mogao biti terapeutska meta za lije¢enje meduloblastoma. [98]

Racl je povezan i sa rakom gusterace. Invazivni duktalni adenokarcinom pankreasa je
najces¢i i najsmrtonosniji oblik raka pankreasa. EGFR, Notch ili Kras aktivacijom kao i
upalom potaknuta acinarno-duktalna metaplazija se smatra kljuénim korakom u inicijaciji
karcinogeneze pankreasa. Racl je previse izrazen u ljudskim i mi$jim tumorima pankreasa, te
njegova delecija u Kras- induciranom duktalnom karcinomu pankreasa u misa je rezultirala
smanjenim stvaranjem acinarno-duktalne metaplazije,pankeati¢ne intraepitelne neoplazije i
tumora §to je znacajno produljilo prezivljenje. Zbog toga bi Racl mogao biti izvrsna

dijagnosticka i terapeutska meta za duktalni adnokarcinom pankreasa. [99]

Kras mutacija je prisutna u 95% pacijenata sa rakom pankreasa, te Kras ucinkovitije
aktivira Rac od drugih ras izoformi, Hras i Nras. Racl osim §to konrolira organizaciju
aktinskog citoskeleta, kontrolira i aktivnost NADPH oksidaze koja proizvodi reaktivne
kisikove spojeve (ROS) koji aktiviraju NF-kB . Jedan od razloga zasto je rak pankresa
agresivan i ne odgovara na lijeCenje je to §to je rezistentan na apoptozu. ROS superoksidi su
povezani sa rakom pankreasate su oni prezivljavajuéi i antiapoptoticki faktori u raku
pankreasa. Vaquero et al.su pokazali da inhibicija ROS dovodi do apoptoze u stanicama raka.
[100] Je 1i uzrok apoptoze inhibicija ROS ili posljedi¢éno smanjenje NF-kB, ¢ija aktivnost

inhibira apoptozu [75] ostaje za istraziti.

Racl je povezan i sa miR-124 buduc¢i da miR-124 smanjuje aktivnost Racl i tako
inaktivira MKK4-JNK-c-Jun put. Hipermetilacijom uzrokovano utiSavanje miR-124 je ¢esto u
pankreaticnom duktalnom karcinomu te su Wang et al pokazali u svojoj studiji da je miR-124

tumor supresorska miRNA koja je epigenetski utiSana u raku pankreasa. [101]
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Jo§ jedna microRNA ima vaznu ulogu u tumorogenezi. miR-142-3p je negativni regulator
Racl te ako je previSe izrazena suprimira, a ako je blokirana poveéava migraciju i invaziju
hepatocelularnog karcinoma [102]. Tiaml je za razliku od miR-142-3p pozitivni regulator
Racl, te su Yang i suradnici pokazali da su pacijenti sa viSe izrazenim Tiaml i Racl imali
krac¢e prezivljenje od onih sa slabijom ekspresijom. Tiam1 i Racl ekspresija je povezana s
klinickim  stadijom, stupnjem histoloske diferencijacije, vaskularnom invazijom,
intrahepatickim metastazama i razinom AFP u pacijenata s hepatocelularnim karcinomom.
[103] Liu i suradnici su pokazali da melitin, koji je toksi¢ni peptid, inhibira metastaze
tumorskih stanica smanjujuc¢i motilitet i migraciju preko supresije Racl- ovisnog puta te

smatraju da bi melitin mogao potencijalno biti novi lijek za hepatocelularni karcinom [16].

2.2. Uloga Racl inhibitora u lije¢enju upalnih bolesti crijeva

Upalne bolesti crijeva su kroni¢ne relapsirajuée 1 remitirajuée bolesti u koje spada
Crohnova bolest i1 ulcerozni kolitis. Etioloske teorije nastanka upalnih bolesti crijeva
obuhvacaju okoliSne ¢imbenike, genetske faktore, te imunoregulatorne defekte i izlozenost
mikrobima. Trenutno lije¢enje upalnih bolesti crijeva obuhvac¢a primjenu aminosalicata,
visokih doza steroida, imunomodulatora kao S§to su azatioprin i 6-merkaptopurin te kirusko
lijeenje. [104]

Postoje razli¢ita misljenja o djelovanju Racl na razvoj i cijeljenje ulceroznog kolitisa. Dok
su neka istrazivanja pokazala da Racl inhibicija otezava cijeljenje ulceroznog kolitisa
izazvanog IA-om u Stakora [105], neka su istrazivanja pokazala da gubitak Racl ekspresije
Stiti od ulceroznog kolitisa izazvanog DSS-om u miSeva. Takoder je pokazano da pacijenti sa
Racl rizicnim alelom i povecanom ekspresijom Racl imaju vecu podloznost za razvoj

upalnih bolesti crijeva od onih koji ne nose taj rizi¢ni alel. [17]

[ako postoje razli¢ita miSljenja o djelovanju Racl, neki se Racl inhibitori ve¢ koriste u
lijeCenju upalnih bolesti crijeva. Imunosupresivni lijek azatioprin i njegov metabolit 6-
merkaptopurin blokiraju Racl i Rac2 u CD4+ T stanicama i na taj nacin sprjecavaju T-
stani¢énu aktivaciju, a 6- merkaptopurin blokira i Racl u endotelnim stanicama i tako

sprjecava leukocitno prianjanje i migraciju. 6-merkaptopurin inhibira i Racl u makrofagima
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te tako uzrokuje smanjenje iNOS ekspresije, a u epitelnim stanicama crijeva inhibiraju¢i Racl
smanjuje ekspresiju IL-8, koji je potentni kemokin za makrofage i neutrofile. Jedan od
razloga zaSto upalne bolesti crijeva predstavljaju povecani rizik za razvitak kolorektalnog
karcinoma je i STAT-3 posredovana epitelna proliferacija koju inhibira 6-merkaptopurin na
Rac1/STAT3/Cyclin D1-ovisan nacin. [106]

6-merkaptopurin suprimira fosforilaciju MEK te smanjuju¢i aktivnost vav/Racl/MAPK
kinaza (MEK) kinaza puta suprimira i fosforilaciju IKB i na taj nacin suprimira bcl-xL tako
Sto inhibira aktivaciju NF-KB. Budu¢i da i STAT-3 povecava ekspresiju bel-xL koji inhibira
apoptozu, a azatioprin inhibira aktivaciju STAT-3 i NF-KB primjenom azatioprina omoguciti
¢e se mitohondrijski put apoptoze patoloskih T stanica nakon kostimulacije sa CD28. [107]
P38 MAPK signalni put je ukljucen u patofiziologiju upalnih bolesti crijeva tako Sto Racl
preko MAPK kinaze uzrokuje i p38 aktivaciju [108].

Osim azatioprina i drugi lijekovi koji se koriste u lijecenju upalnih bolesti crijeva kao §to
su sulfasalazin, mesalazin, glukokortikoidi i metotreksat inhibiraju NF-KB ili IKK (IKB
kinaza) [109], moguce je da i na taj nacin djeluje i BPC 157 tako $to smanjuje Stvaranje
reaktivnih kisikovih spojeva [25,110] koji mogu aktivirati NF-KB [68]. Inaktivni NF-kKB
vezan je za IKB, ali fosforilacija i posljedi¢na razgradnja IKB dopusta NF-kKB da se
translocira u nukleus i veze za DNA te tako promovira transkripciju upalnih citokinskih gena.
Proupalne citokine kao $to su IL-1B,IL-6 i TNFalfa transkripcijski regulira NF-KB. Povecana
ekspresija NF-KB je doista pronadena u pacijenata s upalnim bolestima crijeva, te
administracija ASON za p65 podjedinicu NF-KB koja inhibira ekspresiju NF-KB p65 proteina
u LPMC stanicama pacijenata sa ulceroznim kolitisom reducira proizvodnju proupalnih
citokina. Zbog toga se smatra da aplikacija NF-KB p65 antisense oligonukleotida moze biti

nova mogucnost lijeCenja pacijenata s UC. [111]

Buduc¢i da su Szabo i suradnici pokazali da Racl inhibicija otezava cijeljenje ulceroznog
kolitisa [105], moguce je da povecana ekspresija Racl nije direktno odgovorna za razvoj
ulceroznog kolitisa, ve¢ posredna aktivacija MAPK signalnog puta i NF-KB pridonosi
nastanku ulceroznog kolitisa. Zbog toga bi se bolji terapeutski ucinci mogli postici
smanjenjem aktivnosti NF-KB §to je moguce da se postize primjenom BPC 157. Buduci da se
pentadekapeptid BPC 157 ve¢ pokazao uspjeSnim u lijeCenju ulceroznog kolitisa [21],

moguce je da to postize smanjenjem aktivnosti NF-KB.
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2.3. Uloga Racl inhibitora u ishemijsko-reperfuzijskim ozljedama

Osim $to reperfuzija tj. uspostavljanje krvnog protoka nakon perioda ishemije moze
predstavljati povecani rizik ishemicnih organa za stanicnu nekrozu, repefuzija se moze
manifestirati i u udaljenim organima te dovesti do SIRS i MODS-a. Zbog svega toga

ishemijsko-reperfuzijske ozljede zauzimaju veliki udio mortaliteta. [112]

Najvise istrazivana je uloga Racl u nastanku ishemijsko-reperfuzijskin ozljeda jetre.
Terapeutski postupci koji smanjuju ROS produkciju i NF-KB aktivaciju bi mogli biti nova
metoda lijecenja ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda. ROS koje Kupfferove stanice otpustaju u
vaskularni prostor i tako aktiviraju mrezu citokina mogu aktivirati i redoks-osjetljive
transkripcijske faktore kao $to je NF-KB. Budu¢i da je NADPH oksidaza koja proizvodi ROS
u makrofagima regulirana sa Racl, Racl inhibicija se pokazala da stiti jetru od ishemijsko-
reperfuzijske ozljede u Stakora. Harada i suradnici su pokazali da je adenovirusom-
posredovani genski transfer dominantno-negativnog Racl u jetri inhibirao ROS produkciju,
NF-KB aktivaciju i posljedi¢énu aktivaciju gena reguliranih NF-KB poslije ishemijsko-

reperfuzijske ozljede. [19]

Racl ima vaznu ulogu i u oksidativnhom stresu 1 smrti neuronskih stanica nakon mozdane
ishemije. | Rac GTPaza inhibitor NSC23766 i Racl antisense oligonukleotidi smanjuju
apoptozu neuronskih stanica nakon mozdane ishemije. Racl ima ulogu i u kasnoj neuralnoj
degradaciji nakon ishemijsko-reperfuzijske ozljede. Prethodno lijeCenje sa Rac inhibitorom
smanjuje oksidativnu neuronsku degradaciju hipokampusne CAL regije nakon ishemijsko-
reperfuzijske ozljede. Uc¢inak Racl na oksidativni stres je, kao i u jetri posredovan
aktivacijom NADPH oksidaze (NOX), klju¢nog enzima u proizvodnji superoksidnih iona. I
Racl inhibitor i NOX2 inhibitor smanjuju aktivaciju NADPH oksidaze i stvaranje
superoksida nakon moZzdane ishemije, te su neuroprotektivni za hipokampusne CAIl
piramidne stanice nakon ishemijsko-reperfuzijske ozljede. To nam govori u prilog ¢injenici da
Racl ima klju¢nu ulogu u aktivaciji NOX2 izoforme, koja uvelike pridonosi proizvodnji

superoksida i neuronskoj degradaciji uzrokovanom oksidativnim stresom. [62]

Budu¢i da ROS mogu aktivirati i NF-KB [113], objasniti ¢emo i ulogu NF-KB u
mozdanoj ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi. Osim ROS, i hipoksija te proupalni citokini

TNF i IL- B mogu aktivirati NF-KB. lako je NF-KB poznati antiapoptoicki transkripcijski
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faktor, u mozdanoj ishemiji NF-KB pridonosi stani¢noj smrti neurona [114]. Poboljsanje
ishemijsko-reperfuzijske ozljede nakon primjene dihidrokvercetina se moze pripisati
njegovom antioksidanskom ucinku koji dovodi do smanjene NF-KB aktivacije [113].
Neuroprotektivni u¢inak inhibicijom NF-KB postizu i inhibitori 5-lipooksigenaze [115],
antioksidansi N-acetil-cistein, LY231617 i LY341122, proteosomski inhibitor MLN5109,
inhibitor ubikvitin ligaze pirolidin ditiokarbamat. Postoji mogucnost da je neuroprotektivni
ucinak estrogena i PPARgama aktivatora uzrokovan NF-KB inhibicijom, budu¢i da je NF-KB
inhibicija jedan od njihovih unutarstani¢nih u¢inaka. [114] Moguce je da na isti nacin djeluje
i pentadekapeptid BPC 157 koji takoder sprjecava ishemijsko-reperfuzijske mozdane ozljede
u Stakora [22]. BPC 157 smanjuje transkripciju Vcaml u NF-KB signalnom putu [35] pa je
moguce je da to postize smanjenjem aktivnosti NF-KB budu¢i da inhibitori NF-KB  mogu

suprimirati sposobnost linoleinske kiseline da inducira VVcam gensku ekspresiju [51].

Racl i ROS su povezani i sa ishemijsko-reperfuzijskim ozljedama miokarda, zatajenjem
srca i aterosklerozom, a ono §to povezuje ta stanja je oksidativni stres. ROS induciraju
proizvodnju TNF-alfa i na taj nacin uzrokuju apoptozu kardiomiocita, te bi lijekovi koji
djeluju na stvaranje ROS i na endogene antioksidansne enzime kao S$to su glutation
peroksidaza, katalaza i SOD (superoxide dismutase) mogli biti nova moguénost lijeCenja
ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda. [116] Buduci da Racl preko NADPH oksidaze uzrokuje
stvaranje ROS, Racl inhibitori bi se mogli koristiti u lijeCenju ishemijsko-reperfuzijskih
ozljeda miokarda. To potvrduje rad Shan i suradnika u kojem se navodi da Racl inhibicija sa
NSC23766 smanjuje ishemijsko-reperfuzijsku ozljedu miokarda tako $to inhibira NADPH
aktivaciju i ROS produkciju $to dovodi do kalpain inaktivacije [63]. Jer i pentadekapeptid
BPC 157 ima pozitivan ucinak na ishemiju miokarda [64,117] , moguce je da to ¢ini preko
Racl inhibicije ili tako $to djeluje na jedan od puteva koje kontrolira Racl. Toj hipotezi ide u
prilog to Sto 1 Racl inhibicija 1 pentadekapeptid BPC 157 smanjuju kardiotoksi¢nost
induciranu doksorubicinom [60,61]

2.4. Racl inhibitori i virusne infekcije

Racl ima vaznu ulogu i u virusnim infekcijama [118-120]. Budu¢i da pentadekapeptid BPC
157 ima protuvirusni ucinak na herpes viruse HSV-1 i HSV-2, arboviruse kao §to su virus

krpeljnog encefalitisa, Dengue virus i virus zapadnog Nila te na hepatitis A virus, CMV i
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LCM virus [121,122] neke od tih ucinaka ¢emo usporediti S ulogom Racl i NF-KB u
virusnim infekcijama. Na taj nac¢in ¢emo pokusati objasniti molekularni mehanizam BPC 157

ako se dokaze da djeluje na te signalne puteve.

Poceti ¢emo sa HIV virusom, koji uzrokuje HIV infekciju koja nakon odredenog vremena
moze prije¢i u AIDS. Signaliranje kroz povrSinske proteine T limfocita, TCR/CD3 i CD28
moze aktivirati HIV-1 LTR, te lijekovi koji blokiraju T stani¢nu aktivaciju takoder inhibiraju
LTR [123]. Budu¢i da CD28 moze pozitivno i negativno regulirati HIV infekciju i replikaciju
nesto vise ¢emo re¢i 0 ulozi CD28 u transkripciji HIV-1 virusa. CD28 signaliranje
kontroliraju Cetiri tirozinske rezidue, koje kada se fosforiliraju aktiviraju razne kinaze i
fosfataze te na taj nacin te rezidue mogu utjecati na IL-2 produkciju i HIV-1 transkripciju.
Delecija sve Cetiri tirozinske rezidue osim §to uzrokuje smanjenje sposobnosti da se poveca
IL-2 produkcija, uzrokuje i smanjenje HIV transkripcije. To nam govori da fosforilacija tih
rezidua osim §to negativno regulira HIV transkripciju na Tat-ovisan nacin ( Tat je protein
koji kodira sam virus) fosforilanjem Tyr 173 i aktiviranjem PI3K, ima vaznu ulogu u
povecanju HIV transkripcije te da je moze pozitivno kontrolirati. Tako su Cook i sur. pokazali
da signalirajuci putevi koji su aktivirani fosforiliranjem tirozinske rezidue 200 od CD28 su
potrebni za uéinkovitu ekspresiju HIV-1 transkripcije u aktivnim T-stanicama. Signalirajuci
putovi koji su aktivirani Tyr 200 fosforilacijom su Racl i NF-KB. Vav je, kao §to smo veé
spomenuli, GEF za Racl te njegova fosforilacija aktivira Racl. Njegova se fosforilacija
dogada i poslije vezanja CD28 za T stani¢ni receptor, a uzrok toj fosforilaciji i posljedi¢noj
aktivaciji je fosforilacija CD28 tirozinskih rezidua 1731 200. Fosforilacija vav zatim aktivira
Racl koji je potreban za HIV-1 transkripciju uzrokovanu CD28 aktivacijom. Vav i Racl
aktiviraju zatim NF-KB, koji je takoder potreban za CD28-ovisnu aktivaciju HIV-1
transkripcije. lako konstitutivno aktivna MEKKZ1 uzrokuje jaku aktivaciju HIV-1 LTR §to ide
u prilog tome da MEKK1 moze aktivirati NF-KB, istraZzivanja koja su koristila inhibitore
MEKI1 1 p38 pokazala su da ti putevi nisu uklju¢eni u CD28 Tyr200 posredovanu HIV-1
transkripciju. [26] Ako se pokaze da BPC 157 djeluje i na HIV viruse, postojala bi moguénost
da je mehanizam njegovog ucinka djelovanje na Racl ili NF-KB, budu¢i da bi inhibicija
Racl ili pak smanjenje aktivnosti NF-KB mogli utjecati na smanjenje HIV-1 transkripcije u

aktiviranim T-stanicama.

Dengue virus moZe uzrokovati dengue hemoragi¢nu vrudicu, te se in vitro infekcija

humanih endotelnih stanica sa DENV koristi da se prou¢ava virusna patogeneza. Pokazano je
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da je membranski protein a5p3 integrin receptor za DENV-2, te da infekcija HMEC-1 stanica
sa DENV-2 uzrokuje aktinsku reorganizaciju. Zamudio-Meza i suradnici su pokazali da
vezanje DENV-2 za HMEC-1 stanice uzrokuje formaciju filopodija, koji omogucavaju
internalizaciju virusnih Cestica. Budu¢i da je formacija filopodija regulirana GTPazama iz
Rho obitelji, Zamudio-Meza i suradnici su tretirali HMEC-1 stanice sa Racl inhibitorom i
RhoA inhibitorom prije nego §to su ih inficirali sa DENV-2. Dok RhoA inhibitor nije imao
ucinka na broj inficiranih stanica u usporedbi sa netretiranim inficiranim stanicama, Racl
inhibitor NSC23766 je smanjio broj inficiranih stanica na 2-3%. Budu¢i da nije doslo do
formacije filopodija, ulazak virusa i infekcija su bile onemoguéene. Do formacije filopodija
vjerojatno nije doslo jer Racl aktivira PAK, kinazu koja moze aktivirati Cdc42 koji je preko

WAS,WASP i ERK ukljuéen u organizaciju filopodija. [124]

Wang i suradnici su ispitivali ulogu Racl u DENV-2 inficiranim ECV304 stanicama
[120]. ECV304 stanice se prema Brown i suradnicima smatraju neprimjerenom stani¢nom
linijom za istrazivanje stani¢ne biologije endotelnih stanica jer nisu HUVEC podrijetla iako
imaju neke endotelne karakteristike, ali su korisne za proucavanje farmakologije receptora
[125]. DENV-2 ulazi u stanice preko endocitoze posredovane klatrinom, te je Racl poznat
kao negativni regulator endocitoze posredovane klatrinom. Wang i suradnici su pokazali da je
smanjenje Racl aktivnosti potrebno za ulaz DENV-2 u stanice, te da DENV- 2 infekcija i
ekspresija E-proteina uzrokuju Racl aktivaciju. Inhibicija Racl je smanjila ekstracelularni i
intracelularni titar DENV-2 znacajno, t.j. inhibirala je DENV-2 produkciju ali je imala mali
utjecaj na oslobadanje virusa. [120] Ovi podaci nam govore da Racl moze imati i pozitivnu i
negativnu ulogu u ulazu DENV-2 u stanicu ovisno je li virus koristi filopodije za ulaz u
stanicu ili klatrinom posredovanu endocitozu, te da Racl inhibicija moze smanjiti produkciju
DENV-2.

Dengue hemoragi¢na vru¢ica moZe biti pracena sa jetrenim oSteCenjem. Marianneau i
suradnici su istrazili ulogu NF-KB u jetrenom ostecenju uzrokovanom Dengue virusom na
HepG2 stanicama. DENV-1 je uzrokovao apoptozu jetrenih HepG2 stanica i aktivaciju NF-
KB. Koriste¢i fosforilirane oligonukleotide koji sadrze NF-KB vezujuc¢a mjesta inhibirali su
vezanje NF-KB za nativnu DNA te je doslo do inhibicije apoptoze HepG2 stanica zarazenih
sa Dengue virusom. [126] Silva i suradnici su pokazali da Dengue virus nestrukturalni protein
NS-1 povecava NF-KB transkripcijsku aktivnost u HepG2 stanicama [127]. Djelovanje na
Racl ili na NF-KB bi takoder moglo objasniti u¢inkovitost BPC 157 na infekciju Dengue
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virusom u miseva. Ako bi se BPC 157 primijenio prije virusa, za vrijeme opservacije miSeva

nikakvi znaci bolesti nisu se mogli primijetiti. [122]

Rana HSV-1 infekcija epitelnin MDCKII stanica je ovisna o Racl/Cdc42 signaliranju.
Konstitutivno aktivni Racl i Cdc42 su uzrokovali smanjenje infektivnosti, kao i dominantno
negativni Cdc42. Uzrok njihova inhibitornog djelovanja nije bio ucinak na virusnu
internalizaciju, $to su pokazali Hoppe i suradnici. Oni nisu sigurni je li inaktivni Cdc42 doista
doveo do dominantno-negativnog efekta, ali ako je smatraju da kruzenje izmedu aktivne i
neaktivne forme Cdc42 klju¢no za uspjesnu infekciju bududi da je i konstitutivno aktivni i
dominantno negativni Cdc42 doveo do smanjenja infektivnosti HSV-1. [118] Petermann i
suradnici su takoder pokazali da prekomjerna ekspresija Racl i Cdc42 dovodi do smanjenja
infektivnosti, ali su pokazali i da redukcija Racl i Cdc42 ne utjeCe na infekciju HaCaT stanica
HSV-1 virusom.[128]

I NF-KB ima ulogu u patogenezi HSV infekcije, te njegova perzistentna aktivacija nije
samo odgovor domacina na virus, ve¢ prema Amici i suradnicima moze imati vaznu ulogu u
replikaciji virusa tako $to modulira ekspresiju ICPO (infected cell protein). HSV-1 infekcija
uzrokuje bifazi¢nu aktivaciju NF-KB. Prva aktivacija IKK je bila neovisna o virusnoj
replikaciji, trajala je priblizno 2 sata te je uzrokovala ponovnu sintezu IKBa, inhibitornog
proteina NF-KB. Sinteza IKBa je normalni mehanizam autoregulacije aktivnosti NF-KB, te
taj mehanizam izostaje nakon druge aktivacije IKK HSV-1 virusom. Drugi val aktivacije IKK,
kinaze koja fosforilira IKB i tako uzrokuje translokaciju NF-KB u nukleus i vezanje za DNA,
je ovisan o replikaciji virusa i jer nije potaknuo sintezu inhibitornog proteina IKBa uzrokovao
je perzistentnu aktivaciju NF-KB. Perzistentna aktivacija NF-KB nakon infekcije HSV-1
virusom je prisutna u razli¢itim tipovima epitelnih, neuralnih i limfaticnih stanica, te se
smatra da ima veliku ulogu u patogenezi virusa. Amici i suradnici su pokazali da je moguci
uzrok perzistentne aktivacije NF-KB neuspjeh regrutacije NF-KB za promotor IKBa gena
nakon drugog vala NF-KB aktivacije. Oba vala aktivacije NF-KB su rezultirala ICPO mRNA
transkripcijom $§to je rezultat regrutacije NF-KB na virusni ICPO promotor. PGA; je
kompletno prevenirao IKBo degradaciju i NF-KB aktivaciju budu¢i da su ciklopentanon
prostanglandini potentni inhibitori NF-KB aktivacije, te je to rezultiralo inhibicijom virusne
MRNA ekspresije. Inhibicija NF-KB nije jedini mehanizam djelovanja ciklopentanon
prostanglandina te se zbog toga ne moze znati je li to uzrok PGA; antivirusnog djelovanja.
[129] No La Frazia i suradnici su pokazali da proteosomski inhibitori MG132 i MG115, Kkoji
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inhibiraju NF-KB aktivaciju posjeduju aktivnost protiv herpes virusa koja je NF-KB ovisna
tako $to inhibira HSV-1 ICPO gensku ekspresiju i suprimira virusnu replikaciju. [130] Buduéi
da i BPC 157 inhibira HSV virusnu reprodukciju na VERO stanicama te je se pokazao
uc¢inkovitijim od primijenjenog aciklovira u vecoj dozi [122], moguce je da je upravo NF-KB

inhibicija mehanizam odgovoran za njegov antivirusni u¢inak.

Racl bi mogao biti nova terapeutska meta za lijeenje infekcija influenca virusom. Dierkes i
suradnici su istrazivali utjecaj NSC23766 na replikaciju IV na humanim plu¢nim epitelnim
stanicama Ab549. Inhibicija Racl sa NSC23766, koji ne utjeCe na aktivnost drugih Rho
GTPaza, je uzrokovala smanjenje replikacije soja influenca virusa iz 2009, kao i pti¢jeg
virusnog soja. Najvece smanjenje titra virusa bilo je uzrokovano koncentracijom NSC23766
od 100 uM, te ta koncentracija nije pokazivala nikakav veéi u¢inak na metaboli¢ku aktivnost
i apoptozu neinficiranih A549 stanica. Vece koncentracije od 100 uM takoder nisu mogle
poboljsati antivirusni u¢inak. Racl inhibicija je takoder se pokazala otpornom za razvoj
rezistencije na lijekove za razliku od amantadina koji je nakon samo dva puta infekcije istih
stanica sa influenca virusom pokazivao znakove rezistencije. Racl inhibitor i nakon desetog
puta infekcije influenca virusom nije pokazivao znakove rezistencije. U miSeva inficiranim sa
influenca virusom i tretiranim sa NSC23766 doslo je do smanjenja replikacije virusa u
usporedbi sa netretiranim miSevima, te su se nakon osmog dana polovica tretiranih miSeva
kompletno oporavila. Neslaganje izmedu podataka da Racl dominantno negativni mutanti
povecavaju titar virusa, a Racl inhibitori smanjuju moZe se objasniti ¢injenicom da oni
pokazuju razli¢ite efekte na Racl- posredovano signaliranje tako $to Racl inhibitori smanjuju
samo aktivaciju Racl preko Trio i Tiaml. Dierkes i suradnici smatraju da je mehanizam
antivirusnog ucinka NSC23766 smanjenje aktivnosti virusne polimeraze, $to rezultira

poremecéenom sintezom virusnih proteina. [119]

Prema Nimmerjahnu i suradnicima aktivni NF-KB je preduvjet za influenca infekciju.
Rezultat inhibicije NF-KB je smanjena infekcija primarnih humanih fibroblasta i humanih
pluénih epitelnih stanica sa influenca virusom. [131] | pentadekapeptid BPC 157 je pokazao
veliki inhibitorni u¢inak protiv influenca A virusa [122], te bi djelovanje na NF-KB signalni
put 1 na Racl moglo objasniti njegov mehanizam djelovanja. Takoder je moguce 1 da je
ucinak Racl u virusnim infekcijama bio uzrokovan djelovanjem na NF-KB, te je moguce da

je to zajednicki mehanizam koji povezuje pentadekapeptid BPC 157 i Racl inhibitore.
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2.5. Uloga Racl inhibitora u cijeljenju

Racl je potreban za normalno cijeljenje. To pokazuju transgeni¢ni N17Racl misevi koji
imaju defekte u migraciji i proliferaciji keratinocita.[132] Inhibicija Racl sa NSC23766
dovodi 1 do povecane ekspresije kolagena tipa 1 u humanim dermalnim fibroblastima zbog
smanjene kolagenazne aktivnosti. MMP1 je kolagenaza koja je smanjena u dermalnim
fibroblastima tretiranim sa Racl inhibitorom. Uloga MMP je da ubrzavaju degradaciju
kolagena i njihova povecéana ekspresija je pronadena u kroni¢nim necijeljujué¢im ranama.[133]
Muller i1 suradnici su istrazivali ulogu matriks metaloproteinaza u cijeljenju dijabetickog
ulkusa stopala, te su pokazali da nisu sve MMP prisutne u suvisku Stetne za cijeljenje. Oni
smatraju da bi novi lijekovi trebali biti inhibitori metaloproteinaza koje luc¢e upalne stanice
(MMP-8 i MMP-9). MMP-1 ekspresija je bila veca u pocetku u osoba koje su imali bolji
odgovor na cijeljenje ulkusa te je kod njith postupno ta ekspresija nestajala, Sto je u
suprotnosti s osobama koje su imale slabo cijeljujuéi ulkus. Kod njih je u pocetku bila

smanjena razina MMPL1, ali je ostala stabilna tijekom cijeljenja.[134]

Iako simvastatin snazno inhibira Racl aktivnost, te smanjuje ekspresiju MMP1 u
humanim glatkim mi$i¢énim stanicama [135], on i ubrzava cijeljenje [136-138]. Smatra se da
je mehanizam ubrzanog cijeljenja pri primjeni statina povecana ekspresija NO i VEGF-a
[138]. Ako se pokaze da je BPC 157 inhibitor Racl kao $to su i statini [139], to bi moglo
znaciti da je isto kao i kod statina uzrok poboljsanog cijeljenja poveéana VEGF ekspresija i
indukcija NO [35,65]. Dok u cijeljenju i BPC 157 i statini poveéavaju ekspresiju VEGF,
atorvastatin smanjuje VEGF ekspresiju u ne-sitnostani¢nom karcinomu pluéa [140], a BPC
157 inhibira VEGF signaliranje preko MAPK kinaza signalnog puta u humanoj melanocitnoj
stani¢noj 1iniji[20]. lzgleda da i statini i BPC 157 imaju razli¢iti u¢inak na VEGF signaliranje

u tumorskim i normalnim stanicama.
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3. MOGUCI MEHANIZAM DJELOVANJA PENTADEKAPEPTIDA BPC 157
3.1. Uloga pentadekapeptida BPC 157 u lije¢enju depresije

BPC 157 je prvotno bio namijenjen kao antiulkusno sredstvo, ali budué¢i da mnogi
antidepresivi imaju antiulkusni ucinak, moguce je i da neki antiulkusni agenti imaju
antidepresivna svojstva. Antidepresivni ucinak pentadekapeptida BPC 157  pokazuje
smanjenje imobilnosti Stakora u forsiranom testu plivanja, te je efektivan u kroni¢nom
nepredvidivom stres testu. [29] Buduc¢i da neki antidepresivi mogu utjecati na ERK
fosforilaciju , a pokazalo se i da ERK fosforilacija sudjeluje u cijeljenju ulkusa [141], moguce
je da je zajednicki unutarstani¢ni ucinak BPC 157 i antidepresiva isti — poveéanje ERK
fosforilacije u odredenim dijelovima mozga i U krvnim zilama, te je moguce da je taj
unutarstani¢ni uéinak odgovaran za antidepresivno djelovanje i cijeljenje ulkusa. Tu hipotezu

jos treba istraziti.

Dosad je pokazano da BPC 157 povecava ERK fosforilaciju u HUVEC stanicama [35], a
smanjuje u melanomskim tumorskim stanicama [20] te se njegovo djelovanje na fosforilaciju
ERK u neuronima jo$ ne zna, ali jer povecava sintezu serotonina [142] moguce je i da
uzrokuje pove¢anu ERK fosforilaciju u nekim neuronima buduéi da serotonin uzrokuje i
ERK aktivaciju. Osim serotonina, i drugi neurotransmiteri i faktori rasta (dopamin,

noradrenalin, neurotrofini) mogu povecati aktivaciju ERK 1/2. [143]

U prilog hipotezi da je ERK fosforilacija unutarstani¢ni uéinak odgovoran  za
antidepresivni ucinak nekih lijekova, govori rad Fenga i suradnika koji su pokazali da je
moguce da je deficijencija u ERK signalnom putu odgovorna za manifestaciju depresivnog
ponasanja. Neurokemijski mehanizam djelovanja klomipramina (CLI) se jo§ ne zna, iako se
zna da je triciklicki antidepresiv koji inhibira ponovnu pohranu serotonina. lako primijenjen u
odrasloj dobi klomipramin djeluje kao antidepresiv, primijenjen u neonatalnoj dobi uzrokuje
depresivno ponasanje u odrasloj dobi i smanjenje aminergicke aktivnosti. Stakori tretirani
klomipraminom u neonatalnoj dobi pokazuju mnoge bihevioralne i psiholoske promjene, te se
CLI tretirani Stakori koriste kao model za ljudsku endogenu depresiju. Taj model su koristili i
Feng 1 suradnici te su pokazali da Stakori tretirani neonatalno sa klomipraminom imaju veliko
smanjenje pERK 1/2 u frontalnom korteksu i smanjenje pERK 1 u hipokampusu, te poveéanje

protein fosfataze 1( PP 1) koja defosforilira ERK i u hipokampusu i frontalnom korteksu. Za
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razliku od povecanja PP 1 u Stakora tretiranih klomipraminom, u depresivnih osoba koje su
pocinile samoubojstvo, osim smanjenja pERK nadeno je povecanje MKP 2, jo$ jedne
fosfataze koja moze smanjiti razinu aktiviranog ERK. [143] Ti podaci nam govore da je
moguc¢e da pERK jedan od glavnih unutarstani¢énih uzroka pozitivnog djelovanja

antidepresiva.

Jedan od uzroka mogucée vaznosti ERK aktivacije u lijeCenju depresije bi mogla biti
povezanost ERK sa transkripcijskim faktorom CREB, koji takoder regulira neuralnu
plasti¢nost. Kada je ERK aktivacija smanjena CREB-ovisna plasti¢nost ¢e biti smanjena. I
obrnuto, CREB fosforilacija je klju¢na za ERK-ovisnu plasti¢nost. Qi i suradnici su pokazali
da je poremecena aktivacija ERK i CREB u hipokampusu i prefrontalnoj regiji u Stakora koji
pokazuju depresiji sliéno ponaSanje nakon forsiranog stres testa plivanja. Primjenom
fluoksetina doslo je do povecanja fosforilacije ERK 1 CREB, te smanjenja depresiji slicnog

ponasanja u Stakora koji su bili izloZeni forsiranom testu plivanja. [144]

Trebamo napomenuti da neki radovi pokazuju da ERK aktivacija u hipokampusu uzrokuje
depresivni ucinak, §to bi znacilo da je antidepresivni ucinak fluoksetina koji su pokazali Qi i
suradnici, bio uzrokovan povecanom fosforilacijom ERK u prefrontalnoj regiji [145].
Fumagalli i suradnici smatraju da je smanjenje ERK fosforilacije koje su pokazali da nastane
nakon kroni¢nog tretmana sa fluoksetinom odgovorno za antidepresivni ucinak, te da je
povecanje ERK fosforilacije u regijama u kojima fluoksetin uzrokuje smanjenje fosforilacije,

odgovorno za antimani¢ni u¢inak litija i valproata [146].

Mogucée je da ERK nije odgovoran za antidepresivni uéinak, ve¢ transkripcijski faktor
CREB kojeg pERK fosforilira i tako aktivira. Zbog toga ¢emo reéi nesto vise o vaznosti
transkripcijskog faktora CREB u depresiji, te¢ na taj nafin pokuSati objasniti moguce
antidepresivno djelovanje BPC 157 ako se pokaze da utjece na CREB aktivaciju u neuronima.
Razvojem ciljanih pametnih lijekova koji bi djelovali unutarstani¢no i na odredene dijelove
mozga bi se znatno poboljsala ucinkovitost lijeCenja depresije, a buduc¢i da BPC 157 svoje
pozitivne ucinke ostvaruje vrlo vjerojatno djelujuci unutar stanice, lako je mogucée da djeluje

osim na NF-KB, o ¢ijoj mogucoj povezanosti sa BPC 157 smo govorili u uvodu, i na CREB.

U pacijenata koji su uzimali antidepresive prije smrti nadena je povecana CREB

fosforilacija, a u onih pacijenata koji nisu uzimali antidepresive prije smrti nadena je
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smanjena CREB fosforilacija u temporalnom korteksu. Virusom-posredovana prekomjerna
izrazenost CREB-a u gyrusu dentatusu hipokampusa Stakora smanjila je vrijeme imobilnosti u
FST i smanjila broj neuspjelih pokuSaja bijega u testu naucene bespomocnosti, dok je
prekomjerna ekspresija CREB-a u bazolateralnoj amigdali i nucleusu accumbensu
uzrokovala depresivne odgovore u FST i testu naucene bespomocnosti. Ti podaci nam govore
da CREB, ovisno o dijelu mozga unutar kojeg je aktiviran, moze imati i pro i anti-depresivne

ucinke. [147]

Razlog tomu bi mogla biti razli¢iti geni koje CREB regulira u pojedinim dijelovima
mozga. Moguce je da je razlog antidepresivnog djelovanja CREB-a u hipokampusu poticanje
ekspresije BDNF, a razlog pro-depresivnog djelovanja u NAc bi moglo biti poticanje
ekspresije dinorfina. Smatra se da agonisti dinorfina mogu uzrokovati negativne emocionalne
simptome koji li¢e na depresiju, te takoder mogu uzrokovati disforiju u ljudi. I antagonizam
dinorfina i blokada CREB-a u NAc¢ miSeva je uzrokovala sli¢an antidepresivni u¢inak, te nam
to govori da je moguce da je dinorfin uzrok pro-depresivnog djelovanja CREB-a u NAc. [148]
Osim dinorfina,moguce je i da ekspresija BDNF u NAc ima prodepresivne ucinke. Tocnije,

moguce je da BDNF ima razli¢ite uloge u hipokampusu i VTA-NAc putu.[149]

Smatra se i da transkripcijski faktor NF-KB ima ulogu u depresiji. Inhibicija neurogeneze
u hipokampusu spada u pro-depresivne uéinke  stresa, te su ti uéinci blokirani
administracijom NF-KB inhibitora. I depresivno ponasanje uzrokovano kroni¢nom izlaganju
stresu se smatra da je posredovano NF-KB aktivacijom. To pokazuje izlaganje miSeva
kroni¢nom nepredvidivom testu (CUS) i nepostojanje razlike u miseva koji su primali NF-KB
inhibitore 4 tjedna i kontrolnih miSeva koji nisu bili izlagani CUS. [150] Pace i suradnici su
usporedivali NF-KB aktivaciju prije i poslije Trier socijalnog stres testa izmedu medicinskih
zdravih muskaraca sa trenutnom velikom depresijom i1 pove¢anim stresom u mladosti sa ne-
depresivnim muskarcima. Trier socijalnim stres testom inducirano pove¢ano NF-KB vezanje
na DNA je bilo veé¢e u muskaraca sa velikom depresijom, te je bilo vece $to je depresija bila

izrazenija. [151]

Moguce je i da Racl ima vaznu ulogu u depresiji, te da bi zbog toga Racl inhibitori
negativno utjecali na depresiju. U nucleusu accumbensu (NAc) miseva podloznim kroni¢nom
socijalnom stresu poraza pronadena je smanjena Racl ekspresija. Nakon inhibicije sa klasom

1 histonskih deactilaza sa MS-275 doslo je do reverzije smanjenja Racl i smanjenja depresiji-
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sli¢nog ponasanja, kao $to je socijalno izbjegavanje. I virusom posredovano smanjenje Racl
ekspresije ili inhibicija Racl u NAc povecava socijalno izbjegavanje uzrokovano socijalnim
porazom i anhedoniju u miSeva. Ovi podaci govore da bi epigenetska regulacija Racl u NAc

mogla biti ukljucena u veliki depresivni poremecaj [152].

U ovom dijelu rada pokusali smo pokazati moguce pozitivno djelovanje BPC 157 kada bi
se dokazalo da utjeCe na aktivaciju ERK, transkripcijskih faktora CREB i NF-KB ili Racl.
BPC 157 u Porsoltovom testu smanjuje imobilnost $takora viSe nego imipramin [29] te u
odredenim dijelovima mozga povecava sintezu serotonina. Jedna od tih regija je i nucleus
accumbens [142]. Serotonin moze i inhibirati i aktivirati CREB. Tijekom neuralne aktivnosti
ga inhibira, a u odsutnosti neuralne aktivnosti ga aktivira.[153] To bi znacilo da je moguce da
tijekom neuralne aktivnosti u NAc BPC 157 smanjuje aktivaciju CREB- a budu¢i da moze
povecati sintezu serotonina u tom dijelu mozga, te bi to moglo dovesti do smanjene ekspresije

dinorfina buduc¢i da CREB moze povecati ekspresiju dinorfina [154].

3.2. Mogucéa uloga pentadekapeptida BPC 157 u neuropsihijatrijskim poremecajima

Pentadekapeptid BPC 157 se protivi smetnjama ponasanja nakon akutne i kroni¢ne
izlozenosti amfetaminu.[155,156] Moguc¢i razlog tome je djelovanje na MAO-A, buduéi da
smanjenje MAO-A uzrokuje abnormalno ponasanje. Amfetamin djeluje na transkripcijske
faktore NF-KB i AP-1 tako §to im poveéava aktivnost, $to onda dovodi do smanjenja MAO-
A. Liu i suradnici su koriste¢i aptamere koji blokiraju vezanje na transkripcijske faktore AP-1
i NF-KB pokazali da njihovom primjenom dolazi do obrata u razini MAO-A, kao i smanjenja

amfetaminom uzrokovanog abnormalnog ponasanja. [157]

Moguéi uzrok inhibicije stereotipnog ponasanja uzrokovanog amfetaminom nakon
aplikacije BPC 157 bi moglo biti i djelovanje na ERK, CREB ili dinorfin. Shi i suradnici su
pokazali da inhibicija ERK smanjuje promjene u ponasanju uzrokovane amfetaminom.
Blokada ERK signalnog puta rezultira smanjenom aktivacijom CREB-a koja nastaje nakon
aktivacije dopaminskih i glutamatskih receptora, a blokada CREB-a je uzrok smanjene

ekspresije preprodinorfina u striatumu. [158]
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Ako se pokaze da BPC 157 svoj ucinak na smanjenje smetnji ponaSanja uzrokovanim
amfetaminom postize djelovanjem na razinu dinorfina u striatumu, to bi moglo objasniti ne
samo njegov antidepresivni ué¢inak buduci da se smatra da je povecanje dinorfina u tom dijelu
mozga odgovorno za pro-depresivne ucéinke [148], ve¢ bi otvorilo moguénost lijeCenja
ovisnosti sa BPC 157. Naime, akutna i kroni¢na uporaba amfetamina povecava razinu
dinorfina [159], te je taj ucinak slican ucinku kokaina, nikotina i etanola koji takoder

povecéavaju strijatalnu ekspresiju prodinorfina. [160]

Cini se da depresiju i ovisnost povezuje dinorfin, te prema Shippenbergu i suradnicima
stres, kao i druga stanja koja aktiviraju dinorfin u ovisnika mogu izazvati stanje depresije koje
moze povecati nagradujuci efekt sredstva ovisnosti. Lijekovi koji djeluju na dinorfin/KOR
sustav bi mogli biti odlicno sredstvo za lijeCenje ovisnosti. [160] Prema Muschampu i
suradnicima  uzrok antidepresivnog, anksiolitickog, kao i efekta protiv straha i zelje za
kokainom KOR antagonista moguée je pripisati smanjenju stresa. Cini se da je povecanje
dinorfina i CREB-a nakon koristenja psihostimulansa rezultat negativne povratne sprege da
se smanji prekomjerna ekspresija dopamina nastala nakon njihova koristenja. CREB-
uzrokovano povecéanje dinorfina djeluje na inhibitorne KOR receptore te tako uzrokuje

smanjenje dopamina. [161]

Dinorfin je povezan i sa diskinezijom u pacijenata sa Parkinsonovom bolesti koji su na L-
DOPA terapiji. U Stakora L-DOPA inducira povecanu ekspresiju prodinorfina u striatumu, te
su akutni nevoljni pokretni povezani sa FosB- srodnim proteinima, koji mogu biti u interakciji
sa prodinorfin promotorom i na AP-1 i CRE mjestu. Zbog toga ne iznenaduje da fosB
antisense apliciran intrastrijatalno dovodi do smanjenja prodinorfina i sprje¢ava nastanak

akutnih nevoljnih pokreta. [162]

Sgroi i suradnici su pokazali da su visoke razine preproenkefalina povezane sa
lokomotornom hiperaktivnosti i kruzeéim ponasanjem te da sSu one povezane sa
hipersenzitacijom DA-denerviranog podru¢ja na L-DOPU. Takoder su pokazali da je visa
razina prodinorfin  mMRNA u lateralnom dijelu striatuma povezana sa tesko¢om i
frekvencijom diskinezije, $to je u skladu s ¢injenicom da je lateralni dio striatuma povezan s
pokretima tijela viSe nego s lokomotornom aktivnosti. Sgroi i suradnici su postavili hipotezu
da bi modulacija enkefalina i dinorfina prije pocetka tretmana s L-DOPOM mogla sprijeciti
diskineziju. [163]
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Dinorfin je povezan i sa shizofrenijom te KOR agonisti mogu u ljudi uzrokovati
halucinacije i depersonalizaciju . Pacijenti sa shizofrenijom koji imaju loSu prognozu imaju
povecane razine dinorfina A u CSF. No ne slazu se sve studije s tom, ali veéina se slaze da
pacijenti sa shizofrenijom imaju promijenjenu razinu dinorfina. [164] Budu¢i da je moguce da
je dinorfin 1-17 povezan s NF-KB tako $to je pokazano da u humanoj monocitnoj stani¢noj
liniji THP-1 inhibira NF-KB/p65 translokaciju [165], re¢i ¢emo nesto vise o povezanosti NF-
KB i shizofrenije. Treba uzeti u obzir da, prema nasem znanju, nisu provedena istrazivanja
kako dinorfin djeluje na NF-KB u mozgu. O utjecaju NF-KB na dinorfin govori rad Bakalkina
i sur., te prema njima bi faktor | za kojeg smatraju da je vjerovatno p65/ c-Rel dimer bi mogao
aktivirati transkripciju prodinorfina, a faktor II (p65/p50 dimer) bi je mogao inhibirati za $to

je moguce da je odgovoran p50 protein. [166]

Isto kao i za dinorfin, studije o ulozi NF-KB u shizofreniji imaju razliite rezultate. Tako
Song i sur. smatraju da bi NF-KB inhibitori mogli biti korisni u pacijenata sa shizofrenijom
jer se NF-KB aktivacija u perifernoj krvi povecéala u pacijenata sa shizofrenijom u usporedbi
sa zdravim osobama. [167] Za razliku od te studije, Roussos i sur. su pokazali da je NF-KB
signaliranje u mozdanom tkivu starijih pacijenata sa shizofrenijom smanjeno. Pacijenti sa
shizofrenijom su imali smanjenu razinu p65 proteina, kao i njegovu smanjenu aktivaciju.
Mogu¢i razlog razli¢itim rezultatima u ovim studijama je razlicit stadij bolesti, tkivo koje je
uzimano za analizu, kao 1 koriStenje neuroleptika. Kroni¢no uzimanje neuroleptika ili nema

utjecaja na p65 aktivnost ili je povecava. [168]

Budu¢i da je moguce da p65/c-Rel dimer moze aktivirati prodinorfin transkripciju [166] te
je njegova ekspresija povezana s L-DOPA induciranom diskinezijom [163], ne iznenaduje da
su Mas i sur. pokazali da je povecana NF-KB aktivacija u perifernoj krvi u pacijenata sa
ekstrapiramidalnim simptomima induciranim antipsihoticima. [169] Ako se utvrdi da BPC
157 djeluje na ERK, CREB ili NF-KB to bi znacilo da bi mogao djelovati na razinu dinorfina
bez direktnog utjecaja na KOR receptora, te je moguce da bi se bolji rezultati u lijecCenju
ovisnosti,depresije, shizofrenije i diskinezije mogli posti¢i modulacijom tih signalnih puteva i

posljedi¢nim djelovanjem na razinu dinorfina nego direktnim djelovanjem na KOR receptore.
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3.3. Pentadekapeptid BPC 157 i multipla skleroza

Multipla skleroza je najéeSc¢a kroni¢na upalna demijeliniziraju¢a bolest CNS-a koju
karakterizira autoimunosni upalni odgovor koji uzrokuje demijelinizaciju, aksonalnu
degradaciju, te smrt neurona i oligodendrocita. Razlikujemo relapsno-remitiraju¢i (RR-MS),
primarno progresivni (PP-MS) te sekundarno-progresivni oblik multiple skleroze(SP-MS).
[170]. Pentadekapeptid BPC 157 je trenutno u fazi klini¢kih istrazivanja za lijeCenje
multiple skleroze. U zivotinjskom modelu multiple skleroze BPC 157 suzbija oste¢enje
mozga i motornu onesposobljenost Stakora izazvanu kuprizonom [54]. Kuprizon je kelator
bakra koji uzrokuje demijelinizaciju,a ona je uzrokovana zbog smrti oligodendrocita te je
pracena aktivacijom astrocita i mikroglije. Uklanjanje kuprizona iz prehrane omogucuje
potpunu remijelinizaciju u vremenu od 5 tjedana, §to je vjerojatno uzrokovano

proliferacijom prekursorskih stanica oligodendrocita (OPC). [170]

U ovom dijelu rada pokusati ¢emo objasniti molekularni mehanizam ucinkovitosti BPC
157 u multiploj sklerozi te ¢emo poceti s ERK signalnim putem. ERK 1/2 signalni put ima
veliku ulogu u regulaciji mijelinskog rasta, i to je zajednicki mehanizam kojeg koriste i
Schwannove stanice i oligodendrociti [171]. Fyffe-Maricich i suradnici tvrde da terapija koja
bi povecala signaliranje kroz ERK 1/2 signalni put, bi bila korisna ne samo da potakne brzu
remijelinizaciju ve¢ i da potakne stvaranje deblje mijelinske ovojnice koja bi tako CNS
aksone ¢inila manje vulnerabilnim za buduce epizode demijelinizacije. Pacijenti sa MS imaju
najceS¢e RR oblik bolesti, u kojem su periodi aktivne demijelinizacije praceni periodima
oporavka u kojem su nove mijelinske ovojnice stvorene. Te ponovo stvorene mijelinske
ovojnice su dosta tanke s obzirom na dijametar aksona, a budu¢i da gubitak aksona
predstavlja najvecu patolosku korelaciju s funkcionalnim ogranic¢enjima u MS pacijenata,
terapija koja bi povecala brzinu remijelinizacije i mijelinsku debljinu bi imala najveci utjecaj

na oCuvanje aksona i tako bi smanjila simptome bolesti. [172]

ERK aktivacija se smatra da je uzrokom pozitivnog djelovanja povisene ekspresije Dock3
u kuprizonovom modelu demijelinizacije. Dock3 pripada atipi¢noj obitelji gvanin zamjenskih
faktora (GEF) te on moze aktivirati Racl. Racl signaliranje je klju¢no da stimulira ERK
signaliranje preko Pakl-posredovane kontrole MEK1/2 fosforilacije. ERK signaliranje je

povezano sa oligodendrocitnim putem preZivljenja poslije izlaganja oksidativhom stresu, te su
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ERK-KO misevi vise podlozni da razviju EAE. [173] Svi ovi podaci nam govore o vaznosti
ERK signaliranja tijekom demijelinizacije. No zanimljivo je napomenuti, da Racl aktivnost
moze povecati stvaranje reaktivnih spojeva kroz povisenu aktivnost NADPH oksidaze, te tako
povecati aktivnost NF-KB,a ti se putevi smatraju da negativno utjecu na tijek MS. Zbog toga
je moguc¢e da ERK aktivacija, tj. njeni pozitivni ucinci na oksidativni stres 1 na
oligodentrocitno prezivljenje nadvladavaju negativne uc¢inke Racl aktivacije u kuprizonovom
modelu demijelinizacije. Budu¢i da je razina BDNF smanjena u kuprizonovom modelu
smanjena, a Dock3 djeluje nakon aktivacije BDNF signalnog puta, moguce je da je Dock3 i
posljedicna ERK aktivacija uzrokom pozitivhog djelovanja lijekova koji povecavaju

ekspresiju BDNF, kao §to su lakvinimod i glatiramer acetat. [173]

Reaktivni kisikovi spojevi imaju vaznu ulogu u patogenezi multiple skleroze, pa je
mogucée da BPC 157 uzrokuje smanjenje ROS [25,110] te da je to smanjenje uzrok njegovog
pozitivnog djelovanja na MS. Koncentracija reaktivnih kisikovih i dusikovih spojeva se
povecava tijekom upale, Sto moze uzrokovati oksidativni ili nitrativni stres koji moze dovesti
do ostecenja lipida, proteina i nukleinskih kiselina $to na kraju moze uzrokovati smrt stanice.
Zbog poviSenog sadrzaja zeljeza 1 smanjene antioksidantne obrane, oligodendrociti su vise
osjetljivi na oksidativni stres. Osim S§to smrt oligodendrocita moze uzrokovati
demijelinizaciju, 1 reaktivni kisikovi spojevi mogu oStetiti mijelinsku ovojnicu tako Sto

promoviraju njen napad od strane makrofaga. [174]

Trenutno postoji ve¢ nekoliko modela kuprizonom izazvane demijelinizacije, u kojima
inhibicija ili aktivacija nekoga signalnog puta Stiti od demijelinizacije ili promovira
remijelinizaciju, pa je mogucée da i BPC 157 djeluje na jedan od tih nacina. Tako rolipram,
koji je bio koristen kao antidepresiv u klinickim istraZivanjima koja su bila prekinuta jer je
izazivao mucninu, promovira remijelinizaciju moguée kroz aktivaciju MEK-ERK signalnog
puta u kuprizonom induciranoj demijelinizaciji [175]. | lakvinimod sprijecava
demijelinizaciju izazvanu kuprizonom tako Sto smanjuje aktivaciju NF-KB u astrocitima
[176]. Budu¢i da smo ve¢ govorili o pozitivnoj ulozi ERK fosforilacije u MS, sada ¢emo reci
nesto i o ulozi NF-KB. No zanimljivo je napomenuti da putevi koji uzrokuju ERK aktivaciju
kao §to je MEK kinaza uzrokuju i NF-KB aktivaciju [177], dok vecina lijekova koji se koriste
u lijeCenju MS uzrokuje inhibiciju NF-KB. Zbog toga je moguce da bi BPC 157, ako se

pokaze da povecava ERK fosforilaciju u oligodendrocitnim prekursorskim stanicama i da

27



istodobno smanjuje NF-KB aktivaciju u npr. astrocitnim stanicama, bio izvrsna metoda

lijecenja MS.

Mnogi lijekovi koji se koriste u lijeCenju multiple skleroze, kao $to su kortikosteroidi,
azatioprin,a moguce i beta interferon i glatiramer acetat djeluju tako $to smanjuju aktivnost
NF-KB [178]. Osim §to je inhibicija NF-KB pokazala da sprje¢ava demijelinizaciju izazvanu
kuprizonom [176], Loo i suradnici su pokazali i da inhibicija NF-KB u CNS-u poboljsava
eksperimentalni autoimunosni encefalomijelitis (EAE). NF-KB aktivacija je posredovana IKK
komplekom, koji se sastoji od IKKI1 i IKK2 kataliticke podjedinice te od regulatornog
proteina NEMO. NEMO i IKK2 su potrebni za NF-KB aktivaciju od strane proupalnih
signala kroz “kanonski® put koji obuhvaéa degradaciju IKBalfa. IKK1 uzrokuje NF-KB
aktivaciju kroz “ alternativni* te se smatra da djeluje kao negativni regulator kanonske NF-
KB aktivnosti. [179]

NEMO NSO [KK2NKO migevi u EAE pokazuju blazu klinicku sliku i imaju manje
izrazenu upalu CNS-a i oSteCenje tkiva, dok delecija IKK1 ne utjece na tijek EAE. Ovi
rezultati govore da NF-KB aktivacija kroz kanonski put, koji je ovisan o NEMO i IKK2 , ima
patogenu funkciju u autoimunim demijeliniziraju¢im bolestima, za razliku od alternativnog,
IKK1- ovisnog puta koji nije ukljuéen u taj proces. U astrocitima misa NEMO delecija je
uzrokovala onemogucenu NF-KB aktivaciju, za razliku od mikroglije gdje su i divlji tip i
NEMO®NSKO pokazivali sliénu aktivaciju NF-KB u odgovoru na stimulaciju TNF-om i LPS.
Loo 1 suradnici smatraju da je razlog tome razli¢ito podrijetlo tih stanica, budu¢i da su
astrociti neuroektodermalnog podrijetla, dok se za barem dio stanica mikroglije smatra da je

hematopoetskog podrijetla [179].

NEMO-delecija je onemogucila astrocitima da induciraju ekspresiju Vcam-1 i kemokina
kao $to su IP-10 i RANTES. Za razliku od proupalnih citokina, NEMO-delecija nije utjecala
na ekspresiju protupalnih citokina [179]. Budu¢i da su Huang i suradnici pokazali da i BPC
157 smanjuje Vcam-1 ekspresiju u NF-KB signalnom putu [35], re¢i ¢emo nesto vise o ulozi
Vcam-1 u EAE. Za Vcam-1 se smatra da je glavna adhezijska molekula odgovorna za
putovanje leukocita kroz krvno-mozdanu barijeru. TNF receptor 1-ovisna Vcam-1 ekspresija
od strane astrocita je vazna za ulazak T stanica u parenhim i manifestaciju neuroloske bolesti.

CNS-KO
O

Medutim, Loo i suradnici su pokazali da u NEM 1 kontrolnim miSevima nema razlike
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u omjeru limfocita u perivaskularnom podrucju i u parenhimu, te oni smatraju da Vcam-1 ne

kontrolira T stani¢nu lokalizaciju, ve¢ njihovu perzistentnu aktivaciju. [179]

Demijelinizacija znaCajno pridonosi klinickim znakovima multiple skleroze, te su
demijeliniziraju¢i aksoni vise skloni atrofiji u akutnoj fazi demijelinizacije. Isto tako je
stupanj aksonalnog gubitka u EAE ve¢i u demijeliniziraju¢im podruc¢jima nego u podrucjima
remijelinizacije. Remijelizacija moze biti neuspjesna zbog neuspjeha regrutacije ili pak
neuspjeha diferencijacije OPC. [180] Iako jo$ nisu sasvim poznati molekularni mehanizmi
odgovorni za diferencijaciju oligodendrocita koji izrazavaju mijelinske proteine, neka
istrazivanja govore o vaznosti cAMP u diferencijaciji oligodendrocita. Budu¢i da
oligodendociti u razvoju izrazavaju poveéane razine transkripcijskog faktora CREB, moguce
je da je on jedan od odgovornih za razvoj oligodendrocita buduéi da se aktivira kada porastu
razine ciklickog AMP. Osim cAMP-a i poviSene razine Ca®* mogu aktivirati CREB u
oligodendrocitnim stanicama. PKA aktivacija je odgovorna za CREB fosforilaciju u odgovoru
na povisene razine cAMP, a za povecanu aktivaciju CREB kao odgovor na povecéanje
intracelularnog Ca?* odgovorna je PKC. Takoder, moguée je da je za ucinkovitost ERK
aktivacije o kojoj smo ve¢ govorili odgovoran CREB buduci da karbakol osim $to uzrokuje

MAPK aktivaciju u OPG stanicama, uzrokuje i CREB fosforilaciju. [181]

Cini se da CREB igra ulogu i kao medijator u stimulaciji mijelinskog bazi¢nog proteina
(MBP) sa cAMP-om [182]. CREB fosforilacija u OPG stanicama je povecana sa
neurotrofinom-3 ( NT-3), te je CREB potreban za NT-3 uzrokovanu proliferaciju tih stanica.
NT-3 uzrokovano poveéanje razine antiapoptotickog proteina bcl-2 zahtjeva i aktivaciju
CREB-a. Bcl-2 ekspresija je povezana sa zastitom oligodendrocita od razli¢itih induktora
stani¢ne smrti, kao i Sa povecanim kapacitetom remijelinizacije oligodendrocita u MS

lezijama. [183]

U ovom dijelu rada smo pokusSali objasniti djelovanje BPC 157 na multiplu sklerozu ako
bi se pokazalo da djeluje na NF-KB, ERK i CREB. No buduci da postoji jos signalnih puteva
ukljucenih u patogenezu multiple skleroze, kao §to su VEGF [184] i kalpain [185] tesko je
re¢i na koji signalni put djeluje BPC 157, te su potrebna daljnja istrazivanja da se utvrdi
njegov mehanizam. Mi smo se koncentrirali ve¢cinom na NF-KB jer ako bi se pokazalo da

BPC 157 djeluje na taj put to bi objasnilo mnoga njegova pozitivna djelovanja u razli¢itim
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organskim sustavima buduc¢i da NF-KB inhibicija ima pozitivan u¢inak na mnoge bolesti [55].

3.4. Uloga pentadekapeptida BPC 157 u modelima cijeljenja

3.4.1. Pentadekapeptid BPC 157 i cijeljenje ulkusa roZnice

BPC 157 utjeCe i na cijeljenje ulkusa roznice. Nakon primjene 2 ug i 2 ng BPC 157 dolazi
do cijeljenja ulkusa za 72 i 96 sati od ozljede, te njegovom primjenom dolazi zbog ubrzanog
cijeljenja do manjeg edema, manje granulacijskog tkiva, te manje granulocita i
mononuklearnih stanica [30]. Te ucinke je moguce objasniti djelovanjem BPC 157 na
FAK/paksilin sustav [70] i na aktivaciju ERK [35].

Teranishi i suradnici su ispitali ulogu ERK aktivacije u migraciji epitelnih stanica roznice
tijekom zatvaranja rane pri ¢emu su koristili PD98059 koji je MEKL1 inhibitor ili 0.1% DMSO
1 sat prije ranjavanja roznice. Stanice inkubirane sa MEK1 inhibitorom, koji onemogucava
aktivaciju ERK, nisu uspjele prekriti podru¢je rane za razliku od stanica tretiranih 0.1%
DMSO. Razlika izmedu tih stanica nije bila u koli¢ini ERK 1/2, ve¢ u fosforilaciji ERK koja
je utjecala samo na migraciju stanica, a ne na proliferaciju tih stanica. Ekspresija MEK1DA,
konstitutivno aktivnog mutanta od MEK1 uzrokovala je brze zatvaranje rane. U stanicama
inkubiranima sa PD98059 je doSlo do izostanka ranjavanjem izazvanog povecanja
fosforiliranog FAK i paksilina [186]. Ovi podaci govore da ERK aktivacija kao odgovor na
ranjavanje promovira fokalnu adheziju HCE stanica fosforiliraju¢i FAK i paksilin, te bi taj

signalni put mogao biti odgovoran za uspjesno cijeljenje ulkusa roznice primjenom BPC 157.

I topicka primjena SN50, stani¢no propusnog peptidnog NF-KB inhibitora u modelu
alkalijske kornealne opekotine u misa je smanjila ulceracije u cijeljenju roznice. Moguci
mehanizam SN50 NF-KB inhibitora u cijeljenju roznice bi mogla biti indukcija JNK-
potaknute proliferacije epitelnih stanica [187], budué¢i da aktivacija NF-KB u nekim

stanicama moze inaktivirati JNK [188].

3.3.2. Pentadekapeptid BPC 157 i ezofagitis

BPC 157 ima i pozitivni u¢inak na ezofagitis Stakora tako S$to smanjuje mikroskopske i

makroskopske lezije, te utjeCe na tonus donjeg ezofagealnog i pilori¢nog sfinktera. BPC 157
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dan zdravim Stakorima sa normalnim sfinkterima povecava pritisak donjeg ezofagealnog
sfinktera, a smanjuje pritisak pilorickog sfinktera. Primjenom BPC 157 nakon procedure u

kojoj se trajno smanjio tlak sfinktera, dolazi do normalizacije pritiska.[189]

Donji ezofagealni sfinkter (LES) odrzava stalni pritisak, i relaksira se jedino pri prolasku
bolusa. Tonicka kontrakcija LES je PKC ovisna, te se smatra da je posredovana aktivacijom
MAP kinaza (ERK 1/2, p38MAPK). Kada se ERK 1/2 inhibitor PD98059 i p38MAPK
inhibitor SB203580 koriste odvojeno oba uzrokuju smanjenje tonusa LES, a njihova
zajednicka primjena gotovo uzrokuje nestanak tonusa. | ROS su povezani sa tonusom LES, te
tako H,O, povecava proizvodnju lipidnih medijatora PGE, i PAF Kkoji relaksiraju LES
cirkularne misice, te 8-1S0 Faua koji nastaje H,O, posredovanom lipidnom peroksidacijom
inhibira PGFaua posredovanu kontrakciju LES. H,0, uzrokuje i depleciju Ca** zaliha koje se
mogu otpustiti, §to moZe onemoguciti aktivaciju Ca®* -ovisne PKCpeta. Moguéi mehanizam
kojim upalni citokin IL-1pea poveéava produkciju H,O, u normalnom ljudskom LES misi¢u
je preko regulacije NADPH oksidaze, koja ima sposobnost odrzavanja povecane razine H,0,.

Tome ide u prilog ¢injenica da katalaza uzrokuje ponovo uspostavljanje tonusa LES. [190]

Oh 1 suradnici su pokazali u¢inkovitost antioksidansa u Stakorskom modelu ezofagitisa, te
oni smatraju da bi se oni trebali koristiti u kombinaciji sa antisekretornim lijekovima u
lijecenju refluksnog ezofagitisa budu¢i da se pokazalo da je mukozna Steta u refluksnom
ezofagitisu posredovana primarno sa kisikovim radikalima. Antioksidansi smanjuju i NF-KB
aktivaciju, koja je povecana u eksperimentalno izazvanom refluksnom ezofagitisu. [191]
Smanjenje NF-KB aktivnosti bi dovelo i do smanjenja IL-1 beta [192], te bi vjerovatno
smanjilo proizvodnju H,0, koji uzrokuje relaksaciju LES [190]. Ako se pokaze da BPC 157
smanjuje NF-KB aktivnost to bi moglo objasniti njegovo djelovanje na povecanje LES
tonusa. Citoprotektivni u¢inci BPC 157 u modelima refluksnog ezofagitisa u Stakora su vise
izrazeni od ucinaka ranitidina, sukralfata ili kolestiramina [193], te zbog velike uloge
slobodnih radikala u refluksnom ezofagitisu [194,195] moguce je da BPC 157 ima i
antioksidansno djelovanje tako Sto smanjuje aktivhost NADPH oksidaze i na taj nacin

moguce je 1 da smanjuje aktivnost NF-KB.
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3.4.3. Gastroprotektivni uéinci pentadekapeptida BPC 157

BPC 157 ima zastitni u¢inak na akutne i kroni¢ne Zelu¢ane ulkuse u $takora [31] te na
zelucane lezije u Stakora izazvane stresom, 96% etanolom, indometacinom i kapsaicinom
[196]. Buduc¢i da se oksidativni stres i deplecija antioksidansa smatraju klju¢nim u etanolom-
induciranom mukoznom oste¢enju [197] moguce je da BPC 157 uz svoja ostala djelovanja
posjeduje i antioksidantno djelovanje. Postoje i mnoga istrazivanja o vaznosti ERK signalnog
puta na cijeljenje ulkusa, pa je moguce da djelujuéi na taj put BPC 157 ostvaruje svoj
djelovanje. Pai i suradnici tako smatraju da su ERK1 i ERK2 medijatori faktorima rasta
potaknutog signalnog puta u cijeljenju Zelucane sluznice, te da inhibicija toga puta produzuje
cijeljenje ulkusa [198]. Wang i suradnici pak smatraju da oksidativni stres i sam etanol mogu
aktivirati ERK signalni put , te da je zastitno djelovanja fucoidana iz Acaudina molpadioides
u zastiti od etanolom induciranog Zeluanog ulkusa u tome Sto smanjuje aktivnost ERK
signalnog puta [197]. BPC 157 smanjuje i aktivnost MPO u Zelu¢anoj sluznici [45], $to nam
govori i da smanjuje etanolom inducirani upalni odgovor [199] te postoji moguénost da je
protuupalno djelovanje BPC 157 uzrokovano smanjenjem NF-KB aktivnosti. Moguce je da
evodiamin, alkaloid ekstrahiran iz vocke Evodia fructus svoj zastitni u¢inak protiv etanolom
induciranog zelu¢anog ulkusa u miSeva ostvaruje preko NF-KB signalnog puta, buduéi da je
se pokazalo da smanjuje aktivnost Rho/ NF-KB signalnog puta [192]. Isti u¢inak pokazuje i
salidrozid, ekstrakt iz biljke Rhodiola rosea, te se i njegovi ucinci prepisuju inhibiciji
MAPK/NF-KB puta [200]. Ye i suradnici smatraju da je p50 podjedinica esencijalna
komponenta NF-KB kompleksa, $to pokazuje ¢injenica da njena delecija uzrokuje smanjenu
NF-KB aktivaciju i smanjen upalni odgovor induciran hladnim imobilizacijskim stres testom
[201]. T morin, flavinoid iz porodice Moracae, djeluju¢i na NF-KB ostvaruje svoje pozitivno
delovanje na gastropatiju induciranu indometacinom. Indometacin uzrokuje oksidativni stres i
proizvodnju ROS te na taj nacin uzrokuje NF-KB aktivaciju u zelu€anoj sluznici Stakora.
Primjena morina smanjila je indometacinom inducirani oksidativni stres tako $to je povecala
aktivnost i produkciju antioksidantnih enzima SOD2, GST i katalaze u Zelucanoj sluznici
Stakora, te je smanjila aktivnost NF-KB inhibirajué¢i IKK. [202] Moguce je da na isti nacin
djeluje 1 BPC 157 koji se pokazao uspjesnim u zastiti od NSAID toksi¢nosti, a buduci da neka
istrazivanja govore da NSAID lijekovi uzrokuju NF-KB aktivaciju u zelu¢anoj sluznici [203],
moguce je da je upravo ona odgovorna za gastropatije uzrokovane tim lijekovima, te da BPC
157 svoje zastitno djelovanje na zeluCanu sluznicu u raznim modelima ostvaruje inhibirajuci

NF-KB.
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4. USPOREDBA DJELOVANJA PENTADEKAPEPTIDA BPC 157 | RAC1
INHIBITORA

Dok su Racl inhibitori dosad najviSe istrazivani u modelima inhibicije tumorskog rasta
gdje su se pokazali uspjesnima i gdje je pronadena prekomjerna ekspresija Racl [11-13],
pentadekapeptid BPC 157 se najvise istrazivao u upalnim bolestima i modelima cijeljenja
gdje se takoder pokazao uspjesnim. Buduéi da transkripcijski faktor NF-KB povezuje i upalne
procese i tumor [56] moguce je da je to zajednicki put koji povezuje pentadekapeptid BPC
157 sa Racl inhibitorima. Kako se pozitivna uloga Racl inhibitora u inhibiciji proliferacije
tumorskih stanica i njihovoj migraciji dijelom moZe prepisati smanjenju NF-KB aktivnosti
[7], ako se pokaze da BPC 157 djeluje na NF-KB signalni put tako da smanjuje njegovu
aktivnost to bi dodatno objasnilo njegovu pozitivne u¢inke ne samo na tumorski rast ve¢ i na

mnoge druge organske sustave.

Dok je uloga Racl inhibitora u upalnim bolestima kao $to su ulcerozni kolitis i multipla
skleroza nije jo$ dovoljno istrazivana te postoje razli¢ita misljenja o njihovom djelovanju u
tim bolestima, pentadekapeptid BPC 157 se pokazao uspje$nim u klini¢kim istrazivanjima za
ulcerozni Kolitis te je trenutno u klinickom istrazivanju za multiplu sklerozu. U multiploj
sklerozi Dock3 koji moze aktivirati Racl se pokazao uspjesnim u kuprizonovom modelu
demijelinizacije, ali taj u¢inak je moguce prepisati ERK fosforilaciji koja ima veliku ulogu u
regulaciji mijelinskog rasta. [173] Kako bi Dock djelovao dugoro¢no na pacijente s multiplom
sklerozom se ne zna budu¢i da je moguce da aktivacija Racl potakne NF-KB signalni put

koji moze dijelovati proupalno.

Moguce je da je neuspjesnost lije¢enja multiple skleroze u tome $to su mnogi signalni
putevi ukljuceni u njezinu patogenezu, te oni koji pozitivno djeluju na remijelinizaciju bi
vjerovatno negativno djelovali na upalu budu¢i da ERK moze poticati aktivnost Racl [204]
koji onda moze aktivirati NF-KB [205]. Lijek koji bi djelovao i na poveéanje remijelinizacije
1 smanjivanje upale bi vjerovatno bio najuspjesniji u lijeCenju multiple skleroze. Taj lijek bi
vjerovatno morao uzrokovati fosforilaciju transkripcijskog faktora CREB i aktivaciju ERK u
oligodendrocitnim prekursorskim stanicama i oligodendrocitima, te istodobno inhibirati NF-
KB ili barem modulirati njegovu pretjeranu aktivnost, a taj lijek bi mogao biti

pentadekapeptid BPC 157 koji je u HUVEC stanicama unato¢ povecanju ERK fosforilacije
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uzrokovao i smanjenje VVcam-1 ekspresije u NF-KB signalnom putu sto je karakteristi¢no i za
neke NF-KB inhibitore.

Dok je se u ulceroznom kolitisu Racl inhibicija pokazala neuspje$Snom t.j. usporila
cijeljenje ulceroznog kolitisa [105], neka istrazivanja su pokazala korisnost smanjenja Racl
aktivacije u sprjeCavanju nastanka ulceroznog kolitisa.[17] Moguci razlog tome je da Racl
ipak ima pozitivnhu ulogu u cijeljenju ulceroznog kolitisa, a da na neki nacin uzrokuje
nastanak lezija u ulceroznom kolitisu. Te zbog toga, kao i u multiploj sklerozi neuspjesnost
lije¢enja lezi u tome $to se mora djelovati na dva naCina da bi se postiglo uspjesnije lijeCenje.
Lijek za ulcerozni kolitis i druge upalne bolesti crijeva bi tako trebao sprjecavati nastanak
novih lezija i biti uspjesan u cijeljenju tih istih lezija ako do njih dode. Buduéi da se
pentadekapeptid BPC 157 pokazao uspjesnim ne samo u cijeljenju ulceroznog kolitisa veé i u
raznim drugim modelima kao $to su cijeljenje ulkusa roznice [30] i Zeluca [31], cijeljenju
tetiva [70], te u modelima intoksikacije alkoholom i NSAID lijekovima te ima protupalni
ucinak [46] (Sto je moguce da je uzrokovano i smanjenjem aktivnosti NF-KB ) moguce je da
je BPC 157 jo$ jedan lijek koji bi se mogao koristiti i u lijeCenju multiple skleroze i

ulcerativnog kolitisa.

Racl inhibitori se za razliku od BPC 157 nisu pokazali uspje$Snima u modelima depresije.
Dok je BPC 157 smanjio vrijeme imobilnosti u Porsoltovom testu [29], Racl inhibicija u
nucleus accumbensu je izazvala depresiji sli¢éno ponaSanje. [152] U depresiju su isto tako
ukljuceni mnogi signalni putevi i transkripcijski faktori kao ERK, CREB i NF-KB kao i
dinorfin. Budu¢i da Racl inhibitor NSC23766 ne utjeCe na Racl-ovisan nacin na razinu
pCREB u kortikalnim neuronima [206], moguce je da je uéinak Racl inhibicije bio
uzrokovan djelovanjem na NF-KB, ERK, dinorfin ili pak na neki drugi signalni put. BPC 157
povecéava sintezu serotonina izmedu ostalog i u NAc [142], a budu¢i da i fluoksetin u istom
dijelu mozga povecava sintezu serotonina [207] moguce je da je to jedan od uzroka njihova
antidepresivnog djelovanja. Buduci da fluoksetin ima sli¢ne ucinke u stani¢noj kulturi kao i
desipramin koji smanjuje stresom uzrokovanu dinorfin ekspresiju i CREB aktivaciju u NAc
[154], ako se pokaze da slicne ucinke pokazuje i BPC 157 to bi moglo objasniti njegov
antidepresivni ucinak. Takoder, ako se pokaze da BPC 157 djeluje na dinorfin tako Sto
uzrokuje promjene u aktivaciji ERK, CREB-a ili NF-KB postojala bi moguc¢nost lijecenja i

drugih neuropsihijatrijskih bolesti njime.
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I NF-KB inhibitori, Racl inhibicija kao i BPC 157 su pokazali pozitivne ucinke u
ishemijsko-reperfuzijskim ozljedama [19,22], te je moguce da je za uinke Racl inhibitora i
pentadekapeptida BPC 157 odgovorna mogué¢a NF-KB inhibicija ili pak smanjenje ROS.
Isto vrijedi i za virusne infekcije, gdje su NF-KB inhibitori i BPC 157 pokazali ucinkovitima
protiv Dengue virusa, HSV-1 i influenca virusa. Racl inhibicija jedino nije bila uéinkovita
protiv HSV-1 infekcije, te je moguée da bi mogla biti uc¢inkovita protiv HIV infekcije kao i
NF-KB inhibicija.[26,118-120,122,131] Ako se pokaze da je uzrok antivirusnog djelovanja
BPC 157 smanjenje prekomjerne NF-KB aktivnosti, otvorila bi se moguénost u¢inkovitosti
BPC 157 protiv HIV infekcije.

Na kraju dok je BPC 157 uspjeSsan u modelima cijeljenja, Racl inhibitori se nisu pokazali
uspje$nima u tim istima te je moguée da je on potreban za cijeljenje[132]. No, zanimljivo je
napomenuti da statini koji su smatraju da bi mogli biti uspjesni u cijeljenju su Racl inhibitori
[139]. Mogucée je da je uzrok njihovog pozitivnog ucinka u cijeljenju djelovanje na NO i
povecéanje ekspresije VEGF [138], a budu¢i da i BPC 157 djeluje isto na NO i VEGF [35,65]
to bi moglo mozda objasniti i njegove pozitivne ucinke u cijeljenju ako se pokaze da je Racl
inhibitor. Budu¢i da FAK/paksilin put na koji BPC 157 djeluje [70] moze i aktivirati i
inhibirati Racl [71-73] treba uzeti u obzir da BPC 157 moze biti i Rac1 aktivator. Isto vrijedi
i za NF-KB put, te su potrebna daljnja istrazivanja da se utvrdi moguc¢i mehanizam djelovanja
BPC 157. U ovom radu smo se fokusirali na moguc¢e djelovanje BPC 157 na Racl, NF-KB,
ERK i CREB te bi trebalo provesti istrazivanja kako BPC 157 djeluje na te signalne puteve.
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5. ZAKLJUCAK

Zbog sli¢nosti djelovanja BPC 157 i Racl inhibitora u odredenim modelima pokusali smo
usporediti njihove ucinke. Budu¢i da je moguc¢e da BPC 157 i Racl inhibitori djeluju na NF-
KB signalni put, postoji mogucnost da je djelovanje na taj transkripcijski faktor uzrok
njihovog slicnog djelovanja. Treba uzeti u obzir i druge signalne puteve kao $to su CREB i
ERK te da je moguce da je uc¢inak BPC 157, kao i Racl inhibitora na te puteve stani¢no-

specifican.
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