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vrste pokazalo je da osim toksi¢nog uéinka postoji i moguca terapeutska primjena.
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Abstract

Stichodactyla helianthus (Ellis, 1768) is a species of anemone present in the Caribbean Sea. It
contains neurotoxins that are primarily used as a defense against predators. Investigation of
the ShK peptide, derived from this species, showed that besides the toxic effect there is also a
possible therapeutic application. Stichodactyla toxin ShK works by blocking Kv1.3 channels
and therefore can suppress the immune responses essential for the pathogenesis of numerous
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analogues of this compound have been made, the most important of which are ShK-Dap22,
ShK-F6CA, D-allo-ShK, ShK-170, ShK-192, and ShK-186 now called dalazatide, which has
entered clinical trials for treating plaque psoriasis.

(15 pages, 10 figures, 1 table, 33 references, original in: Croatian)

Keywords: Stichodactyla toxin, ShK, Kv1.3 channels, dalazatide, autoimmune diseases
Supervisor: Maja Pavela-Vranci¢, PhD / Full Professor

Reviewers: 1. Zvjezdana Popovié-Perkovi¢, PhD / Assistant Professor

2. Maja Pavela-Vranci¢, PhD / Full Professor
3. Frane Skeljo, PhD / Assistant Professor



SADRZAJ:

Lo UVOD ettt e e e e e e e e 1
1.1 Kalijevi Kanali U T-StaniCama. .........cccooiiiiiiiiiiiiiiiieees e e e e e e e e e 2
1.1.1 Kalijjevi kanali 1 imunolo§ki 0dgoVori..........coooiiiiiiiiiiiiii e 2

1.2 Struktura Stichodactyla tOKSING...........cooviiiiiiiiiiiie e 3

1.3 Djelovanje Stichodactyla tOKSING ..........cueiiiiiiiiiiiiieeiiece e 4

2. RAZRADA TEME ...ttt e e e e s e e e e 5

2.1 SeleKtiVNIJi ANAIOZI..........vvveeeiiiiie e 5

2. 1.1 SRK-DAP22 ...ttt 5
2. 1.2 SNK-FBCA ..o 6
2.1.3 Shk-170, ShK-186, ShK-192 i ShK-EWSS........cciiiiiiie e 7
2.1 4 D-all0-SNK ... ..o 9
2.2 U¢inkovitost analoga na zivotinjskim modelima...............ccccooiviieiiiiiiin e 10
2.2.1 Eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis — model za multiplu sklerozu........ 10
2.2.2 Acrtritis induciran pristanom — model za reumatoidni i psorijati¢ni artritis.......... 10
2.2.3 AULOIMUNE DOLESTTI KOZE. ... i veeeeiee ettt 11
2.2.4 BUAENJE 1Z ANESTEZIJE .. eeeieiiiiriiiieiiiiiiit ettt 11
2.2.5 SprjeCavanje oStecenja mozga nakon terapije zraCenjem...........ccooeevvvvierriiinnnnnn. 12
2.2.6 Moguca primjena u lijeCenju Alzheimerove bolesti.............uuvvvvvvvviiiiiiiiininnnnnnn. 12
2.3 Klinicko ispitivanje ShK-186 za lijeCenje plak psorijaze ...........ccovvveeviiivvneeennnnnn. 12
2.3.1. PrimijeCene NUSPOJAVE .....ccvuvrrriieiiiiiiiiiiesiiiiiit e e sttt e e e 13
2.3.2 Promjena stanja Kroz tretmMan .............oeeeiiiiiiieeee i 13
2.3.3 Djelovanje dalazatida na T-StANICE ...........ccvuvreeeeiiiiiiiree e 14
2.3.4 Zaklju€ci KINiCKOE 1SPIIVAN]A. ...uuuuiiiiiiiiieeee et 14
3. ZAKLIUCCT ottt 15

4 LITERATURA e 16



1. UvOD

Stichodactyla helianthus (Ellis, 1768) (Slika 1) je Cesta vrsta vlasulje koja naseljava
Karipsko more oko Kube. Castaneda i sur. su 1995. godine otkrili da ekstrakti S. helianthus,
primijenjeni na miSeve intraperitonealno, izazivaju preosjetljivost na dodir i zvuk, pretjerano
izluCivanje sline, suzenje, znojenje, smanjenu koordinaciju pokreta i paralizu. Ovi simptomi
podsjecaju na trovanje inhibitorima kolinesteraze (Castaneda i Harvey, 2009; Castaneda i sur.,
1995), medutim slaba inhibicija kolinesteraze u ekstraktima ukazuje na to da su uoceni
simptomi djelovanja Stichodactyla toksina (ShK) posljedica drugacijeg molekulskog
mehanizma.

Slika 1. S. helianthus (izvor: https://www.123rf.com/photo_48964781 sea-anemone-

stichodactyla-helianthus-commonly-called-sun-anemone-caribbean-sea-panama.html).

Shvativsi da slicne simptome uzrokuje zmijski dendrotoksin koji blokira kalijeve
kanale putem pojacanih kolinergi¢kih impulsa, znanstvenici su koriste¢i metodu temeljenu na
vezanju **I-dendrotoksina na neurone identificirali peptid ShK, blokator kalijevih kanala u
kulturi neurona (Castaneda i sur., 1995). Ubrzo nakon toga, Pennington i sur. (1995)
sintetizirali su ShK peptid, odredena je njegova trodimenzionalna struktura (Tudor i sur.,
1996) te se pokazalo da ShK blokira Kv1.3 kanale u T-stanicama s pikomolarnim afinitetom
(Pennington i sur., 1996). ShK zbog mehanizma djelovanja ima mogucu primjenu u lijeenju
autoimunih bolesti (Chi i sur., 2012).



1.1. Kalijevi kanali u T stanicama

Godine 1984. otkriven je naponski K* kanal u humanim T-stanicama koji se u to
vrijeme zvao n-tip kanala, a kasnije je identificiran kao Kv1.3 (Slika 2). Uoceno je da taj
kanal potencijalno moze imati ulogu u imunosupresiji. Medutim, uskoro je postalo o€ito da
ekspresija Kv kanala varira ovisno o diferencijaciji T-stanica u timusu te da se mijenja nakon
aktivacije. Nakon otkriéa kalcijem aktiviranin K* kanala (IKCal) u humanim i migjim T i B
stanicama te saznanja da se njihova ekspresija povecava s aktivacijom, postalo je sve jasnije
da ée se uloge razli¢itih K kanala morati pojedinaéno razmatrati koriste¢i inhibitore
specifi¢ne za svaki kanal posebno. Koristeno je vise selektivnih Kvl1.3 i IKCal blokatora za
ispitivanje doprinosa Kv1.3 i IKCal u aktivaciji humanih T-stanica. Proliferacija T-stanica,
koje su prethodno aktivirane tijekom 48 sati, a zatim izlozene K* blokatorima, bila je
neosjetljiva na blokadu Kv1.3, ali osjetljiva na blokadu IKCal kanala. Ovi rezultati upuéuju
na zaklju¢ak da se odmarajuce T-stanice oslanjaju na Kv1.3, a da je IKCal funkcionalno
dominantni K* kanal u aktiviranim T-stanicama (Lam i Wulff, 2011).

Slika 2. Struktura Kv1.3 kanala (izvor: https://www.researchgate.net/figure/Structure-
of-Kv13-and-ChTx- In-A-and-B-the-view-is-parallel-and-perpendicular-to_fig2 299396522)

1.1.1. Kalijevi kanali i imunolo$ki odgovori
Kvl.3 i IKCal neizravno reguliraju unos Ca*" tijekom aktivacije T-stanica,

moduliranjem membranskog potencijala. Receptor za T-stanice, tijekom imunog odgovora,

aktivira ulaz Ca?* kroz kalcijev kanal nazvan CRAC (engl. calcium release activated calcium



channel), §to rezultira povecéanjem koncentracije Ca®" u citosolu, a koji je potreban za
translokaciju NFAT (engl. nuclear factor of activated T cells, nuklearni faktor aktiviranih T-
stanica) u jezgru i pokretanje transkripcije, $to u konacnici rezultira izlu¢ivanjem citokina i
proliferacijom T-stanica (Slika 3). Unos Ca?* mogué je samo ako T-stanica moZe zadrZati
negativan membranski potencijal izlu¢ivanjem K" kroz Kv1.3 i/ili IKCal. Blokada ovih dvaju
K" kanala depolarizira membranu T-stanice i inhibira signalizaciju pomoc¢u Ca®, ¢ime se
sprjecava aktivacija T-stanice. 1z navedenoga slijedi da bi se blokatori IKCal mogli iskoristiti
za suzbijanje akutnih imunoloskih odgovora, dok bi se Kv1.3 blokatori mogli koristiti u

lijeenju autoimunih bolesti kao $to su psorijaza i multipla skleroza (Lam i Wulff, 2011).

New Gene
Expression

Slika 3. Prolaz iona kroz Kv1.3 i CRAC, otpustanje NFAT (izvor: Chi isur., 2012).

1.2. Struktura Stichodactyla toksina

ShK je peptid sastavljen od 34 aminokiselinska ostatka (Slika 4), cija je
trodimenzionalna struktura stabilizirana pomocu tri disulfidna mosta: Cys3-Cys35, Cysl12-
Cys28 i Cysl7-Cys32.

HyN=Arg=Ser=Cys=Ille=Asp=Thr—Ille—Pro=Lys=Ser=Arg—Cys=Thr=Ala=Phe=GIn=Cys=Lys—His=Ser=Met=Lys=Tyr=Arg=Leu=Ser=Phe~Cys=Arg=Lys=Thr=Cys=Gly=Thr=Cys=0H
5 10 15 20 25 30 35
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Slika 4. Primarna struktura i disulfidni mostovi kod Shk

(izvor: https://en.wikipedia.org/wiki/Stichodactyla_toxin#/media/File:ShK_seq.png)

Struktura ShK otkriva dvije kratke a-uzvojnice koje sadrze ostatke 14-19 i 21-24
(Slika 4). Osam N-terminalnih ostataka zauzima izduzenu konformaciju, nakon ¢ega slijedi
par okreta koji nalikuju 330 heliksu. C-terminalni Cys35 stvara gotovo ciklicku strukturu

preko disulfidne veze sa Cys3 (https://en.wikipedia.org/wiki/Stichodactyla_toxin).

ShK

Slika 5. Struktura Stichodactyla toksina
(izvor: https://en.wikipedia.org/wiki/Stichodactyla_toxin#/media/File:ShK_toxin_Fig_3.tiff)

1.3. Djelovanje Stichodactyla toksina

ShK je blokator pore tetramernog kanala za kalijeve ione (Slika 5). Veze se na sve
cetiri podjedinice stvarajuéi interakcije s plitkim predvorjem na vanjskom ulazu u poru.
Usidren je u vanjskom predvorju pomocu dvije kljuéne interakcije: prvu stvara Lys22, Koji
ulazi u poru kanala poput "plutenog ¢epa" i blokira prolaz ionima kalija; drugu stvara susjedni
Tyr23, koji zajedno s Lys22 tvori "funkcionalnu jedinicu™ potrebnu za blokadu kanala. Mnogi
peptidi koji blokiraju K" kanale sadrze takvu kombinaciju lizina i susjednog aromatskog ili
alifatskog aminokiselinskog ostatka. Dodatne interakcije doprinose jakosti vezanja i
selektivnosti; na primjer Argll je vazan za vezanje na kanale u Jurkat T-limfocitima kod
ljudi, a lle7, Ser20 i Phe27 pridonose vezanju na kanale u mozgu Stakora. Prema prvotnom
modelu ShK, ostatak Lys22 prolazi u kanal za provodenje iona, ali njegov bo¢ni lanac nije u
izravnom kontaktu s bo¢nim lancima Tyr400 i Asp402 u Kvl1.3 kanalu. Ostatak Argl1 leziu
blizini His404 u jednoj od podjedinica Kv1.3, a druga dva His404 ostatka u tetrameru su u

neposrednoj blizini ostataka Met21 i Arg29. Nakon toga je model kanala redefiniran i prema
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njemu se ShK usidri pomoc¢u veéeg broja aminokiselinskih ostataka. Kombinacija ova dva
modela je pogodna osnova za daljnja istrazivanja vezanja ShK i za eksperimente s toksinima
koji kao i ShK djeluju tako da vezanjem u vestibularnoj regiji pore blokiraju K* kanale

(Pennnington i sur., 2009).

Slika 6. ShK u kompleksu s Kv1.3 kanalom
(izvor: http://aups.org.au/Proceedings/41/77P/77P.pdf)

2. RAZRADA TEME

2.1. Selektivniji analozi ShK

ShK blokira Kv1.3 (Kd = 11 pM) i srodne Kvl-kanale, Kv1.1 (Kd = 16 pM), Kv1.4
(Kd = 31 pM), Kv1.6 (Kd = 165 pM). Potencijalni problem u terapeutskoj primjeni ShK je
nedovoljna selektivnost za Kv1.3 u odnosu na Kvl1.1 kanale u neuronima, pa moze imati
neurotoksicni u¢inak. S ciljem povecanja selektivnosti za Kv1.3 kanale stvoren je veliki broj

sinteti¢kih analoga (Norton i sur., 2015).

2.1.1. ShK-Dap22

Kako bi se provjerila vaznost duljine lanca u polozaju 22 u ShK, Lys22 zamijenjen je

kra¢im pozitivno nabijenim ostatkom 1,3-diaminopropionske kiseline (Dap). Ovaj analog
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nazvan je ShK-Dap22 (Slika 7). Smatralo se da se amino skupina ovog ostatka moze ciljano
vezati na prsten ostatka His404 koji se nalazi na vanjskoj strani ulaza u poru kanala Kv1.3.
Ispostavilo se da je ShK-Dap22 vrlo mocan i visoko selektivni blokator Kv1.3. ShK i ShK-
Dap22 vezu se na Kvl.3 wvrlo sliénim afinitetom. Medutim, -elektrofizioloskim
eksperimentima utvrdeno je da je blokada s ShK-Dap22 reverzibilna, dok je izvorni ShK
blokator Kv1.1 i samo 15 puta manje efikasan blokator Kv1.6, ShK-Dap22 pokazuje 80,
odnosno 450 puta manji afinitet prema ovim kanalima. Osim toga, za ShK-Dap22 je utvrdeno
da je oko 103 puta manje djelotvoran inhibitor aktivacije humanih T-stanica od samog ShK
(Norton i sur., 2005).

ShK Dap22 N ShK

Slika 7. Usporedba strukture Shk i Shk-Dap22
(izvorhttps://www.researchgate.net/figure/Solution-structure-of-ShK-Dap-22-A-stereo-view-
of-the-best-20-structures-of-ShK-Dap-22_figs_13456772:)

2.1.2. ShK-F6CA

ShK-F6CA je fluoresceinom obiljeZeni analog ShK koji ima potencijalnu primjenu u
proto¢noj citometriji za detekciju TEM stanica s visokim udjelom Kv1.3 kanala. ShK-F6CA
je 160 puta manje djelotvoran (Kd = 4,0 = 0,3 nM) od ShK u blokiranju Kv1.1 kanala koji su
izrazeni u stanicama 1929 i pokazao je 83 puta veci afinitet za Kv1.3 u odnosu na Kvl.1.

Poboljsana specificnost ShK-F6CA za Kv1.3 u odnosu na Kvl.1 moZe se objasniti ¢injenicom
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da je F6CA negativno nabijen. Ako je u kanalu Kv1.1, ima istu geometriju kao i u Kv1.3, a
prisutnost tri glutamata u Kv1.1 mogu elektrostatski odbiti FECA jedinicu. Negativno nabijeni
ostaci kanala u susjednim petljama takoder doprinose smanjenom afinitetu ShK-F6CA za

Kv1.1 (https://en.wikipedia.org/wiki/Stichodactyla_toxin; Norton i sur., 2015).
2.1.3. ShK-170, ShK-186, ShK-192 i ShK-EWSS

Na temelju ShK-F6CA, niz analoga ShK dizajniran je kako bi se pojacala selektivnost
za Kv1.3 kanale u odnosu na ostale K* kanale. Buduéi da je poboljiana selektivnost dobivena
ugradnjom planarnog aromatskog ostatka s anionskom skupinom, ShK-170, ShK-186 i ShK-
192 priredeni su vezanjem derivata aminokiselina kao $to su fosfo-Tyr i p-fosfono-Phe na N-
kraj ShK preko AEEA linkera koji je prethodno koristen za vezanje F6CA. ShK-170, koji je
nastao vezanjem L-fosfotirozina na ShK preko AEEA linkera, blokira Kv1.3 kanale i 100 puta
je selektivniji u odnosu na Kv1.1 kanale te je 700 puta selektivniji za Kv1.3 u odnosu na
druge K*, Na" i Ca** kanale. In vitro istrazivanja stabilnosti nisu pruzila dokaze o razgradnji
ShK-170 na sobnoj temperaturi (22 °C) i pri pH 4-8. Na 40 °C, ShK-170 bio je stabilan pri
fizioloSkom pH, ali se razgradio u kiselim pH uvjetima, uglavhom zbog defosforilacije L-
fosfotirozinskog ostatka vezanog na Argl i oksidacije Met21. ShK-170 sadrzi vise mjesta za
cijepanje tripsinom i kimotripsinom, a inkubacija peptida s jednim ili oba ova enzima dovela
je do brze razgradnje ShK-170 u fragmente stabilizirane disulfidnim vezama. Ovaj peptid
stoga nije prikladan za oralnu primjenu bez odgovarajuée zastite. ShK-186 je identi¢an ShK-
170, osim Sto je njegov C-terminalni cistein amidiran. Ova modifikacija ne utjeCe na
selektivnost prema Kv1.3 u odnosu na Kvl.1 kanale, ali bi trebala smanjiti osjetljivost C-
terminalnog kraja na cijepanje karboksipeptidazom, §to moze poboljsati poluZivot peptida in
vivo. ShK-186 pokazuje istu in vitro stabilnost kao ShK-170 pri kiselom pH i 40 °C, ali je
manje stabilan u alkalnom pH podru¢ju (Norton i sur., 2005). L-fosfotirozin u ShK-170 i
ShK-186 se brzo defosforilira u in vivo uvjetima stvaraju¢i analog ShK-198 koji ima
smanjenu specificnost za Kv1.3. Kako bi se prevladao taj problem, razvijeni su ShK-192
(Slika 8) i ShK-EWSS. U ShK-192, N-terminalni L-fosfotirozin zamijenjen je ne-
hidroliziraju¢im para-fosfonofenilalaninom (Ppa), a Met21 je zamijenjen norleucinom kako bi

se izbjegla oksidacija metionina (https://en.wikipedia.org/wiki/Stichodactyla_toxin).
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ShK192 ShK
Slika 8. Usporedba strukture Shk i Shk-192

(izvor: http://molpharm.aspetjournals.org/content/75/4/762/tab-figures-data)

U ShK-EWSS, AEEA linker i L-fosfotirozin zamjenjuju se glutaminskom kiselineom
(E), triptofanom (W) i s dva serina (S). | ShK-192 i ShK-EWSS vrlo su specifi¢ni za Kv1.3
(Slika 9).

Slika 9. Shk-EWSS u kompleksu s Kv1.3 kanalom

(izvor: https://en.wikipedia.org/wiki/Stichodactyla_toxin)

2.1.4. D-allo-Shk — analog otporan na endogene proteaze

D-allo-ShK je zrcalna slika prirodnog ShK koji se sastoji isklju¢ivo od aminokiselina

u D-konfiguraciji. Stvoren je zbog toga da bi bio otporan na proteolizu kao rezultat

13
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nemogucnosti endogenih proteaza da prepoznaju ostatke D-aminokiselina. Blokira Kv1.3

kanale skoro 2800 puta slabije od ShK, ali je jednako selektivan u odnosu na Kvl.1 kanale

kao i ShK. Znacajna razlika u nac¢inu na koji ShK i D-allo-ShK blokiraju Kv1.3 kanale je u

tome Sto se ShK moze vezati i blokirati Kv1.3 kanale u bilo kojoj konformaciji (otvoren,

zatvoren i inaktiviran), dok se D-allo-ShK ne moze vezati za zatvorene kanale. Losiji afinitet

D-allo-ShK za Kv1.3 je uzrokovan kiralnim ostacima. D-allo-ShK ima potencijalne primjene

u ekstremnom okolisu poput gastrointestinalnog trakta za lije¢enje bolesti poput kolitisa ili

Crohnove bolesti (Norton i sur., 2015). U tablici 1 je prikazana selektivnost D-allo-ShK i

ostalih analoga za kalijeve kanale.

Tablica 1. Selektivnost ShK i njegovih analoga za kalijeve kanale izrazena preko IC50

vrijednosti u pM (Beeton i sur., 2012).

Channel |  ShK ShK- ShK- | SHK-170 | ShK- | ShK-192 | p-allo-
Dap?? | F6CA 186 ShK
Kvll 16 1,500 4,000 7,000 | 6,900 | 22,000 | 83,000
Kvl2 | 0000 | 39,000 | 100,000 | 48,000 108
(MNE (N.E.
Kvl3 il 23 43 70 70 140 | 36,000
Kvl.4 312 3,700 | 100,000 | 13,700 100,000 | 108
(NE) (NE) | (NE)
KvlS | 100,000 | 100,000 | 100,000 | 100,000 100,000 | 108
(NE) | (NE) | (NE) | (NE) (NE) | (NE)
Kvl.6 | 165,000 | 10,500 18,000 11,000
Kvl.7 | 12,000 | 100,000 | 100,000 | 100,000 108
(NE) | (NE) | (NE) (NE)
Kv3l | 100,000 | 100,000 | 100,000 | 100,000
(NE) | (NE) | (NE) | (NE)
Kv32 | 300- 20,000 4,000
6,000
Kv3d4 | 100,000 | 100,000
(NE) | (NE)

14



2.2 Ucinkovitost analoga na Zivotinjskim modelima

Za razliku od mi§jih T-stanica, T-stanice $takora jako slice humanim T-stanicama u
smislu njihove ekspresije K* kanala, pokazujuéi da su njihovi modeli korisni za ispitivanje
ucinkovitosti Kv1.3 blokatora kod ljudi (Beeton i sur., 2015).

2.2.1 Eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis — model za multiplu sklerozu (MS)

Mijelinski specifiéne T-stanice u bolesnika s MS su pretezno CCR7-TEM-efektor
stanice s povisenom ekspresijom Kv1.3 kanala (Beeton i sur., 2006; Wulff i sur., 2003). Kako
bi se utvrdilo mogu li takve stanice potaknuti bolest, mijelinski specificne CCR7-TEM
efektorske stani¢ne linije Stakora su ubacene u zdrave jedinke te je promatrana njihova
sposobnost induciranja eksperimentalnog autoimunog encefalomijelitisa (EAE). Stanice koje
su izrazavale veliki broj Kv1.3 kanala izazvale su teski EAE u usporedbi sa stanicama s nizim
brojem Kv1.3 kanala (Beeton i sur., 2001; 2005). Utvrdeno je da ShK-170 potiskuje
proliferaciju CCR7-TEM-efektor stanica i da njegova dnevna primjena (10 mg/kg/dan)
sprjecava i uc¢inkovito lije¢i inducirani EAE (Beeton i sur., 2005). U istom modelu, Amgenov
analog ShK-Q16K-PEG [20K] sprijecio je induciranje EAE, kada je primijenjen jednom
dnevno potkoznom injekcijom (Sullivan i sur., 2010). Vecina bolesnika s MS-om ima
relapsacijski 1 remitirajuci klinicki tijek bolesti. EAE sa slicnim obrascem relapsa i remitiranja
moze se inducirati i kod Stakora. Ova bolest naziva se kroni¢ni relapsacijski remitiraju¢i EAE
(CR-EAE). T-stanice u srediSnjem zivéanom sustavu ovih Stakora pretezno su CCR7-
TEM/TEM-efektorske tijekom kroni¢ne faze povratka-remitiranja bolesti (Matheu i sur.,
2008). ShK-186, koji se primjenjuje jednom dnevno potkoznim injekcijama (100 mg/kg/dan)
ublazava bolest smanjujuéi Sirenje upalnog procesa u sredi$nji ziv€ani sustav i smanjuje

demijelinizaciju (Matheu i sur., 2008; Chi i sur., 2012).

2.2.2 Artritis induciran pristanom — model za reumatoidni i psorijati¢ni artritis

Stakori kojima je ubrizgan pristan razvijaju artritis unutar 7-10 dana. Za taj oblik
bolesti vjeruje se da je slicnan reumatoidnom i psorijati¢cnom artritisu (Hultqvist i sur., 2006).
Kod Stakora tretiranih fizioloSkom otopinom, tezina bolesti se kontinuirano pogorSavala s

vremenom. Znacajni periostitis, propadanje i deformacije bili su vidljivi prilikom X-zracenja
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zglobova, a patoloska procjena pokazala je izraziti sinovitis, teSku upalu i ulceraciju
hrskavice. ShK-186, primijenjen od pocetka simptoma potkoznim injekcijama jednom dnevno
(100 mg/kg/dan) znatno je smanjio broj zahvacenih zglobova, a Stakori su pokazali znac¢ajno

poboljanje u radiolo$kim i histopatolo$kim nalazima (Chi i sur., 2012).

2.2.3 Autoimune bolesti kozZe

Transplantacija ljudske psorijaticne koZze na Stakore prouzrocila je stanje nalik
psorijazi, a lokalne injekcije ShK-186 poboljsale su stanje znatno smanjujuci broj stanica koje
eksprimiraju Kv1.3 kanale (Gilhar i sur., 2011). Pokazalo se da klofazimin, lijek kojim se
tretira pustularna psorijaza kod ljudi (Chuaprapaisilp i Piamphongsant, 1978; Nair i Shereef,
1991), blokira Kv1.3 kanale specificno preko usko povezanih kanala (Ren i sur., 2008).
Sedam desetljeca klinicke upotrebe pokazalo je da je klofazimin opéenito siguran, iako kod
mnogih bolesnika uzrokuje promjenu boje nekih dijelova koze, a produljena terapija s
visokim koncentracijama klofazimina rezultira stvaranjem kristala u tkivima, $to dovodi do
problema s ocima i slezenom, a u jednom sluc¢aju i do smrti (Craythorn i sur., 1986;
McDougall 1 sur., 1980; Parizhskaya i sur., 2001; Mathew i sur., 2006). Ova izvjesca
naglaSavaju mogucu primjenu blokatora Kv1.3 kao Sto je ShK-186 za lijje¢enje autoimunih
koznih bolesti. ShK-186 je prvi analog koji je dosao do faze testiranja na ljudima (Chi i sur.,
2012; Tarcha i sur., 2017).

2.2.4. Budenje iz anestezije

Sevofluran je Cest anestetik koji se koristi za izazivanje opcCe anestezije tijekom
operacije. Stakori koji su neprekidno izloZeni sevofluranu gube refleks uspravljanja zbog
gubitka svijesti. U tim Stakorima, mikroinfuzija ShK u srediSnju medijalnu jezgru talamusa
(CMT) ponistila je anesteziju induciranu sevofluranom. Stakori tretirani s ShK-om potpuno su
obnovili svijest unato¢ stalnoj izloZenosti sevofluranu. Mikroinfuzija ShK u susjedne regije
mozga nije imala takav u¢inak. Sevofluran je pojacao strujanje kalija u CMT, dok su ShK 1
ShK-186 imali suprotan u¢inak. Ova istrazivanja pokazuju da su K* kanali u CMT, koji su
osjetljivi na ShK, vazni za  suzbijanje  budenja  tijekom  anestezije

(https://en.wikipedia.org/wiki/Stichodactyla_toxin).
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2.2.5. Sprjecavanje oSte¢enja mozga nakon terapije zratenjem

Zraenje mozga koristi se za lijeCenje tumora glave, vrata i mozga, ali ovaj tretman
nosi znacajan rizik od neuroloSkih ozljeda. Ozljede nastaju djelomi¢no zbog aktivacije
mikroglija 1 oSteCenja neurona posredovanih mikroglijama. Neuroprotektivne terapije za
ozljede mozga uzrokovane zracenjem jos uvijek su ogranicene. U miSjem modelu zracenja
mozga, ShK-170 obrnuo je neurolo$ka oSteenja i zastitio neurone od zrafenja supresijom

aktivacije mikroglija (izvor: https://en.wikipedia.org/wiki/Stichodactyla_toxin)

2.2.6 Moguca primjena u lijecenju Alzheimerove bolesti

Mikroglija stanice znacajno doprinose patofiziologiji Alzheimerove bolesti, ali
ucinkoviti terapeutski pristup ciljan na mikroglija stanice jo$ uvijek nije dostupan. Kalijev
kanal Kv1.3 ima vaznu ulogu u regulaciji imunolo$kih odgovora i prisutan je u "M1
upalnom® stanju mikroglija. Koriste¢i PAP-1 koji je kao i ShK blokator Kv1.3 kanala,
Maezawa i sur. (2018) su pokazali da je za upalne i neurotoksi¢éne odgovore mikroglija
stanica potrebna aktivnost Kv1.3. Nadalje je opazeno da je Kv1.3 visoko eksprimiran u
mikroglija stanica miSeva s transgeni¢nim modelom Alzheimerove bolesti kao i kod oboljelih
ljudi. Zbog toga je pretpostavljeno da blokiranje Kv1.3 kanala moze smanjiti negativne
ucinke amiloidnih plakova u neuronima. Tretiranje APP/PS1 transgenskih miSeva 5 mjeseci
oralnom primjenom PAP-1, pocevsi od 9 mjeseci starosti, kada zivotinje veé pokazuju
kognitivne deficite i amiloidne plakove, smanjuje neuroinflamaciju, amiloidne plakove u
mozgu, povecava hipokampalnu aktivnost neurona i poboljSava deficite u ponasanju. Ovi
rezultati pruzili su dovoljno uvida da bi se blokatori Kv1.3 unaprijedili u klinicko ispitivanje

za lijecenje Alzheimerove bolesti (Maezawa i sur., 2018).

2.3 Klini¢ko ispitivanje za lijeCenje plak psorijaze

Tvrtka Kineta Inc. u Seattleu je provela slijepo placebom kontrolirano istrazivanje u
dva kanadska centra. ShK-186 su prethodno nazvali dalazatid. Prihvatljivi pacijenti bili su
odrasli muskarci i zene u dobi od 18 do 65 godina, s aktivnom plak psorijazom (> 3%
povrSine tijela zahvaceno). Kriteriji za uklju¢ivanje obuhvacali su psorijazne plakove od
najmanje 2 cm koji nisu bili smjeSteni na glavi, preponama, genitalijama, pregibima,
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dlanovima ili stopalima. Primarni cilj bio je procijeniti sigurnost ponovljenih doza dalazatida
kod odraslih osoba s blagom do umjerenom plak psorijazom. Ukupno 24 pacijenata je bilo
nasumicno podijeljeno u omjeru 5:5:2. Deset ih je primalo dozu dalazatida od 30 mcg, drugih
deset je primalo dozu od 60 mcg, a Cetvero je primalo placebo. Dalazatid su primali dvaput
tjedno potkoznom injekcijom u abdomen dok nisu primili ukupno 9 doza tijekom 29 dana
(Tarcha i sur., 2017).

2.3.1 Primije¢ene nuspojave

Svi bolesnici su opéenito dobro podnijeli dalazatid, bez ozbiljnih nuspojava ili prekida
lije¢enja. Najcesce nuspojave bile su hipoestezija (n = 20, 75% placebo, 85% dalazatid) i
parestezija (n = 15, 25% placebo, 70% dalazatid). Parestezija je najceS¢e zahvatila ruke, noge
ili perioralno podrucje. Hipoestezija ili parestezija su se uvijek spontano razrijesile nakon
svake doze unutar 12 sati. Sve pojave hipoestezije i parestezije su bile blage ozbiljnosti. Udio
pacijenata s hipoestezijom i parestezijom nije bio povisen u skupini koja je primala doze od
60 mcg. Ostale prijavljene nuspojave bile su nazofaringitis (n = 8, 50% placebo, 30%
dalazatid), gréevi u miSi¢ima (n = 7, 0% placebo, 35% dalazatid), glavobolja (n = 4, 25%
placebo, 15% dalazatid) i osjetljivost zuba (n = 4; 0% placebo, 20% dalazatid). Nije bila
primijecena niti jedna laboratorijska abnormalnost niti promjena vitalnih znakova tijekom
istrazivanja. Sveukupno, vec¢ina nuspojava bila je blage do umjerene tezine. Niti jedan

pacijent nije razvio antitijela na dalazatid (Tarcha i sur., 2017).

2.3.2 Promjena stanja kroz tretman

Glavni parametri prema kojima je pra¢ena promjena stanja na lezijama su TLIGA
(engl. Target Lesion Investigator Global Assessment) s vrijednostima od 0 do 4 i PASI (engl.
Psoriasis Area and Severity Index) s vrijednostima od 0 do 72. Na pocetku, ozbiljnost bolesti
prema procjeni TLIGA bila je umjerena (ocjena 3) za 23 od 24 bolesnika, a jedan pacijent
imao je tesku bolest (ocjena 4). Poboljsanje ciljanjih lezija dogodilo se ve¢ u 15. danu i stanje
se nastavilo poboljSavati tijekom 4 tjedna pracenja. Primjer poboljSanja ciljanih lezija nakon

tretmana dalazatidom prikazana je na slici 10.
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Slika 10. Poboljsanje ciljanih lezija nakon tretmana dalazatidom (izvor: Tarcha i sur.,2017)

2.3.3. Djelovanje dalazatida na aktivaciju T-stanica

Da bi se utvrdilo je li tretman dalazatida utjecao na aktivaciju podskupina T-stanica,
alikvoti PBMC (periferne krvne mononuklearne stanice) bolesnika iz placebo i 60 mcg grupe
analizirani su na ekspresiju specifiénih markera podskupina T-stanica, kao $to su markeri
povezani s koznim limfocitima (CLA), CD45R0O, CCR7 kao i markeri aktivacije T-stanica.
CLA+T-stanice pridonose imunopatogenezi psorijaze i drugih koznih bolesti posredovanih T-
stanicama. TEM, TCM i regulatorne T-stanice su analizirane kako bi se utvrdilo je li tretman
dalazatidom utjecao na sastav podskupina T-stanica i smanjio udio T-stanica koje
eksprimiraju upalne markere. U uzorcima iz bolesnika lije¢enih s dalazatidom postotak
CD4+TEM stanica koje eksprimiraju HLA-DR je smanjen u uzorcima od 29. dana u
usporedbi s uzorcima uzetim na prvi dan. Ekspresija HLA-DR na aktiviranim T-stanicama
povezana je sa psorijazom i drugim autoimunim bolestima. Sli¢no, analiza CLA+TEM stanica
bolesnika lijecenih dalazatidom otkrila je statisticki znacajno smanjenje postotka CD4+HLA-
DR+stanica u usporedbi s uzorcima skupine placeba. Lijecenje dalazatidom nije utjecalo na
ekspresiju HLA-DR kod TCM i regulatornih T-stanica kada se usporeduju dalazatid i placebo
skupina (Tarcha i sur., 2017).

2.3.4 Zakljucci Kklini¢kog ispitivanja

Dalazatid je procijenjen kao siguran i kod zdravih dobrovoljaca, kao i kod pacijenata s

plak psorijazom. Najc¢esce nuspojave, povezane s lije¢enjem dalazatidom, bile su parestezija i
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hipoestezija koja je donekle ovisna o dozi. Odnos izmedu blokatora kalijevih kanala i
parestezije dobro je poznat. Naime, prolazna blokada kalijskih kanala prisutnih u lednim
ganglijima i koznim osjetilnim zivéanim vlaknima rezultira funkcionalnim poremecajima koji
se ocituju kao parestezija. Mehanizam djelovanja delazatida je razli¢it od tradicionalnih
terapija usmjerenih na T-stanice. Tradicionalne terapije blokiraju aktivaciju ili migraciju svih
populacija T-stanica. Takve terapije su jako imunosupresivne, sto moze dovesti do ozbiljnih
Stetnih ucinaka. Dalazatid je jedinstven, jer blokira samo podskup kroni¢no aktiviranih T-
stanica ukljucenih u patogenezu autoimunih bolesti. Lijecenje dalazatidom moze inhibirati
proizvodnju upalnih citokina i stoga imati $iri potencijalni u¢inak od terapija usmjerenih na
jedan citokin. Ovo ispitivanje prvenstveno je dizajnirano za procjenu sigurnosti,
podnosljivosti 1 farmakodinamike dalazatida. Zbog male veli¢ine uzorka bolesnika, kratkog
trajanja lijecenja (4 tjedna) i toga S§to su pacijenti imali blagi do umjereni stadij bolesti,
pozitivni klini¢ki odgovori nisu bili o¢ekivani. PoboljSanja u rezultatima ciljne lezije, PASI,
IGA, PGA i DLQI kao i smanjenje koli¢ine upalnih citokina i aktivacijskin markera za T-
stanice upucéuju na to da dugotrajnije lijeenje, uz ¢esc¢e doziranje, izracunato prema tjelesnoj

tezini bolesnika, moze dovesti do daljnje klinicke koristi (Tarcha i sur., 2017).
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3. Zakljucci

Otkad je peptid ShK prvi put izoliran iz S. helianthus (1995.) pa do danas, napravljeno
je mnogo istrazivanja na njemu. Definiran je njegov mehanizam djelovanja na kalijeve kanale
i uocena je moguca primjena u lijeCenju autoimunih bolesti zbog visoke selektivnosti za
Kv1.3 kanale koji imaju kljuénu ulogu u imunoloSkim odgovorima. Sintetiziran je veliki broj
analoga s ciljem dobivanja vece selektivnosti i stabilnosti u organizmu. Nakon §to su se
godinama dobivali pozitivni rezultati u lije¢enju raznih bolesti na zivotinjskim modelima bez
nepozeljnih nuspojava, tvrtka Kineta Inc. je 2015. prva dovela analog Stichodactyla toksina
do klinickog ispitivanja na ljudima. Dalazatid, prethodno zvan ShK-186 primijenjen je za
lije¢enje plak psorijaze kod 20 od 24 dobrovoljca i dobiveni su obecavajuéi rezultati.
Zakljuceno je da se doza moze povecati ovisno o tjelesnoj tezini pacijenta te da bi napredak u
bolesti bio jo$ ve¢i. Temeljem Cinjenice da su se u vise od 20 godina istrazivanja ovog spoja
dobili skoro isklju¢ivo pozitivni rezultati u primjeni protiv autoimunih bolesti, moze se
zakljuciti da se u budu¢nosti moze ocekivati jo§ ve¢i napredak po pitanju klinickih ispitivanja,
pa cak i razvoja lijekova protiv bolesti kao $to su multipla skleroza, Alzheimerova bolest,

razni oblici artritisa, itd.
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