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1. UvVOD

Okosnicu stani¢nih stijenki Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija Cini
peptidoglikan (murein) c¢ija je glavna funkcija ocCuvanje strukture i oblika stanice.
Peptidoglikani su polimeri gradeni od ponavljaju¢ih molekula N-acetilglukozamina i N-
acetilmuraminske kiseline koji su medusobno povezani B-glikozidnom vezom te umrezeni
putem kratkih peptida. [ 1] Razgradnjom peptidoglikana nastaju manji fragmenti, /zv. muramil-
peptidi, od kojih je najmanja strukturna jedinica koja posjeduje adjuvantsku aktivnost muramil-
dipeptid [MDP; N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamin (MurNAc-L-Ala-D-iGln)]. Budu¢i da
je dobivanje muramil-diepeptida izolacijom iz bakterijske stani¢ne stijenke nedostatno za
pripravu velikog broja derivata, jedan od nac¢ina dobivanja MDP je i kemijska sinteza.

S obzirom da moZze izazvati snazni humoralni ili stani¢ni imunoloski odgovor, upotreba
muramil-dipeptida kao adjuvanta je od iznimne vaZnosti, te se Cesto koristi za povecanje
djelotvornosti lijekova i cjepiva. Kako bi se poboljsala aktivnosti i selektivnosti muramil-
dipeptida, a smanjile nuspojave kao §to su poviSena temperatura, indukcija autoimune reakcije
i upalne reakcije, razvijeni su brojni analozi i derivati ovog spoja.

Do sada su kao lijek odobreni GMDP, Muroctasin, Murabutid, Mifamurtid i dr., a velik broj
analoga i derivata podvrgnuti su klini¢kim ispitivanjima.

Osim iznimne adjuvantske aktivnosti, prisutnost muramil-dipeptida odgovorna je za
aktivaciju te modulaciju u tijeku mnogobrojnih bolesti kao S§to su Crohnova bolest,
Alzheimerovabolest te kod stvaranja osteoklasta.

Cilj ovog preglednog Zavrsnog rada bio je istrazitii opisati pripravu muramil-dipeptida te

njegove analoge i derivate, kao i razlicite bolesti.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PEPTIDOGLIKAN

Peptidoglikan (murein) je vazna sastavnica stani¢ne stijenke bakterija koja omeduje
citoplazmatsku membranu bakterijske stanice. Prisutan je kod Gram-pozitivnih bakterija u

debelom sloju te kod Gram-negativnih bakterijau tankom sloju (slika 1). [2]

NUKLEOID

STANICNA FLAGELA
STIJENKA

VANJSKA
MEMBRANA
(samo kod Gram
negativnih bakterija)

PLAZMID 70S RIBOSOMI R ANULE GLIKOGENA 1

CITOPLAZMATSKA METAEOREATY

MEMBRANA

Slika 1. Struktura bakterijske stani¢ne stijenke [ prema 3]

Glavna uloga peptidoglikana je oCuvanje strukture i oblika stanice odrzavanjem
unutarstani¢nog tlaka. Inhibiciju biosinteze peptidoglikana moguce je provesti antibiotikom, a
njegovu razgradnju potaknuti lizozimom S$to rezultira lizom stanice. Peptidoglikan takoder
sluzi kao osnova za koju ¢e se vezati druge komponente kao Sto su lipoproteini i teihoi¢na
kiselina, te je ukljuceniu procese rasta 1 diobe stanica. [4]

Peptidoglikan je graden od linearnih glikanskih lanaca koji su umrezeni s kratkim
peptidima. Glikanski lanci se sastoje od naizmjeni¢nih N-acetilglukozamina (GIcNAc) i N-
acetilmuraminske kiseline (MurNAc) povezanih s B-1,4-glikozidnim vezama. D-laktoil grupa
svakog MurNAc ostatka je supstituirana peptidnim lancem ¢iji je sastav naj¢es¢e L-Ala-y-D-
Glu-meso-A,pm(ili L-Lys)-D-Ala-D-Ala (Az;pm, 2,6-diaminopimelinska kiselina) u rastu¢em
peptidoglikanu, no posljednji D-Ala ostatak se gubi u zreloj makromolekuli. Glikanske niti se

unakrsno povezuju preko karboksilne skupine D-Ala na poziciji 4 1 amino skupine
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diaminokiseline na poziciji 3. Povezivanje moze biti izravno ili preko kratkog peptidnog lanca

(slika 2).

Slika 2. Struktura peptidoglikana Escherichie coli (uokvireni zuti dio oznafava se

skra¢enicom koja je uokvirena crvenom bojom) [5]

Mozemo zakljuciti da su kemijske karakteristike ovog polimera odredene prisutnoséu
netipicnog Sec¢era (MurNAc), y-vezanih D-Glu te neproteinskih aminokiselina (npr. A,pm).
Navedene strukturne karakteristike polimera pronadene su u svim do sad poznatim
bakterijama. Medutim, medu razli¢itim vrstama bakterija postoje razliCitosti u strukturi
polimerabilo u peptidnom lancu, lancima glikana ili polozaju odnosno sastavu interpeptidnog
mosta. Modifikacije peptidoglikana su specifi¢ne za odredenu vrstu bakterija, a nastaju kao
rezultat ekspresije jedinstvenih sintetskih, modifikacijskih i degradacijskih enzima. [ 6] Takoder
mogu postojati 1 varijacije u strukturi peptidoglikana izmedu jedinki iste vrste §to ovisi o
uvjetima rasta (sastav medija, faza rasta, prisutnost antibiotika, intra/ekstracelularni rast itd.)
Na primjer, peptidoglikan bakterije Bacillus subtilis koja se nalazi u stacionarnoj fazi rasta je
u ve¢oj mjeri umrezen nego kod bakterijske stanice iste vrste koja eksponencijalno raste.
Escherichia coli koja ne raste sadrzi umreZeniji peptidoglikan, ve¢i udio lipoproteinskih
dodataka i krace glikanske lance od E. coli koja se aktivno dijeli. [2]

Prednosti modifikacija peptidoglikana u bakterija su povecana otpornost stanice na

antibiotike 1 enzime domacina koji razgraduju stani¢nu stijenku te nemogucnost detekcije



peptidoglikana odnosno njegovih fragmenata na receptorima domacina. [2]

2.1.1. Razgradnja peptidoglikana

Razgradnja peptidoglikana pomoc¢u razgradnih enzima dovodi do oslobadanja bioaktivnih
muramil-peptida (slika 3). Nastanak muramil-peptida iz bakterijskih patogena moze imati
znacajne ucinke na patogenezu i pokretanje te regulaciju imunoloskog odgovora domacina.
Razlog tome je S§to su eukariotski organizmi razvili viSestruke imunoloske receptore za

detekcijurazgradnih fragmenata peptidoglikana. [2]
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Slika 3. MDP kao komponenta peptidoglikana u stani¢noj stijenci [7]

Kako je spomenuto u odjeljku prije, peptidoglikan se sastoji od ponavljaju¢ih sekvenci
gradenih iz N-acetilglukozamina (NAG) i N-acetilmuraminske kiseline (NAM).

Bakterije koriste nekoliko vrsta peptidoglikan hidroliziraju¢ih enzima koji sudjeluju u
sintezi i razgradnji stani¢ne stijenke tijekom procesa bakterijskograsta i diobe. Enzimi koji se
vezu za bakterijske stanice te razgraduju peptidoglikan nazivaju se autolizini. Niz patogenih
bakterija sadrzi hidrolaze ili autolizine koji su odogovorni za patogenost bakterija kod
eukariotskih domacina. Enzime za razgradnju peptidoglikana karakteriziraju njihove
kataliticke specifi¢nosti, pri ¢emu dvije vrste ovih enzima - N-acetilmuramidaze i N-
acetilglukozamidaze- djeluju na razgradnju okosnice peptidoglikana cijepaju¢i NAG 1 NAM
podjedinice na razli€itim mjestima. S druge strane N-acetilmuramil-L-alanin amidaze odvajaju
Secerne okosnice peptidoglikana od mati¢nog peptidnog lanca. [8] Jo$ jedna grupa

peptidoglikan hidrolaza su liticke transglikozilaze (LTs). One cijepaju vezu izmedu N-
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acetilmuraminske kiseline 1 N-acetilglukozaminskih Sec¢ernih lanaca kako bi se olakSao rast,
oslobodio prostor za sekrecijske sustave 1 flagele ili kako bi se proizveli citotoksi¢ni muramil-
peptidi. Daljnja razgradnja peptidoglikana ukljucuje karboksi- i endopeptidaze. Zakljucno,
moze se re¢i da je za potpunu razgradnju peptidoglikana potrebno vise enzima: glikozidaze,
amidaze i endopeptidaze (slika4). [9]
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Slika 4. Enzimi koji hidroliziraju peptidoglikan na razli¢itimmjestima [10]

Do potpune razgradnje peptidoglikana ne dolazi uvijek s obzirom da su poznate
bakterije koje oslobadaju fragmente peptidoglikana (muramil-peptide) koji imaju snazne
bioloske ucinke na domacina. [11] Takvi muramil-peptidi obuhvacaju primjerice, fragment
disahard-tetrapeptid peptidoglikana TCT — trahealni citotoksin koji uzrokuje smrt dusnika 1
vaginalnih cilijarnih epitelnih stanica, dok s druge strane u muramil-peptide spada 1 muramil-
dipeptid (MDP) 1 njegovi derivati (npr. GMDP) koji utjecu na aktivaciju imunoloSkog

odgovora domacinai imaju adjuvantsku aktivnostu promicanju odgovora antitijela. [12]



2.2. MURAMIL-DIPEPTID

2.2.1. Otkri¢e muramil-dipeptida

1974. godine otkriveno je da je muramil-dipeptid najmanja strukturna jedinica potrebna za
imunoadjuvantsko djelovanje Freundovog kompletnog adjuvanta [FCA, (engl. Freund
complete adjuvant)] — jednog od najfunkcionalnijih i najSire koristenih adjuvanta u
dosadasnjim istrazivanjima. [ 13] Muramil-dipeptid oznacava spoj N-acetilmuramil-L-alanil-D-
isoglutamin [MurNAc-L-Ala-D-iGln, muramil-dipeptid (MDP)] (slika 5). Freund i suradnici
razvili su FCA 1937. godine, koji se sastoji od inaktiviranth Mycobacterium tuberculosis u
uljnoj emulziji, a moze izazvati snazni humoralni ili stani¢ni imunoloski odgovor. [14] Budu¢i
da je FCA pokazao u odredenoj mjeri toksi¢nost $to je otezalo njegovu klini¢ku uporabu, bilo

je potrebno na¢i manje, bioloski aktivne komponente. [ 15]

h O NH::
VR 0
O

Slika 5. N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamin (MDP) [16]

U svrhu Sto bolje karakterizacije imunostimulacijskog efekta i adjuvantske aktivnosti,
pripravljen je veliki broj derivata muramil-peptida koji su podvrgnuti istrazivanju odnosa
strukture 1 bioloske aktivnosti [SAR, (engl. Structural-Activity Relationship)]. Pri tome se
pokazalo da na biolosku aktivnost modificiranih derivata i analoga veliki utjecaj ima njihova
kemijska struktura i stereokemija. Konformacijska analiza MDP primjenom 'H NMR-
spektroskopije 1 molekulskog modeliranja potvrdila je tvorbu 10-¢lanog [-okreta
(COmurnac-*NHaia THB) (slika 5). Alternativni B-okret koji bi bio rezultat COp,c---NHigin IHB
nije potvrden. U cilju njegove indukcije, D-iGln zamijenjen je rigidnim prolinom ¢ime je
inducirana tvorba S-oblikovane strukture nalik B-okretu u rezultiraju¢em N-acetilmuramil-L-

alanil-3-karbometoksimetil-D-prolinu (MAP).[16]



2.2.2. Kemijska priprava muramil-dipeptida

Muramil-dipeptid moguce je pripraviti kemijskim putem ili izolirati odredenim kemijskim
postupcima. Za prvu poznatu sintezu N-acetilmuraminske kiseline (MurNAc) iz 1963. godine
zasluzni su Jeanloz 1 Flowers. [17] Muramil-dipeptid (N-acetilmuramil-L-alanil-D-
isoglutamin) moze se pripraviti spajanjem 3 podjedinice: N-acetil-D-glukozamina, mlijecne
kiseline ili njezinih ekvivalenata te dipeptida Ala-D-iGln. Muramil-dipeptid ima (R)-
konfiguracijuna podjedinici laktata, dok izomer koji se naziva N-acetilizomuramil-L-alanil-D-
izoglutamin ima (S)-konfiguraciju. Tretiranjem N-acetilizomuramil derivata ((S)-izomera)
octenom kiselinom na 80 °C tijekom 1 sata dolazi do razlaganja na intramolekulski ester i
dipeptid s iskoristenjem od 50 %. Za usporedbu, (R)-izomer muramil-dipeptida se razgraduje

samo 5 % (shema 1). [7]

HO

HO - <1 OH
° NHAc H*
o —_— Ala-D-isoGln
HN 0
.
0 \ OH
0=".\

NH,

M-acetylisomuramyl-
L-alanyl-D-isoglutamine

Shema 1. Stabilnost N-acetilizomuramil-L-alanil-D-izoglutamina [ 7]

BioloSkim ispitivanjima kojima je izazvana osjetljivost na N-acetil-3-(4-
arsonofenilazo)-L-tirozin u zamorcima otkriveno je da (S)-izomer ima smanjenu adjuvantsku
aktivnost. Bitno je naglasiti da kiralni centar utjeCe na stabilnost spoja i njegovu biolosku

aktivnost pa je nuzno proizvesti stereokemijski ¢ist MurNAc dio. [7]

Sinteza MurNAc dijela
Dva primjera sintetskih postupaka za pripravu Mur/NAc dijela prikazani suna shemama
2 i 3. [18-20] Kako bi se sintetizirali dijastereomerno Cisti derivati N-acetilmuraminske
kiseline, kao pocetni spojevi koriste se D-glukozamin ili njegovi ekvivalenti. Anomerni
produkti mogu se odvojiti kromatografski. U poCetnim koracima sinteze sve do zasticenog D-
glukozamina, (R)-izomer (spoj broj 2 na shemi 2 i spoj 2' na shemi 3) moguée je u dobrom
iskoriStenju kromatografski odvojiti. Sinteza muraminske podjedinice za pripremu muramil-
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dipeptida i njegovih analoga je zahtjevna i ukljucuje viSe stupnjeva. Oksazolinski dio spoja 3
(shema 4) ve¢ sadrzi NAc skupinu N-acetilmuraminske kiseline u zaSticenom obliku. 1z tog
razloga moguce je, uz dodatak NaH, selektivno uvesti laktatni lanac na 3-OH myjesto bez
dodatne zaStite (shema 4). Na kraju sinteze (shema 5), zaSticena MurNAc se spaja s
dipeptidnim esterom (L-Ala-D-Glu(OR)-NH,, R=Bzl, #-Bu, CHj3;) nakon cega slijedi
deprotekcija kako bi se dobio muramil-dipeptid. Postoji niz pristupa za sintezu analoga MDP
kako bi se poboljsala njegova farmakoloska svojstva zamjenom dijelova Secera ili peptidnih

lanaca. [21]

HO
cat. TsOH
HCl Benzaldehyde
HO 1 +11 0Bzl -1 0Bzl
Benzyl alcohol DMF/Dioxane/Triethyl orthoformate=2/2/1
s 13't085°C.2h - ,20h
HO NHAc HO NHAc HO NHAc
Recryst. from ether Wash with ether
o/f= ~95/5 o/f= =99/1
O 0
rac.2-Chloropropionic acid, NaH Ph —< Ph 4<
anh. Dioxane, 60 °C, 2 h o ~1 OBzl 0.5 N NaOH O - OBzl
—
sat. NaCl K . Dioxane, 1 h, 40 °C ]
4°C, 12h 0=/® NHAc INHCI 0 ‘NHA¢
———- ()
M OCH; - pH 3, 10 min on
DMF, rt, 3 days
(R)-isomer separable
by chromatography
Shema 2. Sinteza prekursora MurNAc (1) [7]
H;C ~ X k'o
= 3
OTBDMS bl s OTBDMS ¥ RQu:- OTBDMS
CH,Cly. 0-40 °C. 15 h = -
0 N
X=Br, R*=CH; or o %) 3
X=OTf, R*=CHj or
_ X=OTE, R'= C,H; OR
RI=R2=H 4=0Me-CyHyCHO ~5
(CH;),CO [ scparable
R', R? = C(CH,),
RLR? = HC—@DCH,, -—
HO TBDMSO
TFA TBDMSCL, Pyridine .
A HOW- OTBDMS —)’__ TBDMSO 1 OTBDMS
CH,Cl, / DMF, 0°C, 12h 5
A 0 “
] g N
N; (R N3
'l 3
o (R) O
OCH; QOCH;

Shema 3. Sinteza prekursora MurNAc (2) [7]



FeCls 0 H (8)-2-Bromopropionic acid, NaH

"

0
HO =
H N

Acetone, reflux, 20 min

DMF, 60°C, 5h

HO

HO " OCH;

TsOH LiOH
CH;OH 0 “NHAc Dioxane/CH,0H
i, 10h
0
OCH,; OH

Shema 4. Sinteza metil-B-glukozida N-acetilmuraminske kiseline [ 7]

-1 OBzl DCC or other couplng reagents On-
L-Ala-D-Glu(OBzl)-NH,

o “NHA: o NHAc
8] 0

-1 OBzl

deprotection

OH L-Ala-D-Glu(OBzl)-NH;
7 (R)
o= {
NHa
N-acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamine (MDP)

Shema 5. Sinteza muramil-dipeptida [7]

2.2.3. Izolacijamuramil-dipeptida

Dobivanje muramil-dipeptida i ostalih fragmenata peptidoglikana iz stanice bakterije je
kompleksan proces koji se provodi u nekoliko faza. Prvi korak je uzgoj bakterijskih stanica, a
potrebno ga je provoditi u kontroliranim uvjetimajer o njima moze ovisiti kemijska struktura
peptidoglikana kao $to je poredak aminokiselina ili vrijeme O-acetilacije. Zatim slijedi
tretiranje ve¢ prethodno (poglavlje 2.1.1.) spomenutim enzimima za razgradnju
peptidoglikana, nakon ¢ega se enzimi inaktiviraju tretiranjem na poviSenoj temperaturi. Tre¢i
korak ukljucuje razbijanje stanica, a metoda koja ¢e se upotrijebiti ovisi o dostupnosti opreme.
Za uspjesSno mehanicko razbijanje stanicne stijenke mogu se koristiti prese (po Frenchu) koje
djelujuna bazi nagle promjene tlaka ili instrumenti za razbijanje stanica vibracijom i staklenim
kuglicama. Neke bakterije je teze razbiti nego druge kao Sto je na primjer Streptococcus
pyvogenes, pa ¢e metoda razbijanja takoder ovisiti i o vrsti dane bakterije iz koje izoliramo
muramil-dipeptid. Uiduc¢em koraku koristi se diferencijalno centrifugiranje kako bi se stani¢ne

stijenke razbijenih stanica odvojile od cijelih stanica koje su ostale nerazbijene. Kompleksi
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peptidoglikana mogu biti kovalentno vezani za teihoi¢nu kiselinu ili ¢esto za ugljikohidrate
kao Sto je na primjer kod streptokoka. Njih je potrebno ukloniti kemijskom hidrolizom,
najcesce uporabom trikloroctene kiseline (TCA). Za peptidoglikan su nekovalentno vezani
RNA i1 DNA, a uklanjaju se pomocu RNaza, DNaza. [22] Iz mnoStva peptidoglikanskih
fragmenata potrebno je izolirati sam MDP. Kao §to ¢e biti opisano u odlomku koji slijedi (2.3.),
MDP se specifi¢no veze za NOD2 receptore. Razli¢itim kromatografskim tehnikama, frakcije
stanicnih lizata se testiraju na sposobnost aktivacije NOD2 te se identificiraju
imunostimuliraju¢i fragmenti peptidoglikana. Zatim se masenom spektrometrijom pomocu

elektrosprej ionizacije (ESI) odreduje o kojem ligandu NOD2 receptora je rijec. [23]

2.2.4. Adjuvantska aktivnost muramil-dipeptida

Adjuvant je sredstvo koje pojacava imunoloski odgovor domacina koji je izazvan
spojevima koji nemaju ili imaju vrlo slabo djelovanje. MDP i ostali muramil -peptidi su vrlo
ucinkoviti adjuvanti koji se koriste za povecanje djelotvornosti lijekovai cjepiva. To postizu
aktivacijom ekspresije povrsinskih markera koji su nuzni za stani¢nu adheziju antigena. Time
se povecava fagocitnaiantimikrobna aktivnost te se stvara citotoksi¢nost putem antitijela. [24]
MDP i ostali muramil-peptidi (tripeptidii disaharidni tri- i tetrapeptidi) induciraju imunoloski
odgovor povecanjem proizvodnje IF-y i drugih citokina koji poti¢u diferencijaciju i
proliferaciju bijelih krvnih stanica limfocita koji sluze za obranu organizma. [25] Prilikom
prvog kontakta izmedu T limfocita i antigena dolazi do imunoloskog odgovora i stvaranja
antitijela, a dokazano je da ¢e prethodno izlaganje MDP pojacati imunoloSke odgovore
prilikom budu¢ih kontakata s antigenom. [26] Analozi kod kojih je D-izoglutaminski ostatak
zamijenjen s D-glutaminom, D-glutaminskom kiselinom ili D-izoasparaginom imaju sniZen
stimuliraju¢i ucinak dok analozi s L-glutaminskom kiselinom, L-glutaminom ili L-
izoglutaminom uopce nisu aktivni. [25,26]

Nadalje, muramil-peptidi izraZavaju snaznu sinergiju s drugim ligandima kako bi zajedno
izazvali snazniji imunoloSki odgovor. Na primjer, MDP ima sinergisticki ucinak s
lipopolisaharidima (LPS) koji su pronadeni kod Gram-negativnih bakterija, a imaju sposobnost
prepoznavanja Toll-like receptora (TLR4) na povrsini stanice. Ova sinergija opazena je in vitro
u ljudskim primarnim stanicama ukljucujuéi punu krv, mononuklearne stanice periferne krvi
(PBMC), procis¢ene monocitetne linije te kod stani¢nih linija glodavaca. Primjer sinergije

MDP i LPS prilikom stvaranja osteoklasta biti ¢e opisan kasnije u odlomku (2.5.3.). [27]
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2.3. NOD RECEPTORI

Opc¢enito, kako bi se modificirao imunoloski sustav sisavaca, bitan je razvoj agonista i
antagonista za poticanje ili blokiranje receptora za prepoznavanje patogena (PRR, engl.
pathogen recognition receptors). PRR agonisti se mogu koristiti kao molekularni adjuvanti
samostalno ili kao dio vec¢ih (sinteti¢kih) konstrukcija. Razlicite skupine PRR-ova su otkrivene
tijekom godina, a ukljucuju Toll-like receptore (TLR), RIG-like receptore (RLR), lektin
receptore C-tipa (CLR) 1 NRL odnosno NOD-like receptore (nukleotidna oligomerizacijska
domena). Svaka od ovih skupina receptora prepoznaje specifi¢éni molekularni obrazac
patogenih mikroorganizama (PAMP, engl. pathogen associated molecular pattern). Ve€ina
PAMP-ova je komponenta bakterijske stani¢ne stijenke kao Sto su: lipopolisaharidi,
lipoteihoi¢ne kiseline, lipoproteini i fragmenti peptidoglikana kao $to je MDP. [ 28]

Lipopolisaharidi se vezu za TLR4 receptore dok muramil-dipeptid i njegove derivate
specificno prepoznaju NOD2 (CARDI15) receptori koji sudjeluju u urodenom 1 steCenom
imunoloskom sustavu jer reguliraju proizvodnju citokina, kemokina i antimikrobnih proteina.
[29] NLR skupinu, u koju spadaju NOD1 i NOD2 receptori, karakterizirajutri domene: 1) N-
terminalna signalna domena s CARD (engl. carpase recruitment domain) domenom 2) NOD
(engl. nucleotide-binding oligomerization domain) domenu koja ima mjesto za vezanje ATP-a
te je nuzna za oligomerizaciju 3) C-terminalna domena koja se sastoji od LRR (engl. leucine
rich repeats) 1 za koju ¢e se vezati MDP. NOD?2 sastoji se od dvije CARD domene i spada u
NLRC (engl. NRLs containing CARD) podskupinu (slika 6). [30]

Caspase recruitment Nucleotide-binding Leucine - rich
domains domain receptors
HaN'" CARD CARD — m— COO *
Protein - Protein Activation Ligand binding
Interaction

Slika 6. Struktura NOD2 receptora [31]

Ekspresija NOD2 dogada se u citoplazmi stanica koje sudjeluju u obrani domacina, u
makrofagima, stanicama dendrita, mononuklearnim stanicama periferne krvi i stanicama
crijevnog epitela. [32]
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Sekvenca koju specificno prepoznaje NODI receptor je L-Ala-D-iGIn-
mesodiaminopimelinska kiselina, dok NOD2 receptor prepoznaje MurNAc-L-Ala-D-i1Gln §to
govori da male promjene primarne strukture PGN utjeCu na to koji ¢e se receptor aktivirati
tijekom imunoreakcije. [ 16] Istrazivanjem strukture muramil-dipeptida dokazano je da NOD2
receptori mogu biti aktivirani samo ako se u strukturi MDP nalazi prstenasta struktura N-
acetilmuraminske kiseline te Secer vezan za dipeptidni dio (L-Ala-D-Glu ili L-Ala-D-iGln).
Nedavno je objavljeno da je NOD2 citosolni receptor pa su za prolazak izvanstani¢nog
muramil-dipeptida do citosola potrebni razli¢iti mehanizmi. [29] Prvi nacin za prolazak MDP
kroz citoplazmatsku membranu je pomoc¢u humanih peptidnih transportera hPepTl i
paneksina-1 (slika 7a). MDP takoder moze u¢i endocitozom pomocu vezikula koje stvaraju
klatrin i dinamin (slika 7b) ili se moze dobiti iz bakterija intracelularnim fagocitnim cijepanjem
unutar makrofaga (slika 7c). Bakterije takoder mogu u¢i u citosol gdje ¢e se autoliziratii

otpustiti MDP (slika 7d). [31]

[
A. Permeabilization : B. Endocytosis | C. Phagocytosis : D. Intracellular turnover
0 o . [
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Slika 7. Mehanizmi ulaska MDP u citoplazmu stanice [31]

2.3.1. Vezanje muramil-dipeptidaza NOD2

Nakon lize bakterijske stanice i razgradnje stani¢ne stijenke, NOD2 receptor prepoznaje
MDP. Dolazi do vezanja NOD2 i RIP2 kinaze preko CARD-CARD homofilnih interakcija Sto
je nuzan korak za daljnju nizvodnu signalizaciju. Signalizacijom RIP2 dolazi do aktivacije
transkripcije nuklearnog faktora kappa B (NF-«xB) (slika 8). NF-kB ulazi u jezgru i aktivira

velik broj gena koji su odgovorni za imunoloski odgovor.
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/\
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Slika 8. Pojednostavljena shema NOD2 signalnog puta [7]

To se dogada pomocu IKK (IkB kinaza) kompleksa te drugih kaskada koje uklju¢uju MAP
kinaze. Ove signalne kaskade poticu sintezu citokina i kemokina kao $to su interleukin-6 (IL-
6), tumorski faktor nekroze (TNF-a), IL-12 1 IL-8. [32] Pretpostavlja se da je NOD2
signalizacija regulirana s nekoliko proteina kao §to je na primjer Erbin. On je negativni
regulator koji sprjecava indukciju aktivnosti NF-xB. [33] U in vitro i in vivo istrazivanjima
dokazano je da vezanjem muramil-dipeptida za NOD2 te stimulacijom RIP2 dolazi do

aktivacije kaspaze i sinteze IL-1f. [34]

2.3.2. Utjecaj kemijske strukture muramil-dipeptida na vezanje za NOD2

Ranija istrazivanja su pokazala da se stimulacijski kapacitet muramil-dipeptida moZze
znatno poboljSati dodatkom acilnih lanaca razli¢itih duljina na dijelove gdje se nalaze
takozvani NOD1 i NOD2 aktivirajuéi ligandi. Time se takoder postize poboljSanje kapaciteta
ulaska muramil-dipeptida u stanicu domacina egzocitozom. Rubino i suradnici ispitali su kod
34 derivata MDP kapacitet aktivacije NF-kB koja ovisi o NOD2. [27] Tim istraZzivanjem
pronadeni su analozi koji se mogu primijenitikao pocetne tocke za razvoj novih terapeutika s

imunostimulacijskim svojstvima. Otkriveno je da mnogi derivati MDP koji su modificirani na
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mjestu prve ili druge aminokiseline mogu jednako dobro stimulirati NOD2 receptor kao 1 M DP.
Kod sintetskog derivata MurNAc-L-Ala-D-Glu-OCH; [MDP (D-Glu?)-OCH3] (slika 9)
terminalni D-izoglutamin je zamijenjen a-metil esterom D-glutaminske kiseline. Spomenuta
modifikacija uzrokuje nizi prag aktivacije te izaziva snaznije NOD2 ovisne upalne odgovore

in vitroiin vivo. [27]

OH
o)
HO —
o OH
o NHAc
o)
N \)]\
HN No .\
La o,
0 (0]
H;CO

Slika 9. MDP (D-Glu?)-OCH; [27]

S druge strane kod MDP (D-Val') (slika 10) utvrdeno je da ne moze stimulirati
aktivaciju NF-«kB in vitro te ne moze inducirati upalni odgovor kod BMDM (engl. Bone-
marrow-derived macrophage) stanica niti prilikom injektiranja misa. MDP (D-Val') nije se
pokazao kao funkcionalni adjuvant za izazivanje imunoloskog odgovora na ovoalbumin kao

antigen. [27]

HoN

Slika 10. MDP (D/L-Val') [27]

Modifikacijama N-acetilmuraminske kiseline muramil-dipeptida moze se proizvestiniz
razli¢itih derivata, a uvedene modifikacije utjecati ¢e na adjuvantsku aktivnost koja je
promatranau dva razli¢itamodela zamoraca. Provedena je imunizacijas vodom oboga¢enom

MDP u emulzijama mineralnih ulja koje sadrze: (1) heterologne proteinske antigene ili
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azobenzenarsonat-N-acetil-L-tirozin (indukcija odgodene osjetljivosti— DTH, engl. Delayed
Type Hypersensitivity) ili (2) encefalitogene proteine 1 peptide (indukcija eksperimentalnog
alergijskog encefalomijelitisa). Prou¢avanjem odnosa strukture i aktivnosti uocava se da su L-
konfiguracija aminokiselina povezanih za muramilni dio MDP te D-konfiguracija glutaminske
kiseline vazne za zadrzavanje ili smanjenje bioloSke aktivnosti. L-alaninu N-acetilmuramil-L-
alanil-D-1zoglutaminu (MDP-L-D) se moze zamijeniti sa drugom L-aminokiselinom kao §to je
L-serin, dok zamjena L-alanina D-alaninom (MDP-D-D) znacajno snizava adjuvantsku
aktivnost. Sto se ti¢e zamjene D-izoglutamina, funkcija D-glutaminske kiseline je vazna dok a-
amid nije nuzan. Primjerice, analozi D-aspartata, D-norleucinai L-izoglutamina (MDP-D-L) su
inaktivni dok analozi a,y-dimetil estera D-glutaminske kiseline pokazuju snaznu adjuvantsku
aktivnost. [35]

Uzimajuéi u obzir rezultate in vivo istrazivanja MDP (D-Val'), Rubino i suradnici
dolaze do zakljucka da niti jedan derivat MDP koji sadrzi D-aminokiselinu na prvom mjestu u
molekuli nije u moguénosti stimulirati NOD2. Pretpostavlja se da su nepodudarnosti izmedu
ovih rezultata i rezultata prijasnjih istrazivanja posljedica nepreciznosti u prijasnjim metodama
mjerenja antigen-specificnog odgovora. Ova saznanja su poticaj za daljnja istrazivanja
adjuvantskih sposobnosti derivata MDP posebice kod MDP (L-Val') (slika 10) i MDP (L-Ser!)
(slika 1T) kod kojih je pokazano da mogu aktivirati NOD2 no slabije nego MDP. [27]

HaN

Slika 11. MDP (L-Ser') [27]

2.4. ANALOZI 1 DERIVATI MURAMIL-DIPEPTIDA

Kako bi se poboljsala aktivnosti i selektivnosti MDP, a smanjile nuspojave kao §to su
poviSena temperatura, indukcija autoimune reakcije i upalne reakcije, razvijaju se brojni

analozi i derivati ovog spoja. [16]
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2.4.1. GMDP

U Rusiji su istrazivanja muramil-peptida zapocela s odredivanjem aktivne tvari mlijecne
kiseline bakterija Lactobacillus bulgaricus koja iskazuje antikancerogenu i imunostimulirajucu
aktivnost. U institutu za bioorgansku kemiju ruske akademije za znanost (IBCh RAS) je
ustanovljeno da je glikopeptid iz Lactobacillus bulgaricus derivat muramil-dipeptida N-

acetilglukozaminil-N-acetilmuramil-L-alanil-D-izoglutamin (GMDP) (slika 12). [36]

HOH,C —_—
HO~ “'a\'.-—-"‘o\ _o0— X -0
o \/Y\\A

TH > ~H,OH oll .

=0 / C:0 ¥ o

CH o) CH S

] ﬁ H é(') C=q
H,c—C-_ I __N —N / CH,
W ° / \C,’/ A\ﬂ —CH;”"  cooH

Slika 12. Struktura N-acetilglukozaminil-N-acetilmuramil-L-alanil-D-izoglutamin (GMDP)
[37]

GMDP se razlikuje od MDP po prisutnosti N-acetilglukozaminila. Metoda sinteze ovog
analoga je razvijena u laboratoriju za kemiju peptida u IBCh RAS. Naknadna istrazivanja su
pokazala da je GMDP, kao 1 MDP, ligand NOD2 receptora, a njegova adjuvantska aktivnost je
veca nego adjuvantska aktivnost muramil-dipeptida. GMDP stimulira antiinfektivnu otpornost
1 antitumorski imunitet, aktivira imunokompetentne stanice te inducira sintezu citokina i
medijatornih upalnih procesa. Sve ove karakteristike omogucuju stvaranje lijekova s GMDP
kao osnovom. GMDP posjeduje manju pirogenost nego MDP. Pirogenost MDP je bila prepreka
za njegovu klinicku uporabu 1 razlog za pronalaZenje analoga koji ne posjeduju nezeljene
nuspojave. [37]

Prvi registriranilijek koji sadrzi GMDP je Licopid. Njegova upotreba zapocelaje 1996.
godine, a koristi se za kompleksnu terapiju bolesti koje su poprac¢ene sekundarnim stanjima
imunodeficijencije kao $to su kroni¢ne bolesti, infekcije gornjih i donjih disnih puteva, gnojno-
upalne kozne bolesti, infekcija herpesom, psorijaza i pluéna tuberkuloza. GMDP ima ulogu
stimuliranja razvoja stani¢nog i humoralnog imunoloskog odgovora. Kod miseva koji su
imunizirani BCG (Bacille Calmette-Guerin) cjepivom, GMDP povecava sintezu faktora koji

inhibira migraciju makrofaga za 3 puta i povecava proizvodnju antigena 2-5 puta. [zrazen
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stimulirajuci u¢inak otkriven je pri koristenju GMDP kao adjuvanta u cjepivu protiv HIV-a
koje sadrzi gp120 antigen, tijekom in vitro imunizacije za dobivanje monoklonskih antitijela te

u DNA cjepivu protiv Herpes simplex virusai acelularnom cjepivu protiv hripavca.[38]

2.4.2. Muroctasin, Romurtide
Prvi lijek na bazi muroctasina (N?-[N-(acetil-muramil)-L-alanil-D-izoglutaminil ]-N°-

stearoil-L-lizin) (slika 13) povecava nespecificnu otpornost zivotinja na bakterijske i virusne

patogene.
)
H, OH
HO NHAc
HO o
H3C
CO—L-AIa-D-?InNH2
L-Lys-OH
|

NHCO(CH,)6CH3

Slika 13. Kemijska struktura N>-[ N-(acetil-muramil)-L-alanil-D-izoglutaminil ]-N°®-stearoil -L-

lizina (Muroctasin, Romurtide) [ 16]

Od niza MDP derivata, Japanski znanstvenici odabrali su muroctasin jer inducira sintezu
citokina IL-6 1 IL-1 te GM CSF (engl. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
[39]. Proucavaju se njegovi ucinci na leukopoezu u pacijenata oboljelih od raka nakon
kemoterapije i radioterapije. Kao rezultat klini¢kih ispitivanja, utvrdeno je da je uporaba
romurtida pridonijela brzoj obnovi broja leukocita. Stimulacija leukopoeze kod pacijenata sa
solidnim tumorima bila je uspjesnija nego kod pacijenata s hematoloSkim malignim tumorima.
Daljnja istrazivanja pokazala su da romutide nije u¢inkovit samo u obnovi leukocita ve¢ i
trombocitau pacijenata nakon kemoterapijei zra¢enja. Ovo je prvi derivat muramil-dipeptida
s imunoterapijskim djelovanjem koji je odobren za medicinsku uporabu kod lijecenja
leukopenije. U 2011. otkriveno je da zajednicka primjenaromutidai IFN-f potice sazrijevanje
stanica dendrita i inhibira rast BI6F10 melanoma dok muramil-dipeptid i IFN- nisu imali

ucinak na rast tumora. [37]

2.4.3. Lipofilni derivati muramil-dipeptida

Jedan od smjerova prilikom stvaranja imunoterapijskih lijekova s muramil -dipeptidima je
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razvoj lipofilnih derivata. Lipofilni derivati nastaju vezanjem masnih kiselina ili fospolipida za
muramil-dipeptid. Prvi lipofilni analog MDP koji je prosao 1. fazu klini¢kih ispitivanjaje 6-O-
(tetradecilheksadekanoil)-N-acetilmuramil-L-alanil-D-izoglutamin (B30-MDP) (slika 14). [40]

O
Hsc(H2C)13\ H, OH
/CHCOO NHAG
H3C(H,C) 13 HO o
H,C

CO-L-Ala-D-GInNH,,
OH
Slika 14. Kemijska struktura 6-O-(tetradecilheksadekanoil)-N-acetilmuramil-L-alanil-D-

1zoglutamin (B30-MDP) [16]

Istrazivanja su se provodila sa liposomalnim cjepivom koje sadrzi hemaglutinin i
neuraminidaze influenza virusa te sa i bez B30-MDP. [40] Ukljuc¢ivanje derivata B30-MDP
kao adjuvantau sastav cjepivaomogucava 16 puta jace stvaranje antitijela u odnosu na cjepivo
bez derivata. Ugradivanje ovog adjuvanta u cestice kolesterola (virosome) produzuje
proizvodnju anitijelado 6 mjeseci. Nuspojave cjepiva s B30-MDP adjuvantom bile su blage i

ocekivane.[37]

2.4.4. Murabutid
Murabutid (N-acetilmuramil-L-alanil-D-izoglutamin-N-butil ester) (slika 15) je sintetski

analog MDP koji nema pirogena svojstva.

HO
HO

H,;C
Co-L-Ala-D-iGm-é-o/\/\CH3
Slika 15. Kemijska strukrura N-acetilmuramil-L-alanil-D-izoglutamin-N-butil ester
(murabutid) [16]

Makrofagi koji su stimulirani murabutidom povecavaju ekspresiju gena koji kodiraju za
razlicite proteine kao $to su imunoloski medijatori i njihovi receptori, transkripcijski faktori i
kinaze, transporteri i proteini ukljuceni u metabolicku aktivnost stanica. Murabutid takoder
poboljsava otpornost domacina na mikrobne infekcije i nespecifi¢nu otpornost na tumore te
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inducira stvaranje citokina i kemokina. [37] ProSao je 1. i 2. fazu klinickih ispitivanja u
Francuskoj s minimalnim nuspojavama. [straZivanje je provedeno na 12 zdravih muskaracate
su pronadena samo dva citokina u krvnom serumu. Istovremeno su u serumu svih pacijenata
pronadeni topljivi receptori za TNF 1 IL-1 koji su antagonisti ovih upalnih citokina. [41]
Poznato je da poboljSanje imuniteta kod pacijenata zarazenih HIV-om uzrokuje u¢inkovitiju
kontrolu replikacije virusa. Murabutid regulira funkciju makrofaga, stanica dendrita i B
limfocitate selektivno aktivira CD4 limfocite Sto dovodi do supresije replikacije virusa in vitro.
Prilikom proucavanja sposobnosti murabutida da kontrolira replikaciju virusa HIV-1 u
inficiranim monocitima i stanicama dendrita dokazana je supresija replikacije virusau oba tipa
stanica. Murabutid nije utjecao na ulazak virusa u stanicu, aktivnost reverzne transkriptaze i
ranu formaciju provirusne DNA u citoplazmi inficiranih stanica. Pokazana je drasti¢na

redukcija viralne mRNA u monocitimai stanicama dendrita. [42]

2.4.5. Mifamurtid (MTP-PE)
Muramiltripeptid fosfatidiletanolamin (mifamurtid, MTP-PE) (slika 16) je derivat MDP
koji se koristi u adjuvantskoj terapiji koja se zajedno s kemoterapijom koristi kod lije¢enja

osteosarkoma. [43]

O
H, OH

HO
NHAC
HO o CHOCOC ;5Hs;

H4C |
OH ICHOCOC15H31
I

CO-L-Ala-NHCH,CH,0-P-OCH,
Il
0

Slika 16. Kemijska struktura muramiltripeptid fosfatidiletanolamina (mifamurtid, MTP-PE)
[16]

To je tumor kostijukoji se najcesce javljakod djece 1 mladih1 ima smrtniishod u 30%
slucajeva. Primjena mifamurtida prilikom lije€enja eliminira nastanak metastaza u plu¢ima i
pojacava odgovor na kemoterapiju. [43] Mifamurtid postiZe iznimne rezultate kao adjuvant u

cjepivu protiv hepatitisa B. Imunogenost je povecana 4-5 puta kao i razina IFN-y. [37]
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2.4.6. Syntex adjuvant formulation (SAF)
Syntex adjuvant formulation (SAF) je djelotvorno adjuvantsko sredstvo koje se sastoji od

derivata muramil-dipeptida MDP[Thr] (slika 17) u emulziji voda-ulje.

0]
H, OH
HO
HO o

HiC~

CO-L-Thr-D-GInNH,,
OH
Slika 17. Kemijska struktura N-acetil muramil-L-threonil-D-izoglutamin (MDP[Thr]) [16]

NHAc

Threonil-MDP (N-acetil muramil-L-threonil-D-izoglutamin) je bolje adjuvantsko sredstvo
od MDP jer ne pokazuje nuspojave. Pokazao se izvrsnim adjuvantom u kontaktima s virusom
gripe 1 malarije. Pokazuje prilagodljivost u kombinaciji s velikim brojem antigena no
najucinkovitiji je zajedno s amfifilnim antigenima. Amfifilni antigeni se zadrzavaju u uljnom
dijelu kapljice SAF-a $§to dovodi do poja¢anog imunoloskog odgovora. SAF se koristi kao

veterinarsko cjepivo u SAD-u. [44]

2.4.7. Konjugati muramil-dipeptida

Konjugiranjem MDP s bioloski aktivnim spojevima ne samo da se zadrzavaju prirodna
bioloSka svojstva, ve¢ se poboljsavaju i njihova farmakoloska svojstva i jaca samoobrana
infekcijom napadnutog organizma. [16]

Tuftsin je tetrapeptid (H-Thr-Lys-Pro-Arg-OH) koji, kao 1 MDP, posjeduje
imunoadjuvantska svojstva: stimulira fagocitozu makrofaga 1 granulocita, ostvaruje
antibakterijsku i antitumorsku aktivnost. Otkriven je 1970. godine a prirodno je prisutan u
ljudskoj krvi. [45] Vrlo se brzo razgraduje u organizmu, ima vrijeme poluzivota 16 minuta pa
se iz tog razloga prireduju stabilniji konjugati. Tuftsin stvara konjugate s muramil -dipeptidom
1 nor-muramil-dipeptidom (3a-f, slika 18) koji su testirani koritenjem in vitro kultura humanih

monocitai limfocita. [46]
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Slika 18. Strukturanor-MDP 1, derivat tuftsina 2, konjugati MDP/nor-MDP s tuftsinom 3a-f,
konjugati MDP/nor-MDP s retro-tuftsinom 4a-f[46]

Iako su konjugati tuftsina i MDP odnosno nor-MDP stimulirali stvaranje TNF-a.1 IL-6 1z
monocita i limfocita, uoceno je inhibitorsko djelovanje na vijabilnost limfocita i monocita.
Smanjenje vijabilnosti povezano je sa stvaranjem slobodnih radikala iz monocita i
stimulacijom redoks enzima iz limfocita. Takoder, konjugati tuftsina nisu povecali citotoksicnu
aktivnost prirodnoubilackih stanica (engl. natural killer cells). Isti tim znanstvenika proucio je
imunoloska svojstva konjugata muramil-dipeptida i nor-muramil-dipeptida s derivatom
tuftsina, retro-tuftsinom (4a-f, slika 18). Retro-tuftsin pokazuje jednaku biolosku aktivnost kao
1 tuftsin no posjeduje vecu stabilnost i sposobnost rezistencije na degradaciju. U istrazivanju je
pokazan pozitivan u¢inak konjugata retro-tuftsina i MDP/nor-MDP na vijabilnost leukocita i
monocita iz periferne humane krvi. Takoder je uoceno znacajno povecanje broja TNF-a iz
monocita. Derivat 4a pokazao je vece izlu€ivanje IL-6 iz mononuklearnih stanica periferne krvi
(PMBC) nego §to to rade samostalni MDP, tuftsin ili njegov retro analog. Jiang i suradniciu
svojem recentnom istrazivanju proucili su repetitivne proteine fuzioniranog MDP i tufsin
konjugata iz bakterije Lactobacillus casei. 20MT 1 40MT (20 1 40 puta ponovljen protein koji
nastaje fuzijom MDP i tuftsina) stimuliraju humoralni i stani¢ni imunoloski odgovor u miseva.
Dokazano je povecanje imunoglobulina IgG 1 IgA koji se bore protiv virusa gastroenteritisa

(engl. Transmissible Gastroenteritis Virus TGEV). [46]
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2.5. UTJECAJ MURAMIL-DIPEPTIDA PRI AKTIVACIJI BOLESTI

2.5.1. Crohnova bolest

Crohnova bolest (CD, engl. Crohn's disease) je kroni¢na upalna bolest crijeva (IBD, engl.
inflammatory bowel disease), a nastaje kao rezultat promjena u genetickim, mikrobioloSkimi
imunoloskim ¢imbenicima. [47] Muramil-dipeptid ima ulogu u aktivaciji upalnih puteva koji
su ukljuceni u patogenezu Crohnove bolesti i pokretanju imunoloskih odgovora u crijevnom
sustavu. Kao $to je ranije opisano, u zdravih ljudi MDP se veze za NOD2 receptore i pomoc¢u
razli¢itih kaskada aktivira NF-kB ovisne upalne i antibakterijske odgovore (slika 19 lijevo). U
genima koji kodirajuza NOD2 receptore, kod ljudi s Crohnovom bolesti, pronadene su tri vrste
mutacija; dvije toCkaste (engl. missense mutation) ijedna mutacija pomaka okvira Citanja (engl.
frame-shift mutation.). Frame-shift mutacija uzrokuje nastanak skra¢enog proteina NOD2 kod
kojeg je primijecena smanjena funkcija i slabiji odgovor na MDP. Monouklearne stanice
periferne krvi (PBMC) bolesnika s frame-shift mutacijom stvaraju manje protuupalnih citokina
kao Sto su TNF-a, IL-61 IL-8. [31]

NOD?2 receptori se u visokom stupnju eksprimiraju u Panethovim stanicama koje se
nalaze u terminalnom ileumu. One imaju vaznu ulogu u urodenoj regulaciji crijevne
mikrobiote. Nakon stimulacije s MDP, Panethove stanice izlu¢uju antimikrobne peptide
ukljucujuéi lizozim, sekretornu fosfolipazu A2 (sPLA2) i humane a-defenzine 5 i 6 (HDS i
HD6) u lumenu crijeva. Iz tog razloga, mutacije NOD2 koje se javljaju kod Crohnove bolesti
uzrokuju nemoguénost vezanja MDP 1 regulacije interakcije domacin-mikrob putem

Panethovih stanica Sto uzorkuje upalu ileuma (slika 19 desno). [47]
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Slika 19. Prikaz zdravih crijeva (/ijevo) i oboljelih Crohnovom boles¢u (desno) [47]
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2.5.2. Alzheimerovabolest

Alzheimerova bolest je neurodegenerativna bolest koju karakterizira aktivacija urodenih
imunoloskih stanica unutar srediSnjeg ziv€anog sustava (engl. central nervous system). U
stani¢noj membrani neurona nalaze se amiloidni prekursori peptida (APP) koji se normalno
razgraduju pomocu o- i y-sekretaze. Ako se B-sekretaza udruzi s y-sekretazom dolazi do
degradacije APP na AP (amiloid-p peptid) koji nisu topljivi i ne mogu se razgraditi.
Gomilanjem AP stvaraju se plakovi (agregati) koji se nakupljajuu prostorima izmedu neurona
te oko krvnih Zzila §to uzrokuje simptome Alzheimerove bolesti. Struktura krvno-mozdane
barijere ograni¢ava pristup odredenim topivim molekulama i cirkuliraju¢im leukocitima u
srednjem ziv€anom sustavu. Monociti i perivaskularni makrofagi su vazni za Alzheimerovu
bolest jer uzrokuju u¢inkovitu fagocitozu AP plakova. Dokazana je vaznost monocita Ly6C'*"
koji uklanjajui transportiraju AP agregate iz mozdane mikrovaskulatureu krvotok.

Maleki i suradnici su dvofotonskom mikroskopijom istrazili imunomodulatorni utjecaj
MDP na neuropatologiju miseva s modelom Alzheimerove bolesti. MDP je uspjesno prevodio
podskupine Ly6C"e" monocita u Ly6C'®™ monocite koji ¢e eliminirati Ap plakove (slika 20)
[48].
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Slika 20. Utjecaj MDP na A plakove [48]

Rijetki su lijekovi koji ciljaju iskljucivo specificne podskupine monocita i makrofaga te
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iskazuju blage imunomodulatorne uc¢inke na neurodegenerativne bolesti kao §to to radi MDP.
Istrazivanje je dokazalo da kroni¢na primjena MDP u miSeva s modelom Alzheimerove bolesti
uzrokuje znatno poboljSanje u testovima memorije. Takoder je potvrdeno da primjena MDP

odgada pojavu fenotipa bolesti i pogoduje koriStenjuu ranoj fazi. [48]

2.5.3. Stvaranje osteoklasta

Osteoklasti su stanice kostanog tkiva koje djeluju tako da degradiraju kost u svrhu
remodeliranja. Stvaranje osteoklasta 1 destrukcija kosti su procesi inducirani
lipopolisaharidima (LPS). Lipopolisaharidi su komponente stani¢ne stijenke Gram-negativnih
bakterija i endotoksini koji izazivaju upalni odgovor. Formiranje osteoklasta ovisi o stimulaciji
aktivatora receptora NF-kB liganda (RANKL) i stimulaciji M-CSF (engl. macrophage colony-
stimulating factor). Izlozenost LPS inducira stvaranje upalnih citokina kao §to je tumorski
faktor nekroze TNF-a koji se stvara u stanicama makrofaga (slika 21). Istovremeno MDP
pojacava ekspresiju TNF-a induciranog s LPS. TNF-a kojije inducirans LPS i MDP pojacava
ekspresiju RANKL u stromalnim stanicama osteoblasta. Nadalje, LPS takoder inducira
ekspresiju RANKL u osteoblastima a MDP pojacava ovu LPS induciranu ekspresiju. TNF-a
stvara sinergiju interakcijom s RANKL-om s kojim se veze za prekursor osteoklasta iz kojeg
¢e zatim nastati osteoklast. MoZzemo zakljuciti da MDP i LPS zajedno induciraju stvaranje
osteoklasta in vivo. [49]
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Slika 21. Shema uloge MDP i LPS u stvaranju osteoklasta [49]
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3. ZAKLJUCAK

10.

11.

Peptidoglikan (murein) je vazna sastavnica stani¢ne stijenke bakterija koja omeduje
citoplazmatsku membranu bakterijske stanice, a prisutan je kod Gram-pozitivnihi kod
Gram-negativnih bakterija.

Razgradnjom peptidoglikana nastaju manji fragmenti, tzv. muramil-peptidi, od kojih je
najmanja strukturna jedinica koja posjeduje adjuvantsku aktivnost muramil-dipeptid
[N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamin (MurNAc-L-Ala-D-iGIn)].

Freund i suradnici razvili su Freundov kompletni adjuvant (engl. Freund complete ad-
juvant, FCA) koji predstavlja najfunkcionalniji i najSire koristeni adjuvant u dosadas-
njim istrazivanjima, a sastoji od inaktiviranih Mycobacterium tuberculosis u uljnoj e-
mulziji, te moze izazvati snazni humoralni ili stani¢ni imunoloski odgovor.

Kako bi se poboljsala aktivnosti i selektivnosti MDP, a smanjile nuspojave kao §to su
poviSena temperatura, indukcija autoimune reakcije i upalne reakcije, razvijaju se
brojni analozi i derivati ovog spoja.

GMDRP se razlikuje od MDP po prisutnosti N-acetilglukozaminila, a istrazivanja su po-
kazala da je GMDP, kao i MDP, ligand NOD2 receptora, a njegova adjuvantska aktiv-
nost je ve¢a nego adjuvantska aktivnost muramil-dipeptida.

Muroctasin inducira sintezu citokina IL-6 i IL-1 te GM CSF, a iznimno je u¢inkovit
kod leukopoeze u pacijenataoboljelih od raka nakon kemoterapije i radioterapije. Kao
rezultat klinickih ispitivanja, utvrdeno je da je uporaba Romurtida pridonijela brzoj ob-
novi broja leukocita, uglavnom zbog neutrofila.

Murabutid poboljsava otpornost domacina na mikrobne infekcije i nespecifi¢nu otpor-
nost na tumore te inducira stvaranje citokinai kemokina.

Mifamurtid, MTP-PE se koristi kao adjuvant kod lije¢enja osteosarkoma zajedno s kemotera-
pijom te kao adjuvant u cjepivu protiv hepatitisa B

. Syntex adjuvant formulation (SAF) sastoji se od derivata muramil-dipeptida MDP[Thr] koji
pokazuje adjuvantsko djelovanje u kontaktu s virusom gripe i malarije i koji se nalazi u emulziji
voda-ulje

MDP se konjugiras bioloski aktivnim spojevima u svrhu poboljSavanja farmakoloskih
svojstva spoja i jacnja samoobrane infekcijom napadnutog organizma

Tuftsin stimulira fagocitozu makrofaga i granulocita, ostvaruje antibakterijsku i antitu-

morsku aktivnost.
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12. Muramil-dipeptid ima ulogu u aktivaciji upalnih puteva koji su ukljuéeni u patogenezu
Crohnove bolesti i pokretanju imunoloskih odgovora u crijevnom sustavu

13. Gomilanjem AP stvaraju se plakovi (agregati) koji se nakupljaju u prostorima izmedu
neurona te oko krvnih zila §to uzrokuje simptome Alzheimerove bolesti, a MDP uspje-
$no prevodi podkupine Ly6C"9" monocita u Ly6C'® monocite koji ée eliminirati AR
plakove.

14. Osteoklasti su stanice kostanog tkiva koje djeluju tako da degradiraju kost u svrhu re-

modeliranja,a MDP i LPS zajedno induciraju stvaranje osteoklasta in vivo.
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