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1. UVOD

Cijepljenje je jedno od najve¢ih dostignuca u medicini zahvaljuju¢i kojem su uspjesno
iskorijenjene ili svedene na minimum odredene zarazne bolesti. Razlikujemo Zziva atenuirana
cjepiva, inaktivirana cjepiva, podjedini¢na i konjugirana cjepiva, MRNA cjepiva te cjepiva na
osnovi virusnog vektora. Zivi i inaktivirani cijeli organizmi strukturno su kompleksni i sadrze vise
epitopa, ¢ime se moze izbje¢i ograniCena imunogeni¢nost pojedina¢nih antigena. S druge strane,
podjedinicni i visoko proc¢isceni antigeni, iako sigurniji za primjenu, mogu biti manje uspjesni
zbog podloznosti brzoj razgradnji i nemogucnosti poticanja snazne imunoreakcije. Medutim, ovi
nedostaci nastoje se nadoknaditi koriStenjem adjuvanata koji poja¢avaju imunogeni¢nost antigena
i poboljSavaju humoralni i stani¢ni imunosni odgovor. Nekolicina adjuvanata odobrena je za
upotrebu u cjepivima za humanu upotrebu, primjerice alum, AS03, AS04, virosomi, MF59, dok je
veliki broj potencijalnih kandidata u razli¢itim fazama eksperimentalnih i klinickih istrazivanja
(Pulendran i sur., 2021).

Razvoj nove generacije adjuvanata ukljucuje razli¢ite biokompatibilne nanomaterijale koji
omogucavaju produljeno oslobadanje antigena, a istovremeno Ssami mogu imati
imunostimuliraju¢a i imunomodulacijska svojstva. Supramolekulski samoorganizirani peptidni
hidrogelovi zanimljivi su zbog biokompatibilnosti, biorazgradivosti, moguénosti ugradnje i
predocavanja antigena te sposobnosti aktivacije specificnog humoralnog i staniénog imunosnog
odgovora (Mondal i sur., 2020; Zichao i sur., 2016).

Cilj ovoga diplomskog rada je istraziti adjuvantnu aktivnost supramolekulskih sustava
temeljenih na samoorganiziranim hidrogelovima tripeptida Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NHz; Ac-Phe-
Phe-B-Ala-OMe i Ac-Phe-Phe-Ala-OH (PospiSil i sur., 2016). Takoder, istrazeni su i
nanokompoziti hidrogelatora Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 i polimera polietilen glikola (PEG) i
polivinil alkohola (PVA). U hidrogelove je ugraden modelni antigen, ovalboumin (OVA)i ELISA
testom je odredena koli¢ina nastalih specificnih imunoglobulina IgG. Imunomodulacijska
sposobnost priredenih adjuvantnih formulacija testirana je odredivanjem koli¢ine nastalih
imunoglobulina podrazreda 1gG1 i 1gG2a koji ukazuju na dva citokinska profila imunoreakcije, a
rezultiraju kasnijim jaim razvojem stani¢ne imunosti (Thl citokinski profil) ili ja¢im razvojem

humoralne imunosti (Th2 citokinski profil).



2. TEORIJSKI DIO
2.1. IMUNOSNI SUSTAV

Imunosni sustav nije lokaliziran organski sustav, ve¢ ga €ine limfni organi i tkiva difuzno
rasprseni u tijelu. Ukljucuje kozu, limfu, limfne Zile, limfne ¢vorove, tonzile, Peyerove ploce, krv,
koStanu srz, slezenu, crvuljak, izolirane limfne ¢voric¢e, timus i difuzno rasprsene stanice. Neke od
uloga imunosnog sustava jesu: zaStita od stranih molekula (antigena), patogena i parazita,
uklanjanje oSte¢enih i mrtvih stanica, razlikovanje vlastitih antigena od stranih antigena,
integriranje i koordiniranje funkcioniranja viSestani¢nog organizma, prepoznavanje i uklanjanje
abnormalnih stanica nastalih mutacijama ili promijenjenih uslijed izloZenosti virusnim
infekcijama (Abbas i sur., 2016).

Sve stanice imunosnog sustava potjecu iz multipotentne krvotvorne mati¢ne stanice iz
kostane srzi, a razlikuju se dvije grupe stanica: mijeloidne stanice i limfaticke stanice. U mijeloidne
stanice ubrajaju se: dendriti¢ke stanice, monociti i makrofagi, neutrofili, eozinofili, bazofili i
trombociti, dok skupina limfatickih stanica ukljucuje: limfocite T i B, prirodnoubilacke ili NK
stanice (engl. Natural Killer, NK), urodene limfoidne stanice (engl. Innate Lymphoid Cells, ILCs),

plazma stanice, limfoblast i dendriticke C.

Dendriticke stanice su antigen-predo¢ne stanice (engl antigen-presenting cell, APC) s
obzirom da na svojoj povrSini predocavaju egzogene i endogene antigene, ¢ime pomazu
limfocitima u prepoznavanju antigena te poticu njihovu aktivaciju. Makrofagi su takoder predoc¢ne
stanice koje predocavaju antigene limfocitima T, a znacajni su i po tome $to luCe razne tvari,
primjerice proupalni citokin ¢imbenik tumorske nekroze a (engl. tumor necrosis factor o, TNF-
a), interleukine IL-1, IL-6, IL-8 i IL-12, kemokine, prostaglandine, koagulacijske ¢imbenike,
komponente komplementa (Varol i sur., 2015).

Limfociti B nastaju i sazrijevaju u kostanoj srzi, a osnovna im je zadaca sinteza protutijela.
Kada receptori na limfocitima B prepoznaju komplementarne antigene, zapocinje njihova dioba i
diferencijacija, pri ¢emu nastanu plazma stanice i memorijske stanice. Plazma stanice sintetiziraju
protutijela koja luce u krv i limfu, a memorijske stanice sudjeluju u imunosnom odgovoru na

sekundarnu infekciju antigenom luceci protutijela (Margolick i sur., 2006).

Limfociti T nastaju u koStanoj srzi, a sazrijevaju u timusu. Nakon sazrijevanja postaju
imunokompetentni, odnosno mogu prepoznati specificni antigen te potaknuti imunosni odgovor.

Kada receptori na limfocitu T prepoznaju odredeni antigen, zapocinje njegova proliferacija 1



stvaranje klonova limfocita T koji mogu prepoznati taj antigen i reagirati protiv njega (Goldsby i
sur., 2003). Razlikuju se pomoénicki, regulacijski i citotoksi¢ni limfociti T. Pomoénicki limfociti
T (engl. helper T lymphocyte, Th) diferenciraju u Thl ili Th2-tip. Usmjeravanje aktiviranog
limfocita ThO prema Th1 ili Th2 ovisi o vrsti antigena, predo¢nim stanicama i citokinima koje one
lu¢e. Za Thl-tip imunoreakcije svojstveno je uniStavanje stanica na ¢ijoj se povrsini nalaze peptidi
patogena predo¢eni MHC molekulama skupine 1, a djelovanjem T-stanica. Za navedeni tip
imunoreakcije karakteristiCna je proizvodnja citokina interleukina IL-12, interferona IFN-y te
protutijela 1gG2a, 1gG2b i 1gG3 u misa. S druge strane, Th2-tipu imunoreakcije svojstvena je
aktivacija B-stanica koje luce protutijela. Za navedeni tip imunoreakcije karakteristiCna je
proizvodnja interleukina IL-4, IL-5, IL-6 te protutijela IgG1 u miSa. Nadalje, citotoksi¢ni limfociti
T ubijaju ciljne stanice, a regulacijski limfociti T bitni su za odrzavanje imunosne tolerancije te u
tu svrhu izlucuju citokine koji imaju snazno imunoregulacijsko djelovanje, kao Sto je interleukin
IL-10 koji djeluje kao imunosupresijski (inhibicijski) citokin tako $to koci funkcije makrofaga 1

sintezu Thl-citokina, ¢ime usmjerava imunoreakciju prema Th2-tipu.

Prirodnoubilacke, odnosno NK stanice imaju sli¢an mehanizam ubijanja poput citotoksi¢nih
T-limfocita. Stanice koje su im prioritetne mete jesu one koje slabo ili uopée ne eksprimiraju
molekule glavnog sustava tkivne podudarnosti (engl. Major Histocompatibility Complex, MHC)
skupine 1. Nadalje, glavni su izvor IFN-y te njegovim izlu¢ivanjem mogu utjecati na steCeni

imunosni sustav promicuci diferencijaciju Thl odgovora, a inhibiraju¢i Th2 odgovor.

2.1.1. Tipovi imunosti

Imunitet, odnosno imunost podrazumijeva sposobnost organizma da se odupre djelovanju
stranih antigena i Stetnih stanica, ¢ime se osigurava zaStita od zaraznih bolesti, ali i Stiti organizam
primjerice od neoplasti¢nih stanica koje stvaraju antigene otkrivene u vecine malignih tumora
ljudi. Stanice te tkiva i organi koji su odgovorni za imunost ¢ine imunosni sustav, dok njihov
uskladeni odgovor na unos stranih tvari predstavlja imunosni odgovor. Medutim, imunost se moze
ocitovati i pojavama koje su Stetne za organizam, kao Sto su reakcije preosjetljivosti, autoimune

bolesti te odbacivanje presadenih tkiva i organa.

Razlikujemo urodenu i ste¢enu (adaptivnu) imunost. Filogenetski najstariji mehanizmi
obrane jesu oni urodene imunosti koji se nalaze u biljkama, gljivama i zivotinjama, dok se
specijaliziraniji obrambeni mehanizmi koji ¢ine steGenu imunost nalaze samo u Zivotinja i to tek
u kraljeznjaka. Urodena imunost, odnosno prirodna ili nativna imunost, pruza ranu liniju obrane

protiv mikroorganizama, a sastoji se od stani¢nih i biokemijskih obrambenih mehanizama koji



postoje i prije infekcije i spremni su brzo odgovoriti na zarazu. SteCena imunost, odnosno
specifi¢na ili adaptivnaimunost, razvija se kao odgovor na zarazu, a karakteriziraju je specifi¢nost,
odnosno sposobnost razlikovanja stranih tvari te memorija, odnosno sposobnost da odgovori jos
snaznije na ponovljenu izlozenost istom stranom antigenu. Jedinstvene sastavnice steCene

imunosti jesu limoficiti i njihovi izlueni proizvodi, kao Sto su protutijela (Abbas i sur., 2016).

Kod adaptivnih imunosnih odgovora razlikujemo humoralnu imunost te stani¢nu (celularnu)
imunost. Humoralna imunost posredovana je protutijelima, odnosno molekulama u Kkrvi i
sekretima sluznice, a koja stvaraju limfociti B. Predstavlja glavni obrambeni mehanizam protiv
izvanstani¢nih mikroorganizama 1 njihovih toksina jer se protutijela mogu vezati za
mikroorganizme i toksine te pomo¢i u njihovu uklanjaju, recimo procesom fagocitoze. Stani¢na
imunost je imunost posredovana stanicama, limfocitima T, NKT i NK stanicama, a potice
uniStavanje mikroorganizama koji su smjeSteni i razmnoZavaju se unutar stanica, gdje su
nedostupni cirkuliraju¢éim protutijelima. U stani¢nu imunost ukljuceni su i1 makrofagi te ostale
stanice koje imaju sposobnost lize stanice. Jo$ jedno vazno obiljezje steCene imunosti jest
imunosna memorija koja dovodi do sposobnosti boljeg i brzeg odgovora na ponovno izlaganje
istim antigenima. Naime, memorijske stanice specificne za antigen ucinkovitije su u reagiranju i

uklanjanju antigena u odnosu na naivne stanice.

2.1.2. Imunizacija

Imunitet, odnosno imunost moZze se postici aktivno, primjenom antigena, u obliku cjepiva ili
pasivno, primjenom protutijela. Cjepiva mogu biti Ziva atenuirana koja ukljucuju virusna
(primjerice rubeola i oralni polio) te bakterijska (primjerice BCG), zatim inaktivirana cjepiva koja
uklju¢uju virusna (primjerice influenca i hepatitis A), bakterijska (primjerice tifus i kuga) te
toksoide (primjerice difterija i tetanus), nadalje podjedini¢na cjepiva u koja ubrajamo proteinska,

peptidna, polisaharidna te konjugirana cjepiva te messenger RNA (MRNA) cjepiva.

Cjepiva se mogu primjenjivati peroralno ili parenteralno, i to intramuskularno, supkutano ili

intradermalno.

2.1.3. Protutijela

Protutijela, odnosno imunoglobulini su serumske molekule $to ih proizvode plazma stanice,
odnosno diferencirani limfociti B. Sva protutijela imaju jednaku osnovnu gradu, dva laka i dva
teska lanca koji su gradeni od varijabilne domene i jedne ili vise konstantnih domena. Lanci su

medusobno povezani disulfidnim vezama, a postoji i zglobna regija koja omogucava da se



varijabilna i prva konstantna domena teSkog lanca te laki lanac (ulomak za vezanje antigena, Fab
prema engl. fragment antigen binding) pomice neovisno o drugom Fab ulomku. Prema slijedu
aminokiselina u konstantnom dijelu teSkog lanca u ¢ovjeka razlikuju se razredi protutijela (IgA,
IgD, IgE, 19G, IgM) te lambda (A) i kapa (k) laki lanci. Bez obzira na konstantne domene lanaca
protutijela se medusobno razlikuju u dijelu molekule koja se veZe s antigenom (varijabilna domena
lakog i teskog lanca). Opcenito, protutijela su specificna za epitop, molekulski motiv, a antigeni
mogu imati isti ili jako sliCan epitop, zbog Cega protutijela na viruse mogu uzrokovati autoimunu
reakciju. Kao Sto je vidljivo na slici 1, molekula protutijela ima oblik slova Y. N-terminalni kraj
je dio molekule kojim se protutijelo veZe na antigen, a naziva se Fab ulomkom, odnosno prema
engl. fragment antigen-binding region, a drugi dio je C-terminalni kraj putem kojeg je moguca
interakcija s ostalim elementima imunosnog sustava, a naziva se Fc ulomkom (engl. fragment
crystallizable region). Osnovno svojstvo imunoglobulina je bifunkcionalnost. Dio molekule
namijenjen je vezanju s antigenom, a drugi dio namijenjen je obavljanju izvrsnih funkcija, odnosno

interakciji s drugim stanicama imunosnog sustava te topljivim komponentama, poput

komplementa (Abbas i sur., 2016).
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Slika 1. Struktura protutijela (prema Tokenzero, 2020)



Imunoglobulini su skupina glikoproteina prisutni u izvanstani¢noj tekucini, plazmi i
sekretima. Na povrsini limfocita B funkcioniraju kao receptori za odredeni antigen, a u obliku
protutijela nazo¢ni su u tjelesnim tekuc¢inama. Osnovnu gradu imunoglobulina dva istovjetna laka
i dva istovjetna teska lanca koja su medusobno povezana disulfidnim vezama. Dvije su vrste lakih

lanaca te je pet vrsta teskih lanaca.

U vecine sisavaca razlikuje se pet razreda imunoglobulina: 1gG, IgM, IgA, IgD i IgE, koji
se medusobno razlikuju s obzirom na veli¢inu molekule, elektrini naboj, sastav aminokiselina 1

sastav ugljikohidrata. Na slici 2 prikazane su strukture imunoglobulina 1gG, IgM, IgA, IgD i IgE.
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Slika 2. Pet razreda imunoglobulina (prema Dutta, 2018)

Od navedenih pet razreda imunoglobulina, za izradu ovoga diplomskog rada najznacajniji je
19G, najzastupljeniji imunoglobulin u ljudskome serumu, ¢ija je koncentracija izrazito ovisna 0
antigenskoj stimulaciji. Cini 70 — 75% ukupnih imunoglobulina. Molekulske je mase 146 kDa.
SadrZi 2 — 3 % ugljikohidrata. Humani 1gG dijeli se u podrazrede: 1gG1, 1gG2, 1gG3i 1gG4, dok
kod misa razlikujemo 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG2c i 1gG3 (Vidarsson i sur., 2014). Glavno je
protutijelo sekundarnoga imunosnog odgovora i jedino je protutijelo koje reagira s bakterijskim
toksinima. Najvaznija mu je funkcija neutralizacija virusa i bakterijskih toksina, aktivacija

komplementa te pospjeSenje fagocitoze opsonizacijom.



2.2. ADJUVANTI

Adjuvanti su komponente koje se dodaju cjepnim antigenima za pojacavanje njihove
imunogeni¢nosti, odnosno radi poboljSanja u¢inkovitosti cjepiva. Nekolicina njih odobrena je za
upotrebu u cjepivima za humanu upotrebu, primjerice: aluminijske soli, MF59 (ulje u vodi
emulzija, a odobren je u cjepivima protiv gripe u mnogim zemljama) i virosomi (vezikule slicne
liposomima koje dodatno sadrze virusne glikolipide u lipidnom dvosloju ili virusnu lipidnu
ovojnicu koja omogucuje fuziju sa stanicnom membranom i unos DNA u stanice (Jorritsma i sur.,
2016)), dok je veliki broj potencijalnih kandidata u razli¢itim fazama eksperimentalnih i klinickih
istrazivanja. Adjuvantisu znacajni radi razvoja snaznog imunosnog odgovora kod pacijenata koji
slabo odgovaraju na cijepljenje, kao Sto su imunokompromitirani pacijenti te starija i djecja
populacija. Idealan adjuvant mora biti siguran i ué¢inkovit, bez nezeljenih nuspojava, lako dostupan
iz jednostavih i jeftinih komponenti, biorazgradiv i kompatibilan s razli¢itim cjepnim antigenima.
Od adjuvanta se oCekuje i da smanje potrebnu dozu antigena te broj iniciranja, ¢ime bi se

pojeftinilo cijepljenje. Zasad niti jedan adjuvant ne zadovoljava sve navedene Kriterije.

Postoje brojne klasifikacije adjuvanta, a jednu od njih predlozio je Woodard (Woodard,
1990), prema kojoj, s obzirom na njihova fizikalna svojstva, razlikujemo:

1) Adjuvante koji djeluju kao surfaktanti, kao $to su saponini,
2) Depo adjuvante, kao sto su liposomi te emulzije ulja u vodi (Freund-ov adjuvant),

3) Adjuvante koji su topljivi u vodi, kao Sto su muramil dipeptid i njegovi derivati te citokini

Predlozeno je pet nacina na koje bi adjuvanti mogli djelovati (Awate i sur., 2013):

1) Imunomodulacijsko djelovanje

Imunomodulacija se odnosi na sve oblike manipuliranja imunosnim sustavom, bilo u vidu
obuzdavanja prekomjerne ili nezeljene imunoreakcije, bilo u vidu upostave odgovarajuce
imunosne aktivnosti ako ne postoji od ranije ili poticanja nedostatne. Razlikuje se specifi¢na i
nespecifi¢na imunostimulacija, s tim kako se specificna imunostimulacija dalje dijeli na aktivnu i
pasivnu specifiénu imunostimulaciju (Abbas i sur.,, 2016). Primjer aktivne specifi¢ne
imunostimulacije je cijepljenje, dok pasivna specificna imunostimulacija podrazumijeva unos
gotovih imunosnih pripravaka, kao $to su protutijela ve¢ imunizirane jedinke, u organizam druge
jedinke, ¢ime se organizmu pruZa trenutna, ali prolazna zastita. Nespecificna imunostimulacija
oblik je imunosne terapije koji obuhvaca Siroki raspon razli¢itih tvari koje mogu poticati razne

imunosne mehanizme. Primjer takvih tvari su citokini i monoklonska protutijela.



Imunomodulacijsko djelovanje adjuvanta odnosi se na sposobnost adjuvanta da utjecu na
mrezu citokina i osim §to pojacavaju imunosnu reakciju, mogu mijenjati njen smjer. Moderni
adjuvanti moraju i pojacavati imunoreakciju, ali je i modulirati, utje¢u¢i na citokine koji se luce te
na diferencijaciju pomoénickih limfocita ThO. Diferencijacija limfocita ThO u Thl ili Th2 zbiva
se rano tijekom imunoreakcije, a utjecajem na smjer diferencijacije u Thl ili Th2 smjer, utjece se

I na izrazeniju stani¢nu ili humoralnu imunost.

2) Ocuvanje konformacije antigena i poboljsanje dostave antigena

Navedeni mehanizam odnosi se na sposobnost adjuvanta da o¢uva konformacijski integritet
antigena 1 predocava ga odgovarajuéim izvr$nim stanicama imunosnog sustava domacina, a
nekoliko je nacina kako adjuvanti postizu navedeno. Pri tome je najces¢i nacin medudjelovanje s
antigenom tako da se formiraju multimolekularni agregati koje ¢e predo¢na stanica bolje
fagocitirati, ¢cime ¢e se pojacati imunoSna reakcija te ¢e se osigurati da antigen i adjuvans stignu u
istu antigen-predo¢nu stanicu. Adjuvanti koji posjeduju ovakvu sposobnost nazivaju se ¢esti¢ni
adjuvanti, u koje ubrajamo aluminijeve adjuvante, uljne emulzije, imunostimuliraju¢e komplekse,
liposome, proteasome, virosome. S druge strane, postoje i necesticni adjuvanti (primjerice
muramil dipeptid i njegovi derivati, saponini, lipid A) koji uglavhom djeluju kao
imunomodulatori, a samo poneki postizu dobro ciljanje, odnosno imaju sposobnost dostave

antigena izvrSnim stanicama imunosnog sustava domacina.

3) Indukcija stanicne imunosti posredovane CD8™ citotoksicnim T-limfocitima

Indukcija imunoreakcije posredovanje citotoksicnim CD8* T-limfocitima zahtijeva
procesiranje antigena u citosolu, u proteasomu endogenim putem te predocavanje preko molekula
MHC skupine I. Za poticanje ovakve imunoreakcije adjuvant mora osigurati ugradivanje
pojedinog peptida u kompleks s MHC molekulama skupine | te njegovu postojanost u tom

kompleksu.

4) Stvaranje depoa antigena na mjestu iniciranja
Adjuvanti mogu djelovati kao nosaci koji zarobljavaju antigene te ih polagano otpustaju

tijekom duljeg vremenskog razdoblja. Ovakav depo ucinak na mjestu injekcije sprjecava

razgradnju antigena te produZava vrijeme za kontak s antigenom.

Aluminijeve soli se najduZze koriste i pokazano je da su sigurne za upotrebu i u¢inkovite.

Koriste se u cjepivima protiv tetanusa, difterije, pertusisa, poliomijelitisa te hepatitisa Ai B, a u



veterinarske svrhe koriste se u raznim cjepivima protiv bakterijskih i virusnih bolesti (Lindblad,
2004). Induciraju jak Th2-tip imunoreakcije i stvaranje 1gG1l protutijela. Prednost njihove
upotrebe je neskodljivost, dostupni su i nisu skupi. Medutim, nedostatak je Sto ne pokazuju ili
pokazuju slabi adjuvantni uc¢inak s odredenim antigenima te ne aktiviraju stani¢ni imunosni
odgovor. S obzirom kako stimuliraju Th2-tip imunoreakcije, nisu adekvatan odabir u cjepivima

protiv virusa i unutarstani¢nih bakterija.

Lipid A predstavlja lipidnu komponentu lipopolisaharida stani¢ne stijenke Gram-negativnih
bakterija koja posjeduje adjuvantna svojstva, iznimno je toksi¢an te je uzrok pojave septickog
Soka, zbog ¢ega se ne primjenjuje na ljudima (Ismaili i sur., 2002). Medutim, odstranjenjem jedne
fosfatne grupe s poloZaja 1' nastaje 4'-monofosforil lipid A (MPL-A) koji je netoksic¢an, a zadrzava
adjuvantnu i imunostimulacijsku aktivnost, zbog ¢ega je odobren kao adjuvant za humana cjepiva,
ili sam ili u kombinaciji s emulzijom ulja u vodi, liposomima ili QS-21 (frakcija saponina u Quil-
A pripravku). MPL-A je u¢inkoviti adjuvant koji, za razliku od aluminijevih soli, moze inducirati

i humoralnu i stani¢nu imunost te Th1- i Th2-tip imunoreakcije (Martin i sur., 2003).

Uljne emulzije pripremaju se mijeSanjem uljnog adjuvanta s antigen sadrzavaju¢om
vodenom fazom. lako su se dugo Kkoristile u raznim humanim i veterinarskim cjepivima, danas je
drasticno smanjena njihova uporaba zbog toksi¢nosti i pojava sekundarnih reakcija na mjestu

injektiranja (Cox i Coulter, 1997).

CpG-motivi sadrzani u bakterijskoj DNA ili sintetskim oligonukleotidima ubrajaju se u
necesticne adjuvante. CpG-motivi sadrze specificne nizove od Sest parova baza karakteristicnog
slijeda: u sredini je nemetilirani CpG-dinukleotid koji je omeden s dva purina na 5'-kraju i dva
pirimidina na 3'-kraju. Pokazano je kako CpG-oligonukleotidi stimuliraju snazan Th1l-tip
imunoreakcije te lucenje citokina IFN-y, TNF-o 1 IL-12. Poti¢u i stvaranje opsoniziraju¢ih

protutijela, kao Sto su 1gG2a protutijela u miSa (Weeratna i sur., 2000).

Saponini predstavljaju heterogenu grupu sterolnih i triterpenoidnih glikozida. Primjer
aktivnih saponina jesu oni porijeklom iz kore drveéa Quillaja saponaria (Dalsgaard, 1970).
Djelomi¢no procis¢ena saponinska frakcija Quillaja saponaria sa standardnim sadrZajem
triterpenoidnih saponina i manjom lokalnom toksi¢no$¢u od krutih saponina je Quil A koji se Cesto
koristi kao veterinarski adjuvant, ali nije odobren za humanu primjenu jer se sastoji od nedovoljno
procis¢ene smjese srodnih saponina. Od 22 frakcije saponina u Quil A pripravku, njih deset
posjeduje adjuvantna svojstva, a u njih spada i QS-21 odobren za humanu primjenu (Kensil i sur.,
1991). QS-21 je stimulator stvaranja Th1-citokina (IL-2 i IFN-y) te IgG2a podrazreda IgG u misa.



2.2.1. Adjuvanti bakterijskog podrijetla

a) Peptidoglikan monomer

Peptidoglikani jesu komponente stani¢ne Stijenke bakterija. Fragmenti peptidoglikana
pokazuju razli¢ite bioloSke aktivnosti koje mogu utjecati na imunosni odgovor domacina (Seidl,
1986). Peptidoglikan monomer (PGM), porijeklom iz peptidoglikana bakterije Brevibacterium
divaricatum, dokazan je imunomodulator i imunostimulator. Radi se o disaharid-pentapeptidu
sastava: beta-D-GIcNAc-(1-2>4)-D-MurNAc-L-Ala-D-isoGlu-mesoA2pm-(eNH2)-D-Ala-D-Ala.
Stabilna je molekula male molekulske mase, netoksi¢na je i nepirogena komponenta (HrSak i sur.,
1994).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su stimulativno djelovanje PGM-a na proizvodnju citokina
IFN-y i IL-4, Sto ukazuje kako je PGM stimulator i Thl- i Th2-imunosnog odgovora (Halassy
Spoljar i sur., 2002). PGM se razgraduje brzo djelovanjem hidrolaza te je hidroliza glavni put
biotransformacija i vjerojatno jedini put biotransformacije PGM-a u sisavaca. Dokazano je i kako
PGM doprinosi stvaranju dugovjecne specificne memorije te ima vrlo brzo i produljeno djelovanje

unatoc¢ hidrolizi i izlu¢ivanju odgovarajuc¢ih metabolita (Halassy i sur., 2003).
b) Muramil dipeptid

Muramil dipeptid je sintetski imunoaktivni peptid koji se sastoji od N-acetil-muraminske
kiseline i dipeptida L-alanin i D-izoglutamina. Najmanja je sintetski priredena molekula
peptidoglikanske strukture s adjuvantnom aktivnosti. Stimulator je nespecifiéne imunosti. lako
pokazuje imunostimulacijsku aktivnost, posjeduje i nezZeljena svojstva poput pirogenosti i
somnogenosti. Kako bi se smanjili nezeljeni ucinci, sintetiziran je veliki broj derivata MDP koji
djeluju tako Sto aktiviraju NF-kB put preko NOD2 receptora (Meshcheryakova i sur., 2007).
Medutim, pokazano je kako ne stimuliraju dovoljno snazan imunosni odgovor kao drugi agonisti

TLR receptora pod razli¢itim uvjetima imunizacije (Moreira i sur., 2008).

MDP djeluje kao imunomodulator tako $to povecava ekspresiju povrsinskin markera
CD11a,b,c/CD18 i CD54 neophodnih za stani¢nu adheziju i predoavanje antigena, ¢ime se
povecava fagocitna i1 antimikrobna aktivnost te se olakSava citotoksi¢nost posredovana
protutijelima (O’Reilly i Zak, 1992). MDP inducira imunosne odgovore poveé¢anjem proizvodnje
IFN-y i drugih citokina, stimuliranjem diferencijacije i proliferacije limfocita (Traub i sur., 2006).
MDP je sam po sebi slabi imunostimulator (Yang i sur., 2001), ali multimerizacija moZe poboljsati

vezanje receptora, a imunostimulacijsko djelovanje MDP-a moze biti poboljsano ugradnjom u
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liposome (Alving, 1991). Istrazivanja su pokazala i kako MDP ima sinergisticki ucinak s

lipopolisaharidima koji se nalaze u vanjskoj membrani Gram negativnih bakterija.

2.2.2. Imikvimod

Imikvimod je nenukleozidni heterociklicki amin ¢iji to¢an mehanizam djelovanja nije
poznat, ali pretklinicka istrazivanja otkrila su kako modificira imunosni odgovor poboljSavajuci i
urodenu i ste¢enu imunost (Stanley, 2002). Najpoznatiji je predstavnik imidazokvinolina za koje
je pokazano kako reguliraju imunosne odgovore kroz interakcije s Toll-like receptorima koji
prepoznaju specificne komponente antigena (Tomai i sur., 2000). Poti¢e imunosne reakcije i
luc¢enje mnogih citokina koji zauzvrat stimuliraju T-stanice (Dahl, 2002). Imikvimod ispoljava
svoje djelovanje kroz TLR-7 i TLR-8 (Garland, 2003), Sto vodi do aktivacije signalne kaskade
koja potice translokaciju jezgrinog ¢imbenika NF-kB. NF-kB se potom veze za DNA te inducira
ekspresiju kemokina (CCL4 i CCL2) te mnogih proupalnih citokina iz mononuklearnih stanica
periferne krvi (IFN-o, TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12) (Vidal, 2006). Nadalje, imikvimod
aktivira antigen-predoc¢ne stanice, kao $to su dendritiCke stanice, zatim makrofage i B limfocite,
¢ime se aktivira sustav stecene imunosti (Guptai sur., 2002). Dosadasnja istrazivanja pokazala su
kako imikvimod moZze osigurati jednostavan, siguran i efikasan nalin za povecanje
imunogenicnosti cjepiva izazivanjem odgovarajuéeg CD8* T-stani¢énog odgovora (Johnston i

Bystryn, 2006).

2.2.3. Liposomi

Liposomi se definiraju kao sfericne vezikule sastavljene od prirodnih ili sintetskih
fosfolipida organiziranih u obliku jednog ili viSe fosfolipidnih dvosloja koji okruzuju unutarnju
vodenu fazu. Na pocetku su se koristili kao modelne stani¢ne membrane, a ondasu se 70-ih godina

20. stolje¢a poceli istrazivati kao nosaci lijekova.

Kao sto je vidljivo na slici 3, unutar liposoma hidrofobni repovi orijentiraju se jedni prema
drugima, dok se hidrofilne glave orijentiraju prema okolnom vodenom mediju. Zahvaljujuci
ovakvoj gradi, mogu sluziti kao nosaci hidrofilnih lijekova koji se uklapaju u unutarnju vodenu
fazu, hidrofobnih lijekova koji se ugraduju u fosfolipidni dvosloj te amfipatskih koji ¢e biti
smjesteni izmedu lipidne i vodene faze. Zbog svoga fosfolipidnog sastava biorazgradivi su i
biokompatibilni, mogu smanjiti toksicnost tvari koju prenose te joj povecati stabilnost (Kour 1 sur.,

2018). Upravo zbog karakteristika kao Sto su: slicnost s bioloskim membranama, netoksi¢nost,
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biorazgradljivost, nalaze primjene u raznim terapijskim podrucjima, primjerice u: hormonskoj

terapiji, cjepivima, tumorskoj imunologiji, imunostimulaciji (Torchilin, 2005).
2 "-}; . hidrofobni
s/ dvosloj
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Slika 3. Shematski prikaz liposoma (prema Nsairat i sur., 2022)

Primjenom cjepiva s liposomima poboljSavaju se farmakokineticka 1 farmakodinamicka
svojstva antigena: veca stabilnost, smanjenje potrebne doze, ciljana dostava do stanica imunosnog
sustava te ciljana unutarstani¢na dostava. Kako bi se postigla u¢inkovita dostava bioloske tvari
liposomima ili ciljana terapija pomocu liposoma, potrebno je kvantitativno zadrzati biolosku tvar
unutar liposoma u cirkulaciji. Problem preuranjene destabilizacije liposoma moze se rijesiti
primjerice mijenjanjem sastava lipida. Nadalje, vrijeme u cirkulaciji moZe se produZziti vezanjem
polimera na liposome, kao Sto je PEG (pegilirani liposomi). Pojedine primjene bioloskih tvari
mogu zahtijevati aktivan sustav dostave koji specifi¢no cilja odredeni tip stanice ili pojedino tkivo
te vecina aktivnih sustava dostave liposomima koristi ligande kemijski vezane na povrSinu
liposoma. Lipidni sastav liposoma te na¢in pripreme odreduju bitne fizikalno-kemijske
karakteristike vezikula, kao S$to su: veliCina Cestica, fluidnost membrane, hidrofobnost te
povrsinski naboj. Nadalje, liposomi mogu utjecati na ja¢inu i smjer imunosnog odgovora na cjepni
antigen (Schwendener, 2014). Zahvaljujuci svestranosti liposoma moguce je ugraditi sve vrste
imunostimulatora u istu disperziju liposoma. Lipidi i hidrofobne molekule mogu se ugraditi u
lipidni dvosloj dodavanjem otopljenih lipida prije formiranja suhog filma. Peptidi, proteini i
nukleotidi mogu se elektrostatski adsorbirati na suprotno nabijene lipide na povrsini liposoma.
Peptidi i proteini mogu se i inkapsulirati u vodenu unutrasnjost liposoma. Nukleotidi se mogu
kompleksirati s kationskim lipidima ugradenima izmedu vise lipidnih dvosloja. Nadalje, vezanje

proteina i peptida na formirane liposome moze se posti¢i kovalentnom konjugacijom.

U posljednjih 20-ak godina od cjepiva odobrenih za primjenu na ljudima u kojima su

sadrzani adjuvanti na bazi liposoma, odobren je primjerice Epaxal kojim se prevenira hepatitis A.
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Nadalje, u liposomima je ¢esto koriSten imunostimulator monofosforil lipid A, odnosno MPL-A,

odobren za upotrebu na ljudima.

2.2.4. Peptidni hidrogelovi

Peptidni hidrogelovi zbog visokog sadrzaja vode, podesive mehanicke stabilnosti i velike
biokompatibilnosti pruZaju razne moguénosti primjene u biomedicini, kao $to su dostava lijekova,
zarastanje rana i tkivno inZenjerstvo. Obi¢no imaju trodimenzionalne vlaknaste mreze koje su
umrezene fizikalnim ili kemijskim vezama. Velika je prednost Sto je moguce modificirati bo¢ni

lanac ili ugraditi okosnicu radi realizacije specifi¢nih aplikacija (Du i sur., 2015).

Hidrogelovi se mogu podijeliti na dvije grupe peptidnih materijala: kationske lizinske ili
argininske materijale te anionske aspartatne i glutamatne materijale. Negativno nabijeni
hidrogelovi ne ¢ine se imunogenima te ne izazivaju upalu nakon implantacije, §to je i prije uoceno

u peptidima koji sadrzavaju glutamat (Wen i sur., 2016).

Za izradu robusnih peptidnih hidrogelova najceS¢e se primjenjuju metode spontane

hidrogelacije, enzimski kontrolirane hidrogelacije te umrezavanjem poboljSano hidrogeliranje.

Peptidi, sastavljeni od razli¢itih aminokiselina, mogu se samosastaviti u vlaknaste
hidrogelove djelovanjem hidrofobnih interakcija, elektrostatskih interakcija, vodikovih veza i m-
ni-slaganja. Vlakna unutar hidrogelova cesto imaju nekoliko karakteristika sekundarne strukture,
ukljucuju¢i B-plocu i a-zavojnicu, na koje utjecu kineti¢ki ¢imbenici, kao $to su naboj, ioni i
otapalo. Difenilalanin primjer je jednostavnog peptida koji se moze samostalno organizirati u
hidrogel, a ¢vrsto¢a takvog hidrogela moZe se podesiti promjenom koncentracije peptida (Reches
1 Gazit, 2006). Peptidni hidrogelovi proucavaju se radi mogucénosti razli¢itih biomedicinskih

primjena (Moore i Hartgerink, 2017), kao $to su:

1) Dostava lijekova i proteina

Mnoge antikancerogene lijekove, kao Sto su taksol ili doksorubicin, karakteriziraju odredeni
nedostaci, kao Sto su sistemsko, neselektivno djelovanje, slaba topljivost, niska bioraspoloZivost
te laka razgradljivost u fizioloSkim uvjetima. S druge strane, koristenjem biokompatibilnih nosaca
lijekova mogle bi se dostaviti bitne komponente u svrhu lijeCenja tumora. Pored koriStenja
nanocestica, polimernih micela 1 polimernih hidrogelova, Samoorganizacijski peptidni
nanomaterijali od velikog su interesa zbog manjih troskova, moguénosti masovne proizvodnje te

relativno visoke stabilnosti i aktivnosti.

2) Zacjeljivanje rana
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Odredeni hidrogelovi pokazuju antibakterijsko djelovanje, a sastavljeni su od peptida s
inherentnim antibakterijskim djelovanjem, a veliku primjenu imaju u previjanju rana. Medutim,
vecéina antimikrobnih peptidanije stabilna u vodenoj otopini te se nisu u stanju samostalno sastaviti
u dobro definirane nanostrukture radi formiranja hidrogela. Enzimatski kontrolirano hidrogeliranje
poboljSava umreZavanje malih peptidnih agregata, ¢ime je onda omogucena adekvatna

proizvodnja antibakterijskih hidrogelova.

3) Tkivno inZenjerstvo

Uzimajuéi u obzir biokompatibilnost peptidnih hidrogelova i njihovu strukturnu sli¢nost
ljudskom tkivu u pogledu znacajnog postotka vode, tkivno inZenjerstvo nametnulo se je kao jedno
od najatraktivnijin primjena hidrogelova na bazi peptida. Peptidni hidrogelovi prikladni su za
brojne kulture stani¢nih linija te su sposobni promovirati adheziju stanica, podjelu stanica,

migraciju i vaskularizaciju.

2.2.5. Supramolekulski peptidni hidrogelovi

Supramolekulski peptidni hidrogelovi nastaju nekovalentnim umreZavanjem u vodenim
otapalima djelovanjem slabih nekovalentnih veza: hidrofobnim interakcijama, vodikovim vezama,

i van der Waalsovim interakcijama (Hartgerink i sur., 2002).

Bilo koja kemijska modifikacija moze utjecati na kemijska i fizikalna svojstva hidrogelova,
a isto tako mogu utjecati i razli¢iti vanjski podrazaji, primjerice promjena pH ili temperature te
izlozenost UV-zra¢enju (Branco i sur., 2009). Tako je primjerice topljivost temeljena na polarnim
bo¢nim lancima kiselih 1 bazicnih aminokiselina odredena stupnjem disocijacije, svojstvom koje
je ovisno o pH i ionskoj jakosti (Fletcher i sur., 2011). Zbog toga se proces samoorganizacije
nabijenih peptida moZe olakSati prilagodbom pH ili dodavanjemsoli za smanjenje elektrostatskih
odbijanja i poticanje agregacije. Shema nastajanja supramolekulskog peptidnog hidrogela, kao |
moguc¢e biomedicinske primjene, primjerice tkivno inZenjerstvo, dostava bioloskih tvari,
ukljucujuéi antigene, potom zacjeljivanje rana i bioprinting prikazane su na slici 4 (Omar i sur.,
2022).
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Slika 4. Shema nastajanja hidrogela i moguce biomedicinske primjene (prema Omar i sur.,

2022)

U ovome radu testirani su supramolekulski sustavi temeljeni na samoorganiziranim
hidrogelovima tripeptida Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2; Ac-Phe-Phe-p-Ala-OMe i Ac-Phe-Phe-
Ala-COOH, a strukture navedena tri tripeptida prikazane su na slici 5. Opisani tripeptidi pripremju
se jednostavno iz jeftinih polaznih aminokiselina u velikim koli¢inama, bilo sintezom u otopini ili
sintezom peptida na ¢vrstoj fazi, dok se hidrogel moze jednostavno pripremiti postupkom grijanja-
hladenja. Nastali hidrogel je tiksotropan, Sto znaci kako se mehanickim potresanjem struktura gela

narusava, a stajanjem se gel ponovo formira. Tiksotropna svojstva omogucavaju ugradnju
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2.3. ENZIMSKI IMUNOTEST NA CVRSTOJ FAZI

ELISA test (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), odnosno enzimski imunotest

jedna je od metoda za kvalitativno i semikvantitativno odredivanje protutijela ili antigena (Tijssen,



1985). Metoda je razvijena sredinom 60-tih godina 20. stoljeca u svrhu identifikacije antigena u
histoloSkim preparatima, analogno imunofluorescencijskim metodama te za identifikaciju
precipitacijskih linija dobivenih imunodifuzijom i imunoelektroforezom. Provodi se u svrhu
detekcije 1 kvantifikacije ciljnih molekula u razli¢itim uzorcima, ukljucujuéi serum, plazmu, urin,
slinu, ekstrakte stanica ili tkiva. Glavne prednosti ELISA testa jesu: visoka specifi¢nost metode,
osjetljivost, reproducibilnost, jednostavnost, nepostojanje radijacije kao kod radioimunotestova,
mogucénost usporedbe s poznatim standardom, prisutnost sve veéeg broja gotovih kompleta na
trziStu. Medutim, obzirom kako se kvantifikacija temelji na reakciji enzim-supstrat, vremenski
okvir za detekciju je vrlo kratak. Nadalje, ELISA testom moguce je samo dobiti informaciju o
prisutnosti ili koli¢ini ciljne molekule, dok se primjerice informacije 0 aktivnosti odredene
molekule ne mogu dobiti ovom metodom. ELISA test temelji se na tvorbi kompleksa antigen-
protutijelo, pri ¢emu su protutijela ili antigeni, ovisno o tipu ELISA-testa, obiljezeni enzimima.
Nazoc¢nost imunokompleksa dokazuje se biokemijski dodavanjem supstrata koji u prisutnosti
enzima mijenja boju. Za ELISA-test vazni su raznolikost protutijela te visoka kataliticka mo¢ i
specifi¢nost enzima Cija se aktivnost lako detektira. Metoda se izvodi na ¢vrstoj fazi, kao §to su

podloga od stakla, plastike ili nitrocelulozna membrana.

Enzimi koji se koriste u testu trebali bi imati nisku Km vrijednost, odnosno Michaelis-Menten
konstantu za supstrat, a visoku za produkt i visoku Ki. Nadalje, moraju biti stabilni, bilo u
slobodnom, bilo u konjugiranom obliku. Morali bi zadovoljiti kriterije Cistoce i lakoée preparacije.
Trebali bi biti jeftini te bi im se lako trebala detektirati aktivnost. Trebali bi biti kompatibilni
uvjetima pri kojima se izvodi test, kao Sto su pH-vrijednost, ionska jakost te sadrzaj pufera.
Navedene poZeljne karakteristike utjeu na Cesti izbor peroksidaze iz hrena, Armoracia rusticana.
Peroksidaza je oksidoreduktaza koja katalizira redukciju vodikova peroksida, pri ¢emu nastaju
dvije molekule vode, a oksidira se supstrat, pri ¢emu dolazi do promjene boje. Peroksidaza je vrlo
osjetljiiva na oneciS¢enja, prisutnost bakterija, bakteriostatskih agenasa. MozZe se inaktivirati
kisikom, hipokloritnom kiselinom te aromatskim ugljikovodicima Pored peroksidaze,

upotrebljavaju se i1 B-galaktozidaza te alkalna fosfataza.

Od supstrata koji se oksidiraju, mogu se Kkoristiti se o-dianisidin, o-tolidin ili o-
fenilendiamin. o-fenilendiamin (OPD) pogodan je donor elektrona c¢ija je oksidirana forma, 2,3-
diaminofenazin, narancaste boje te se moze mjeriti pri 445 nm ili 492 nm, ovisno o pH-vrijednosti.
Sam OPD je bezbojan, a mora se ¢uvati na hladnom u tami jer je fotosenzitivan. Kod rukovanja

njime treba obratiti pozornost na mutagenost OPD-a.
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Svaki tip enzim-imunotesta mozZe se Koristiti za detekciju i kvantifikaciju protutijela ili
antigena pomocu standardne krivulje nacinjene s poznatim koncentracijama protutijela ili
antigena, a izbor metode ovisi o prirodi pocetnog materijala te o tipu rezultata. Postoji vise
protokola za izvodenje ELISA-testana ¢vrstoj podlozi, ovisno o tome $to se zeli detektiratii 0

dostupnim reagensima. Na slici 6 prikazana je shema cetiri tipa ELISA-testa.
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Slika 6. Tipovi ELISA testa (prema PraxiLabs, 2021)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1

3.1.1.

MATERIJALI
Kemikalije

ovalbumin iz bjelanjka jajeta (Serva, Heidelberg, DE)

kalijev Kklorid (KCI)

kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4)

limunska kiselina monohidrat (CeHsO7XH20)

natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4)

natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3) (Kemika, Zagreb, HR)
natrijev karbonat (Na2CO3)

natrijev klorid (NaCl)

sulfatna kiselina (H2S04)

30 %-tni vodikov peroksid (H202)

orto-fenilendiamin dihidroklorid (OPD)

Tween 20, muramil dipeptid (MDP)

kolesterol iz svinjske jetre

albumin iz govedeg seruma (BSA) (Sigma, St. Louis, Mo, SAD)
polietilen glikol (PEG, Mr=4000 g/mol)

polivinil alkohol (PVA, Mr=89000-98000 g/mol)

timerosal (Fluka AG, Buch, Svicarska)

imikvimod (InvivoGen, Inc., San Diego, CA, SAD)

jajéani L-o-fosfatidilkolin (Avanti Polar Lipids, SAD)

peptidoglikan monomer (PGM) je pripravljen u Plivi prema prethodno opisanom
postupku (Keglevi¢ i sur., 1979)

Peptidni hidrogelatori su sintetizirani prema ranije opisanom postupku (Pospisil i sur.,
2016).
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3.1.2. Enzimi i protutijela za ELISA-testove

e kozja protutijela razreda IgG konjugirana peroksidazom iz hrena specificna za cijelu
molekulu misjeg 1gG (antim-1gG-HRP, Sigma, St. Louis, Mo, SAD)
biotinom (biotin-manti-lgG1, BD Pharmingen, San Diego, CA, SAD)

e streptavidin konjugiran peroksidazom iz hrena (streptavidin-HRP, Sigma, St. Louis, Mo,
SAD)

v

s biotinom (biotin-manti 1lgG2a, BD Pharmingen; San Diego, CA, SAD).

3.1.3. Pokusne zZivotinje

Biolo3ki pokusi su provedeni u Odsjeku za uzgoj pokusnih Zivotinja Imunoloskog zavoda,
na miSevima koji se i inae primarno Koriste u istrazivanjima iz podruc¢ja imunologije, s obzirom
kako je dostupan veliki broj razli¢itih srodnih sojeva, a na trziStu postoje reagensi za analizu
specifiéne imunoreakcije. Koristeni su miSevi soja NIH/OlaHsd, Zenke stare 2 — 2,5 mjeseca iz
vlastitog uzgoja. Hrana i voda im je bila ponudena na volju. Testiranja su provedena u skladu s
hrvatskim Zakonom o dobrobiti Zivotinja (NN 102/2017), koji je u skladu s EC Direktivom
(2010/63/EV).

3.1.4. Puferii otopine

e PBST (pufer za ispiranje), pH=7,4:
16,0 g NaCl
2,2 g Na2HPO4
0,4 g KH2PO4
0,4 g KCI
0,2 g timerosala
1,0 mL Tween 20
Nadopuniti destiliranom vodom do 2 L.
e inkubacijski pufer (0,5 % BSA u PBST-u), pH=9,77:
2,59 BSAu500 mL PBST-a

e Kkarbonatni pufer (pufer za oblaganje; pH= 9,6) u 100 mL vode:
167,5 mg Na2CO3
288,3 mg NaHCOs3
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e citrat-fosfatni pufer (pH=5,0) u 100 mL vode:

1,03 g limunske Kiseline
1,44 g Na2HPO4

3.1.5. Oprema

o mikrotitracijske plocice (Costar, Assay Plate, 96 Well Clear, Flat Bottom, High
Binding, No Lid, Polystyrene)

e spektrofotometar za mikrotitracijske plo¢ice READER 530 (Organon Teknika B.V.,
Boxtel, Nizozemska)

e COz2 inkubator (Memmert, Njemacka)

e centrifuga 5810R (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e analiticka vaga AT261 (Mettler Toledo, Zirich,CH)

e analiticka vaga, XSR205 (Mettler Toledo, Zirich,CH)

e pH-metar, Seven Easy (Mettler Toledo, Zirich,CH)

3.2. METODE

3.2.1. Imunizacije pokusnih Zivotinja

MiSevi su podijeljeni u skupine po pet zivotinja i imunizirani potkozno u bazu repa s 0,1 mL
imunizacijske otopine. Koli¢ina injektiranog antigena iznosila je 10 pg, dokje koli¢ina adjuvanata
iznosila 400 pg lipida (fosfatidilkolin i kolesterol u molarnom omjeru 7:5), 200 pg hidrogelatora,
200 pug PVA, 200 pg PEG, 200 pg PGM, 75 pg (0,15 pmol) MDPi 36 pg (0,15 pmol) imikvimoda.
Imunizacijske otopine s antigenom u liposomima, uz dodatak PGM-a, MDP-a i imikvimoda su
pripravljene prema ranije opisanim postupcima (Habjanec i sur., 2006.). Antigen je inkorporiran
u hidrogelove i nanokompozite na nacin da je nakon formiranja gela prema ranije opisanom
postupku (Pospisil i sur., 2016.) hidrogel razrijeden otopinom ovalbumina u fizioloskoj otopini,
odgovarajuée koncentracije kako bi svaka eksperimentalna Zivotinja dobila tocnu koli¢inu

hidrogela i antigena.

Nakon primoimunizacije dva putasu docijepljeni urazmaku od 28 dana. MiSevi su krvareni
7 dana nakon drugog docjepljivanja iz potpazusnog spleta krvnih zila nakon anestezije smjesom
anestetika ketamina (Ketamidor Richter Pharma, 10 %) i ksilazina (Xylased Bio, 20mg/mL,
Bioveta). Prikupljene krvi ostavljene su pola sata na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je koagulum

odvojen od seruma centrifugiranjem 45 minuta na 3200 x g na sobnoj temperaturi. Nakon toga
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serumi su inkubirani pola sata na 56 °C radi inaktivacije komplementa, a do analize serumi su

pohranjeni na -20 °C.

3.2.2. Odredivanje IgG specifi¢nih za ovalbumin u misjim serumima ELISA-testom

U naSim istrazivanjima prethodno je razvijen i opisan in vivo test za istrazivanje adjuvantne
aktivnosti u miSu uz ovalbumin (Habjanec i sur., 2006) koji je koristen kao modelni antigen u
skladu s preporukama za adjuvantno testiranje (Stewart-Tull, 1989), s obzirom kako je slabo
imunogenic¢an, dobro definiran i komercijalno dostupan. Koli¢ine antigena OVA i pojedinih
adjuvanata kao i put administriranja, prethodno je istrazeno te su koristeni optimalni
eksperimentalni uvjeti. S obzirom kako su komercijalno dostupna primarna misja anti-
ovalbuminska protutijela, kao i sekundarnda enzimom obiljezena anti-misja protutijela razvijen je
ELISA test za odredivanje ukupnih imunoglobulina IgG te specificnih podrazreda imunoglobulina

IgG111gG2a, koji su specifi¢ni indikatori tipa imunosnog odgovora, Thl i Th2.

Mikrotitracijske ploCice ravnoga dna s 96 jazica (Flat bottom, high binding, Costar,
Cambridge, SAD) obloZene su otopinom ovalbumina masene koncentracije 1,5 mg/mL u puferu
za oblaganje, odnosno u karbonatnom puferu pH-vrijednosti 9,6 (100 uL po jazici) tesu inkubirane
preko noc¢i na sobnoj temperaturi. Sljedeceg dana nakon ispiranja plo¢ica PBST-om (ispiranje tri
puta s po 200 pL PBST-a po jazici), slobodna preostala mjesta u jazicama blokirana su 0,5 %-
tnom otopinom BSA (w/v) u PBST-u (200 pL po jazici) 2 sata na 37 °C, nakon ¢ega su plocCice
ponovno isprane tri puta s 200 pL PBST-a po jaZici. Serumi imuniziranih miSeva analizirani su u
viSe razrjedenja pripravljenih u inkubacijskom puferu. Naneseno je 100 pL pripravljenih
razrjedenja po jaZici, svaki uzorak u duplikatu te je slijedila inkubacija preko no¢i na sobnoj
temperaturi. Potom su plocice isprane tri puta s 200 uL PBST-a po jazici te su oblozene
pripravljenom otopinom protumisji IgG-HRP i inkubirane dvasata na 37 °C. Otopina konjugata,
kozji-protumisji 1gG-HRP, pripravi se tako da se prvo pripremi 1:2 razrjedenje s glicerolom, a
zatim se pripravi razrjedenje 1:4000 s inkubacijskim puferom. Nakon ispiranja tri puta s 200 pL
PBST-a po jazici, u mikrotitracijske plocice dodana je pripravljena otopina OPD-a (0,6 mg/mL,
100 pL po jazici) i inkubirane su u tami pola sata na sobnoj temperaturi. Neposredno prije
nanoSenja na plocicu, otopini OPD-a dodaje se 30 %-tni H202. Enzimska reakcija zaustavljena je

dodatkom 12,5 % H2SO4, 50 uL/jazici i izmjerena je apsorbancija na 492 nm.

Spektrofotometrijski su analizirani serumi eksperimentalnih Zivotinja, nakon dodatka OPD,
pri Asg2nm. Na osnovu izmjerene apsorbancije za svaki pojedini serum, napravljeno je pet

razrjedenja seruma u duplikatu te isto toliko razrjedenja standarda, a razrjedenja su odabrana
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specificno za svaki pojedini uzorak. Pripravljena razrjedenja analizirana su u sljede¢im ELISA
testovima, a pomocu testa paralelnih pravaca analizirani su rezulatati, te na osnovu poznatih
jedinica pripisanih standardima, izraGunate su koli¢ine prisutnih specifi¢nih protutijela izraZzene u
proizvoljnim jedinicama u mililitru (PJ/mL; engl. arbitrary unit, AU/mL). Kaostandard je koristen
pripravak miSjeg monoklonskog protutijela (anti-OVA) kojemu je dogovorno pripisana vrijednost
20 000 AU/mL.

3.2.3. Odredivanje I1gG1 i IgG2a podrazreda 1gG specifiénih za ovalbumin u mi§jim serumima
ELISA testom

ELISA testovi za odredivanje 1gG1 i IgG2a podrazreda 1gG specifiénih za ovalbumin
identi¢ni su u svim koracima kao i kod odredivanja IgG, osim u koraku u kojem se nanose biotin-
manti-lgG1, odnosno biotin-manti-lgG2a. Prva tri koraka u ELISA testu, oblaganje plocica
otopinom ovalbumina, blokiranje 0,5%-thnom otopinom BSA (w/v) u PBST-u te nanoSenje
pripremljenih razrjedenja seruma u inkubacijskom puferu, izvodena su prema postupku opisanom
u 3.2.2. Nakon inkubacije seruma i standarda plocice se ispiru, nakon ¢ega se za odredivanje 1gGl
nanosi biotinom konjugirano monoklonsko protutijelo specificno za misji I1gG1 (biotin-manti-
IgG1) u koncentraciji 0,5 pg/mL, dok se za odredivanje 1gG2a na plocice nanosi biotinom
konjugirano monoklonsko protutijelo specificno za misji [gG2a (biotin-manti-lgG2a) u
koncentraciji 0,5 pg/mL (100 pL/jazici). Ploc¢ice se inkubiraju dva satana 37 °C, a nakon ispiranja
tri putas PBST-om, za odredivanje IgG 1 na plocice se dodaje 100 pL po jazici otopine streptavidin
- peroksidaze (streptavidin-HRP za 1gG1; 1:300000), a za odredivanje 1gG2a dodaje se 100 L po
jazici otopine streptavidin - peroksidaze (streptavidin-HRP za 1gG2a;1:100000) te se test nastavlja
kako je prethodno opisano. Koli¢ina prisutnih specifiénih imunoglobulina anti-OVA 1gG1i 1gG2a
odredena je testom paralelnih 28 pravaca kako je prethodno opisano za ukupne imunoglobuline,
1gG, stom razlikom da je standardu anti-lgG1 dogovorno pripisana vrijednost od 400000 AU/mL,
a za odredivanje koli¢ine 1gG2a specificnih za ovalbumin standardnom pripravku anti-1gG2a

pripisana je vrijednost od 10000 AU/mL.

3.2.4. Statisticka obrada podataka

StatistiCka obrada podatakanapravljena je koriStenjem racunalnog programa SPSS. Pokusne
skupine medusobno su usporedivane visestrukim Kruskal-Wallis neparametrijskim testom, nakon

Cega je provedena post-hoc analiza. Statisticka razlika uz p<0.05 smatrana je znacajnom.

22



4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovoga diplomskog radabio je testirati peptidne hidrogelatore razli¢ite kemijske strukture
te istraziti njihov utjecaj na specifiénu imunosnu reakciju istimulaciju stvaranja protutijela razreda
IgG te stvaranje 1gG1 i IgG2a podrazreda kao pokazatelja tipa nastale imunoreakcije. Ispitivana
je i adjuvantna aktivnost adjuvanata poznate strukture i mehanizama djelovanja: liposoma,
peptidoglikan monomera, muramil dipeptida i imikvimoda kako bi se mogla usporediti njihova
adjuvantna aktivnost s aktivnosti peptidnih hidrogelatora. Koristeni su hidrogelatori razli¢ite
kemijske strukture kako bi se pokazalo kako ¢e male promjene u strukturi tripeptida rezultirati u
promjeni adjuvantne aktivnosti peptidnog hidrogelatora. Rezultati odredivanja anti-OVA
1gG/1IgG1/1gG2a u serumima miSeva imuniziranih formulacijama antigegna OVA u
hidrogelatorima ispitivanih tripeptida prikazani su od slike 10 do slike 12, a na slici 13 prikazan je
uc¢inak pripravljenih adjuvantnih formulacija na tip imunosne reakcije. Dosadasnja istrazivanja
pokazala su adjuvantno djelovanje ve¢ ranije spomenutih adjuvanata bakterijskog podrijetla,
peptidoglikan monomera (Halassy i sur., 2003; Valinger i sur., 1987) i muramil dipeptida (Ellouz
i sur., 1974), kao i liposoma (Perrie i sur., 2016), stoga su ti adjuvanti koristeni u istraZzivanjima
opisanim u ovom diplomskom radu kako bi adjuvantnu aktivnost testiranih supramolekulskih
peptidnih hidrogelova mogli usporediti s aktivno$¢u poznatih adjuvanata. IstraZzivanje adjuvantne
aktivnosti novih spojeva koje propisuju regulatorne agencije kao Sto su FDA (engl. Food and Drug
Administration) i EMEA (engl. European Medicines Agency) je zahtjevno i dugotrajno i temelji
se na brojnim in vitro i in vivo predklini¢kim studijama, a tek nakon $to se zadovolje zahtjevi
predklini¢kih studija prelazi se na klinicka istrazivanja (EMEA/CPMP/VEG/17/03/2004v 5/).
Karakterizacija imunosnog odgovora je jedan od minimalnih zahtjeva koji je potrebno provesti da
bi se dobili podaci o predklini¢koj imunogenosti, podaci o ovisnosti razli¢itih doza adjuvanata o
razli¢itim dozama koristenog cjepnog antigena te usporedba aktivnosti adjuvantiranog cjepnog

antigena, samog antigena i antigena s ve¢ poznatim i dobro opisanim adjuvantom.

Nadalje, u zasebnom in vivo pokusu pripremljeni su i karakterizirani nanokompoziti
tripeptida Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NHz s polimerima PEG i PVA te je istrazen njihov adjuvantni
uc¢inak na koli¢inu nastalih anti-OV A protutijela, u usporedbi s adjuvantima poznate strukture i
mehanizma djelovanja (peptidoglikan monomer, muramil dipeptid i imikvimod) te u usporedbi s
peptidnim hidrogelatorom bez dodatka polimera kako bi se pokazalo hoc¢e li dodatak polimera
PVA ili PEG povecati adjuvantnu u€inkovitost peptidnog hidrogelatora. Rezultati odredivanja

anti-OVA 1gG/1gG1/1gG2a u serumima miSeva imuniziranih formulacijom OVA u hidrogelu Ac-
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L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 bez dodatka polimera te s dodatkom polimera PVA i PEG prikazani su

na slikama 14, 15 i 16, a njihov adjuvantni u¢inak na tip imunosne reakcije prikazan je naslici 17.

4.1. UCINAK ADJUVANTSKIH FORMULACIJA NA STVARANJE ANTI-OVA
19G/1gG1/1gG2a
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Slika 7. Ucinak istrazivanih adjuvantnih formulacija na koli¢inu ukupnih anti-OVA 1gG
protutijela odredenih spektofotometrijski pri A492 nm. Kontrolnaskupina: 1 - OVA. Pokusne
skupine: 2 — OVA u liposomima, 3 - OVA+PGM, 4 - OVA+MDP, 5 -
OVA+IMIKVIMOD, 6 — OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2, 7 — OVA+Ac-L-Phe-L-
Phe-BAla-OMe, 8 - OVA+AcC-L-Phe-L-Phe-L-Ala-COOH.

X predstavlja srednju vrijednost pet vrijednosti po svakoj skupini.

24



Slika 7 prikazuje preliminarne rezultate odredivanja ukupnih anti-OVA 1gG protutijela u
pokusnim skupinama, koji su nam dalje posluzili za pripravu razrjedenja i analizu protutijela

testom paralelnih pravaca, a izraCunate koli¢ine prisutnih specifi¢nih protutijela izrazene u

proizvoljnim jedinicama u mililitru prikazane su na slici 10.
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Slika 8. Uc¢inak istrazivanih adjuvantnih formulacija na koli¢inu anti-OVA 1gG1 protutijela
odredenih spektofotometrijski pri Asg2nm. Kontrolna skupina: 1 — OVA. Pokusne skupine:
2 — OVA u liposomima, 3- OVA+PGM, 4 - OVA+MDP, 5 - OVA+IMIKVIMOD, 6 —

OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2, 7 OVA+AcC-L-Phe-L-Phe-BAla-OMe, 8 -

OVA+ACc-L-Phe-L-Phe-L-Ala-COOH. x predstavlja srednju vrijednost pet vrijednosti po

svakoj skupini.

Slika 8 prikazuje preliminarne rezultate odredivanja anti-OV A 1gG1 protutijela u pokusnim
skupinama, koji su nam dalje posluZili za pripravu razrjedenja i analizu protutijela testom

paralelnih pravaca, a izracunate koli¢ine prisutnih specifi¢nih protutijela izrazene u proizvoljnim

jedinicama u mililitru prikazane su na slici 11.
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Slika 9. Ucinak istraZzivanih adjuvantnih formulacija na koli¢inu anti-OVA 1gG2a protutijela
odredenih spektofotometrijski pri As92nm. Kontrolna skupina: 1 — OVA. Pokusne skupine:

2 — OVA u liposomima, 3- OVA+PGM, 4 - OVA+MDP, 5 - OVA+IMIKVIMOD, 6 —
OVA+AcC-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2, 7 - OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-pAla-OMe, 8 -
OVA+ACc-L-Phe-L-Phe-L-Ala-COOH. x predstavlja srednju vrijednost pet vrijednosti po

svakoj skupini.

Slika 9 prikazuje preliminarne rezultate odredivanja protutijela podrazreda 1gG2a u
pokusnim skupinama koji su nam posluzili za pripravu razrjedenja i analizu protutijela testom
paralelnih pravaca, a izra¢unate koli¢ine prisutnih specifi¢nih protutijela izrazene u proizvoljnim

jedinicama u mililitru prikazane su na slici 12.
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Slika 10. Ucinak istraZivanih adjuvantnih formulacija na koli¢inu ukupnih anti-OVA 1gG
protutijela. Kontrolna skupina: 1 — OVA. Pokusne skupine: 2 — OVA u liposomima, 3 —
OVA+PGM, 4 - OVA+MDP, 5 - OVA+IMIKVIMOD, 6 - OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-
Ala-NH2, 7- OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-BAla-OMe, 8- OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-
COOH. x predstavlja srednju vrijednost pet vrijednosti po svakoj skupini. *Statisti¢ki

znacajna razlika izmedu eksperimentalnih grupa (p < 0,05).
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Iz rezultata prikazanih na slici 10 vidljivo je kako je najveca koli¢ina protutijela razreda [gG
razvijena u grupi koja je primila antigen ugraden u hidrogel peptida Ac-Phe-Phe-Ala-NH2 u
usporedbi sa svim istrazenim adjuvantima. Tre¢a skupina (OVA-+PGM) stimulirala je statisticki
znacajno jace stvaranje anti-OV A 1gG u odnosu na skupinu 2 (OVA liposomi). PGM je adjuvant
koji stimulira humoralnu i stani¢nu imunoreakciju specificnu za OVA. Istrazivanja su pokazala
njegov ucinak na povecanje stvaranja ukupnih IgG-a te u€inak na stimulaciju stvaranja IgGl 1
IgG2a podrazreda 1gG-a specifi¢nih za antigen. Medutim, nedostatak je ograni¢eno adjuvantno
djelovanje PGM-a, 5to se moze obrazloziti brzom razgradnjom u organizmu misa, odnosno PGM
je podloZan preranoj sekreciji iz organizma i brzoj enzimskoj razgradnji na metabolicke produkte
koji sami po sebi nisu imunostimulacijski aktivni. Nadalje, peta skupina (OVA+IMIKVIMOD)
stimulirala je statisticki znacajno jace stvaranje anti-OVA 1gG u odnosu na skupinu 2 (OVA
liposomi). Koli¢ina anti-OVA 1gG u pokusnoj skupini 6 (OVA+Ac-Phe-Phe-NH3) statisticki je
veéa u odnosu na pokusnu skupinu 3, 4 i 7, odnosno adjuvantni sustav na bazi tripeptida Ac-Phe-
Phe-NH:2 pokazuje ja¢i imunostimulacijski potencijal proizvodnje ukupnih anti-OVA 1gG u
odnosu na adjuvante PGM i MDP te u odnosu na tripeptid Ac-Phe-Phe-pAla-OMe. Utvrdeno je i
kako je pokusna skupina 8 (OVA+ Ac-Phe-Phe-Ala-COOH) stimulirala statisti¢ki znacajno jace
stvaranje anti-OVA IgG u odnosu na pokusnu skupinu 2, odnosno formulaciju antigena OVA
ugradenog u liposome. Pokazana je ovisnost strukture i adjuvantne aktivnosti jer se zamjenom
slobodne N-terminalne skupine kod tripeptida iz pokusne skupine 6 s metilnom skupinom
(tripeptid iz pokusne skupine 7) ili karboksilnom skupinom (tripeptid iz pokusne skupine 8)
smanjila adjuvantna u¢inkovitost Phe-Phe-Ala tripeptida. Nadalje, navedeni tripeptidi razlikuju se
i u konfiguraciji alanina te je tako kod pokusne skupine 7 ispitivan tripeptid kod kojeg je alanin u
B-konfiguraciji. Dobiveni rezultati u u skladu s literaturom, odnosno pokazano je kako
funkcionalne skupine na peptidnim hidrogelovima utje€u na smjer i intenzitet imunosne reakcije
(Lopez-Silva i sur., 2020.). Recentna istraZivanja su pokazala kako i slijed aminokiselina snazno

mijenja adjuvantnu aktivnost (Zhang i sur., 2022).

Opisani utjecaji kemijske strukture i konfiguracije aminokiselina u skladu su s literaturom u
kojoj je opisana imunostimulacijska aktivnost supramolekulskog hidrogela D-tetra-peptida,
strukture Nap-GPFPFPY (Liu i sur., 2019; Luo i sur., 2016). Pokazano je kako D-peptidi imaju
neSto bolju stabilnost u bioloSkim sustavima i pokazano je kako u usporedbi s L-gelom,
koristenjem D-gela znacajno se poboljsala produkcija anti-OVA 1gG2ai 1gG2b, a takva snazna
indukcija imunosnih odgovora mogla bi se objasniti sposobnos¢u gela da inducira sazrijevanje

dendritickih stanica i produljuje nakupljanje antigena u limfnim ¢vorovima, perifernim limfnim
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organima u kojima aktivirane antigen-predocne stanice mogu stupiti u interakciju s T-stanicama i
B-stanicama kako bi se potaknuo adaptivni imunosni odgovor. Pokazana je ovisnost strukture i
aktivnosti jer se zamjenom slijeda aminokiselina u peptidu i terminalnih skupina na peptidu
smanjila imunostimulacijska aktivnost peptida. Nadalje, rezultati rada iz 2016. godine (Luo i sur.,
2016) pokazali su kako je formulacija D-gela snazZnije pojacala proizvodnju IL-5 u odnosu na na
njegov L-enantiomer i u odnosu na alum. Nadalje, D-formulacija znacajno je inducirala
proliferaciju ovalbumin-specifi¢nih splenocita za 1 — 2 puta u usporedbi s drugim istraZzivanim
cjepivima te je pokazano kako je proliferacija splenocita bila ovisna o antigenu. Formulacija D-
gela znacajno je potaknula antigen-ovisnu proliferaciju splenocita, kao i proizvodnju IFN-yi IL-
5.
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Slika 11. U¢inak istrazivanih adjuvantnih formulacija na koli¢inu anti-OVA I1gG1 protutijela.
Kontrolna skupina: 1 — OVA. Pokusne skupine: 2 — OVA u liposomima, 3 - OVA+PGM,
4 — OVA+MDP, 5 - OVA+IMIKVIMOD, 6 — OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NHz, 7 —
OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-BAla-OMe, 8 -  OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-COOH.
X predstavlja srednju vrijednost pet vrijednosti po svakoj skupini. *Statisticki znacajna

razlika izmedu eksperimentalnih grupa (p < 0,05).
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Slika 12. Ucinak istrazivanih adjuvantnih formulacija na koli¢inu ukupnih anti-OVA 1gG2a
protutijela. Kontrolna skupina: 1 — OVA. Pokusne skupine: 2 — OVA u liposomima, 3 —
OVA+PGM, 4 - OVA+MDP, 5 - OVA+IMIKVIMOD, 6 - OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-
Ala-NH2, 7 — OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-pAla-OMe, 8 — OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-

COOH. x predstavlja srednju vrijednost pet vrijednosti po svakoj skupini.

Na slici 11 vidljivo je kako su najve¢i imunostimulacijski ucinak na stvaranje anti-OVA
IgG1 pokazale formulacie OVA+MDP te OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2. Statisticki
znacajna razlika utvrdena je izmedu skupine koja je primila antigen ugraden u hidrogel tripeptida
OVA+AC-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 u usporedbi sa samim antigenom, antigenom u liposomima te

s PGM-om. Navedeni peptidni hidrogelator takoder je statisticki znacajnije stimulirao proizvodnju
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anti-OVA IgG1 u usporedbi s druga dva hidrogelatora strukturno razlicitih tripeptida. MDP je
takoder snazno potaknuo nastanak 1gG1 protutijela kao rezultat jake humoralne imunosne reakcije.
MDP, najmanja jedinica bakterijskog peptidoglikana koja pokazuje imunostimulacijsku aktivnost,
stimulirao je statisti¢ki znacajno jace stvaranje anti-OV A 1gG1 protutijela u usporedbi sa samim
antigenom te u usporedbi s formulacijama OV A+liposomi, OVA+PGM, OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-
BAla-OMe i OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-COOH.

Na slici 12 prikazan je ucinak ispitivanih adjuvantnih formulacija na koli¢inu anti-OVA
IgG2a protutijela, a statistickom obradom podataka utvrdeno je kako nema statisticki znacajne
razlike izmedu pokusnih skupina. Medutim, iz slike je vidljivo kako imikvimod te hidrogelatori
tripeptida  Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 i Ac-L-Phe-L-Phe-BAla-OMe  imaju  jaci
imunostimulacijski u¢inak na proizvodnju anti-OV A 1gG2au usporedbi s ostalim adjuvantima te

u usporedbi sa samim antigenom OVA.

Ako se usporeduje ucinak ispitivanih hidrogelatora tri strukturno razli¢ita tripeptida na
produkciju protutijela podrazreda IgG1li 1gG2a, vidi se kako Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 ima
znaCajan utjecaj na stvaranje anti-OVA 1gG1, ali i stvaranje anti-OVA 1gG2a. Uporabom tog
tripeptida postignuta je najveca srednja vrijednost koli¢ine induciranih anti-OVA 1gG2a, ali
pokazuje jaci potencijal stvaranja anti-OV A IgG1, ¢ija je srednja vrijednost koli¢ine gotovo tri
puta ve¢a u odnosu na srednju vrijednost koli¢ine anti-OVA 1gG2a. Hidrogelatori druga dva
tripeptida pokazala su znacajniji utjecaj na stvaranje anti-OV A 1gG2au odnosu na produkciju anti-
OVA 1gG1. Nadalje, usporedujuéi pokusne skupine 7 i 8 te njihov utjecaj na stvaranje 1gG1 i
1gG2a, moze se zakljuditi kako ta dvaadjuvantnasustava imaju slican utjecaj na proizvodnju 1gG1,
gdje su pokazali slabi imunostimulacijski potencijal, a u slucaju utjecaja na proizvodnju 1gG2a,
iako su oba adjuvantna sustava pokazala znacajniji utjecaj, pokusna skupina 7 (OVA+Ac-L-Phe-
L-Phe-BAla-OMe) pokazala je vecu imunostimulacijsku sposobnost proizvodnje 1gG2au odnosu
na pokusnu skupinu 8 (OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-COOH), ali nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu te dvije pokusne skupine. Kao i na primjeru utjecaja na proizvodnju
ukupnih anti-OVA IgG-a, tako se i na primjeru grafova prikazanih na slikama 11 i 12 moze uociti
kako male promjene u strukturi peptida, kao Sto je konformacijski polozaj aminokiseline ili
razli¢ite funkcijske skupine, u ovom sluc¢aju metoksi skupina kod grupe 7 te karboksilna skupina
kod grupe 8, mogu imati utjecaja na imunostimulacijski potencijal ovakvih adjuvantnih sustava na
proizvodnju anti-OVA 1gG1i anti-OVA 1gG2a. 1z rezultata je vidljivo da je adjuvantni sustav
temeljen na peptidu Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH: prikladan adjuvant jer, pored sposobnosti
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induciranja 1gG1, pokazuje sposobnost povecanja razine protutijela 1gG2a koja su vazna u obrani

od virusa 1 parazita te u poticanju stanicne imunosti ovisne o protutijelima.
4.2. UCINAK ADJUVANTSKIH FORMULACIJA NA TIP IMUNOREAKCIJE

Kako bi se ispitalo kako pojedina adjuvantna formulacija utjece na Th-tip imunoreakcije,
analizirane su koli¢ine nastalih anti-OVA IgG1i IgG2apodrazreda IgG. Omijer vrijednosti 1IgG1i
IgG2a izraCunat je za svakog miSa u svim pokusnim skupinama, a rezultati su prikazani na slici
13. Omyjer relativnih koli¢ina anti-OVA 1gG1i anti-OVA 1gG2a pokazuje jesu li i kako pojedine
istrazivane formulacije utjecale na tip imunoreakcije. Poznato je kako adjuvanti mogu modulirati
omjer Th1/Th2 induciranoga imunosnog odgovora (loannou i sur., 2002). Sto je omjer 1gG1/1gG2a
manji, koli¢ina protutijela 1gG2a je veca, Sto oznacava kako je imunoreakcija viSe usmjerena
prema Thl-tipu imunoreakcije te obrnuto, $to je omjer 1gG1/1gG2a veci, koli¢ina protutijela 1gG1

je veca, §to oznacava kako je imunoreakcija vise usmjerena prema Th2-tipu imunoreakcije.
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16 - T
14 4
12 4
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IeG1/1gG2a
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Slika 13. U¢inak istraZivanih adjuvantnih formulacija na omjer 1gG1 i 1gG2a. Kontrolna skupina:
1 - OVA. Pokusne skupine: 2 - OVA u liposomima, 3 - OVA+PGM, 4 - OVA+MDP, 5
- OVA+IMIKVIMOD, 6 — OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2, 7 — OVA+Ac-L-Phe-L-
Phe-BAla-OMe, 8 - OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-COOH.

X predstavlja srednju vrijednost pet vrijednosti po svakoj skupini.

Na slici 13 vidi se kako su najveée vrijednosti omjera 1gG1/1gG2a izracunate za skupine
imunizirane s OVA+MDP i OVA+Ac-Phe-Phe-Ala-NHz, §to zna¢i kako MDP i tripeptid Ac-Phe-
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Phe-Ala-NH:zinduciraju Th2-tip imunoreakcije, dok je za ostale adjuvantne formulacije izracunata
niska vrijednost omjera 1gG1/1gG2a pa se moze zakljuciti kako navedene formulacije skrecu

imunoreakciju prema Thl-tipu.

Srednja vrijednost omjera [gG1/1gG2aza skupinu 2 imuniziranu liposomima s ugradenim
ovalbuminom veca je u odnosu na kontrolnu skupinu OV A. Dosadasnja istrazivanja potvrdila su
kako liposomi s ugradenim OV A vrijednost 1gG1/IgG2a pomi¢u dominantno na stranu 1gG2a,
¢ime usmjeravaju imunoreakciju prema Thl-tipu. Liposomi stimuliraju lucenje citokina IL-12 i
IFN-y, §to su citokini koji poticu diferencijaciju i proliferaciju Thl-limfocita (Yotsumoto i sur.,
2004). Medutim, liposomi se mogu povezati i s Th2-tipom imunoreakcije, a klju¢nu ulogu u
odredivanju imunosnog odgovora ima veli¢ina liposoma pa tako ve¢i liposomi induciraju
proizvodnju IFN-y i IgG2a, $to je karakteristika Th1-odgovora, dok se manji liposomi povezuju s
Th2-tipom imunoreakcije. Nadalje, iako je formulacija liposoma s ugradenim ovalbuminom
pokazala svojevrsnu adjuvantnu ucinkovitost, inducirana imunoreakcija ograni¢enog je vijeka te
za indukciju Thl-tipa imunoreakcije duzeg vijeka dominantnu ulogu imaju imunostimulatori kao
Sto su peptidoglikan monomer ili imikvimod. PGM je stimulirao proizvodnju i anti-OVA IgG2ai
anti-OVA IgG1l. MDP je inducirao stvaranje i IgG1 i IgG2a, s tim kako je znacajnije inducirao
stvaranje 1gG1. Dosadasnja istraZivanja pokazala su kako adjuvantna sposobnost MDP-a ovisi 0
obliku u kojem se primjenjuje. Ukoliko se daje u obliku fizioloske otopine, u pravilu pojacava
humoralnu imunost, a ako se ugradi u liposome, inducirat ¢e stani¢no posredovanu imunost (Gupta
i sur., 1993). Pokazano je i kako hidrofilni derivati MDP-a induciraju Th2-tip, dok lipofilni derivati
MDP-a potenciraju Thl-tip imunoreakcije (Cox i Coulter, 1997). Imikvimod je TLR7 agonist i
moze jednako stimulirati i Th1-tip i Th2-tip imunoreakcije. Pokazano je kako imikvimod stimulira
proizvodnju karakteristicnog profila citokina, ukljucuju¢i 1L-1, IL-6, IL-12, IFN-y i TNF-o.

Medutim, iako pojacava Th1-odgovor, imikvimod aktivira i B-stanice te povecava i razinu 1gG2a.

Formulacija antigena OVA ugradenog u supramolekulski samoorganizirani hidrogel
tripeptida Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 znacajno je stimulirala proizvodnju i anti-OVA IgG1 i
anti-OVA 1gG2a, s tim kako je znacajniji utjecaj imala na stvaranje anti-OVA IgG1. S druge
strane, druga dva supramolekulska hidrogela tripeptida, OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-BAla-OMe i
OVA+AcC-L-Phe-L-Phe-L-Ala-COOH pokazala su znacajniji utjecaj na stvaranje anti-OVA

190G 2a, te skre¢u imunoreakciju prema Thl-tipu.
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4.3. HIDROGELATORISDODATKOMPOLIMERA

lako supramolekulski peptidni hidrogelovi pokazuju brojne prednosti, nedostatak im je
ograni¢ena mehanicka stabilnost zbog slabih intermolekulskih sila, kao $to su vodikove veze, koje
drze molekule na okupu, Sto se moze rijesiti ugradnjom polimera koji su mehanicki stabilni jer
sadrzavaju monomerne jedinice povezane kovalentnim vezama. Dostupnost raznih polimera s
dokazanim sigurnosnim profilom i fleksibilnosti kemijskih modifikacija ¢ini ove sustave posebno
privlaénima u primjeni peptidnih cjepiva te se kombiniranjem odgovarajueg polimera sa
supramolekulskim gelom dobije se sustav s poboljSanim mehani¢kim svojstvima koji zadrzava
karakteristike i prednosti supramolekulskog gela kao Sto su: visoki udio vode za difuziju ugradenih
molekula, znacajan postotak vode kao u ljudskim tkivima, jednostavna biorazgradivost in vivo,
jednostavna ugradnja funkcionalnih komponenti, poboljSanje topljivosti lijeka u vodi, veca
bioraspoloZivost, produZenje vremena cirkulacije lijeka i smanjenje sistemskih nuspojava
terapeutika (Pham i sur., 2020). Pri tome su biokompatibilni i prihvatljivi polimeri polietilen glikol
(PEG), hitozan, polistiren, polivinil-alkohol (PVA) i polilaktid (PLA) (Cui i sur., 2007., Sharp i
sur., 2009., Ma i sur., 2012). Svoju primjenu nalaze u biomedicini, tkivnhom inzenjerstvu,

regenerativnoj medicini te za razvoj sustava za dostavu lijekova.

Na temelju rezultata testiranja adjuvantnog ucinka supramolekulskih peptidnih hidrogelova
i ¢injenice daje peptid strukture Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 pokazao najjaci uc¢inak na specifi¢ni
imunosni odgovor pripremljeni su i karakterizirani nanokompoziti peptida Ac-L-Phe-L-Phe-L-
Ala-NH: s polimerina PEG i PV A te je istraZzen njihov adjuvantni u¢inak na koli¢inu nastalih anti-
OVA protutijela u posebnom in vivo pokusu. Rezultati pokusa istrazivanja adjuvantnog uéinka
nanokompozitnih hidrogelova peptida Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 s dodatkom PVA i PEG na
koli¢inu nastalih imunoglobulina anti-OVA 1gG, IgG1 i IgG2a, prikazani su na slikama 14, 15 i
16.

Polivinil-alkohol (PVA) je biokompatibilan sintetski polimer, topljiv u vodi, koji sadrZi
veliki broj hidroksilnih skupina koje se mogu umreZziti u hidrogel (Chen i sur., 2019). Hidrofilni
je, biorazgradivi, biokompatibilni i netoksian sintetski polimer koji se koristi u razli¢itim
biomedicinskim podrué¢jima (Paradossi i sur., 2003), primjerice u mekim kontaktnim le¢ama
(Hyon i sur., 1994), implantatima (Juang i sur., 1996) i umjetnim organima (Chen i sur., 1994).
Nadalje, PEG je polimer koji se, medu ostalim, koristi za povecanje toplinske stabilnosti cjepiva
(Marco-Dufort isur., 2022). PEG hidrogelovi su biokompatibilni sa stanicama pod odgovaraju¢im
uvjetima polimerizacije (Bryant i sur., 2000). Pored dobre biokompatibilnosti, PEG pokazuje i

povoljnu stabilnost te amfifilnost, ali nedostatak je manjak bioloske aktivnosti (Xue i sur., 2021).
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Cilj istraZzivanja bio je testirati moZemo |li pripravom nanokompozitnog materijala
supramolekulskog peptidnog hidrogela s dodatkom PV A ili PEG pojacati njegovu adjuvantnu
aktivnost i utjecati na tip specificne imunoloske reakcije. Pokazano je da vezanje PEG-a na
lijekove i liposome moze znacajno pridonijeti efikasnoj dostavi lijekova, farmakokinetici i
biodistribuciji lijeka kroz povecanje topljivosti i zastiti od enzimatske razgradnje (Milla i sur.,
2012). Dodatak polimera koji se dodaje u supramolekulski peptidni hidrogel utjeCe na strukturu

gelske mreze.
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Slika 14. Ucinak istrazivanih adjuvantnih formulacija na koli¢inu ukupnih anti-OVA 1gG
protutijela. Kontrolna skupina: 1 — OVA. Pokusne skupine: 2 — OVA+PGM, 3 -
OVA+MDP, 4 — OVA+IMIKVIMOD, 5 - OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2, 6 —
OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2+PVA, 7 — OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2+PEG.
X predstavlja srednju vrijednost pet vrijednosti po svakoj skupini. *Statisticki znacajna

razlika izmedu eksperimentalnih grupa (p < 0,05).

Na slici 14 vidljivo je kako najveéi ucinak na proizvodnju ukupnih anti-OVA 1gG ima
pokusna skupina 3 (OVA+MDP), dok je najmanja srednja vrijednost kod skupine koja je primila
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samo OVA. Sve pokusne skupine, izuzev pokusne skupine 2 (OVA+PGM) statisticki znacajnije
stimuliraju proizvodnju anti-OVA 1gG u odnosu na kontrolnu skupinu, odnosno antigen OVA.
Pokusna skupina 3 (OVA+MDP) statisticki znacajno jace potice proizvodnju ukupnih anti-OVA
IgG u odnosu na pokusnu skupinu 5 (OVA+HG), odnosno skupinu kod koje je testiran
hidrogelator bez dodatka polimera te u odnosu na pokusnu skupinu 7 (OVA+HG+PEG), odnosno
skupinu za koju je testiran hidrogelator s dodatkom polimera PEG. Usporedujuéi pokusnu skupinu
5, gdje nije dodan polimer s pokusnim skupinama 6 i 7, koje predstavljaju hidrogelatore s
dodatkom polimera, moze se zakljuciti kako dodavanje polimera rezultira povecanim stvaranjem
ukupnih anti-OV A 1gG-a. Statistickom obradom podataka utvrdeno je kako je pokusna skupina 6
(OVA+HG+PVA) stimulirala statisticki znacajno jace stvaranje ukupnih anti-OVA 1gG-a u
odnosu na pokusnu skupinu 5 (OVA+HG bez dodatka polimera). Nadalje, iako je srednja
vrijednost ukupnih anti-OVA 1gG-a veca za pokusnu skupinu 6, gdje je testiran utjecaj dodatka
PVA, u odnosu na pokusnu skupinu 7, gdje je testiran utjecaj dodatka PEG, nije pokazana

statisticki znacajna razlika izmedu te dvije pokusne skupine.
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Slika 15. Ucinak istrazivanih adjuvantnih formulacija na koli¢inu anti-OVA 1gG1. Kontrolna
skupina: 1 — OVA. Pokusne skupine: 2 - OVA+PGM, 3 - OVA+MDP, 4 -
OVA+IMIKVIMOD, 5 — OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2, 6 — OVA+Ac-L-Phe-L-
Phe-L-Ala-NH2+PVA, 7 — OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2+PEG. x predstavlja
srednju vrijednost pet vrijednosti po svakoj skupini. *Statisti¢ki znacajna razlika izmedu
eksperimentalnih grupa (p < 0,05).

Analizirane su i koli¢ine protutijela podrazreda IgG1l i 1gG2a kako bi testirali moze li
dodatak polimera PVA i PEG u supramolekulski peptidni hidrogel utjecati na smjer specificne
imunoreakcije. Na slici 15 vidljivo je kako najveci u¢inak na proizvodnju anti-OVA 1gG1 ima
pokusna skupina 3 (OVA+MDP), dok je najmanja srednja vrijednost kod skupine miSeva
imuniziranih s OVA u fizioloskoj otopini. Pokusna skupina 3 (OVA+MDP) statisticki znacajno
jace potice proizvodnju anti-OVA IgG1u odnosu na pokusnu skupinu 4 (OVA+IMIQUIMOD),
pokusnu skupinu 5 (OVA+HG), odnosno skupinu kod koje je testiran hidrogelator bez dodatka
polimera te u odnosu na pokusnu skupinu 6 (OVA+HG+PVA) i pokusnu skupinu 7
(OVA+HG+PEG), odnosno skupine za koje je testiran hidrogelator s dodatkom polimera.
Usporeduju¢i pokusnu skupinu 5, gdje nije dodan polimer s pokusnim skupinama 6 i 7, koje

predstavljaju hidrogelatore s dodatkom polimera, moze se zakljuciti kako dodavanje polimera
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rezultira povecanim stvaranjem anti-OVA IgGl, ali nije utvrdena statisticki znacajna razlika
izmedu pokusne skupine 51 6 te izmedu pokusne skupine 5 i 7. Nadalje, iako je srednja vrijednost
anti-OVA IgG1 veca za pokusnu skupinu 6, gdje je testiran utjecaj dodatka PVA, u odnosu na
pokusnu skupinu 7, gdje je testiran utjecaj dodatka PEG, nije pokazana statisti¢ki znacajna razlika
izmedu te dvije pokusne skupine. Oba navedena polimera pokazuju slabiji imunostimulacijski

uc¢inak na stvaranje anti-OVA 1gG1 u odnosu na adjuvante PGM i MDP.
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Slika 16. Ucinak istraZzivanih adjuvantnih formulacija na koli¢inu anti-OVA IgG2a protutijela.
Kontrolna skupina: 1 — OVA. Pokusne skupine: 2 - OVA+PGM, 3 - OVA+MDP, 4 -
OVA+IMIKVIMOD, 5 — OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2, 6 — OVA+Ac-L-Phe-L-
Phe-L-Ala-NH2+PVA, 7 - OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2+PEG. x predstavlja
srednju vrijednost pet vrijednosti po svakoj skupini. *Statisti¢ki znacajna razlika izmedu

eksperimentalnih grupa (p < 0,05).

Na slici 16 prikazani su rezultati analize anti-OVA 1gG2au skupinama koje su imunizirane
s OVA uz adjuvante PGM, MDP i imikvimod te s OVA ugradenim u nanokompozitni hidrogel
bez dodatka polimera, te u isti hidrogel s dodatkom PVA i PEG. Na grafu je vidljivo kako je
najveci ucinak na proizvodnju anti-OV A 1gG2a kod pokusne skupine 6 (OVA+HG+PVA), dok je
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najmanja srednja vrijednost kod pokusne skupine 5 (OVA+HG). Pokusne skupine 2 (OVA+PGM),
6 (OVA+HG+PVA)i 7 (OVA+HG+PEG) statisticki znacajno jace potice proizvodnju anti-OVA
IgG2au odnosu na pokusnu skupinu 1 (OVA). Usporedujuci pokusnu skupinu 5, gdje nije dodan
polimer, s pokusnim skupinama 6i 7, koje predstavljaju hidrogelatore s dodatkom polimera, moze
se zaklju¢iti kako dodavanje polimera rezultira povecanim stvaranjem anti-OV A 1gG2a, s tim kako
je izmedu pokusne skupine 5 i pokusne skupine 7 utvrdena statisticki znacajna razlika. Nadalje,
iako je srednja vrijednost anti-OV A 1gG2a veca za pokusnu skupinu 6, gdje je testiran utjecaj
dodatka PVA, u odnosu na pokusnu skupinu 7, gdje je testiran utjecaj dodatka PEG, nije pokazana
statisticki znaCajna razlika izmedu te dvije pokusne skupine. Usporeduju¢i utjecaj koriStenja
polimera na stvaranje 1gG11 IgG2a, moguce je zakljuciti kako PVA 1 PEG imaju znacajno bolji
imunostimulacijski u€inak na stvaranje [gG2au odnosu na stvaranje 1gG1, §to ukazuje na €injenicu

kako skre¢u imunoreakciju prema Th1-tipu imunoloSkog odgovora.
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Slika 17. U¢inak istrazivanih adjuvantnih formulacija na omjer IgG1 i IgG2a. Kontrolna skupina:
1 - OVA. Pokusne skupine: 2 - OVA+PGM, 3- OVA+MDP, 4 - OVA+IMIKVIMOD, 5
— OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2, 6 — OVA+Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2+PVA, 7 -
OVA+ACc-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2+PEG. x predstavlja srednju vrijednost pet vrijednosti

po svakoj skupini.

40



Omjer koli¢ina anti-OVA IgG1 i1gG2a kod razli¢itih skupina imuniziranih miSeva prikazan
je naslici 17. Najveca vrijednost omjera 1gG 1/1gG2a izracunata je za skupinu 3 koja je tretirana s
OVA+MDP, sto zna¢i kako MDP inducira Th2-tip imunoreakcije. Formulacija OVA+PGM
dominantno je stimulirala proizvodnju anti-OV A IgG2a pa se moze zakljuciti kako PGM skrece
imunoreakciju prema Thl-tipu. Nadalje, MDP je inducirao stvaranje i anti-OVA IgG1lianti-OVA
IgG2a, s tim kako je znacajnije inducirao stvaranje 1gG1l. Dodatak imikvimoda rezultira
znacajnijom proizvodnjom anti-OVA 1gG2a pa je jasno da navedeni imunomodulator uzrokuje
skretanje imunoreakcije prema Thl-tipu imunoreakcije. Kod preostale tri skupine istrazivao se
utjecaj primjene hidrogelatora bez koriStenja polimera (skupina 5) te utjecaj primjene
hidrogelatora s razli¢itim polimerima na tip imunoreakcije (Skupine 6 i 7) te je vidljivo kako sve
tri pokusne skupine dominantno stimuliraju proizvodnju anti-OV A 1gG2a, Sto znaci kako skre¢u
imunoreakciju prema Thl-tipu imunoreakcije. Razlika izmedu tih pokusnih skupina je u tome $to
primjenom polimera kod pokusnih skupina 6 17 dolazi do znacajnije proizvodnje anti-OVA 1gG2a
antitijela. Nadalje, usporedujuci polimere PVA i PEG moze se zakljuciti kako PV A polimer ima
bolji imunostimulacijski uc¢inak i na proizvodnju anti-OVA 1gG1 i na proizvodnju anti-OVA
IgG2a antitijela u odnosu na PEG polimer. Stoga bi PVA polimer bio pogodniji kandidat za

primjenu u hidrogelatorima u svrhu razvoja sustava za dostavu raznih terapeutika.

Kod imunoterapije Thl stanice predstavljaju ciljni tip stanica koji se moZe modulirati
primjenom hidrogelatora. Osim izravne modulacije postoje i neizravne strategije za pojacavanje
Thl imunosnog odgovora koje uklju¢uju lokalno smanjenje koncentracije protuupalnih
¢imbenika, kao §to su IL-101 transformirajuci faktor rasta, odnosno Transforming Growth Factor
(TGF). Nadalje, Th2 stanice takoder se mogu modulirati koriStenjem hidrogelatora. Primjerice,
transkutana imunizacija je nova neinvazivha metoda cijepljenja posredovana koriStenjem
hidrogelatora (Ishii 1 sur., 2008), a omogucuje znacajnije stvaranje [gG1, [gG2a 1 1gG2b, ali ne 1
1gG2c, Sto ukazuje na Th2-tip imunoreakcije. Nadalje, pokazano je kako integracija ovalbumina u
hidrogelator rezultira vecom proliferaciom OV A-specificnih CD8* T-stanica te vecom
proliferacijom OV A-specificnih CD4* T-stanica u odnosuna primjenu samoga ovalbumina in vivo
(Sexton i sur., 2009).

U literaturi nema podataka o utjecaju PEG-a i PV A na smjer specifi¢ne imunosne reakcije s
kojima bi se mogli usporediti dobiveni rezultati. Ovi preliminarni znanstveni rezultati predstavljaju
originalan znanstveni doprinos razvoju novih potentnih adjuvantnih sustava za dostavu cjepnog
antigena. Potrebna su daljnja istraZzivanja kako bi se saznalo viSe o mehanizmu djelovanja

istrazivanih adjuvantnih sustava.
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5. ZAKLJUCCI

1. Adjuvantna aktivnost supramolekulskin samoorganiziranin peptidnih hidrogelova i
kompozitnih adjuvantnih formulacija peptida Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 s dodatkom polimera,
PVA 1 PEG, usporedena je s poznatim adjuvantima razli¢ite strukture i mehanizma djelovanja;
liposomima, peptidoglikan monomerom i muramil dipeptidomte imikvimodom. Pokazano je kako
je u serumima eksperimentalnih Zivotinja imuniziranih s antigenom ugradenim u hidrogel
tripeptida Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 odredena najvisa koli¢ina imunoglobulina IgG, u
usporedbi sa svim testiranim adjuvantima. Isto tako, pokazano je kako dodatak polimera PVA

pojacava adjuvantni u¢inak testiranog peptidnog hidrogela.

2. Rezultati su pokazali kako sve tri adjuvantne formulacije antigena u peptidnim hidrogelovima
moduliraju tip specifiéne imunoreakcije pa tako adjuvantna formulacija s ugradenim antigenom u
Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH: inducira i Thl i Th-2 tip imunoreakcije, dok adjuvantne formulacije
s ugradenim antigenom u Ac-L-Phe-L-Phe-B-Ala-OMe i Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-COOH skrecu

imunosni odgovor prema Th-1 tipu imunoreakcije.

3. Rezultati su pokazali utjecaj kemijske strukture na adjuvantnu aktivnost, te vaznost slobodne

N-terminalne skupine u ispitivanim hidrogelatorima.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja, Marija Ninkovi¢ izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te dase u

njegovoj izradi nisam Koristila drugim izvorima, osim onih Koji su u njemu navedeni.
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