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Imunomodulatori reguliraju imunoloski odgovor. Imunostimulatori, poznati i kao adjuvanti,
dodaju se cjepivima kako bi se ubrzala, produljila ili pojacala specificna imunoreakcija na
odredeni antigen. U potrazi za novim, ucinkovitijim imunostimulatorima velik su potencijal
pokazali derivati muramilpeptida. Muramilpeptidi su fragmenti peptidoglikana, prirodnih po-
limera koji izgraduju stani¢ne stijenke bakterija. Muramildipeptid (MDP), N-acetilmuramil-L-
-alanil-D-izoglutamin, najmanja je strukturna jedinica peptidoglikana koja pokazuje imuno-
stimulatornu aktivnost. Sastavni je dio i peptidoglikan monomera (PGM) izoliranog iz Brevi-
bacterium divaricatum, koji je i sam ucinkoviti adjuvant. Od brojnih poznatih derivata MDP-a
posebno se isticu romurtid (MDP-Lys(L18), koji je odobrila americka Uprava za hranu i lijekove
(Food and Drug Administration, FDA) i mifamurtid (L-MTP-PE), koji je odobrila Europska agen-
cija za lijekove (European Medicines Agency, EMA). S obzirom na to da N-acetilglukozamin u
strukturi MDP-a nije klju¢an za njegov imunostimulatorni u¢inak, pripravljeni su desmuramildi-
peptidi s razlicitim acilnim skupinama na N-kraju L-Ala-D-isoGlIn. Tako su primjerice proucava-
ni adamantilni desmuramildipeptidi kod kojih je na dipeptid vezana lipofilna adamantanska
podjedinica. Dodatnim vezanjem manoze na imunoloski aktivne tvari omogucuje se njihova
interakcija s lektinima specificnima za manozu kao $to su na primjer manozni receptori (MR)
eksprimirani na makrofazima i dendritickim stanicama. Time se omogucuje ciljana dostava
pripravljenog, manoziliranog imunomodulatora. Moguce posljedice takvih sintetskih transfor-
macija pojacane su aktivnosti polaznih aktivnih spojeva kao i izravan utjecaj na smjer imuno-
reakcije. To je pokazano na primjerima manoziliranog MDP-a, PGM-a i adamantil-tripeptida.

Kljuéne rijeci: Imunomodulacija, muramildipeptid, peptidoglikan monomer, adamantilni

desmuramildipeptidi, manoza

Uvod

Imunoloski odgovor moguce je regulirati imunomodula-
torima. Dijele se na imunosupresive i imunostimulatore.
Imunostimulatori ili adjuvanti (lat. adiuvare — pomagati)
utjecu na produkciju citokina koji ubrzavaju, produzuju ili
pojacavaju specificnu imunoreakciju na odredeni antigen.
Na taj nacin omogucuju bolju obranu organizma protiv
patogenih organizama i zbog toga se dodaju cjepivima koja
nisu dovoljno imunogenic¢na.’ Postoji mnogo razlicitih
klasa spojeva koje pokazuju adjuvantsku aktivnost. Mogu
se klasificirati na temelju nekoliko kriterija. U ovom prikazu
obradeni su peptidni adjuvanti, derivati muramildipeptida
(MDP).2

Adjuvanti takoder mogu usmjeravati imunoreakciju prema
pojedinom tipu, Th1 ili Th2. Tip imunoreakcije Th1 karak-
terizira stanicni odgovor i tom tipu imunoreakcije svojstve-
no je unistavanje stanica na cijoj se povrsini nalaze peptidi
patogena prezentirani preko MHC-molekula (engl. major
histocompatibility complex) tipa |, a djelovanjem T-stanica.
Kod odgovora Th2 aktiviraju se B-stanice koje luce antitije-
la karakteristicna za humoralnu imunost.+> Za tip imuno-
reakcije Th1 karakteristicna je proizvodnja citokina IL-2,
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IL-12, IFN-y i antitijela IgG2a i 1gG2b, a za odgovor Th2
tipi¢ni su interleukini IL-4, IL-5, IL-6 i IL-10 te antitijela
1gG1.67 Stoga je smjer imunoreakcije moguce pratiti mje-
renjem kolicine pojedinih limfokina ili kolicine podtipova
antitijela 1gG, 1gG1 i IgG2a, odnosno njihova omjera. Pri-
mijerice, $to je omjer 1gG1/IgG2a maniji, kolicina antitijela
IgG2a je veca, odnosno imunoreakcija je vise usmjerena
prema tipu imunoreakcije Th1.

Muramildipeptid

Muramilpeptidi su integralni dijelovi peptidoglikana sta-
ni¢nih stijenki Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakteri-
ja. Peptidoglikani su prirodni polimeri gradeni od alterni-
rajuc¢ih molekula N-acetilglukozamina (GIcNAc) i N-ace-
tilmuraminske kiseline (MurNAc) medusobno povezanih
B-glikozidnom vezom, a umrezenih preko kratkih peptida
vezanih na MurNAc." Muramildipeptid (MDP), N-acetil-
muramil-L-alanil-p-izoglutamin 1, najmanja je strukturna
jedinica peptidoglikana koja pokazuje adjuvantsku aktiv-
nost (slika 1).

Mehanizam imunostimulacijskog djelovanja MDP-a i nje-
govih derivata nije do sada razjasnjen. Poznato je medutim
da se polimerni peptidoglikani vezu na receptore Toll-like
(TLR),8° a maniji peptidoglikanski fragmenti na intracelular-
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Slika 1 - Muramildipeptid (MDP)
Fig. 1 — Muramyldipeptide (MDP)

ne NOD-proteine.'®'" Primjerice, NOD1 specifi¢no pre-
poznaje sekvenciju L-Ala-D-isoGIn-mesoDAP, a receptor
NOD?2 fragment MurNAc-L-Ala-D-isoGlIn. To ukazuje da
relativno male promjene u primarnoj peptidoglikanskoj
strukturi mogu biti vazne za proces prepoznavanja koji
vodi do imunoreakcije. Izmjene u primarnoj strukturi uzro-
kuju i promjene u konformaciji koje takoder mogu biti
odgovorne za promjenu veznih sposobnosti, odnosno bio-
loske aktivnosti molekule.!

Sintetizirani su brojni derivati i analozi MDP-a kako bi se
poboljsala imunostimulacijska aktivnost MDP-a te umanijile
nuspojave koje izaziva, kao $to su pirogenost, artritogenost
i toksicnost. Modifikacije su radene na MurNAc, L-Ala i
D-isoGln dijelovima MDP-a. Istrazivanjima se doslo do slje-
decih zakljucaka vezanih uz odnos strukture i aktivnosti.'?
Adjuvantska aktivnost MDP-a se ne umanjuje ako na Secer-
nom dijelu nema anomerne hidroksilne skupine ili ukoliko
se anomerna hidroksilna skupina zamijeni o- ili f-metil-
nom skupinom. Amidna skupina na polozaju C-2 Secer-
nog dijela je nuzna, ali acetamid moze biti zamijenjen i
nekom drugom acilamido-skupinom. Takoder je moguca i
izmjena N-acetilglukozamina nekim ugljikohidratnim kon-
figuracijskim izomerom, kao Sto je primjerice manozni izo-
mer."3 Spojevi ne gube aktivnost ako se primarna hidroksil-
na skupina na C-6 acilira ili zamijeni s amino- ili acilamino-
-skupinom. Lipofilni 6-O-acil-MDP-derivati 2 (L18-MDP;
6-O-stearoil-MDP) i 3 (B30-MDP; 6-O-(2-tetradecilheksa-
dekanoil)-MDP) (slika 2) pokazali su se znatno boljim adju-
vantima za specifi¢nu stani¢nu imunost od MDP-a (ali losi-
jim za humoralni odgovor).'

Modifikacijom D-laktilnog dijela MurNAc pripravljeni su
derivati 4 (nor-MDP) i 5 (3'-n-propil-MDP) (slika 2) koji se
odlikuju manjom toksi¢noséu od MDP-a, a bez gubitka
imunostimulatorne aktivnosti.'s

Zamijena L-Ala D-alaninom rezultira inaktivnim spojem za
razliku od zamjene nekom drugom tL-aminokiselinom ili
glicinom, pri ¢emu spojevi i nadalje pokazuju adjuvantsku
aktivnost. Tako je npr. temurtid (MDP(Thr)) 6 (slika 2)
netoksic¢an i osobito aktivan adjuvant za stani¢nu i humo-
ralnu imunost, a dobiven je zamjenom L-Ala s L-treoni-
nom. 16

Kod glutaminskog dijela MDP-a bitno je da se zadrzi b-ko-
nfiguracija na aminokiselini i da fragment od dva meti-
lenska ugljikova atoma razdvaja karboksilne skupine, koje
mogu biti slobodne ili supstituirane. Poznati su brojni deri-

vati s razli¢itim supstituentima na karboksilnim skupinama.
Dobrim kandidatom za primjenu pokazao su murabutid
(MB) 7 (slika 2)."7 Ucinkovitiji je od MDP-a, ne izaziva
nuspojave i primjenjljiv je kod ljudi. Nadalje, konjugacija
lipofilnih skupina preko y-karbonila, izravno ili preko
dodatne aminokiseline, dala je nekoliko ucinkovitijih adju-
vanata od MDP-a. U toj skupini derivata posebno se isticu
romurtid (MDP-Lys(L18)) 8, N-steraoil-MurNAc-L-Ala-D-
-isoGln-L-Lys, 8" te muramiltripeptid fosfatidiletanolamin
(MTP-PE) 9 koji je, kad je ugraden u liposom, poznat pod
imenom mifamurtid (L-MTP-PE).202" Romurtid 8 je imuno-
stimulator odobren od americke Uprave za hranu i lijekove
(FDA, engl. Food and Drug Administration). Mifamurtid je
odobren od Europske agencije za lijekove (EMA, engl.
European Medicines Agency) za lijeCenje nemetastaziranog
osteosarkoma. Svojedobno su u klinickim ispitivanjima bili
i hidrofilni derivati nor-MDP 4, temurtid 6 i murabutid 7.

Peptidoglikan monomer

Peptidoglikan monomer 10 (PGM) je disaharid-pentapep-
tid (slika 3) sljedeceg sastava: B-D-GlcNAc-(1—4)-D-Mur-
NAc-L-Ala-D-isoGIn-mesoDAP(eNH,)-D-Ala-D-Ala. Predsta-
vlja osnovnu ponavljajucu jedinicu stanicne stjenke bakte-
rije Brevibacterium divaricatum. Dobiven je lizozimskom
hidrolizom neumrezenih peptidoglikanskih lanaca izolira-
nih iz bakterija tretiranih penicilinom.22

Struktura PGM-a potvrdena je kemijskim i spektroskop-
skim metodama. Hidroksilna skupina na CT-atomu N-ac-
etilmuraminskog prstena moze biti u a- ili B-polozaju te u
anhidro-obliku. a-Anomer (63 %), B-anomer (32 %) te
anhidro-oblik (5 %) PGM-a mogu se razdvojiti HPLC-om
na koloni reverzne faze i detektirati kao zasebni signali.22 U
otopini pojedinacni izolirani oblik PCM-a izomerizira i
ponovno nastaje ravnotezna smjesa triju izomera. Apiro-
gen je i netoksican spoj. Testovima in vivo i in vitro pokaza-
no je da PGM pokazuje antitumorsku i antimetastatsku
aktivnost?*-26 te adjuvantsku aktivnost.2-3" Bioloska aktiv-
nost ogranicena je razgradnjom PGM-a u uvjetima in vivo.
N-Acetilmuramil-L-alanin-amidaza (peptidoglikanska ami-
dohidrolaza EC 3.5.1.28) iz ljudskog seruma razgraduje
PGM na disaharid i pentapeptid hidrolizom laktilamidne
veze s L-alaninom (shema 1).32 Nedavno je izolirana i oka-
rakterizirana L,(L/D)-aminopeptidaza,* enzim koji dodatno
odcjepljuje L-Ala na N-kraju pentapeptida.

Modifikacijom amino-skupine na diaminopimelinskoj kise-
lini sintetizirani su lipofilni derivati PGM-a, tert-butiloksi-
karbonil-L-tirozil-PGM 1134 i (adamant-1-il)acetil-PGM 1235
(slika 4). tert-Butiloksikarbonil-L-tirozil-PGM (Boc-Tyr-PGM)
je pripravljen reakcijom nezasticenog PGM-a i aktivnog
estera Boc-L-Tyr, a (adamant-1-il)acetil-PGM (AdCH,CO-
-PGM) kondenzacijom PCM-a sa simetri¢nim anhidridom
(adamant-T-il)octene kiseline. Povecanjem lipofilnosti ze-
lio se olaksati ulazak PGM-a u stanicu. Oba derivata
PGM-a pokazala su adjuvantsku aktivnost sli¢cnu kao i po-
lazni PGM 10 u testovima in vivo u misjem modelu.

Konformacijskom strukturnom analizom spojeva 10, 11 i
12 pokazalo se da uvodenjem lipofilnog supstituenta na
terminalnu amino-skupinu aminokiseline DAP dolazi do
konformacijskih promjena u peptidnom dijelu. Medutim
terminalni dijelovi peptida nisu kljucni pri vezanju moleku-
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Slika 3 - Peptidoglikan monomer (PCM)
Fig. 3 - Peptidoglycan monomer (PGM)
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Slika 4 — Struktura tert-butiloksikarbonil-L-tirozil-PGM 11 i (adamant-1-il)acetil-PGM 12

Fig 4

la na receptore ili enzime odgovorne za imunomodula-
cijsku aktivnost.3¢

Kao i sam PGM 10, tert-butiloksikarbonil-L-tirozil-PGM 11
i (adamant-1-il)acetil-PGM 12 pokazali su se dobrim sup-
stratima za N-acetilmuramil-L-alanin-amidazu iz seruma
sisavaca. Uvodenjem lipofilnog supstituenta nije doslo do
promjene susceptibilnosti prema enzimu N-acetilmura-
mil-L-alanin-amidazi, koji derivate 11 i 12 hidrolizira na
disaharid 13 i odgovarajudi pentapeptid 15 ili 16 (shema 1).

— Structures of tert-butyloxycarbonyl-L-tyrosyl-PGM 11 and (adamant-1-yl)acetyl-PGM 12

Desmuramildipeptidi

Studije odnosa strukture i aktivnosti (SAR, engl. structure-
-activity relationship) pokazale su da N-acetil-D-glukozamin
u strukturi MDP-a nije klju¢an za njegov imunostimulatorni
ucinak.’? Stoga je u sintezi novih adjuvanata izvedenih iz
MDP-a cesto primjenjivan pristup u kojem se Secerni dio
modificira ili potpuno zamijeni acilnom skupinom.37.38
Tako su pripravljeni imunoloski aktivni MDP-analozi bez
N-acetilmuraminske kiseline, desmuramildipeptidni deri-

OH
OH CONH,
O
"Fo O&W CH3
NHAc o LA OHH CH3 COOH
HaC O  CONH, CH
N AL g
: O CHs
N-acetilmuramil- H H H
L-alanin CHj; N N COOH 14,15, 16
amidaza H/}( \l/
0 O CHs
H +
_N
A OH OH
"o o7 O
10,14 R=H 11,15 R = Boc-HN (6] NHAﬁk NHA(?H’H
Y H3C
COOH
12,16 R =CH,CO CH;
13
OH

Shema 1

— Enzimska hidroliza PGM-a 10 i njegovih lipofilnih derivata 11 i 12 N-acetilmuramil-L-alanin-amidazom

Scheme 1 - Enzymatic hydrolysis of PGM 10 and its lipophilic derivatives 11 and 12 with N-acetylmuramyl-L-alanine amidase
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Slika 5 - Desmuramildipeptidni derivati

Fig. 5

— Desmuramyldipeptide derivatives
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vati (slika 5), poput peptida FK-156 17 koji je prethodno
izoliran iz Streptomyces olivaceogriseus,*® pimelautida 18,4
niza 7-(oksoacil)-L-alanil-D-izoglutamina od kojih je naj-
aktivniji 7-(oksotetradekanoil)-L-Ala-D-isoGIn 19,*' karbo-
ciklickih analoga 20, 2142 22,4 ftalimido derivata 23,7
indolnog 24 i pirido-[1,2]-benzoizotiazolnog derivata 25
te adamantilnih desmuramildipeptida.

Adamantilni desmuramildipeptidi

Literaturno je poznato nekoliko adamantil-desmuramil-
dipeptida koji imaju vezanu lipofilnu adamantansku pod-
jedinicu na L-Ala-D-isoGIn iz muramildipeptida. Tako je
adamantilamid-dipeptid (AdDP) 26 dobiven vezanjem
T-aminoadamantana na karboksilnu skupinu izoglutamina
(slika 6).%5 Adamantilamid-dipeptid 26 pokazao se vrlo
ucinkovitim adjuvantom u eksperimentima in vivo u mise-
vima i kuni¢ima.*¢ Pojacava humoralni odgovor na ovalbu-
min prilikom interperitonealne i oralne primjene. Imuno-
reakciju usmjerava prema tipu odgovora Th2.4” Spoj 26
ugraden u liposome djeluje i kao dobar stimulator nespeci-
ficne imunosti u misjem modelu.*

Vezanjem adamantana u obliku racemic¢nog adamantilgli-
cina na amino-kraj dipeptida iz MDP (umjesto N-acetil-
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Slika 6 — Adamantilamid-dipeptid (AdDP)
Fig. 6 — Adamantylamide dipeptide (AdDP)
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muraminske kiseline) sintetizirani su apirogeni i netoksic¢ni
dijastereomeri adamantil-tripeptida (slika 7).#9.50

Adamantil-tripeptidi, D,L-adamantilglicil-L-alanil-D-izogluta-
mini 27 i 28, priredeni su kondenzacijom racemicnog
(adamant-1-il)glicina, odnosno (adamant-2-il)glicina s
L-Ala-p-isoGlIn dipeptidom. U oba slucaja, Cisti dijastereo-
meri 27a i 27b, odnosno 28a i 28b, uspjesno su odvojeni
iz dobivene smjese izomera. Apsolutna konfiguracija di-
jastereomera potvrdena je enzimskom oksidacijom njiho-
vih hidrolizata, djelovanjem L-aminokiselinskom oksida-
70om.49-51

Adamantil-tripeptidima ispitan je imunomodulacijski uci-
nak na imunoloski odgovor na ovalbumin kao antigen u
misevima, a u usporedbi prema PGM-u.5052 Svi izomeri
adamantil-tripeptida pokazali su slabiju adjuvantsku aktiv-
nost od peptidoglikan monomera 10. Medutim uocena je
razlika u djelovanju s obzirom na slijedove p-L-D i L-L-D. U
dva genski razlicita misja soja, NIH/OlaHsd(H-2q) i
CBA(H-2Y), izrazen je isti trend djelovanja izomera (ada-
mant-1-ilitripeptida 27a i 27b. (Adamant-1-il)tripeptid 27a
bolje stimulira proizvodnju antitijela 1gG od dijastereizo-
mera 27b. Kod (adamant-2-iltripeptida dolazi do promje-
ne trenda djelovanja, ovisno o genskom soju miseva. U
misevima CBA(H-2%) izomer (adamant-2-il)tripeptida 28b
pokazao se statistiCki znacajnijim imunostimulatorom od
28a, dok je u misevima NIH/OlaHsd(H-29) to bio izomer
28a. Izomeri adamantil-tripeptida u oba misja soja ne us-
mjeravaju imunoreakciju prema tipu Th1 ili Th2 znacajnije
od skupine koja je bila imunizirana samo antigenom OVA.
(Adamant-2-il)tripeptidima dokazano je i antivirusno djelo-
vanje na virus gripe tipa A. U provedenom testu in vitro
osobito aktivnim pokazao se 28a koji je na soj HIN1 djelo-
vao jednako dobro kao i komercijalno dostupan lijek Sym-
metrel® (amantadin).*9

Supstitucijom N-acetilmuraminske kiseline iz MDP-a s
(adamant-1-il)karboksiamido skupinom sintetizirani su
adamantil-desmuramilpeptidi 29 i 30 (slika 8). Kod spoja
30 je izoglutamin dodatno zamijenjen fosfo-analogom,
2-amino-4-(dietoksifosforil)butanskom kiselinom.
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CH; o
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O CONH;,
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Slika 7 - Dijastereoizomeri (adamant-T1-il)tripeptida i (adamant-2-il)tripeptida

Fig 7

— Diastereoisomers of (adamant-1-yl)tripeptide and (adamant-2-y))tripeptide
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Slika 8 — Desmuramilpeptidi s (adamant-1-il)karboksiamido-skupinom

Fig 8

Navedenim desmuramilpeptidima 29 i 30 imunostimu-
latorna aktivnost odredena je testovima in vitro na co-
vjecjim PBMC-kulturama (engl. peripheral blood mononu-
clear cell) tretiranim ionomicinom i PMA (engl. phorbol
12-myristate 13-acetate), uz MDP kao standard. Pokazalo
se da fosfo-analog 30 uzrokuje vecu proizvodnju IL-2, IL-4
i IL-10 od MDP-a i spoja 29, ¢ime je dokazano da
dietil-fosfonatna podjedinica ima stimulatorni uc¢inak na
proizvodnju citokina.s?

Manozni receptori

Lektini (lat. legere — izabrati) su proteini koji specifi¢no i
reverzibilno vezu Secerne strukture (monosaharide i oligo-
saharide), a ne pokazuju kataliticku aktivnost. Od stotine
prirodnih monosaharida lektini prepoznaju samo njih ne-
koliko; D-manozu, D-glukozu, D-galaktozu, N-acetil-D-
glukozamin, N-acetil-D-galaktozamin, L-fukozu, N-acetil-
neuraminsku kiselinu i D-ksilozu te oligosaharide koji
sadrze navedene monosaharide. Dijele se na 5 osnovnih
skupina s obzirom na Secer prema kojem pokazuju najveci
afinitet, lektini koji su specificni za manozu, galaktozu i
N-acetilgalaktozamin, N-acetilglukozamin, fukozu i N-ace-
tilneuraminsku kiselinu. Aktivni dio lektina koji veze Secer
naziva se CRD (engl. carbohydrate-recognition domain).
Na temelju aminokiselinskog slijeda CRD-a i ostalih bioke-
mijskih svojstava, lektini se mogu podijeliti na Cetiri velike
skupine: tip C, tip S, tip P i tip | lektina. Lektini tipa C ¢ine
najvecu skupinu i zajednicko im je da im je potreban ion
Ca?* u procesu vezanja ugljikohidrata.’* U skupini C-tipa
lektina nalaze se lektin MBL (engl. mannose-binding lectin),
poznat i kao MBP (engl. mannose-binding protein), i ma-
nozni receptor (MR). MBP-i su rasprostranjeni u ljudskom
serumu i imaju funkciju obrane domacina od patogenih

-0

O
H
HO © H

O
S\/\O/\/O\)J\N 0o

0o
H HN/\/(OCHchZO)g\C “(CH)g

— Desmuramylpeptides with (adamant-1-yl)carboxyamido group

organizama. MBP veze patogene preko C-kraja polipeptid-
nog lanca, a preko N-kraja se veze na makrofage, te tako
omogucava fagocitozu, odnosno aktivaciju urodenog imu-
noloskog sustava.354* Manozni receptori (MR) se nalaze na
povrsini endotelnih stanica te na makrofazima i imaju ulo-
gu u urodenoj imunosti. MR-i (uz ostale receptore) su
smjesteni i na dendritickim stanicama koje prezentiraju
antigen T-stanicama imunoloskog sustava, nakon cega slije-
di humoralni odgovor (posredovan specifi¢nim antitijelima)
ili stani¢ni imunoloski odgovor (posredovan citotoksi¢nim
T-stanicama).*> MR-i se smatraju receptorima za prepozna-
vanje patogena (PRR, engl. pathogen recognition receptors)
koji prepoznaju komponente PAMP (engl. pathogen asso-
ciated molecular patterns) na mikroorganizmima. Posre-
duju endocitozi i fagocitozi te otpustanju citokina kojima
se utjece na stecenu imunost, odnosno predstavljaju vezu
izmedu urodene i steCene imunosti.

Konjugati manoze i muramildipeptida

Testovi in vitro pokazali su da MDP inhibira rast tumora
aktivacijom makrofaga, koji zatim unistavaju tumorske sta-
nice. S obzirom na to da slobodan MDP nije dovoljno
dobar aktivator makrofaga, pripravljen je neoglikoprotein-
ski nosa¢ MDP-a kod kojeg je MDP kovalentno vezan na
manoziliran serumski albumin (Man-BSA) jer na povrsini
makrofaga postoji receptor za manozu.>s Pokazalo se da uz
dodatak i male koli¢ine navedenog MDP-Man-BSA-gliko-
konjugata znacajno poraste aktivnost makrofaga.’¢ Osim
glikokonjugata, kao potencijalnih nosa¢a MDP-imunomo-
dulatora, upotrebljavaju se i manozilirani liposomi u koje je
ugraden MDP, a za koje se pokazalo da ucinkovito inhibi-
raju metastaze na jetri. Manozni glikokonjugati se opéenito
mogu upotrebljavati za pripravu manoziliranih liposoma

N (CH2)60H3
o-(CHYa_~—~_(CHeCHs

Slika 9 - Manozilirani lipid upotrijebljen za pripravu manoziliranih liposoma

Fig. 9

— Mannosylated lipid used for the preparation of mannosylated liposomes
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Scheme 2 - Synthesis of mannosylated derivatives of PGM; (a) Et;N, dry DMF; (b) H,, Pd on carbon (w(Pd) = 10 %), w(EtOH)

kao potencijalnih nosaca za dostavu antigena.’” Proucava-
njem interakcija manoziliranih liposoma s lektinima koji
specifi¢no vezu manozu, kao $to je konkavalin A, dokazalo
se da su takvi liposomi potencijalni nosaci lijekova, gena ili
antigena do ciljanih stanica koje imaju eksprimirane
manozne receptore na svojoj povrsini. Ista grupa autora
pokazala je nedavno da se manozilirani liposomi, izgradeni
iz diantenarnih manoziliranih lipida 31 (slika 9), specifi¢no
vezu i na ljudske dendriticke stanice. Navedene manozili-
rane liposome s ugradenim adjuvantom konjugirali su s
antigenima i zatim im ispitali antitumorsko djelovanje in
vivo u misjem modelu. Pripravljene konstrukcije pokazale
su se ucinkovitima i potencijalnim sustavima za antitu-
morska cjepiva.s859

Manozilirani derivati
peptidoglikan monomera

Manozilirani derivati PGM-a, Man-OCH,CH(CH,)CO-PGM,
pripravljeni su reakcijom nezasticenog PCM-a 10 sa su-
viskom N-hidroksisukcinimidih estera 32a. ili 32 (shema
2).%0 Tijekom reakcije ne nastaju nusprodukti zbog preferi-

OH
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NHAc © L OHH
enzim HsC o ¢
34(’,, 34B —_— 3

OH
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Shema 3
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33q, 33p R=Bn
b<

34q,34p R=H

— Sinteza manoziliranih derivata PGM-a; (a) Et;N, suhi DMF; (b) H,, Pd na ugljiku (w(Pd) = 10 %), w(EtOH) = 50 %

=50%

rane konformacije PGM-a u vodenoj otopini i DMSO-u u
kojoj je meso-diaminopimelinska kiselina (DAP) eksponira-
na i najdostupnija za reakciju.3435

Man-OCH,CH(CH,)CO-PGM derivati 34a i 34 dobiveni
su uklanjanjem benzilne zastite s manozne podjedinice
konjugata 33a i 33p. Okarakterizirani su kemijskim i spek-
troskopskim metodama. U kromatogramima RP-HPLC do-
bivena su tri signala koja odgovaraju a.- i B-anomernoj kon-
figuraciji i anhidro-formi peptidoglikanskog dijela mole-
kule.? Derivati 34a i 34 podvrgnuti su enzimskoj hidrolizi
s N-acetilmuramil-L-alanin amidazom (shema 3).

Do enzimske hidrolize 34a i 34p dolazi na istom mijestu
kao kod samog PGM-a32i njegovih lipofilnih derivata 1134
12%, tj. regioselektivno se cijepa laktilamidna veza. Mano-
za ne utjeCe na susceptibilnost laktilamidne veze prema
enzimskoj hidrolizi, pa je hidroliza regiospecifi¢na. Hidroli-
zira se samo laktilamidna veza, a ne i amidna veza izmedu
amino-skupine meso-DAP i kiralne poveznice vezane na
manozu, unato¢ strukturnoj sli¢nosti tih regija. Naime,
N-acetilmuraminska kiselina i O-(D-manopiranoziloksi)-
-2-metilpropanska kiselina imaju asimetrican ugljikov atom
C2 apsolutne konfiguracije R.

O CONH,
H2N CH3
OH COOH

OH
(@) CH

O CH3 3

350, 358

CONH»

— Produkti enzimske hidrolize Man-OCH,CH(CH)CO-PGM, N-acetilmuramil-L-alanin-amidazom

Scheme 3 - Products of the enzymatic hydrolysis of Man-OCH,CH(CH;)CO-PCM with N-acetylmuramyl-L-alanine amidase
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Dijastereoizomeri 34a i 34f prvi su derivati PGM-a koji
imaju ugljikohidratnu komponentu vezanu na DAP i prvi
manozni derivati peptidoglikanskog fragmenta niske mo-
lekulske mase uopce.

Adjuvantska aktivnost Man-OCH,CH(CH;)CO-PGM 34a
i 34p odredena je na temelju njihova imunostimulator-
nog efekta na sekundarni humoralni imunoloski odgo-
vor na ovalbumin (antigen) u NIH/OlaHsd(H-29) misu.
Man-OCH,CH(CH;)CO-PGM 34a ne povecava proizvod-
nju ukupnih antitijela anti-OVA 1gG, a 34p uzrokuje cak
smanjenje koli¢ine antitijela (imunosupresivno djelovanije).
Dakle, manozilirani derivati peptidoglikan monomera ne
pokazuju adjuvantsku aktivnost, odnosno ne pojacavaju
humoralni imunoloski odgovor. Medutim analizom podti-
pova antitijela 1gG, 1gG1 i 1gG2a pokazalo se da dolazi do
promjene smjera imunoreakcije prema tipu odgovora Th2.

Na temelju navedenog moze se zakljuciti da vezanjem
manoze dolazi do smanjenja adjuvantske aktivnosti
PGM-a. Mogudi razlog tome je sto uvodenjem hidrofilnog
supstituenta dolazi do velike promjene tercijarne strukture,
odnosno konformacije, zbog Cega je otezano vezanje mo-
lekula na receptore vazne za vezanje PGM-a. S obzirom da
su oba dijastereoizomera dobri supstrati za enzim N-ace-
tilmuramil-L-alanin-amidazu, moze se ocekivati da do pro-
mjene dolazi u peptidnom dijelu udaljenijem od laktila-
midne veze koja se hidrolizira. S druge strane, moguce je
da je doslo do vezanja na manozne receptore, sto je uzro-
kovalo otpustanje drugacijih citokina od onih koji se otpu-
Staju prilikom vezanja na NOD-receptore. Naime, poznata
su istrazivanja u kojima je vezanje na manozne receptore
rezultiralo slabijom imunoreakcijom.6"62 Medutim za sad
nema konkretnih dokaza da su manozni receptori ukljuce-
ni u mehanizam djelovanja polaznog PGM-a i njegovih
manoziliranih derivata.

Manozilirani
adamantilglicil-desmuramilpeptidi

(Adamant-1-ilitripeptidi 36 i (adamant-2-itripeptidi 37
modificirani su a.-manozom analogno modifikaciji PGM-a i
to tako da je na terminalnu amino-skupinu tripeptida veza-
na (2,3,4,6-tetra-O-benzil-o-b-manopiranoziloksi)-2-metil-
propionska kiselina, (R)- 38 ili (S)- 39 u odnosu na asime-
tricni ugljikov atom poveznice (shema 4).63

Kiselom hidrolizom dobivenih tert-butilnih estera 40-43
pripravljeni su glikopeptidi 44-47. U toj fazi pokusano je
odvajanje dobivenih dijastereoizomera. Odvajanje dobive-
nih izomera bilo je uspjesno samo kod glikopeptida 44 kod
kojeg je na (adamant-1-il)tripeptid manoza vezana preko
poveznice (R)-konfiguracije. Kod ostalih glikopeptida 45-47
navedena metoda odvajanja izomera nije dala rezultat, pa
se kod navedenih spojeva u sljedeci korak islo sa smjesom
dijastereoizomera. Katalitickim hidrogeniranjem benzilima
zadticenih glikokonjugata 44-47 dobiveni su konacni pro-
dukti 48-51 sljedecih strukturnih formula: 48a (a-Man-(R)-
-OCH,CH(CH;)CO-b-(Ad-1-il)Gly-L-Ala-D-isoCIn), 48b (o.-
-Man-(R)-OCH,CH(CH,)CO-L-(Ad-1-il)Cly-L-Ala-D-isoGln),
49 (a-Man-(S)-OCH,CH(CH,)CO-b,L-(Ad-1-il)Cly-L-Ala-D-
-isoCln), 50 (a-Man-(R)-OCH,CH(CH,)CO-D,L-(Ad-2-il)
Gly-L-Ala-p-isoCln) i 51 (a-Man-(S)-OCH,CH(CH;)CO-D,L-
-(Ad-2-il)Gly-L-Ala-D-isoCln).

Ispitan je utjecaj manoze na adjuvantsku aktivnost ada-
mantil-tripeptida u dva genetska soja misa. Imunomodula-
cijska aktivnost manoziliranih adamantil-tripeptida 48-51
odredena je u misevima CBA(H-2¥) u usporedbi s polaznim
tripeptidima 27 i 28 te PGM-om 10. Opcenito, svi testirani
spojevi slabije induciraju proizvodnju ukupnih antitijela
I1gG od PGM-a, odnosno djeluju kao slabiji adjuvanti od
PGM-a.
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Shema 4
Pd na ugljiku (w(Pd) = 10 %), w(EtOH) = 50 %

Scheme 4 - Synthesis of mannosylated adamantyltripeptides; a) EDC - HCI, HOBt - H,O, Et;N, V(dioxan) : V(CH,Cl,) = 1:

— Sinteza manoziliranih adamantil-tripeptida; a) EDC - HCl, HOBt - H,O, Et;N, V(dioksan) : V(CH,Cl,) = 1:1; b) TFA; ¢ H,,

1; b) TFA;

¢) H,, Pd on carbon (w(Pd) = 10 %), w(EtOH) = 50 %,
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Kako je kod spoja 50 i 51 razli¢ita apsolutna konfiguracija
na poveznici izmedu manoze i (adamant-2-il)tripeptida, te
jednak omjer dijastereoizomera (izomeri s obzirom na ami-
nokiselinski slijed u peptidnom dijelu), ispitan je utjecaj
apsolutne konfiguracije R (kod spoja 50) i S (kod spoja 51)
na imunostimulacijsku aktivnost. Manoziliran (adamant-2-il)
tripeptid 50 uzrokuje proizvodnju vece koli¢ine ukupnih
antitijela IgG od izomera 51, $to znaci da je za stimulaciju
imunoloskog odgovora pozeljna apsolutna konfiguracija R
na poveznici. Nadalje, usporedbom aktivnosti izomera 27a
i njegovog manoziliranog derivata 48a kod kojeg je po-
veznica konfiguracije R (slika 10) uoceno je da se manozili-
ranjem pojacava njegova aktivnost u usporedbi s polaznim
tripeptidom. Dakle, manozilacijom adamantil-tripeptida
preko poveznice konfiguracije R povecava se imunostimu-
lacijska aktivnost polaznog tripeptida.

U misevima NIH/OlaHsd (H-29) testirana je imunomodula-
cijska aktivnost manoziliranog (adamant-1-il)tripeptida 48a
u usporedbi s PGM-om 10 i (adamant-1-il)tripeptidom
27a. Ovim pokusom takoder je potvrdeno da se vezanjem
manoze preko poveznice apsolutne konfiguracije R na izo-
mer 27a pojacava njegova imunomodulacijska aktivnost.
Ujedno, glikopeptid 48a pokazao je jednako dobar imuno-
stimulacijski uc¢inak na proizvodnju ukupnih antijela 1gG
kao i PCM koji je ucinkovit adjuvant.
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Slika 10 — Najucinkovitiji manozilirani (adamant-1-il)tripeptid
Fig. 10 - The most effective mannosylated (adamant-1-yl)tri-

peptide

Navedeni rezultati ukazuju da manoza ima vaznu ulogu u
stimulaciji imunoloskog odgovora. Takoder je potrebno
naglasiti da je 48a stabilan, apirogen, netoksi¢an i u vodi
topljiv spoj, Sto ga cini potencijalno primjenjivim adjuvan-
tom u cjepivima. Iz omjera antitijela anti-OVA 1gG1 i anti-
-OVA IgCG2a uoceno je da PCM 10 i (adamant-1-il)tri-
peptid 27b imaju tendenciju usmjeravanja imunoreakcije
prema tipu Th2, a manozilirani tripeptid 48a vise prema
tipu Th1 (iako usmjeravanje nije statisticki znacajno).®

Takoder je pokazano da se manozilirani (adamant-2-il)tri-
peptidi ugraduju u liposome, pri ¢emu adamantanska
podjedinica ulazi u lipidni dvosloj, a manoza se nalazi na
povrsini liposoma. To je dokazano dodatkom konkavali-
naA (ConA), lektina specificnog za manozu.t> Analogni
rezultati dobiveni su i ugradnjom manoziliranog 1-amino-
adamantana®® u liposome. Ugradnja adamantanske pod-
jedinice u lipidni dvosloj uocena je ranije i kod polaznog
(adamant-2-iltripeptida.6”

Zakljucak

Medu imunomodulatorima s potencijalnom klinickom pri-
mjenom, muramilpeptidni adjuvanti pokazali su se odlic-
nim kandidatima. Sintezom novih derivata MDP-a priprav-
lieni su spojevi s poboljsanim imunomodulacijskim svoj-
stvima te umanjenim nuspojavama. Proucavanjem odnosa
njihove strukture i aktivnosti doprinosi se razjasnjavanju
mehanizma imunostimulacijskog djelovanja MDP-a. Svi
prikazani primjeri ukazuju da relativno male promjene u
primarnoj strukturi peptidoglikanskih fragmenata utjecu na
imunoreakciju. Manozilacija se pokazala osobito vaznom
modifikacijom muramilpeptidnih i desmuramildipeptidnih
adjuvanata jer se uvodenjem manoze omogucuje inter-
akcija glikokonjugata i proteina specifi¢cnih za manozu,
¢ime se omogucava ciljana dostava aktivne tvari.

Popis simbola i kratica
List of symbols and abbreviations

% — obujam
— volume
w — maseni udjel
— mass fraction
CRD — domena koja prepoznaje ugljikohidrat
— carbohydrate recognition domain
DAP — diaminopimelinska kiselina
— diaminopimelic acid
DMSO — dimetil-sulfoksid
— dimethyl sulfoxide
EMA — Europska agencija za lijekove
— European Medicines Agency
FDA — Uprava za hranu i lijekove
— Food and Drug Administration
GleNAc — N-acetilglukozamin
— N-acetylglucosamine
HPLC — visokodjelotvorna tekucinska kromatografija
— high-performance liquid chromatography
IL — interleukin
— interleukin
Man-BSA — manoziliran govedi serumski albumin

— mannosylated bovine serum albumin
MBL, MBP, MR — manozni receptor

— mannose receptor
MDP — muramildipeptid

— muramyl dipeptide

MHC — glavni kompleks gena tkivne podudarnosti
— major histocompatibility complex
MTP-PE — muramiltripeptid-fosfatidiletanolamin
— muramyl tripeptide phosphatidylethanol-
amine
MurNAc — N-acetilmuraminska kiselina
— N-acetylmuramic acid
OVA — ovalbumin
— ovalbumin
PAMP — patogenima pridruzeni molekularni sljedovi

— pathogen-associated molecular pattern

PBMC — mononuklearna stanice periferne krvi
— peripheral blood mononuclear cell
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PGM — peptidoglikan monomer
- peptidoglycan monomer
PMA — forbol-12-miristat-13-acetat

phorbol 12-myristate 13-acetate

PRR — receptori za prepoznavanje uzorka
— pathogen (pattern) recognition receptors
SAR — odnos strukture i aktivnosti
— strucure-activity relationship
TLR — receptori Toll-like
— Toll-like receptor
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SUMMARY

Preparation and Immunomodulatory Properties of Modified Peptidoglycan Fragments
R. Ribi¢* and S. Tomic

Immunostimulators, known also as adjuvants, are added to vaccines to accelerate, extend or
amplify the specific immune reaction to a specific antigen. One well known class of immuno-
modulating compounds is based on muramylpeptides which are fragments of peptidoglycans,
natural polymers that build up the cell wall of bacteria. Muramyldipeptide, N-acetyl-
muramyl-L-alanyl-D-isoglutamine (MDP, Fig. 1) is the smallest structural unit of the peptido-
glycan monomer (PGM, Fig. 2) which shows immunostimulating activity. PGM isolated from
Brevibacterium divaricatum, acts in itself as an effective adjuvant, and several derivatives were
prepared to study the possible influence of different substituents on the immunomodulatory
activity. Thus, lipophilic derivatives tert-butyloxycarbonyl-L-tyrosyl-PGM and (adamant-
1-ylacetyl-PGM (Fig. 3) were prepared and their activities studied. They were also shown to be
good substrates for N-acetylmuramyl-L-alanine amidase from human serum (Scheme 1) which
specifically hydrolyzes the lactylamide bond. MDP which is an integral part of PGM and proven
to be an effective adjuvant was further synthetically modified and obtained derivatives tested as
possible immunomodulators. Romutide (MDP-Lys(L18)), approved by Food and Drug Admini-
stration (FDA), and mifamurtide (L-MTP-PE), approved by European Medicines Agency (EMA),
highlight among many other MDP derivatives (Fig. 4). Since N-acetylglucosamine in the struc-
ture of MDP is not essential for the immunostimulating effect, desmuramyldipeptides (Fig. 5)
with different acyl groups at N-terminus of L-Ala-D-isoGIn dipeptide were prepared. In ada-
mantyl desmuramyldipeptides such as adamantylamide dipeptide (Fig 6), adamantyl tripeptides
(Fig. 7) and desmuramylpeptides with (adamant-1-yl)carboxyamido group (Fig. 8), lipophilic
adamantane moiety is bound to the dipeptide part. Binding of some specific sugars to immune
active substances may help their targeted delivery. An example is mannose which enables man-
nosylated compounds to interact with lectins specific for mannose, such as mannose receptors
(MR) expressed at macrophages and dendritic cells. Therefore, it is possible to increase the acti-
vity of the parent immunologically active compound by mannosylation. One of the ways is the
preparation of mannosylated liposomes by using mannosylated lipids (Fig. 9). Mannosylation
can also influence the direction of the immune reaction. This is shown by the examples of man-
nosylated PCM and adamantyl tripeptides. Mannosylated PGM derivatives (Scheme 2) are the
first PGM derivatives comprising carbohydrate substituents. Mannosylation changed the immu-
nostimulating activity of PGM, but did not affect the susceptibility of the lactylamide bond to
hydrolysis with N-acetylmuramyl-L-alanine amidase (Scheme 3). Adamantyl tripeptides, structu-
rally related to PGM, can be mannosylated using the same method (Scheme 4). The greatest
potential showed the mannosylated (adamant-1-yltripeptide (Fig. 10) whose immunostimulat-
ing activity is comparable to that of PCM.

Numerous MDP derivatives have been synthesized with the intention of improving the pharma-
cological properties and reducing the side effects of the parent molecule. Furthermore, the
study of their structure-activity relationship contributes to the clarification of the mechanism of
action of MDP. All presented examples indicate that relatively small changes in the primary
structure of peptidoglycan fragments affect their immune reaction. Mannosylation is particularly
important modification of muramylpeptide adjuvants since it may allow the targeted delivery of
these active substances.
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