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8§ 1. Uvod 19

§81. UVOD

Nanomedicinao mogui uj e razvo,j novi h sustava koj i

smanj ujuli njihove gtetne utjecaje. Sinteza

mol ekula sa specifilnim svojstvima ostaje pr
Supramolellska kemijau svoj i m pol etci ma kao I dana:

pripravi novih funkcionalnih materifakaoie | e k t r,o no p tles|ekizmr ni m ur el a

a u posljednje vrijeme u medicini [ bi omedi c
uzgoj stanica i mnogim drugim podrul jima z:
sustavima nekovalentne interakcije izmelLu bi
udrugivanju, kao i u procesi ma vearalmg abiiolmod |

kompleksa. Razvitak supramolekulske kemijeposljednjih pedesetak godinadtvorio je

mogul nost priprave sintetskih molekula sa s\
molekulskog prepoznavanja.Jecin o d Kkl julddkiah wmaprvem podr ul
supramol ekul ski sustavi k nekovalentpile vem.®meesi dr u g u
samoudrugivanja malih organskih molekula ten
vodikovih veza, -" interakcijg van delWaalsovihsila, elektrostatskitsilai dr. Takvi sustavi

su reverzibilni i osjetljivi na vanjske stimuls@ poput pH, temperature ili ionske jakdsti.
Organske mol ekule koje imaju potencijal za s
odr e lfunkciske skupine koje omoguliuju methakobno
nekovalentnih interakcijag-unkcijskes k upi ne koj e se | esto upotre
amino skupine, karboksilne skupine, alifatski lanci, aromatske skupine i dflmy®@ us pj e g n ¢
centralne jedinice za dizajgleamoudgué&eni bi &
kratki peptidf, porfirini®, derivati oksaln&i fumarnekiselin€’.

Pepti dni samoudrudguj uli nanomaterijal:| s u
bi omedi cini . Nj i hova bi okompati bilnost, I ak
trodi menzionalne mrege omodRddirj el jge rokpr abniool
kemije kojim se bavi ovaj rad | e pamipildrarwvi t o p
proteinima te nji lgamoleksiskenstukidrd Kragki pepsidipjrei vul asl e
sve velu pagnju zbog svoje jednostavne i ] €

dipeptid difenilalanin RhePhe,F F) [ nj egovi der i v admiloida, kao n
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pokazal. su Ssvoj stvo s amo u dr udferay manocijavi iu nan
hidrogeloval** Skl onost proizIlazi iz nji ho-mabraniamf i f i |
p ol*8Nastajanje sekundarnih struktura mogul e
tioflavina T koja prepoznaje amiloidne fibri
Se mogeinvproiaimvivbi a sve Vvige se istraguju nov

sekundarnih struktur®:!” Ultrakratki peptidni hidrogeitori od samo dvije do tri

aminokiselingi s t se kbog svoje jedsot avne sinteze, mogul nost i
(end. scaleupa) i jeftine sintezeN e k i od najlegie korigtenih sr
pol i mer. polil aktidna kiselina (PLgNonpa pol i g
ki selina (PLGA) i kitosan koji sgelatwimééNekii ge ko

od peptidni hidrogebvap o dr gavaj u rast st aniibmolekubzognt r ol i
| ega su ideal ni k andi d%4%Peptidnianidrbgelavinezahiijevdjun s k u |

korigtenje gtetnih materijala za 1inicijaci]j
aminokiseline koje se mogu metabolizirati zb
svrhu poboljgane @il jane dostave |ijekova.

Od r e I &mogelovipokazali su m g u i md $ e wgradje i kontroliranag
otpug t ama =aih hidrafilbih i hidrofobnh terapeutsih molekue k ao gt o su nukl
kiseline, proteini iprotutijela. T a k o Lealni hidragelovi zan vivo dostavu lijekova trebali

bi biti topikalnigt o bi omoguiil o aplikaciju injektira
nekoliko dana u tjelesnim tekulinama i t ki
Kol il ina i homogenost | ijeka wugr anloe nuo gs luu|haij
hidrofobnih |lijekova. Visoki sadrgaj vode i
relativno brzog otpugtanja | i | eldehai gtok smd e
posljedica.

Li posomi se intenzjenoshovnbhesyaj ssavag,i
membrana, a pokazalisulseod obr i sustavi za ciljanu dostav
prepoznavanjffDvokomponentni sustav nastaje proceso
supramolekulskih sustavdl nt egr acija | i posoma i hi drogel a
negeljenih wulinaka koji se javljajuwt?®kod u
I nkorporiranje | ipidnih nosala poput || iposonr
lijeka ili antigena lporgii vioesmu afefhNDVle stsdijesut abvi o |

i stilu potencij al pept i disiustaaznaa ncojnmeaptiewd ,j ap rai
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njihovim snagnim adj uvant s kacije naukntoil gasgmiasotgi ma |
proizvodnje protuijela3® Neki supramolekulski gelovi pokazali su znal aj nu

imunostimulacijsku aktivnost. U takvim sustavima zamjena ili promjena redoslijeda
aminokiselinano gen al @fnamj i ti kol i | iH¥ nastalih protu
Supramol ekul ski sustavi o®b®m & amagosdiroumgd ji u

kemiju (end. hostguest)gydj e se mal e mol ekule (gost) vegu

stvaraju i nkl uzijske kompl ekse. Supramol ek
domad ot sustava s krunskim eterima nakon | e
spojeve poput& |l i ksarena, kukurbiturila i drugi h. ([
su se i na druge skupine spojeva pa su velik
svoje cijene, dobre topljivostii e | i ke mogul nosti k dekstripa&® e mo d i
Kompleksiranje lijekova i i&lodekstrin se svakodnevno i straguju

topljivosti lijekova. Osim toga, iimjena lijekovau medicinikoji mogu i zazvati ne
nuspojave (mulnina, besvj est ipotaknulajeenarmoghaavi c a

i stragivanje sustava za ahtidotek 0 joil ma almiu s e mpaoanis

efekti. Vdiki broj| i j ekova i maj u ptipadajgmalimnaoleksibmaljoje sev a t e

mogu vezati u gupljine makrocikla i® i domali
Osnovni cijovogi st r a io je a 8§ B a @nalekulske suptave s posebnim

nagl askom na pripravu novi h funkcional nih

aplikacijama, usmjerenim prema skladigtenju,
Fokus i s temeded ijevra nnjolakulskim samoud u § e n popun didrogelova,

i nspiriranih vliaknastim biologknsey allragial nimi
sintetskim metodame r at K i pepti di kKoj i sudj el ujsu u st
aminokiselinskim slijedomfenilalaninfenilalaninalanin PhePheAla, FFA) i razl i | iti
zagtitnim s ku prajevimanga sintezusu\korig t e€Craiz | i | i t i ami nok
derivati i reagensi wuobilajeni suHiéE&PNMRdnoj K

te infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijdfTIR), elementnom

analizom i masenom spektrometrijom. Morfologija gelskih odrd. e n arangnasijskom
elektronskom mikroskopijom (TEM) mikroskopijom atomskih sila (AFM) Ispitani su

hidrogebvi kao kompozitni supramolekulski sustagmeljen nahidrogelatorys ugr aleni m
liposomimayu koji jeugrd’ elijek tekojipr edst avl ja novi sustav za

Ugradnj a i oisppanogjeud rt jr ea | dyidljjleamit (&VsVispapsorpcijskomi
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fluorescencijskom spektroskopijom, a hidrogelovi kao i kompozitni materijali su
karakteriziranid i f er enci j al nom pr et r aETiRospektrkskopijom i me t r
Dodat no, u i str ag,i izobranja uizdwajanjabiaktivnitongalihpnolekala i p a
iz biologki r e | anivsainkluzijskibkkompléks piklodekstrinai Selektivino
vezanje gosta u vaono j&UVeVisepssrpciskomi flyprescentijskom
spektroskopijom t&zotermalnomtitracijskom kabrimetrijom (ITC).

U okviru navedeni h i stragivanja potvrLer
supramol ekul ski sustavi temel j eni na FFA p
aktivnost i predstavljaju novu generaciju sustava za dostavu cjepiva s adjuvantskim svojstvima.
Nadal je, kompozitni sustav hidrogel a FFA i
[ kontrolirano ot prezgltatiaspijivaep KompjelksikanjasciklodeKirinakso L e r

aristolohijskom kiselinom, potvrdili su njih
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Supramolekulska kemija

Nanotehnologijakoja se temelji nantermolekulskimorganizacijama molekula ili atoma
privlal:i vel i ki br o] znanstvenika zbog mogul
koje usmjeravajfunkcijskes k upi ne i sil e meluat omsRi h i me |
Supramolekulska kemija bavi se multikomponentnim sustavima atoma, molekula i/ili iona koji

se melLusobno poimmterakgijamapaplt vodikotiheezd, van der Waalsovih

sila, hidrofobnih i hidrofilnih interakcija, -~ interakcip i dr . Karakterizira
prepoznavanje molekula kogen e k oval ent nim i nterakcijama ud
sustavé®l nspiracija za razvoj supramolekul skih s

organizmima i biokemijskim procesima koji slvijaju unutar stanica, poput kompleksa

enzimisupstrat, strukture DNA & Enzimeajtlujusapabbgno h i nt
supramolekulskind o ma@i§ o 8t sustavi ma, prema model u Akl
do stvaranja specifilnih kompleksa. Sama enz

primjer samoudrugi vanj a mo [“dbklekllaaDNA je krimjeral e nt n

gdje se dvolanlana dvostruka wuzvojnica DNA

kompl ementarnih nukleinskih ba#&omponenteasl i t a
supramolekulskons ust avu mogu biti raznih struktur a,
Moge se zakl juliti kako postoje velike mogu

ciljanim svojstvima koji proizlaze iz svdpva pojedinih komponenti u tom sustavu te novim
svojstvima kao rezultat preciznog kombiniranja komponenata supramolekulskog sustava. Nova
svojstva |l e ponajvige ovi,iestiakopostdkormpajemu poj €
akceptor vodikovih vezadonor vodikovih veza, tada je velika vjerojatnost povezivanja dviju

takvih molekula. Preciznim odabirofankcijskih skupina mogu se predvidjeti interakcije i

nal i ni povezivanja molekula u sustavi ma. Sek
otgpalo, agregacijsko stanje sustava, ionska jakipst mnogi drugi. Slabe veze u takvim
sustavima |ine ih osjetljivijimmna fizikalne
redukcija) te je potrebna manja energija za cijepanje takve vezelika oazkovalentnelako

S Vi supramol ekul ski sustavi mogu pokazat.i S

vanjskih utjecaja, vagno je nali opti mal ne




§ 2. Literaturni pregled 24

i onske jakost.i [ d r u gpravijanje supranmlekalskimstiukturamenio g u | a
njihovu primjenu u *? Ja supramolekulsken sugtavespadajl j i ma .

supramolekulskgelovii  d o rgasi €ngh.hostgues) sustavi*®

22. Mol ekul sko samoudrugivanje

Mol ekul s ko s gerkoaurdar kutge rviasntjiel an proces mol ekul
gelova.U ovomdi j el u objasnit e se poblige proce
znanstvenog dissttacigjies.anNoal eokviel sko samoudrugi v:
proces kojim molekd ili ioni tvore velike i kompleksne supramolekulske sust@li&a 1).

Sinteza supramolekulskih sustava inspirirangnenjerimai z  pr i r ode. l stragi
podrul ju pokrivaju s ulepoput erotekna, jnukleinskehdkisalir, b i o n
peptida koji mol ekul skim udrugi v magrijaleff st var
Mol ekul skim samoudrugdgivanjem mogu se dobiti
organizacijom i dizajnommolekula intramolekulskim i intermolekulskim interakcijama,
paralelno kontrolirajuli samoudrugivanje izb
spomenut o, proces samoudrugdgivanja |je odrele

elektrostatske intakcije, vodikove veze,-" interakcije, van der Waalsove interakcije i

solvofobne efekte. Nekovalentne interakcijese | i @energiski slabe interakcije, no u

veli kom broju u supramolekul skim sustavi ma s
Sol vof obni efekti se moraju uzet.i wtapalb z i r K«
Tipilne nekovalentne interakcije poput vodi

karaktera vode i konkurentnih vodikovih veza u odnosu na hidrofobni efekbfblihi efekt
se moge prikazati kao kombi naci{ipolimeeakciey al ent
vodi kove veze il van der Waal sove interakci

dehidratacije® ipofilnih povrgina.
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Samoudrugivanje seokaegoedpodjeliti u nekol ik
f reverzibil no s d mrswa detfasspinblyd rsjaemodnggi vanj e
nastaje spontanim procesima pod utjecajem temperature, pH, koncenacije i

1 predmodifikacijskos a mo u d r u g il.v@ecyrser modicaton followed by
selfassembly) s amoudrugi vanje u kojoj kgmpame¢nmut e
dok se kemijski ne modificiraju

T postmodi fikaci | skd. sdfassemhlydwitn gastinadifigaten) ( e n g
reverzibilno samoudrugivanje koje se pos
zakl julava struktura

f pot pomognut o s a nhoassstedusgifisserably) wpotréba katplizatora
za ostvarivanje samoudrugivanj a

f usmj ereno s amangl direatédi setassemigly)i za samoudrugi v
potrebna je gablonska struktura u kojoj |

f kombi nirano s aemgh setfassedhblyvvatin intermitent processing)
kombinacija prethodni h samoudrugivanj a

Svojstva samoudrugivih sustava su:

fdi nami | nost i mogul nost raznih kombinacij a
furelenost strukture

7 dobar odgovor na vanjske utjecaje

fmogul nost senghselfteaingav k a (

fmogul nost s aemgselérgplicatianaci j e (
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Slka 1. Samoudrugi vanj e mol ek ul a dipidis h) proteimo | e k u |
c) ciklodekstrinski komplek¢ i | ust r aci j a ppreenditeratareomizvompyy i | ago L

2.2.1. Supramolekulskidrogelovi

Geloviseddfni raju kao znatno razrijelLeni umr egen
stacionarnom stanjtf. Strukturna i elektronska kompleksnost ovakvih gelotaaraju vrata
raznim modi fi kacijama i dobivanju materijal a
za nove materijale dol azi iz prirode gdje se
| ega su osnovne komponerndiedig, el pevpat iadmi,n o&li ksiel
saharidi, masne kiseline, aromatski fragmenti, organske doti im a-dostsustavi®’ Gelovi

Ssu u svakodnevnoj upotrebi u razlilitim obl:i
proizvoda poput sapunaz,a ¢kanspuo nia,d rzugbvolda, kpoazsn ee
kao i u dioptrijskim | elama, a velika primj
obnovu tkiva i drSupramolekulsk g el o v i sastoje se od trodi me

samoudrugivanjem mol ekul a wlo(ofgansko kooganegelslie n al

voda = hidrogel ). Pr oces ¢ mdlekuleaggelgtosa azpaopl oi | nijnuj e
samoudrugivanj e u vli aknast e f or me putem i n
Imobilizacijom velikih organskih molekula otapaial i mol ekul a vode sprj
gi banje stvarajuli trodi menzional ne mr ege

materijali. Osnovna podjela supramolekulskih gelova je na fizikalne i kemijske gelove.
Fizikalni gelovi su termoreverzibilni i terfje se na nekovalentnim interakcijama, dok kemijski

gel ovi nastaju kovalentnim povezivanjem mol
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mregu koja moge jog navulii na sebe odrelenu

molekuli koja uzrokuje gelirasj razlikujemo organske molekule male molekulske mase,

velike organske molekule, polimerne molekule, metalogelovadtalogelovima metalni ion

djeluje kao supstitucijska inertna struktur a

f ot of i gnietbkk il redoks avojstva gelifslika 2).49>°

Fizikalne interakcije

Vi y - )y - /”\,\‘ ,{f/ .
-~ ‘ AT S = @Y <& Vi, -,:F“T'.,quh\\
- ke 3;/9.:\,. T 9o Vo "R e § b
¥ .V - * P - e 0 Yo 4 \"\. N ﬁ:‘\ &U"
e X e "o o8

v ‘_
- \'{ 4 0/
| Reverzibilan proces I

Slika 2. Mol ekul sko saonoudt e@mgi vanjde 3D mrege
pri | a premaigeratrnom izvoru)3>t

Glavna komponenta gelova su gelatori (molekule koje geliraju) koji mogu biti male molekule,

poli meri, anor ganskeslka8)s.t i Naip, @34 pelakemtapal®’d n e
Ovisno o otapalu gelovi se dijele na organogelove i hidrogéfove.

Gelator male r Tonska veza

molekulske mase —

(LWGM) Kovalentna veza

Vrsta molekule Vrste
S Dinami¢ka kovalentna veza
Polimerni gelator 25121012 GELOVI interakeije
Metal-organska koordinacija
Koloidna Eestica Priroda H-veza
gelator gelatora
| | | meminterakcije...
Fizikalni gel Kemijski gel

Slika 3. Klasifikacija gelova prema prirodi gelatorasti interakcija tevrsti molekule gelatora
(ilustracija ppremdieratarrromizvomf® i | agol ena

Stvaranje veze najl egl eslikad)p dakd vadikee veze poput e n o m

onih prisutnih u ureji i amidima, dovode do stvaranja vlaknastih struktura. Osim toga, na

(i

formiranje supramolekul skih sustava utjele

interakcije, dondrakceptor interakcije, metalna koordinacgajvofobne sile (hidrofobne sile

e
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u gel ovima na bazi vode) , kao i van der Waa

Strukture i zvijanjem i Il spreplitanjem stvar a

-~

=

e
. . ' Nekovalentne o= ‘
. . .“mterakclje -

Molekule

‘ . ' otapala
Molekule
gelatora Supramolekulski gel

SamoudruZivanje

Slika4. Stvaranjegela@ st r aci j a pr epremditeraturnomzvoiuf®agol e n a

Supramolekudkig e | o v i i maju giroku prait kjie@au i uzpoagt
rana, ciljanoj dostavi lijekova, stvaramatrica, molekularnoj elektronici, senzorima P>

Velika prednostsupramolekulskingelova je njitova reverzibilnostuvjetovanadjelovanjem
nekoval entnih i nter akc Regvaxzibilnostrse kogtmlsat vanjskins t r u k
stimulansima poput pH, temperature, aon me hog stiesh K Rever zi bi |l nost
mogul nost up o rskibgelova u geaemivhoprkedidiff’, ciljanoj dostavi

lijekova® (slika 5), senzomna®, kozmetci, hran i dr.>°

M

samoudruZenje lijek zarobljen u
gelatora Matricu gelatora
5. Q
kovalentna o
veza samoudruzenje — O
NNy —_— LSl Y
samoudruzujudi amfifilni J“r

motiv prolijek o~~~

3. kovalentna
veza enzim samoudruzenje
4 AN ———— ow’o—b — -
samoudruzujudi prolijek amfifilni
motiv prolijek

Slika 5. Tipovi sustava za ciljanu dostavu lijekova: supramolekulskgelovi, 2.- kovalentno
vezanje na nosal e s 3-ekovalénins keranje nantepnedjarna n j e m,
prolijekove i enzi mski i nducirano spenaudr ugi

literaturnom izvoruf’
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Supramolekulskijelovisem j | egl e dobivaju zagrijavanjem ge
hl alenjem smjese na sobnu tempelmtnvatiesu HI al e
mogula tri ishoda:
1) Kristalizacijai ur eLena agr e gsrokiujepppuigkdsialee nast aj u
2) Nasumi | na agregacija gdje se dobiva amorfni
3) Gel se dobije n e § @) n2) procesato jestAz a k o | fieknstalimacijom (ili
inhibiranom kristalizacijom)i t i j ek om procesa formira se

prekida ili usporavanjarastakristaldbo o g | ega se stvara nitast

Hidrogelovi su gelovi koji se sastoje od gelatora te vode koja je imobilizirana u
trodimenzionalnu strukturu polimernih lanaca. Svojstvo hidrogelova da apsorbiraju vodu
potj el e ofinkdijskidskupihaiOlvmismo o ¢geljenim svojstvim
bi orazgr adi stabinijitme hamiat ki kemij sku i bi ol ogk:
podr &fHajde ogel ovi se mogu podijeliti o%isno «
Hidrogelovimoguimati reverzibilno svojstvo bubrgaili skupljanja u prisutnosti vode mogu
sedizajnirati da bubre ili se skupljaju u ovisnosti 0 vanjskim uvjetivtajski uvjeti mogu biti
fizikalni (temperatura, elektrilno polje, sv

jakost, molekulska vrsta¥lika 6).52

(
& Temperatura
N Elektricno polje
g Magnetsko polje
o { Svijetlost
| A
2 Tlak
iE Zvuk
\ ‘ =1
:& ¢
’E pH Skupljeni hidrogel Nabubreni
] Tonska jakost hidrogel
_-:2,2‘ { Sastav otapala
5 Molekulska vrsta
\
Slika6.Vanj s ki podragaiji koj i utjelu na bubrenje

pr i | apremaieramrnom izvoruf?
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Hi drogel ovi i maj u gir oku ppoljopnyredincijanaj dostavigi j e n s
ljekova, proizvodnji umjetnog snijega, aditivima za hranu, farmaceutskim proizvodima,
bi omedi ci ni , iregaperatina@nediciniyvdijagniostidi, biesenzorima i &ft.

Glavna tema ovog doktorskog rada fizikalni (termoreverzibilni) supramolekulski
peptidni hidrogelatoars naglaskom na geloverganskh molekula male molekulske mase
(LWGM) u vodi. Osnovni preduvjeti da neka molekula male molekulske mase bude gelator su
funkcijskes k upi ne koj e ostvaruj u nekhopliwvastiuetapalme i nt
Kako je prethodno spomenuto, takve organskelekule, da bi ostvarile nekovaléme
interakcije moraju imatifunkcijskes k upi ne podl ogne vezanju nekoc¢
poput vodikovih veza (C=0-HN), hidrofobnih interakcija (alkilni lanci), -~ interakcija
(aromatske skupine) dr.8%%* Grijanjem suspenzije dolazi do otapanja molekule gelatora i
homogenizacije otopinePr i | i kom hl alLenj a mo | enkolekuls k i m P
nekovalentnim interakcijama stvaraju nove strukture. Prelaskom igtriiRture,poput nit,
dal jnjim samoudr ugintermotekulskopoveriju e k3D | skuktuseet].
tr odi men zi jskk&78). Rrlikengnastajanja 3D strukture molekule otapala ostaju
zarobl jene u meluprostoru gelske mrege. Pot v

tesom, odnosno, okretslkar/p)em bol i ce naopako (
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p Epra LT
g X ST T
IR
T Sty 7
S0 o8 R o gk %

Otopina Samoudruzivanje Gel

<> PF OO o~

Gelator Otapalo Agregati Vlakna

a)

Slika7.Post upak nastaj anj a iigverknatest(b) Glustrakija preuzeta o c e s ¢
i pr i |pangalitdiatumaem izvoruf®

Najjednostavnija spektroskopska metoda analize gelaeanperaturno ovisna spektroskopija

nuklearre magnetsk rezonancig (NMR)®® i infracrvena spektroskopija (FTIRJNMR i FTIR

tehni kama mogu se detaljnije opisat:i promjen
u solgel stanma, odnosnaijekom h | a Lieagfijavanja. Sekundarrsgrukturei strukture

Vi gegl@g | . s a mo gdatonsighimelekulghog seispitivati i UV-Vis apsorpcijskom
spektroskopijom a k o mol ekul a g el at o rfunkcijskea skupine kr ot
Spektroskopijom ickularog dikroizma( CD)  mispitieati isie | i t i kiralnost
gelskih viakan¥®¥. FTI R tehni ka je giroko primjenjiva
prikazuje vibracijske vrpce amidnih skupina (amid I i amid Il) koje daju vrijedne informacije o
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sekundarnoj strukturi gelatorskin molekula i organizaciji fibrila i afek koje stveaju 3D

gel ske®Rreoqd .avanj e gel owviaipravadi smichikcomk @eps & domne r
elektronske mikroskopije (SEM), transmisijske elektronske mikroskopij¢TEM) te
mikroskopijeat oms ki h sil a (AFM) kojima se promatr :
termal ni h i mehani | ki h iszmely astobyltguy avaPBu
gel ovi p r oendgemskan difraksjgkom analizaf@ngl. X-ray diffraction XRD) te

tehni kom rasprgivanj a r e n (egkXraykscaktering KRSk a pod
(SANS, SAXS) tehnikam&.: "2

23. Molekulskos moudrugi vanje peptida i pept.i
Aminokiseline su skupina vrl o v akupnefNHD)i omol e
i karboksilne skupine-COOH) . prieotinihmani n o k i s eaminokisalines $ve U
prirodneJa mi noki seline (osim glicina)Catomazpog | et i
| ega spadaju u kiralne mol ekul e. Kiralnost
simetrijien i t i rotacijsku. nVe lrierkigelo imipnrasiek imajut- o | k u
konfiguraciiju, dok s uD- kprfiguraaijel dakou je iotkrivenoeir e 0 i z

sintetizirano stotinu razl isé izdvdjajuk aaoni makl| s @

aminokiseline glika 8b).”®
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COOH

@1".|,.4"-:-m

A.  Aminokiseline s nabijenim boénim lancem

Pozitivan
A

Arginin
(Ara)e
/Yo pKa203

(@) (@]
NH, NH,

pKas.00 pKas.0o

Histidin
{His) m
6’0 PKa 1.70

N
NH \ANH
HN—(
®NH,

pKa 12.10

s =
Lizin

(Lys) 0
’lepKa 215

@ NH,

KA 10,67

B. AminoKiseline s polarnim nenabijenim bo¢nim I

Serin ‘Treonin Asparagin
(sene (Thr) o (Asn) m’
pKa 213 pKa 220 pl(a 216

o p«nm }""“" ?/;hm 3“"“

D. Aminokiseline sa hidrofobnim bo¢nim lancem

Alanin Valin

(Alalg (Val) o

Izoleucin

(lle) o

pK-!ZD

pKa 233 ’S’OW ”7

7
? o
O# NH,
NH, PKa052
pXaon

Slika8. a) Fischerovarojekcija aminokiseline, b) Prirodnfia mi noki s el i na

pojavljuju.’+"

l.eucin

(Leu) 0

px.: 2

Glutamin

{Gln) @

pl(a 218

Metionin
(Met) @

pKiZln

O (@)
NH, NH,
NH A W 9, m pKa 904 pKas3a
nxao sa prane
nKa 9. u)
My

b)

o Naboj hocnog kn

Negalivan
=1L

Glutamat E

(Glu) G

o
Aspartat

(Asp} @

A/O pKa19s ~O pXa216
O (©]
NH, NH, NH,
pKa9.16 PKa 966 K3 058
®)
pKa 3Tl
g © o
®o
pra4.1s
C. Posebni slu¢ajevi
Cislein Selenocistein Glicin Prolin
(Cys) e (Sec) 0 (Gly) @ (Pro) 0
K m
pKa pra 19 &O a2 34/YO pKa 1 os&o
pKa 1047
PKZ ‘DH pKa |u DK-\“S! NH
pKa 814
Fenilalanin Tirozin Inplol‘nn
(Phe) o (Tyr) 0 (Trp) @
pKa224 pKa233
pKAZ!S
0 el

pKa 10.10

koj e
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Vel i,|l iobu i k i kemij ska svboj siti Rd&likada)ii nBjckli nsie | i anna
aminokiselim i maj u razlilita svojstva te ih mogemo
T snepol arni m b@ly, GiAlm AjValng liemla; lle( I; Met, M; Phe,F;
Trp, W; Pro,P)

T s pol arni m bSerlSnhThrat; AysaG) Tyi, YnAsn,(N; Gin, Q)
snabijeni m b dAsprDi Gl H; lays K; Argn &; H(s, H).

Razl il iti bol ni |l anci drugalije doprinose fi
(F, W, Y) -dmaeguliakjci je i zmelu aromatskih prst
sudjeluju u hidrofobnim interakcijama. Nabijene aminokiseline stvaraju-dipol interakcije
i zmelLu suprotnih naboj a, pribligavajuli t ak
molekule jednu od drugéko postoje i iznimkePostoje iaminokiselink o j e | maj u s pec
svojstva kao histidin (H) k@)siadmades av & z atlin uk
(SH) koja moge sudj eilintesmalékulskion disulfidnien geaam@d.nj u i nt
Proteini sumolekulesar i ge povezani h aminokiselina po
N i C kraja. Savijanje proteina omogul uj u
aminokiseline su fenilalaninF), metionin (M), izoleucin (1), leucin (L) i valin (V§""®
Supramol ekul ski hi drogel ovi dobi veni Iz zagt
postaju popularni biomaterijali zbog svoje jednostavne i jeftine proizvodnje kao i zbog
kompatibilm st i s bi ol 8F&monu drusgiawamaem pepti da mo
strukture od vezikula, micela, do fibrila i nanocijesiika9)2J e di ni zabiljegen
aminokiseline s gel ir af)abdgiaromakestoukiseti hidrombne j e f e
prirode®182U vodenim otopinama aromatske interakcije i vodikove veze imaju glavnu ulogu u
samoorganizaciji gelova male molekulske masel(drmyv molecular weight gels (LMW35)
kao i njihovih derivata i polimer2 Hi dr ogel i ranje mol ekula popu
pobol jgat.i ri gi-zdang tm tin i am opsrdmmanisjk tbpfjivast u kyodenim
ot opi nama i potilu hidrofobne i nteropikanei j e Kk
su razne mogulnost.i zagtitnih skupina od | ec
upotrebljavanate derivati naftalen® Mali peptidni hidrogelovi nalaze svoju primjenu u
dostavi l i jekova te bioaktivni m rkatinaekod j al i nm
dijab®Kir bhbi alpaelpgiatetizirgu gt o smanjuje trogkove s
mo g u | sniorstteze vellisbalekpp®™ i | i na (eng
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fﬂ] Disk micele
B-naborana ploca O m
h Sferne micele "Crv" micele
P> .
= :
Peptid Molekularne A
interakcije Samoudruzujuce

strukture

Lamelarne ploce

o- UZVO]]’]]C&
\/\/\ Vezikule
Ostale strukture Nanocijevi

Fibrili
Slika 9. Primjer supramolekulskih peptidnih strukturanabtalo | e k ul ski m samoudr

(ilustracija ppremditerattrrromizvomfrf i | agol ena

| stragivanj a mol e kkrdtkih kpeptdausHavaiskajda pali evlaan j a u
tijekom 1990ih godina u Laboratoriju za supramolekulsku i nukleozidnu kemiju Instituta
Ruler Bogkovi i, pod vodst VoZm aamlsd demiak ai sMIr &
nastavl jaju s e u i seaairkalnkaj, kroy mi  scer . v es
i stragi padpiBupramolakulske kemijd. s t r a § i dopaimjglagprvesstveno
razvoju kemi je supramol ekul skih samoudrugiyv
molekulske mase (LMWG), primjenom oksalamédnfumarinske jedinice i raznih
aminokiselina Pokazali su skao veoma efikasrorganizacijski elemeati u dizajnu gelskog
sustavaPosebno, istetiziranisui i stragivani razl i | iti kiralmn
alkohol)}oksalamidi kao gelatorimale molekulske maSes naglaskomn a objagnjen
stereokemijskih utjecaja i uloge otapala, a dizajnirani su i funkcionalni i kompozitni gelski
sustavi. Sintetizirani su mnogi strukturni analozi navedenih aminokiselinskih derivata te je
dokazano da su ti derivati dobrigelato or gans ki h ot apal a, a tako
organskih otapal a. U tijeku su istragdvanja
proteina povezanog s Al zhei merovom bol esti,

kiralnostiteistrdyi vanj a kompozitnih sustava s gel ator
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24. Bioinspirirani krat ki pepti di za 1 s
Vige od 40 milijuna | j u dolestukojessu iuzrok dementj@il uj e
gubitka pamienja. Vrl o | este amabetesitigan2zei b ol e
spongi formna encefal opatija ptMadadwidiseasek ao At
Najugrogenija sKuWpi+tha odd nat)ar iaj ipolvjeddinj em b
raste i broj oboljelih. ObzirordasuAlzheimeova bolest drugi oblici amiloidnih bolesti usko

povezani sa starenjem, a ljuglii sve dulje, to postaje veliki problem. 1z 2021. godine WHO
organizada objavila je 10 globalnih uzroka smrti od kojih Alzheimna bolesti ostale

demencije zauzimaju 7. mjestoPostojeodr el ene terapije koje su

napretka Alzheim@&ve bolestt no ne postoj i lijek koji Te je
znanstvenicima ovo podrulje od velikog 1inte
nastajarg amiloidninp | ak ov a .. Pl akovi ometaju normal nu

stanica, uzrokuju kidanje sinapsi i naposljetku apoptozu odnosno smrt stanica. Takve
neurodegenerativne promjene ndemenajizgomeo®m o/ it
ponaganj ha oboleth od Alzehimerove bolesti. Amiloidni plakovi su nakupine

amil oida koje su nastale formiranjem amiloid
topljivih proteina koji se udruguju u netop
amiloidnih fibrila je uzrok amiloidnih bol es
koj i agregira. Amil oi dni fibrildi nakupl jaju
Fibrild su inherentno st atsiul dia is es tvred k tnwormm &
nabrani h plola u karakteristilnom oblilku tra

cr osheeth . peiigavirukbp | § (slika10).888°

Duza os
A
~<Fp=———m
[
: I 4.8A
="

" —— n/1'o-11A

Slikal0. Prinkdz ami h pl ol a® amil oidnih fibrila
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Sastavamino kiselina i sekvarskaanaliza proteina pokazala je gesvaka amiloidna bolest
povezana sa specifil #iDmdammsgeotkrievéno2d mproteina koji pe pt i
formiraju amiloide®® Al zhei merova bol est s a dcijogiamilbidbb r i | e

proteina. Amiloidb  p r o t-mrdtem) jg pAdiid sastavljen od-4@ aminokiseline. Protein

Ab s e formira nakon pravilnog cijepanj a
transmembranskog proteiiigo r ot ei na koj i p r o bhnal neuronka.rVelika st an
kolilina APP prisutna je u sredignjem g¢givl al
sudjeluje kod rasta i pregivljavanja neurona

pomoil u dvajiu-sakretsekehaza gy ci j epa APP na det
Nepocijepani fragment od 99 aminokisel-ina (C

sekretazom kopomteendobepeedbz rmekmtazom glokijpanj en
se razliliti pepltedgihi MBWEii( ®AO%D.j (i he gtei chagr
od 42 aminokiseline (AD42 peptid) je vige hi
talogau mozgu(slika 11a,b).%1:92

Slika 11. a) Shematski prikaz cijepanja amileptekursorskog proteina do amileid pept i d a

ilustracija prpanalieetatarnom izyom’t b) Mafoldyi@ mmiloid beta

(Ab) fibrila pod transmi&ijskim elektronskim
Pojam amiloids e i zvorno odnosi na proteinske nakup
slilanid). Rijel amiloid danas ima razlilite
amil oida te proulavanja istih u pemdeza$veu bi o

strukture koje imaju trake postavljene okomito s obzirom na os niti.(eng o sslseettjp

p o p raii $avinuab-p | 0.® a
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Amiloidi prema nomenklaturi mogu se podijeliti na nekoliko skupina:

9 Invivoi ex vivofibrili vezani za bolesti

1 Invivoi ex vivofunkcionalni fibrili
1 Rekombinantnifibi | i proteina povezanih s bolegiu
T Fibrildi iz sintetskih peptida il:@ pepti da
1 Fibrili iz hidrogelova koji daju uzoragvinuteb-p | o | e

Amiloidni plakovis e u mozgu | ovjeka selektivno detekt

kojih se najlegie primjenjuje IThioflavingd dklent na
Tioflavin T od svih bojila pokazuje nmeliko
amiloidne fibrile% Tioflavin T se sastoji od dimetiliranog benzotiazolnog prstena povezanog s
dimetilamindenilnim prstenom preko@CC veze koja omoguluje rotac
selekimo vegmabraantke plole amiloidnog peptida.

onemogul avanja rotacije (9ial2®f emu se javlja f

400 -

ThT + amiloidne niti

300

200

100 +

Fluorescencija ThT-a

ThT
0 e

460 480 500 520 540

Valna duliina / nm

a) b)
Slika1l2 a) Kemijska struktura tioflavinailrotacija dvaju dijelova tioflavina T okoi© veze;

by Karakteristilno povelanje fluore¥cencije |

Recentnai st ragi vanja opisuju nove s piaflaview B koji
pojalavanjem intenziteta il:/ gagenjem intenz
TakolLer, opponagpppupegtrukturu tioflavina T te
inhibitori agregacije amiloida ili za detekciju plako¥d
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Fokus u ovom doktoratu je ns kupi nu fibrila koj. I maj

hidrogelova odnosno na kratke sekvence peptida (tripeptidi) inspirirane fibrilima koji mogu

stvarat.i hi drogel ove. |l stragivanja amiloidn
proteina odgovornizaagge r anj e . Mal i fragment.i proteina
pepti di (do 10 aminokiselina) predstavl jaju
agregacij@®10119%2 Taplica 1 prikazuje primjeeami | oi dni h sekvenci K oj
agregiranje amiloida, a vidljivo ji®YKdia vel
dovoljan za nastanak vlakana sl il niNmjs terguket u

i stragivan pjeatididd ipzptabdl if-¢ @ g M2 Adkadliko stédha
opisanojep r e g | e d n i Tepldwh iaSerpelldit&*Hilbich!®®i suradnici pokazali su

da je podr ndzjae floV Fmfarbaranajnei hb p [ bsuradnici pokaya sua n

da pentapeptidni slijed KLVFF se moge wudru
upotrebljavani fragment za ispitivanje amdoe agregacije je heksapeptid-¥Xal-GIn-lle-
Val-Tyr-Lys-NH2 (AcPHF6,slika 13) koji je pokazao brzo nastajanje amiloidnih fibrila u svega

nekoliko satit%

OH
o o o o
H H H
/J\ N N N
N N N OH
H H H
5 0 o}
02 “NH
2 HaN®

Slika 13. Struktura acetil deriviranog heksapeptida za ispitivanje amiloidne agregacije
Ac-Val-Glin-lle-Val-Tyr-Lys-NH> (AcPHF6)

Sve vige se istraguju i kraldi pepti dni | a
stvaranja amiloidni h fi br i-nalmanimKlaa |lagkmea rgrsdiiZIn
aromatskih aminokiselina kojeu peptidnim lancima pokazuju veliku sklonost
samoudrugivanju. Krat ki pepti di i nji hovo s.
i straguj u -aske qoaddinna,h a3Onaj krala sekvenca do

potkriepliuiez ak | j ubmkht d Beamami noki seline iaju utj ec
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Tablical. Pregled kratkih peptidnih fragmenata koji se samoorganiziraju u amiloidna ¥fakna

Naziv proteina

Povezana amiloidna bolest

Amiloidna sekvenca

Amilin (eng. Islet Amyloid
PolyPeptide, IAPP)

Dijabetes tipa 2

NFGAIL / NFLVH

Ljudski kalcitonin

Karcinom §titnjace

DFNK

Ljudski protein medin

Aortna amiloidoza

NFGSVQ

Amiloid-beta peptid

Alzheimerova bolest

KLVFFA

PHF6 (t (tau)-protein)

Alzheimerova bolest

VYK

Gelsolin

Finska nasljedna amiloidoza

SFNNGDCCFILD

Serum amiloidni protein (SAP)

Kroni¢na inflamatorna amiloidoza

SFFSFLGEAFD

B2-mikroglobulin

Bubrezna amiloidoza

DWSFYLLYTEFT

2.4.1. Uloga dipeptida Phd® h e
Upotreba pept.i

modifikacija peptidnog slijeda i

Difenilalanin (-PheL-Phe FF

procesu

d a

vlakna kod Alzheimerove bolesti. Larz | i | i t i m

mogu se dobiti

razlilite

strukt ur gslikabipu t

samoudrugivanju kratkih pej
donosi mnoge prednost. ukil
njjhoveb i ok ompati bil nosti . bi o
smatra se najmanjom i osnovn.

samoudr ugi vanjsaa npoewd ri pdégap wikd g auA bu jw [aimi

kontroliranim uvj

nan

S
. X

N

Nanovlakna Wy,

Lanci

Nanokristali

Slika 14. Tipovi nanostruktura PhRBhe(FF)d i pept i d a

preuzeta i

pril agol e

Uvijena nanovlakna

Nanotube

H $
N\)‘\R1 -
:\ \

prema | i

R H I/
o
Phe-Phe ~~ Nanozice
Nanoliaka Nanovezikule

nast al(lustracima moudr

teraturnom i z
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Reches i Gazif® su pokazali da se FF dipeptid kombinacijoodikovih veza i aromatskih
"-" interakcija u vodi samoorganizira u nanocijevi duljine do 100 mmtermolekulske
interakcije koje ukljuluju aromatske prsten
prepoznavanjm&® Vezanj e vodi kovim vezama u Vvige sn
nekovalentnih interakcija i s -V iaterakaijgma, amr e g e

veliku ulogu u samoorganizinpu imaju i hidrofobne interakcije, elektrostatskeerakcije i

vander Waalsoe interakcije®!Takve nekovalentne interakciije
te i zmelLu peptida i vode omogul uj uNafjovringer an
i stragisvkaunpi na su nanovl akna zbog njihove

nanovlakana makroskopska vlIiakna se udruguju
makr oskopski hi drogel ovi i maj u dobru el asti
strukturu, ol i | nu bi okompati bil nost®H B Kkea aktt@rj et p
spomenuto, velika prednost peptida i malih molekula je modifikacija njihove strukture kako bi

se dobile nove funkcije i primjer(alika 15). Tomepridonosehidrofilna i hidrofobnasvojstva

koja omoguluju vezanje s aktivnim molekul ama
pokazuju odgovor na vagne markere u specifil

otpustili lijekovell4115
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/ AZD11 52-HQPA\

BMP-2
Type 1 % or ‘% Type 3 -<%— Cisplatin
I I CUR

Dexp
Dio koji potite samoudruZivanje Lijek, agonist ili inhibitor 5 ' DOX
Genipin
SAB
Type 2 Type 4 | SDF-1
I T Tacrolimus
A S T . Lijep, ist ili inhibitor
Odcijepljeni dio ili dio koji daje odgovor ijep, agonist ili inhibitor \ IRl AT /
o
Nap- Fmoc- Tyr- D(Thi)- CRB IDM
HaN. OH
N i ¢ &« a
o Gly- IEFD CUR
Phe-Phe dio \_ Dio koji potite samoudruzivanje | | g;‘g‘:{i‘:‘j““i CETRIBIHD ) Lijek, agonist ili inhibitor /

Primjena Phe-Phe baziranih supramolekulskih hidrogelova

»

’
ROS T
Zacjeljivanje rana 7 R Protuupalno '/" Zastita oka Protutumorni b Drugi

Slika 15. Strategijarazvojahidrogelovatemeljenih na FR njihova biomedicinska primjena

(kratice u shemi: BMP-2, kogt ani mor f o @e rCER,s kurkuminpr ot e
Dexp, deksametazomnatrijev fosfat; DOX, doksorubicin; SAB, salvianolna kiselina B;
SDF1, faktorl izveden iz stromalnih stanica; Nap, -n&ftiloctena kiselina;

Fmoc, 9fluorenilmetiloksikarbonil; Gly, glicin;

D(Thi), asparaginska kiselina funkcionalizirana tiazolidinonom;

IEFD, izoleucinglutaminskakiselinafenilalaninasparaginska kiselina; CRB, klorambucil;

IDM, indometacin i |l ustracija preuzeta I p¥ilagolena

Fluorenil metoksi kaF dedvati su skgphangetatprieojizse gporitane n i

samoudruguju u fibrile koj%¥Fmad¢i mmatvagapuu
stvaranju gelova zbog aromatskiti interakéj a i zmelLu susjama¥'rGazdti f 1 uor
suradnict*®dokazalisudaFmeEF hi dr ogel ovi nastaju pri fizi
primjenu u dostavi | i jagawasna asuradnid? ¥ prikazadi suini n g e nj
vitro trodimenzionalnu tkivhu kulturu u hidrogelovima FmrBE i FmoeRGD

(FmocArg-Gly-Asp). Sahu i suradniéf ispitivali su gelatorska svojstva Fmae(Fmoc)F

hidrogelova koji su pokazali geliranje pri malim koncentracijama te su staleveizibilni
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2.4.2. Konfiguracije aminokiselina u gelovima
Samoudruguij uli krat ki pepti di su atraktivni
sustava i gradivnibiomaterijala. Kombinacij@- i L-aminokiselira u heterokiralne sekvence

je svestrana strategija za izgradmjajnin supramolekulskih arhitektura, posebice &aé

nji hovi homokiral ni Paamtajédap-a mineo lsiasn®luidm e giuma j.
uogu u kratkim bioaktbPheumomonagbampauy EkKabr @
ukl!l j ul i vanjpeAla iurdénedinuiza aezanje na opioidne receptété?® p-

ami nokiseline takolLer privlale pozornost Z
neurotransmisijf’** Zbog toga se i ®-Amimksalinae u jedoastavgime nj e

gralevni m supranolekulskéi@materigale. Kombiniranje- i D-aminokiselina u

kratkim peptidimamoglob i prugiti jedinstveni pristup fi
vi jeka u bi ol @lk&kié.m W kk argaelnnii ana, 0D-annakiselinpaev anj
u samoorganiziranim kratkim peptidi nd mo g |
amiloidozé?® pa svedo dijabetes&®. Garciaisuradniéf*s u i stragili @eliran
i L-aminokiselina u tripeptidu kof av or i z i r-&onfgumatiju (f u-g bhaul eébma j e | e
strana hidrofilna, a druga hidrofobn&eptidPheD-Ala-Phekoji je najmanje hidrofoban i
steril ki stvaraothidrogel. Wargjuei suradnici?’ i s t r a ¢ kratka Ipéptides u
kombiniranih konfiguracija aminokiselin®heb-aminokiselinaPhe k o d kojih potyv
nastanalb-nabranep | o Pokazali su da brzo u vodi gelove stvaekvencad-Leuw-PhePhe

za razliku odbp-Val-PhePhe Znal aj an pri mj er D-amindkiselind feo kor
D-Ala-D-Ala, koja Jje zavrgetak pent ap kopseindlaziaug b ol |
stijenkama stanica Gram pozitivnih baktertgaje meta za inhibiciju mikroba antibioticima

poput vankomicind®®L. ud e s na bDwmaprdtnroekbias el i na u prirodi t a
D-ami hokiselina za razlilite pbD-prarjna&bapeptidizlJnat ol
takvog procesa pretragivanj a, budul i da | e

napredak u manipuliranpraminokiselinom za razvoj biostabilnih iibitora kao potencijalnih
terapeutikd®®  Nekoliko  antibia i k a t a k o L edraminoksselinur ¢ poput
penicilinaG ( {jL-U-aminoadipil}L-Cys-D-Val), gramicidina, aktinomicina ili polimiksin&e
ogranilavajul ipase nmki pebkaei sue,takoler i zol
ukl jul uj ul iba,tbksinewtrdva inpaukazili kijugaili neurohormone iz rakova’

Nedavno su ove-aminokiseline otkrivene u raznim ljudskim tkivima, poselpnsutnostd-

aspartata T o | e s I3 |-adjloid'? a-sidukledn's® Hi AB-kristalin'®* Zanimljivo
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je da su ovi proteini ukl jul eni u nekol i k¢
Parkinsonovu bol est, gto pokazuje vagnost k
uloge aminokiselinan vivo(kao signah i h  mol ekul a u mozgu il i end

bolestima povezanim sa starenjem) trenutno je fascinantnaiema

A " 'B

n,n)\K:’ N;NXO ' O )ol\ "
L-alanin D-; : . R
alanin 1 O
@p SIS
T 22 e saas e
L-fenilalanin D-fenilalanin

HjY (;Q ﬁ:
o] o T

LS '"/\f t . S

L-lizin D-lizin S

“”:n\iﬂﬁ ”:N:\o:;\ijl\;/g(on o /(;Q OJL A, N\)L &
)
@Q)L ){[ - @Q)LK\A 1[
( .

Slika16. A) MolekulskestruktureL- i D-aminokiselineB) primjeri kemijskih struktuma peptida

sL- i b-aminokiselinamaaoji formiraju hidroge**°

2.4.3. Sustavi s peptidnim hidrogelovima dostavu lijekova

Supramolekulski hidrogelovk o j i u kadle peptidre gelatore  pr i vl al e vel i ku
kao inovativni noa | lijekovazas k| adi gt enj e i k o nt.Hidrégeloviano ot
graleni od peptida, proteina, ugljikohidratz:
polimernim hidrogelovima koji piokvwaZvglika ci t ot
prednoskratkih peptidnih hidrogelova k | | ul ujven uj esd md stzai , mal e tro
molekulskih kompozicija, inherentnu biokompatibilnolsti or azgr adi vost . Pr ed
kratkih peptida koji se sastoje od tri ami no

spomenutps ve vel u paodorimdse pepamidiolgirsaéleinnaozrdbog
konfigum ci j e peptstabilaosti ppoeélkae i znen &Kbnrglinadoe bi oa
ot pugtanj e mislégnen dgagnonppeptidaikdji stvars hidrogeloye. ako je lijek

u kontaktu smr e ¢ lnidmogela, vezanjem lijeka nekovalentnim vezama koje se mogu

hidrolizirati.**” Najnoviji pristup je sustaws uu dr u ¢ i \ eormgsembly)uekojgn se
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samoudduippuili vige samoudrugujulih vrsta,
al i ne mora nal.i kompotnemt al klogjau set mueg tsaknl j ae
nanostr ukt ur &akorbatakgw sastau postgjao marvaju se zadovoljiti fizikalno

kemijski uvjeti'®®Dizgf n t akvog sustava jog uvijek preds
obj eggpjonaganja mol ekula gelatora u procesu
pohraniti druge molekule (poput lijekovdglealni hidrogelovi zan vivo dostavu lijekova bi

trehali biti tiksotropnigt o b i omoguliilo aplikaciju injekt
stabilnost kroz nekoliko dana tjelesnimt e k ul i nama i t kivima kako
ot pu gt @Kurbasici suradkié¢t®pokazali su d@-LeuPhePheima dobar potencijal za
sporo otpugtanje |ijekova poput igptivabdusena i
ot pugtanje bi omol ekulA) ser b on wkolvecalz€B$A)Aa | b R ha
imunoglobulina klase G(lgG) iz modificiranog hidrogelafluorenilmetiloksikarbonil
modificiranrog fenilalanina(FmocFs-F-DAP). Koutsopoulos i suradnit®®t ak olLer i st r a
ot pugtanj e b i(FADA)4NeIKhidlogelalli zk AArcpor i ranj e | i pidn
| i posoma u hidrogel adammgel lji¢ elkkantepdlvieh@awvegem
njinovab i or a s p o thkeif sustainsar2>2° Novije studijei st i | u potencij al
nanomaterijal ah sksmavmz aobej apayali pripisujuldi
adjuvantskim imunostimulacijskim aktivnhostima i sposobnostaktiviranja proizvodng

protutijela®® Kemijska strukturdagra veliku ulogu u imunstimulacijskojaktivnostipeptidnih
hidrogelova®® Male promjene u kemijskoj strukturi i redoslijedu aminokiselina u peptidu mogu

z n a bwjgcati naaktivnosthidrogel!*! Studije su pokazale da manje promjene u sekumac
aminokiselina, poput izmjene hidrofobnih skupinapitomjenenabojafunkcijskih skupina,

moge znal aj imonostimujaciuttaSugramaiekulski gelovi popui-tetrapeptida
Nap-D-Gly-D-PheD-PheD-Tyr (Nap = 2naftalen octena kiselindap-GPFPFPY) su pokazali

z n a | iempnostimulacijsku aktivnost. U takvim sustavima zamjena ili promjena redoslijeda
aminokiselina kohl hjno o@mateplaj b pgrmutnd*zi rani
Pepti di koj i sadr ge protonirane aaktiviosiédi sel i n

negativno nabijenih, deprotoniranih karboksilnih skugina.
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2.5. Do ma dgdstaustavi

Supramol ekul ska kemija svoj e -gostbustavikae j@or i pi s
uvel i keoizsathrvaad iaWia etgraa Kruoki @ h e r i i maju strukturu
smjestiti mal a mol ekul a il ion ostvarujuli
etera povezano je s principom vezanja metaln
u stanil| ni m meanja supstraaanTea akkivhd mjesto u enzimini2aljnja

i st r adgiskihateyaalovéda su ao sinteze novih spojevaiptanda*?, kukurbiturila4®

kaliksaren&*, ciklodekstrind®idrugih Svi navedeni spojevi i maj
vegu neutralne molekule ili ione u svoju struktur.j egt i m kori gtenjem
supramolekulske kendj i poznavanjem sustava mogule je |
koja se takolLer nazivaju i vezna mjest a, z
Makroci kl il ki Spoj evi S manjim utorom vezanj]
vel i mmauorek o mpl ekse vi ¢flhs tstaejh iveametar imaakr oci k
posebice krunskih etéfd'¥®, bi l a su poletni interes istragi

sklopuLaboratorijaza supramolekulsku kemiju kogaus e  pla ima@druge sustave.

2.6. Ciklodekstrini

Posl jednjih godi na supramol ekul ska kemij a
makroci klilne kemiije. |l ako je slaba topljivo
komplekse d 0 ma-dost mo g @ mo gtiubolju topljivost u vodi. Jedno od svojsta

ci kl odekstrina (CD) ] e nji hekveani meguhnastbim
karakteristika lijekovaCiklodekstrini @lfac i k | o d e®Dy,thetac h k ( d e®Dy,t r i n (
gamac i k| o d eQ®Dg, thidksiprogitbetaciklodekstrin (HP-b-CD) su se pokazali kao

dobr i domal i ni Koj i pospjeguju topljivost |
komplekse(slika 17, tablica2).33
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Hidrofobna

Supljina
é E \j
oH O3 Hidrofilni

HO

vanjski dio Hidrofilni
vanjski dio
\ 3 4 _ \
& &4
Ciklodekstrin Aktivna L
(domaéin) molekula (gost) Inkluzijski kompleks

Slika 17. Inkluzijski kompleks ciklodekstrina i aktivne molekule

Tablica2. Topljivost(g/100 mL)prirodnih ciklodekstrina-C D ,-C B ,-CDgHP-b-CD).150:151

Otapalo UCD b-CD 9-CD HP-b-CD
Voda (25°C) 14,5 1,85 23,2 45
Dietil-eter Netopljiv Netopljiv Netopljiv /
Kloroform Netopljiv Netopljiv Netopljiv /
Izopropanol Netopljiv Netopljiv <0,1 /
Aceton Netopljiv Netopljiv <0,1 /
Etanol Netopljiv Netopljiv <0,1 30
Metanol Netopljiv Netopljiv <0,1 /
Glicerin Netopljiv 4,3 / /
Propilerglikol 1 2 / /
Dimetilsulfoksid 2 35 / 30
Etilen-glikol 9 21 / /
Dimetilformamid 54 32 / 30
Naj |l egli prUcklodksrin ( &D), siklodekstrin ( 4£D) i o-ciklodekdrin
( D) (slika 18a,b,d)k 0 j i se sast o) e mglukozniéd gedinica \ezwim m |
1,4-glikozidnim vezama i imaju jedinstvenu strukimnalik nag u p | j i k\famjgkiidio st 0 § a «
stogca sadrgi hidrofil ne s k(sligaln.eTakvocswjstvoj e un i
omogul uje vezanje | i Mezénjemolakie, ionailiradikalalkao gastag u p |

u gupl j i ninternpolelulskonsilama® Ejekom nastajanjkompleksa ne nastaju i ne

prekidaju se kovalentne veze, a molekule lijeka unutar kompleksasuruoat e §i s a sl ok
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molekulama u otopini. Ukoliko je molekula lijeka kompatibilna s molekulom ciklodekstrina i
manje polarna od vode, u velini slul ajeva
omjeru 1: 1, no zabiljegeno j e idrugim aocenferamaa nj e
(slika 19).152:1%3

OH

d)
Slika 18. Ciklodekstrini: a) -ciklodékst r i n b-dklodekstrim,
c) (2-hidroksipropl)-b-ciklodekst r i nciklodEstrinpe) Sugamadeks

A
» _—
-—
cD lijek 1:1 lijek - CD kompleks
B
. —_—
——
CD lijek 1:2 lijek - CD kompleks

Slika19. Shematski prikaz formiranja inkluzijskog kompleksa molekule lijeka i ciklodekstrina
uomjerul:1(A)iomjerul:2Bj(l ustracija prpemaliedmtarnom pr i |

izvoru).14°
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b-CD je od prirodnih ciklodekstrina najjeft.i
primjenu. Osim prirodnih ciklodekstrina postoje i razni derivati. Derivati ciklodekstrina
pokazal. su bolju topljivost u kompl eksi ma,
nji hova upot Hiddksalkimiglerigatib-AD @apwt 2hidroksietitb-CD (2-HE-

b C D )-hidrokxipropitb-ciklodekstrina (2HP-b-CD, slika 18c) i 3-hidroksipropitb-CD (3

HP-b-C D) s u j edni od najlegle upotrebl javani
(slika 20).15%

p-CD  R=H
HP-B-CD R= CH2CH(CH3)OH

Slika20.St r ukt ur-ai k po d &4&R)t Zhidmoksiprgpibb-ciklodekstrina (HFb-
CD)(i lustracija ppremditerattreomizvorpfr’i | agol ena

D e r i ACB Bugamadeksefigl. SugammadexSMX, slika 18¢), poznat pod medicinskim
nazivom Bridion, specifilno je dizajniran z
veli kim afinitetom za neuromuskul avkuonye bl ol
(slika21) u stehiometrijskom omjeru 1:1. Veliki afinitBMX-az a vezanj e NMBA om
brzo smanjenje koncentracigdobodnihNMBA u plazmi Smangnjekoncentracije NMBA u

plazmi stvarakoncentracijgi gradijenti z me L u NMBA u pni &z rhinoij &ipwlj :
gto potile prijelaz slobodsesphj aiMBAai mesr amps
blokadu. Veliki afinitet molek u | e d opnmraeiman adr ugoj mol ekul i S
kompetitivnog vezanja, odnosno primarnog vezanja nove molekule, a time bi se kod SMX
mogla zamijeniti nova molekula s vezanim rokuronijem i vekuronfifgnrarmakokinetika
HP-b-CD,SBEb-CD i SMX proulavana je na | judima pri
kako se ciklodeR%)rigilubejunompfomijenjeni
filtracijom dok se ostatak wuklanja putem me

polur aspada faze eliminacipel19unPFrairjmakrodks tniemhd |
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ispitivanjap ok az al a

eliminirati iz tijela u roku od 6 sati, a preko, 9% u roku od 24 sata stoga kod osoba s

normalim radomb ubr e g a d o ®'nzZhdg wipol nisken j a

S u

nel e

bi or aspoid eifcitlodekst i n U

se daju oralnd® Pr i mj en a

topl jivosti
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negel jene

Cci

k|
i st rGsitnuggae pngeea ligkowa ku aredicaivkojiomogu

dol i

njihovi

odekstri

hi

na

k a Rewoparénteralro erimjenjenéigocikl@ékstrina

dr of i |

Z a

nuspoj av e prdkomjetnimi dozama

potaknula je znanstvena istragivanj a
lijekova |ime bi .\Velkbmjdijekovg sui rale mgekudetkajei se radgee k t i
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SN sicEan Trovanje O L Poveéan
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znanstvenikena razvoj novih supramolekulskintidoa i ispitivanje novih sustava za

detoksifikaciju za potencijalnu klinil| ku pri

2.7. Inkluzijski kompleksi ciklodekstrina smalim molekulama i
biomolekulama

U ovoj disetaciji ist r agi t [ e s e antidotkzh drb euklajanjeitoksina k a o
aristolohijske kiselineSkupina biljnih toksina aristolohijske kiseligaristolohijska kiselina I,

ARI) (slika 22c) su planarne aromatske mklde poznate posvojem kancerogenam
mutagenom nef r ot ok si | n pavezamgees |Eorapskan) Balkanskom regijom
(posebicep o d r uDupaeGmo more) kojag uzrokovala ozbiljnu endemsku nefropatijt:.
Biljni pripravci kKoj i sadrge aristolohijsku
gi hta, reumati zma, gndP¥®i ha rparnat u u praelgniamus vmorj¢
pr @awlana sve dok nije uol e jakokadcerogeadjelevangel o hi j s
uzrokuje nefropatijtf?, @t dojvel o do prekida korigtenja b

aristolohijsku kiselind®®*%2Aristolohijskak i sel i na naj |l egi e dospije u
hrane i vodé®® Niska topljivost aristolohijske kiselewuvodiobi | no dovodi do pc¢
hidrofobnog vezanja na serumski aloumin u ktvie s e na t aj nalin prer

snagno potpomognut hidrofobnogiu aristol ohi]
izl ul i vanj a' Arigtolochri d anrai zkmias el i na sama po sebi

njezinom bioaktivacijom enzimim® nastajuk oval entna ogtelenja dvo

predstavlija glavni mé&h%mntiuzdaim en jue zji ungeo itsotkoslinl on
Americi i Kini, opisuju kr oni | no trovanje akia®t od mahg nj srk
nefrotoksilnom i kancerogenom tvar.i S iznin
gi votinja,Najedelii kozlajkuodvij.pe poznato, kgpzaonal i

l'ijel enje akutno ot r ov an indtod da maleimolekklolijekovad o s a
poputrokuronijai vekuronijav r | o u | i eakatogoiciklodekstriaagSugamades (slika

22b).1*> Nadalje, kristalna struktura inkluzijskog kompleke&uronijSugamadekgokazala je

izvrsno uklapanje male mde | e unutar progirem®asguktormokt ur e
preklapanje rokuronija s ARklika 22a) dokazuje njihovistrukturnus | i | Naims, tako je
ARFkondenzirana aromatska mol ekul a,-alifdtskk | e r
mol ekul a, obje zauziomajpu osltiolran viamijobars | Wd an
svojstva bitna za formiranje inkluzijskog kompleksa ciklodekstiNekoliko studija opisuju

sustaveu koj i ma | e k o+iilégiklebakatrina (CD) e ARJeme Liglpvaom W
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procesu razvoja novih knsatografskih metoda detekciigZ!®Me L' u t i mznanstveniha
radova koji detaljno opisuju stabilnost komp
a -, U, bciklodekstrina $lika22d) na ARI kompleksiranje. Kolikp e poznat o, nema
o0 interakcijama Sugamakiei ARI.

< :

(0]
No2 ARI 1
H  ARIfluo ' '
OCH
c)

Slika22 (a) St rukturna sli|l nost aristolohijske kis
bl okirajul eg agen ¢bxRoKuRmjki ukonmpieksy  modificiraniro-)
ciklodekstrin - Sugammadex (SMXJL, (¢) ARl i ARIfluol’? strukture

(d) Shematski prikak+, -, bvoel i | i na ci kl odekstrina
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Obzirom da nema poznatog nal i naisdtiajcaljenjiastalk
smo model supramolekulskog sustavaciklodekstrinima zavezanje, odnosnoprzu
detoksifikaciju. Istragivanje se té&%hadiji na
pr og imetedepjraa | vezanjagost molekules ci kl odekstrine. Kao ¢t
ciklodekstrini se razlikuyj po broju ¢gel dépasebdndi magnavekl |
gupl jine, zbog Uge g & ckledekstrinima kaos iankodificiranom -
ciklodekstrin Sugammadax (SMX) koji su komercijalno dostupni | esto kori gt
ispitivanjima vezaja s ciklodekstrinimaOb zi r om da je toksilnost po
goveli s er(engl.baviheserum albamjiBSA), te je tako distribuiran u organizmu
velika pagnja usmjerena | ekuleBSAikdsDNAE T ti vno v
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Uvod

Tankosl ojna kromatografija r algmuazuglizmcija@ pl ol
omogul ena upotrebom UV | ampe (254 nm) ili p a
opisanm u literaturi te su pohranjena na molekulskim sitimao | ke t al i gta odr e

Koflerovom mikroskopu i nisu korigiranéd NMR i 13C NMR spektri snimljeni su na Bruker

AV600 (magnet 14 T) i AV300 (magnet 7 $pektrometrimaDvodimenzijski COSY (engl.
Correlation Spectroscopye NOESY (engINuclear Overhauser Effe@pectroscopyspekiri

snimljeni su uz upotrebu standardnog programskog pdBeiker. Kemijski pomaci Q)

i zrageni su u p pdeilina TMS#ao onstur angan jDIMSEOt andar d, a
(J) u hercima (Hz)Opt i | ka rotacija mj eldginvanojjddjininda pol a
589,3n m. Mor f ol ogi j a g dransnksijskim elakttomskimmikrosloioenn a | e
(TEM, Zeiss EM 10A, napon ubrzanja 60 KMRTEM JEOL 2100, napon ubrzanja 200 kV) i
mikroskopom atomskihsi@ AF M, Bruker ), a proba ses3S@&stojal
C-nanocijey. Uzorci gela za potrebe snimanja TEM mikroskopijom kontrastirani su s 2 %
vodenom otopinom kalijeve Bdosfovolframske kiseline (5PW:20ao, pWk) il su s
paladijem odnosno platinom. Uzorci hidrogela obojanog fluorescentnim komponentama
promatrani su i snimlierp o mo I u  k onf ok aleicaBB8 XnFLIM (olojekti:dNA a

1.4, uljna imerzija; 60x) pomadbwjtehnicyuzaraks c enc
se osvj et | j avaasemitrand ik neflekirana svietlodt se,detektira i tvori sliku u
memor i j i di gi twa pradmpst koafbkalnfeolescencijskemiiroskopije, u
usporedbi s klasi|lnom svjetlosnom mikroskop
dobivanja ogtre slike t anKkFRoIR-ASR spektamjgraniisu s ni ma
na INVENIO-S Bruker pectrometru s BioATR Il jedinicom, opremljen s fotonaponskim
LN-MCT detektorom. KBrazdjelnik snopge postavljen na aparatunal mm adetektorje

radio saébrzinomskeneaod1l 5 kHz za visoko osjetljiva mjer
N2 plinom. BOATR 1l jedinica je cirkularna promjeromod 2 mm, baziranom na dvojnoj

kristalnoj tehnologiji éngl.dual crystal technologypCT). Gornji ATR kristal je odsilicija dok

je donji od cinkovog seleda (ZnSe), ali ne dolazi u doticaj s uzorkom. UV/Vis ldpe

snimljeni su na spektrofotometuarian Cary 100 BioFluorescencijski spektri snimljeni su na
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spektrofotometma Varian Cary Eclipse i Agilent Technologies CaryEclipse Fluorescence
Spektricirkularnog dikroizma (CD) snimljeni sup o m ospektrometrd ASCO J81%ri 25°C
koristelid Kkedce)@iet kaeef seki( podaci su obrale
korigirani Knoan srtazrtjae L'setnajbei.l nost i odrelena | e
pomoi u pr ogr ama®I|zdt¥RdnR Qrdchska kalorimetrijskdTC) snimanja
provedenasundli c r o C alTGEMistdCal, Inc., Northampton, MA, USA).

Kori gt enzia spproijpervaivu | i posoma, karakteri za
nanokompozitima gela i liposoma sAc-L-PheL-PheL-Ala-NH2 gelator (Ac-FFA-NH>),
Ac-L-PheL-PheL-Ala-OH (Ac-FFA-OH) te Ac-L-PheL-Pheb-Ala-OMe (Ac-F F b-@Me),
koji su prethodno sintetiziranu Laboratoriju za supramolekulskkemiju premaopisanom
postupku sintez&*175 Kolegerol (iz svinjske jetre, Sigma (SAD)),-Ufosfatidilkolin, tip
XI-E (i z Qgumanjka jajeta), di pal mitoil fosfat:i
dimiristoilfosfatidilkolin (DMPC, Avanti Polar Lipids, SADg o v e L i serum al bum
bovire serum albumin BS A, Sigma Aldrich (Njemal ka) ) ,
(Germany)), Tween 20ni gj e mo n o-KVAoprotitket (klannQVA-1 4 jmgGl
izotip) i o-fenilendiamindihidroklorid (Sigma (SAD))Kozja protutijela klase Ig&onjugirana
S peroksidazom iz hrena speci fantimma&@ | za FgiG)) e I( &
Rad Laboratorij (SAD)), Biot'tk onj ugi r ani -mgg p&& ol giddg jaan tdimgtGi2 a
monoklonska protutijela streptavidinperoksidaza (PharMingemekton Dikinson (SAD)).

Ostale kemikalije su nabavljene od KemikeHr vat sk a) . Ke mipk all iejng e k «

ot pugtanja biomol ekul a OXg Myodcetdiposogneka farmdagija d o k s

DOX), PLGA-Dox( DOX i nkapsul i r anmnilglkolnalaselioe) est i ce pol i
Kori gt ene ke minkakhlmolgkala iziamolekelal @ikigdekstrine su:

8-metokst6-nitronafte[2,1-g][1,3]benzodiokseb-karboksilna  kiselina (Aristolohijska

kiselina | (ARI, M\W. = 3472 7 , | i s%,&igneaAldichy), @imetil sulfoksid(DMSO,
pa)goveli ser umbaireksaumialbuminBSA (MW.=665 kDa, | i stol
96%)),DNA i z t el el eathymishNAscaDNA)eépufgrisu od SigmaAldrich.
Ciklodekstrinii CD) -GDUMW.&9729 0, | i s%:;8ignrmAOd 9 8CDh(N.W. b
=113437, | i s%;0ol Tah &r Mo7-CB{(MsW. B 82071 2, o | i s%;Sipnaa O 98

Aldrich) i Sugamadeks (enghugammadexXSMX) (Bridion®, CYGBr; ¢ = 0,077 mol dnt?,
Merck Sharp & Dohme Limited).Vekuronij (engl.Vecuronium (M.W. = 6377 3, | i stol
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099 %, Selleck Chemicalg) Deionizirana voda dobivena je Millipore M@ Gradient A10
prol i gl i (MetcleMilipera). ®stale kemikalije snabavljeneod Kemike.
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3.2. Sinteza tripeptidnih derivata
3.2.1. Priprava derivata s aminokiselinskom sekvenceRheL-PheL-Ala
3.2.1.1. (tert-butoksikarbonil}L-fenilalanin); Boc-L-Phe-OH (1)

e d
O)J\N o
H o

L-fenilalanin(1,006 g, 6,09 mmol) otopljen je u smje8uOH (4,6 mL) i 1 M NaOH (6,7 mL),
o hl al €@te seaokdpava-tert-butil bikarbonat (1,37 g, 6,09 mmd@&7 %). Reakcija se

mijega 15 min na 0O AC nakon | ega se nastavi
dj el omi | nrootuapcaroinomaapar il eglau se v odeetatom ost at
(20 mL) . Vodena ot opi nam osopinom KHSQ teesd akstrahim p H 1
etlracetatom (3 x 40 mL). Spojeni orgapSOki sl o]

Ot apal o se wupari t e -skRheQHdlpkagbieli pjad(ll,17egn’2 %)pr od uk
R = 0,85 (CHCI2/CHz:OH 3:1); *H NMR (600 MHz, DMSGds) Wppm: 12,58 (brs, 1H,

COOH), 7,307,22 (m, 4H, Ph), 7,20 (8 = 7,1 Hz, 1H, Ph), 7,08 (d,= 84 Hz, 1H, NH),

4,12 4,06 (m, 1H, CH), 3,01 (dd,= 13,8, 4,5 Hz, 1H, H&H,), 2,82 (ddJ = 13,7, 10,4 Hz,

1H, Hb-CHy), 131 (s, 9H, MeC-O-). Podaci karakterizacije odgovaraju literaturnbh.

3.2.1.2. L-alanin metilester hidroklorid;L-Ala-OMe x HCI (2)
@)
"CI"H3N
3 \_)J\O/

L-alanin (1,336 g, 15 mmol) se otopi u dvogrloj tikvici u 30 agisolutnog metanola te se

ohladi na 0 °C. U hladnu otopinu dokapava se tionil klorid (3 mL, 40,8 mmol). Reakcija se
mijega na refluksu 4 h nakon | ega se nastavi
se zatim zagrije naNdARoAChtalesrej ani p@gsaohnin
uparinar ot aci o n o e saidodarld naLaMe@H. Postupnim dodavanjem bezvodnog
etera i1z smjese iskristalizira hidroklorid
ljevkom, atalog seisperelse zvodni m et erom i bBAa@gOMexHCE ksi k at
(2) (1,61 g, 77%) je bijeli prah;'H NMR (300 MHz, DMSQds) W/ppm 8,67 (s, 3H, NK),
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411i3,99 (m, 1H, C*Hua), 3,74 (s, 1H, OCH, 143 (d,J = 7,2 Hz, 3H, CHais). Podaci
karakterizacije odgovaraju literaturnd.

3.2.1.3. Metil(tert-butoksikarbonil}L-fenilalanil -L-alaninat; Boc-L-PheL-Ala-OMe (3)

\*/O\[JH;LHJ\Q/O\
o

Spogvil (2,65 g, 10 mmol) 2 (1,39 g, 10 mmol) otope se u suhomzCH (20 mL)i doda se

DIPEA (1,74 ml, 10 mmgl . Reakcijska smjesa se ohl adi n ¢
(2,06 g, 10 mmol ) i (ks «&loiltiilli knae R eehakkttiagmaa tEadfA
na 0 AC 30 min nakon | ega se nastavi mi j ega
zatim profiltira nekoli ko puta B¢gchner i ey

boje. Filtrat se ispire vodom, 28 NaHCQ 10% KHSQs;, v od o m >8Q Otapalgse N a
uparinar ot aci o n o ne se wadukt iskresthlizira dodatkom petroletera. Dobiven je
produkt BoeL-PheL-Ala-OMe (3) kaobijeli prah(2,69 g, 7®%6): R: = 0,6 (Petroleter/EtOAC

7:4); *H NMR (300 MHz, CDCJ) Wppm 7,351 7,17 (m, 5H, Ph), 6,40 (d,= 6,8 Hz, 1H,
NHC*H), 4,98 (bs, 1H, NHC*H), 4,59 4,47 (m, 1H, C*Hnd, 4,36 (d,J = 2,8 Hz, 1H, C*H),

3,71 (s, 1H, OCH), 3,15 3,00 (m, 2H, Chng, 1,41 (s, 9H, MeC-0O-), 1,35 (dJ=7,1 Hz, 3H,
CHsala). Podaci karakterizacije odgovaraju literaturngm.

3.2.1.4. N-(trifluoroacetil)-L-fenilalanin-L-alaninat; NH3*TFA"-L-Phe-L-Ala-OMe (4)

(@]
-TFA+H3N¢LNJ\WO\
H H o

©

Spoj3(1,716 g, 4,89 mmol) otopi se u suhomLCH pri 0 °C i doda se 5 mI'FA. Reakcijska
smjesa se mijega preko noii nNaosabinonomempar
nakon | ega se doda toluen kako bi se ukl onio
produkt NH*'TFA-L-PheL-Ala-OMe @) (1,6 g, 90%): Rr = 0,5 (CHCIl/CHsOH 10:1);H

NMR (300 MHz, CDC}) tppm: 7,71 (dJ = 6,9 Hz, 1H, NH*CH), 7,31 7,11 (m, 5H, Ph),

4,53 (p,J = 7,3 Hz, 1H, C*Ha), 3,70 (s, 1H, OCH), 3,57 (ddJ = 9,3, 4,0 Hz, 1H, C*Hh,
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3,18 (dd,J = 13,7, 3,9 Hz, 1H, H&Hzpng, 2,65 (ddJ = 13,7, 9,3 Hz, 1H, HiCHzpng, 1,32
(d,J=7,2 Hz, 3H, Chaa).

3.2.1.5. N-acetitL-fenilalanin; Ac-L-PheOH (5)
y O

\[(N%OH

0 \@
L-PheOH (1,65 g, 10 mmol) otopi se u 35 mINaHCQ, ohladi na OC te se dokapava
1.2eq(1,13 mL, 12 mmol) anhidila octene kiseline. Reakcija se prati jod/ninhidrinom na-TLC
u. Reakcijska smjesa s &4hmiogeragp®mpina se zatio bakiselj t en
do pH 2 3 s otopinom IM HCI. Tako se ostavinA€ pr e k o n prbdukt. Boamirans t a | o ¢
bijeli talog se profiltrira i i 5@,20rge60®: vodon
R = 0,5 (CHCI2/CH3OH 10:1);'H NMR (600 MHz, DMSQds) t/ppm: 12,66 (s, 1H, OH),
8,17 (d,J = 8,1 Hz, 1H, NHC*H), 7,31 7,19 (m, 5H, Ph), 4,424,37 (m, 1H, C*H), 3,03 (dd,
J=13,8,4,9 Hz, 1H, H&H2pn9, 2,83 (dd,) = 13,8, 9,6 Hz, 1H, HiCH2png, 1,77 (s, 3H, C=0

CHs). Podaci karakterizacije odgovaraju literaturnth.

3.2.1.6. N-acetilL-fenialanin-L-fenilalanin-L-alaninat; Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-OMe (6)

&

Spogvi 4 (0,95 g, 2,73 mmol) b (0,57 g, 2,73 mmol) se otope u suhomoCH (20 mL)

Reakcijska smjesa se ohladi na 0°C te se dodadlEDC (0,63 g, 3,28 mmol), 0,1 eBt

(0,04 g, 0,273 mmol) i DIPEA (0, 52&nperatri, 3, 0
preko noli. Reakcij sk & NaHTQeBWKHS@ viospimr ¢ es s wu @
NaSQy. Otapalo se uparimao t a ¢ i 0o n o ta seudpbgerpiodul& kaabijeli prah(0,703

g, 59%): R = 0,6 (CHCI/CH30H 20:1), t.t. = 21216 °C;'H NMR (300 MHz, DMSQds)

Wppm: 8,40 (d,J = 6,9 Hz, 1H, NHC*H), 8,02 (dd] = 14,0, 8,3 Hz, 2H, 2 x NHC*H), 7,32

7,13 (m, 10H, Ph), 4,50 4,39 (m, 2H, C*Hng, 4,361 4,24 (m, 1H, C*Hia), 3,62 (s, 3H,

OCHg), 2,99 (dd,J = 13,9, 4,3 Hz, 2H, Chknd, 2,73 (dd,J=13,9, 9,7 Hz, 2H, Chbnd, 1,72 (s,

3H, CH-C=0), 1,30 (dJ = 7,3 Hz, 3H, Chais). 1*C NMR (DMSOde): 1728 (C=0), 1711




§ 3. Eksperimentalni dio 61

(C=0), 1708 (C=0), 1691 (C=0), 1379 (Cphg, 1376 (Cpng, 1292 (CHphg, 1290 (CHrn,
1279 (CHphe, 1279 (CHphe, 1262 (CHphe, 1261 (CHphg, 538 (C*Hphe , 534 (C*Hpne), 51,8
(OCH), 47,6 (C*Haia), 374, 373 (2 X CHepr), 224 (CHs-C=0), 169 (CHsaa); FTIR-ATR
/ &:8278 (NH), 1740 (COOMe), 1638(amid ), 1537 (amidll = + »9001lgmL?,
MeOH); Hementna analiza zap@H2oN3Os( Mr = 439, 50) i zralunato ( %)
O 18,20 pronaleno: C 65, 58 ,Podlci kKarakdedzaciieNodgdvarajuy O 1

literaturnom??

3.2.1.7. N-acetitL-fenialanin-L-fenilalanin-L-alanin amid; Ac-L-PheL-Phe-L-Ala-NH> (7)

iﬁ/g%?\ﬂj\mwz
O

Spoj6 (0,703 g, 1,598 mmol) se otopi u amongakmetanolU70 mL)t e se mi j ega p
dok ne istalogi produkt. Talog se profiltri
pr agkas t7i(0,650rgo9@4): kRt = 0,5 (CHCI/CHsOH 10:1), t.t. = 248245 °C;H

NMR (300 MHz, DMSQde) t/ppm: 8,18 (d,) = 7,9 Hz, H, NHC*H), 8,10 (d,J = 8,2 Hz, 1H,

NHC*H), 8,04 (d,J = 7,6 Hz, 1H, NHC*H), 7,38 7,19 (m, 11H, 2 x Ph + Nfh2), 7,09 (s,

1H, NHnw2), 4,621 4,46 (M, 2H, 2 x C*Hhd, 4,26 (pJ = 6,8 Hz, 1H, C*Ha), 3,13 (ddJ =

13,9, 4,5 Hz, 1H, H&Hzpng, 3,00 (ddJ = 14,0, 4,1 Hz, 1H, HiCH2pny, 2,89 (dd,J = 13,7,

9,4 Hz, 1H, HaCHapng, 2,73 (ddJ = 13,9, 10,0 Hz, 1H, HiCH2pnd, 1,79 (s, 3H, CEC=0),

1,28 (d,J = 7,1 Hz, 3H, CHais). *C NMR (151 MHz, DMSQds) Wppm: 1739 (C=0), 1713

(C=0), 1703 (C=0), 1691 (C=0), 1379 (Cprhg, 1377 (Cprngd, 1292 (CHpng, 129,0 (Chbng,

1280 (CHpng, 127,9 (Chbhe, 126,2 (Ching, 126,1 (Chbng, 53,8 (C*Hng, 53,8 (C*Hng, 48,0

(C*Haia), 37,2 (CHpng , 372 (CHzpnd, 224 (CHz-C=0), 18,3 (CHaa); FTIRATR 2/ ¢ m

3277 (NH), 1679 (CONb), 1626 (amid 1), 1544 (amid 1I);U =-1 8(A= 0,01 g mL?,

MeOH); Elementna analiza zaefH2eN4Os( Mr = 424, 49) izralunato (
13,20,015,08 pr onal eno: NZI3060551Pdaci karakteriZa8ije odgovaraju

literaturnom??
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3.2.1.8. N-acetilL-fenialanin-L-fenilalanin-L-alanin; Ac-L-Phe-L-PheL-Ala-OH (8)

iﬁ/gg\))?\ﬁ/kf(%
©

Spoj6 (0,2 g, 0,46 mmol) se otopi u 2 mL metanola te se doda 0.8 mL 1M NReakcija se

mi jega 24 h na sobnoj temperaturi. Metanol s
do pH 2 kad se javlija talogenje produkta. Ta
bijeldi p r a8Jkla g, 9&0): R ¥ @20(QHCI/CHsOH 10:1), t.t. = 206208°C ;

H NMR (600 MHz, DMSGds) U/ p p mJ=782,H2, 8H, NHIC*H), 8,03 (dd] = 17,9,

8,4 Hz, 2H, 2 x NHC*H), 7,27 7,15 (m, 10H, Ph), 4,564,53 (m, 1H, C*Hng, 4,461 4,42

(m, 1H, C*Heng, 4,21 (pJ = 7,3Hz, 1H, C*Haia), 3,06 (ddJJ = 14,0, 4,3 Hz, 1H, Chbng, 2,92

(dd,J = 13,9, 4,3 Hz, 1H, Ch#ng, 2,81 (ddJ = 14,0, 9,5 Hz, 1H, Chkbnd, 2,65 (ddJ = 13,9,

10,1 Hz, 1H, Chknd, 1,71 (s, 3H, CEC=0), 1,29 (d,J = 7,3 Hz, 3H, CH). *C NMR (151

MHz, DMSOds) U/ p pri€=0)11713 (C=0), 1706 (C=0), 169,0 (C=0), 137,9 &9,

137,6 (Gnhe, 1293 (CHphe), 129,0 (Chbng, 127,9 (Chbng, 127,9 (Chbng, 126,2 (Chng, 126,1

(CHpne, 53,8 (C*Hbng, 535 (C*Hpnd, 476 (C*Hala), 374 (CHzpng , 373 (CHzpng, 224 (CH3-

C=0), 172 (CHzain); FTIR-AT R 1/ 3266 (NH), 3064 (COOH), 1738 (C=0), 1642 (amid

), 1540 (amid I);| =-0, 1(®=M,004g mL?', MeOH), Elementna analiza zax,7N3O0s

Mr= 425,48) izralunato (%) : @r®@hoh,adl:BnoH &€, 60, 3]
9,87, 0 18,90HRMS: m/z M+H]"zaC23H27N30s, 1 z r d426,2023ptr m:n ad2@2028.




§ 3. Eksperimentalni dio 63

3.2.1.9. (((9H-fluoren-9-il)metoksi)karbonil}L-fenilalanil -L-fenilalanil -L-alaninat; Fmoc
L-PheL-PheL-Ala-OMe (9)

FmocL-PheOH (1,62 g, 4,17 mmol) otopi se u 30 mL suhogCH Reakcijska smjesa ohladi

se na 0°C te se doda 1.2 eq EDC (0,88 g, 4,59 mmol), O-HO&j (0,05 g, 0,417 mmol).
Reakcijskoj smjesi se kapaljkom doda s$¢i,52 g, 4,17 mmol) prethodno otopljen u 10 mL

suhog CHCIz i DIPEA (0,8 mL, 4,587 mmol). Reakcij@s mi j ega na sobnoj te
nol i proi |l emu nastaje talog. Talog se profi
vodom, 10% KHSO;,v od om t eSQsSunj ie shha se prol i sti kol ons
(CHCI/CH:OH 10:1)l i me se dobiej e Ipiradkag 27%): R+009d u k t
(CH2Cl2/CHsOH 10:1),t.t. = 193 195°C;'H NMR (600 MHz, DMSGds) U/ pp mJ= 8, 47
7,0 Hz, 1H, NHC*H), 8,10 (d] = 8,3 Hz, 1H, NHC*H), 7,87, (d1= 7,5 Hz, 2H, CHmoJ, 7,61

(dd,J = 12,7, 7,5 Hz, 2H, Ckho9, 7,52 (d,J = 8,8 Hz, 1H, NHC*H), 7,8i 7,38 (m, 2H,

CHrmod, 7,321 7,14 (m, 12H, Ph + 2 x Glod, 4,66i 4,56(m, 1H, C*Hong, 4,30 (p,J = 7,2

Hz, 1H, C*Haia), 4361 4,09 (M, 4H, C*Hene + CHx+CH), 3,62 (s, 3H, OC#}, 3,05 (dd,J =

13,9, 4,8 Hz, 1H, Chbng, 2,91 (ddJ = 13,8, 3,9 Hz, 1H, Chk#ng, 2,82 (ddJ = 14,0, 9,2 Hz,

1H, CHpng, 2,48 (ddJ = 13,7, 10,8 Hz, 1H, Cignd, 1,22 (dJ= 7,3 Hz, 3H, CH). *C NMR

(151 MHz, DMSQds) U/ p p8niC=0)11713 (C=0), 1708 (C=0), 15% (C=0), 143

(Crmog), 1436 (Gemod, 1406 (Cemod, 1406 (Crmog), 1380 (Ceng, 1375 (Cphg, 1292 (CHeng,

1291 (CHpne, 1289 (CHphe, 127,9 (CHpne, 127,6 (CHrmog, 1270 (CHrmog), 1262 (CHenhe),

1261 (CHphe, 1253 (CHrmcc), 1252 (CHrmog), 1200 (CHemog), 656 (CHz2), 561 (C*Hpng), 534

(C*Hpne, 51,8 (OCH), 47,6 (C*Hai), 465 (CH), 37,6 (CHzpng, 37,4 (CHepng, 168 (CHsal);

FTIR-AT R "1/3808 (NH), 1744 (COOMe), 1641 (amid 1), 1536 (amid Il); = +2 4 A

(0= 0003 g mL?, EtOAC); Elementna analiza zaz@s/N3Os( Mr = 619, 71) izral
71,71,H6,02,N6,78,01549 pronaleno: C 71, 68RMSHn/zoM+B]2, N 6,
zaCsz7H37N30s, | z r 190 18@P r @ :n a Gl 2682:
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3.2.2. Priprava derivata s aminokiselinskom sekvencefheD-PheL-Ala
3.2.2.1. Metil(tert-butoksikarbonil)}D-fenilalanil -L-alaninat; Boc-D-Phe-L-Ala-OMe (10)

\{/o\gj%)\go\

Boc-D-PheOH (0,6 g, 2,3 mmol) otopljen je u 5 mL suhogClite je dodan spd (0,317 g,

2,3 mmol ) i DIPEA (0, 46 ml, 2,3 mmol ) . Re akc
doda DCC (0,47 g, 2,3 mmo(lig%i kabhthineilrlkak:
Reakcija se mijega na @&viACmi3j0e grdtni nm& o:no H reaje
nol i . Reakcija se zati movpnlafjielvtkiorma prred k oll e nkuo
proziran filtrat Jgul kas®%®#aHE®, 100 KHEQ, hodamae s e i
S u g b$SQsNQtapalo se upari n@ta ¢ i 0 n 0 m u te peaproduktaskristalizira dodatkom
petroletera. Dobiven je produkt BacPheL-Ala-OMe (10) kao bijeli prah (0,518 g, 64%):

R = 0,6 (Petroleter/EtOAc 7:4fH NMR (300 MHz, DMSGds) U/ pp mJ=B2Hz0 ( d,
1H, NHC*H), 7,25 7,17 (m, 5H, Ph), 6,84 (d,= 8,8 Hz, 1H, NHC*H), 432 4,16(m, 2H,

C*Hpheand C*Huia), 3,63 (s, 3H, OCHj, 2,951 2,70 (m, 2H, Clbng, 1,301,22 m,J =7,2

Hz, 12H, MeC-C=0 + CHgaai). 13C NMR (151 MHz, DMSGds) i / p p8riC=0)117123

(C=0), 155,0 (GC=0), 137,9 (Clhg, 1292 (CHpng, 127,9 (Chbng, 126,1 (Chbng, 77,9

(C(CHb)3), 55,3 (C*HPhe), 51,8 (OCH 475 (C*Haia), 378 (CHzpng, 281 (s, 9H, MeC-0O-),

17,1 (Chaia).

3.2.2.2. N-(trifluoroacetil)-D-fenilalanin-L-alaninat; NH3*TFA-D-PheL-Ala-OMe (11)

o
TFA*H3N N/'\f(o\
H

6]

Spoj10 (0,47 g, 1,33 mmol) otopi se u suhom L4 pri 0°C i doda se 1 mILFA. Reakcijska
smjesa se mijega preko nol. nNaosabinonNameuwmpar
nakon | ega se doda toluen kako bi se ukl onio
produkt NB*TFA-D-PheL-Ala-OMe (11) (0,485 g, 100%0): R = 0,4 (CHCI/CH3zOH 10:1);
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IH NMR (300 MHz, DMSGds) U/ p p mJ = 784,H8, 2H, NHC*H), 8,25 (s, 3H, Ni),
7,3617,16 (M, 5H, Ph), 4,32 (,= 7,2 Hz, 1H, C*Hbnd, 4,06 (dJ = 4,9 Hz, 1H, C*Ha), 3,04
(d,J = 7,1 Hz, 2H, Cheng, 1,14 (d,J = 7,2 Hz, 3H, CHai).

3.2.2.3. N-acetilL-fenialanin-D-fenilalanin-L-alaninat; Ac-L-Phe-D-PheL-Ala-OMe (12)

i H i o)
N N ~
A0 H_ o

Spoj 4 (0,28 g, 1,33 mmol) 11 (0,49 g, 1,33 mmol) setope u suhom C¥l> (20 mL)

Reakcijska smjesa se ohladi na 0°C te se doda 1.2 eq EDC (0,3 g, 1,6 mmol)H@Bteq
(0,01 g, 0,133 mmol) i DIPEA (0,26 mL, 1,46
preko noli. Reakci jm k02 NaHTQeB%WKHS@ vios pimr ¢ es s wu @
NaSQy. Otapalo se uparine ot aci o n arte se ¢gobije pradakiZ2k ao svi jetl o
krutina (0,45 g, 786): R = 0,7 (CHCI2/CHsOH 10:1), t.t. = 211214°C;'H NMR (300 MHz,

DMSO-ds) U / §4b (d,J =8,7 Hz, 1H, NHC*H), 8,38 (dJ =7,2 Hz, 1H, NHC*H), 8,04

(d,J = 8,1 Hz, 1H, NHC*H), 7,24 7,10 (m, 10H, Ph), 4,50 4,49 (m, 1H, C*hbnd, 4,481

4,46 (m, 1H, C*Hn9, 4,31 (pJ = 7,3 Hz, 1H, C*Ha), 3,64 (s, 3H, OCH), 3,01 (ddJ = 13,6

4,5 Hz, 1H, CHpnd, 2,70 (ddJ = 13,6, 10,1 Hz, 1H, Ch#hd, 2,60 (ddJ = 13,7, 4,2 Hz, 1H,

CHzpng, 2,58 (ddJ = 13,7, 10,0 Hz, 1H, Ck#ng, 1,73 (s, 3H, CEC=0), 1,26 (d,) = 7,2 Hz,

3H, CH). °C NMR (151 MHz, DMSGds) Ui / p p8riC=0)11712 (C=0), 17Q7 (C=0),

1692 (C=0), 137 (Cpha, 1377 (Crne, 1293 (CHphg, 1291 (CHpng, 1279 (CHeng, 1279

(CHpne, 1263 (CHphe, 1261 (CHpeng, 541 (C*Hphgd, 535 (C*Hphg, 519 (OCHs), 47,5

(C*Hala), 37,9 (CHzpng, 37,4 (CHepnd, 223 (O=CH), 17,1 (CHzaia); FTIR-AT R 1/32760

(NH), 1743 (COOMe), 1634 (amid 1), 1538 (amid I} = 1 8 @A=0005g mL?, MeOH);
Elementna analiza zao@29N3Os(Mr= 439, 50) i zralunato (%), C 65
pronaleno: C 65, 50, HRMUS:m/za\V6+H]" 24,CAH20B305, © z ¥ &, un;a t
4395120,p r 0 n a43@ 21 70:
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3.2.2.4. N-acetitL-fenialanin-D-fenilalanin-L-alanin amid; Ac-L-Phe-D-Phe-L-Ala-NH2
13

5 g%@w

Spoj12( 0, g, 0,68 mmol) se otopi u zasilenoj

mijega pri 8 AC dok ne istal ogtarmpolodmkpri Tlad

dobije Dbijeli 13(0,250¢k 86%)i R D 0,9 (CHRIFCHOH 10:1),
t.t. = 243245°C;'H NMR (300 MHz, DMSGds) U/ p p m3J = 81, Hz,&H, N*CH),
8,10 (d,J = 7,7 Hz, 1H, NH*CH ), 8,02 (d = 8,1 Hz, 1H, NH*CH), 7,26 7,14 (m, 10H, 2 X
Ph), 7107 7,08 (m, 2H, NH), 4,561 4,40 (m, 2H, 2 X C*hg, 420 (p, J = 7,2 Hz, 1H,
C*Han), 3,05 (dd,J = 13,6, 4,9 Hz, 1H, Ck#nd, 2,74 (dd,J = 13,6, 9,8 Hz, 1H, Chhng, 2,64
(dd,J = 13,8, 4,4 Hz, 1H, Ch#nd, 2,41 2,46(m, 1H, CHpnd, 1,72 (s, 3H, OCH), 1,16 (d.J

= 7,1 Hz, 3H, Chaw). 3C NMR (151 MHz, DMSGds) &/ ppm: 17 2(Ce0)( C=0) ,

1704 (C=0), 1692 (C=0), 1379 (Cphd, 1377 (Crnd, 1293 (CHphd, 1290 (CHphd, 1279
(CHpnd, 1262 (CHpngd, 1261 (CHend, 1263 (CHehd, 541 (C*Hpnd, 539 (C*Hpng, 47,9
(C*Hala), 37,6 (CHephd, 37,5 (CHapnd, 226 (O=CH), 182 (CHzain); FTIR-AT R 1/ 3261

(NH), 1626 (amid 1), 1540 (amid Il); = tA (0=0005g mL?, MeOH); Elementna analiza
za GaH2gN4Os( Mr = 424, 49) i zralunato (%) :prCorbadbl €rBq:
65,10, H 6,65, N 13,15, O 15,0BRMS: m/z [M+H]" za, C23H28N4Oa, izralunat o:

pronaleno: 424, 2111.

4
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3.2.2.5. (((9H-fluoren-9-il)metoksi)karbonil}L-fenilalanil -D-fenilalanil -L-alaninat; Fmoc-
L-PheD-PheL-Ala-OMe (14)

S

FmocL-PheOH (1,1 g, 2,85 mmol) otopi se u 20 mL suhog.CH Reakcijska smjesa ohladi
se na 0°C te se doda 1.2 eq EDC (0,6 g, 3,42 mmol), OHO#t (0,04 g, 0,285 mmol).
Reakcijskoj smjesi se kapaljkom doda spb{1,04 g, 2,85 mmol) prethodno otopljen u 10 mL
suhog CHCI2 i DIPEA (0,55 mL, 3,42 mmol). Reakcij@s mi j e g atemperatuspockon o |

noli i pri | emu nastaje talog. Tal og se profi
vodom, 10% KHSO;,vodom t eSOisSurg ie sha se pr ol i st kol ons
(CHCI2/CH30OH 10:1)l i me s e idobbiijjeel il ipsitda(3kga78%)iR =P o d u k t

(CH2Cl2/CHsOH 10:1), t.t. = 174176 °C;'H NMR (600 MHz, DMSGds) U/ pp m:J 8. 41
=12,8, 8,0 Hz2H, 2 x NHC*H),7,87 (d,J = 7,6 Hz, 2H,CHrmo9, 7,62 (ddJ = 11,7, 7,5 Hz,
2H, CHrmog), 7,52 (dJ = 8,6 Hz, 1H, NHC*H), 7,40 (td) = 7,4, 2,6 Hz, 2H, CHno9, 7,311
7,14 (m, 12H, Ph + 2 x Glaog, 46671 4,61 (m, 1H, C*Heng, 4,301 4,23 (m, 2H, C*Hppet+
C*Han), 4,151 4,08(m, 3H, Ch+ CH), 3,62 (s, 3H, OC#), 3,00 (ddJ = 13,6, 47 Hz, 1H,
CHzpng, 2,75 (ddJ = 13,5, 9,9 Hz, 1H, Ckbng, 2,61 (ddJ = 13,7, 3,6 Hz, 1H, Ckhng, 2,48
(dd, J = 13,7, 10,0 Hz, 1H, Ch#nd, 1,22 (d,J = 7,3 Hz, 3H, CH). 13C NMR (151 MHz,
DMSO-ds) U /1923B(C=0), 1713(C=0), 17Q7 (C=0), 1557 (C=0), 143,7 (€mog, 1437
(Crmog), 140,6 (Gmog), 1406 (Crmog), 138,1 (Gne, 137,5 (Gng, 1293 (CHrng, 1292 (CHehe,
127,9 (Chbng, 127,9 (Chng, 1276 (CHFmod, 127,0 (Chmog, 1263 (CHpne, 126,1 (Chbne),
125,3 (CHmog), 125,2 (Chimog), 120,0 CHFmog), 65,6 (CH), 56,1 (C*Hphe), 534 (C*Hphng, 519
(OCHs), 475 (C*Haia), 465 (CH), 382 (CHzpng, 37,3 (CHpngd, 171 (CHsan); FTIR-ATR
/ &:mB8281 (NH), 1741 (COOMe), 1645 (amid 1), 1536 (amid 1l); = 8 A
(0= 0,01 g mL?, MeOH); Elementna analiza zas@s/NsOs( Mr = 619, 71) i zral t
71,71,H6,02,N6,78,01549 pronaleno: C 71, 6 9RMSHn/z0M+B]2 , N 6,
za, C37H37N30s, izralunat o: 619, 7180, pronaleno: 619
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3.3. Geliranje tripeptidnih derivata

Gelirajuia svojstva gelatora ispitana su na
I spitivanom otapalu odrelenog vol umena. Gel
Ukol i ko jeraimi petewmgameannj e gela (provj enaa okr et
kolilina otapal a, a gel se ponovno uz zagr.i
nastajanje gela s novom kolilinom otapal a.

otapala ponavlja se do maksi mallner Ktoil idelne( g
okretanjem epruvete). Takvim postupkom utvr
gel ator moge gelirati. Kod netopljivih spoj
otapanjem spoja u naj manj @ajatrksedaddjeiotapalo manjap al a
ili vele polarnosti do nastanka gela. Postup
stvaral v rgsetli. Gel i r aj ul auoevisnogt s pHvgdje se pastupakagalieanjas u

ponavl ja korfiertalriamltiolpiitnieh ppuH.

3.4. Priprema kompozitnog hidrogela Ac-L-Phe-L-PheL-Ala-NH:> s
liposomima i proteinom

3.4.1. Priprema pufera

0,lmol dnm®ot opina fosfatnog pufera, H4 mL 4, pr
1 mol dm® NaHPQs i 22,6 mL 1 mol dm®* NaHbPQiu 1 L vode visoke | is
proligiavanjem na sustUsMu Simplicity 185 ( Mi

3.4.2. Priprema liposoma

Mul til amelarni | iposomi prireleniFodolipidiet odo m
(jajl ani fosfatidil kol i n ( 8Korofoim:mletanbl€2sly e r o | (
molarnom omjeru 3:2DPPC i DMPC liposomi otope se u smjesi kloroform:metanol (2:1).
Konal na koncent maldi’j aOl apalda $e GpPami pod ni
rotacijskiu p a r (Rataadpor ® REL21, Hichi). Za DSC mgrenja lipidni film se hidatizira

s 1 mL fosfatnog pufera(PBS) odnosno deuterijevog oksidaD:0) pomoi u vort ek
Li posomska suspenzij a’Cdasesdsatbdvii zprako Vedliil i
reducirana ekstrudiranjermu | t i | amel arni h vezi kula pomoiu
800, 400 i 200 nm koristeli 0,5 mUgre&kivamdie
BSAiOVAu | i posome provedena je hidratiziranj
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otopinom BSA (3 mgnL™ u fosfatnom puferu) odnosno OVA (1 m_! u fosfatnom puferu).
Liposomske suspenzije, bez odvajanj2a ugr alLenogomageenpaka, za ir

mjerenja fizikalnekemijskih svojstava liposoma.

343 Dinami | ko rasprgenja&® svjetlosti (DLS) 1lip
Distribucija velilina | estica i zeta potenci
Zetasizer Nano US (Malvern UK) . Korigteno je |l asersko zr

rasprgenja det ekt i ?tCaMerenj@ su provedena umd 26nDolovdni 1 7 3
rezul tatipomolial e pZemgiera @ (Malvern instruments). Liposomska
suspenzija razrjelena je 10x ifzirzajgsdosegdkj m ot o
vrijednost (zs r ednj a) . Mj erenja su provedena 6 put
vrijednost.Mjerenja zeta potencijalgpposoma provedeno jeju | a st kivdtamasa zlatnom

gicom. Svaki uzorak je mjeren 3 puta te su r

3.4.4. Priprema kompozita hidrogela AcPheL-PheL-Ala-NH; s liposomima i proteinima
Odrelena | e s pAcsFeANHp s prisutgostl lipasama praieina. Peptidni

hidrogelator otoplien je WMili-Q v od i zagrijavanjem nakon | e
suspenzija (30nmol dnt®) pri35AC u razlilitim molarnim omjer
Kontrolni gel napr avl j esoma. Sposabaostigairanjaispitarlajen b e
okretanjem bolice. | st postupak ponovljen |
100, 110 eL) pol et otepine BSA f%© = 3 mg mL?,

Co= 4,5x 10° mol dm?®).

345 Di ferenci j ac kaosmetija®&@ niraj ul a

Di pal mitoifosfatidil kolin (DPPC) i di miristo
liposoma i DSC mijerenjau koncentracijama 30 mmol dm®. U uzorak hidrogela
Ac-FFA-NH: dodani su alikvotiprethodno pripremljenih DPPC i DMPC liposoma, na 35 °C,

u koncentraciji gelatora 17,56mol dni®i 7,5 nmol dnt® liposoma. Svi uzorci su degazirani

15 min prije mjerenja na instrumentu. Kalorimetrijski eksperimenti provedeni su na
mikrokalorimetru NaneDSC, TA Instruments (New Castle, USA) sa temperaturnim
povel anj em' ‘dempdratufi@onmeti za DPPC jeil60 °C, a za DMPC 5 60°C.

Vol umen felije je 300 L. Podaci su obraleni
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paketu. Sve suspenziesy er ene dva puta (dva punjenja) u
Referentna otopina (M#)) mj erena je jednom u dva ci kl us:

kao bazna linija.

34.6. FTIRATR

FTIR-ATR spektri snimljeni su na INVENI& Bruker spektrofotoetru s BioATR I
jedinicom i fotonaponskim LNMCT detektorom. Postavljen je KBr razdjelnik snopa na 1 mm,

a detektor je radio pri brzini skeniranja od 15 kHz za visoku osjetljivost mjerenja. ATR jedinica
i e pr odropuhivaejemaplinovitog\, iz vanjska izvora. Jedinica BioATR Il koristi

dizajn krugne tehnologije dvostrukog kristal

donjim kristalom od cinkoas el eni da (ZnSe) , Koj i nije u ko
preformanse multirefleksije s duljinoputaod 68 e m i z aht j elermperatGr®a € L U :
kontrola provedena jpomoi u vodene kupel;ji Huber Mi ni st
brzinom zagrijavanj a od 1 A C/ riposoma, Uzor

Ac-FFA-NH: hidrogel i kompozitni hidrogeAc-FFA-NHz s liposomima u RO pipetirani su
i zravno na ATR kr i s tUzotci swumjereatti putaprintempeoaturi a5 ¢ L .

25°C. Spektri su snimarg r i razl 2admtivaerzjud t@ad s G28snimkepw sj el e
uzorku Prikupljanje, obrad i evaluacija podat ak-a85pSPbveden
programomt&°

3.5. Priprema hidrogela AcL-PheL-PheL-Ala-NH2 s doksorubicinom i
nanoformulacijama doksorubicina

3.5.1. Hidrogel s doksorubicinom

Ac-FFA-NH2/DOX hidrogelje pripremljen istom procedurom prethodno opisanom u poglavlju

3. 4. 4. dodavanjem odr el enoge Lvpool| ueniepmsaDOX 1 0 , 2
(=2mgmlL!co=1x10*moldm®) pri |l emu je gel konstantne
od 0,4%.
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3.5.2. Hidrogel sliposomskom formulacijom DOX

Ac-FFA-NH2/liposomska formulacija DOXkompozitni hidrogel je pripremljen istom
procedurom prethodno opisanomupoglagliu4 . 4. dodavanjem odreleno.
1,2 2i4e Lp o | eotopineliposomske formulacije DOX2x =50 mg mL?, co = 8,6 x 102

moldm?®) pr i |l emu j e gel konstantne mase po vol

3.5.3. Hidrogel s PLGADox

Ac-FFA-NH2/PLGA-Dox kompozitni hidrogelje pripremljen istom procedurom prethodno
opisanomupoglavl@. 4. 4. dodavanjem odr el enogpovloetunmee n a
otopinePLGA-Dox (0=1,9 mg ml*, co=3,3x103moldm® pri | emu je gel ke
po volumenu otapala od (%4.

36. Morfol ogka karakteri zaciransmisiskormp o z i t
elektronskom mikroskopijom i mikroskopom atomskih sila

| stragivanje morfologije |iposoma, hi grogel a
na elektronskom mi kroskopu Zeiss EM 10A, pri
Bogkovil). Tanki film gela se stavi a mreg

vodene otopine kalijeve soli fosfovolframske kiselineRW12040, pWk). Kap otopine pWK,
neutralizirane s NaOH do pH 7 stavi se na uz
30 sekundi pomolu filter p a p-BSAasnimlj¢hz sy ma i no S
| aserskom pretragnom konf okal Slikemsu duobikeneo s k 0 p
jednosmjernim xyz skenirajulTiank onlaelri,nAkN rriasdtai,c
mi kroskop proizvolLala Bruker, a pr3o0® se s
C-nanocijey. AFM mikroskop radi na principu mjerenja interakcij i zmelLu povr gi n
ogtrog giljka koji | e jemapirmadveltjlgnav ogo vprodiunza ..
nedestruktivna i moge se raditi u prirodnoj
potrebno kod TEMa
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3.7. Invivo ispitivanje imunostimulacijske aktivnosti peptidnih
hidrogelova

371. Pokusne givotinje i imunizaci]j a

Eksperi ment na mi gevima proveden je prema hr
udovoljava EC Direktivi (2010/63/EUNa osnovu pozitivnog migljer
za zagtitu givotinja koje se kori-BAK&®09,u znan
Ministarstva poljoprivrede, Uprave za veterinarstvo i sigurnost hrane kojim se odobravaju

vivot estiraepjma.NhB/ @i agHsd mi eMimuopbopkom gavo
Zagreby Hr vatska. Svi ilnigemjiesaicigenileHob@l 2HOd
SuU i munizirani pdoctjegljenisin dva puita bbrazmaku ad @ Jpdaplidiran

vol umen u eksperimentalnim grupama i z®0Si 0 |
200 €g PGM, 400 e©€g hidrogelatora i 0,30 &mol
(25 mg kgt po mi g ujakngiziaksiernog pldksusa 7 dana nakon zadnje doze.
Individualni serumpojedinh g i v a sudekomplementirama 56°C 30 min ispremljenina

120 Aamalizd o

372. ELI SA za kvantita&OVAlg&Go odrelivanje ant.i
Kol idkupmheOVAs peci fillgnGilh il glGg;G2a u serumu mi geva
biokemijskim testom ELISAdngl. enzymelLinked Immunosorbent Asgaykratko, ELISA

pl olice prekri VetopmomsQVA U katbonatngm puoleru pH 9,6 te su

i nkubirane preko analrii . na\es @ epuidiela feebiokirance z anj e
0,5% w/v otopinomBSA u PBST (0,05% (v/v) Tween 20 u PB8) na 2 h pri 37C. Nakon

i spiranja, pet serijskih razuzgrakddodamirsy a mi §j
duplikatima.Uzorci suinkubirai pr ek o nol i na s ohbnanglizidnsump er at
OVA-s p e ciilg6 inkulmacijom s HRFonjugiranim kozjimantmi gj i m |1 g@&).( 2 h p
Nakon ispiranjayzorcisu inkubirams 0,6 mg mk! otopinom OPDu citrat fosfatnom puferu,

pH50s 0,2 L % 6O/mL 30 min pri sobnoj temperaturi u mraku. Enzimska reakcija
zaustavljenaje s 12,5% HSQu. Apsorbancija na 492 nm | zm
mi kr ot i tr ac i(Thenkoi Fisherp $certificgvaltham, MA, SAD). Prilikom
odrelivaspaciGMA ni h ukoiGl inkubiralh g Gidtiekonjugiranim

gt akor snkiign ianh igGgaG2lhpri 37 °C) i naknadno sa streptavidperoksidazom

tijekom 2 hpri 37 °C. Nakon ispivanja, dodang otopina supstrata OPDnkubirana 30 min
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na sobnoj temperaturi u mraku, kazustgljeoa j e pr
je s 12,5% H>SQu. Apsorbancija na 492 inhmal i mngheoemnar
pl ol i Ral at i wnastalihpkowtliij|e Inae desdtonpdratehireprasagek or i st el i
standarda uzorkeant-OVA IgG, anttOVA IgG1 i anttOVA IgG2aprotuijela sproizvoljno

pripisanim vrijednostim&0 000 AU/mL; 400 000 AU/mL i 5000 AU/mL.

373. St atistilka obrada podat aka

Analiza podataka provedena je koristelid pro
Statistilka znal aj nWaltl psocimenegsnamj en&k ars |
post hoc usporedbe. Vrijedngst 0,05sesntar a st ati sti |l ki znal aj nom

38. Ot p u g toksorpub&inai biomolekula iz hidrogela
Ac-L-PheL-PheL-Ala-NH>

381. Odrelivanje bagdarni h dijagr ama

Bagdar ni di j agr a dd-FFASNHg D@Xy Bposdmiske foragaeije ®OX

(Myocedt), PLGADo x i BSA dobiveni su mjerenjem apsor
su dobivene razrjelivanj em. spakl|selutiohe sPtod red anrec
standardne otopine pripremljene su otapanjem shojEFA-NH: (co= 4,3x 10° mol dnm®)u

0,1mol dn? fosfatnom puferu (N&dPQ/NaH.PQu) pH 7,4, dok su preostali spojevi otopljeni

u vodi (Mili -Q); DOX (0= 2mg mL?*; co= 1 x 10 mol dm?3), Myocet (%= 50 mg mL?*;

Co = 8,6 x 102 mol dm?®), PLGA-Dox (0= 1,9 mg mL!; co = 3,3 x 10° mol dn) i

BSA (co= 3,3x 10° mol dnm?®). Prvo je snimljen UWis spektar puferske otopine odnosno

Mili -Q vode (2 mL u kiveti) kako bi se dobila bazna linija. U istu kvarcnu kivetu (10 mm)
dodavani su alikvotstandardne otopine te je nakon svakog dodavanja snimavii®Jspektar

u podrulju valnih duljina od 700 do 200 nm.
ovisnost. o] koncentraciiji, dobivena e jed
eksperimentua | unal a koncent r abidrggalau prihvatoi ghédg (flosfagni s p oj a
pufer,pH7,4)Ti t raci | ski podaci su obraleni u Ori gi
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382. Mj erenj e oWVpagbobphj hktdmM sondom

U bosbei eawv age hi dang)o dodabeatiliranavodé & seagrijavadok se sve ne

otopi. Topla otopina prenese se pipetoffalaon epruvetwd 15 mL te pri temperaturi 4C

doda se odr BSAG&FB mynoll e+eS5x 10°moldm®V ( BSA) )= 244

i liposoma ¢ = 30 mmol dn) koj i odgovara maksi mal noj ko
(tablica 9). Dodani volumen lijeka doksorubicna ® = 2 mg mLt ;

co = 1 x 10* mol dn®), Myoceta fo = 50 mg mlL!; co = 8,6 x 102 mol dm®),

PLGA-Dox (n= 1,9 mg mLt; co= 3,3 x 102 mol dn®) odgovarak o n @ komcentracij

c=6,89x 10°moldm® Ukup an v o | u namas galom izmo$i L mL. Kontrolni gelovi

pripremajuseb ez dodat ka spoja. Tako prirelLeni gelo
bolice s gel ovmoA ma dntf fogfatnogpeferapNad PG/NaHPQ, (pH
74), koji se prethodno sonificira 30 minuta

zraka. Tijekom 24 sata (svakih 30 minuta) mjeri se apsorbancija prihvatnog medyasUV
optil kom sondom. Koncentracije altwpruagjte noag pi
bagdarnog diTjiagraama skpojpadaci su obraleni wu

razrjelenje.

383. Mj erenj e o-Vipwkiyydgtianj a UV

U bolicu se i 2wg)gdodatiosfatnpuieg daHROQ/NakPQ: pH 7,4 te se

zagijava dok se sve ne otopi te pri temperaturi AOC doda se odreleni
BSA (20=3 mg mL}; co=4,5x 10% mol dn®) i liposoma ¢ = 30 mmol dr? ) koji odgovara

maksi mal noj kol i | itablica8ptablica9%kt® j ok umamstapleumeh
gelomiznosD6mL. Kontr ol ni gel ovi se pripremaju bez
ostave se preko noli za stabi L, 2ZmLaOgtmgldm® U bol

fosfatnog pufera N&PQy/NaHPQ: (pH 7,4), koji se prethodno sonificira 30 minuta na

ultraz vul noj kupel ji kako Dbi s88sata mjerismdpdorbanenyg e hu r
6 0 0 pehivathog medija UWis spektrof ot ometrom te se zami
Koncentracije otpugtenog lijepamad agdiae homo
dijagrama spojaTi t r aci j s ki podac.i su obratleni u o)

razrjelenje.
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3.9. Kompleksi ciklodekstrina s aristolohijskom kiselinom i
biomolekulama

3.9.1. Karakterizacija derivata aristolohijske kiseline u biorelevantnom mediju

Fluorescentni dérat aristolohijske kiseline (ARIfluo) je sintetiziran prema opisanoj
procedurt’® P o | eotopine derivata aristolohijske kiselih@ARI) pripremljene su u DMSO
Gmmoldm® zbog sl abe topljivost+8°C teswotodijeneu s k!l ad
puferu prije mjerenjalV-Vis spektri snimljeni su na Varian Cary 100 Bipektrofotometru

fluorescencijski spektri su snimani Yarian Cary Eclipse flu@scencijskom spektrofotometru

i CD spektri su snimani nepektrofotometrdASCOJ815na 250 AC kor i st el i kvar
(I =1 cm) metodom opisanom u poglav8.1. Ti t r aci j s ki podac.i su o
programu, korigirani na razrjelenje.

3.9.2. Interakcija aristolohijske kiseline s ciklodekstrinimg b v e L i m atbemina mo m
(BSAYJDNA iz telceDN&)g ti musa (

DNA iz t el €&fehymusDNAnat-HMNA) je otopliena u kakodilatnom puferu,
| = 0,05 mol dnt3, pH 7,0. Otopina ¢-DNA je dodatno sonificiranaa ul t razvul noj |
filtriranakrozQ45 em filter kako bi se dobigtoapvieliaisntoil

fragmenti B-helikalre DNA. BSA je otoplien u kalkodilatom puferu,

| = 0,05 mol dm3, pH 70, te je koncent skapski haaNammDrope L e n a
spektrofotometru pri 2 8 0 n m kori st el i apsompfijskp kogficiemno | ar n i

43824 moltdm® cm' ! Otopine ciklodekstrina pripremljene su u vodi kam | eotopires
koncentracije=0,001moldm®, skl adi gi 68A€ $e naz+fAlLivane u
prije mjerenja.P o | eatopite BSAictODNA u puferu su prirelene
standardnoj procedurE |l uor i metri jske ‘titracijeposiuetmreov
otopineprote na (u podr ulcjpwteik) o fi & 6 mdd dna)cui ofo@nu spoja,

snimajul.i emi sijske spektre, uz Vvrijeme za p
zavrgetku titracija, fluorescekostantnsk gespdktlr
h, gt o potvr Luj eTiptorsaciigjnsukiiu proadvancoiOmgipbidirQa L e n i

korigirani na razrjelenje (kumul awi pol etdondagt
volumena) te su pril agolgebnii, pkrovjog oedkgsopvoanrean cli:
kompl eksa spoj/ protein. LDN®RL ulpagduact i tsruacpiy |
nelinearnoj regresiji prema McGhieeon Hi ppel ovu f or mal i zUnu Scat

specifilnim slul ajevi nogski paolgcie ahalinranh su kSpecefip | e k s ¢




§ 3. Eksperimentalni dio 76

programom za multivarijantnu analizé'®tU svi m sl ul aj evima uol |l jiv
eksperimentalnih i prilagoleniki pp®®zshtsek a . K
i zralunate koK$t ant ep o § . Eigkklanodkibizakh{dD) sniman

je brzinom od 200 nm/m (srednja vrijednost = 3). Pozadinski signal (ehdgackgroundl je

pufer koji je oduzet od svakog spektra. CD eksperimenti su provedeni dodavanjem alikvota

p o | eotopine spoja u otopinu s polinukleotidoa= 2 x 10°°> mol dm®). Krivulje taljenja za

ctDNA i njegove komplekse sa ispitivanim sp
opisand®® pr al enjem pr omj @in250 renp lsao rfunkeija ctémpature.
Apsorbancija liganada je oduzeta od svake krivulje i rezultati su normaliZlramiperatura

me k g almjear € di g rpiijedaznihlo | ik au | j aeod matksimeriaeprve derivacije

te provjerena gr af Ty kijednostiest zrH a matt e n g d Tmz € ma mpj
slobodne nukleinske kisekod Tnk o mp | e k s &mv rSivjaekdan ogst j e i zr age

vrijednost najmanje dvaju mjerenja. Pegrk a Tagiznosor0.5°C.

3.9.3. Mjerenjainterakcijaizotermalnom kalorimetrijskonitracijom (ITC)

| spitivanje i nterakcija Vekrue lddigiogah VRITC ARI S
mikrokalorimetra provedeno je pri pH 7,0 u @bl dm?® fosfatnom puferu. Origin 7 frogram
korigten je za analizu podadtiakva-QvBdemh &reent na
titracije su provedene injektiranjem alikvatakuronija(co = 1x 10*moldnm®) i z r ot i r aj
injekcije (endg.syringd (220 rpm) u izotermal nhCl ¢lei sadrl
SMX ili 1:1 SMX/ARI smjesu ¢o=4x10°moldm® . Razmak i zmelu svako
360 s, a inicijalna odgoda prije prvog 1inje
eksperimente su prethodno degazirane pod sn
eksperimenti direkto s u dal i tri par amet r &), kopstaraumj e n u
vezanja Ko) [ stehiometriGiuzr@NMNJu.natwai jjedniozst k an
(M=-RTInK) a reakcijska promjena entrolpsovee | e
sl obodne SsfgH-@6&)Ne ( @
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8 4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprava tripeptidnih derivata
4.1.1. Priprava derivata s aminokiselinskormksenconi-PheL-PheL-Ala

o
'C|*H3NQKO/ 3 4 ¢)
H o
2 ij )kN H%N NH,
it oA
o X LA
N N\E)kN O\ 7

Shemal. Reagensi i uvijetld 2i5Pmrdient emlee nkeo mpw np N é ma
proceduram&®178, Sinteza produktd, 8i 9: (a) DIPEA, CHCl,, DCC, DMAP, rt, 24 h, 7%;

(b) CHCIZ/TFA, 90 %; (c) EDC,HOBt, DIPEA, CHCly, rt, 20 h, 59%; (d) MeOH/NH;,

7 dana 96%, (e) NaOH, 24 h, 9%, (f) EDC,HOBt, DIPEA, CHCI, rt, 20 h, 27P%.

Sinteza derivat tripeptida s aminokiselinskim slijedom-PheL-PheL-Ala (shema 1)
zapolinje si nl(RozeRheOplyid k-Ala-GMex &l Cl ) nakon | ega
korak spajanjagngl.Coupling uz pomol karbodi%%iidinedgeirie alge
ukl juluje skisiAjer Bolcemags é tldapdipeptica. Acetiri a gt i |
tripeptidni derivat dobiven je daljnjimpajanjemprethodno mitetiziranogspoja5 na Nkraj

di peptida kor i At-leFheL-PlieDAa-OMP () izadrgemistupnju sinteze

ot opi se u zasilenoj otopini amonijaka u me
(Ac-L-PheL-PheL-Ala-NHy), dok je  hidrolizom estera dobiven Spoj

Ac-L-PheL-PheL-Ala-OH (8) sa slobodnonkarboksilnomskupinom. Drugi sintetski put
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ukl j wdzanjeree za gt i | e n o g -kraju LgPep-Ala-OMe s RraocL ¥PheOH
pomoi u EDGQ irneea gseen s@rimadcl-RheLsPpea-jAla-OMe).

4.1.2. Priprava derivata s aminokiselinskom sekvenceRheD-PheL-Ala

O

D O)CLN’ in ON/H(O\
o k1 1 Ao A o
aste. T

B

>L m»@& oyl

2
WN\)J\OH

.0 M%Y

\~/ON

CIHN

x 4@%%

Shema?2. Reagensi iuvjeti Pol et ne 2kiosnpproinreenlteene su pr ema
proceduramd’®1’® Sinteza produktd 3 i 14: (a) DIPEA, CHCl;, DCC, DMAP, rt, 24 h,

64 %; (b) CHCI2/TFA, 100 %; (c) EDC, HOBt, DIPEA, CHCI,, rt, 20 h, 76%;

(d) MeOH/NH;, 7 dana 86%, (e) EDCHOBLt, DIPEA, CHCI, rt, 20 h, 73%.

Sinteza derivata tripeptida s aminokiselinskim slijedasPheD-PheL-Ala z apol i nj e
reakcijomvezanjaBoc-D-PheOH i 2 (L-Ala-OMex HC 1 )  u zDC@ @hemd2). Zatim

slijedis ki danje Boc zagtite t rkakd biseodolion e za g mi lke rsi
N-kraj dipeptida. Acetilni tripejdini derivat dobiven jalaljnjim vezanjem5 (Ac-L-PheOH)

na Nk r aj di pepti da k or-i-BhemreRhéL-AlB-OMe. (12) i azddhjeme n i A
stupnju sinteze otopi se u zasilenoj otopin
dobiven je spol3(Ac-L-PheD-PheL-Ala-NH,). Vezanjerme z a gt i | enogkraii pept i
D-PheL-Ala-OMe s FmocL-PheOH pomoli u EDC dolBva g gen s a
FmocL-PheD-PheL-Ala-OMe (14).
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4.2. Geliranje tripeptidnih derivata

| spitana swvojstvg pripravijeail) migegtidnih derivata u vodi, nekim organskim
otapal i ma i smjesama razlilitih otapala. Kr
pojedinog gel atora izr a¥we/ms jod akpaad amadl si manlj &
izgelirati 5 mg spoja gelatordaplica3 i tablica6). Nastali gelovi su stabilni kroz nekoliko

mjeseci te pokazuju termoreverzibilne-gel prijelaze. Novosintetizirani derivati acetiliranih
tripeptida r az.lLiiLDL)tpekazalisuesebeljoukse maj @ @el i ranj a
medija @k su Fmoez agt i [ eni der i vat iLLL rL®L) bakdzalitboljlh st er
sklonost geliranju alkoholaAcetilni tripeptid 6 se pokazao kao efikasan gelator vode,
acetonitrila, etacetata toluena doksespoj 7 pokazaokao efikasrji gelator vode, polarnih

otapala i acetonitrila. éetilni tripeptid8 sa slobodnim C krajem pokazgoslabag e | i r aj ul a
svojstvavode Fmocz a gt i | eni t 19 popaza jeslatijegeliranjeesjednosiaim

alkoholima i aromatskim spojevimacetilni tripeptid12 se pokazao kagdobargelator vodea

negt o s | adeionitila i gngelsaaotapata s vodom dok siippe pokazao kao slabi

gelator vode i acetonitrila Fmoez a gt i | eni t r 14 pekazaoi je geliranjel gar | v a't
jednostavnim alkoholimaOd smjese otapala, sp8jgelira smjesu bED/DMSO. Navedene
smjese u stvar.i fi no pablidagl)ggdje sppjevi uglavmoin jnisuv o s t
topljivi u vodi dok su dobro topljivi u DMSO.
sustav u kojem je spoj s amo sdigjaeja motekulskiho t op
samoagregata jer |le se pod utjecajem otapal

nekovalentnih interakcija izmelLu mol ekul a.
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Tablica3. Ef i kasnost
volumen ¥may geliranogotapala s 5 mg pripravljenih derivata tripeptida s aminokiselinskom

sekvencom A¢ -PheL-PheL-Ala.

geliranja

r aiz4 ri dip@madtsimaint apal a

Vmax/ mL
Otapalo 6 7 8
18 2,10 0,4
H20
opalescentagel opalescentagel opalescentagel
DMSO topljivo topljivo topljivo
0,20 (DMSO) + 620 | 0,40 (DMSO) + 070
DMSO + H20 (H20) (H20) topljivo
opalescentagel opalescentagel
DMF topljivo topljivo topljivo
. 0,60 j
MeOH topljivo opalescentagel topljivo
0,60 (MeOH) + 1,80
MeOH + H20 topljivo (H20) topljivo
opalescentagel
. 0,94 .
EtOH topljivo oroziran gel topljivo
1,10 (EtOH) + 1,30
EtOH + H20 topljivo (H20) topljivo
proziran gel
MeCN 1,85 3,15 topljivo
opalescentagel opalescentan gel
EtOAC 3,72 netopljivo topljivo
opalescentan gel
CH2Cl2 topljivo netopljivo topljivo
Toluen L7 netopljivo topljivo
proziran gel bl bl
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Tablicad. Ef i kasnost geliranja razlilitih otapala
volumen ¥may geliranogotapala s 5 mg pripravljenih derivata tripeptida s aminokiselinskom

sekvencom Fmet-PheL-PheL-Ala.

Vmax/ mL
Otapalo 9
H20 film
DMSO topljivo
DMSO + H,0 0,1 (DMSE?Z; 0,3 (IHO)
DMF topljivo
MeOH 0.7
proziran gel
MeOH + H20 0,1 (MeOH) + 0,5 (KO)
opalescentagel
EtOH 0.3
proziran gel
EtOH + H»0 0,1 (EtOH) + 0,3 (HO)
opalescentagel
MeCN topljivo
EtOAC topljivo
CH2Cl2 netopljivo
0,4
Toluen )
proziran gel
tert-butanol Q’Z
proziran gel
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Tablica5. Efikasnost geliranja az | i | i t i h

volumen ¥may geliranogotapala s 5 mg pripravljenih derivata tripeptida s aminokiselinskom

sekvencom Ad¢.-PheD-PheL-Ala.

otapal a i

smj esa

Vmax/ mL
Otapalo 12 13
0,8 0,3
H20
opalescentagel opalescentagel
DMSO topljivo topljivo
DMSO + Hz0 0.2 (BMSO) + 0,2 (HO) topljivo
opalescentagel
DMF topljivo topljivo
MeOH topljivo topljivo
MeOH + H20 0,1 (MeOH) + 1,2 (KO) 0,1 (MeOH) + 0,4 (KHO)
opalescentagel opalescentagel
EtOH topljivo topljivo
EtOH + H20 0.1 (EtOH) + 0,8 (HO) topljivo
opalescentagel
MeCN topljivo 0.4
opalescentagel
EtOAC topljivo netopljivo
CH2Cl2 topljivo topljivo
0,2 N
Toluen ) netopljivo
proziran gel

ot
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Tablica6. Ef i kasnost geliranja razlilitih otapala
volumen ¥may geliranogotapala s 5 mg pripravljenih derivata tripeptida s aminokiselinskom

sekvencom Fmet-PheD-PheL-Ala.

Vmax/ mL
Otapalo 14
H20 0.3
opalescentagel
DMSO topljivo
DMSO + H20 topljivo
DMF topljivo
MeOH 06
proziran gel
MeOH + H20 0,1 (MeOH) + 0,5 (KO)
opalescentagel
EtOH 04
proziran gel
EtOH + H»0 0,1 (EtOH) + 0,5 (KHO)
opalescentagel
MeCN 04
proziran gel
EtOAC topljivo
CH2Cl2 topljivo
Toluen topljivo
tert-butanol topljivo

4.2.1. Geliranje AcL-PheL-PheL-Ala-NHzu ovisnosti o pH

Utjecaj pH na geliranje ispitan fagelatoom Ac-L-PheL-PheL-Ala-NH2 (Ac-FFA-NH2) koiji

je uzet u daljnjespitivanje kompozitnih gelovaGelator je pokazao dobra svojstva geliranja u
fosfatnom puferu pH 5,6 i 7slikh@XtablicatThazi | nom p
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Slika23. Utjecaj pH na geliranjpeptidaAc-FFA-NH_; s lijeva na desno pH b, 7, 8.

Tablica7. Ef i kasnost geliranja pri razl i |Mnki m pH
geliranogotapala s 5 mgelatoraAc-FFA-NH..
Vmax/ mL
pH
15
5,8
opalescentagel
15
6,4
opalescentan gel
15
7,0
opalescentan gel
1.4
7,4
opalescentan gel
0,9
8,0 | opalescentan gel s talogom, raspada
stajanjem

4.2.2. Geliranje Ac-L-PheL-PheL-Ala-NH: gela s liposomimaproteinom

OdrelLena je efi kadAckFA-NH: g Bpbsominaanproteinogmegtjeje or a

u o | ea @risvimomjerimau kojimaj e g el at odolazildo geliranja gskvaranja
opalescentnogela fablica8). Pri jednakim omjerima gelatora i liposomd mjjepr i mi j el eno

geliranje zbog onemogul avV-aintgrakcijm Briikonagelaamjp e v od
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peptida AecFFA-NH> uz prisutnos  pr ot ei napaleBcemagleVv r sast aj e
BSA po mg gelata (tablica9).
Tablica8 Vr i j ednost.i kKriti | mMeFFANHp ¢ eodituz prisuitnpse
liposoma
Kol i ] ina o
_ Molarni omjer ‘
m (Ac-FFA-NH2)/mg liposoma V (H0)/mL | Opagan
liposom:gelator
(mg/mg gelator)
3,60 0,27 1,2 1:10 opalescentan ge
3,00 0,55 1,0 1.5 opalescentan g€
2,90 1,09 1,0 1:.2,5 opalescentan g€
3,00 2,73 0,9 1:1 ne gelira
Tablica9. Vr i j ednost. kriti | mMeFFANHn ¢ eodituz prisutnpse
proteina BSA
Kol il
m (Ac-FFA-NH2)/mg | dodanog BSA | V (H:O)/mL | V (BSA3mgmL?Y)/( ¢l Opaga
(eg/ mg)
opalescental
2,00 15 0,5 10
gel
opalescental
2,18 28 0,5 20
gel
opalescental
2,59 35 0,7 30
gel
opalescental
2,00 150 0,5 100
gel
2,00 165 0,5 110 ne gelira

sve

gel i

gel |
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4.2.3. Geliranje hidrogela A¢.-PheL-PheL-Ala-NH. s doksorubicinom i
nanoformulacijamaloksorubicina

Ispitano je geliranje peptida A6FA-NH2 uz dodatak malih molekula animorskog lijeka

DOX i nanoformulacija DOXDOX u liposomima Myocet) iDOXu PLGA nanol esti
(PLGA-Do x ) . Il spitan | e kapacitet g@Xl 6Gdlator a proi
(0,4 % (w/v)) pokazao je najbolje gelirampa manjim koncentracijama ©X (tablicalQ). To

s e mo g e pripi sat iOX lji anet jstvalanjep-o ihterdkeija s time D
onemogi i uj e formirpnievéhirmtogDgedagsbO¥Xapodmg
Iz rezultata geliranja z&bOX u liposomima fablica 11) vidljivo je da gel nastaje pri
vrijednostima do476 ¢ g OXu liposomima po mg gelatoralika 24). Pokazano jé kako

dodatkom PLGADox uvrijednostimado1 8 , 1 ¢ gelap®nastage ge(tablical2, slika

24) . |l z pr i | ougusporedbi s praznim lliposomimeédljivo je da gelatorima

znal aj no ma mge¢linanjadPXisamdfonnulsicija DOX.

Tablical0. Ef i kasnost geliranja pri rackrbhgenm ka
maksimalni volumen\{max) geliranogotapala s 2 mg gelatofec-FFA-NHo.
Kol i | i
m (Ac-FFA-NH2)/mg | dodanog DOX| V (H.0)/mL | V(DOX2mgmL?Y)  / Opaga
(eg/ mg)
opalescentalt
2,2 9,1 0,490 10 svijetlo
crveni gel
2,0 20,0 0,480 20 ne gelira
2,1 286 0,470 30 ne gelira
2,0 50,0 0,450 50 ne gelira
2,2 90,9 0,400 100 ne gelira
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Tablica 11. Efikasnost geliranjg r i razli]litim koncentracijama
maksimalni volumen\{max) geliranogotapala s 2 mg gelatofec-FFA-NHo.

Kol i | i
m (Ac-FFA-NH)/mg | dodanog Myoce{ V (H20)/mL | V (Myocet50 mgmL™t)  / Opaga
( €/ang gelatoy

opalescental
2,0 250 0,490 10
gel
opalescental
2,0 375 0,485 15
gel
21 476 0,470 20 ne gelira

Tablical2 Ef i kasnost gel i ranja pPLGA-Doxa zlrialgietniam kla
maksimalni volumen\{max) geliranogotapala s 2 mg gelatofec-FFA-NHo.

Kol il ina
m (Ac-FFA-NH2)/mg PLGA-Dox V (H20)/mL | V (PLGA-Dox 1,9mgmL?)  / Opaga
(eg/ mg) ¢
opalescentar
2,2 8,6 0,490 10
gel
opalescentar
2,0 14,3 0,485 15
gel
2,1 18,1 0,480 20 ne gelira
2,0 28,5 0,470 30 ne gelira
2,1 45,2 0,450 50 ne gelira
2,0 95 0,400 100 ne gelira
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Slika 24. Ac-FFA-NH: hidrogel s PLGADox (¢ = 6,89 x 10° mol dnt®) (lijevo) i
Myocet € = 6,89x% 10° mol dm?®) (desno) u 1 mL vode

43. Mor f ol ogka karakt er i ZITBM mifroskomglenr i vat a
Transmisijska kektronska mikroskopija (TEM) je metoda kojom se ispituje morfologija hano

materijala. TEM mikroskopi koriste snop elektrona valne duljing gilfa manje od valne

duljine svig | a te im je povelanje znatno vele od
generira pomolu elektrona koji prolaze Kkroz
zaustavljaju ili otklanjaju elektrone, uzorci se kontrastiraju s pWk (kalifevsoli

polivolframfosfornek i s el i ne) Pl sjen] ajwms spalmodiej] eom s

razlulenje do 0.9 ©Gmliskpowmelegmj enoge 5@ sastc

ali ponekad je i vezikularne strukture. Niti ili trake mogu biti ravne ili uvinute, isprepletene, ali

mogu biti [ ralvaste dok najleglie su girine
utj ecaj na |vrstolu i s t astoukturamogsldtorageeutjegajema U v |
otapala na njegovu samoorganizaciju. TakolLer
| i mbeni ka poput starost. gel a, brzine 111 t
aditiva.

Obzirom na p okuengeny t@peptidnih deiivatd naglasak je bio na
ispitivanju jednostavnijih otapala (voda, metanelanol, acetonitril i dr.), dostupnijih te

potencijalno upotreba ma r6jeépofiniji gekatorlochamidnog t a p al
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derivata? jer je vidljivo iz tablice (tablica3) da geliranepolarna otapala poput etitetata i
toluenaUo | e n o 6 gelea ntrgi volumen vode, n®@t abi | nost gel a nije
mi kr oskopijom 6ianae rda ujgealdg us projr f ol ogi j u gel ¢
amidnog derivatd. Spoj6 kao hidrogel ima niti tanke i isprepletene promjera255m §lika

25) dok spoj7 pokazujeg u g | e i snitin teakelpremjerarb&0 nm (slika 26).

Slika25. TEM gelabuH.O ( sj enl ano s Pt) .

Slika26. TEM gela7 u H:0.

Na morfologiju gelaut ja@apadgt o j e TEM mi kr os&pokazageau pok az
acetonitrilu  mrg u vV i ¢ e srhvoilp esljéplienith niti promjera ~30-50 nm
(slika 27). Spoj 7 u acetonitrilupokazao jepromjene u strukturi gdje su nipiostale ravnog
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gt api dblikspromjgra~60-200 nm §lika28). Spoj7u met anol u stvara r a
strukture malih promjera ~180 nm (slika 29) dok njegova gelirajula
pokazala su promjenu mofrologije u tanke niti malih promjera od ~15 dfika 30). 1z

prilogenog moguli7@owieantyocelni tpiolda nopdji niit apal a

manjegpromjera.

Slika27. TEMgelabu acetoni trilu (sjen|lano s Pwk).
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Slika29. TEM gela7ru met anol u (sjenlano s Pd)

Slika30. TEM gelaru et anol u (sjenlano s Pd)

Za razliku od tripeptidé&6 i 7 k 0 j i su pokazal: r a zomer LDLK a

acetilnih derivataripeptidasu slabiji gelatori te su prikazani samo gelovi dobivewodi za
spoj 12 (slika 31) i acetonitriluza spojl13 (slika 32). Vidljivo je da acetilni derivati tripeptida
LDL konfiguracijet a k o L e r gilisdojispreptei@neit .e

gel
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[ r—3

Slika31. TEM gelal2 u H0.

Slika32. TEM gelal3 u acetonitrilu.

Fmoc =zagt i iLLemipL kbefiguragija tripeptidninderivata pokazali sulobra

gel i r aj udjeanostavrin atkohwlima, gdi najbolje geliralmetanol i etanol. TEM

mi Kkr os kopi j onLLuzomer9lgaim a objikatankihaniti promjera 5-20 nm u
metanoluslika33). U etanoluLLL derivatdg e | i r a ghniahjeg prgmjejaiika 34) dok

LDL derivatl4 gelira u obliku niti promjera ~2350 nm §lika 35). Gel nastaa acetonitrilu za
spojldpokazao gestakmledgu ni t-510mm tHok spoPpme gelirgj er a o
acetonitril(slika 36).
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Slika33. TEM gela9 u metanolu

Slika35. TEM gelal4u etanolu.
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Slika36. TEM gelal4 u acetonitrit.

ZamijekeemMa acetil ni dee lmstiaspiredrsbs Frooc deevgtima v el
tripeptida ¢gto szeagmaodgenopr ispkiuspatnii Fmgca zbog

moge sudj-‘dlnaveataikciu jama | i me dodatno povezuj ¢

P

4.4. Ispitivanje utjecaja liposomaiproteinaFITC-BSA na gel i raj ul
svojstva hidrogelatora

44.1. Mo r f o kaalgekizacija hidrogka s liposomima i proteinima
Morfologija kompozitnih hidrogelova analizirana je TEM, konfokalnim fluorescencijskim

mi kroskopom te AFM . P e p% widprema upwgama iz poglalia pr i r
3.4.4.i 3.5. Formiranje vlakana hidrogela-REA-NH>v i zual i zi rano je bez
sjenlanom il Pd sjen|lanom TEM met odom. Uo |

gela kao i varijacije u debljini niti kodidirogela s liposomiméslika 37ab,c) te je vidljivo da

su | i posomi s mj e gt.kdobivenilzreaetétaividlfivo je da staje gitlska g e | a
izdugena nitasta mrega koja je kod dodatka B
sam gel ¢lika37d) dok hidrogel iposomskom formulacijom BSAima | i dtnruukt ur u | i
gela u koncentracijama manjim od koncentracije-PEA-NH, (slika 37e). Konfokalna

mi kroskopija omoguliila je vizuali z-BSAuy u fl u
l i posomi ma i u |i posomima ugralenim u hidrog
prikazuje fluorescirajul u gjeémlaziupuaerveudkaem t j

su nastale gelske nislka38a ) . Kada |je protein ugralLen u |

uliposomma i | i agregiraj ul slika3sh)aAkM mikroskopijem nhjerip 0 s 0 me
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se interakcija izmelLu powragiind jii vworjl @ od gtzn o
mapira g¢geljena povrgina, a zbog nedestrukti
materijala bez primjeriadFM smhkanphlopezpokaph

da nastaju tanke niti hidrogelatora-REA-NH.. TakolLer , vidljive su sm
koje se nal aze | zTEM thikroskopijg konfolkalnd mikrasleopij@AFd r a .
dal e su podatke o strukturi kompozitnog gel a

prisutnosti liposoma, BSA te liposomskih BSA formulaajaopisanim eksperimentalnim

uvjetima(slika 37-slika 39).
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d)E=
Slika 37. TEM mikrograf hidrogda (a) 0,4 % w/v Ac-FFA-NH2>u vodi,p WKk s | €ohg an o,
liposomima5:1 molarniomjer, Pds j e n, (chasnlipopsomomimeb:1 omjer, pWks j e n;l an o
povelisaooy &ala= 1 @) mBSA((e) s liposomskomBSA formulacijom pWk
sjenpbweile0adk &la= 1 & m.
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Slika 38. Konfokalnafluorescentnanikroskopija kompozita hidroge®4 % w/v Ac-FFA-NH>
uvodi A) stioflavinT-o m, s k a | 8)sEITCBSA,salg= 5 0 C)s Iposomskom
FITC-BSAformulacijom kala= 5 (smr el i cama oznal ene |

posonm
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weasure | [N

a) 0.0

i Data Zoom 282.3 nm

Data Zoom

b) 0.0 1: Height 8.0 |.lm| . 3: Phase

Slika 39. AFM hidrogela &) 0,4 % w/v Ac-FFA-NH2 u vodi, ) s liposomima 1:5 molarni
omjer (rozabojd t i nj a czelensi hidrdigel niti, tamnes m e iLliposomi).

442 . Di nami | ko sviedafDpS)genj e

Analiza veliline |iposoma metodom DLS pokaz
| i posomskih formulaci 3® ssmvéiNi A2Ki mmpr olnj pos
BSA bili su ol eki van otablicel)i DPRQi DMMRCdiposomizeti N 6 0 r
su kao model ne strukture i korigtene su u
hi drogel at or o hposorvkilajé 29 nnm (& 12DM)PED nm (+ 26 nm) za DMPC
(tablical4).
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Tablical3 Vel i | i na i zeta potencij al l i posoma u |
Uzorak Ve | i/dmn a | Zeta potenjal/mV
Prazniliposomi 530 + 00 -0,1£05
Liposom s BSA 820+ 60 -1,0 £ 06
Tablicald. Vel i | i na | DPRCtDMPQ@lipasanapcigremigehih z2bSCmjerenja
Uzorak Vel i/dfm n g Zeta potencidgimV
DPPC 30+ 10 1,9+05
DMPC 60 +26 -25+15

4.4.3. Ispitivanje interakcije hidrogela i liposoma metodom DSC

Osnovni prijelaz fosfolipidnog dvosloja, kadp ov e | av a jtoepmpairj @&t prrd j el a:
urelenogudvekubpastanje (neurelenu struktur
dvosloja je posljedica utjecaja temperaturea v a n der Waal sove i nt
uglji kovadatasepbvembavammbiilhroost . Kd&kdja jei na e
upotrebljenasepvezuj e s faznim prijelazom fosfolipi:
na stabilnost sustavaNe k oval ent ne interakcij e i zmeLu
samoudrugivanje i time stvaranje hidrogel ov
liposonima mogu utjecati i na strukturu fosfolipidnog dvosloja i na formiranje hidrdgela.

DSC je neinvazivha tehnika za ispitivanje membranskih faznih prijelaza kako bi se

okarakterizirale fazne promjene koje odgovaraju prijelazima sustéazeigelau t e (Km |

Omoguliuje kvantitativni wuvid u utjecaj mol
strukturu i obratno. Interakcija peptida s |
nal i na sl aganj a, me mbr anske priielaza d nNaj i e gil e,

pretprijelana(end. pretransition)faza je vrlo osjetljiva na molekule kogtupaju u interakciju
s polarnim grupama fosfolipidnih molekula | est o nestaje dodatkom d
prijelaz @nd. main transition)ukazuje na interaje na dubljojrazinu podr ul j u nepo

lanaca masnih kiselin&® Ispitani su fazni prijelazmultilamelarnih liposom® PP C (v el i | i |

liposoma29 nm( N1 2 nm)) [ DpbEBraa 60( mme(+26 hm))nuaodsutnosti i
prisutnosti gelatora AEFA-NH>. DMPC (1 14: 0) pokazuje dva endao
glavni prijelazpri T = 24 pr&@pijelaz@giil r o/k i 152C. DPPC (16:0) ima glavni

prijelaz naT = 41 tplleaiznaT pr/ e 1 z3DSKECtermograma mogu
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kKl j ulanmae tpraar: ent aH)p i(jpa oproirjca loanzaaijeléagogsigndla u | j u
koja reflektira jalinu van der Waal sovih si
cijela girina M@dal p)olkojma kse muanpeajuspedamompze r at i
broj molekula koje simultansudjeluju u prijelazuPrijelazretemperatura T T ) ugee ¢

uz pretprijelaz, glavni prijelaz i druge endotermne proc&¥ed8 Rezultati €lika 40) pokazali

su da dodatalhc-FFA-NHu | i posomsku suspenziju utjele |
nal Moge sealublpomakn i girenje pika glavnog p
preprijelaznef aze. Oba podrul ja prij &) kakohiseanicialai | ev a
namr e dekgh Ripple i t ek utablical5h za MO ge se pniemkcieost av i

I zme lLu AceFANHpir al i pi dni h mol ekul a destabilizi
odgovaramodelu koji su p e dill ®@ign i | i BGumadniicisuradni ci pr e
kKoj i ukl juluje vodi kove vewdkr ulgojvanijpe i madma

Ac-FFA-NH: formira jake vodikove veze koje tvorslojevitu strukuru s hidrofobnim

aromatskim fenilalaninskim skupinama okrenu
objagnjavakeca i hova intera

1.0+ 104

084 jgggg»AcFFANHZ 08 —OMEG
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06 064
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0.0 4 = o = 0.0 = =

20 25 30 35 40 45 50 5 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5 3‘0 3‘5 4‘0

Normalizirane vrijednosti 4
Normalizirane vrijednosti 4

Temperatura/°C Temperatura/°C

a) b)
Slika40. a) DSC termogram DPPC i A¢FA-NH2:DPPC u omjeru B:1. b) DSCtermogram
DMPC i Ac-FFA-NH2 :DMPC u omjeru &:1 (sve vrijednosti su korigirane oduzimanjem

bazne linije)
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Tablica 15. Termalne karakteristike liposoma i liposomskih kompozita sFR&-NH:
peptidnim hidrogelatorom, iz DSC mjernih podataka

Uzorak Tp*/°C aH/kJ mol? Tm** [°C aH/kI mol?
DPPC 34,93 2,92 41,78 22,40
Ac-FFA-NH2:DPPC 32,98 1,38 41,33 11,72
DMPC 14,33 2,47 24,00 27,33
Ac-FFA-NH2:DMPC 11,65 0,624 23,57 18,55
*TemperaturaTm) Tt emper atura mekganja; temperatura p:

**TemperaturaTlp) i temperatura pretprijelaza

Rezultati su pokazali vidljive promjene u utjecaju peptidnog hidrogelatora na pomake i
progirenja glavnog prijelaza DPPC il DMPC |
prij eHaHage ( @nal azamglavni prgelag kod DPPC uz prisuthgseptida u
usporedbi s DMPC. Ukupna ter modi nprimethgk a des
p o k a z dvpstrukd manjuentalpiy pretprijelazai glavnog prijelaza. Dobiveni rezultati
ukazuju na snagniAg-EFA-NH2 5 enutariiro dijpbe dvpstoja DPRLCa
liposomau odnosu na DMPC liposomBPPC i DMPC suwvoionski gwitterionsk) lipidi, a
jedina razlika izmeLlLu njih je duljina | anc:
posljedica razlika u pakiranju fosfolipidnih molekula u dvas|djoje proizlaze iz duljine lanca
masne Kkiseline i jalih hidrofobnih interakci
interakcija peptida s DPPC takolLer limsmanoge o

vige dehidriranobni jpirembhogowmiegehidmpérature

usporedbi s ononod DMPC (23 °C)"®’S druge strane, interakci|]
membrane popralene su deformacijama u okol n
i pi da i prodir anj e mogloujecai na komommbcijskenppomjengt o b
membrane i omogulilo interakcije peptida s m

(slika41).188
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Slka4l. Pri kaz predlogeni h i nRFANHekci ja | i posome

4.4.4. FTIR-ATRkarakterizacija interakcije hidrogelaliposoma

I nterakcija izmelLu fosfoli pi dAaFFA-NH:jesptasm@ mi ma
p omo |l u-ATRTS3$VR otopine pripremliene su w® zbog intenzivhog apsorpcijskog
signalavodepri 3600-3000cm*gt o ot e g av as idneet terkicli nnithspBekangas i me t |
(30002800 cm?) iz Ac-FFA-NH; i lipidnih komponenataK ar akt er i ©H/NH ni ob
podr ul j ap &tpv prisumost hadroksilnih skupinavodikovih vezausko povezanih

sa stupnjem hidratacije materijala odnosno sustiv&lakon mjerenja FTIR speii
suspenzijaDPPC, Ac-FFA-NH; i DPPC sAc-FFA-NH2 suspenzija pri 25C, rezultati su

obralLeni . Spekt@rj dizsa@lgaGirapyd djae (aidodi b o m
stupnjg i oduzet od spektara komponenatik@42). Daljnja analiza temeljila se na dijelovima
spektara koji sadr gi z kula lu systavera) S0PSHP828 cm'j s ke

(antisi mgoHd) i |ino s i( nmeCHy) iistemanje nfetilenskih  skupirtd}!®}

b) 17751700 cmt (istezanje R r boni | ne s'% «)pli70® 8567 (cotGat)d )I:
istezanjeskupine C=0 sekundarnih amidaamid II: deformacijaskupine NH2 primarnih
amida}®® (slika 43). Analiza vrpci CH, istezanja ifs i na9 ukazalaje na blagi pomak
maksimumavrpcip r e ma v i driojevimadadatkomhe-FFA-NH2 u DPPC suspenziju,

kao i promjenuntenzitet. U prisustvu gelatora, maksimum vrpseezanja CH vezmetilenske
skupineuspektrd PPC suspenzij e “bnadtlcet(ngCH)is 285913 ¢ m

2865 cmt (nsCHR). T SuUu pomaci bil i p ovppceaTbkeipdmacp r o mj e
sugerirajupromjenevodikovih vezai mo g u | u  DéHnj sespeniz | i . Uvrpcodr ul j i
amida (17001 5 6 7 erpoaamipll:;pril 6 38 cm T, kAcrFRANHe r it atkiollLrea

je bila prisutna u smjeshc-FFA-NH, + DPP C, al i je nije bilo wu
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Nepromijenjeni pol ogaj DRPChneamiendekinat8trulidum 1T uk a
Ac-FFA-NH:. Ovo opaganj e bkojg eema razaranjanstrekturaznoea Lj w
molekula peptida i lipida kojoj nema utjecaja DPPC nastrukturud@apodr ul j u i st e:
karbonilne skupingl7751 7 0 0 ,adadavanjeAc-FFA-NH2 u DPPC rezultiralo je samo

promjenama intenzitetarpci u spektry gt o ukazuj e na pemidiei i nter
fosfolipidne glavne skupin®@v akvo ponaganje podudara se s i ¢
pepti di ma, gdje hidrofobne aminokiseline u ¢

prodiranja peptida u lipidne membraifeé. Rezultati FTIRATR (slika 43) ukazuju na

i nterakcij e FEANHEpeptidaPPBraacii proAjene intenzitetaibracijskin

vrpci metilenske i karboniine k upi ne upul uj u lipidaiimaragcpj & renedlua g
peptica i lipida. Dobiveni rezultatipodupiru hipotezu da su liposomi adsorbirani na peptidne

fibrile unutarsupramolekulskogela.

AcFFANH,

——DPPC
DPPC+ AcFFANH,

0.8
0.6

04 4 A
- M A
00;~/‘/

T v T v T T T v T » T | T T 1
3900 3600 3300 3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900
v/em!

Slika 42. Normaliziran FTIR spekti: zeleno(Ac-FFA-NH2), plavo (DPPC multilamelarni
hidrirani sD20), n ar DRPPCaAcEFA-NH2 smjesa
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Slika 43. Normaliziran FTIR spektar a) p o d e ustejanja skupine CH - zeleno

(Ac-FFA-NH>), plavo(DPPCmultilamelarnihidraizirani sD20),

n ar @RPPACHAGRFA-

NH> smjesq b) amid vrpces C=0 i a niizelenol(Ac-FFA-NH,), plavo (DPPC
multilamelarnihidratizirani sD20),n a r a (DPRG#cIFFA-NH2 smjesa)Vertikalne linije

prikazuju maksimum vrpca
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4.5. Karakterizacija kompozitnih formulacija hidrogela
Ac-L-PheL-PheL-Ala-NH2 s nanoformulacijama doksorubicina

4.5.1. TEM karakterizacija kompozita hidrogela

Formiranje vlakana promatrano je transmisijskim elektronskim mikroskopom. Peptidni gelovi
su pr i r élva préemauput@madz poglavBed. Nitasta struktura s manjim promjerom
nittod~105 0 n m u odd &ompozitnile hidrogekovalBOX u liposomimai PLGA-Dox.

TEManalizomuo| eno je vezanje velBlikad4.i m dijel om ne

a) B b) S ML
Slika 44. TEM mikrograf hidrogela (a) 04 % w/v Ac-FFA-NH, s Myocebm,
(b) sPLGA-Dox; pWks j e n;p a m e [16000k. 8kala= 500nm.

46. Invivotest i ranje i munost ipeptdnihr aj ui e akt
hidrogelatora

Nedavne studije istaknule su peptidne nanom

cjepiva zbog njihove izradgene adjuvantne al

i munol ogk o®YStogadedhito wrijedna ispitati imunostimulacijska svojstva odabranih
peptidnih hidrogelova. Ceatragizaanjsarag@gi paoy e
bi otehnologiji Sveuliligta u Za@gfFrekabac., pod st
Speci filni c i | j inovivoospitatii aktipnbst peptiéni pidrogddatora | e

f ok usi r ajutiedaj njihavie kemipkih strukturana aktivnost Kemijska struktura
peptidnihhidrogelatorg e z n a | a j wiraunostimulatijsku Bktiwost | st r agi vanj
pokazala da | ak i naj manj e pr omj didr@dobnih s | i | €
ograraka ili modifikacije nabojafunkcijskihs k u pi n a, mo ignanostimulaciskaa t i n ¢

svojstva peptidnih hidrogelovd® Ustanovljeno jeda promj@ma sekvence aminokiseline i
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p o | ohiglrafpbnih amino skupina ilzamjenan e k e od ami no ksmangjei na z
kol i | i nu protgela oimurazmanih mi gneav  Pept i di prokooirpnie s adr
amnesupokazal. snagniju iosmodnpoespttiindual i k @jj iul 8 u al
negativno nabije® deprotoniraa karboksilre skupire.31-141.19

U ovoj disetaciji ispitani su spojevi At-PheL-PheL-Ala-NH> (7, Ac-FFA-NH>),
Ac-L-PheL-PheL-Ala-OH (8, Ac-FFA-OH) i Ac-L-PheL-Pheb A {OMe (Ac-F F b@Me)
kao adjuvantkoji se razlikuju po Nkraju dok se AeF F b@Me razlikuje i po zamijenjenom
Ualaniru s b-alaninom. Adjuvanti su spojevikoji se dodaj u cjepivi ma |
specifilnih imunoreakcija na marefieai f ialnnu g
reakciju odrekehi | ien amueblaplim ikldeG (IgG i koliline
podklasalgGl i IG2a.Za i spitivanje adjuvantskegen;akt i vnc
Murine modelof adjuvancity s ovalbuminomOVA) kao modé ni m ant i genom. K
prethodno razvijenprotokol imunizacije-®” OVA je antigen slabe imunogenosti te se koristi u
skladu s propisanim uputama za ispitiveajguvanatd®®Ka k o bi se odredi |l a wu
antrOVA IgG i anttOVA IgGlte IgG2po d k| asa kori gten je prethot

test (englEnzyme linked immunoas3alvantifikacija je provedena testom paralelnih pravaca

te su rezultatResulatatiti $kii nba@dminiu proi zv
(AU/mL).Uzispi ti vane hidrogel atore, i1ispitani su i
nal i ni ma ®Pjrelt  hwalmjaa.i stragi vanj a pokazal a

peptidoglikanskog  monomera  (PGM), adjuvanta  bakterijskog  porijékf&®

Imunostimulacijska aktivnost muramil dipeptida (MDP), liposoma i imikvimoda, agonista Toll

like receptor 7/8 (englimiquimod) j e v el idstaljnosgjsanad2%? Ispitivanje

aktivnosti novih adjuvanata je dugotrajan pr
u primjeni kod ljud®*Osnovni zahtjevi kod predklinil kit
karakterizaciju i munol ogkog o dznaiwm o opsaniin  usS po

adjuvantima.. Dobiveni rezultati su pokazali da ispitivani peptidni hidrogelatori izazivaju
snagni I munoldliag® Vi odgovor j € da je statisti/l
ukupnog 1 gG protutijela razvijena u grupi r
Ac-FFA-NH: hidrogel u usporedbi s drugim ispitemiadjuvantima. Druga dva peptida,
Ac-FFA-OH i Ac-F F b@QMe , strukturno razlilita, takol
kolilinu ukupnog 1 gG protutijela u usporedbi

liposomima ili s PGM.
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Za postizanje uvida u tipimonl ogkog odgovora anali zirane
podgrupa imunoglobulina, IgG1 (Th&isnih) i IlgG2a (Thiovisnih) protutijela ¢lika 46a,b).

Ac-FFA-NH;pept i d pokazao je jaku imunostimulacij
proizvodnj e |l gG1, slilno kao MDP, dok je t
protutijela,s | i | n o k a oslika 464). INasupnobtome,(AE F b@Me i Ac-FFA-OH

hidrogelovipr et egno stimuliraju proi zvepdsrefovanil gG2a

odgovor €lika 46b). Polarizacija imunokompetentnih T staniceerpa Thl ili Th2 tipu
i munol ogkog odgovora je vagna za ukupan i mun
Omjer i munogl obulina l gG1/1 gG2a u serumu
reakcije (Th1l stanil ni I munol ogki )oGmgovor,
IgG1/lgG2a za eksperimentalne skupine imunizirane s OVA+MDP i OVAFRAA-NH>
pokazuju @ tripeptid AeéFFA-NH2 i ma sposobnost i nduciranja i
i muni teta. Takoler |-EFbA@ME jred e op ama ki wtrio gierh
u Thl smjeru. Rezultati su pokazali da ispitani peptidni hidrogelovi mogu modulirati smjer
imunol ogke r eakc-FRA&NHad akopt BgéAro poj al ava oba
odgovora ¢lika47).
Mehanizmi djelovanja adjuvantanamoleks k oj , st ani | noj It kiwv
Svi adjuvant.i utjelu na imunologki odgovor n

mehanizme>2%*  Supramolekulski peptidni nanomaterijali prvenstveno predstavljaju

depeadj uvant e, gdje stvaranje depoa, rezervoa
mjestu injekcije, regrutenj a i munol ogki h stanica na mjesH
antigena od strane antigenr ezent i raj ulih stanica (APC). A
i munost. dogala se kKr oz interakcij e peptid
imunokompetentth st ani c ama, kao gto su antigen pr ez
receptora i jalina interakcije ovise o0 brojr

adjuvanata kojliath2ptoikpg el mu rTchilo g%k Dobivend aylat o r a .
pokazuju da testirani peptidni h-s deoigel bwre
i munol ogke odgovor e, ovteel§ ut ai kzontegtintevarTohdlu lii rTahj2u
Ova dvostruka sposobnost sugerira njihov
adjuvantni h sustava za isporuku cjepiva. Pot

razjasnilo adjuvantno djelovanje ovih pepiia hidrogelova.
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Slika 45. Utjecaj adjuvanata na proizvodnjukupnog antrOVA 1gGs u mi g;evi ma
Eksperimentalne skupine: -QVA; 2-OVA+tliposomi 3-OVA+PGM; 4OVA+MDP;
5-OVA+Imiquimod; 60VA+ Ac-FFA-NH2; 7-OVA+Ac-F F b@Me; 8 OVA+Ac-FFA-OH;

*p < 0.05 u usporedbi sa skupinom povezanom isprekidanim linijama.
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Slika46. Utjecaj adjuvanata a pr oi zvodnj u i mumagHO¥Algdl; na u
b) anttOVA 1gG2a; Eksperimentalne skupine:-QVA; 2-OVA+liposomi 3-OVA+PGM;
4-OVA+MDP; 5O0OVA+Imiguimod; 6O0OVA+ Ac-FFA-NH2; 7-OVA+Ac-F F b@Me;
8-OVA+Ac-FFA-OH; *p < 0.05 u usporedbi sa skupingravezanom isprekidanim linijjama.
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Slika 47. Omjer 1gG1/IgG2a. Eksperimentalne skupine:-QVA; 2-OVA+liposomi 3-
OVA+PGM; 4OVA+MDP; 5OVA+Imiquimod; 6O0OVA+  Ac-FFA-NHy;  7-
OVA+Ac-F F b@Me; 8OVA+Ac-FFA-OH.

47. Ot pugt anj e imaliomotekula iz bidrogela
Ac-L-PheL-PheL-Ala-NH>

471. Bagdarni dpy ggaljee-RhéleAla-NH;
Bagdar ni di jagram dobi ven | eanRy 257 ranp gtopine

mak s |

Ac-FFA-NHz razlilitih koncent rpaccli g tan@opined od at k

(co=4,3x 10° mol dnt®) u fosfatni pufer pH 7,3@lika48).Post upak provolenj a

opisan je u poglavlj3.8.1.
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2.0+
& (257 nm) = 442.42 mol ™' dm®> cm’ |
0.09 -
1549 |
| 0.06 -
| N
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| <
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<< 1.0/ :
\:- ™
| .
i 0.00 -
;‘ 0o 5,0;10'5 1 ox‘m“ 1,5;10'“ 2 oxlm“
0.5/ 3
: JI ¢(Ac-FFA-NH_)/mol dm’
|
0.0 —— T : .
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Alnm

Slika48 Bagdar ni di j a grbancije ookoncentnaoijs AEFA-N&lp solarni
apsorpcijskikoeficijent (@ pri 257 nm iznosi 442,4ol* dm® cmt; Korelacijski koeficijenti

za sve podatke (crvene linije) iznésk> 0,999.

Kol i | i mengg Ac-FFA-NH> dobivena je mjerenjem maksimalne apsorbancije
(&max=257nm) u fosfathom puferu pH 7,4kako je opisano u poglavlj@.8.2 Prilikom

ot pugt anijeagjrawglajtaj uu ot opi ni gto je wvidljiwv
(slika 49a). Rezultati syrocijenjenida se krozazdobljeod 24 h postipnim raspadom gela,

otpusti4 % spoja AeFFA-NH: (slika49%).
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Slika49. a) Promjene psorpcijskog spekta gelatoraAc-FFA-NH2 u fosfatnom puferu pH 7,4

zbog

od 24 h; b)
472. Bagdar ni
Bagdar ni
BSArazl i | iti

pufer pH 7,36 glika 50).

postot ak

dpyuaagamame i BSA

ot pugtanj a

ot pugtanumesamogkgekcanoraci | ski

prof il

gel atora u v

di |j a geremam maksimalne apsorbpneignmfo= 277 nm) otopine

h k onpe h ectogine itoj=,3x106 mhal dnié)aurfosfatni

Postupak

provolLenja

elk38p.er i ment a
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\ Iw, 0.0 10x10°  2.0610°  3.0x10°  4.0¢10°
Vo c(BSA)/mol dm™
0.067 |1
\
0.000 . S .
200 300 400
Alnm

Slika50.Bagdar ni di j a grbaacije o&onderstraci BSA| molarppsorpcijski

koeficijent @ pri 277 nm iznosi 40831,9%ol* dm? cnt. Korelacijski koeficijenti za podatke
(crvene linije) iznosR > 0,996.

Kol i | i na BSA zuwugrogela aefFA-NH2 dobivera je mjerenjem maksimalne

apsorbancije BSAghax = 277 nm) u fosfathom puferu pH 7,4, kako je opisano u poglavlju

3.8.2 Prilikom otpugtanja javljaju se agregat:i

300nm (slika51a). Rezultati sprocijenjenida se krozazdobljeod 16 h otpusti61 % proteina
BSA dok se takolLer parAe-FFA-NHp ¢slikoSlruNakoa 16ih h i dr ¢

javljase erozijagelgt o j e vi dl jombapnelmigeg! i m por as
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Slika51. a) Promjene apsorpcijskog spektra gelatoraF&®-NH: u fosfatnom puferu pH 7,4

zbog otpugmenak: BSdncentraci j sB3Auprenerduiod ot pu
24 h; b) posBSAuveken®4lpug) ampjoat otak otpugtanj e
24 h.

Ot pugtanje BSA mjereno je i tehni kom u ki vet
opi sano u pogl avl j u BV-\8s sBektroskdpipm gritistinuvjjegmaj e mj e
kroz 83 sataNevezani BSA nije izdvojen od liposomskih formulacija BSA i nije mjerena
efikasnostvezanjaNa t eme |l j u p r ergclienjengei na 30% R5Konveatragija |

BSA je konstantna u oba uzorka radi usporeBe.z ul t ati su pokapngkiansghi
Ot pugtanj e j e i zralunato pr e
ot pugteno (%) = (otpugtenagxkiovicelintiraai jal/ sku
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naglogo t p u gang buystephase)) ot pugt anj u BSA slobodnimBSAs ust av
gdje Jje otwwugdbeak BVdPRogel lposamsikfarmulacigB&SA ugr alLl
gdj e | e o topyprgih Gesatlikabld.N8g |l o ot p uujptvenndjjets gref&s A

moge se obj asBSAizuzorkatr plabgdhireBSA immpugt anjem neugt
BSA koji nije prethodno uklaen iz uzorkahidrogelas liposomskm formulacijom BSA.

Nakon prvih 6 sati izgled krivulja divergira. U uzorku hidrogelalsbodnimBSA, BSA sporo

di fundira kroz mregu gela u pufer maBSAKk u uz
liposomske membrane usporavaju prolazak BSdrogel i nakon toga u nadslojenfer.

Nakon naglog ot pugt an plaboduodBSA (b2%Y o0 b jra@tem wddt &n joa
BSA iz hidrogel a fi&muaciju BSA(B8006Yunutdr 83.0 s o ms k u
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Slika52Ki net i ka ot pu-glipeonymaiz lBdEogelaiAcFBASNAL.

Usporedbom dviju tehnika zar a | cetnp ueiBS/Aa(soinda i kivetayidljivo je da jekinetika

ot puagtiamngpNegt o brge otpugtanje se dogala kod
vel oj pol et noj k 0o o=cld x 10t moldimnd), dok jB Ii®dmjerenjg BSAW  (
kiveti koncentracija iznosila=7,5x 10°moldm®. Br ge ot pugtanje se te&
koncentracijskog grad6i hepoatkgd hbpeg gsboygekl
u kiveti prilikom wuzimanja alikvota otopine

koncentraciaBSApr i hvat nom medi ju zbog | ega se poti
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473. Bagdarni dij a@OX&mdragelot pugt anj e

Bagdar ni di jagram dobi ven | eamkd50nmnofopima mak s i
doksorubicina (DOX) razl i | i tih koncenpalaectiojoggine doda
(co = 1 x 10* mol dm?®) u fosfatnom puferu pH 7,36 §lika 53) . Postupak pr o

eksperimenta opisan je u poglavji8.1.
0.20 £(500 nm) = 12640,24 mol”' dm’ cm”’
065
0.60 + 0.15
0.55
0.50
0.45 ] i
0.40 J, | .
< 035
0.30 4\ /|

02541 0.00 4.80x10°  9.60x10°  1.44x10°
020! ¢(DOX)/mol drm’™
0.15

\
0104
0054 '\
0.00 1 — — e —
200 300 400 500 600 700 800

Slikab3. Bagdar ni di jagram ovisnosti appsapcijkhnci j e
koeficijent @ pri 500 nm iznosi 154024 mol* dm?® cmt. Korelacijski koeficijenti za sve

podatke (crvene linije) izno&l > 0,999.

Ot pugt anj e dok s orAo-BFA-8IH2 rdabivenoz je rjerethjeno maksinaalne
apsorbancije doksorubicinaxax = 500 nm) u fosfathom puferu pH 7,4, kako je opisano u
poglavlju 3.8.2 Rezultati su pokazali da se kredjemeod 24 h otpustl7 % spojaDOX dok

se takolLer par al el nHrA-NH: (Slikadb4).a | hi drogel ator
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Slika 54. a) Promjene apsorpcijskog spektra gelatorak@\-NH u fosfathom puferu pH 7,4

zbog
24 h; b)
24 h.

474. Bagdar ni
Bagdarni
DOX u

opisan je u poglavlj3.8.1.

di jagram dobi ven
liposomima (Myocet)r az | i | i ti h
(co=8,6x 10 mol dn®) u fosfatni pufer pH 7,36(ika55) .

ot pu@gtmenjak : DRX¥Yncentraci j skOoXuwpemerfuiod
p o DOX¥uveekenwd2plu dht; amj)a post ot ak

di j al@OXa& iiposomsketfgumuigdijaagnrj ael’ lednogel u

konceol e dbtopme a

Postupak

ot pugt a

] € amakH 5800 remh gtopine ma k s |

provolenj



§ 4. Rezultati i rasprava 118

1.0— | 0176 ] £(500 nm) = 670,15 mol dm” cm’ .
0.94|
0.8: | 0.132 4 .
i "‘ 8
0.7 4 \ S
] 0.088
0.6
< 05~_ 0.044 -
0.4 — ; : :
{1 9.00x10° 1.35x10" 1.80x10" 2.25x10" 2.70x10"
0'3__ "‘-“ c(Myocet)/mol dm-a
024 )
0.1
0.0 T T — _I_ — T ——
200 300 400 500 600
Alnm
Slika55. Bagdar ni di jagram ovi snoDOX u lpgsgnomab anc i |

(Myocet) molarni apsorpcijskikoeficijent @ pri 500 nm iznosi 670,18nol* dm® cm™.

Korelacijski koeficijenti za sve podatke (crvene linije) iznRsi 0,985.

Kol i | i na DOKX pzuigosoeaio lgdrogelaAc-FFA-NH2 dobivera je mjerenjem
maksimalne apsorbancifgOX iz liposoma(emax = 500 nm) u fosfatnom puferu pH 7,4, kako

je opisano u poglavli@8.2Pr i | i kom otpugdgtanja javljaju se
rastom bazne linije pri 300 nrslika 56a). Rezultati syprocijenjenida se krozrijemeod 16 h

otpusti46 % DOX iz liposomateiz hidrogeld ok se takolLer paralelno
Ac-FFA-NH: (slikab56b , ¢ ) . Nakon 16 h javlja se erozija
bazne linije.Ot p u gDOXnzjlippsomaz a r az |l i ku o dz lippsomangmaa nj a I
nad og otpugtanja u pol et ku z bmolgkuld dokyaubignao ne m

Ot pugtanje i zvitlpgamoog sustava | e
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Slika 56. a) Promjene apsorpcijskog spektra gelatoraF&®-NH: u fosfatnom puferu pH 7,4

zbog otOOXglipasomaamet ak: koncentracijsbOXiprofil
liposomau vr emenu od 24 h;DOK i lippsonsat wramariuod 4thp u gt an
C) postot ak outviegmegwd®shh. a gel at or a

475. Bagdarni dij a@OXaRLGADoau prugii emjwe hi dr ogel
Bagdarni di jagram dobiven | eanry 590 renhgtopine mak s |
PLGA-Doxr az |l i | i ti h konpeh eotogine itj=2a,3 >d 1@ naot daid) m

fosfatni puferpH B6 slika57) . Post upak provolLenja eB4&peri me
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Slika57. Bagdar ni di jagram ovisno®0OX iz BRLEADOK,banci j
molarni apsorpcijskikoeficijent € pri 500 nm iznosil939592 mol?* dm?® cmt. Korelacijski

koeficijenti za sve podatke (crvene linije) izn&sr 0,997.

Ot p u gDOX iz PLE&A-Dox iz hidrogelaAc-FFA-NH2 dobiveno je mjerenjem maksimalne
apsorbancijgaDOX iz PLGA-Dox (amax= 500 nm) u fosfatnom puferu pH 7,4, kako je opisano

u poglavlju3.8.2 Rezultati suprocijenjenite sekroz razdobljeod 24 h otpustil3 % spoja
PLGA-Doxdok se takolLer par al eeFMNH:(slikap8igt a 1 hi dr































































































































