
 
PRIRODOSLOVNO-MATEMATIĻKI FAKULTET 

 

 

 

 

 

Nika Gazdek Serdar 
 

 

 

 

CIKLODEKSTRINI I SAMOUDRUģENI OLIGOPEPTIDI 
KAO SUPRAMOLEKULSKI SUSTAVI ZA VEZANJE I 

CILJANO OTPUġTANJE BIOMOLEKULA 
 

 

 

 

DOKTORSKI RAD 

 

 

 

 

Mentor: dr. sc. Leo Frkanec 

 

 

 

 

 

Zagreb, 2025. 



  



 
FACULTY OF SCIENCE 

 
 
 
 
 

Nika Gazdek Serdar 
 
 
 
 

CYCLODEXTRINS AND OLIGOPEPTIDE 
SELF-ASSEMBLIES AS SUPRAMOLECULAR 
SYSTEMS FOR BINDING AND CONTROLLED 

RELEASE OF BIOMOLECULES 
 
 
 
 

DOCTORAL DISSERTATION 
 
 
 
 

Supervisor: dr. sc. Leo Frkanec 

 
 
 
 

Zagreb, 2025. 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Ova disertacija izraĽena je u Laboratoriju za biomolekularne interakcije i spektroskopiju u 

Grupi za supramolekulsku kemiju, na Zavodu za organsku kemiju i biokemiju, na Institutu 

RuĽer Boġkoviĺ u Zagrebu, pod vodstvom dr. sc. Lea Frkanca, u sklopu doktorskog studija 

Kemija smjer Organska kemija, Sveuļiliġta u Zagrebu Prirodoslovno-matematiļkog fakulteta. 

 
 

Doktorsku disertaciju financirala je Hrvatska zaklada za znanost u sklopu projekta: ĂSinteza 

supramolekulskih samo-udruģenih nanostruktura za izgradnju naprednih funkcionalnih 

materijala ĂIP-2018-01-6910ñ 

  
 



  

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zahvaljujem se mentoru dr. sc. Leu Frkancu na pruģenoj prilici za izradu doktorske disertacije 

te na prenesenom znanju, iskustvu i svim savjetima tijekom izrade doktorske disertacije. 

 

Zahvaljujem akademiku Ivi Piantanidi na ukazanom povjerenju na ispitivanju metoda 

ekstrakcije toksina ciklodekstrinima te pomoĺi i savjetima kod pisanja disertacije. 

 

Zahvaljujem svima u Laboratorija za biomolekulske interakcije i spektroskopiju na savjetima i 

ugodnom druġtvu. 

 

Zahvaljujem i tehniļarkama na ļistim otapalima, traģenju kemikalija i svemu ġto je pomoglo 

da se eksperimentalni dio provede brzo i toļno. 

 

Zahvaljujem se prof. dr. sc. Ruģi Frkanec na pomoĺi oko bioloġkog ispitivanja spojeva na 

miġevima. 

 

Zahvaljujem dipl. ing. Luciji Horvat i dr. sc. Hrvoju Fulgosiju s Instituta RuĽer Boġkoviĺ na 

snimanju mnogobrojnih TEM mikrografija. 

 

Svim ļlanovima Centra za NMR zahvaljujem na snimanju spektara. 

 

Zahvaljujem svim prijateljima i kolegama koji su mi na bilo koji naļin pomogli i bili mi potpora, 

a posebno zahvaljujem roditeljima na ljubavi i podrġci. 

 

Najveĺe hvala mom suprugu Tinu ġto mi je bio najveĺa potpora i oslonac i na nesebiļnoj ljubavi 

i podrġci cijelim putem.



  

 



Ä Sadrģaj ix 

Nika Gazdek Serdar Doktorska disertacija 

Sadrģaj 

SAĢETAK .............................................................................................................................. XV  

ABSTRACT ....................................................................................................................... XVII  

§ 1. UVOD ............................................................................................................................. 19 

§ 2. LITERATURNI PREGLED  ........................................................................................ 23 

 Supramolekulska kemija ........................................................................................................... 23 

 Molekulsko samoudruģivanje ................................................................................................... 24 

 Supramolekulski hidrogelovi ........................................................................................................ 26 

 Molekulsko samoudruģivanje peptida i peptidni gelovi ......................................................... 32 

 Bioinspirirani kratki peptidi za istraģivanje amiloidne agregacije ....................................... 36 

 Uloga dipeptida Phe-Phe u samoudruģivanju kratkih peptida .................................................... 40 

 Konfiguracije aminokiselina u gelovima ..................................................................................... 43 

 Sustavi s peptidnim hidrogelovima za dostavu lijekova ............................................................... 44 

 Domaĺin-gost sustavi .................................................................................................................. 46 

 Ciklodekstrini  ............................................................................................................................. 46 

 Ink luzijski kompleksi ciklodekstrina s malim molekulama i biomolekulama ..................... 51 

§ 3. EKSPERIMENTA LNI DIO  ........................................................................................ 55 

 Uvod ............................................................................................................................................ 55 

 Sinteza tripeptidnih derivata .................................................................................................... 58 

 Priprava derivata s aminokiselinskom sekvencom L-Phe-L-Phe-L-Ala ........................................ 58 

 (tert-butoksikarbonil)-L-fenilalanin); Boc-L-Phe-OH (1) .......................................................... 58 

 L-alanin metilester hidroklorid; L-Ala-OMe x HCl (2) .............................................................. 58 

 Metil(tert-butoksikarbonil)-L-fenilalanil-L-alaninat; Boc-L-Phe-L-Ala-OMe (3) ...................... 59 

 N-(trifluoroacetil)-L-fenilalanin-L-alaninat; NH3
+TFA--L-Phe-L-Ala-OMe (4) ......................... 59 

 N-acetil-L-fenilalanin; Ac-L-PheOH (5) .................................................................................... 60 

 N-acetil-L-fenialanin-L-fenilalanin-L-alaninat; Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-OMe (6) ...................... 60 



Ä Sadrģaj x 

Nika Gazdek Serdar Doktorska disertacija 

 N-acetil-L-fenialanin-L-fenilalanin-L-alanin amid; Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 (7) .................. 61 

 N-acetil-L-fenialanin-L-fenilalanin-L-alanin; Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-OH (8) ............................ 62 

 (((9H-fluoren-9-il)metoksi)karbonil)-L-fenilalanil-L-fenilalanil-L-alaninat; Fmoc-L-Phe-L-Phe-

L-Ala-OMe (9) .............................................................................................................................. 63 

 Priprava derivata s aminokiselinskom sekvencom L-Phe-D-Phe-L-Ala ........................................ 64 

 Metil(tert-butoksikarbonil)-D-fenilalanil-L-alaninat; Boc-D-Phe-L-Ala-OMe (10) ................... 64 

 N-(trifluoroacetil)-D-fenilalanin-L-alaninat; NH3
+TFA--D-Phe-L-Ala-OMe (11) ...................... 64 

 N-acetil-L-fenialanin-D-fenilalanin-L-alaninat; Ac-L-Phe-D-Phe-L-Ala-OMe (12) ................... 65 

 N-acetil-L-fenialanin-D-fenilalanin-L-alanin amid; Ac-L-Phe-D-Phe-L-Ala-NH2 (13) ............... 66 

 (((9H-fluoren-9-il)metoksi)karbonil)-L-fenilalanil-D-fenilalanil-L-alaninat; Fmoc-L-Phe-D-Phe-

L-Ala-OMe (14) ............................................................................................................................ 67 

 Geliranje tripeptidnih derivata  ................................................................................................. 68 

 Priprema kompozitnog hidrogela Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 s liposomima i proteinom .. 68 

 Priprema pufera ........................................................................................................................... 68 

 Priprema liposoma ....................................................................................................................... 68 

 Dinamiļko rasprġenje svjetlosti (DLS) liposoma ......................................................................... 69 

 Priprema kompozita hidrogela Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 s liposomima i proteinima .............. 69 

 Diferencijacijska skenirajuĺa kalorimetrija (DSC) ..................................................................... 69 

 FTIR-ATR ..................................................................................................................................... 70 

 Priprema hidrogela Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 s doksorubicinom i nanoformulacijama 

doksorubicina ............................................................................................................................. 70 

 Hidrogel s doksorubicinom .......................................................................................................... 70 

 Hidrogel s liposomskom formulacijom DOX ............................................................................... 71 

 Hidrogel s PLGA-Dox .................................................................................................................. 71 

 Morfoloġka karakterizacija kompozitnih hidrogelova transmisijskom elektronskom 

mikroskopijom i mikroskopom atomskih sila ......................................................................... 71 

 In vivo ispitivanje imunostimulacijske aktivnosti peptidnih hidrogelova ............................ 72 

 Pokusne ģivotinje i imunizacija .................................................................................................... 72 



Ä Sadrģaj xi 

Nika Gazdek Serdar Doktorska disertacija 

 ELISA za kvantitativno odreĽivanje anti-OVA IgG ..................................................................... 72 

 Statistiļka obrada podataka ......................................................................................................... 73 

 Otpuġtanje doksorubicina i biomolekula iz hidrogela Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 ............. 73 

 OdreĽivanje baģdarnih dijagrama ............................................................................................... 73 

 Mjerenje otpuġtanja UV-Vis optiļkom sondom ............................................................................ 74 

 Mjerenje otpuġtanja UV-Vis u kiveti ............................................................................................ 74 

 Kompleksi ciklodekstrina s aristolohijskom kiselinom i biomolekulama ............................. 75 

 Karakterizacija derivata aristolohijske kiseline u biorelevantnom mediju .................................. 75 

 Interakcija aristolohijske kiseline s ciklodekstrinima i goveĽim serumom albumina (BSA) i DNA 

iz teleĺeg timusa (ct-DNA) ........................................................................................................... 75 

 Mjerenja interakcija izotermalnom kalorimetrijskom titracijom (ITC) ....................................... 76 

§ 4. REZULTATI I RASPRAVA  ....................................................................................... 77 

 Priprava tripeptidnih derivata .................................................................................................. 77 

 Priprava derivata s aminokiselinskom sekvencom L-Phe-L-Phe-L-Ala ........................................ 77 

 Priprava derivata s aminokiselinskom sekvencom L-Phe-D-Phe-L-Ala ........................................ 78 

 Geliranje tripeptidnih derivata  ................................................................................................. 79 

 Geliranje Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 u ovisnosti o pH ................................................................ 83 

 Geliranje Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 gela s liposomima i proteinom ......................................... 84 

 Geliranje hidrogela Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 s doksorubicinom i nanoformulacijama 

doksorubicina ............................................................................................................................... 86 

 Morfoloġka karakterizacija derivata tripeptida TEM mikroskopijom ................................ 88 

 Ispitivanje utjecaja liposoma i proteina FITC-BSA na gelirajuĺa svojstva hidrogelatora . 94 

 Morfoloġka karakterizacija hidrogela s liposomima i proteinima ............................................... 94 

 Dinamiļko rasprġenje svjetla (DLS) ............................................................................................ 98 

 Ispitivanje interakcije hidrogela i liposoma metodom DSC ........................................................ 99 

 FTIR -ATR karakterizacija interakcije hidrogela i liposoma .................................................... 102 

 Karakterizacija kompozitnih formulacija hidrogela Ac -L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 s 

nanoformulacijama doksorubicina ......................................................................................... 105 



Ä Sadrģaj xii  

Nika Gazdek Serdar Doktorska disertacija 

 TEM karakterizacija kompozita hidrogela ................................................................................. 105 

 In vivo testiranje imunostimulirajuĺe aktivnosti peptidnih hidrogelatora ......................... 105 

 Otpuġtanje biomolekula i malih molekula iz hidrogela Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 ......... 110 

 Baģdarni dijagram i otpuġtanje Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2...................................................... 110 

 Baģdarni dijagram i otpuġtanje BSA .......................................................................................... 112 

 Baģdarni dijagram i otpuġtanje DOX iz hidrogela .................................................................... 116 

 Baģdarni dijagram i otpuġtanje DOX iz liposomske formulacije ugraĽene u hidrogel ............. 117 

 Baģdarni dijagram i otpuġtanje DOX iz PLGA-Dox ugraĽen u hidrogel .................................. 119 

 Kompleksi ciklodekstrina s aristolohijskom kiselinom i malim biomolekulama ............... 121 

 Karakterizacija derivata aristolohijske kiseline u biorelevantnom mediju ................................ 121 

 Interakcija aristolohijske kiseline s ciklodekstrinima i goveĽim serumom albumina (BSA) i DNA 

iz teleĺeg timusa (ct-DNA) ......................................................................................................... 123 

§ 5. ZAKLJUĻAK ............................................................................................................. 137 

§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA  ............................................................. 141 

§ 7. LITERATURNI IZVORI  ........................................................................................... 145 

§ 8. DODATAK  .................................................................................................................. 153 

§ 9. ĢIVOTOPIS ................................................................................................................ 161 



 

 



 

 



§ Saģetak  xv 

Nika Gazdek Serdar Doktorska disertacija 

 

Sveuļiliġte u Zagrebu 

Prirodoslovno-matematiļki fakultet 

Kemijski odsjek 

 

Doktorska disertacija 

 

 

SAĢETAK 

CIKLODEKSTRINI I SAMOUDRUĢENI OLIGOPEPTIDI KAO 

SUPRAMOLEKULSKI SUSTAVI ZA VEZANJE I CILJANO OTPUĠTANJE 

BIOMOLEKULA  

 

Nika Gazdek Serdar 
Institut RuĽer Boġkoviĺ, Bijeniļka cesta 54, 10000 Zagreb  
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sustavi s ciklodekstrinima ispitani su za vezanje malih molekula kao antidot za trovanje 

toksinima. 
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§ 1. UVOD 

Nanomedicina omoguĺuje razvoj novih sustava koji poboljġavaju efikasnost lijekova 

smanjujuĺi njihove ġtetne utjecaje. Sinteza i dizajn novih sustava za vezanje i otpuġtanje 

molekula sa specifiļnim svojstvima ostaje prioritet u ġirenju podruļja nanomedicine. 

Supramolekulska kemija u svojim poļetcima kao i danas nalazi ġiroku primjenu u 

pripravi novih funkcionalnih materijala kao i elektroniļkim, optiļkim te senzornim ureĽajima, 

a u posljednje vrijeme u medicini i biomedicini u podruļju dostave lijekova, novih podloga za 

uzgoj stanica i mnogim drugim podruļjima za poboljġanje kvalitete ģivota. U bioloġkim 

sustavima nekovalentne interakcije izmeĽu biomolekula imaju poseban znaļaj u organizaciji i 

udruģivanju, kao i u procesima vezanja i molekulskog prepoznavanja prilikom tvorbe bioloġkih 

kompleksa. Razvitak supramolekulske kemije, u posljednjih pedesetak godina, otvorio je 

moguĺnost priprave sintetskih molekula sa svojstvima samoorganiziranja, samoudruģivanja i 

molekulskog prepoznavanja.1 Jedan od kljuļnih napredaka u ovom podruļju su 

supramolekulski sustavi koji se samoudruģuju stvaranjem nekovalentnih veza. Procesi 

samoudruģivanja malih organskih molekula temelje se na nekovalentnim interakcijama poput 

vodikovih veza, ́-  ́interakcija, van der Waalsovih sila, elektrostatskih sila i dr. Takvi sustavi 

su reverzibilni i osjetljivi na vanjske stimulanse poput pH, temperature ili ionske jakosti.2 

Organske molekule koje imaju potencijal za stvaranje supramolekulskih struktura ļesto sadrģe 

odreĽene funkcijske skupine koje omoguĺuju meĽusobno prepoznavanje uz pomoĺ 

nekovalentnih interakcija. Funkcijske skupine koje se ļesto upotrebljavaju u strukturama su 

amino skupine, karboksilne skupine, alifatski lanci, aromatske skupine i druge. Kao uspjeġne 

centralne jedinice za dizajn samoudruģenih sustava do sada su najļeġĺe koriġteni cikloheksani3, 

kratki peptidi4, porfirini5, derivati oksalne6 i fumarne kiseline7.  

Peptidni samoudruģujuĺi nanomaterijali su od velikog interesa zbog njihove primjene u 

biomedicini. Njihova biokompatibilnost, lakoĺa funkcionalizacije i sposobnost stvaranja 

trodimenzionalne mreģe omoguĺuje ġiroku bioloġku primjenu.8,9 Podruļje supramolekulske 

kemije kojim se bavi ovaj rad je poglavito podruļje kratkih peptida inspiriranih Aɓ-amiloidnim 

proteinima te njihovo samoudruģivanje u supramolekulske strukture.10 Kratki peptidi privlaļe 

sve veĺu paģnju zbog svoje jednostavne i jeftinije laboratorijske sinteze. Najkraĺi poznati 

dipeptid difenilalanin (Phe-Phe, FF) i njegovi derivati, kao najmanja jedinica ɓ-amiloida, 
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pokazali su svojstvo samoudruģivanja u nanostrukture poput tuba, sfera, nanocijevi i 

hidrogelova.11-13 Sklonost proizlazi iz njihove amfifilnosti te sklonosti stvaranju ɓ-nabranih 

ploļa.14,15 Nastajanje sekundarnih struktura moguĺe je okarakterizirati i pratiti bojama poput 

tioflavina T koja prepoznaje amiloidne fibrile pri ļemu dolazi do pojaļavanja fluorescencije te 

se moģe pratiti in vitro i in vivo, a sve viġe se istraģuju nove boje za praĺenje nastajanja 

sekundarnih struktura.16,17 Ultrakratki peptidni hidrogelatori, od samo dvije do tri 

aminokiseline, istiļu se zbog svoje jednostavne sinteze, moguĺnosti sinteze veĺih koliļina 

(engl. scale-upa) i jeftine sinteze. Neki od najļeġĺe koriġtenih spojeva za pripravu gelova su 

polimeri polilaktidna kiselina (PLA), poliglikolid (PGA), kopolimer polilaktiļno-glikolna 

kiselina (PLGA) i kitosan koji se sve viġe kombiniraju s prirodnim peptidnim gelatorima.4 Neki 

od peptidnih hidrogelova podrģavaju rast stanica i kontrolirano otpuġtanje malih molekula zbog 

ļega su idealni kandidati za biomedicinsku primjenu.18-22 Peptidni hidrogelovi ne zahtijevaju 

koriġtenje ġtetnih materijala za inicijaciju promjene iz otopine u gel, te sadrģe prirodne 

aminokiseline koje se mogu metabolizirati zbog ļega se supramolekulski gelovi prouļavaju u 

svrhu poboljġane ciljane dostave lijekova.23  

OdreĽeni hidrogelovi pokazali su moguĺnost uļinkovite ugradnje i kontroliranog 

otpuġtanja razliļitih hidrofilnih i hidrofobnih terapeutskih molekula kao ġto su nukleinske 

kiseline, proteini i protutijela. TakoĽer, idealni hidrogelovi za in vivo dostavu lijekova trebali 

bi biti topikalni ġto bi omoguĺilo aplikaciju injektiranjem te bi trebali pokazati stabilnost kroz 

nekoliko dana u tjelesnim tekuĺinama i tkivima kako bi mogli postepeno otpuġtati lijek. 

Koliļina i homogenost lijeka ugraĽenog u hidrogel moģe biti ograniļena, posebno u sluļaju 

hidrofobnih lijekova. Visoki sadrģaj vode i velike pore veĺine hidrogelova ļesto dovode do 

relativno brzog otpuġtanja lijeka, ġto moģe dovesti do lokalnog nakupljanja lijeka i toksiļnih 

posljedica.  

Liposomi se intenzivno koriste za istraģivanje osnovnih svojstava stanica i staniļnih 

membrana, a pokazali su se kao dobri sustavi za ciljanu dostavu lijeka i istraģivanje staniļnog 

prepoznavanja.24 Dvokomponentni sustav nastaje procesom samoudruģivanja dvaju nezavisnih 

supramolekulskih sustava.25 Integracija liposoma i hidrogela jedan je od naļina za smanjenje 

neģeljenih uļinaka koji se javljaju kod upotrebe samo jednog od ovih sustava.21,26 

Inkorporiranje lipidnih nosaļa poput liposoma u hidrogel omoguĺuje kontrolirano otpuġtanje 

lijeka ili antigena pri ļemu poveĺavaju bioraspoloģivost takvih sustava.21,25-29 Novije studije 

istiļu potencijal peptidnih nanomaterijala kao obeĺavajuĺih sustava za cjepiva, pripisujuĺi to 
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njihovim snaģnim adjuvantskim aktivnostima i sposobnosti aktivacije imunoloġkog sustava i 

proizvodnje protutijela.30 Neki supramolekulski gelovi pokazali su znaļajnu 

imunostimulacijsku aktivnost. U takvim sustavima zamjena ili promjena redoslijeda 

aminokiselina moģe znaļajno umanjiti koliļinu nastalih protutijela.31,32 

Supramolekulski sustavi osim samoudruģujuĺih struktura dijele se i na domaĺin-gost 

kemiju (engl. host-guest) gdje se male molekule (gost) veģu u veĺu molekulu (domaĺin) i time 

stvaraju inkluzijske komplekse. Supramolekulska kemija je zapoļela istraģivanjem 

domaĺin-gost sustava s krunskim eterima nakon ļega se podruļje proġirilo i na makrocikliļke 

spojeve poput kaliksarena, kukurbiturila i drugih. Istraģivanja inkluzijskih kompleksa proġirila 

su se i na druge skupine spojeva pa su veliku paģnju privukli ciklodekstrini kao domaĺini zbog 

svoje cijene, dobre topljivosti i velike moguĺnosti kemijske modifikacije ciklodekstrina.33-35 

Kompleksiranje lijekova i ciklodekstrini se svakodnevno istraģuju u svrhu poboljġanja 

topljivosti lijekova. Osim toga, primjena lijekova u medicini koji mogu izazvati neģeljene 

nuspojave (muļnina, besvjestica, vrtoglavica)u prekomjernim dozama potaknula je znanost na 

istraģivanje sustava za kontroliranu administraciju vaģnih antidota kojima bi se poniġtili ġtetni 

efekti. Veliki broj lijekova imaju toksiļna svojstva te pripadaju malim molekulama koje se 

mogu vezati u ġupljine makrocikla ili domaĺina i time stvarati inkluzijske komplekse.36 

Osnovni cilj ovog istraģivanja bio je istraģiti supramolekulske sustave s posebnim 

naglaskom na pripravu novih funkcionalnih samoudruģivih materijala s bioloġkim 

aplikacijama, usmjerenim prema skladiġtenju, kontroliranom otpuġtanju i/ili vezanju lijekova. 

Fokus istraģivanja temeljen je na molekulskim samoudruģenjima, poput hidrogelova, 

inspiriranih vlaknastim bioloġkim agregatima (amiloidni fibrili). Sintetizirani su, klasiļnim 

sintetskim metodama, kratki peptidi koji sudjeluju u stvaranju samoudruģenih struktura, s 

aminokiselinskim slijedom fenilalanin-fenilalanin-alanin (Phe-Phe-Ala, FFA) i razliļitim 

zaġtitnim skupinama na N i C krajevima. Za sintezu su koriġteni razliļiti aminokiselinski 

derivati i reagensi uobiļajeni u peptidnoj kemiji. Strukture spojeva potvrĽene su 1H i 13C NMR 

te infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijom (FTIR), elementnom 

analizom i masenom spektrometrijom. Morfologija gelskih niti odreĽena je transmisijskom 

elektronskom mikroskopijom (TEM) i mikroskopijom atomskih sila (AFM). Ispitani su 

hidrogelovi kao kompozitni supramolekulski sustavi temeljeni na hidrogelatoru, s ugraĽenim 

liposomima, u koji je ugraĽen lijek te koji predstavlja novi sustav za poboljġanu dostavu lijeka. 

Ugradnja i otpuġtanje lijeka ispitano je ultraljubiļasto-vidljivom (UV-Vis) apsorpcijskom i 
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fluorescencijskom spektroskopijom, a hidrogelovi kao i kompozitni materijali su 

karakterizirani diferencijalnom pretraģnom kalorimetrijom (DSC) i FTIR spektroskopijom. 

Dodatno, u istraģivanju suprotnog principa, izoliranja i izdvajanja bioaktivnih malih molekula 

iz bioloġki relevantnih otopina, ispitani su inkluzijski kompleksi ciklodekstrina. Selektivno 

vezanje gosta u ciklodekstrin prouļavano je UV-Vis apsorpcijskom i fluorescencijskom 

spektroskopijom te izotermalnom titracijskom kalorimetrijom (ITC).  

 U okviru navedenih istraģivanja potvrĽene su postavljene hipoteze. Sintetizirani 

supramolekulski sustavi temeljeni na FFA peptidu pokazuju snaģnu imunostimulacijsku 

aktivnost i predstavljaju novu generaciju sustava za dostavu cjepiva s adjuvantskim svojstvima. 

Nadalje, kompozitni sustav hidrogela  FFA i liposoma  predstavlja poboljġani sustav za dostavu 

i kontrolirano otpuġtanje lijekova. TakoĽer, rezultati ispitivanja kompleksiranja ciklodektrina s 

aristolohijskom kiselinom, potvrdili su njihovu uļinkovitost kao antidota. 
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§ 2. LITERATURNI PREGLED  

 Supramolekulska kemija 

Nanotehnologija, koja se temelji na intermolekulskim organizacijama molekula ili atoma, 

privlaļi veliki broj znanstvenika zbog moguĺnosti formiranja razliļitih struktura i geometrija 

koje usmjeravaju funkcijske skupine i sile meĽuatomskih i meĽumolekulskih interakcija.37 

Supramolekulska kemija bavi se multikomponentnim sustavima atoma, molekula i/ili iona koji 

se meĽusobno povezuju nekovalentnim interakcijama poput vodikovih veza, van der Waalsovih 

sila, hidrofobnih i hidrofilnih interakcija, ́-  ́ interakcija i dr. Karakterizira ih meĽusobno 

prepoznavanje molekula koje se nekovalentnim interakcijama udruģuju u nove funkcionalne 

sustave.38 Inspiracija za razvoj supramolekulskih sustava pronalazi se u prirodi, osobito u ģivim 

organizmima i biokemijskim procesima koji se odvijaju unutar stanica, poput kompleksa 

enzimïsupstrat, strukture DNA te meĽusobnih interakcija proteina.39 Enzimi djeluju analogno 

supramolekulskim domaĺinïgost sustavima, prema modelu Ăkljuļa i braveñ, pri ļemu dolazi 

do stvaranja specifiļnih kompleksa. Sama enzimatska i proteinska struktura pritom predstavlja 

primjer samoudruģivanja molekula nekovalentnim interakcijama.40 Molekula DNA je primjer 

gdje se dvolanļana dvostruka uzvojnica DNA povezuje uz pomoĺ vodikovih veza izmeĽu 

komplementarnih nukleinskih baza tvoreĺi tako temelj ģivota na Zemlji.41 Komponente u 

supramolekulskom sustavu mogu biti raznih struktura, oblika te na razliļite naļine povezane. 

Moģe se zakljuļiti kako postoje velike moguĺnosti kombiniranja i povezivanja molekula s 

ciljanim svojstvima koji proizlaze iz svojstava pojedinih komponenti u tom sustavu te novim 

svojstvima kao rezultat preciznog kombiniranja komponenata supramolekulskog sustava. Nova 

svojstva ĺe ponajviġe ovisiti o dizajnu pojedinih komponenti, to jest, ako postoji komponenta 

akceptor vodikovih veza i donor vodikovih veza, tada je velika vjerojatnost povezivanja dviju 

takvih molekula. Preciznim odabirom funkcijskih skupina mogu se predvidjeti interakcije i 

naļini povezivanja molekula u sustavima. Sekundarni ļimbenici koji utjeļu na interakcije su 

otapalo, agregacijsko stanje sustava, ionska jakost (I) i mnogi drugi. Slabe veze u takvim 

sustavima ļine ih osjetljivijim na fizikalne promjene (promjena temperature, pH, oksidacija ili 

redukcija) te je potrebna manja energija za cijepanje takve veze, za razliku od kovalentne. Iako 

svi supramolekulski sustavi mogu pokazati svojstvo reverzibilnosti pod utjecajem razliļitih 

vanjskih utjecaja, vaģno je naĺi optimalne uvjete poput pogodnog otapala, temperature, pH, 
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ionske jakosti i drugih faktora koji omoguĺavaju upravljanje supramolekulskim strukturama i 

njihovu primjenu u razliļitim podruļjima.42 U supramolekulske sustave spadaju 

supramolekulski gelovi i domaĺin-gost (engl. host-guest) sustavi.43  

 

 Molekulsko samoudruģivanje  

Molekulsko samoudruģivanje je karakteristiļan proces molekula unutar supramolekulskih 

gelova. U ovom dijelu objasnit ĺe se pobliģe proces samoudruģivanja jer je to temelj 

znanstvenog istraģivanja ove disertacije. Molekulsko samoudruģivanje je spontani i reverzibilni 

proces kojim molekule ili ioni tvore velike i kompleksne supramolekulske sustave (slika 1). 

Sinteza supramolekulskih sustava inspirirana je primjerima iz prirode. Istraģivanja u ovom 

podruļju pokrivaju sustave koji sadrģe biomolekule poput proteina, nukleinskih kiselina, 

peptida koji molekulskim udruģivanjem stvaraju nove, dizajnirane sintetske materijale.44  

Molekulskim samoudruģivanjem mogu se dobiti ģeljene strukture i svojstva materijala 

organizacijom i dizajnom molekula intramolekulskim i intermolekulskim interakcijama, 

paralelno kontrolirajuĺi samoudruģivanje izborom odgovarajuĺeg medija (otopine). Kao ġto je 

spomenuto, proces samoudruģivanja je odreĽen nekovalentnim interakcijama ukljuļujuĺi 

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

solvofobne efekte. Nekovalentne interakcije su veĺinom energijski slabe interakcije, no u 

velikom broju u supramolekulskim sustavima sudjeluju u dinamici, ļvrstoĺi i ravnoteģi sustava. 

Solvofobni efekti se moraju uzeti u obzir kada se proces samoudruģivanja dogaĽa u otapalu. 

Tipiļne nekovalentne interakcije poput vodikovih veza u vodi slabije su zbog polarnog 

karaktera vode i konkurentnih vodikovih veza u odnosu na hidrofobni efekt. Hidrofobni efekt 

se moģe prikazati kao kombinacija nekovalentnih interakcija kao ġto su dipol-dipol interakcije, 

vodikove veze ili van der Waalsove interakcije zajedno s entropijskim i entalpijskim uļincima 

dehidratacije lipofilnih povrġina.45



§ 2. Literaturni pregled 25 

 

Samoudruģivanje se moģe podjeliti u nekoliko kategorija46:  

¶ reverzibilno samoudruģivanje (engl. strict self-assembly) ï samoudruģivanje koje 

nastaje spontanim procesima pod utjecajem temperature, pH, koncentracije itd. 

¶ predmodifikacijsko samoudruģivanje (engl. precursor modification followed by 

self-assembly) ï samoudruģivanje u kojoj komponente ne sudjeluju u samoudruģivanju 

dok se kemijski ne modificiraju 

¶ postmodifikacijsko samoudruģivanje (engl. self-assembly with postmodification) ï 

reverzibilno samoudruģivanje koje se postmodificira kovalentnim vezama i time se 

zakljuļava struktura 

¶ potpomognuto samoudruģivanje (engl. assisted self-assembly) ï upotreba katalizatora 

za ostvarivanje samoudruģivanja 

¶ usmjereno samoudruģivanje (engl. directed self-assembly) ï za samoudruģivanje 

potrebna je ġablonska struktura u kojoj ĺe se molekule samoudruģiti 

¶ kombinirano samoudruģivanje (engl. self-assembly with intermittent processing) ï 

kombinacija prethodnih samoudruģivanja  

 

Svojstva samoudruģivih sustava su:  

¶ dinamiļnost i moguĺnost raznih kombinacija s razliļitim gradivnim jedinicama  

¶ ureĽenost strukture 

¶ dobar odgovor na vanjske utjecaje  

¶ moguĺnost samoispravka (engl. self-healing)  

¶ moguĺnost samoreplikacije (engl. self-replication) 
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Slika 1. Samoudruģivanje molekula u supramolekulske strukture a) lipidi, b) proteini,  

c) ciklodekstrinski kompleks (ilustracija preuzeta i prilagoĽena prema literaturnom izvoru).47 

 

 Supramolekulski hidrogelovi 

Gelovi se definiraju kao znatno razrijeĽeni umreģeni sustavi koji ne pokazuju protoļnost u 

stacionarnom stanju.48 Strukturna i elektronska kompleksnost ovakvih gelova otvaraju vrata 

raznim modifikacijama i dobivanju materijala s reverzibilnim svojstvima. Najveĺa inspiracija 

za nove materijale dolazi iz prirode gdje se nastoji oponaġati ponaġanje prirodnih spojeva zbog 

ļega su osnovne komponente gelova aminokiseline, steroidi, peptidi, alkilni dugaļki lanci, 

saharidi, masne kiseline, aromatski fragmenti, organske soli i domaĺin-gost sustavi.37 Gelovi 

su u svakodnevnoj upotrebi u razliļitim oblicima. Nalazimo ih u obliku komercijalno dostupnih 

proizvoda poput sapuna, ġampona, zubne paste, gela za kosu i drugih kozmetiļkih proizvoda, 

kao i u dioptrijskim leĺama, a velika primjena je i u medicini za ciljanu dostavu lijekova, 

obnovu tkiva i dr. Supramolekulski gelovi sastoje se od trodimenzionalne mreģe koja nastaje 

samoudruģivanjem molekula unutar koje se nalazi zarobljeno otapalo (organsko = organogel ili 

voda = hidrogel). Proces geliranja zapoļinje na nano skali gdje molekule gelatora zapoļinju 

samoudruģivanje u vlaknaste forme putem intermolekulskih nekovalentnih interakcija. 

Imobilizacijom velikih organskih molekula otapala ili molekula vode sprjeļavaju njihovo 

gibanje stvarajuĺi trodimenzionalne mreģe pri ļemu nastaju viskoelastiļni reverzibilni 

materijali. Osnovna podjela supramolekulskih gelova je na fizikalne i kemijske gelove. 

Fizikalni gelovi su termoreverzibilni i temelje se na nekovalentnim interakcijama, dok kemijski 

gelovi nastaju kovalentnim povezivanjem molekula tvoreĺi s otapalom termoireverzibilnu 
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mreģu koja moģe joġ navuĺi na sebe odreĽenu koliļinu otapala procesom bubrenja. Prema 

molekuli koja uzrokuje geliranje razlikujemo: organske molekule male molekulske mase, 

velike organske molekule, polimerne molekule, metalogelove (u metalogelovima metalni ion 

djeluje kao supstitucijska inertna strukturalna ili funkcionalna komponenta, dajuĺi ļvrstoĺu ili 

fotofiziļka, magnetska ili redoks svojstva gelu.) (slika 2).49,50 

 

Slika 2. Molekulsko samoudruģivanje od otopine do 3D mreģe (ilustracija preuzeta i 

prilagoĽena prema literaturnom izvoru).43,51 

 

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

polimeri, anorganske ļestice ili koloidne ļestice (slika 3). Najveĺi dio, 99 % gela je otapalo.49 

Ovisno o otapalu gelovi se dijele na organogelove i hidrogelove.52  

 

Slika 3. Klasifikacija gelova prema prirodi gelatora, vrsti interakcija te vrsti molekule gelatora 

(ilustracija preuzeta i prilagoĽena prema literaturnom izvoru).49 

 

Stvaranje veze najļeġĺe zapoļinje zasiĺenom otopinom (slika 4).53 Jake vodikove veze, poput 

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

formiranje supramolekulskih sustava utjeļe i velik broj drugih ļimbenika, kao ġto su -́  ́

interakcije, donorïakceptor interakcije, metalna koordinacija, solvofobne sile (hidrofobne sile 
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u gelovima na bazi vode), kao i van der Waalsove interakcije te drugi nekovalentni uļinci. 

Strukture izvijanjem i ispreplitanjem stvaraju trodimenzionalne mreģe gelova. 

 

Slika 4. Stvaranje gela (ilustracija preuzeta i prilagoĽena prema literaturnom izvoru).53 

 

Supramolekulski gelovi imaju ġiroku primjenu u podruļju inģenjerstva tkiva i zaraġtavanja 

rana, ciljanoj dostavi lijekova, stvaranju matrica, molekularnoj elektronici, senzorima i dr.54,55 

Velika prednost supramolekulskih gelova je njihova reverzibilnost uvjetovana djelovanjem 

nekovalentnih interakcija u mreģastoj strukturi gela. Reverzibilnost se kontrolira vanjskim 

stimulansima poput pH, temperature, iona, mehaniļkog stresa. Reverzibilnost proġiruje 

moguĺnost uporabe supramolekulskih gelova u regenerativnoj medicini56,57, ciljanoj dostavi 

li jekova55 (slika 5), senzorima58, kozmetici, hrani i dr.59  

 

Slika 5. Tipovi sustava za ciljanu dostavu lijekova: 1.- supramolekulski gelovi, 2.- kovalentno 

vezanje na nosaļe s enzimskim otpuġtanjem, 3.- kovalentno vezanje na intermedijarne 

prolijekove i enzimski inducirano samoudruģivanje (ilustracija preuzeta i prilagoĽena prema 

literaturnom izvoru).57 
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Supramolekulski gelovi se najļeġĺe dobivaju zagrijavanjem gelatora u pripadajuĺem otapalu te 

hlaĽenjem smjese na sobnu temperaturu. HlaĽenjem smjese molekule se poļnu povezivati te su 

moguĺa tri ishoda:  

1) Kristalizacija ï ureĽena agregacija gdje nastaju strukture poput kristalne 

2) Nasumiļna agregacija gdje se dobiva amorfni precipitat 

3) Gel se dobije mjeġavinom 1) i 2) procesa, to jest Ăzakoļenomñ kristalizacijom (ili 

inhibiranom kristalizacijom) ï tijekom procesa formira se ļvrsta faza te dolazi do 

prekida ili usporavanja rasta kristala zbog ļega se stvara nitasta ili mreģasta struktura. 

Hidrogelovi su gelovi koji se sastoje od gelatora te vode koja je imobilizirana u 

trodimenzionalnu strukturu polimernih lanaca. Svojstvo hidrogelova da apsorbiraju vodu 

potjeļe od hidrofilnih funkcijskih skupina. Ovisno o ģeljenim svojstvima hidrogelovi mogu biti 

biorazgradivi, mehaniļki stabilniji te imati kemijsku i bioloġku osjetljivost na vanjske 

podraģaje.60 Hidrogelovi se mogu podijeliti ovisno o izvoru na prirodne i sintetiļke gelove61 

Hidrogelovi mogu imati reverzibilno svojstvo bubrenja ili skupljanja u prisutnosti vode mogu 

se dizajnirati da bubre ili se skupljaju u ovisnosti o vanjskim uvjetima. Vanjski uvjeti mogu biti 

fizikalni (temperatura, elektriļno polje, svijetlost, tlak, zvuk) ili kemijski (pH, otapalo, ionska 

jakost, molekulska vrsta) (slika 6).62  

 

 

Slika 6. Vanjski podraģaji koji utjeļu na bubrenje/skupljanje hidrogelova (ilustracija preuzeta i 

prilagoĽena prema literaturnom izvoru).62 
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Hidrogelovi imaju ġiroku primjenu u higijenskim proizvodima, poljoprivredi, ciljanoj dostavi 

lijekova, proizvodnji umjetnog snijega, aditivima za hranu, farmaceutskim proizvodima, 

biomedicini, inģenjerstvu tkiva i regenerativnoj medicini, dijagnostici, biosenzorima i dr.60 

Glavna tema ovog doktorskog rada su fizikalni (termoreverzibilni) supramolekulski 

peptidni hidrogelatori s naglaskom na gelove organskih molekula male molekulske mase 

(LWGM) u vodi. Osnovni preduvjeti da neka molekula male molekulske mase bude gelator su 

funkcijske skupine koje ostvaruju nekovalentne interakcije te djelomiļna topljivost u otapalu. 

Kako je prethodno spomenuto, takve organske molekule, da bi ostvarile nekovalentne 

interakcije, moraju imati funkcijske skupine podloģne vezanju nekovalentnim interakcijama 

poput vodikovih veza (C=O···HN), hidrofobnih interakcija (alkilni lanci), ́-  ́ interakcija 

(aromatske skupine) i dr.63,64 Grijanjem suspenzije dolazi do otapanja molekule gelatora i 

homogenizacije otopine. Prilikom hlaĽenja molekulskim prepoznavanjem molekule 

nekovalentnim interakcijama stvaraju nove strukture. Prelaskom iz 1D strukture, poput niti, 

daljnjim samoudruģivanjem molekule se intermolekulsko povezuju u 3D strukture tj. 

trodimenzijsku mreģu (slika 7a). Prilikom nastajanja 3D strukture molekule otapala ostaju 

zarobljene u meĽuprostoru gelske mreģe. PotvrĽivanje gelske strukture provodi se inverznim 

testom, odnosno, okretanjem boļice naopako (slika 7b).
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a) 

 

b) 

Slika 7. Postupak nastajanja gela fiziļkim procesom (a) i inverzni test (b) (ilustracija preuzeta 

i prilagoĽena pema literaturnom izvoru).65 

 

Najjednostavnija spektroskopska metoda analize gelova je temperaturno ovisna spektroskopija 

nuklearne magnetske rezonancije (NMR)66 i infracrvena spektroskopija (FTIR).67 NMR i FTIR 

tehnikama mogu se detaljnije opisati promjene unutar gelske strukture prouļavajuĺi interakcije 

u sol-gel stanjima, odnosno tijekom hlaĽenja i zagrijavanja. Sekundarne strukture i strukture 

viġeg reda tj. samoudruģivanje gelatorskih molekula moģe se ispitivati i UV-Vis apsorpcijskom 

spektroskopijom ako molekula gelatora sadrģi kromoforne funkcijske skupine. 

Spektroskopijom cirkularnog dikroizma (CD) moģe se ispitivati i uoļiti kiralnost ili heliļnost 

gelskih vlakana68. FTIR tehnika je ġiroko primjenjiva u karakterizaciji peptidnih gelova jer 

prikazuje vibracijske vrpce amidnih skupina (amid I i amid II) koje daju vrijedne informacije o 
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sekundarnoj strukturi gelatorskih molekula i organizaciji fibrila i vlakana koje stvaraju 3D 

gelske mreģe.69,70 Prouļavanje gelova na mikroskopskoj razini provodi se tehnikama pretraģne 

elektronske mikroskopije (SEM), transmisijske elektronske mikroskopije (TEM) te 

mikroskopije atomskih sila (AFM) kojima se promatra morfologija gelova dok se pomoĺu 

termalnih i mehaniļkih studija objaġnjavaju interakcije izmeĽu struktura. Supramolekulski 

gelovi prouļavaju se i rendgenskom difrakcijskom analizom (engl. X-ray diffraction, XRD) te 

tehnikom rasprġivanja rendgenskih zraka pod malim kutem (engl. X-ray scattering, XRS) 

(SANS, SAXS) tehnikama.71,72  

 

 Molekulsko samoudruģivanje peptida i peptidni gelovi 

Aminokiseline su skupina vrlo vaģnih biomolekula koje su graĽene od amino skupine (-NH2
+) 

i karboksilne skupine (-COOH). Veĺina prirodnih aminokiselina su Ŭ-aminokiseline. Sve 

prirodne Ŭ-aminokiseline (osim glicina) imaju ļetiri razliļita supstituenta na Ŭ-C atomu zbog 

ļega spadaju u kiralne molekule. Kiralnost je svojstvo molekule da nema nikakvu ravninu 

simetrije niti rotacijsku ni refleksijsku toļku. Veĺina aminokiselina iz prirode imaju L- 

konfiguraciju, dok su pripadajuĺi stereoizomeri D- konfiguracije. Iako je otkriveno i 

sintetizirano stotinu razliļitih aminokiselina, 20 aminokiselina se izdvajaju kao najļeġĺe 

aminokiseline (slika 8b).73
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a)  

 

b)  

Slika 8. a) Fischerova projekcija aminokiseline, b) Prirodnih 21 aminokiselina koje se najļeġĺe 

pojavljuju.74,75 
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Veliļinu, oblik i kemijska svojstva aminokiselina odreĽuju boļni lanci (R, slika 8a). Boļni lanci 

aminokiselina imaju razliļita svojstva te ih moģemo podjeli u tri osnovne grupe:  

¶ s nepolarnim boļnim lancima (Gly, G; Ala, A; Val, V; Leu, L; Ile, I; Met, M; Phe, F; 

Trp, W; Pro, P) 

¶ s polarnim boļnim lancima (Ser, S; Thr, T; Cys, C; Tyr, Y; Asn, N; Gln, Q) 

¶ s nabijenim boļnim lancima (Asp, D; Glu, E; Lys, K; Arg, R; His, H).  

 

Razliļiti boļni lanci drugaļije doprinose fizikalnim svojstvima. Tako aromatske aminokiseline 

(F, W, Y) omoguĺuju -́  ́interakcije izmeĽu aromatskih prstenova, dok nepolarni boļni ogranci 

sudjeluju u hidrofobnim interakcijama. Nabijene aminokiseline stvaraju dipol-dipol interakcije 

izmeĽu suprotnih naboja, pribliģavajuĺi tako molekule zajedno, dok isti naboji odbijaju 

molekule jednu od druge, iako postoje i iznimke. Postoje i aminokiseline koje imaju specifiļna 

svojstva kao histidin (H) koji moģe vezati katione metala, a cistein (C) sadrģava tiolnu skupinu 

(SH) koja moģe sudjelovati u umreģavanju intra- i intermolekulskim disulfidnim vezama.76 

Proteini su molekule sa viġe povezanih aminokiselina pomoĺu peptidnih veza izmeĽu 

N i C kraja. Savijanje proteina omoguĺuju hidrofobne boļne skupine. Hidrofobne 

aminokiseline su fenilalanin (F), metionin (M), izoleucin (I), leucin (L) i valin (V).77-79 

Supramolekulski hidrogelovi dobiveni iz zaġtiĺenih aminokiselina ili kratkih peptida sve viġe 

postaju popularni biomaterijali zbog svoje jednostavne i jeftine proizvodnje kao i zbog 

kompatibilnosti s bioloġkim sustavima.80 Samoudruģivanjem peptida moguĺe je dobiti razliļite 

strukture od vezikula, micela, do fibrila i nanocijevi (slika 9).8 Jedini zabiljeģen sustav jedne 

aminokiseline s gelirajuĺim svojstvima je fenilalanin (F) zbog aromatske strukture i hidrofobne 

prirode.81,82 U vodenim otopinama aromatske interakcije i vodikove veze imaju glavnu ulogu u 

samoorganizaciji gelova male molekulske mase (engl. Low molecular weight gels (LMWG)) 

kao i njihovih derivata i polimera.83 Hidrogeliranje molekula poput aminokiselina moģe se 

poboljġati rigidnim i aromatskim N-zaġtitnim skupinama koje smanjuju topljivost u vodenim 

otopinama i potiļu hidrofobne interakcije koje izazivaju samoudruģivanje. Do danas, opisane 

su razne moguĺnosti zaġtitnih skupina od ļega je fluorenilmetiloksikarbonil (Fmoc) najļeġĺe 

upotrebljavana, te derivati naftalena.84 Mali peptidni hidrogelovi nalaze svoju primjenu u 

dostavi lijekova te bioaktivnim materijalima poput materijala za lijeļenje opekotina kod 

dijabetiļara.85 Kraĺi peptidi lakġe se intetiziraju ġto smanjuje troġkove sinteze i poveĺava 

moguĺnost sinteze veĺih koliļina (engl. scale-up).86 
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Slika 9. Primjer supramolekulskih peptidnih struktura nastalih molekulskim samoudruģivanjem 

(ilustracija preuzeta i prilagoĽena prema literaturnom izvoru).8 

 

Istraģivanja molekulskog samoudruģivanja kratkih peptida u Hrvatskoj zapoļela su 

tijekom 1990-ih godina u Laboratoriju za supramolekulsku i nukleozidnu kemiju Instituta 

RuĽer Boġkoviĺ, pod vodstvom akademika Mladena Ģiniĺa.82 Znanstvena istraģivanja 

nastavljaju se u istraģivaļkoj grupi dr. sc. Lea Frkanca, koja se veĺ godinama bavi 

istraģivanjima u podruļju supramolekulske kemije. Istraģivanja su doprinijela prvenstveno 

razvoju kemije supramolekulskih samoudruģivanja i nanomaterijala, poput gelova male 

molekulske mase (LMWG), primjenom oksalamidne, fumarinske jedinice i raznih 

aminokiselina. Pokazali su se kao veoma efikasni organizacijski elemenati u dizajnu gelskog 

sustava. Posebno, sintetizirani su i istraģivani razliļiti kiralni bis(amino kiselina) i bis(amino 

alkohol)-oksalamidi kao gelatori male molekulske mase6 s naglaskom na objaġnjenja 

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 dobri gelatori organskih otapala, a takoĽer su dobri gelatori smjese 

organskih otapala. U tijeku su istraģivanja gelatora koji ukljuļuju odabrane fragmente Aɓ-

proteina povezanog s Alzheimerovom bolesti, novih kiralnih gelatora sa srediġnjom i osnom 

kiralnosti te istraģivanja kompozitnih sustava s gelatorom i biomolekulama. 
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 Bioinspirirani kratki peptidi za istraģivanje amiloidne agregacije 

Viġe od 40 milijuna ljudi u svijetu boluje od amiloidnih bolesti koje su uzrok demencije i 

gubitka pamĺenja. Vrlo ļeste amiloidne bolesti su Alzheimerova bolest, dijabetes tipa 2 i 

spongiformna encefalopatija poznatija kao Ăbolest kravljeg ludilañ (engl. Mad cow disease). 

Najugroģenija skupina su stariji ljudi (65+ godina), a poveĺanjem broja starijeg stanovniġtva 

raste i broj oboljelih. Obzirom da su Alzheimerova bolest i drugi oblici amiloidnih bolesti usko 

povezani sa starenjem, a ljudi ģive sve dulje, to postaje veliki problem. Iz 2021. godine WHO 

organizacija objavila je 10 globalnih uzroka smrti od kojih Alzheimerova bolest i ostale 

demencije zauzimaju 7. mjesto.87 Postoje odreĽene terapije koje su pokazale usporavanje 

napretka Alzheimerove bolesti, no ne postoji lijek koji ĺe je u potpunosti izlijeļiti zbog ļega je 

znanstvenicima ovo podruļje od velikog interesa. Glavno obiljeģje amiloidnih bolesti je 

nastajanje amiloidnih plakova. Plakovi ometaju normalnu komunikaciju izmeĽu ģivļanih 

stanica, uzrokuju kidanje sinapsi i naposljetku apoptozu odnosno smrt stanica. Takve 

neurodegenerativne promjene na mozgu se oļituju u gubitku pamĺenja - demenciji i promjenom 

ponaġanja kod osoba oboljelih od Alzehimerove bolesti. Amiloidni plakovi su nakupine 

amiloida koje su nastale formiranjem amiloidnih fibrila. Amiloidni fibrili formirani su od inaļe 

topljivih proteina koji se udruģuju u netopljiva vlakna otporna na degradaciju. Formiranje 

amiloidnih fibrila je uzrok amiloidnih bolesti od kojih svaka ima specifiļan protein ili peptid 

koji agregira. Amiloidni fibrili nakupljaju se izvanstaniļno u tkivu te imaju patogeni efekt. 

Fibrili su inherentno stabilni i strukturna istraģivanja pokazala su da se veĺinom sastoje od ɓ-

nabranih ploļa u karakteristiļnom obliku traka postavljenih okomito s obzirom na os niti (engl. 

cross ɓ-sheet tj. popreļne ili savinute ɓ-ploļe) (slika 10).88,89  

 

Slika 10. Prikaz ɓ-nabranih ploļa amiloidnih fibrila.16 
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Sastav amino kiselina i sekvencijska analiza proteina pokazala je da je svaka amiloidna bolest 

povezana sa specifiļnim proteinom ili peptidom.90 Do danas je otkriveno 20 proteina koji 

formiraju amiloide.89 Alzheimerova bolest sadrģi fibrile nastale samoorganizacijom amiloid-ɓ 

proteina. Amiloid-ɓ protein (Aɓ-protein) je peptid sastavljen od 40-42 aminokiseline. Protein 

Aɓ se formira nakon pravilnog cijepanja amiloidprekursorskog proteina (APP), 

transmembranskog proteina ï proteina koji prolazi kroz staniļnu membranu neurona. Velika 

koliļina APP prisutna je u srediġnjem ģivļanom sustavu na sinapsama izmeĽu neurona koja 

sudjeluje kod rasta i preģivljavanja neurona te kod oporavka prilikom oġteĺenja. APP se cijepa 

pomoĺu dvaju enzima ɓ- i ɔ- sekretaze. ɓ-sekretaza prva cijepa APP na derivat sAPPɓ. 

Nepocijepani fragment od 99 aminokiselina (CTFɓ) ostaje vezan za membranu te se cijepa s ɔ-

sekretazom kojom se dobije Aɓ-protein. Nepreciznim cijepanjem peptida ɔ-sekretazom dobiju 

se razliļiti peptidni lanci od kojih je najļeġĺi Aɓ40 (80ï90 %) i Aɓ42 (5ï10 %). Peptid graĽen 

od 42 aminokiseline (Aɓ42 peptid) je viġe hidrofoban i sklon stvaranju fibrila te je glavna vrsta 

taloga u mozgu (slika 11a,b).91,92  

a) b)  

Slika 11. a) Shematski prikaz cijepanja amiloid-prekursorskog proteina do amiloid-ɓ peptida 

(ilustracija preuzeta i prilagoĽena prema literaturnom izvoru)93 b) Morfologija amiloid beta 

(Aɓ) fibrila pod transmisijskim elektronskim mikroskopom.94 

 

Pojam amiloid se izvorno odnosi na proteinske nakupine sliļne ġkrobu (amiloid = Ăġkrobu 

sliļanñ). Rijeļ amiloid danas ima razliļite definicije zbog prihvaĺanja svojstva i karakteristika 

amiloida te prouļavanja istih u podruļju biokemije i biofizike te se sve viġe primjenjuje za sve 

strukture koje imaju trake postavljene okomito s obzirom na os niti (engl. cross ɓ-sheet tj. 

popreļna ili savinuta ɓ-ploļa).95 
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Amiloidi prema nomenklaturi mogu se podijeliti na nekoliko skupina: 

¶ In vivo i ex vivo fibrili vezani za bolesti 

¶ In vivo i ex vivo funkcionalni fibrili 

¶ Rekombinantni fibrili proteina povezanih s boleġĺu i funkcionalnih amiloidnih proteina 

¶ Fibrili iz sintetskih peptida ili peptida koji nisu povezani s boleġĺu 

¶ Fibrili iz hidrogelova koji daju uzorak svinute ɓ-ploļe. 

 

Amiloidni plakovi se u mozgu ļovjeka selektivno detektiraju nakon smrti tkivnim bojama od 

kojih se najļeġĺe primjenjuje fluorescentna histoloġka boja tioflavin T (engl. Thioflavin T, ThT). 

Tioflavin T od svih bojila pokazuje veliko poveĺanje fluorescencije prilikom vezanja na 

amiloidne fibrile.96 Tioflavin T se sastoji od dimetiliranog benzotiazolnog prstena povezanog s 

dimetilaminofenilnim prstenom preko CïC  veze koja omoguĺuje rotaciju. Tioflavin T se 

selektivno veģe na ɓ-nabrane ploļe amiloidnog peptida. Vezanjem tioflavina T dolazi do 

onemoguĺavanja rotacije pri ļemu se javlja fluorescencija (slika 12).97  

 

a)        b) 

Slika 12. a) Kemijska struktura tioflavina T i rotacija dvaju dijelova tioflavina T oko CïC veze; 

b) Karakteristiļno poveĺanje fluorescencije tioflavina T pri vezanju na amiloidne niti.16 

 

Recentna istraģivanja opisuju nove spojeve koji pokazuju sliļna svojstva tioflavinu T 

pojaļavanjem intenziteta ili gaġenjem intenziteta fluorescencije u prisutnosti amiloidnih fibrila. 

TakoĽer, novi spojevi oponaġaju strukturu tioflavina T te se ispituju i koriste kao potencijalni 

inhibitori agregacije amiloida ili za detekciju plakova.98-100 
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Fokus u ovom doktoratu je na skupinu fibrila koji imaju moguĺnost stvaranja 

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

stvarati hidrogelove. Istraģivanja amiloidnih agregacija pokazala su da su mali fragmenti 

proteina odgovorni za agregiranje. Mali fragmenti proteina su laki za sintezu zbog ļega kratki 

peptidi (do 10 aminokiselina) predstavljaju najprikladniju opciju za istraģivanje amiloidne 

agregacije.88,101,102 Tablica 1 prikazuje primjere amiloidnih sekvenci koje su zaduģene za 

agregiranje amiloida, a vidljivo je da veĺ tripeptid (peptid od tri aminokiseline) ï VYK ï

dovoljan za nastanak vlakana sliļnih strukturno i po organiziranosti kao kod amiloida. Najļeġĺe 

istraģivan peptid iz tablice 1 je amiloid-ɓ peptid fragmenata Aɓ-40 i Aɓ-42. Nekoliko studija 

opisano je u preglednim ļlancima Teplowa i Serpella.103,104 Hilbich105 i suradnici pokazali su 

da je podruļje LVFF vaģno za formiranje ɓ-nabranih ploļa. Krysman11 i suradnici pokazali su 

da pentapeptidni slijed KLVFF se moģe udruģivati u vlakna sliļna amiloidnima. Ļesto 

upotrebljavani fragment za ispitivanje amiloidne agregacije je heksapeptid Ac-Val-Gln-Ile-

Val-Tyr-Lys-NH2 (AcPHF6, slika 13) koji je pokazao brzo nastajanje amiloidnih fibrila u svega 

nekoliko sati.106  
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Slika 13. Struktura acetil-Ű deriviranog heksapeptida za ispitivanje amiloidne agregacije 

Ac-Val-Gln-Ile-Val-Tyr-Lys-NH2 (AcPHF6). 

 

Sve viġe se istraģuju i kraĺi peptidni lanci od dvije do ļetiri aminokiseline za ispitivanje 

stvaranja amiloidnih fibrila. Karakteristiļno ponaġanje sliļno ɓ-nabranim ploļama proizlazi iz 

aromatskih aminokiselina koje u peptidnim lancima pokazuju veliku sklonost 

samoudruģivanju. Kratki peptidi i njihovo samoudruģivanje u vlaknaste amiloidne strukture 

istraģuju se zadnjih 30-ak godina, a najkraĺa sekvenca do sad utvrĽena je dipeptid FF koji 

potkrjepljuje zakljuļak da aromatske aminokiseline imaju utjecaj u samoudruģivanju.107 
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Tablica 1. Pregled kratkih peptidnih fragmenata koji se samoorganiziraju u amiloidna vlakna.88 

 

 

 Uloga dipeptida Phe-Phe u samoudruģivanju kratkih peptida 

Upotreba peptida donosi mnoge prednosti ukljuļujuĺi jednostavnost sinteze te moguĺnost 

modifikacija peptidnog slijeda i njihove biokompatibilnosti i biomimetiļke prirode. 

Difenilalanin (L-Phe-L-Phe, FF) smatra se najmanjom i osnovnom graĽevnom jedinicom u 

procesu samoudruģivanja peptida ukljuļujuĺi i proces samoudruģivanja peptida Aɓ u amiloidna 

vlakna kod Alzheimerove bolesti. U razliļitim kontroliranim uvjetima samoudruģivanjem 

mogu se dobiti razliļite strukture poput nanocijevi, nanovlakana, nanovezikula i dr. (slika 14).12 

  

 

Slika 14. Tipovi nanostruktura Phe-Phe (FF) dipeptida nastalih samoudruģivanjem (ilustracija 

preuzeta i prilagoĽena prema literaturnom izvoru).107 
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Reches i Gazit108 su pokazali da se FF dipeptid kombinacijom vodikovih veza i aromatskih  

-́  ́ interakcija u vodi samoorganizira u nanocijevi duljine do 100 nm. Intermolekulske 

interakcije koje ukljuļuju aromatske prstene su kljuļni proces u kemijskim i bioloġkim 

prepoznavanjima.109 Vezanje vodikovim vezama u viġe smjerova omoguĺava formiranje 

nekovalentnih interakcija i stvaranje mreģe koja se dodatno stabilizira -́  ́ interakcijama, a 

veliku ulogu u samoorganiziranju imaju i hidrofobne interakcije, elektrostatske interakcije i 

van der Waalsove interakcije.109,110 Takve nekovalentne interakcije izmeĽu peptida meĽusobno 

te izmeĽu peptida i vode omoguĺuju formiranje stabilne nanovlaknaste strukture. Najviġe 

istraģivana skupina su nanovlakna zbog njihove biokompatibilnosti. Poveĺavanjem 

nanovlakana makroskopska vlakna se udruģuju i time se dobiva makroskopski hidrogel. FF 

makroskopski hidrogelovi imaju dobru elastiļnost, veliku moĺ imobilizacije lijekova u 

strukturu, odliļnu biokompatibilnost i karakteristike za injektiranje.18,111-113 Kao ġto je prije 

spomenuto, velika prednost peptida i malih molekula je modifikacija njihove strukture kako bi 

se dobile nove funkcije i primjena (slika 15). Tome pridonose hidrofilna i hidrofobna svojstva 

koja omoguĺuju vezanje s aktivnim molekulama. Neki FF bazirani supramolekulski hidrogelovi 

pokazuju odgovor na vaģne markere u specifiļnim bolestima pri ļemu se razgraĽuju kako bi 

otpustili lijekove.114,115
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Slika 15. Strategija razvoja hidrogelova temeljenih na FF i njihova biomedicinska primjena 

(kratice u shemi: BMP-2, koġtani morfogenetski protein-2; CUR, kurkumin; 

Dexp, deksametazon natrijev fosfat; DOX, doksorubicin; SAB, salvianolna kiselina B;  

SDF-1, faktor-1 izveden iz stromalnih stanica; Nap, 2-naftiloctena kiselina; 

Fmoc, 9-fluorenilmetiloksikarbonil; Gly, glicin; 

D(Thi), asparaginska kiselina funkcionalizirana tiazolidinonom; 

IEFD, izoleucin-glutaminska kiselina-fenilalanin-asparaginska kiselina; CRB, klorambucil; 

IDM, indometacin) (ilustracija preuzeta i prilagoĽena prema literaturnom izvoru).12 

 

Fluorenilmetoksikarbonil (Fmoc) zaġtiĺeni F derivati su skupina gelatora koji se spontano 

samoudruģuju u fibrile koji zatim stvaraju hidrogelove u vodi.116 Fmoc ima vaģnu ulogu u 

stvaranju gelova zbog aromatskih -́  ́interakcija izmeĽu susjednih fluorenil jezgara.117 Gazit i 

suradnici118 dokazali su da Fmoc-FF hidrogelovi nastaju pri fizioloġkom pH ġto im omoguĺuje 

primjenu u dostavi lijekova i tkivnom inģenjerstvu. Jayawarna i suradnici119,120 prikazali su in 

vitro trodimenzionalnu tkivnu kulturu u hidrogelovima Fmoc-FF i Fmoc-RGD 

(Fmoc-Arg-Gly-Asp). Sahu i suradnici121 ispitivali su gelatorska svojstva Fmoc-L-(Fmoc)-F 

hidrogelova koji su pokazali geliranje pri malim koncentracijama te su stabilni i reverzibilni.
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 Konfiguracije aminokiselina u gelovima 

Samoudruģujuĺi kratki peptidi su atraktivni minimalni sustavi koji oponaġaju sastavnice ģivih 

sustava i gradivnih biomaterijala. Kombinacija D- i L-aminokiselina u heterokiralne sekvence 

je svestrana strategija za izgradnju trajnih supramolekulskih arhitektura, posebice kada se 

njihovi homokiralni analozi ne samoudruģuju. Poznato je da D-aminokiseline imaju kljuļnu 

ulogu u kratkim bioaktivnim motivima, kao ġto je D-Phe u oponaġanju fibronektina za 

ukljuļivanje integrina i D-Ala u demorfinu za vezanje na opioidne receptore.122,123 D-

aminokiseline takoĽer privlaļe pozornost zbog svoje sve veĺe uloge u moģdanoj 

neurotransmisiji.124 Zbog toga se istraģuje koriġtenje D-aminokiselina u jednostavnim 

graĽevnim sustavima za supramolekulske biomaterijale. Kombiniranje L- i D-aminokiselina u 

kratkim peptidima moglo bi pruģiti jedinstveni pristup finom podeġavanju njihovog ģivotnog 

vijeka u bioloġkim okruģenjima (slika 16). U konaļnici, razumijevanje uļinka D-aminokiselina 

u samoorganiziranim kratkim peptidima moglo bi unaprijediti terapijska rjeġenja od 

amiloidoze125 pa sve do dijabetesa126. Garcia i suradnici124 su istraģili geliranje izmjeniļnih D- 

i L-aminokiselina u tripeptidu koji favorizira amfifilnu ɓ-konfiguraciju (u ɓ-ploļama je jedna 

strana hidrofilna, a druga hidrofobna). Peptid Phe-D-Ala-Phe koji je najmanje hidrofoban i 

steriļki ometan nije stvarao hidrogel. Vargiu i suradnici127 istraģivali su kratke peptide 

kombiniranih konfiguracija aminokiselina Phe-D-aminokiselina-Phe kod kojih potvrĽuju 

nastanak ɓ-nabrane ploļe. Pokazali su da brzo u vodi gelove stvara sekvenca D-Leu-Phe-Phe 

za razliku od D-Val-Phe-Phe. Znaļajan primjer prirodno koriġtene D-aminokiseline je 

D-Ala-D-Ala, koja je zavrġetak pentapeptidnog boļnog lanca peptidoglikana koji se nalazi u 

stijenkama stanica Gram pozitivnih bakterija te je meta za inhibiciju mikroba antibioticima 

poput vankomicina.128 Ļudesna upotreba D-aminokiselina u prirodi takoĽer potiļe istraģivanje 

D-aminokiselina za razliļite primjene. Unatoļ tome ġto je skupa sinteza D-proteina, D-peptid iz 

takvog procesa pretraģivanja, buduĺi da je otporan na proteolitiļku degradaciju, predstavlja 

napredak u manipuliranju D-aminokiselinom za razvoj biostabilnih inhibitora kao potencijalnih 

terapeutika.129 Nekoliko antibiotika takoĽer sadrģi D-aminokiselinu, poput 

penicilina G (ŭ-(L-Ŭ-aminoadipil)-L-Cys-D-Val), gramicidina, aktinomicina ili polimiksina. Ne 

ograniļavajuĺi se na prokariote, D-aminokiseline su takoĽer izolirane iz eukariotskog tkiva, 

ukljuļujuĺi dermofin iz ģaba, toksine otrova iz pauka ili kljunaġa ili neurohormone iz rakova.130 

Nedavno su ove D-aminokiseline otkrivene u raznim ljudskim tkivima, posebno prisutnost D-

aspartata. To je sluļaj za elastin131, ɓ-amiloid132, Ŭ-sinuklein133 ili AB -kristalin134. Zanimljivo 
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je da su ovi proteini ukljuļeni u nekoliko patologija: arteriosklerozu, Alzheimerovu i 

Parkinsonovu bolest, ġto pokazuje vaģnost kiralnosti u fizioloġkim procesima. Istraģivanje 

uloge aminokiselina in vivo (kao signalnih molekula u mozgu ili endokrinim ģlijezdama, ili u 

bolestima povezanim sa starenjem) trenutno je fascinantna tema.135 

 

Slika 16. A) Molekulske strukture L- i D-aminokiseline, B) primjeri kemijskih struktura peptida 

s L- i D-aminokiselinama koji formiraju hidrogel.135  

 

 Sustavi s peptidnim hidrogelovima za dostavu lijekova 

Supramolekulski hidrogelovi, koji ukljuļuju male peptidne gelatore, privlaļe veliku pozornost 

kao inovativni nosaļi lijekova za skladiġtenje i kontrolirano otpuġtanje lijekova. Hidrogelovi 

graĽeni od peptida, proteina, ugljikohidrata i oligonukleotida su biokompatibilne alternative 

polimernim hidrogelovima koji pokazuju citotoksiļnost prilikom razgradnje in vivo.136 Velika 

prednost kratkih peptidnih hidrogelova ukljuļuje jednostavnu sintezu, male troġkove, kontrolu 

molekulskih kompozicija, inherentnu biokompatibilnost i biorazgradivost. Prednost je veĺa kod 

kratkih peptida koji se sastoje od tri aminokiseline zbog jednostavne pripreme. Kao ġto je prije 

spomenuto, sve veĺu pozornost privlaļe peptidi graĽeni od L- i D-aminokiselina zbog specifiļne 

konfiguracije peptida, poveĺane stabilnosti i ponekad iznenaĽujuĺe bioaktivnosti. Kontrolirano 

otpuġtanje moģe se postiĺi smislenim dizajnom peptida koji stvara hidrogelove npr. ako je lijek 

u kontaktu s mreģom hidrogela, vezanjem lijeka nekovalentnim vezama koje se mogu 

hidrolizirati.137 Najnoviji pristup je sustav suudruģivanja (engl. co-assembly) u kojem se 
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samoudruģuju dvije ili viġe samoudruģujuĺih vrsta, kod kojega se u ureĽenoj strukturi moģe, 

ali ne mora naĺi komponenta koja se ne sklapa. U tom sluļaju otpuġtanje je sporije kako se 

nanostruktura razgraĽuje, no kako bi takav sustav postojao moraju se zadovoljiti fizikalno-

kemijski uvjeti.138 Dizajn takvog sustava joġ uvijek predstavlja velik izazov zbog nedovoljno 

objaġnjenog ponaġanja molekula gelatora u procesu samoudruģivanja te do koje mjere mogu 

pohraniti druge molekule (poput lijekova). Idealni hidrogelovi za in vivo dostavu lijekova bi 

trebali biti tiksotropni ġto bi omoguĺilo aplikaciju injektiranjem. TakoĽer bi trebali pokazati 

stabilnost kroz nekoliko dana u tjelesnim tekuĺinama i tkivima kako bi mogli postepeno 

otpuġtati lijek.139 Kurbasic i suradnici139 pokazali su da D-Leu-Phe-Phe ima dobar potencijal za 

sporo otpuġtanje lijekova poput naproksena i ketoprofena. Jagrosse i suradnici136 ispitivali su 

otpuġtanje biomolekula ribonukleaze A (RNaza A), serum goveĽeg albumina (BSA) i 

imunoglobulina klase G (IgG) iz modificiranog hidrogela fluorenilmetiloksikarbonil 

modificirannog fenilalanina (Fmoc-F5-F-DAP). Koutsopoulos i suradnici140 takoĽer istraģuju 

otpuġtanje biomolekula iz Ac-(RADA)4-NH2 hidrogela. Inkorporiranje lipidnih nosaļa poput 

liposoma u hidrogel omoguĺuje kontrolirano otpuġtanje lijeka ili antigena pri ļemu se poveĺava 

njihova bioraspoloģivost u takvim sustavima.21,25-29 Novije studije istiļu potencijal peptidnih 

nanomaterijala kao obeĺavajuĺih sustava za cjepiva, pripisujuĺi to njihovim snaģnim 

adjuvantskim, imunostimulacijskim aktivnostima i sposobnosti aktiviranja proizvodnje 

protutijela.30 Kemijska struktura igra veliku ulogu u imunostimulacijskoj aktivnosti peptidnih 

hidrogelova.30 Male promjene u kemijskoj strukturi i redoslijedu aminokiselina u peptidu mogu 

znaļajno utjecati na aktivnost hidrogel.141 Studije su pokazale da manje promjene u sekvencama 

aminokiselina, poput izmjene hidrofobnih skupina ili promjene naboja funkcijskih skupina, 

moģe znaļajno utjecati na imunostimulaciju.141 Supramolekulski gelovi poput D-tetrapeptida 

Nap-D-Gly-D-Phe-D-Phe-D-Tyr (Nap = 2-naftalen octena kiselina, Nap-GDFDFDY) su pokazali 

znaļajnu imunostimulacijsku aktivnost. U takvim sustavima zamjena ili promjena redoslijeda 

aminokiselina znaļajno umanjuje koliļinu nastalih protutijela u imuniziranim miġevima.141 

Peptidi koji sadrģe protonirane aminokiseline pokazuju jaļu imunostimulirajuĺu aktivnost od 

negativno nabijenih, deprotoniranih karboksilnih skupina.31,32 
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 Domaĺin-gost sustavi 

Supramolekulska kemija svoje zaļetke pripisuje istraģivanju domaĺin-gost sustava koje je 

uvelike zahvaĺalo istraģivanja krunskih etera. Krunski eteri imaju strukturu u koju se moģe 

smjestiti mala molekula ili ion ostvarujuĺi tako nekovalentne interakcije. Ponaġanje krunskih 

etera povezano je s principom vezanja metalnih iona u ġupljinu ionofora zaduģenih za transport 

u staniļnim membranama ili vezanja supstrata na aktivno mjesto u enzimima. Daljnja 

istraģivanja krunskih etera dovela su do sinteze novih spojeva ï kriptanda142, kukurbiturila143, 

kaliksarena144, ciklodekstrina145 i drugih. Svi navedeni spojevi imaju zajedniļko svojstvo da 

veģu neutralne molekule ili ione u svoju strukturu. Vjeġtim koriġtenjem znanja iz 

supramolekulske kemije i poznavanjem sustava moguĺe je u ġupljinama navedenih molekula, 

koja se takoĽer nazivaju i vezna mjesta, zarobiti specifiļno samo jednu vrstu molekule. 

Makrocikliļki spojevi s manjim utorom vezanja teģe stehiometrijskom omjeru 1:1, dok oni s 

veĺim utorima tvore komplekse viġih stehiometrija.35 Istraģivanja makrocikliļkih spojeva, 

posebice krunskih etera146-149, bila su poļetni interes istraģivanja na Institutu RuĽer Boġkoviĺ u 

sklopu Laboratorija za supramolekulsku kemiju koja su se proġirila i na druge sustave. 

 Ciklodekstrini  

Posljednjih godina supramolekulska kemija je postala veoma utjecajna u podruļju 

makrocikliļne kemije. Iako je slaba topljivost veliki problem velikom broju lijekova, vezanje u 

komplekse domaĺin-gost moģe omoguĺiti  bolju topljivost u vodi. Jedno od svojstva 

ciklodekstrina (CD) je njihova moguĺnost modifikacije fizikalno-kemijskih i bioloġkih 

karakteristika lijekova. Ciklodekstrini (alfa-ciklodekstrin (Ŭ-CD), beta-ciklodekstrin (ɓ-CD), 

gama-ciklodekstrin (ɔ-CD), hidroksipropil-beta-ciklodekstrin (HP-ɓ-CD) su se pokazali kao 

dobri domaĺini koji pospjeġuju topljivost lijekova slabo topivih u vodi stvarajuĺi inkluzijske 

komplekse (slika 17, tablica 2).33  
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Slika 17. Inkluzijski kompleks ciklodekstrina i aktivne molekule. 

 

Tablica 2. Topljivost (g/100 mL) prirodnih ciklodekstrina (Ŭ-CD, ɓ-CD, ɔ-CD, HP-ɓ-CD).150,151 

Otapalo Ŭ-CD ɓ-CD ɔ-CD HP-ɓ-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 / / 

Propilen-glikol 1 2 / / 

Dimetilsulfoksid 2 35 / 30 

Etilen-glikol 9 21 / / 

Dimetilformamid 54 32 / 30 

 

Najļeġĺi prirodni CD su Ŭ-ciklodekstrin (Ŭ-CD), ɓ-ciklodekstrin (ɓ-CD) i ɔ-ciklodekstrin  

(ɔ-CD) (slika 18a,b,d) koji se sastoje od ġest, sedam i osam D-glukoznih jedinica vezanih 

1,4-glikozidnim vezama i imaju jedinstvenu strukturu nalik na ġuplji krnji stoģac. Vanjski dio 

stoġca sadrģi hidrofilne skupine, dok je unutraġnji dio hidrofoban (slika 17). Takvo svojstvo 

omoguĺuje vezanje lipofilnih molekula u ġupljinu. Vezanje molekule, iona ili radikala kao gosta 

u ġupljinu provodi se intermolekulskim silama.33 Tijekom nastajanja kompleksa ne nastaju i ne 

prekidaju se kovalentne veze, a molekule lijeka unutar kompleksa su u ravnoteģi sa slobodnim 
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molekulama u otopini. Ukoliko je molekula lijeka kompatibilna s molekulom ciklodekstrina i 

manje polarna od vode, u veĺini sluļajeva nastaju kompleksi ciklodekstrina i lijeka u  

omjeru 1:1, no zabiljeģeno je i nastajanje kompleksa i u drugim omjerima  

(slika 19).152,153 

a)  b) c)  

d) e)  

Slika 18. Ciklodekstrini: a) Ŭ-ciklodekstrin b) ɓ-ciklodekstrin,  

c) (2-hidroksipropil)-ɓ-ciklodekstrin, d) ɔ-ciklodekstrin, e) Sugamadeks. 

 

 

Slika 19. Shematski prikaz formiranja inkluzijskog kompleksa molekule lijeka i ciklodekstrina 

u omjeru 1 : 1 (A) i omjeru 1 : 2 (B) (ilustracija preuzeta i prilagoĽena prema literaturnom 

izvoru).145 
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ɓ-CD je od prirodnih ciklodekstrina najjeftiniji i netoksiļan pa je time pogodan za oralnu 

primjenu. Osim prirodnih ciklodekstrina postoje i razni derivati. Derivati ciklodekstrina 

pokazali su bolju topljivost u kompleksima, ali su skuplji i djelomiļno toksiļni zbog ļega je 

njihova upotreba ograniļena. Hidroksialkilni derivati ɓ-CD poput 2-hidroksietil-ɓ-CD (2-HE-

ɓCD), 2-hidroksipropil-ɓ-ciklodekstrina (2-HP-ɓ-CD, slika 18c) i 3-hidroksipropil-ɓ-CD (3-

HP-ɓ-CD) su jedni od najļeġĺe upotrebljavanih derivata za kompleksiranje lijekova  

(slika 20).151  

 

Slika 20. Strukturni prikaz ɓ-ciklodekstrina (ɓ-CD) i 2-hidroksipropil-ɓ-ciklodekstrina (HP-ɓ-

CD) (ilustracija preuzeta i prilagoĽena prema literaturnom izvoru).154 

 

Derivat ɔ-CD Sugamadeks (engl. Sugammadex, SMX, slika 18e), poznat pod medicinskim 

nazivom Bridion, specifiļno je dizajniran za selektivno vezanje u inkluzijski kompleks s 

velikim afinitetom za neuromuskulatorne blokirajuĺe agense (NMBA) rokuronij i vekuronij 

(slika 21) u stehiometrijskom omjeru 1:1. Veliki afinitet SMX-a za vezanje NMBA omoguĺuje 

brzo smanjenje koncentracije slobodnih NMBA u plazmi. Smanjenje koncentracije NMBA u 

plazmi stvara koncentracijski gradijent izmeĽu NMBA u plazmi i ģivļano-miġiĺnoj spojnici, 

ġto potiļe prijelaz slobodnih NMBA iz sinapse u plazmu te time sprjeļava neuromuskulatornu 

blokadu. Veliki afinitet molekule domaĺina prema drugoj molekuli stvara moguĺnost 

kompetitivnog vezanja, odnosno primarnog vezanja nove molekule, a time bi se kod SMX 

mogla zamijeniti nova molekula s vezanim rokuronijem i vekuronijem.155 Farmakokinetika 

HP-ɓ-CD, SBE-ɓ-CD i SMX prouļavana je na ljudima pri parenteralnoj primjeni te se pokazalo 

kako se ciklodekstrini veĺinom (> 90 %) izluļuju nepromijenjeni u urinu glomerularnom 

filtracijom dok se ostatak uklanja putem metabolizma jetre i izluļivanja bilijara. Vrijeme 

poluraspada faze eliminacije u vrijednostima je izmeĽu 1,6 i 1,9 h.156 Farmakokinetiļka 



§ 2. Literaturni pregled 50 

 

ispitivanja pokazala su kako ĺe se preko 90 % parenteralno primijenjenog ciklodekstrina 

eliminirati iz tijela u roku od 6 sati, a preko 99,9 % u roku od 24 sata stoga kod osoba s 

normalnim radom bubrega neĺe doĺi do nakupljanja ciklodekstrina.157 Zbog vrlo niske 

bioraspoloģivosti, Ŭ-, ɓ- i ɔ-ciklodekstrin i njihovi hidrofilni derivati praktiļki su netoksiļni ako 

se daju oralno.145 Primjena ciklodekstrina za kompleksiranje lijekova u svrhu poboljġanja 

topljivosti istraģuje se svakodnevno. Osim toga, primjena lijekova u medicini koji mogu 

izazvati neģeljene nuspojave (muļnina, besvjestica, vrtoglavica) u prekomjernim dozama 

potaknula je znanstvena istraģivanja supramolekulskih sustava sposobnih za kompleksiranje 

lijekova ļime bi se poniġtili ġtetni efekti. Veliki broj lijekova su  male molekule koje se mogu 

vezati u ġupljine makrocikla ili domaĺina i time stvarati inkluzijske komplekse (slika 21).36  

 

Slika 21. Primjeri malih molekula koje se veģu u makrocikliļke spojeve (ilustracija preuzeta i 

prilagoĽena prema literaturnom izvoru).36 

 

Supramolekulski antidot se odnosi na makrocikle ili domaĺine koji mogu in vivo zarobiti 

toksiļnu molekulu i time poniġtiti njeno djelovanje. SMX je pokazao da efektivno veģe NMBA 

i time pospjeġuje oporavak nakon anestezije.36 Uspjeġna primjena SMX potaknula je 
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znanstvenike na razvoj novih supramolekulskih antidota i ispitivanje novih sustava za 

detoksifikaciju za potencijalnu kliniļku primjenu. 

 Inkluzijski kompleksi ciklodekstrina  s malim molekulama i 

biomolekulama 

 U ovoj disertaciji istraģit ĺe se ciklodekstrini kao antidot za brzo uklanjanje toksina 

aristolohijske kiseline. Skupina biljnih toksina aristolohijske kiseline (aristolohijska kiselina I, 

ARI) (slika 22c) su planarne aromatske molekule poznate po svojem kancerogenom, 

mutagenom i nefrotoksiļnom djelovanju i povezana je s Europskom Balkanskom regijom 

(posebice podruļjem Dunav-Crno more) koja je uzrokovala ozbiljnu endemsku nefropatiju.158 

Biljni pripravci koji sadrģe aristolohijsku kiselinu koriġteni su u porodniġtvu, terapiji artritisa, 

gihta, reumatizma, gnojnih rana i reģimu mrġavljenja159,160, a protuupalna svojstva takoĽer su 

prouļavana sve dok nije uoļeno da aristolohijska kiselina ima jako kancerogeno djelovanje i 

uzrokuje nefropatiju161, ġto je dovelo do prekida koriġtenja botaniļkih proizvoda koji sadrģe 

aristolohijsku kiselinu.159,162 Aristolohijska kiselina najļeġĺe dospije u ljudski organizam putem 

hrane i vode.163 Niska topljivost aristolohijske kiseline u vodi obiļno dovodi do posljediļnog 

hidrofobnog vezanja na serumski albumin u krvi, te se na taj naļin prenosi cijelim tijelom, 

snaģno potpomognut hidrofobnoġĺu aristolohijske kiseline i posljediļno sporom kinetikom 

izluļivanja iz organizma.164 Aristolohiļna kiselina sama po sebi ima nisku toksiļnost, no 

njezinom bioaktivacijom enzimima165 nastaju kovalentna oġteĺenja dvolanļane DNA, ġto 

predstavlja glavni mehanizam njezine toksiļnosti.166,167 Studije u jugoistoļnoj Europi, kao i u 

Americi i Kini, opisuju kroniļno trovanje aristolohijskom kiselinom kao snaģnom 

nefrotoksiļnom i kancerogenom tvari s iznimno kratkim razdobljem latencije, ne samo u 

ģivotinja, veĺ i u ljudi. Najveĺi izazov je, koliko je poznato, pronaĺi medicinski protokol za 

lijeļenje akutno otrovanih ljudi, koji do sad nije poznat. Poznato je da male molekule lijekova 

poput rokuronija i vekuronija vrlo uļinkovito veģe analog ɔ-ciklodekstrina: Sugamadeks (slika 

22b).155 Nadalje, kristalna struktura inkluzijskog kompleksa rokuronij/Sugamadeks pokazala je 

izvrsno uklapanje male molekule unutar proġirene strukture ciklodekstrina168, a strukturno 

preklapanje rokuronija s ARI (slika 22a) dokazuje njihovu strukturnu sliļnost. Naime, iako je 

ARI kondenzirana aromatska molekula, dok je rokuronij fleksibilnija policikliļko-alifatska 

molekula, obje zauzimaju sliļan van der Waalsov prostor i imaju sliļnu hidrofobnost ï oba 

svojstva bitna za formiranje inkluzijskog kompleksa ciklodekstrina. Nekoliko studija opisuju 

sustave u kojima je koriġtena interakcija Ŭ- ili ɓ-ciklodekstrina (CD) s ARI-jem, uglavnom u 
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procesu razvoja novih kromatografskih metoda detekcije.169,170 MeĽutim, nema znanstvenih 

radova koji detaljno opisuju stabilnost kompleksa ARI/CD ili prouļavaju utjecaj veliļine CD-

a Ŭ-, ɓ-, ɔ-ciklodekstrina (slika 22d) na ARI kompleksiranje. Koliko je poznato, nema izvjeġĺa 

o interakcijama Sugamadeks i ARI. 

              

 

a)      b) 

 

c)      d) 

 

Slika 22. (a) Strukturna sliļnost aristolohijske kiseline (ARI, crveno) i neuromuskulatorno 

blokirajuĺeg agensa (Rokuronija, crno), (b) Rokuronij u kompleksu s modificiranim ɔ-

ciklodekstrin - Sugammadex (SMX)171, (c) ARI i ARIfluo172 strukture, 

(d) Shematski prikaz Ŭ-, ɓ-, ɔ- veliļina ciklodekstrina. 
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Obzirom da nema poznatog naļina lijeļenja akutne toksiļnosti ARI u ovoj disertaciji istraģili 

smo model supramolekulskog sustava s ciklodekstrinima za vezanje, odnosno, brzu 

detoksifikaciju. Istraģivanje se temelji na ARI te fluorescentnom derivatu ARIfluo170 radi 

proġirenja metoda praĺenja vezanja gost molekule u ciklodekstrine. Kao ġto je prije spomenuto, 

ciklodekstrini se razlikuju po broju ġeĺera, a time i veliļini ï posebno vaģna veliļina vezne 

ġupljine, zbog ļega je naglasak na Ŭ-, ɓ-, ɔ- ciklodekstrinima, kao i modificiranom ɔ- 

ciklodekstrinu Sugammadexu (SMX) koji su komercijalno dostupni i ļesto koriġteni u 

ispitivanjima vezanja s ciklodekstrinima. Obzirom da je toksiļnost posljedica vezanja ARI na 

goveĽi serum albumina (engl. bovine serum albumin, BSA), te je tako distribuiran u organizmu 

velika paģnja usmjerena je na kompetitivno vezanje na biomolekule BSA i ds-DNA.165-167
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO  

 Uvod 

Tankoslojna kromatografija raĽena je na ploļicama silikagela Merck 60 F254, a vizualizacija je 

omoguĺena upotrebom UV lampe (254 nm) ili parama joda. Otapala su proļiġĺena metodama 

opisanim u literaturi te su pohranjena na molekulskim sitima. Toļke taliġta odreĽene su na 

Koflerovom mikroskopu i nisu korigirane. 1H NMR i 13C NMR spektri snimljeni su na Bruker 

AV600 (magnet 14 T) i AV300 (magnet 7 T) spektrometrima. Dvodimenzijski COSY (engl. 

Correlation Spectroscopy) te NOESY (engl. Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) spektri 

snimljeni su uz upotrebu standardnog programskog paketa Bruker. Kemijski pomaci (ŭ) 

izraģeni su u ppm u odnosu na DMSO-d6 ili na TMS kao unutraġnji standard, a konstante sprege 

(J) u hercima (Hz). Optiļka rotacija mjerena je na polarimetru AA-10 pri valnoj duljini od 

589,3 nm. Morfologija gelskih niti odreĽena je transmisijskim elektronskim mikroskopom 

(TEM, Zeiss EM 10A, napon ubrzanja 60 kV i HRTEM JEOL 2100, napon ubrzanja 200 kV) i 

mikroskopom atomskih sila (AFM, Bruker), a proba se sastojala od poluge sa ġiljkom (SiN3, SiO2, 

C-nanocijev). Uzorci gela za potrebe snimanja TEM mikroskopijom kontrastirani su s 2 % 

vodenom otopinom kalijeve soli fosfovolframske kiseline (H3PW12O40, pWk) ili su sijenļani 

paladijem odnosno platinom. Uzorci hidrogela obojanog fluorescentnim komponentama 

promatrani su i snimljeni pomoĺu konfokalnog mikroskopa Leica SP8 X FLIM (objektiv: NA 

1.4, uljna imerzija; 60x) pomoĺu fluorescencije i u reflektiranom svjetlu. U ovoj tehnici, uzorak 

se osvjetljava toļku po toļku, a emitirana ili reflektirana svjetlost se detektira i tvori sliku u 

memoriji digitalnog raļunala. Glavna prednost konfokalne fluorescencijske mikroskopije, u 

usporedbi s klasiļnom svjetlosnom mikroskopijom, je moguĺnost optiļkog seciranja, tj. 

dobivanja oġtre slike tankog sloja pri snimanju debelog uzorka. FTIR-ATR spektri mjereni su 

na INVENIO-S Bruker spectrometru s BioATR II jedinicom, opremljen s fotonaponskim 

LN-MCT detektorom. KBr razdjelnik snopa je postavljen na aparaturu na 1 mm, a detektor je 

radio sa brzinom skenera od 15 kHz za visoko osjetljiva mjerenja. ATR jedinica je proļiġĺena 

N2 plinom. BioATR II jedinica je cirkularna s promjerom od 2 mm, baziranom na dvojnoj 

kristalnoj tehnologiji (engl. dual crystal technology, DCT). Gornji ATR kristal je od silicija dok 

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

snimljeni su na spektrofotometru Varian Cary 100 Bio. Fluorescencijski spektri snimljeni su na 
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spektrofotometrima Varian Cary Eclipse i Agilent Technologies CaryEclipse Fluorescence. 

Spektri cirkularnog dikroizma (CD) snimljeni su pomoĺu spektrometra JASCO J815 pri 25 °C 

koristeĺi kvarcne kivete (l = 1 cm). Titracijski podaci su obraĽeni u Origin 7.0 programu, 

korigirani na razrjeĽenje. Konstanta stabilnosti odreĽena je iz spektrofotometrijskih podataka 

pomoĺu programa HYPERQUAD.173 Izotermalna titracijska kalorimetrijska (ITC) snimanja 

provedena su na MicroCalÊ VP-ITC (MicroCal, Inc., Northampton, MA, USA).  

Koriġteni spojevi za pripravu liposoma, karakterizaciju te ispitivanja s miġevima s 

nanokompozitima gela i liposoma su: Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 gelator (Ac-FFA-NH2), 

Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-OH (Ac-FFA-OH) te Ac-L-Phe-L-Phe-ɓ-Ala-OMe (Ac-FFɓA-OMe), 

koji su prethodno sintetizirani u Laboratoriju za supramolekulsku kemiju prema opisanom 

postupku sinteze.174,175 Kolesterol (iz svinjske jetre, Sigma (SAD)), L-Ŭ-fosfatidilkolin, tip  

XI-E (iz ģumanjka jajeta), dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC, Avanti Polar Lipids, USA), 

dimiristoilfosfatidilkolin (DMPC, Avanti Polar Lipids, SAD), goveĽi serum albumina (engl. 

bovine serum albumin, BSA, Sigma Aldrich (Njemaļka)), Ovalbumin (OVA, Serva 

(Germany)), Tween 20, miġje monoklonsko anti-OVA protutijelo (klon OVA-14 miġji  IgG1 

izotip) i o-fenilendiamin dihidroklorid (Sigma (SAD)). Kozja protutijela klase IgG konjugirana 

s peroksidazom iz hrena specifiļna za cijelu molekulu miġjeg IgG (HRP-anti-miġji IgG) (Bio-

Rad Laboratorij (SAD)), Biotin-konjugirani ġtakorska anti-miġja IgG1 i anti-miġja IgG2a 

monoklonska protutijela i streptavidin-peroksidaza (PharMingen, Bekton Dikinson (SAD)). 

Ostale kemikalije su nabavljene od Kemike (Hrvatska). Kemikalije koriġtene za praĺenje 

otpuġtanja biomolekula iz hidrogela su: doksorubicin (DOX), Myocet (liposomska formulacija 

DOX), PLGA-Dox (DOX inkapsuliran u nanoļestice polilaktilglikolne kiseline). 

Koriġtene kemikalije za vezanje malih molekula i biomolekula u ciklodekstrine su: 

8-metoksi-6-nitronafto-[2,1-g][1,3]benzodioksol-5-karboksilna kiselina (Aristolohijska 

kiselina I (ARI, M.W. = 341,27, ļistoĺa Ó 90 %, Sigma-Aldrich)), dimetil sulfoksid (DMSO, 

p.a.), goveĽi serum albumina (engl. bovine serum albumin, BSA, (M.W. = 66,5 kDa, ļistoĺa Ó 

96 %)), DNA iz teleĺeg timusa (engl. calf thymus-DNA, ct-DNA) i puferi su od Sigma-Aldrich. 

Ciklodekstrini (CD) su: Ŭ-CD (M.W. = 972,90, ļistoĺa Ó 98 %; Sigma- Aldrich), ɓ-CD (M.W. 

= 1134,37, ļistoĺa Ó 97 %; Thermo Fischer), ɔ-CD (M.W. = 1297,12, ļistoĺa Ó 98 %; Sigma-

Aldrich) i Sugamadeks (engl. Sugammadex, (SMX) (Bridion®, CYC-Br; c = 0,077 mol dm-3, 

Merck Sharp & Dohme Limited). Vekuronij (engl. Vecuronium, (M.W. = 637,73, ļistoĺa 
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Ó 99 %, Selleck Chemicals)). Deionizirana voda dobivena je Millipore Milli-Q Gradient A10 

proļiġĺivaļem vode (Merck Millipore). Ostale kemikalije su nabavljene od Kemike.  
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 Sinteza tripeptidnih derivata 

 Priprava derivata s aminokiselinskom sekvencom L-Phe-L-Phe-L-Ala 

 (tert-butoksikarbonil)-L-fenilalanin); Boc-L-Phe-OH (1) 

N
H

O

OH
O

O

 

L-fenilalanin (1,006 g, 6,09 mmol) otopljen je u smjesi t-BuOH (4,6 mL) i 1 M NaOH (6,7 mL), 

ohlaĽen na 0 oC te se dokapava di-tert-butil bikarbonat (1,37 g, 6,09 mmol, 97 %). Reakcija se 

mijeġa 15 min na 0 ÁC nakon ļega se nastavi mijeġati na sobnoj temperaturi 16 h. Otapalo se 

djelomiļno upari na rotacionom uparivaļu nakon ļega se vodeni ostatak ispire etil-acetatom 

(20 mL). Vodena otopina se zakiseli do pH 1 zasiĺenom otopinom KHSO4 te se ekstrahira 

etil-acetatom (3 x 40 mL). Spojeni organski slojevi se isperu s vodom (25 mL) te suġe Na2SO4. 

Otapalo se upari te se dobije ģeljeni produkt Boc-L-Phe-OH (1) kao bijeli prah (1,17 g, 72 %): 

Rf = 0,85 (CH2Cl2/CH3OH 3:1); 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 12,58 (brs, 1H, 

COOH), 7,30ï7,22 (m, 4H, Ph), 7,20 (t, J = 7,1 Hz, 1H, Ph), 7,08 (d, J = 8,4 Hz, 1H, NH), 

4,12ï4,06 (m, 1H, CH), 3,01 (dd, J = 13,8, 4,5 Hz, 1H, Ha-CH2), 2,82 (dd, J = 13,7, 10,4 Hz, 

1H, Hb-CH2), 1,31 (s, 9H, Me3C-O-). Podaci karakterizacije odgovaraju literaturnom.176  

 

 L-alanin metilester hidroklorid; L-Ala-OMe × HCl (2) 

-Cl+H3N
O

O

 

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

ohladi na 0 °C. U hladnu otopinu dokapava se tionil klorid (3 mL, 40,8 mmol). Reakcija se 

mijeġa na refluksu 4 h nakon ļega se nastavi mijeġati preko noĺi na sobnoj temperaturi. Reakcija 

se zatim zagrije na 40 ÁC te se mijeġa 1 h. Nakon hlaĽenja na sobnu temperaturu otapalo se 

upari na rotacionom uparivaļu te se doda 10 mL MeOH. Postupnim dodavanjem bezvodnog 

etera iz smjese iskristalizira hidroklorid kao fini kristalni prah. Otapalo se odsiġe B¿chner 

lijevkom, a talog se ispere s bezvodnim eterom i suġi u eksikatoru. Produkt L-Ala-OMe × HCl 

(2) (1,61 g, 77 %) je bijeli prah; 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm 8,67 (s, 3H, NH3
+), 
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4,11ï3,99 (m, 1H, C*HAla), 3,74 (s, 1H, OCH3), 1,43 (d, J = 7,2 Hz, 3H, CH3Ala). Podaci 

karakterizacije odgovaraju literaturnom.177 

 

 Metil(tert-butoksikarbonil)-L-fenilalanil -L-alaninat; Boc-L-Phe-L-Ala-OMe (3) 

O
H
N

N
H

O

O

O

O

 

Spojevi 1 (2,65 g, 10 mmol) i 2 (1,39 g, 10 mmol) otope se u suhom CH2Cl2  (20 mL) i doda se 

DIPEA (1,74 ml, 10 mmol). Reakcijska smjesa se ohladi na 0 ÁC nakon ļega se doda DCC 

(2,06 g, 10 mmol) i katalitiļka koliļina DMAP (1ï2% koliļine reaktanata). Reakcija se mijeġa 

na 0 ÁC 30 min nakon ļega se nastavi mijeġati na sobnoj tempraturi preko noĺi. Reakcija se 

zatim profiltira nekoliko puta B¿chner lijevkom pri ļemu se dobije proziran filtrat ģuĺkaste 

boje. Filtrat se ispire vodom, 10 % NaHCO3, 10 % KHSO4, vodom te suġi Na2SO4. Otapalo se 

upari na rotacionom uparivaļu te se produkt iskristalizira dodatkom petroletera. Dobiven je 

produkt Boc-L-Phe-L-Ala-OMe (3) kao bijeli prah (2,69 g, 77 %): Rf = 0,6 (Petroleter/EtOAc 

7:4); 1H NMR (300 MHz, CDCl3) ŭ/ppm: 7,35 ï 7,17 (m, 5H, Ph), 6,40 (d, J = 6,8 Hz, 1H, 

NHC*H), 4,98 (bs, 1H, NHC*H), 4,59 ï 4,47 (m, 1H, C*HPhe), 4,36 (d, J = 2,8 Hz, 1H, C*HAla), 

3,71 (s, 1H, OCH3), 3,15ï3,00 (m, 2H, CH2Phe), 1,41 (s, 9H, Me3C-O-), 1,35 (d, J = 7,1 Hz, 3H, 

CH3Ala). Podaci karakterizacije odgovaraju literaturnom.22 

 

 N-(trifluoroacetil)-L-fenilalanin-L-alaninat; NH3
+TFA--L-Phe-L-Ala-OMe (4) 

-TFA+H3N
N
H

O

O

O

 

Spoj 3 (1,716 g, 4,89 mmol) otopi se u suhom CH2Cl2 pri 0 °C i doda se 5 mL TFA. Reakcijska 

smjesa se mijeġa preko noĺi na sobnoj temperaturi. Otapalo se upari na rotacionom uparivaļu 

nakon ļega se doda toluen kako bi se uklonio viġak TFA. Uparavanjem toluena dobije se uljasti 

produkt NH3
+TFA--L-Phe-L-Ala-OMe (4) (1,6 g, 90 %): Rf = 0,5 (CH2Cl2/CH3OH 10:1); 1H 

NMR (300 MHz, CDCl3) ŭ/ppm: 7,71 (d, J = 6,9 Hz, 1H, NH*CH), 7,31 ï 7,11 (m, 5H, Ph), 

4,53 (p, J = 7,3 Hz, 1H, C*HAla), 3,70 (s, 1H, OCH3), 3,57 (dd, J = 9,3, 4,0 Hz, 1H, C*HPhe), 
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3,18 (dd, J = 13,7, 3,9 Hz, 1H, Ha-CH2Phe), 2,65 (dd, J = 13,7, 9,3 Hz, 1H, Hb-CH2Phe), 1,32 

(d, J = 7,2 Hz, 3H, CH3Ala).  

 

 N-acetil-L-fenilalanin; Ac-L-PheOH (5) 

H
N

OH

O

O

 

L-PheOH (1,65 g, 10 mmol) otopi se u 35 mL 5 % NaHCO3, ohladi na 0 °C te se dokapava  

1.2 eq (1,13 mL, 12 mmol) anhidrida octene kiseline. Reakcija se prati jod/ninhidrinom na TLC-

u. Reakcijska smjesa se mijeġa na sobnoj temperaturi 2ï4 h. Vodena otopina se zatim zakiseli 

do pH 2ï3 s otopinom 1M HCl. Tako se ostavi na 4 ÁC preko noĺi da istaloģi produkt. Formirani 

bijeli talog se profiltrira i ispere s vodom te se dobije bijeli praġkasti produkt 5 (1,20 g, 60 %): 

Rf = 0,5 (CH2Cl2/CH3OH 10:1); 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 12,66 (s, 1H, OH), 

8,17 (d, J = 8,1 Hz, 1H, NHC*H), 7,31 ï 7,19 (m, 5H, Ph), 4,42 ï 4,37 (m, 1H, C*H), 3,03 (dd, 

J = 13,8, 4,9 Hz, 1H, Ha-CH2Phe), 2,83 (dd, J = 13,8, 9,6 Hz, 1H, Hb-CH2Phe), 1,77 (s, 3H, C=O-

CH3). Podaci karakterizacije odgovaraju literaturnom.178 

 

 N-acetil-L-fenialanin-L-fenilalanin-L-alaninat; Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-OMe (6) 

H
N

N
H

O

O

O

N
H

O

O

 

Spojevi 4 (0,95 g, 2,73 mmol) i 5 (0,57 g, 2,73 mmol) se otope u suhom CH2Cl2 (20 mL). 

Reakcijska smjesa se ohladi na 0°C te se doda 1.2 eq EDC (0,63 g, 3,28 mmol), 0,1 eq HOBt 

(0,04 g, 0,273 mmol) i DIPEA (0,523 mL, 3,0 mmol). Reakcija se mijeġa na sobnoj temperaturi 

preko noĺi. Reakcijska smjesa se ispire s vodom, 10 % NaHCO3, 10 % KHSO4, vodom te suġi 

Na2SO4. Otapalo se upari na rotacionom uparivaļu te se dobije produkt 6 kao bijeli prah (0,703 

g, 59 %): Rf = 0,6 (CH2Cl2/CH3OH 20:1), t.t. = 214-216 °C; 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 

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

7,13 (m, 10H, Ph), 4,59 ï 4,39 (m, 2H, C*HPhe), 4,36 ï 4,24 (m, 1H, C*HAla), 3,62 (s, 3H, 

OCH3), 2,99 (dd, J = 13,9, 4,3 Hz, 2H, CH2Phe), 2,73 (dd, J =13,9, 9,7 Hz, 2H, CH2Phe), 1,72 (s, 

3H, CH3-C=O), 1,30 (d, J = 7,3 Hz, 3H, CH3Ala). 
13C NMR (DMSO-d6): 172,8 (C=O), 171,1 
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(C=O), 170,8 (C=O), 169,1 (C=O), 137,9 (CPhe), 137,6 (CPhe), 129,2 (CHPhe), 129,0 (CHPhe), 

127,9 (CHPhe), 127,9 (CHPhe), 126,2 (CHPhe), 126,1 (CHPhe), 53,8 (C*HPhe) , 53,4 (C*HPhe), 51,8 

(OCH3), 47,6 (C*HAla), 37,4, 37,3 (2 x CH2Ph), 22,4 (CH3-C=O), 16,9 (CH3Ala); FTIR-ATR 

/cm-1: 3278 (NH), 1740 (COOMe), 1638(amid I), 1537 (amid II  Ŭ  = +29Á (ɔ = 0,01 g mL-1, 

MeOH); Elementna analiza za C24H29N3O5 (Mr = 439,50) izraļunato (%): C 65,59, H 6,65, N 9,56, 

O 18,20, pronaĽeno: C 65,58, H 6,48, N 9,0, O 18,30. Podaci karakterizacije odgovaraju 

literaturnom.22 

 

 N-acetil-L-fenialanin-L-fenilalanin-L-alanin amid; Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 (7) 

H
N

N
H

O

NH2

O

N
H

O

O

 

Spoj 6 (0,703 g, 1,598 mmol) se otopi u amonijaku u metanolu (70 mL) te se mijeġa pri 8 ÁC 

dok ne istaloģi produkt. Talog se profiltrira i ispere s metanolom pri ļemu se dobije bijeli 

praġkasti produkt 7 (0,650 g, 96 %): Rf = 0,5 (CH2Cl2/CH3OH 10:1), t.t. = 243ï245 °C; 1H 

NMR (300 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 8,18 (d, J = 7,9 Hz, 1H, NHC*H), 8,10 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 

NHC*H), 8,04 (d, J = 7,6 Hz, 1H, NHC*H), 7,38 ï 7,19 (m, 11H, 2 x Ph + NH(NH2)), 7,09 (s, 

1H, NH(NH2)), 4,62 ï 4,46 (m, 2H, 2 x C*HPhe), 4,26 (p, J = 6,8 Hz, 1H, C*HAla), 3,13 (dd, J = 

13,9, 4,5 Hz, 1H, Ha-CH2Phe), 3,00 (dd, J = 14,0, 4,1 Hz, 1H, Hb-CH2Phe), 2,89 (dd, J = 13,7, 

9,4 Hz, 1H, Ha-CH2Phe), 2,73 (dd, J = 13,9, 10,0 Hz, 1H, Hb-CH2Phe), 1,79 (s, 3H, CH3-C=O), 

1,28 (d, J = 7,1 Hz, 3H, CH3Ala). 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 173,9 (C=O), 171,3 

(C=O), 170,3 (C=O), 169,1 (C=O), 137,9 (CPhe), 137,7 (CPhe), 129,2 (CHPhe), 129,0 (CHPhe), 

128,0 (CHPhe), 127,9 (CHPhe), 126,2 (CHPhe), 126,1 (CHPhe), 53,8 (C*HPhe), 53,8 (C*HPhe), 48,0 

(C*HAla), 37,2 (CH2Phe) , 37,2 (CH2Phe), 22,4 (CH3-C=O), 18,3 (CH3Ala); FTIR-ATR /cm-1 : 

3277 (NH), 1679 (CONH2), 1626 (amid I), 1544 (amid II); Ŭ  = -18Á (ɔ = 0,01 g mL-1, 

MeOH); Elementna analiza za C23H28N4O4 (Mr = 424,49) izraļunato (%): C 65,08, H 6,65, N 

13,20, O 15,08, pronaĽeno: C 65,09, H 6,48, N 13,0, O 15,12. Podaci karakterizacije odgovaraju 

literaturnom.22
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 N-acetil-L-fenialanin-L-fenilalanin-L-alanin; Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-OH (8) 

 

Spoj 6 (0,2 g, 0,46 mmol) se otopi u 2 mL metanola te se doda 0.8 mL 1M NaOH. Reakcija se 

mijeġa 24 h na sobnoj temperaturi. Metanol se upari te se vodena otopina zakiseli s 1M HCl sve 

do pH 2 kad se javlja taloģenje produkta. Talog se profiltrira i ispere s vodom pri ļemu se dobije 

bijeli praġkasti produkt 8 (0,18 g, 96 %): Rf = 0,2 (CH2Cl2/CH3OH 10:1), t.t. = 205ï208 °C ; 

1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 8,25 (d, J = 7,2 Hz, 1H, NHC*H), 8,03 (dd, J = 17,9, 

8,4 Hz, 2H, 2 x NHC*H), 7,27 ï 7,15 (m, 10H, Ph), 4,56 ï 4,53 (m, 1H, C*HPhe), 4,46 ï 4,42 

(m, 1H, C*HPhe), 4,21 (p, J = 7,3 Hz, 1H, C*HAla), 3,06 (dd, J = 14,0, 4,3 Hz, 1H, CH2Phe), 2,92 

(dd, J = 13,9, 4,3 Hz, 1H, CH2Phe), 2,81 (dd, J = 14,0, 9,5 Hz, 1H, CH2Phe), 2,65 (dd, J = 13,9, 

10,1 Hz, 1H, CH2Phe), 1,71 (s, 3H, CH3-C=O), 1,29 (d, J = 7,3 Hz, 3H, CH3). 
13C NMR (151 

MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 173,9 (C=O), 171,2 (C=O), 170,6 (C=O), 169,0 (C=O), 137,9 (CPhe), 

137,6 (CPhe), 129,3 (CHPhe), 129,0 (CHPhe), 127,9 (CHPhe), 127,9 (CHPhe), 126,2 (CHPhe), 126,1 

(CHPhe), 53,8 (C*HPhe), 53,5 (C*HPhe), 47,6 (C*HAla), 37,4 (CH2Phe) , 37,3 (CH2Phe), 22,4 (CH3-

C=O), 17,2 (CH3Ala); FTIR-ATR /cm-1 : 3265 (NH), 3064 (COOH), 1738 (C=O), 1642 (amid 

I), 1540 (amid II); ‌  = -0,19Á (ɔ = 0,004 g mL-1, MeOH); Elementna analiza za C23H27N3O5 

(Mr = 425,48) izraļunato (%): C 64,93, H 6,40, N 9,88, O 18,80, pronaĽeno: C 64,30, H 6,40, N 

9,87, O 18,90. HRMS: m/z [M+H]+ za C23H27N3O5, izraļunato: 426,2023, pronaĽeno: 426.2023.
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 (((9H-fluoren-9-il)metoksi)karbonil)-L-fenilalanil -L-fenilalanil -L-alaninat; Fmoc-

L-Phe-L-Phe-L-Ala-OMe (9) 

 

Fmoc-L-Phe-OH (1,62 g, 4,17 mmol) otopi se u 30 mL suhog CH2Cl2. Reakcijska smjesa ohladi 

se na 0°C te se doda 1.2 eq EDC (0,88 g, 4,59 mmol), 0,1 eq HOBt (0,05 g, 0,417 mmol). 

Reakcijskoj smjesi se kapaljkom doda spoj 4 (1,52 g, 4,17 mmol) prethodno otopljen u 10 mL 

suhog CH2Cl2 i DIPEA (0,8 mL, 4,587 mmol). Reakcija se mijeġa na sobnoj tempraturi preko 

noĺi pri ļemu nastaje talog. Talog se profiltrira B¿chnerovim lijevkom, a filtrat se ispire s 

vodom, 10 % KHSO4, vodom te suġi Na2SO4. Smjesa se proļisti kolonskom kromatografijom 

(CH2Cl2/CH3OH 10:1) ļime se dobije ļisti bijeli praġkasti produkt 9 (0,7 g, 27 %): Rf = 0,9 

(CH2Cl2/CH3OH 10:1), t.t. = 193ï195 °C; 
1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 8,47 (d, J = 

7,0 Hz, 1H, NHC*H), 8,10 (d, J = 8,3 Hz, 1H, NHC*H), 7,87, (d, J = 7,5 Hz, 2H, CHFmoc), 7,61 

(dd, J = 12,7, 7,5 Hz, 2H, CHFmoc), 7,52 (d, J = 8,8 Hz, 1H, NHC*H), 7,43ï7,38 (m, 2H, 

CHFmoc), 7,32 ï 7,14 (m, 12H, Ph + 2 x CHFmoc), 4,66ï4,56 (m, 1H, C*HPhe), 4,30 (p, J = 7,2 

Hz, 1H, C*HAla), 4,36ï4,09 (m, 4H, C*HPhe + CH2+CH), 3,62 (s, 3H, OCH3), 3,05 (dd, J = 

13,9, 4,8 Hz, 1H, CH2Phe), 2,91 (dd, J = 13,8, 3,9 Hz, 1H, CH2Phe), 2,82 (dd, J = 14,0, 9,2 Hz, 

1H, CH2Phe), 2,48 (dd, J = 13,7, 10,8 Hz, 1H, CH2Phe), 1,22 (d, J = 7,3 Hz, 3H, CH3). 
13C NMR 

(151 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 172,8 (C=O), 171,3 (C=O), 170,8 (C=O), 155,6 (C=O), 143,7 

(CFmoc), 143,6 (CFmoc), 140,6 (CFmoc), 140,6 (CFmoc), 138,0 (CPhe), 137,5 (CPhe), 129,2 (CHPhe), 

129,1 (CHPhe), 128,9 (CHPhe), 127,9 (CHPhe), 127,6 (CHFmoc), 127,0 (CHFmoc), 126,2 (CHPhe), 

126,1 (CHPhe), 125,3 (CHFmoc), 125,2 (CHFmoc), 120,0 (CHFmoc), 65,6 (CH2), 56,1 (C*HPhe), 53,4 

(C*HPhe), 51,8 (OCH3), 47,6 (C*HAla), 46,5 (CH), 37,6 (CH2Phe), 37,4 (CH2Phe), 16,8 (CH3Ala); 

FTIR-ATR /cm-1: 3305 (NH), 1744 (COOMe), 1641 (amid I), 1536 (amid II); ‌  = +24Á   

(ɔ = 0,003 g mL-1, EtOAc); Elementna analiza za C37H37N3O6 (Mr = 619,71) izraļunato (%): C 

71,71, H 6,02, N 6,78, O 15,49, pronaĽeno: C 71,68, H 6,02, N 6,70, O 15,51; HRMS: m/z [M+H]+ 

za C37H37N3O6, izraļunato: 619,7180 pronaĽeno: 619,2682.
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 Priprava derivata s aminokiselinskom sekvencom L-Phe-D-Phe-L-Ala 

 Metil(tert-butoksikarbonil)-D-fenilalanil -L-alaninat; Boc-D-Phe-L-Ala-OMe (10) 

O
H
N

N
H

O

O

O

O

 

Boc-D-PheOH (0,6 g, 2,3 mmol) otopljen je u 5 mL suhog CH2Cl2 te je dodan spoj 2 (0,317 g, 

2,3 mmol) i DIPEA (0,46 ml, 2,3 mmol). Reakcijska smjesa se ohladi na 0 ÁC nakon ļega se 

doda DCC (0,47 g, 2,3 mmol) i katalitiļka koliļina DMAP (1ï2 % koliļine reaktanata). 

Reakcija se mijeġa na 0 ÁC 30 min nakon ļega se nastavi mijeġati na sobnoj tempraturi preko 

noĺi. Reakcija se zatim profiltira nekoliko puta B¿chnerovim lijevkom pri ļemu se dobije 

proziran filtrat ģuĺkaste boje. Filtrat se ispire vodom, 10 % NaHCO3, 10 % KHSO4, vodom te 

suġi Na2SO4. Otapalo se upari na rotacionom uparivaļu te se produkt iskristalizira dodatkom 

petroletera. Dobiven je produkt Boc-D-Phe-L-Ala-OMe (10) kao bijeli prah (0,518 g, 64 %):  

Rf = 0,6 (Petroleter/EtOAc 7:4); 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 8,30 (d, J = 7,2 Hz, 

1H, NHC*H),  7,25 ï 7,17 (m, 5H, Ph), 6,84 (d, J = 8,8 Hz, 1H, NHC*H), 4,32 ï 4,16 (m, 2H, 

C*HPhe and C*HAla), 3,63 (s, 3H, OCH3), 2,95 ï 2,70 (m, 2H, CH2Phe), 1,30ï1,22 (m, J = 7,2 

Hz, 12H, Me3C-C=O + CH3Ala). 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 172,8 (C=O), 171,3 

(C=O), 155,0 (O-C=O), 137,9 (CHPhe), 129,2 (CHPhe), 127,9 (CHPhe), 126,1 (CHPhe), 77,9 

(C(CH3)3), 55,3 (C*HPhe), 51,8 (OCH3), 47,5 (C*HAla), 37,8 (CH2Phe), 28,1 (s, 9H, Me3C-O-), 

17,1 (CH3Ala). 

 

 N-(trifluoroacetil)-D-fenilalanin-L-alaninat; NH3
+TFA--D-Phe-L-Ala-OMe (11) 

-TFA+H3N
N
H

O

O

O

 

Spoj 10 (0,47 g, 1,33 mmol) otopi se u suhom CH2Cl2 pri 0°C i doda se 1 mL TFA. Reakcijska 

smjesa se mijeġa preko noĺi na sobnoj temperaturi. Otapalo se upari na rotacionom uparivaļu 

nakon ļega se doda toluen kako bi se uklonio viġak TFA. Uparavanjem toluena dobije se uljasti 

produkt NH3
+TFA--D-Phe-L-Ala-OMe (11) (0,485 g, 100 %): Rf = 0,4 (CH2Cl2/CH3OH 10:1); 
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1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 8,82 (d, J = 7,4 Hz, 1H, NHC*H), 8,25 (s, 3H, NH3
+), 

7,36ï7,16 (m, 5H, Ph), 4,32 (p, J = 7,2 Hz, 1H, C*HPhe), 4,06 (d, J = 4,9 Hz, 1H, C*HAla), 3,04 

(d, J = 7,1 Hz, 2H, CH2Phe), 1,14 (d, J = 7,2 Hz, 3H, CH3Ala). 

 

 N-acetil-L-fenialanin-D-fenilalanin-L-alaninat; Ac-L-Phe-D-Phe-L-Ala-OMe (12) 

H
N

N
H

O

O

O

N
H

O

O

 

Spoj 4 (0,28 g, 1,33 mmol) i 11 (0,49 g, 1,33 mmol) se otope u suhom CH2Cl2 (20 mL). 

Reakcijska smjesa se ohladi na 0°C te se doda 1.2 eq EDC (0,3 g , 1,6 mmol), 0,1 eq HOBt 

(0,01 g, 0,133 mmol) i DIPEA (0,26 mL, 1,46 mmol). Reakcija se mijeġa na sobnoj tempraturi 

preko noĺi. Reakcijska smjesa se ispire s vodom, 10 % NaHCO3, 10 % KHSO4, vodom te suġi 

Na2SO4. Otapalo se upari na rotacionom uparivaļu te se dobije produkt 12 kao svijetlo ģuta 

krutina (0,45 g, 76 %): Rf = 0,7 (CH2Cl2/CH3OH 10:1), t.t. = 211ï214°C; 1H NMR (300 MHz, 

DMSO-d6) ŭ/ppm: 8,45 (d, J =8,7 Hz, 1H, NHC*H), 8,38 (d, J =7,2 Hz, 1H, NHC*H), 8,04 

(d, J = 8,1 Hz, 1H, NHC*H), 7,24 ï 7,10 (m, 10H, Ph), 4,59 ï 4,49 (m, 1H, C*HPhe), 4,48 ï 

4,46  (m, 1H, C*HPhe), 4,31 (p, J = 7,3 Hz, 1H, C*HAla), 3,64 (s, 3H, OCH3), 3,01 (dd, J = 13,6, 

4,5 Hz, 1H, CH2Phe), 2,70 (dd, J = 13,6, 10,1 Hz, 1H, CH2Phe), 2,60 (dd, J = 13,7, 4,2 Hz, 1H, 

CH2Phe), 2,58 (dd, J = 13,7, 10,0 Hz, 1H, CH2Phe), 1,73 (s, 3H, CH3-C=O), 1,26 (d, J = 7,2 Hz, 

3H, CH3). 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 172,8 (C=O), 171,2 (C=O), 170,7 (C=O), 

169,2 (C=O), 137,9 (CPhe), 137,7 (CPhe), 129,3 (CHPhe), 129,1 (CHPhe), 127,9 (CHPhe), 127,9 

(CHPhe), 126,3 (CHPhe), 126,1 (CHPhe), 54,1 (C*HPhe), 53,5 (C*HPhe), 51,9 (OCH3), 47,5 

(C*HAla), 37,9 (CH2Phe), 37,4 (CH2Phe), 22,3 (O=CH3), 17,1 (CH3Ala); FTIR-ATR /cm-1: 3279 

(NH), 1743 (COOMe), 1634 (amid I), 1538 (amid II); Ŭ  = 18Á  (ɔ = 0,005 g mL-1, MeOH); 

Elementna analiza za C24H29N3O5 (Mr = 439,50) izraļunato (%): C 65,59, H 6,65, N 9,56, O 18,20, 

pronaĽeno: C 65,50, H 6,65, N 9,57, O 18,30; HRMS: m/z [M+H]+ za, C24H29N3O5, izraļunato: 

439,5120, pronaĽeno: 439,2170.
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 N-acetil-L-fenialanin-D-fenilalanin-L-alanin amid; Ac-L-Phe-D-Phe-L-Ala-NH2 

(13) 

H
N

N
H

O

NH2

O

N
H

O

O

 

Spoj 12 (0,3 g, 0,68 mmol) se otopi u zasiĺenoj otopini amonijaka u metanolu (30 mL) te se 

mijeġa pri 8 ÁC dok ne istaloģi produkt. Talog se profiltrira i ispere s metanolom pri ļemu se 

dobije bijeli praġkasti produkt 13 (0,25 g, 86 %): Rf = 0,5 (CH2Cl2/CH3OH 10:1),  

t.t. = 243ï245°C; 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 8,36 (d, J = 8,1 Hz, 1H, NH*CH), 

8,10 (d, J = 7,7 Hz, 1H, NH*CH ), 8,02 (d, J = 8,1 Hz, 1H, NH*CH), 7,26 ï 7,14 (m, 10H, 2 x 

Ph), 7,10 ï 7,08 (m, 2H, NH2), 4,56 ï 4,40 (m, 2H, 2 x C*HPhe), 4,20 (p, J =  7,2 Hz, 1H, 

C*HAla), 3,05 (dd, J = 13,6, 4,9 Hz, 1H, CH2Phe), 2,74 (dd, J = 13,6, 9,8 Hz, 1H, CH2Phe), 2,64 

(dd, J = 13,8, 4,4 Hz, 1H, CH2Phe), 2,49 ï 2,46 (m, 1H, CH2Phe), 1,72 (s, 3H, OCH3), 1,16 (d, J 

= 7,1 Hz, 3H, CH3Ala). 
13C NMR (151 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 173,9 (C=O), 171,2 (C=O), 

170,4 (C=O), 169,2 (C=O), 137,9 (CPhe), 137,7 (CPhe), 129,3 (CHPhe), 129,0 (CHPhe), 127,9 

(CHPhe), 126,2 (CHPhe), 126,1 (CHPhe), 126,3 (CHPhe), 54,1 (C*HPhe), 53,9 (C*HPhe), 47,9 

(C*HAla), 37,6 (CH2Phe), 37,5 (CH2Phe), 22,6 (O=CH3), 18,2 (CH3Ala); FTIR-ATR /cm-1 : 3267 

(NH), 1626 (amid I), 1540 (amid II); ‌  = +τÁ  (ɔ = 0,005 g mL-1, MeOH); Elementna analiza 

za C23H28N4O4 (Mr = 424,49) izraļunato (%): C 65,08, H 6,65, N 13,20, O 15,08, pronaĽeno: C 

65,10, H 6,65, N 13,15, O 15,08; HRMS: m/z [M+H]+ za, C23H28N4O4, izraļunato: 424,5010, 

pronaĽeno: 424,2111.
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 (((9H-fluoren-9-il)metoksi)karbonil)-L-fenilalanil -D-fenilalanil -L-alaninat; Fmoc-

L-Phe-D-Phe-L-Ala-OMe (14) 
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Fmoc-L-Phe-OH (1,1 g, 2,85 mmol) otopi se u 20 mL suhog CH2Cl2. Reakcijska smjesa ohladi 

se na 0°C te se doda 1.2 eq EDC (0,6 g, 3,42 mmol), 0,1 eq HOBt (0,04 g, 0,285 mmol). 

Reakcijskoj smjesi se kapaljkom doda spoj 11 (1,04 g, 2,85 mmol) prethodno otopljen u 10 mL 

suhog CH2Cl2 i DIPEA (0,55 mL, 3,42 mmol). Reakcija se mijeġa na sobnoj temperaturi preko 

noĺi pri ļemu nastaje talog. Talog se profiltrira B¿chnerovim lijevkom, a filtrat se ispire s 

vodom, 10 % KHSO4, vodom te suġi Na2SO4. Smjesa se proļisti kolonskom kromatografijom 

(CH2Cl2/CH3OH 10:1) ļime se dobije ļisti bijeli praġkasti produkt 14 (1,3 g, 73 %): Rf = 0,9 

(CH2Cl2/CH3OH 10:1), t.t. = 174ï176 °C; 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) ŭ/ppm: 8.41 (dd, J 

=12,8, 8,0 Hz, 2H, 2 x NHC*H), 7,87 (d, J = 7,6 Hz, 2H, CHFmoc), 7,62 (dd, J = 11,7, 7,5 Hz, 

2H, CHFmoc), 7,52 (d, J = 8,6 Hz, 1H, NHC*H), 7,40 (td, J = 7,4, 2,6 Hz, 2H, CHFmoc), 7,31 ï 

7,14 (m, 12H, Ph + 2 x CHFmoc), 4,66 ï 4,61 (m, 1H, C*HPhe), 4,30 ï 4,23  (m, 2H, C*HPhe + 

C*HAla), 4,15 ï 4,08 (m, 3H, CH2 + CH), 3,62 (s, 3H, OCH3), 3,00 (dd, J = 13,6, 4,7 Hz, 1H, 

CH2Phe), 2,75 (dd, J = 13,5, 9,9 Hz, 1H, CH2Phe), 2,61 (dd, J = 13,7, 3,6 Hz, 1H, CH2Phe), 2,48 

(dd, J = 13,7, 10,0 Hz, 1H, CH2Phe), 1,22 (d, J = 7,3 Hz, 3H, CH3). 
13C NMR (151 MHz, 

DMSO-d6) ŭ/ppm: 172,8 (C=O), 171,3 (C=O), 170,7 (C=O), 155,7 (C=O), 143,7 (CFmoc), 143,7 

(CFmoc), 140,6 (CFmoc), 140,6 (CFmoc), 138,1 (CPhe), 137,5 (CPhe), 129,3 (CHPhe), 129,2 (CHPhe), 

127,9 (CHPhe), 127,9 (CHPhe), 127,6 (CHFmoc), 127,0 (CHFmoc), 126,3 (CHPhe), 126,1 (CHPhe), 

125,3 (CHFmoc), 125,2 (CHFmoc), 120,0 (CHFmoc), 65,6 (CH2), 56,1 (C*HPhe), 53,4 (C*HPhe), 51,9 

(OCH3), 47,5 (C*HAla), 46,5 (CH), 38,2 (CH2Phe), 37,3 (CH2Phe), 17,1 (CH3Ala); FTIR-ATR 

/cm-1: 3281 (NH), 1741 (COOMe), 1645 (amid I), 1536 (amid II); ‌  = 8Á   

(ɔ = 0,01 g mL-1, MeOH); Elementna analiza za C37H37N3O6 (Mr = 619,71) izraļunato (%): C 

71,71, H 6,02, N 6,78, O 15,49, pronaĽeno: C 71,69, H 6,02, N 6,80, O 15,50; HRMS: m/z [M+H]+ 

za, C37H37N3O6, izraļunato: 619,7180, pronaĽeno: 619,2682.
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 Geliranje tripeptidnih derivata  

Gelirajuĺa svojstva gelatora ispitana su na uzorcima mase 5 mg otopljenih grijanjem u 

ispitivanom otapalu odreĽenog volumena. Gelovi se postupno hlade na sobnu temperaturu. 

Ukoliko je hlaĽenjem zamijeĺeno stvaranje gela (provjera okretanjem boļice), dodana je nova 

koliļina otapala, a gel se ponovno uz zagrijavanje otopi, te se istim postupkom provjerava 

nastajanje gela s novom koliļinom otapala. Postupak otapanja gela i ponovnog dodavanja 

otapala ponavlja se do maksimalne koliļine otapala pri kojoj ne nastaje ļvrsti gel (gel pada 

okretanjem epruvete). Takvim postupkom utvrĽuje se maksimalni volumen otapala kojeg 

gelator moģe gelirati. Kod netopljivih spojeva u izabranom otapalu, postupak se provodi 

otapanjem spoja u najmanjoj koliļini otapala u kojem se otapa, a zatim se dodaje otapalo manje 

ili veĺe polarnosti do nastanka gela. Postupak dodavanja otapala ponavlja se sve dok se viġe ne 

stvara ļvrsti gel. Gelirajuĺa svojstva ispitana su i u ovisnosti o pH gdje se postupak geliranja 

ponavlja koristeĺi otopine pufera razliļitih pH. 

 Priprema kompozitnog hidrogela Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 s 

liposomima i proteinom 

 Priprema pufera 

0,1 mol dm-3 otopina fosfatnog pufera, pH 7,4, pripremljena je mijeġanjem 77,4  mL 

1 mol dm-3 Na2HPO4 i 22,6 mL 1 mol dm-3 NaH2PO4 u 1 L vode visoke ļistoĺe (dobivena 

proļiġĺavanjem na sustavu Simplicity 185 (Milipore, USA). 

 

 Priprema liposoma 

Multilamelarni liposomi prireĽeni su metodom hidratacije tankog lipidnog filma.179 Fosfolipidi 

(jajļani fosfatidilkolin (PC) i kolesterol (Chol)) otope se u smjesi kloroform:metanol (2:1) u 

molarnom omjeru 3:2. DPPC i DMPC liposomi otope se u smjesi kloroform:metanol (2:1). 

Konaļna koncentracija lipida je 30 mmol dm-3. Otapalo se upari pod niskim tlakom koristeĺi 

rotacijski uparivaļ (Rotavapor ® RE-121, Büchi). Za DSC mjerenja, lipidni film se hidratizira 

s 1 mL fosfatnog pufera (PBS) odnosno deuterijevog oksida (D2O) pomoĺu vorteksa. 

Liposomska suspenzija se ostavi preko noĺi na 4 °C da se stabilizira. Veliļina liposoma je 

reducirana ekstrudiranjem multilamelarnih vezikula pomoĺu polikarbonatnih membrana od 

800, 400 i 200 nm koristeĺi 0,5 mL ekstruder (LiposoFast, Avestin Inc., Canada). UgraĽivanje 

BSA i OVA u liposome provedena je hidratiziranjem prethodno osuġenog lipidnog filma 
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otopinom BSA (3 mg mL-1 u fosfatnom puferu) odnosno OVA (1 mg mL-1 u fosfatnom puferu). 

Liposomske suspenzije, bez odvajanja neugraĽenog materijala, koriġtene su za imunizaciju i 

mjerenja fizikalno-kemijskih svojstava liposoma.  

 

 Dinamiļko rasprġenje svjetlosti (DLS) liposoma 

Distribucija veliļina ļestica i zeta potencijal prireĽenih liposoma mjereni su na instrumentu 

Zetasizer Nano US (Malvern, UK). Koriġteno je lasersko zraļenje (532 nm), a intenzitet 

rasprġenja detektiran je pod kutem od 173 °C. Mjerenja su provedena na 25 °C. Dobiveni 

rezultati obraĽeni su pomoĺu programa Zetasizer 6.20 (Malvern instruments). Liposomska 

suspenzija razrjeĽena je 10x fizioloġkom otopinom. Veliļina liposoma izraģena je kao srednja 

vrijednost (z-srednja). Mjerenja su provedena 6 puta te su rezultati izraģeni kao srednja 

vrijednost. Mjerenja zeta potencijala liposoma provedeno je u plastiļnim kivetama sa zlatnom 

ģicom. Svaki uzorak je mjeren 3 puta te su rezultati izraģeni kao srednja vrijednost.  

 

 Priprema kompozita hidrogela Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 s liposomima i proteinima 

OdreĽena je sposobnost geliranja Ac-FFA-NH2 u prisutnosti liposoma i proteina. Peptidni 

hidrogelator otopljen je u Mili -Q vodi zagrijavanjem nakon ļega se dodaje liposomska 

suspenzija (30 mmol dm-3) pri 35 ÁC u razliļitim molarnim omjerima (1:10, 1:5, 1:2,5, 1:1). 

Kontrolni gel napravljen je na isti naļin bez dodatka liposoma. Sposobnost geliranja ispitana je 

okretanjem boļice. Isti postupak ponovljen je s dodatcima odreĽenog volumena (10, 20, 30, 

100, 110 ɛL) poļetne otopine BSA (ɔ0 = 3 mg mL-1,  

c0 =  4,5 × 10-5 mol dm-3).  

 

 Diferencijacijska skenirajuĺa kalorimetrija (DSC) 

Dipalmitoifosfatidilkolin (DPPC) i dimiristoilfosfatidilkolin (DMPC)  koriġteni su za pripremu 

liposoma i DSC mjerenja u koncentracijama 30 mmol dm-3. U uzorak hidrogela 

Ac-FFA-NH2 dodani su alikvoti, prethodno pripremljenih DPPC i DMPC liposoma, na 35 °C, 

u koncentraciji gelatora 17,56 mmol dm-3 i 7,5 mmol dm-3 liposoma. Svi uzorci su degazirani 

15 min prije mjerenja na instrumentu. Kalorimetrijski eksperimenti provedeni su na 

mikrokalorimetru Nano-DSC, TA Instruments (New Castle, USA) sa temperaturnim 

poveĺanjem od 1 ÁC minī1. Temperaturni domet za DPPC je 10 ï 60 °C, a za DMPC 5 ï 60°C. 

Volumen ĺelije je 300 ɛL. Podaci su obraĽeni na TA Instruments Nano Analyze programskom 
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paketu. Sve suspenzije su mjerene dva puta (dva punjenja) u dva ciklusa zagrijavanja i hlaĽenja. 

Referentna otopina (Mili-Q) mjerena je jednom u dva ciklusa grijanja i hlaĽenja te je oduzeta 

kao bazna linija.  

 

 FTIR-ATR 

FTIR-ATR spektri snimljeni su na INVENIO-S Bruker spektrofotometru s BioATR II 

jedinicom i fotonaponskim LN-MCT 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 

je proļiġĺena propuhivanjem plinovitog N2 iz vanjskog izvora. Jedinica BioATR II koristi 

dizajn kruģne tehnologije dvostrukog kristala (DCT) s gornjim ATR kristalom od silicija i 

donjim kristalom od cinkova selenida (ZnSe), koji nije u kontaktu s uzorkom. Sustav pruģa 

preformanse multirefleksije s duljinom puta od 6ï8 ɛm i zahtjeva ~30 ɛL uzorka. Temperaturna 

kontrola provedena je pomoĺu vodene kupelji Huber Ministat 125 postavljene na 25 ÁC s 

brzinom zagrijavanja od 1 ÁC/min. Uzorci, ukljuļujuĺi DPPC liposoma,  

Ac-FFA-NH2 hidrogel i kompozitni hidrogel Ac-FFA-NH2 s liposomima u D2O pipetirani su 

izravno na ATR kristal u volumenu od 25 ɛL. Uzorci su mjereni tri puta pri temperaturi od 

25 °C. Spektri su snimani pri razluļivanju od 2 cm-1 i rezultat su  uprosjeļenja 128 snimke po 

uzorku. Prikupljanje, obrada i evaluacija podataka provedeni su pomoĺu OPUS-a 8.5 SP1 

programom.180 

 

 Pripr ema hidrogela Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 s doksorubicinom i 

nanoformulacijama doksorubicina 

 Hidrogel s doksorubicinom 

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

3.4.4. dodavanjem odreĽenog volumena (10, 20, 30, 50 i 100 ɛL) poļetne otopine DOX 

(ɔ0 = 2 mg mL-1, c0 =  1 × 10-4 mol dm-3 ) pri ļemu je gel konstantne mase po volumenu otapala 

od 0,4 %.  
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 Hidrogel s liposomskom formulacijom DOX 

Ac-FFA-NH2/liposomska formulacija DOX kompozitni hidrogel je pripremljen istom 

procedurom prethodno opisanom u poglavlju 3.4.4. dodavanjem odreĽenog volumena (0,4, 0,8, 

1,2, 2 i 4 ɛL) poļetne otopine liposomske formulacije DOX (ɔ0 = 50 mg mL-1, c0 = 8,6 × 10-2 

mol dm-3) pri ļemu je gel konstantne mase po volumenu otapala od 0,4 %. 

 

 Hidrogel s PLGA-Dox 

Ac-FFA-NH2/PLGA-Dox kompozitni hidrogel je pripremljen istom procedurom prethodno 

opisanom u poglavlju 3.4.4. dodavanjem odreĽenog volumena (10, 20, 30, 50 i 100 ɛL) poļetne 

otopine PLGA-Dox (ɔ0=1,9 mg mL-1, c0 = 3,3 × 10-3 mol dm-3) pri ļemu je gel konstantne mase 

po volumenu otapala od 0,4 %. 

 

 Morfoloġka karakterizacija kompozitnih hidrogelova transmisijskom 

elektronskom mikroskopijom i mikroskopom atomskih sila 

Istraģivanje morfologije liposoma, hidrogela, proteina i kompozitnih hidrogelova provedeno je 

na elektronskom mikroskopu Zeiss EM 10A, pri naponu ubrzanja od 60 kV (na Institutu RuĽer 

Boġkoviĺ). Tanki film gela se stavi na mreģicu te se sjenļa paladijem ili oboji pomoĺu 2 % 

vodene otopine kalijeve soli fosfovolframske kiseline (H3PW12O40, pWk). Kap otopine pWk, 

neutralizirane s NaOH do pH 7 stavi se na uzorak gela na mreģici, a viġak boje se ukloni nakon 

30 sekundi pomoĺu filter papira. Uzorci nosaļa s ugraĽenim FITC-BSA snimljeni su na 

laserskom pretraģnom konfokalnom mikroskopu Leica TCS SP8. Slike su dobivene 

jednosmjernim xyz skenirajuĺim naļinom rada, brzinom od 400 Hz. TakoĽer, koristio se AFM 

mikroskop proizvoĽaļa Bruker, a proba se sastojala od poluge sa ġiljkom (SiN3, SiO2, 

C-nanocijev). AFM mikroskop radi na principu mjerenja interakcije izmeĽu povrġine i vrlo 

oġtrog ġiljka koji je na savitljivoj poluzi. Na taj naļin je mapirana ģeljena povrġina. Metoda je 

nedestruktivna i moģe se raditi u prirodnoj formi materijala bez sjenļanja uzorka kao ġto je bilo 

potrebno kod TEM-a



§ 3. Eksperimentalni dio 72 

 

  In vivo ispitiv anje imunostimulacijske aktivnosti peptidnih 

hidrogelova 

 Pokusne ģivotinje i imunizacija 

Eksperiment na miġevima proveden je prema hrvatskom zakonu za zaġtitu ģivotinja (2017), koji 

udovoljava EC Direktivi (2010/63/EU). Na osnovu pozitivnog miġljenja Etiļkog povjerenstva 

za zaġtitu ģivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe dobivena je dozvola HR-POK-009, 

Ministarstva poljoprivrede, Uprave za veterinarstvo i sigurnost hrane kojim se odobravaju in 

vivo testiranja na miġevima. NIH/OlaHsd miġevi uzgojeni su na Imunoloġkom zavodu u 

Zagrebu, Hrvatska. Svi miġevi su ģenke od 2,0ï2,5 mjeseci. NIH/OlaHsd miġevi (pet po grupi) 

su imunizirani potkoģno u bazu repa i docijepljeni su dva puta u razmaku od 21 dan. Apliciran 

volumen u eksperimentalnim grupama iznosio je 0,1 mL po miġu, ġto odgovara 10  ɛg OVA-e, 

200 ɛg PGM, 400 ɛg hidrogelatora i 0,30 ɛmol MDP. Miġevi su anestezirani (ketamin/xilazin 

(25 mg kg-1, po miġu) prije vaĽenja krvi iz aksilarnog pleksusa 7 dana nakon zadnje doze. 

Individualni serumi pojedinih ģivotinja su dekomplementirani na 56 °C 30 min i spremljeni na 

ī20 ÁC do analize. 

 

 ELISA za kvantitativno odreĽivanje anti-OVA IgG 

Koliļina ukupnih OVA-specifiļnih IgG, IgG1 i IgG2a u serumu miġeva odreĽeni su analitiļkim 

biokemijskim testom ELISA (engl. enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Ukratko, ELISA 

ploļice prekrivene su 1,5 ɛg mL-1 otopinom OVA u karbonatnom puferu pH 9,6 te su 

inkubirane preko noĺi na sobnoj temperaturi. Nespecifiļno vezanje protutijela je blokirano 

0,5 % w/v otopinom BSA u PBS-T (0,05 % (v/v) Tween 20 u PBS-u) na 2 h pri 37 °C. Nakon 

ispiranja, pet serijskih razrjeĽivanja miġjeg seruma i standardnih uzoraka, dodani su u 

duplikatima. Uzorci su inkubirani preko noĺi na sobnoj temperaturi, isprani i analizirani su 

OVA-specifiļni IgG inkubacijom s HRP-konjugiranim kozjim anti-miġjim IgG (2 h pri 37 °C). 

Nakon ispiranja, uzorci su inkubirani s 0,6 mg mL-1 otopinom OPD u citrat fosfatnom puferu, 

pH 5,0 s 0,5 ɛL 30 % H2O2/mL 30 min pri sobnoj temperaturi u mraku. Enzimska reakcija 

zaustavljena je s 12,5 % H2SO4. Apsorbancija na 492 nm izmjerena je koristeĺi ļitaļ 

mikrotitracijskih ploļica (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Prilikom 

odreĽivanja OVA-specifiļnih IgG1 i IgG2a, uzorci su inkubirani s biotin-konjugiranim 

ġtakorskim anti-miġjim IgG1 ili  IgG2a (2 h pri 37 °C) i naknadno sa streptavidin-peroksidazom 

tijekom 2 h pri 37 °C. Nakon ispitivanja, dodana je otopina supstrata OPD i inkubirana 30 min 
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na sobnoj temperaturi u mraku, kao ġto je prethodno opisano. Enzimska reakcija zaustavljena 

je s 12,5 % H2SO4. Apsorbancija na 492 nm izmjerena je koristeĺi ļitaļ mikrotitracijskih 

ploļica. Relativne koliļine nastalih protutijela odreĽene su testom paralelnih pravaca koristeĺi 

standardne uzorke anti-OVA IgG, anti-OVA IgG1 i anti-OVA IgG2a protutijela s proizvoljno 

pripisanim vrijednostima 20 000 AU/mL; 400 000 AU/mL i 5000 AU/mL. 

 

 Statistiļka obrada podataka 

Analiza podataka provedena je koristeĺi program Statistica 6.0 za Windowse, StatSoft Inc. 

Statistiļka znaļajnost procijenjena je Kruskal-Wallisovim testom, nakon ļega su provedene 

post hoc usporedbe. Vrijednost p < 0,05 se smatra statistiļki znaļajnom. 

 

 Otpuġtanje doksorubicina i biomolekula iz hidrogela 

Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 

 OdreĽivanje baģdarnih dijagrama 

Baģdarni dijagrami spojeva hidrogela Ac-FFA-NH2, DOX, liposomske formulacije DOX 

(Myocet), PLGA-Dox i BSA dobiveni su mjerenjem apsorbancije razliļitih koncentracija koje 

su dobivene razrjeĽivanjem poļetne standardne otopine (engl. stock solution). Poļetne 

standardne otopine pripremljene su otapanjem spoja Ac-FFA-NH2 (c0 = 4,3 × 10-3 mol dm-3) u 

0,1 mol dm-3 fosfatnom puferu (Na2HPO4/NaH2PO4) pH 7,4, dok su preostali spojevi otopljeni 

u vodi (Mili -Q); DOX (ɔ0 = 2 mg mL-1 ; c0 = 1 × 10-4 mol dm-3), Myocet (ɔ0 = 50 mg mL-1 ;  

c0 = 8,6 × 10-2 mol dm-3), PLGA-Dox (ɔ0 = 1,9 mg mL-1 ; c0 = 3,3 × 10-3 mol dm-3) i  

BSA (c0 = 3,3 × 10-5 mol dm-3). Prvo je snimljen UV-Vis 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 alikvoti standardne otopine te je nakon svakog dodavanja sniman UV-Vis spektar 

u podruļju valnih duljina od 700 do 200 nm. Vrijednostima pri maksimalnoj apsorbanciji u 

ovisnosti o koncentraciji, dobivena je jednadģba pravca pomoĺu koje se u daljnjem 

eksperimentu raļunala koncentracija otpuġtenog spoja iz hidrogela u prihvatni medij (fosfatni 

pufer, pH 7,4). Titracijski podaci su obraĽeni u Origin 7.0 programu, korigirani na razrjeĽenje.
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 Mjerenje otpuġtanja UV-Vis optiļkom sondom  

U boļicu se izvaģe hidrogelator (5 mg) i doda destilirana voda te se zagrijava dok se sve ne 

otopi. Topla otopina prenese se pipetom u falcon epruvetu od 15 mL te pri temperaturi 40 °C 

doda se odreĽeni volumen BSA (ɔ0 = 3 mg mL-1; c0 = 4,5 × 10-5 mol dm-3, V (BSA) = 244 ɛL) 

i liposoma (c0 = 30 mmol dm-3) koji odgovara maksimalnoj koliļini pri kojoj nastaje gel  

(tablica 9). Dodani volumen lijeka doksorubicina (ɔ0 = 2 mg mL-1 ;  

c0 = 1 × 10-4 mol dm-3), Myoceta (ɔ0 = 50 mg mL-1 ; c0 = 8,6 × 10-2 mol dm-3),  

PLGA-Dox (ɔ0 = 1,9 mg mL-1 ; c0 = 3,3 × 10-3 mol dm-3) odgovara konaļnoj koncentraciji  

c = 6,89 × 10-5 mol dm-3. Ukupan volumen u boļicama s gelom iznosi 1 mL. Kontrolni gelovi 

pripremaju se bez dodatka spoja. Tako prireĽeni gelovi ostave se preko noĺi za stabilizaciju. U 

boļice s gelovima dodaje se po 6 mL 0,1 mol dm-3 fosfatnog pufera Na2HPO4/NaH2PO4 (pH 

7,4), koji se prethodno sonificira 30 minuta na ultrazvuļnoj kupelji kako bi se uklonili mjehuriĺi 

zraka. Tijekom 24 sata (svakih 30 minuta) mjeri se apsorbancija prihvatnog medija UV-Vis 

optiļkom sondom. Koncentracije otpuġtenog lijeka u odreĽenom vremenu raļunaju se preko 

baģdarnog dijagrama spoja. Titracijski podaci su obraĽeni u Origin 7.0 programu, korigirani na 

razrjeĽenje. 

 

 Mjerenje otpuġtanja UV-Vis u kiveti 

U boļicu se izvaģe hidrogelator (2 mg) i doda fosfatni pufer Na2HPO4/NaH2PO4 pH 7,4 te se 

zagrijava dok se sve ne otopi te pri temperaturi 40 ÁC doda se odreĽeni volumen  

BSA (ɔ0 = 3 mg mL-1 ; c0 = 4,5 × 10-8 mol dm-3) i liposoma (c0 = 30 mmol dm-3 ) koji odgovara 

maksimalnoj koliļini pri kojoj nastaje gel (tablica 8, tablica 9) te ukupan volumen u boļici s 

gelom iznosi 0,6 mL. Kontrolni gelovi se pripremaju bez dodatka spoja. Tako prireĽeni gelovi 

ostave se preko noĺi za stabilizaciju. U boļice s gelovima dodaje se po 1,2 mL 0,1 mol dm-3 

fosfatnog pufera Na2HPO4/NaH2PO4 (pH 7,4), koji se prethodno sonificira 30 minuta na 

ultrazvuļnoj kupelji kako bi se uklonili mjehuriĺi zraka. Tijekom 83 sata mjeri se apsorbancija 

600 ɛL prihvatnog medija UV-Vis spektrofotometrom te se zamijeni svjeģim medijem. 

Koncentracije otpuġtenog lijeka u odreĽenom vremenu raļunaju se pomoĺu baģdarnog 

dijagrama spoja. Titracijski podaci su obraĽeni u Origin 7.0 programu, korigirani na 

razrjeĽenje. 
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 Kompleksi ciklodekstrina s aristolohijskom kiselinom i 

biomolekulama 

 Karakterizacija derivata aristolohijske kiseline u biorelevantnom mediju 

Fluorescentni derivat aristolohijske kiseline (ARIfluo) je sintetiziran prema opisanoj 

proceduri170. Poļetne otopine derivata aristolohijske kiseline I (ARI) pripremljene su u DMSO 

(5 mmol dm-3) zbog slabe topljivosti u vodi, skladiġtene su na +4 ï +8 °C te su otopljene u 

puferu prije mjerenja. UV-Vis spektri snimljeni su na Varian Cary 100 Bio spektrofotometru, 

fluorescencijski spektri su snimani na Varian Cary Eclipse fluorescencijskom spektrofotometru 

i CD spektri su snimani na spektrofotometru JASCO J815 na 25,0 ÁC koristeĺi kvarcne kivete 

(l = 1 cm) metodom opisanom u poglavlju 3.8.1. Titracijski podaci su obraĽeni u Origin 7.0 

programu, korigirani na razrjeĽenje. 

 

 Interakcija aristolohijske kiseline s ciklodekstrinima i goveĽim serumom albumina 

(BSA) i DNA iz teleĺeg timusa (ct-DNA) 

DNA iz teleĺeg timusa (Calf thymus-DNA, ct-DNA) je otopljena u kakodilatnom puferu,  

I = 0,05 mol dm-3, pH 7,0. Otopina ct-DNA je dodatno sonificirana na ultrazvuļnoj kupelji te 

filtrirana kroz 0,45 ɛm filter kako bi se dobilo veĺinom kratki (cca 100 parova baza) ġtapiĺasti 

fragmenti B-helikalne DNA. BSA je otopljen u kalkodilatnom puferu,  

I = 0,05 mol dm-3, pH 7,0, te je koncentracija odreĽena spektroskopski na NanoDrop 

spektrofotometru pri 280 nm koristeĺi njegov molarni apsorpcijski koeficijent 

43824 mol-1dm3 cmī1. Otopine ciklodekstrina pripremljene su u vodi kao poļetne otopine 

koncentracije c = 0,001 mol dm-3, skladiġtene su na +4Á ï +8 ÁC te razrjeĽivane u vodi ili puferu 

prije mjerenja. Poļetne otopine BSA i ct-DNA u puferu su prireĽene i skladiġtene prema 

standardnoj proceduri. Fluorimetrijske titracije su provedene dodavajuĺi alikvote poļetne 

otopine proteina (u podruļju koncentracija c (protein) = 1ï 20 ɛmol dm-3) u otopinu spoja, 

snimajuĺi emisijske spektre, uz vrijeme za postizanje thermodinamiļke ravnoteģe od 120 s. Po 

zavrġetku titracija, fluorescencijski spektri boja/protein kompleksa ostaju konstantni viġe od 1 

h, ġto potvrĽuje postignutu ravnoteģu. Titracijski podaci obraĽeni su u programu Origin 7.0, 

korigirani na razrjeĽenje (kumulativni dodatak tijekom titracije bio je manji od 5 % poļetnog 

volumena) te su prilagoĽeni prvoj eksponencijalnoj jednadģbi, koja odgovara 1:1 stehiometriji 

kompleksa spoj/protein. U sluļaju titracije ARIfluo s ct-DNA, podaci su prilagoĽeni 

nelinearnoj regresiji prema McGheeïvon Hippelovu formalizmu Scatchardove jednadģbe. U 

specifiļnim sluļajevima pojedinih kompleksa titracijski podaci analizirani su Specfit 
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programom za multivarijantnu analizu172,181. U svim sluļajevima uoļljivo je dobro podudaranje 

eksperimentalnih i prilagoĽenih podataka. Korelacijski koeficijenti su veĺi od 0,99 za sve 

izraļunate konstante stabilnosti (Ks), uz pogreġku od Ñ10 %. Cirkularni dikroizam (CD) sniman 

je brzinom od 200 nm/min (srednja vrijednost n = 3). Pozadinski signal (engl. background) je 

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

poļetne otopine spoja u otopinu s polinukleotidom (c = 2 × 10ï5 mol dm-3). Krivulje taljenja za 

ct-DNA i njegove komplekse sa ispitivanim spojevima odreĽeni su kako je prethodno 

opisano182 praĺenjem promjene apsorbancije pri 260 nm kao funkcija temperature. 

Apsorbancija liganada je oduzeta od svake krivulje i rezultati su normalizirani. Temperatura 

mekġanja (Tm) je srediġnja toļka prijelaznih krivulja odreĽena od maksimuma prve derivacije 

te provjerena grafiļki metodom tangente. ȹTm vrijednosti su izraļunate oduzimanjem Tm 

slobodne nukleinske kiseline od Tm kompleksa. Svaka ȹTm vrijednost je izraģena kao srednja 

vrijednost najmanje dvaju mjerenja. Pogreġka za ȹTm iznosi ±0.5 °C. 

 

 Mjerenja interakcija izotermalnom kalorimetrijskom titracijom (ITC)  

Ispitivanje interakcija Vekuronija i ARI sa SMX pomoĺu ureĽaja MicroCal VP-ITC 

mikrokalorimetra provedeno je pri pH 7,0 u 0,1 mol dm-3 fosfatnom puferu. Origin 7.0 program 

koriġten je za analizu podataka. Referentna ĺelija napunjena je s ļistom Mili -Q vodom. Sve 

titracije su provedene injektiranjem alikvota vekuronija (c0 = 1 × 10-4 mol dm-3) iz rotirajuĺe 

injekcije (engl. syringe) (220 rpm) u izotermalnu ĺeliju, koja je u ravnoteģi pri 25,0 ÁC te sadrģi 

SMX ili 1:1 SMX/ARI smjesu (c0 = 4 × 10-6 mol dm-3). Razmak izmeĽu svakog injektiranja je 

360 s, a inicijalna odgoda prije prvog injektiranja je 2000 s. Sve otopine koriġtene za ITC 

eksperimente su prethodno degazirane pod sniģenim tlakom 15 min. Mikrokalorimetrijski 

eksperimenti direktno su dali tri parametra: promjenu entalpije reakcije (ȹrH), konstantu 

vezanja (Ks) i  stehiometriju (N). Vrijednost ȹrG izraļunata je iz konstante vezanja  

(ȹrG = -RT ln K) a reakcijska promjena entropije je izraļunata iz entalpije vezanja i Gibbsove 

slobodne energije (ȹrS = (ȹrH - ȹrG)/T). 
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA  

 Priprava tripeptidnih derivata  

 Priprava derivata s aminokiselinskom sekvencom L-Phe-L-Phe-L-Ala 

 

Shema 1. Reagensi i uvijeti: Poļetne komponente 1, 2 i 5  prireĽene su prema opisanim 

procedurama176-178. Sinteza produkta 7, 8 i 9: (a) DIPEA, CH2Cl2, DCC, DMAP, rt, 24 h, 77 %; 

(b) CH2Cl2/TFA, 90 %; (c) EDC, HOBt, DIPEA, CH2Cl2, rt, 20 h, 59 %; (d) MeOH/NH3,  

7 dana, 96 %, (e) NaOH, 24 h, 92 %, (f) EDC, HOBt, DIPEA, CH2Cl2, rt, 20 h, 27 %.  

 

Sinteza derivata tripeptida s aminokiselinskim slijedom L-Phe-L-Phe-L-Ala (shema 1) 

zapoļinje sintezom prekursora 1 (Boc-L-Phe-OH) i 2 (L-Ala-OMe × HCl) nakon ļega slijedi 

korak spajanja (engl. Coupling) uz pomoĺ karbodiimidnog reagensa DCC.22 Slijedeĺi korak 

ukljuļuje skidanje Boc zaġtite s TFA pri ļemu se dobiva nezaġtiĺeni N-kraj dipeptida. Acetilni 

tripeptidni derivat dobiven je daljnjim spajanjem prethodno sintetiziranog spoja 5 na N-kraj 

dipeptida koristeĺi EDC. Dobiveni Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-OMe (6) u zadnjem stupnju sinteze 

otopi se u zasiĺenoj otopini amonijaka u metanolu i reakcijom amonolize dobiven je spoj 7  

(Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2), dok je hidrolizom estera dobiven spoj 

Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-OH (8) sa slobodnom karboksilnom skupinom. Drugi sintetski put 
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ukljuļuje vezanje nezaġtiĺenog dipeptida na N-kraju L-Phe-L-Ala-OMe s Fmoc-L-Phe-OH 

pomoĺu EDC reagensa ļime se dobiva spoj 9 (Fmoc-L-Phe-L-Phe-L-Ala-OMe). 

 

 Priprava derivata s aminokiselinskom sekvencom L-Phe-D-Phe-L-Ala 

 

Shema 2. Reagensi i uvjeti: Poļetne komponente 2 i 5 prireĽene su prema opisanim 

procedurama 176-178. Sinteza produkta 13 i 14: (a) DIPEA, CH2Cl2, DCC, DMAP, rt, 24 h,  

64 %; (b) CH2Cl2/TFA, 100 %; (c) EDC, HOBt, DIPEA, CH2Cl2, rt, 20 h, 76 %; 

(d) MeOH/NH3, 7 dana, 86 %, (e) EDC, HOBt, DIPEA, CH2Cl2, rt, 20 h, 73 %. 

 

Sinteza derivata tripeptida s aminokiselinskim slijedom L-Phe-D-Phe-L-Ala zapoļinje 

reakcijom vezanja Boc-D-Phe-OH i 2 (L-Ala-OMe × HCl) uz pomoĺ DCC (shema 2). Zatim 

slijedi skidanje Boc zaġtite trifluoroctenom kiselinom (TFA) kako bi se dobio nezaġtiĺeni  

N-kraj dipeptida. Acetilni tripeptidni derivat dobiven je daljnjim vezanjem 5 (Ac-L-Phe-OH) 

na N-kraj dipeptida koristeĺi EDC. Dobiveni Ac-L-Phe-D-Phe-L-Ala-OMe (12) u zadnjem 

stupnju sinteze otopi se u zasiĺenoj otopini amonijaka u metanolu i reakcijom amonolize 

dobiven je spoj 13 (Ac-L-Phe-D-Phe-L-Ala-NH2). Vezanjem nezaġtiĺenog dipeptida na N-kraju 

D-Phe-L-Ala-OMe s  Fmoc-L-Phe-OH pomoĺu EDC reagensa dobiva se 

Fmoc-L-Phe-D-Phe-L-Ala-OMe (14). 
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 Geliranje tripeptidnih derivata  

Ispitana su gelirajuĺa svojstva pripravljenih tripeptidnih derivata u vodi, nekim organskim 

otapalima i smjesama razliļitih otapala. Kritiļna koncentracija geliranja odnosno efikasnost 

pojedinog gelatora izraģena je kao maksimalan volumen (Vmax/mL) otapala ili smjese koju moģe 

izgelirati 5 mg spoja gelatora (tablica 3 ï tablica 6). Nastali gelovi su stabilni kroz nekoliko 

mjeseci te pokazuju termoreverzibilne sol-gel prijelaze. Novosintetizirani derivati acetiliranih 

tripeptida razliļite stereokemije (LLL  i LDL) pokazali su se bolji u sluļaju geliranja vodenih 

medija dok su Fmoc- zaġtiĺeni derivati razliļitih stereokemija (LLL  i LDL) pokazali bolju 

sklonost geliranju alkohola. Acetilni tripeptid 6 se pokazao kao efikasan gelator vode, 

acetonitrila, etil-acetata i toluena dok se spoj 7 pokazao kao efikasniji  gelator vode, polarnih 

otapala i acetonitrila. Acetilni tripeptid 8 sa slobodnim C krajem pokazao je slaba gelirajuĺa 

svojstva vode. Fmoc-zaġtiĺeni tripeptidni derivat 9 pokazao je slabije geliranje s jednostavnim 

alkoholima i aromatskim spojevima. Acetilni tripeptid 12 se pokazao kao dobar gelator vode, a 

neġto slabiji gelator acetonitrila i smjesa otapala s vodom dok spoj 13 se pokazao kao slabi 

gelator vode i acetonitrila. Fmoc-zaġtiĺeni tripeptidni derivat 14 pokazao je geliranje sa 

jednostavnim alkoholima. Od smjese otapala, spoj 9 gelira smjesu H2O/DMSO. Navedene 

smjese u stvari fino podeġavaju topljivost gelatora (tablica 4) gdje spojevi uglavnom nisu 

topljivi u vodi dok su dobro topljivi u DMSO. U razliļitim smjesama otapala moguĺe je prirediti 

sustav u kojem je spoj samo djelomiļno topljiv ġto je i sam cilj nastajanja molekulskih 

samoagregata jer ĺe se pod utjecajem otapala aktivirati samoudruģivanje molekula tvorbom 

nekovalentnih interakcija izmeĽu molekula. 
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Tablica 3. Efikasnost geliranja razliļitih otapala i smjesa otapala izraģena kao maksimalni 

volumen (Vmax) geliranog otapala s 5 mg pripravljenih derivata tripeptida s aminokiselinskom 

sekvencom Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala. 

Vmax / mL 

Otapalo 6 7 8 

H2O 
1,8 

opalescentan gel 

2,10 

opalescentan gel 

0,4 

opalescentan gel 

DMSO topljivo topljivo topljivo 

DMSO + H2O 

0,20 (DMSO) + 6,20 

(H2O) 

opalescentan gel 

0,40 (DMSO) + 0,70 

(H2O) 

opalescentan gel 

topljivo 

DMF  topljivo topljivo topljivo 

MeOH topljivo 
0,60 

opalescentan gel 
topljivo 

MeOH + H2O topljivo 

0,60 (MeOH) + 1,80 

(H2O) 

opalescentan gel 

topljivo 

EtOH  topljivo 
0,94 

proziran gel 
topljivo 

EtOH + H2O topljivo 

1,10 (EtOH) + 1,30 

(H2O) 

proziran gel 

topljivo 

MeCN 
1,85 

opalescentan gel 

3,15 

opalescentan gel 
topljivo 

EtOAc 
3,72 

opalescentan gel 
netopljivo topljivo 

CH2Cl2 topljivo netopljivo topljivo 

Toluen 
1,7 

proziran gel 
netopljivo topljivo 
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Tablica 4. Efikasnost geliranja razliļitih otapala i smjesa otapala izraģena kao maksimalni 

volumen (Vmax) geliranog otapala s 5 mg pripravljenih derivata tripeptida s aminokiselinskom 

sekvencom Fmoc-L-Phe-L-Phe-L-Ala. 

Vmax / mL 

Otapalo 9 

H2O film 

DMSO topljivo 

DMSO + H2O 
0,1 (DMSO) + 0,3 (H2O) 

film 

DMF  topljivo 

MeOH 
0,7 

proziran gel 

MeOH + H2O 
0,1 (MeOH) + 0,5 (H2O) 

opalescentan gel 

EtOH  
0,3 

proziran gel 

EtOH + H2O 
0,1 (EtOH) + 0,3 (H2O) 

opalescentan gel 

MeCN topljivo 

EtOAc topljivo 

CH2Cl2 netopljivo 

Toluen 
0,4 

proziran gel 

tert-butanol 
0,2 

proziran gel 
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Tablica 5. Efikasnost geliranja razliļitih otapala i smjesa otapala izraģena kao maksimalni 

volumen (Vmax) geliranog otapala s 5 mg pripravljenih derivata tripeptida s aminokiselinskom 

sekvencom Ac-L-Phe-D-Phe-L-Ala. 

Vmax / mL 

Otapalo 12 13 

H2O 
0,8 

opalescentan gel 

0,3 

opalescentan gel 

DMSO topljivo topljivo 

DMSO + H2O 
0,2 (DMSO) + 0,2 (H2O) 

opalescentan gel 
topljivo 

DMF  topljivo topljivo 

MeOH topljivo topljivo 

MeOH + H2O 
0,1 (MeOH) + 1,2 (H2O) 

opalescentan gel  

0,1 (MeOH) + 0,4 (H2O) 

opalescentan gel 

EtOH  topljivo topljivo 

EtOH + H2O 
0,1 (EtOH) + 0,8 (H2O) 

opalescentan gel 
topljivo 

MeCN topljivo 
0,4 

opalescentan gel 

EtOAc topljivo netopljivo 

CH2Cl2 topljivo topljivo 

Toluen 
0,2 

proziran gel 
netopljivo 
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Tablica 6. Efikasnost geliranja razliļitih otapala i smjesa otapala izraģena kao maksimalni 

volumen (Vmax) geliranog otapala s 5 mg pripravljenih derivata tripeptida s aminokiselinskom 

sekvencom Fmoc-L-Phe-D-Phe-L-Ala. 

Vmax / mL 

Otapalo 14 

H2O 
0,3 

opalescentan gel 

DMSO topljivo 

DMSO + H2O topljivo 

DMF  topljivo 

MeOH 
0,6 

proziran gel 

MeOH + H2O 
0,1 (MeOH) + 0,5 (H2O) 

opalescentan gel 

EtOH  
0,4 

proziran gel 

EtOH + H2O 
0,1 (EtOH) + 0,5 (H2O) 

opalescentan gel 

MeCN 
0,4 

proziran gel 

EtOAc topljivo 

CH2Cl2 topljivo 

Toluen topljivo 

tert-butanol topljivo 

 

 Geliranje Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 u ovisnosti o pH 

Utjecaj pH na geliranje ispitan je s gelatorom Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 (Ac-FFA-NH2) koji 

je uzet u daljnje ispitivanje kompozitnih gelova. Gelator je pokazao dobra svojstva geliranja u 

fosfatnom puferu pH 5,6 i 7 dok u baziļnom pH 8 se javljao talog (slika 23, tablica 7). 
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Slika 23. Utjecaj pH na geliranje peptida Ac-FFA-NH2; s lijeva na desno pH 5, 6, 7, 8. 

 

Tablica 7. Efikasnost geliranja pri razliļitim pH izraģena kao maksimalni volumen (Vmax) 

geliranog otapala s 5 mg gelatora Ac-FFA-NH2. 

Vmax / mL 
pH 

5,8 
1,5 

opalescentan gel 

6,4 
1,5 

opalescentan gel 

7,0 
1,5 

opalescentan gel 

7,4 
1,4 

opalescentan gel 

8,0 

0,9 

opalescentan gel s talogom, raspada se 

stajanjem 

 

 Geliranje Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 gela s liposomima i proteinom 

OdreĽena je efikasnost geliranja gelatora Ac-FFA-NH2 s liposomima i proteinom gdje je 

uoļeno da pri svim omjerima u kojima je gelator u suviġku dolazi do geliranja i stvaranja 

opalescentnog gela (tablica 8). Pri jednakim omjerima gelatora i liposoma viġe nije primijeĺeno 

geliranje zbog onemoguĺavanja nastajanje vodikovih veza i -́  ́interakcija. Prilikom geliranja 
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peptida Ac-FFA-NH2 uz prisutnost proteina BSA ļvrsti opalescentan gel nastaje sve do 165 ɛg 

BSA po mg gelatora (tablica 9).  

 

Tablica 8. Vrijednosti kritiļne koncentracije geliranja Ac-FFA-NH2 u vodi uz prisutnost 

liposoma  

m (Ac-FFA-NH2)/mg 

Koliļina dodanog 

liposoma 

(mg/mg gelator) 

V (H2O)/mL 
Molarni omjer 

liposom:gelator 
Opaģanje 

3,60 0,27 1,2 1:10 opalescentan gel 

3,00 0,55 1,0 1:5 opalescentan gel 

2,90 1,09 1,0 1:2,5 opalescentan gel 

3,00 2,73 0,9 1:1 ne gelira 

 

Tablica 9. Vrijednosti kritiļne koncentracije geliranja Ac-FFA-NH2 u vodi uz prisutnost 

proteina BSA 

m (Ac-FFA-NH2)/mg 

Koliļina 

dodanog BSA 

(ɛg/mg gelator) 

V (H2O)/mL V (BSA 3 mg mL-1) / (ɛL) Opaģanje 

2,00 15 0,5 10 
opalescentan 

gel 

2,18 28 0,5 20 
opalescentan 

gel 

2,59 35 0,7 30 
opalescentan 

gel 

2,00 150 0,5 100 
opalescentan 

gel 

2,00 165 0,5 110 ne gelira 
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 Geliranje hidrogela Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 s doksorubicinom i 

nanoformulacijama doksorubicina 

Ispitano je geliranje peptida Ac-FFA-NH2 uz dodatak malih molekula antitumorskog lijeka 

DOX i nanoformulacija DOX: DOX u liposomima (Myocet) i DOX u PLGA nanoļesticama 

(PLGA-Dox). Ispitan je kapacitet gelatora prilikom ugraĽivanja lijeka, DOX. Gelator  

(0,4 % (w/v)) pokazao je najbolje geliranje pri manjim koncentracijama DOX (tablica 10). To 

se moģe pripisati slaboj lipofilnosti DOX koji ometa stvaranje ́-  ́ interakcija i time 

onemoguĺuje formiranje ļvrstog gela pri veĺim vrijednostima od 20,0 ɛg DOX po mg gelatora. 

Iz rezultata geliranja za DOX u liposomima (tablica 11) vidljivo je da gel nastaje pri 

vrijednostima do 476 ɛg DOX u liposomima po mg gelatora (slika 24). Pokazano je i kako 

dodatkom PLGA-Dox u vrijednostima do 18,1 ɛg po mg gelatora nastaje gel (tablica 12, slika 

24). Iz priloģenih rezultata, u usporedbi s praznim liposomima, vidljivo je da gelator ima 

znaļajno manju sposobnost geliranja DOX i nanoformulacija DOX. 

 

Tablica 10. Efikasnost geliranja pri razliļitim koncentracijama doksorubicina izraģena kao 

maksimalni volumen (Vmax) geliranog otapala s 2 mg gelatora Ac-FFA-NH2. 

m (Ac-FFA-NH2)/mg 

Koliļina 

dodanog DOX 

(ɛg/mg gelator) 

V (H2O)/mL V (DOX 2 mg mL-1) / (ɛL) Opaģanje 

2,2 9,1 0,490 10 

opalescentan 

svijetlo 

crveni gel 

2,0 20,0 0,480 20 ne gelira 

2,1 28,6 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 geliranja pri razliļitim koncentracijama doksorubicina izraģena kao 

maksimalni volumen (Vmax) geliranog otapala s 2 mg gelatora Ac-FFA-NH2. 

m (Ac-FFA-NH2)/mg 

Koliļina 

dodanog Myocet 

(ɛg /mg gelator) 

V (H2O)/mL V (Myocet 50 mg mL-1) / (ɛL) Opaģanje 

2,0 250 0,490 10 
opalescentan 

gel 

2,0 375 0,485 15 
opalescentan 

gel 

2,1 476 0,470 20 ne gelira 

 

Tablica 12. Efikasnost geliranja pri razliļitim koncentracijama PLGA-Dox izraģena kao 

maksimalni volumen (Vmax) geliranog otapala s 2 mg gelatora Ac-FFA-NH2. 

m (Ac-FFA-NH2)/mg 

Koliļina dodanog 

PLGA-Dox 

(ɛg/mg gelator) 

V (H2O)/mL V (PLGA-Dox 1,9 mg mL-1) / (ɛL) Opaģanje 

2,2 8,6 0,490 10 
opalescentan 

gel 

2,0 14,3 0,485 15 
opalescentan 

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-NH2 hidrogel s PLGA-Dox (c = 6,89 × 10-5 mol dm-3) (lijevo) i  

Myocet (c = 6,89 × 10-5 mol dm-3) (desno) u 1 mL vode. 

 

 Morfoloġka karakterizacija derivata tripeptida TEM mikroskopijom  

Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM) je metoda kojom se ispituje morfologija nano-

materijala. TEM mikroskopi koriste snop elektrona valne duljine 105 puta manje od valne 

duljine svijetla te im je poveĺanje znatno veĺe od svjetlosnog mikroskopa. TEM slika se 

generira pomoĺu elektrona koji prolaze kroz uzorak. Obzirom da organski spojevi slabo 

zaustavljaju ili otklanjaju elektrone, uzorci se kontrastiraju s pWk (kalijevom soli 

polivolframfosforne kiseline) ili sjenļaju s paladijem ili platinom. TEM-om se moģe postiĺi 

razluļenje do 0.1 nm i poveĺanje do 106. Gelska mreģa moģe se sastojati od niti, traka, tubula 

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

mogu biti i raļvaste dok najļeġĺe su ġirine od 10 do 100 nanometara. Morfologija mreģe ima 

utjecaj na ļvrstoĺu i stabilnost gela, a uvjetovana je najviġe strukturom gelatora te utjecajem 

otapala na njegovu samoorganizaciju. TakoĽer, promjene mogu nastati pod utjecajem vanjskih 

ļimbenika poput starosti gela, brzine ili temperature hlaĽenja, koncentracije ili dodataka 

aditiva.  

Obzirom na potencijalnu bioloġku primjenu tripeptidnih derivata naglasak je bio na 

ispitivanju jednostavnijih otapala (voda, metanol, etanol, acetonitril i dr.), dostupnijih te 

potencijalno upotreba manje toksiļnih otapala. Metilni ester 6 je lipofilniji gelator od amidnog 
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derivata 7 jer je vidljivo iz tablice (tablica 3) da gelira nepolarna otapala poput etil-acetata i 

toluena. Uoļeno je da 6 gelira manji volumen vode, no stabilnost gela nije naruġena. TEM 

mikroskopijom uoļeno je da spoj 6 ima drugaļiju morfologiju gelskih niti u vodi za razliku od 

amidnog derivata 7. Spoj 6 kao hidrogel ima niti tanke i isprepletene promjera ~5-25 nm (slika 

25) dok spoj 7 pokazuje guġĺe isprepletene niti i trake promjera ~5-50 nm (slika 26). 

 

Slika 25. TEM gela 6 u H2O (sjenļano s Pt). 

 

Slika 26. TEM gela 7 u H2O. 

 

Na morfologiju gela utjeļe otapalo ġto je TEM mikroskopija pokazala. Spoj 6 pokazao je u 

acetonitrilu mreģu viġeslojevitih ravnih slijepljenih niti promjera ~30-50 nm  

(slika 27). Spoj 7 u acetonitrilu pokazao je promjene u strukturi gdje su niti postale ravnog 
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ġtapiĺastog oblika promjera ~60-200 nm (slika 28). Spoj 7 u metanolu stvara ravne ġtapiĺaste 

strukture malih promjera ~10-30 nm (slika 29) dok njegova gelirajuĺa svojstva u etanolu 

pokazala su promjenu mofrologije u tanke niti malih promjera od ~15 nm (slika 30). Iz 

priloģenog moguĺe je uoļiti da spoj 7 poveĺanjem polarnosti otapala daje fleksibilnije niti 

manjeg promjera. 

   

Slika 27. TEM gela 6 u acetonitrilu (sjenļano s Pwk). 

 

 

Slika 28. TEM gela 7 u acetonitrilu (sjenļano s Pd). 
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Slika 29. TEM gela 7 u metanolu (sjenļano s Pd). 

 

 

Slika 30. TEM gela 7 u etanolu (sjenļano s Pd). 

 

Za razliku od tripeptida 6 i 7 koji su pokazali raznolika gelirajuĺa svojstva, izomeri LDL  

acetilnih derivata tripeptida su slabiji gelatori te su prikazani samo gelovi dobiveni u vodi za 

spoj 12 (slika 31) i acetonitrilu za spoj 13 (slika 32). Vidljivo je da acetilni derivati tripeptida 

LDL  konfiguracije takoĽer daju tanke gusto isprepletene niti . 
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Slika 31. TEM gela 12 u H2O. 

 

 

Slika 32. TEM gela 13 u acetonitrilu. 

 

Fmoc zaġtiĺeni derivati LLL  i LDL  konfiguracije tripeptidnih derivata pokazali su dobra 

gelirajuĺa svojstva s jednostavnim alkoholima, gdje su najbolje gelirali metanol i etanol. TEM 

mikroskopijom utvrĽeno je da LLL  izomer 9 gelira u obliku tankih niti promjera ~5-20 nm u 

metanolu (slika 33). U etanolu LLL  derivat 9 gelira niti guġĺeg i manjeg promjera (slika 34) dok 

LDL  derivat 14 gelira u obliku niti promjera ~10-350 nm (slika 35). Gel nastao u acetonitrilu za 

spoj 14 pokazao je takoĽer gustu mreģu niti malog promjera od ~5-10 nm dok spoj 9 ne gelira 

acetonitril (slika 36).  
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Slika 33. TEM gela 9 u metanolu. 

 

Slika 34. TEM gela 9 u etanolu. 

 

 

Slika 35. TEM gela 14 u etanolu. 
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Slika 36. TEM gela 14 u acetonitrilu. 

 

Zamijeĺeno je da acetilni derivati daju neġto veĺe i rjeĽe niti usporedno s Fmoc derivatima 

tripeptida ġto se moģe pripisati Fmoc zaġtitnoj skupini koja zbog svoje aromatske strukture 

moģe sudjelovati u -́  ́interakcijama ļime dodatno povezuje niti u guġĺu mreģu. 

 Ispitivanje utjecaja liposoma i proteina FITC-BSA na gelirajuĺa 

svojstva hidrogelatora  

 Morfoloġka karakterizacija hidrogela s liposomima i proteinima 

Morfologija kompozitnih hidrogelova analizirana je TEM, konfokalnim fluorescencijskim 

mikroskopom te AFM . Peptidni gelovi su prireĽeni u 0,4 % w/v prema uputama iz poglavlja 

3.4.4. i 3.5. Formiranje vlakana hidrogela Ac-FFA-NH2 vizualizirano je bez sjenļanja te pWk 

sjenļanom ili Pd sjenļanom TEM metodom. Uoļen je nepromijenjeni strukturalni integritet 

gela kao i varijacije u debljini niti kod hidrogela s liposomima (slika 37a,b,c) te je vidljivo da 

su liposomi smjeġteni izmeĽu niti hidrogela. Iz dobivenih rezultata vidljivo je da nastaje gelska 

izduģena nitasta mreģa koja je kod dodatka BSA guġĺa te su niti manjeg promjera u odnosu na 

sam gel (slika 37d) dok hidrogel s liposomskom formulacijom BSA ima sliļnu strukturu ļistog 

gela u koncentracijama manjim od koncentracije Ac-FFA-NH2 (slika 37e). Konfokalna 

mikroskopija omoguĺila je vizualizaciju fluorescentno obiljeģenog proteina FITC-BSA u 

liposomima i u liposomima ugraĽenim u hidrogel. Mikrografija proteina ugraĽenog u hidrogel 

prikazuje fluorescirajuĺu gelsku mreģu, tj. fluorescentni protein koji se nalazi u puferu u kojem 

su nastale gelske niti (slika 38a). Kada je protein ugraĽen u liposome, vidljivo je da se on nalazi 

u liposomima ili agregirajuĺim nakupinama liposoma (slika 38b). AFM mikroskopijom mjeri 
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se interakcija izmeĽu povrġine i vrlo oġtrog ġiljka koji je na savitljivoj poluzi. Na taj naļin se 

mapira ģeljena povrġina, a zbog nedestruktivnosti metode moģe se raditi u prirodnoj formi 

materijala bez primjerice sjenļanja uzorka kao kod TEM-a. AFM mikroskopijom potvrĽeno je 

da nastaju tanke niti hidrogelatora Ac-FFA-NH2. TakoĽer, vidljive su smeĽe nakupine liposoma 

koje se nalaze izmeĽu niti hidrogelatora. TEM mikroskopija, konfokalna mikroskopija i AFM 

dale su podatke o strukturi kompozitnog gela potvrdile samoudruģivanje peptida u hidrogel u 

prisutnosti liposoma, BSA te liposomskih BSA formulacija u opisanim eksperimentalnim 

uvjetima (slika 37-slika 39).
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a)  

b)  c)  

d)  e)  

Slika 37. TEM mikrograf hidrogela (a) 0,4 % w/v Ac-FFA-NH2 u vodi, pWk sjenļano, (b) s 

liposomima 5:1 molarni omjer, Pd sjenļano, (c) s liposomomima 5:1 omjer, pWk sjenļano; 

poveĺanje 8000x. Skala = 1 ɛm. (d) s BSA; (e) s liposomskom BSA formulacijom; pWk 

sjenaļno; poveĺanje 16000x. Skala = 1 ɛm. 
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a)  b)   

c)  

Slika 38. Konfokalna fluorescentna mikroskopija kompozita hidrogela 0,4 % w/v Ac-FFA-NH2 

u vodi: A) s tioflavin T-om, skala = 25 ɛm;  B) s FITC-BSA, skala = 50 ɛm; C) s liposomskom 

FITC-BSA formulacijom, skala = 5 ɛm (strelicama oznaļene liposomske formulacije). 
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a)   

b)   

Slika 39. AFM hidrogela (a) 0,4 % w/v Ac-FFA-NH2 u vodi, (b) s liposomima 1:5 molarni 

omjer (roza boja ï tinjac, smeĽe-zeleno ï hidrogel niti, tamno-smeĽe ï liposomi). 

 

 Dinamiļko rasprġenje svjetla (DLS) 

Analiza veliļine liposoma metodom DLS pokazala je postojanje sferiļnih multilamelarnih 

liposomskih formulacija s veĺinskim promjerom od 530 nm (Ñ 120 nm). Liposomi s ugraĽenom 

BSA bili su oļekivano veĺi od 800 nm (Ñ 60 nm) (tablica 13). DPPC i DMPC liposomi uzeti 

su kao modelne strukture i koriġtene su u svrhu ispitivanja interakcija s peptidnim 

hidrogelatorom. Veliļina DPPC liposoma bila je 29 nm (± 12 nm) i 60 nm (± 26 nm) za DMPC 

(tablica 14). 
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Tablica 13. Veliļina i zeta potencijal liposoma u liposomskim formulacijama 

Uzorak Veliļna/nm Zeta potencijal/mV 

Prazni liposomi 530 ± 100 -0,1 ± 0,5 

Liposomi s BSA 820 ± 60 -1,0 ± 0,6 

 

Tablica 14. Veliļina i zeta potencijal DPPC i DMPC liposoma pripremljenih za DSC mjerenja 

Uzorak Veliļina/nm Zeta potencial/mV 

DPPC 30 ± 10 1,9 ± 0,5 

DMPC 60 ± 26 -2,5 ± 1,5 

 

 Ispitivanje interakcije hidrogela i liposoma metodom DSC 

Osnovni prijelaz fosfolipidnog dvosloja, kad se poveĺava temperatura, opisuje prijelaz izmeĽu 

ureĽenog dvosloja u tekuĺe stanje (neureĽenu strukturu). Promjena u osnovnom prijelazu 

dvosloja je posljedica utjecaja temperature na van der Waalsove interakcije izmeĽu 

ugljikovodiļnih lanaca, ļime se poveĺava njihova mobilnost. Koliļina energije koja je 

upotrebljena se povezuje s faznim prijelazom fosfolipida i konformacijom fosfolipida ġto utjeļe 

na stabilnost sustava. Nekovalentne interakcije izmeĽu peptidnih molekula uzrokuju 

samoudruģivanje i time stvaranje hidrogelova. Interakcija s fosfolipidnim molekulama u 

liposomima mogu utjecati i na strukturu fosfolipidnog dvosloja i na formiranje hidrogela.21 

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

okarakterizirale fazne promjene koje odgovaraju prijelazima sustava iz faze gela u tekuĺu (Tm). 

Omoguĺuje kvantitativni uvid u utjecaj molekula peptida hidrogelatora na membransku 

strukturu i obratno. Interakcija peptida s lipidima moģe utjecati na razna lipidna svojstva poput 

naļina slaganja, membranske fluidnosti i kooperativnosti faznih prijelaza. Najļeġĺe, 

pretprijelazna (engl. pretransition) faza je vrlo osjetljiva na molekule koje stupaju u interakciju 

s polarnim grupama fosfolipidnih molekula i ļesto nestaje dodatkom drugih molekula. Glavni 

prijelaz (engl. main transition) ukazuje na interakcije na dubljoj razini u podruļju nepolarnih 

lanaca masnih kiselina.183 Ispitani su fazni prijelazi multilamelarnih liposoma DPPC (veliļina 

liposoma 29 nm (Ñ12 nm)) i DMPC (veliļina liposoma 60 nm (±26 nm)) u odsutnosti i 

prisutnosti gelatora Ac-FFA-NH2. DMPC (14:0) pokazuje dva endotermna prijelaza: oġtar 

glavni prijelaz pri T  = 24 ÁC i ġirok pretprijelaz pri T /  = 11ï15 °C. DPPC (16:0) ima glavni 

prijelaz na T  = 41 ÁC i pretprijelaz na T /  = 35 ÁC. Iz DSC termograma mogu se oļitati tri 
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kljuļna parametra: entalpija prijelaza (ȹH) (proporcionalna podruļju ispod prijelaznog signala 

koja reflektira jaļinu van der Waalsovih sila izmeĽu lanaca masnih kiselina lipida. Nadalje, 

cijela ġirina na pola maksimuma (ȹT / ) koja se veģe s kooperativnosti u prijelazu, vezanom uz 

broj molekula koje simultano sudjeluju u prijelazu. Prijelazne temperatura (T , T , T ) veģu se 

uz pretprijelaz, glavni prijelaz i druge endotermne procese.184,185 Rezultati (slika 40) pokazali 

su da dodatak Ac-FFA-NH2 u liposomsku suspenziju utjeļe na lipidni dvosloj na nekoliko 

naļina. Moģe se uoļiti mali pomak i ġirenje pika glavnog prijelaza fosfolipida, kao i nestajanje 

pretprijelazne faze. Oba podruļja prijelaza zahtijevaju manje energije (ȹH) kako bi se inicirala 

namreġkana (engl. Ripple) i tekuĺa faza (tablica 15). Moģe se pretpostaviti da interakcije 

izmeĽu gelatora Ac-FFA-NH2 i lipidnih molekula destabiliziraju sekundarnu strukturu, ġto 

odgovara modelu koji su predloģili  Ģiniĺ i suradnici.186 Ģiniĺ i suradnici predloģili su model 

koji ukljuļuje vodikove veze koje primarno uzrokuju samo-udruģivanje hidrogelatora. 

Ac-FFA-NH2 formira jake vodikove veze koje tvore slojevitu strukturu s hidrofobnim 

aromatskim fenilalaninskim skupinama okrenutim prema fosfolipidnom dvosloju ļime se 

objaġnjava njihova interakcija.  

a) b)  

Slika 40. a) DSC termogram DPPC i Ac-FFA-NH2 :DPPC u omjeru 2,5:1. b) DSC termogram 

DMPC i Ac-FFA-NH2 :DMPC u omjeru 2,5:1 (sve vrijednosti su korigirane oduzimanjem 

bazne linije). 
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Tablica 15. Termalne karakteristike liposoma i liposomskih kompozita s Ac-FFA-NH2 

peptidnim hidrogelatorom, iz DSC mjernih podataka.  

Uzorak Tp* /°C æH/kJ mol-1 Tm** /°C æH/kJ mol-1 

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 

*Temperatura (Tm) ï temperatura mekġanja; temperatura prijelaza gela u fluid stanje 

**Temperatura (Tp) ï temperatura pretprijelaza 

 

Rezultati su pokazali vidljive promjene u utjecaju peptidnog hidrogelatora na pomake i 

proġirenja glavnog prijelaza DPPC ili DMPC liposomskog dvojsloja kao i na entalpiju glavnog 

prijelaza (ȹH). ȹH je znaļajno manja za glavni prijelaz kod DPPC uz prisutnost peptida u 

usporedbi s DMPC. Ukupna termodinamiļka destabilizacija DPPC dvosloja je primjetna, 

pokazujuĺi dvostruko manju entalpiju pretprijelaza i glavnog prijelaza. Dobiveni rezultati 

ukazuju na snaģnije interakcije peptida Ac-FFA-NH2 s unutarnjim dijelom dvosloja DPPC 

liposoma u odnosu na DMPC liposome. DPPC i DMPC su dvoionski (zwitterionski) lipidi, a 

jedina razlika izmeĽu njih je duljina lanca masne kiseline. Opaģeni uļinak vjerojatno je 

posljedica razlika u pakiranju fosfolipidnih molekula u dvosloju, koje proizlaze iz duljine lanca 

masne kiseline i jaļih hidrofobnih interakcija s hidrofobnim fenilalaninom. Jaļa hidrofobna 

interakcija peptida s DPPC takoĽer se moģe objasniti ļinjenicom da je DPPC dvosloj liposoma 

viġe dehidriran i, prema tome, hidrofobniji zbog viġe temperature faznog prijelaza (42 ÁC) u 

usporedbi s onom od DMPC (23 °C).187 S druge strane, interakcije peptida s povrġinom 

membrane popraĺene su deformacijama u okolnom lipidnom dvosloju i utjeļu na pakiranje 

lipida i prodiranje vode u membranu, ġto bi moglo utjecati na konformacijske promjene 

membrane i omoguĺilo interakcije peptida s meĽufaznim hidrofobnim regijama DPPC dvosloja 

(slika 41).188 



§ 4. Rezultati i rasprava 102 

 

 

Slika 41. Prikaz predloģenih interakcija liposoma i hidrogela Ac-FFA-NH2. 

 

 FTIR -ATR karakterizacija interakcije hidrogela i liposoma  

Interakcija izmeĽu fosfolipida u liposomima i peptidnog hidrogelatora Ac-FFA-NH2 je ispitana 

pomoĺu FTIR-ATR. Sve otopine pripremljene su u D2O zbog intenzivnog apsorpcijskog 

signala vode pri 3600-3000 cm-1 ġto oteģava detekciju CH2 simetriļnih i asimetriļnih sprezanja 

(3000-2800 cm-1) iz Ac-FFA-NH2 i lipidnih komponenata. Karakteristiļni oblik OH/NH 

podruļja sprezanja potvrĽuje prisutnost hidroksilnih skupina i vodikovih veza usko povezanih 

sa stupnjem hidratacije materijala odnosno sustava.189 Nakon mjerenja FTIR spektara 

suspenzija DPPC, Ac-FFA-NH2 i DPPC s Ac-FFA-NH2 suspenzija pri 25 °C, rezultati su 

obraĽeni. Spektar ļistog otapala D2O je zaglaĽen Savitsky-Golay jednadģbom (polinom 3. 

stupnja) i oduzet od spektara komponenata (slika 42). Daljnja analiza temeljila se na dijelovima 

spektara koji sadrģi znaļajne vibracijske vrpce molekula u sustavu: a) 3025ï2825 cm-1 

(antisimetriļno (nasCH2) i simetriļno (nsCH2) istezanje metilenskih skupina)190,191;   

b) 1775ï1700 cm-1  (istezanje karbonilne skupine (ɜCO))192; c) 1700ï1567 cm-1 (amid I: 

istezanje skupine C=O sekundarnih amida; amid II: deformacija skupine NH2 primarnih 

amida)193 (slika 43). Analiza vrpci CH2 istezanja (ns i nas) ukazala je na blagi pomak 

maksimuma vrpci prema viġim valnim brojevima dodatkom Ac-FFA-NH2 u DPPC suspenziju, 

kao i promjenu intenziteta. U prisustvu gelatora, maksimum vrpce istezanja CH veza metilenske 

skupine u spektru DPPC suspenzije pomiļe se s 2923 cm-1 na 2931 cm-1 (nasCH2) i s 2854 na 

2865 cm-1 (nsCH2). Ti su pomaci bili popraĺeni promjenama intenziteta vrpce. Takvi pomaci 

sugeriraju promjene vodikovih veza i moguĺu zamjenu DïH u suspenziji. U podruļju vrpci 

amida (1700ï1567 cm ĭ): vrpca amid I pri 1638 cm ĭ, karakteristiļna za Ac-FFA-NH2, takoĽer 

je bila prisutna u smjesi Ac-FFA-NH2 + DPPC, ali je nije bilo u ļistim DPPC uzorcima. 
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Nepromijenjeni poloģaj vrha od 1638 cm ĭ ukazuje da DPPC ne mijenja sekundarnu strukturu 

Ac-FFA-NH2. Ovo opaģanje sugerira interakciju u kojoj nema razaranja strukture izmeĽu 

molekula peptida i lipida u kojoj nema utjecaja DPPC na strukturu gela.194 U podruļju istezanja 

karbonilne skupine (1775ï1700 cm ĭ) , dodavanje Ac-FFA-NH2 u DPPC rezultiralo je samo 

promjenama intenziteta vrpci u spektru, ġto ukazuje na jake interakcije izmeĽu peptidne i 

fosfolipidne glavne skupine. Ovakvo ponaġanje podudara se s istraģivanjima na antimikrobnim 

peptidima, gdje hidrofobne aminokiseline u peptidima imaju vaģnu ulogu u poticanju dubljih 

prodiranja peptida u lipidne membrane.195 Rezultati FTIR-ATR (slika 43) ukazuju na 

interakcije izmeĽu DPPC i Ac-FFA-NH2 peptida. Pomaci i promjene intenziteta u vibracijskih 

vrpci metilenske i karbonilne skupine upuĺuju na promjene slaganja lipida i interakcije izmeĽu 

peptida i lipida. Dobiveni rezultati podupiru hipotezu da su liposomi adsorbirani na peptidne 

fibrile unutar supramolekulskog gela. 

 

 

Slika 42. Normalizirani FTIR spektri: zeleno (Ac-FFA-NH2), plavo (DPPC multilamelarni 

hidrirani s D2O), naranļasto (DPPC+Ac-FFA-NH2 smjesa). 
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a)  

b)  

Slika 43. Normalizirani FTIR spektari: a) podruļje istezanja skupine CH2 - zeleno  

(Ac-FFA-NH2), plavo (DPPC multilamelarni hidratizirani s D2O), naranļasti (DPPC+Ac-FFA-

NH2 smjesa). b) amid vrpce ɜC=O i amid I i II ï zeleno (Ac-FFA-NH2), plavo (DPPC 

multilamelarni hidratizirani s D2O), naranļasti (DPPC+Ac-FFA-NH2 smjesa). Vertikalne linije 

prikazuju maksimum vrpca. 
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 Karakterizacija kompozitnih formulacija  hidrogela 

Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 s nanoformulacijama doksorubicina 

 TEM karakterizacija kompozita hidrogela  

Formiranje vlakana promatrano je transmisijskim elektronskim mikroskopom. Peptidni gelovi 

su prireĽeni u 0,4 % w/v prema uputama iz poglavlja 3.5. Nitasta struktura s manjim promjerom 

niti od ~10-50 nm uoļena je i kod kompozitnih hidrogelova s DOX u liposomima  i PLGA-Dox. 

TEM analizom uoļeno je vezanje veĺinskim dijelom na gelske niti (slika 44). 

 

a)   b)  

Slika 44. TEM mikrograf hidrogela (a) 0,4 % w/v Ac-FFA-NH2 s Myocetom,  

(b) s PLGA-Dox; pWk sjenļano; poveĺanje 16000x. Skala = 500 nm. 

 In vivo testiranje imunostimulirajuĺe aktivnosti peptidnih 

hidrogelatora 

Nedavne studije istaknule su peptidne nanomaterijale kao obeĺavajuĺe sustave za dostavu 

cjepiva zbog njihove izraģene adjuvantne aktivnosti i sposobnosti poticanja specifiļnog 

imunoloġkog odgovora.30 Stoga je bilo vrijedno ispitati imunostimulacijska svojstva odabranih 

peptidnih hidrogelova. Istraģivanja su provedena u Centru za istraģivanje i prijenos znanja u 

biotehnologiji Sveuļiliġta u Zagrebu, pod struļnim vodstvom prof. dr. sc. Ruģe Frkanec. 

Specifiļni cilj ovog ispitivanja bio je in vivo ispitati aktivnost peptidnih hidrogelatora 

fokusirajuĺi se na utjecaj njihovih kemijskih struktura na aktivnost. Kemijska struktura 

peptidnih hidrogelatora je znaļajna za njihovu imunostimulacijsku aktivnost. Istraģivanja su 

pokazala da ļak i najmanje promjene u slijedu aminokiselina, poput zamjene hidrofobnih 

ogranaka ili modifikacije naboja funkcijskih skupina, moģe utjecati na imunostimulacijska 

svojstva peptidnih hidrogelova.30 Ustanovljeno je da promjena sekvence aminokiseline i 
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poloģaj hidrofobnih amino skupina ili zamjena neke od aminokiselina znaļajno smanjuje 

koliļinu induciranih protutijela u imuniziranim miġevima. Peptidi koji sadrģe protonirane 

amine su pokazali snaģniju imunostimulirajuĺu aktivnost od peptida koji su sadrģavali 

negativno nabijene, deprotonirane karboksilne skupine.31,141,196 

U ovoj disertaciji ispitani su spojevi Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 (7, Ac-FFA-NH2),  

Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-OH (8, Ac-FFA-OH) i Ac-L-Phe-L-Phe-ɓAla-OMe (Ac-FFɓA-OMe) 

kao adjuvanti koji se razlikuju po N-kraju dok se Ac-FFɓA-OMe razlikuje i po zamijenjenom 

Ŭ-alaninu s ɓ-alaninom. Adjuvanti su spojevi koji se dodaju cjepivima radi pojaļanja 

specifiļnih imunoreakcija na odreĽeni antigen. Utjecaj hidrogelatora na specifiļnu imunu 

reakciju odreĽen je mjerenjem koliļine ukupnih imunoglobulina klase G (IgG) i koliļine 

podklasa IgG1 i IG2a. Za ispitivanje adjuvantske aktivnosti koriġten je miġji model (engl. 

Murine model of adjuvancity) s ovalbuminom (OVA) kao modelnim antigenom. Koriġten je 

prethodno razvijeni protokol imunizacije.197 OVA je antigen slabe imunogenosti te se koristi u 

skladu s propisanim uputama za ispitivanje adjuvanata.198 Kako bi se odredila ukupna koliļina 

anti-OVA IgG i anti-OVA IgG1 te IgG2 podklasa koriġten je prethodno uspostavljen ELISA 

test (engl. Enzyme linked immunoassay). Kvantifikacija je provedena testom paralelnih pravaca 

te su rezultati statistiļki obraĽeni. Rezultati su izraģeni u proizvoljnim jedinicama po mililitru 

(AU/mL). Uz ispitivane hidrogelatore, ispitani su i komercijalno dostupni adjuvanti s razliļitim 

naļinima djelovanja. Prethodna istraģivanja pokazala su dobre adjuvantske efekte 

peptidoglikanskog monomera (PGM), adjuvanta bakterijskog porijekla.199,200 

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

like receptor 7/8 (engl. imiquimod), je veĺ istraģena i detaljno opisana.201,202 Ispitivanje 

aktivnosti novih adjuvanata je dugotrajan proces zbog ļega je mali broj adjuvantiranih cjepiva 

u primjeni kod ljudi.203 Osnovni zahtjevi kod predkliniļkih ispitivanja adjuvanata ukljuļuju 

karakterizaciju imunoloġkog odgovora i usporedbu aktivnosti s veĺ poznatim i opisanim 

adjuvantima.. Dobiveni rezultati su pokazali da ispitivani peptidni hidrogelatori izazivaju 

snaģni imunoloġki odgovor (slika 45). Vidljivo je da je statistiļki znaļajnije veĺa koliļina 

ukupnog IgG protutijela razvijena u grupi miġeva imuniziranih s OVA inkorporiranim u 

Ac-FFA-NH2 hidrogel u usporedbi s drugim ispitanim adjuvantima. Druga dva peptida, 

Ac-FFA-OH i Ac-FFɓA-OMe, strukturno razliļita, takoĽer su inducirala znaļajno veĺu 

koliļinu ukupnog IgG protutijela u usporedbi sa samim OVA antigenom i OVA antigenom u 

liposomima ili s PGM.  
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Za postizanje uvida u tip imunoloġkog odgovora analizirana je koliļina specifiļnih 

podgrupa imunoglobulina, IgG1 (Th2-ovisnih) i IgG2a (Th1-ovisnih) protutijela (slika 46a,b). 

Ac-FFA-NH2 peptid pokazao je jaku imunostimulacijsku aktivnost, zbog znaļajnog poveĺanja 

proizvodnje IgG1, sliļno kao MDP, dok je takoĽer inducirao znaļajnu koliļinu IgG2a 

protutijela, sliļno kao imikvimod (slika 46a). Nasuprot tome, Ac-FFɓA-OMe i Ac-FFA-OH 

hidrogelovi preteģno stimuliraju proizvodnju IgG2a, ġto ukazuje na jaļi Th1-posredovani 

odgovor (slika 46b). Polarizacija imunokompetentnih T stanica prema Th1 ili Th2 tipu 

imunoloġkog odgovora je vaģna za ukupan imunoloġki odgovor.  

Omjer imunoglobulina  IgG1/IgG2a u serumu je indirektni pokazatelj tipa imunoloġke 

reakcije (Th1 staniļni imunoloġki odgovor, i Th2 humoralni imunoloġki odgovor). Omjer 

IgG1/IgG2a za eksperimentalne skupine imunizirane s OVA+MDP i OVA+Ac-FFA-NH2 

pokazuju da tripeptid Ac-FFA-NH2 ima sposobnost induciranja i humoralnog i staniļnog 

imuniteta. TakoĽer je zamijeĺeno da hidrogel Ac-FFɓA-OMe moģe pomaknuti imunoreakciju 

u Th1 smjeru. Rezultati su pokazali da ispitani peptidni hidrogelovi mogu modulirati smjer 

imunoloġke reakcije od kojih Ac-FFA-NH2 uravnoteģeno pojaļava oba tipa imunoloġkog 

odgovora (slika 47).  

Mehanizmi djelovanja adjuvanta na molekulskoj, staniļnoj i tkivnoj razini su razliļiti. 

Svi adjuvanti utjeļu na imunoloġki odgovor na  primijenjene antigene kroz sloģene i viġestruke 

mehanizme.25,204 Supramolekulski peptidni nanomaterijali prvenstveno predstavljaju 

depo-adjuvante, gdje stvaranje depoa, rezervoara, dovodi do sporog otpuġtanja antigena na 

mjestu injekcije, regrutiranja imunoloġkih stanica na mjesto injekcije i pojaļanog unosa 

antigena od strane antigen-prezentirajuĺih stanica (APC). Aktivacija staniļno posredovane 

imunosti dogaĽa se kroz interakcije peptidnih hidrogelatora i specifiļnih receptora na 

imunokompetentnim stanicama, kao ġto su antigen prezentirajuĺe stanice. Afinitet staniļnih 

receptora i jaļina interakcije ovise o brojnim ļimbenicima, prvenstveno o kemijskoj strukturi 

adjuvanata koja pokreĺe Th1- ili Th2- tip imunoloġkog odgovora.205 Dobiveni rezultati 

pokazuju da testirani peptidni hidrogelovi ne samo da pojaļavaju antigen-specifiļne 

imunoloġke odgovore, veĺ takoĽer moduliraju ravnoteģu izmeĽu Th1 i Th2 puteva. 

 Ova dvostruka sposobnost sugerira njihov potencijal kao novih, snaģnih i sigurnih 

adjuvantnih sustava za isporuku cjepiva. Potrebna su daljnja istraģivanja kako bi se u potpunosti 

razjasnilo adjuvantno djelovanje ovih peptidnih hidrogelova.  
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Slika 45. Utjecaj adjuvanata na proizvodnju ukupnog anti-OVA IgGs u miġevima; 

Eksperimentalne skupine: 1-OVA; 2-OVA+liposomi; 3-OVA+PGM; 4-OVA+MDP; 

5-OVA+Imiquimod; 6-OVA+ Ac-FFA-NH2; 7-OVA+Ac-FFɓA-OMe; 8-OVA+Ac-FFA-OH; 

*p < 0.05 u usporedbi sa skupinom povezanom isprekidanim linijama.
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a)  

b)  

Slika 46. Utjecaj adjuvanata na proizvodnju imunoglobulina u miġevima: a) anti-OVA IgG1; 

b) anti-OVA IgG2a; Eksperimentalne skupine: 1-OVA; 2-OVA+liposomi; 3-OVA+PGM; 

4-OVA+MDP; 5-OVA+Imiquimod; 6-OVA+ Ac-FFA-NH2; 7-OVA+Ac-FFɓA-OMe; 

8-OVA+Ac-FFA-OH; *p < 0.05 u usporedbi sa skupinom povezanom isprekidanim linijama. 
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Slika 47. Omjer IgG1/IgG2a. Eksperimentalne skupine: 1-OVA; 2-OVA+liposomi; 3-

OVA+PGM; 4-OVA+MDP; 5-OVA+Imiquimod; 6-OVA+ Ac-FFA-NH2; 7-

OVA+Ac-FFɓA-OMe; 8-OVA+Ac-FFA-OH.  

 

 Otpuġtanje biomolekula i malih molekula iz hidrogela 

Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 

 Baģdarni dijagram i otpuġtanje Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2 

Baģdarni dijagram dobiven je mjerenjem maksimalne apsorbancije (ɚmax = 257 nm) otopine 

Ac-FFA-NH2 razliļitih koncentracija dodatkom poļetne otopine 

(c0 = 4,3 × 10-3 mol dm-3) u fosfatni pufer pH 7,36 (slika 48). Postupak provoĽenja eksperimenta 

opisan je u poglavlju 3.8.1. 
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Slika 48. Baģdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji Ac-FFA-NH2; molarni 

apsorpcijski koeficijent (e) pri 257 nm iznosi 442,42 mol-1 dm3 cm-1; Korelacijski koeficijenti 

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

 

Koliļina otpuġtenog Ac-FFA-NH2 dobivena je mjerenjem maksimalne apsorbancije 

(ɚmax = 257 nm) u fosfatnom puferu pH 7,4, kako je opisano u poglavlju 3.8.2. Prilikom 

otpuġtanja javljaju se agregati u otopini ġto je vidljivo rastom bazne linije pri 300 nm  

(slika 49a). Rezultati su procijenjeni da se kroz razdoblje od 24 h, postupnim raspadom gela, 

otpusti 4 % spoja Ac-FFA-NH2 (slika 49b).  
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a)  

b)  

Slika 49. a) Promjene apsorpcijskog spektra gelatora Ac-FFA-NH2 u fosfatnom puferu pH 7,4 

zbog otpuġtanja samog gelatora, umetak: koncentracijski profil otpuġtanja gelatora u vremenu 

od 24 h; b) postotak otpuġtanja gelatora u vremenu od 24 h. 

 

 Baģdarni dijagram i otpuġtanje BSA 

Baģdarni dijagram dobiven je mjerenjem maksimalne apsorbancije (ɚmax = 277 nm) otopine 

BSA razliļitih koncentracija dodatkom poļetne otopine (c0 = 3,3×10-5 mol dm-3) u fosfatni 

pufer pH 7,36 (slika 50). Postupak provoĽenja eksperimenta opisan je u poglavlju 3.8.1. 
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Slika 50. Baģdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji BSA; molarni apsorpcijski 

koeficijent (e) pri 277 nm iznosi 40831,97 mol-1 dm3 cm-1. Korelacijski koeficijenti za podatke 

(crvene linije) iznosi R > 0,996. 

 

Koliļina otpuġtenog BSA iz hidrogela Ac-FFA-NH2 dobivena je mjerenjem maksimalne 

apsorbancije BSA (ɚmax = 277 nm) u fosfatnom puferu pH 7,4, kako je opisano u poglavlju 

3.8.2. Prilikom otpuġtanja javljaju se agregati u otopini ġto je vidljivo rastom bazne linije pri 

300 nm (slika 51a). Rezultati su procijenjeni da se kroz razdoblje od 16 h otpusti 61 % proteina 

BSA dok se takoĽer paralelno otpuġta i hidrogelator Ac-FFA-NH2 (slika 51b,c). Nakon 16 h 

javlja se erozija gela ġto je vidljivo naglim porastom bazne linije.
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a)  

b) c)  

Slika 51. a) Promjene apsorpcijskog spektra gelatora Ac-FFA-NH2 u fosfatnom puferu pH 7,4 

zbog otpuġtanja BSA, umetak: koncentracijski profil otpuġtanja gelatora i BSA u vremenu od 

24 h; b) postotak otpuġtanja BSA u vremenu 24 h; c) postotak otpuġtanja gelatora u vremenu 

24 h. 

 

Otpuġtanje BSA mjereno je i tehnikom u kiveti uzimanjem alikvota otpusnog medija kako je 

opisano u poglavlju 3.8.3. Otpuġtanje je mjereno UV-Vis spektroskopijom pri istim uvjetima 

kroz 83 sata. Nevezani BSA nije izdvojen od liposomskih formulacija BSA i nije mjerena 

efikasnost vezanja. Na temelju proġlog istraģivanja, procijenjeno je na 30 %.206 Koncentracija 

BSA je konstantna u oba uzorka radi usporedbe. Rezultati su pokazali sliļne profile otpuġtanja. 

Otpuġtanje je izraļunato prema formuli:  

otpuġteno (%) = (otpuġtena koncentracija/ukupna koncentracija) × 100. Vidljiva je sliļna faza 
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naglog otpuġtanja (engl. burst phase) u otpuġtanju BSA u oba sustava; jedan sa slobodnim BSA 

gdje je otpuġteno 27,2 % i uzorak hidrogela u koji je ugraĽena liposomska formulacija BSA 

gdje je otpuġteno 23,3 % u prvih 6 sati (slika 52). Naglo otpuġtanje BSA u prvom dijelu grafa 

moģe se objasniti otpuġtanjem BSA iz uzorka sa slobodnim BSA i otpuġtanjem neugraĽenog 

BSA koji nije prethodno uklanjen iz uzorka hidrogela s liposomskom formulacijom BSA. 

Nakon prvih 6 sati izgled krivulja divergira. U uzorku hidrogela sa slobodnim BSA, BSA sporo 

difundira kroz mreģu gela u pufer, dok u uzorku gela s liposomskim formulacijama BSA, 

liposomske membrane usporavaju prolazak BSA u hidrogel i nakon toga u nadslojen pufer. 

Nakon naglog otpuġtanja vidljivo je da je otpuġtanje slobodnog BSA (52 %) brģe od otpuġtanja 

BSA iz hidrogela koji sadrģi liposomsku formulaciju BSA (38 %) unutar 83 h.  
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Slika 52. Kinetika otpuġtanja BSA i BSA-u liposomima iz hidrogela Ac-FFA-NH2.  

 

Usporedbom dviju tehnika za praĺenje otpuġtanja BSA (sonda i kiveta) vidljivo je da je kinetika 

otpuġtanja sliļna. Neġto brģe otpuġtanje se dogaĽa kod mjerenja sondom ġto se moģe pripisati 

veĺoj poļetnoj koncentraciji BSA u gelu (c = 1,1 × 10-5 mol dm-3), dok je kod mjerenja BSA u 

kiveti koncentracija iznosila c = 7,5 × 10-5 mol dm-3. Brģe otpuġtanje se takoĽer dogaĽa zbog 

koncentracijskog gradijenta kod kojeg se veĺ za 16 h postiģe plato zbog zasiĺenja. Kod mjerenja 

u kiveti prilikom uzimanja alikvota otopine i zamjenom s novim medijem se postiģe manja 

koncentracija BSA u prihvatnom mediju zbog ļega se potiļe daljnje otpuġtanje. 



§ 4. Rezultati i rasprava 116 

 

 Baģdarni dijagram i otpuġtanje DOX iz hidrogela 

Baģdarni dijagram dobiven je mjerenjem maksimalne apsorbancije (ɚmax = 500 nm) otopine 

doksorubicina (DOX) razliļitih koncentracija dodatkom poļetne otopine  

(c0 = 1 × 10-4 mol dm-3) u fosfatnom puferu pH 7,36 (slika 53). Postupak provoĽenja 

eksperimenta opisan je u poglavlju 3.8.1. 

 

Slika 53. Baģdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji DOX; molarni apsorpcijski 

koeficijent (e) pri 500 nm iznosi 12540,24 mol-1 dm3 cm-1. Korelacijski koeficijenti za sve 

podatke (crvene linije) iznosi R > 0,999. 

 

Otpuġtanje doksorubicina iz hidrogela Ac-FFA-NH2 dobiveno je mjerenjem maksimalne 

apsorbancije doksorubicina (ɚmax = 500 nm) u fosfatnom puferu pH 7,4, kako je opisano u 

poglavlju 3.8.2. Rezultati su pokazali da se kroz vrijeme od 24 h otpusti 17 % spoja DOX dok 

se takoĽer paralelno otpuġta i hidrogelator Ac-FFA-NH2 (slika 54). 
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a)  

b) c)  

Slika 54. a) Promjene apsorpcijskog spektra gelatora Ac-FFA-NH2 u fosfatnom puferu pH 7,4 

zbog otpuġtanja DOX, umetak: koncentracijski profil otpuġtanja gelatora i DOX u vremenu od 

24 h; b) postotak otpuġtanja DOX u vremenu od 24 h; c) postotak otpuġtanja gelatora u vremenu 

24 h. 

 

 Baģdarni dijagram i otpuġtanje DOX iz liposomske formulacije ugraĽene u hidrogel 

Baģdarni dijagram dobiven je mjerenjem maksimalne apsorbancije (ɚmax = 500 nm) otopine 

DOX u liposomima (Myocet) razliļitih koncentracija dodatkom poļetne otopine  

(c0 = 8,6 × 10-2 mol dm-3) u fosfatni pufer pH 7,36 (slika 55). Postupak provoĽenja eksperimenta 

opisan je u poglavlju 3.8.1. 
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Slika 55. Baģdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji DOX u liposomima 

(Myocet); molarni apsorpcijski koeficijent (e) pri 500 nm iznosi 670,15 mol-1 dm3 cm-1. 

Korelacijski koeficijenti za sve podatke (crvene linije) iznosi R > 0,985. 

 

Koliļina otpuġtenog DOX iz liposoma iz hidrogela Ac-FFA-NH2 dobivena je mjerenjem 

maksimalne apsorbancije DOX iz liposoma (ɚmax = 500 nm) u fosfatnom puferu pH 7,4, kako 

je opisano u poglavlju 3.8.2. Prilikom otpuġtanja javljaju se agregati u otopini ġto je vidljivo 

rastom bazne linije pri 300 nm (slika 56a). Rezultati su procijenjeni da se kroz vrijeme od 16 h 

otpusti 46 % DOX iz liposoma te iz hidrogela dok se takoĽer paralelno otpuġta i hidrogelator 

Ac-FFA-NH2 (slika 56b,c). Nakon 16 h javlja se erozija gela ġto je vidljivo naglim porastom 

bazne linije. Otpuġtanje DOX iz liposoma za razliku od otpuġtanja BSA iz liposoma nema 

naglog otpuġtanja u poļetku zbog toga ġto nema prisutnih slobodnih molekula doksorubicina. 

Otpuġtanje iz takvog sustava je viġe linearno.  
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a) b) 

c)  

Slika 56. a) Promjene apsorpcijskog spektra gelatora Ac-FFA-NH2 u fosfatnom puferu pH 7,4 

zbog otpuġtanja DOX iz liposoma, umetak: koncentracijski profil otpuġtanja gelatora i DOX iz 

liposoma u vremenu od 24 h; b) postotak otpuġtanja DOX iz liposoma u vremenu od 24 h;  

c) postotak otpuġtanja gelatora u vremenu od 24 h. 

 

 Baģdarni dijagram i otpuġtanje DOX iz PLGA-Dox ugraĽen u hidrogel 

Baģdarni dijagram dobiven je mjerenjem maksimalne apsorbancije (ɚmax = 500 nm) otopine 

PLGA-Dox razliļitih koncentracija dodatkom poļetne otopine (c0 = 3,3 × 10-3 mol dm-3) u 

fosfatni pufer pH 7,36 (slika 57). Postupak provoĽenja eksperimenta opisan je u poglavlju 3.8.1. 
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Slika 57. Baģdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji DOX iz PLGA-Dox; 

molarni apsorpcijski koeficijent (e) pri 500 nm iznosi 19395,92 mol-1 dm3 cm-1. Korelacijski 

koeficijenti za sve podatke (crvene linije) iznosi R > 0,997. 

 

Otpuġtanje DOX iz PLGA-Dox iz hidrogela Ac-FFA-NH2 dobiveno je mjerenjem maksimalne 

apsorbancije za DOX iz PLGA-Dox (ɚmax = 500 nm) u fosfatnom puferu pH 7,4, kako je opisano 

u poglavlju 3.8.2. Rezultati su procijenjeni te se kroz razdoblje od 24 h otpusti 13 % spoja 

PLGA-Dox dok se takoĽer paralelno otpuġta i hidrogelator Ac-FFA-NH2 (slika 58). 




















































































