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SAZETAK

Supramolekulski samoorganizirajuéi funkcionalni materijali posjeduju
specifi¢na fizikalna i bioloSka svojstva koja se u nekim slucajevima mogu
kontrolirati vanjskim podrazajima (temperatura, pH, UV-zracenje).
Prepoznati su kao izvrsna platforma za primjenu u raznim podrucjima,
uklju€ujudéi razvoj senzora, biomaterijala te tkivnhog inZzenjerstva i sustava
za dostavu lijekova. Hidro- i organo-gelovi su biokompatibilni, biorazgradivi
i netoksi¢ni materijali pogodni za primjenu u biomedicini. Kombinacijom
supramolekulskih organizacija s razliCitim anorganskim ili organskim
spojevima nastaju nanokompozitni materijali koji imaju poboljSana fizikalna
i bioloSka svojstva. Samoorganizacije organskih molekula male molekulske
mase temeljenih na malim peptidima dobro su opisane u literaturi te je
pokazana njihova biokompatibilnost. U okviru ovog diplomskog rada,
sintetizirani su tripeptidni hidrogelatori Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH2, Ac-L-
Phe-L-Phe-L-Ala-OMe i 4-pikolilamidni derivati L-fenilalanin-HCl i bD-
fenilglicin-HCI. Navedenim gelatorima ispitana su geliraju¢a svojstva te je
takoder ispitivano njihovo geliranje dodatkom polimera poli(etilen-glikola)
(PEG) i poli(vinil-alkohola) (PVA). Svojstva najboljeg geliranja pokazao je
4-pikolilamidni derivat D-fenilglicina-HCl uz dodatak PVA. Provedeno je
preliminarno testiranje kinetike otpustanja doksorubicina (DOX) iz gela s
dodatkom PVA i bez PVA. Rezultati su pokazali da iako PVA utjeCe na
geliranje 4-pikolilamidnog derivata D-fenilglicina-HCI, ubrzava ga i smanjuje
kriticnu koncentraciju gelatora, doksorubicin se brze otpusta iz gela koji

sadrzava PVA.

KLJUCNE RIJECI: peptidni hidrogel, dostava lijekova, DOX, PVA, PEG,

supramolekulski hanokompozitni gel



SUMMARY

Supramolecular self-organizing functional materials possess specific
physical and biological properties that can in some cases be controlled by
external stimuli (temperature, pH, UV radiation). They are recognized as an
excellent platform for application in various fields, including sensor
development, biomaterials, tissue engineering and drug delivery systems.
Hydro- and organogels are biocompatible, biodegradable and non-toxic
materials that are suitable for biomedical use. Combining supramolecular
organizations with various inorganic or organic compounds, nanocomposite
materials with improved physical and biological properties are formed. Self-
organizations of low molecular weight organic molecules (LMWG) based on
small peptides are well described in the literature and their biocompatibility
has already been shown. In the framework of this thesis, tripeptide
hydrogelators Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-NH>, Ac-L-Phe-L-Phe-L-Ala-OMe and 4-
picolylamide derivatives of L-phenylalanine-HClI and D-phenylglycine-HCI
were synthesized. These gels were tested for their gelling properties before
and after the addition of polymers of poly (ethylene glycol) (PEG) and poly
(vinyl alcohol) (PVA). 4-Picolylamide derivative of D-phenylglycine-HCI with
the addition of PVA showed the best gelling properties. Preliminary testing
of the release of doxorubicin (DOX) from the gel with the addition of PVA
and without PVA has been tested. The results indicate that PVA affects the
gelling of 4-picolylamide derivative of D-phenylglycine-HCI, accelerating it
and reducing the critical concentration of the gelator while doxorubicin is

released more rapidly from the gel containing PVA.

KEY WORDS: peptide hydrogel, drug delivery, DOX, PVA, PEG,

supramolecular nanocomposite gel



POPIS SIMBOLA I KRATICA

AFM - mikroskopija atomskih sila (eng. atomic force microscopy)
CDClI3 - kloroform

CGC - kriti¢na koncentracija geliranja (eng. critical gel concentration)
DMSO - dimetil-sulfoksid

DOX - doksorubicin (eng. doxorubicin)

EISA - enzimom kontrolirane samoorganizacije (eng. enzyme-linked

immunosorbent assay)

EPR - pojacani ucinak propusnosti i zadrzavanja (eng. enhanced

permeability and retention effect)
IR - infracrvena spektroskopija (eng. infrared spectroscopy)

LMWG - molekule gelatora male molekulske mase (eng. low molecular

weight gelator)
MDR - viSestruka otpornost na lijekove (eng. multi drug resistance)
MeOH - metanol (eng. methanol)

NMR - nuklearna magnetska rezonancija (eng. nuclear magnetic

resonance)
PEG - poli(etilen-glikol)
PVA - poli(vinil-alkohol)

SEM - skenirajuca elektronska mikroskopija (eng. scanning electron

microscopy)

TEM - transmisijska elektronska mikroskopija (eng. transmission electron

microscopy)

TLC - tankoslojna kromatografija (eng. thin layer chromatography)



UV-Vis - ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija (eng. ultraviolet-visible

spectroscopy)
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1. UVOD

Supramolekulska kemija je kemija medumolekulskih veza koja obuhvaca
strukture i uloge entiteta (odnosno molekulskih nakupina) dobivenih
udruzivanjem dviju ili visSe kemijskih vrsta (1). Tako je supramolekulsku
kemiju definirao Jean-Marie Lehn koji je 1987. godine dobio Nobelovu
nagradu za kemiju zajedno s Donaldom J. Cramom i Charlesom J.
Pedersenom za rad i proucavanje molekula sa strukturno specificnim
interakcijama velike selektivnosti (2). Principi supramolekulske kemije
uklju€uju molekulsko prepoznavanje i samoudruzivanje (eng. self-

assembly) koji se primjenjuju u sintezi novih supramolekulskih sustava (2).

Dva ili viSe spoja stupaju u medusobnu interakciju kroz razliite
medumolekulske veze Cime nastaju velike molekulske nakupine ili tzv.
~supermolekule® (Slika 1). Primjeri supramolekularnih sustava ukljucuju
mnoge bioloske sustave, kao Sto su kompleksi enzima sa specificnim
supstratima i molekula DNA. Molekula DNA svoju strukturu dvostruke
zavojnice ima upravo zbog intermolekulskih i intramolekulskih vodikovih
veza. Jedan od najvaznijih primjera molekulskog samoudruzivanje je i
stanicna membrana, gradena od organiziranih molekula fosfolipida,
glikolipida te brojnih proteina i glikoproteina. Osim kemije i biokemije,
supramolekulska kemija kao multidisciplinarno podrucje obuhvada i
molekularnu biologiju te u posljednje vrijeme sve viSe biomedicinu i
nanotehnologiju. Medumolekulske interakcije uglavnom ukljucuju
elektrostatske interakcije (ion-ion, ion-dipol, dipol-dipol), vodikove veze,
n-n interakcije, van der Waalsove interakcije i hidrofobne veze, a ovise o
strukturi molekula koje se povezuju u supramolekulske strukture.
istrazivanja ovog podrucja ukljucuju molekularnu nanotehnologiju, tkivno
inzenjerstvo, molekularne senzore, nanoreaktore, kemijsku katalizu,

regenerativhu medicinu i sustave za dostavu lijekova (2).



Interdisciplinarna priroda supramolekulske kemije

nekovalentne funkeii
interakcije unieija

Atomi —— == Molekule —— "= Supramolekule i samo-organizacije —— ~= Uredaji

anorganska i organska kemija

kovalentne veze

kemija polimera supramolekulska kemija znanost o materijalima
Afinitet i priviaenje Selektivno vezanje Reaktivnost
Strukt_qra komponenti Struktura nakupina Transformacija
Energija Informacije Transport
Funkcija

Slika 1. Shematski prikaz hijerarhije medumolekulskih interakcija

U ovom radu priredit ¢e se i ispitati svojstva nanokompozitnih materijala
temeljenih na tripeptidnim hidrogelatorima Ac-Phe-Phe-Ala-NH>, Ac-Phe-
Phe-Ala-OMe i 4-pikolilamidni derivati L-fenilalanina-HCI i p-fenilglicina-HCI
uz dodatak poli(vinil-alkohola) (PVA) i poli(etilen-glikola) (PEG) koji imaju
poboljSana fizikalna i bioloska svojstva. Isto tako, iz nanokompozitnog
materijala koji ¢e imati najbolja svojstva, ispitat ¢e se otpustanje lijeka
doksorubicina kako bi se procijenile mogucnosti primjene materijala kao

sustava za dostavu lijekova.

1.1. Supramolekulski biofunkcionalni materijali
Od svog nastanka pa sve do danas supramolekulska kemija dokazala se
izuzetno korisnom u razvoju novih materijala, katalizatora i nanocestica te
isto tako i u samom razvoju novih lijekova i sustava za njihovu dostavu (3).
Posebnu ulogu u podrucdju supramolekulske kemije imaju polimerni
biomaterijali (4). Biomaterijali se mogu definirati kao materijali pripremljeni
za izradu proizvoda, implantata ili drugih pomo¢nih sredstava, koji mogu
biti primijenjeni u Zzivim organizmima i covjeku. Pocletna i jedna od
najvaznijih karakteristika je njihova biokompatibilnost. (3). Razvoj
biomaterijala zapoceo je iz drvenih proteza prije nekoliko tisu¢a godina te
se kretao kroz razvoj metala, keramike i polimera koji se koriste za

povecanje, popravak ili zamjenu bolesnog i oSte¢enog tkiva (3). Premda su
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biomaterijali nekad igrali vaznu ulogu kao materijali plasti¢ne kirurgije i
materijali zamjene ortopedskih zglobova, njihova upotreba danas, u sklopu
nove klase biomaterijala, izrazenija je u polju regenerativne medicine (3).
Novu klasu prilagodljivih modularnih biomaterijala cine polimerni lanci
umrezeni supramolekulskim, usmjerenim i reverzibilnim nekovalentnim
interakcijama (4). Prilikom sinteze odgovarajuc¢eg biomaterijala posebnu
paznju potrebno je obratiti na izbor kemijske jedinice koja se koristi u
umrezavanju, o ¢emu u konacnici ovise termodinamicki i kineticki parametri
asocijacije, odnosno povezanost i dinamika sustava (3). Navedeni
parametri, kao i sama polimerna struktura, mogu se dizajnirati tako da
kontrolirano odgovaraju na poticaje iz okruzenja te da imaju odredenu
viskoelasti¢nost (3). Imajuéi u vidu ova svojstva razvijaju se napredni
biomaterijali s poboljSanim mehanic¢kim svojstvima, samo-popravljanjem i
produzenim otpustanjem. Biomaterijali za dostavu lijekova moraju se modi
lako aplicirati, metabolizirati i biti sposobni za kontrolirano otpustanje
lijekova kroz duze vremensko razdoblje (3). Potrebni su materijali koji
pokazuju kemijske i fizikalne karakteristike na bioloski prihvatljiv nacin (2).
Tijekom zadnjih nekoliko desetljec¢a, upravo su supramolekulski hidrogelovi

prepoznati kao materijali koji bi mogli zadovoljiti navedene uvijete (3).

1.2. Hidrogelovi
Premda su hidrogelovi otkriveni poletkom 19. stolje¢a, supramolekulska
priroda ovih materijala bila je slabo poznata te su oni u velikoj mijeri bili
zanemareni sve do kraja 20. stoljeca. Otkri¢a gelatorskih spojeva dogadala
su se najCesce slucajno, obi¢no iz neuspjelih pokuSaja kristalizacije.
Svojstva geliranja posjeduju molekule razliCitih kemijskih struktura - od
najjednostavnijih alkana pa do kompleksnih ftalocijanina. Fokus istrazivanja
gelatora je na sintezi gelova s to¢no odredenim svojstvima. Istrazivanje se
provodi tako da se u molekule ugrade to¢no odredeni strukturni elementi.

Uobicajena priprava hidrogelova je grijanjem gelatora u pripadaju¢em



otapalu i hladenje te izotropne otopine na sobnu temperaturu. Proces
geliranja ukljucuje samoorganizacije molekula gelatora, kako bi se formirala
duga vlakna koja se umreze formiraju¢i gelsku mrezu koja zarobljava

otapalo, slika 2 (5).

A  polimerni lanac polimerni lanac g Supramolekulsko nekovalentne
5 . nanovlaknoy-- interakcije
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| kovalentna veza y| nekovalentna nekovalentna
interakcija nterakcija
polimerni hidrogel supramolekulski hidrogel

Slika 2. Shematski prikaz (A) kovalentnog umrezavanja funkcionalnog
polimernog lanca/prekursora i nastajanje kovalentnog polimernog hidrogela
(tfip I) i nekovalentnog umrezavanja funkcionalnog polimernog
lanca/prekursora i nastajanje polimernog hidrogela (tip II) i
(B) nastajanje supramolekulskih nanovlakana preko nekovalentnih
interakcija i samoudruzivanja malih molekula, koje se dalje umrezavaju i

formiraju supramolekulsku hidrogelsku mrezu.

Proces sprjeCava otjecanje otapala zbog gravitacijske sile te molekule
otapala i gelatora ostaju Cvrsto vezane. Struktura matriksa je heterogena
te se kao rezultat samoorganizacije mogu naci superstrukture reda velicine
od nanometara pa sve do mikrometara. Ovisno o velicini vlakna u gelu,
moze se govoriti o kvaliteti gela. Struktura i morfologija supramolekulskih

gelova istrazuje se konvencionalnim tehnikama poput TEM, SEM i AFM (5).

Hidrogelovi se definiraju kao fizikalno ili kemijski povezane trodimenzijske

mreze hidrofilnih polimernih lanaca. Zbog svoje hidrofilne strukture,
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hidrogelovi su sposobni odrzavati veliku koli¢éinu vode u sebi preko
kapilarnih sila i povrsinske napetosti (6). Velik sadrzaj vode zajedno s
elasticnim  karakteristikama gela omogucuju hidrogelovima bolje
oponasanje ljudskog tkiva nego bilo koje druge klase sintetickih
biomaterijala. Slijedom toga, hidrogelovi imaju Sirok raspon primjene,
posebno u dostavi lijekova i u tkivhom inzZenjerstvu (3). Vaznije
karakteristike hidrogelova ukljucuju dobru biokompatibilnost, veliku
permeabilnost za lijekove topljive u vodi, podesiva biomimeticka mehanicka
svojstva, predvidljive brzine degradacije te osjetljivost na razlicite
podrazaje. Hidrogelovi mogu biti pripraviljeni od prirodnih ili sintetskih
polimera, a prema vrsti umrezavanja koje stvaraju, mogu biti

okarakterizirani kao kemijski ili fizikalni gelovi (7).

Gelovi se mogu klasificirati na razli¢ite nacine, ovisno o svom podrijetlu,
sastavu, vrsti umreZavanja koje stvaraju te medij koji obuhvacaju
(Slika 3.) (8).

Gelovi
lzvor gelatora | Otapalo

I | I I
Prirodni Sintetski Aero Hidro Organo

Sastav gelatora

Supramolekulski Makromolekulski

Vrsta umreZavanja

Fizikalni Kemijski
Slika 3. Dijagram klasifikacije gelova

Kemijski umrezeni hidrogelovi opisani su kao polimerni lanci medusobno
povezani trajnim nereverzibilnim vezama. Kemijsko umrezavanje korisno je
iz razloga Sto se vrlo jednostavno moze podesiti za mijenjanje mehanickih

svojstava zavrSnog materijala te se uobic¢ajeno koristi kad su potrebni ¢vrsti
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i stabilni hidrogelovi. Zbog kovalentne prirode njihova umrezavanija,
kemijski hidrogelovi su cesto krhki, netransparentni te nisu samo-
popravljivi nakon razbijanja gela. S druge strane, fizikalni gelovi oslanjaju
se ne stvaranje prolaznih mreza izmedu polimernih lanaca. Njihovo
geliranje pokrece molekulsko samo-udruzivanje te zbog toga fizikalno
geliranje izbjegava Stetne posljedice kemijskog umrezavanja (primjerice
krhkost, naticanje), po cijenu mehanicki slabijeg sustava. Isto tako,
fizikalno umreZzavanje moZe bolje kontrolirati viskoelasti¢nost. Zbog
modularnosti mreza, lakog mehanizma geliranja, korisnih mehanickih
svojstava i izvanrednih sposobnosti repliciranja bioloske viskoelasti¢nosti,
supramolekulski polimerni hidrogelovi sve se viSe koriste kao napredni

biomaterijali za biomedicinsku primjenu (3).

Supramolekulski peptidni hidrogelovi, slika 4., nastali nekovalentnim
umrezavanjem u vodenim otapalima, ¢ine klasu materijala koji se mogu
specificno razviti za dostavu lijekova i biomedicinsku primjenu.
Biokompatibilnost, reaktivhost na vanjske podrazaje i veliki kapacitet
funkcionalizacije polimernih mreza Cini hidrogelove dobrim kandidatima za

dizajn novih naprednih oblika za ciljanu dostavu lijekova (9).
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Slika 4. Shematski prikaz hijerarhijskog samoudruzivanja peptida u

hidrogel

Vazna karakteristika nekih supramolekulskih hidrogelova je samo-
popravljivost (10). Samo-popravljivi supramolekulski hidrogelovi imaju
vazne prednosti koje ukljuCuju mimikriju nativnog tkiva i injektabilnost
materijala. Samo-popravljenje gelova temelji se na tiksotropnim svojstvima
nekih hidrogelatora (10). Ve¢ je dugo poznat fenomen ne-izotermne,
reverzibilne gel-sol transformacije koja se naziva tiksotropija (11). Naziv je
prvi put upotrijebio Peterfi 1927. godine, a potjece od grckih rijeci thixis sto
znaci dodir, udar i rijeci trepo Sto znaci promjena. Prednost tiksotropnih
supramolekulskih hidrogelova je mogucnost jednostavne aplikacije
hidrogela putem injekcije. Hidrogel se jednostavnim mijeSanjem,
primjenom mehanicke sile prevede u viskoznu tekucinu koju je moguce
aplicirati injekcijom. Ovisno o svojstvima, tako aplicirana otopina moze in
vivo ponovo prijeéi u stanje gela. Zahvaljujudi tiksotropnim svojstvima

hidrogelova, brojni vodotopljivi lijekovi mogu se jednostavno ugraditi u gel



na sobnoj temperaturi u visokom postotku ugradivanja bez gubitka

materijala i bez gubitka aktivnosti uslijed samog postupka ugradivanja (11).

Proces gel-sol, odnosno transformacija gel-otopina, predstavlja kemijsku
transformaciju sustava iz tekuée otopine (uglavnom koloidne suspenzije

Cestica) u zelatinoznu mrezu, gelsku fazu, slika 5. (11).

p Samo- Molekul
A B Enzim . %4\ Qiuama
temperatura Male ’ sastavljanje (ol | P
svietlo p ultrazvuk i O \ jan ““,"’";\v ;ﬁ.;, ~ nanovlakna
: r 4 -~
redoks magnetsko gy St = o
agens _ polie Hidrogelator Hidrogel
gel - otopina 3 &
interakcije pH on . ow Alkalna ) Samo-
ligand-receptor L o) o on fosfataza o~ —{ )-ou Organizacija
! ionska i) ° v e
enzim . snaga 4 — ]
ostale reakcije prekursor hidrogelator hidrogel

Slika 5. Transformacija gel-otopina ili otopina-gel postignuta razli¢itim
fizikalnim, kemijskim ili bioloSkim podrazajima. (B) shematski prikaz
enzimom-kontrolirane samo-organizacije (EISA) malih  molekula i

nastajanje supramolekulskog hidrogela.

1.3. Nanokompozitni supramolekulski gelovi s dodatkom
polimera
Polimeri su ugradeni u mnoge anorganske ili organske sustave za
poboljSanje odredenih kemijskih ili fizikalnih svojstava ili za prevladavanje
odredenih ogranic¢enja. Polimeri se izmedu ostalog koriste za modificiranje
kemijske funkcionalnosti (12), povecanje fotokataliticke aktivnosti (13),
poboljSanje mehanickih (14) i toplinskih svojstava (15), modificiranje
odredenih fizikalnih parametara (npr. vodljivost , permitivnost) (16) ili za
smanjenje citotoksi¢nosti anorganskih materijala (17). Biokompatibilini i
ekoloski prihvatljivi polimeri, primjerice, poli(etilen-glikol) (PEG),
poli(vinil-alkohol) (PVA), polilaktid (PLA) i poliacetileni koriste se u
biomedicini, u tkivnom inzenjerstvu (18), regenerativnoj medicini, za razvoj
sustava za dostavu lijekova te kao poveznica kojom je lijek vezan

kovalentno za nosac (19).



Supramolekulski gelovi imaju brojne prednosti, no imaju problem s
mehanickom stabilnoS¢u koja je ogranic¢ena. Slaba vanjska mehanicka sila
moze narusiti slabe intermolekulske sile kao Sto su vodikove veze i n-n
interakcije koje drze molekule na okupu. Polimeri su, nasuprot tome,
mehanicki stabilni jer sadrzavaju monomerne jedinice povezane
kovalentnim vezama. Kombinacijom mehanicki stabilnih i otpornih polimera
s termoreverzibilnim supramolekulskim sustavima koji odgovaraju na
vanjske podrazaje moguce je dobiti nove nanokompozitne materijale
poboljSanih mehanickih svojstava sa svim karakteristikama i prednostima
supramolekulskih sustava. Poli(vinil-alkohol) (PVA) je polimer koji se

sintetizira polimerizacijom monomera vinil-acetata, slika 6 (18).

CHxCH O _H
OH n

n

a) b)
Slika 6. Kemijska struktura a) poli(vinil-alkohola) i b) poli(etilen-glikola)

Ovaj monomer je polimeriziran u poli(vinil-acetat), a zatim je hidrolizom
dobiven PVA. Biokompatibilnost PVA (cini ga izvrsnim materijalom za
upotrebu u biomedicini. PVA se koristi za dugotrajne implantate, ukljucujudi
umjetnu gusteracu i umjetnu hrskavicu (20). PVA je dostupan s razliCitim
postotkom polimerizacije i molekulskim masama i kao takav moze se
koristiti u razliCite svrhe. PVA se istrazuje kao potencijalni sustav za ciljanu
dostavu lijekova (21). Konjugati lijek-polimer kandidati su za ciljanu
dostavu lijekova u tumorsko tkivo (20). U prethodnim studijama, utvrdeno
je da povecanje topljivosti polimera u vodi pomaze stabilizaciji filbrila i
generira opcenito stabilnije hidrogelske sustave (22). Inkorporacija PEG u
hidrogelske tripeptidne sustave ne samo da stabilizira hidrogelske sustave,
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ve¢ i poboljSava mehanicka i tiksotropna svojstva hibridnih hidrogelova
(23). Kombiniranjem polimera sa supramolekulskim gelom stvara se novi
poboljSsani sustav s odlichom mehanickom stabilnoséu koji zadrzava
karakteristike i prednosti supramolekulskog gela. Polimeri mogu stupiti u
interakciju sa sustavom direktnim interakcijama s nitima, fibrilima hidrogela
adsorpcijom polimera ili indirektnim interakcijama mijenjajudi viskozitet
otopine (24).

Dodatak polimera cCesto pokazuje svojstva ucvrSc¢ivanja gela. U radu
Hanabuse 1999. i suradnika opisano je kako dodatak poli(N-vinilpirolidona)
ili PEG-a u derivat benzen dikarbonila koji sadrzava L-valin u 1-propanolu
poboljSava d¢vrstoéu dobivenog gela. Liu i suradnici pokazali su kako
kopolimer poli(etilen-vinil-acetat) (PEVA) moZe inducirati dramati¢nu
promjenu u izgledu nanostruktura gelova. Sli¢na opazanja uocili su Nandi i
suradnici u gelovima folne kiseline i kitosana. Prije dodatka polimera,
gelatorski sustav stvarao je neprozirne gelove s iglastom strukturom. Nakon
dodatka polimera, gelovi su postali transparentni te su se fibrili medusobno
umrezili. (23-28).

Dodatak polimera nerijetko pokazuje i suprotna svojstva te on moze i
sprjeCavati supramolekulsko samoudruzivanje u gel. Adams i suradnici
pokazali su kako dodatak dekstrana u pH-ovisni hidrogel naftalenskog
dipeptida mijenja viskozitet otopine Sto se povezuje s tanjim vlaknima i
smanjenom mehanickom stabilnos¢u (29). Mehanicke promjene koje su
dovele do povecanja viskoziteta otopine uoCene su nakon dodatka polimera.
Molekule gelatora (LMWG) imaju smanjenu sposobnost difuzije sto dovodi
do manje mehanicke Cvrstoce (30). Napravljena je i komparativna studija
o dodatku drugih polimera poput PEG-a, poli(vinil pirolidona) i poli(akrilne
kiseline) s gelatorima male molekulske mase (24). Iznenadujuce, u svim
slu¢ajevima sustav je pokazao svojstva smanjenje mehanicke cvrstocle

(24). McNeil i suradnici pokazali su kako dodatak specificne poli(akrilne
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kiseline) u piridinu formiran organogel dovodi do stvaranja tanjih vlakana s
vecom cvrsto¢om gela i manjom CGC. Rezultat interakcije polimera s
gelatorom nije jasan. Izbor gelatora i komplementarnog polimera vazni su

faktori u odredivanju povecanija ili smanjenja mehanicke ¢vrstoée (24).

1.4. Supramolekulske interakcije u hidrogelovima
U posljednja dva desetlje¢a intenzivnog istrazivanja postignut je znacajan
napredak u razumijevanju strukture i mehanizama nastajanja
supramolekulskih hidrogelova kroz povezivanje molekula specificnim,
usmjerenim, nekovalentnim vezama, ukljucuju¢i vodikove veze,
koordinacije metal-ligand, interakcije domacdin-gost te ionske interakcije,
shematski prikazano na slici 7 (31). Supramolekulski hidrogelovi s obzirom
na gradevne jedinice prikazani su na slici 8. Nekovalentne interakcije
ostvaruju se s odgovaraju¢om konstantom ravnoteze (Keq) i odgovarajuéim
konstantama asocijacije (ka) i disocijacije (kq). Termodinamicki i kineticki
parametri nude uvid u mehanizme vezanja te osiguravaju informacije za
razuman izbor supramolekulskog sustava na kojem c¢e se temeljiti novi
biomaterijal koji se razvija. Termodinamicka konstanta (Keg) u vezi je sa
stupnjem samoudruzivanja u sustav. S druge strane, kineticki parametri
(ka i kg) u vezi su s dinamikom vezivanja sustava. Pri dizajniranju
supramolekulskog biomaterijala posebna paZnja mora se posvetiti na
molekulske mase molekula, gustole poprecnih veza te na koncentraciju
samih molekula. Svojstva hidrogelova ovise o termodinamickim i kinetickim

svojstvima samih molekula hidrogelatora (3).
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(iii)

Slika 7. (a) Shematski prikaz razlicitih tipova nekovalentnih interakcija pri
nastajanju supramolekulskih hidrogelova (i) vodikove veze, (ii) kordinacija
metal-ligand, (iii) prepoznavanje ,host-guest" i (iv) elektrostatske
interakcije. (b) supramolekulski hidrogelovi s obzirom na veli¢inu: (i)

makrohidrogel, (ii) mikrohidrogel i (iii) nanohidrogel (30).

Peptidi su najCesce upotrebljavane bioloske gradevne jedinice koristene za
dizajn samoorganiziranih sintetskih materijala i posjeduju mnoge prednosti
koje ih cine posebno atraktivnhim za tu svrhu (32). Peptidi poprimaju
specificne konfiguracije ovisno o razmjestaju skupina na bo¢nim lancima. U
dizajnu samoorganiziranih peptida moze se manipulirati brojem, tipom i
slijedom aminokiselina Sto kao posljedicu daje odreden odnos izmedu
aminokiselinskog slijeda i strukture. Fizikalno-kemijska stabilnost i
mogucnost sinteze na velikoj skali, Cini peptide idealnim gradevnim

jedinicama za nove bioinspirirane supramolekulske materijale (33).
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(i) (ii) (iii)
Slika 8. Supramolekulski hidrogelovi s obzirom na gradevne jedinice: (i)

molekulski hidrogelovi, (ii) supramolekulski polimerni hidrogelovi i (iii)

supramolekulski hibridni hidrogelovi (32).

U bioloskim sustavima, supramolekulske interakcije od najveéeg
strukturnog znacenja su vodikove veze. Vodikove veze su dinamicne,
usmjerene interakcije u kojima je atom vodika vezan za elektronegativniji
atom kao Sto su atomi dusika, kisika ili fluora. Vodikove veze su odgovorne
za odredivanje i odrzavanje trodimenzijskih struktura bioloskih
makromolekula. Prekid samo jedne vodikove veze moze izazvati promjenu
u strukturi koja uzrokuje promjene u bioloskoj aktivnosti makromolekule.
Amidne veze u peptidima u velikoj mjeri pogoduju nastajanju vodikovih
veza jer postoje i donori i akceptori vodikovih veza koje omogucavaju
povezivanje molekula Sto je preduvjet za njihovu samoorganizaciju i
hidrogelaciju. Uobic¢ajena konformacija u supramolekulskim nano-vlaknima
malih peptidnih hidrogelova je ,B-sheet" odnosno [B-nabrana ploca.
Pojedinacni par vodikove veze cCini relativnho slabe interakcije, medutim,
zbog svoje specificnosti i usmjerenosti, konstanta asocijacije uvelike se
poveava zbog mnostva vodikovih veza i multivalentnih interakcija.
Konstanta ravnoteZe interakcije vodikovih veza snazno ovisi o otapalu.
Polarne molekule otapala, poput vode, natjeCu se za mjesta vezanja i
ometaju sposobnost komplementarnih jedinica za udruzivanje (primjerice
gelator i PVA) (3).
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1.5. Supramolekulski sustavi za dostavu lijekova
U razvoju novih sustava za dostavu lijekova, supramolekulski hidrogelovi
pokazuju brojne prednosti, poput velikog udjela vode koju sadrzavaju, za
difuziju ugradenih molekula, specificna mehanicka svojstva koja su sli¢na
kao u ljudskim tkivima, jednostavnu biorazgradivost in vivo (34),
mogucnost tvoriti hidrogel in situ u dodiru s tkivima, jednostavnu ugradnju
funkcionalnih komponenata, mogu se koristiti za poboljSanje topljivosti
lijeka u vodi i vecu bioraspolozivost, mogu produziti vrijeme cirkulacije
lijeka, inducirajuéi preferencijalnu akumulaciju na mjestima tumora kroz
pojacani ucinak propusnosti i zadrzavanja (EPR) te mogu smanjiti sistemske
nuspojave terapijskih sredstava, lijekova (35). Postignut je znacajan
napredak u razvoju sustava za "pametnu" isporuku, gdje biomaterijali
omogucavaju lijeku da prevlada odredene bioloske barijere (36).
Istrazivanje sustava za dostavu lijekova motivirano je poboljSanjem
efikasnosti lijekova, nizim doziranjem (sukladno tome i nizom cijenom
terapije) te povecanjem kvalitete zivota pacijenta, posebno kada je rijeC o
antitumorskim lijekovima (3). Produljeno otpustanje lijekova i moguénost
aktivacije razliCitim vanjskim podrazajima znacajne su prednosti i
karakteristike supramolekulskih hidrogelova u razvoju naprednih sustava
isporuke lijeka (37). Injektabilnost omoguduje relativho jednostavnu
administraciju materijala te se temelji na tiksotropnim svojstvima i
popravljanju peptidnih hidrogelova. Brzo samopopravljanje smanjuje brzo
otpustanje lijeka tijekom pucanja gela, te omogucdava kontrolirano
otpustanje lijeka koje ovisi o strukturi i ponasanju materijala. Zbog
modularnosti supramolekulskog umrezavanja, postoji znacajna fleksibilnost
u odabiru komponenata koje mogu rezultirati istim zavrSnim
makroskopskim svojstvima, zadrzavajué¢i minimalnu toksi¢nost. Ova
fleksibilnost omogucuje da materijali imaju module i viskoelasti¢na svojstva
koja su najviSe kompatibilna s bioloSkim okruzenjem. Stimulirano

oslobadanje je svojstvo koje posjeduju supramolekulski sustavi kojima je
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mogucée pomocu promjene pH, temperature, ionske jakosti ili nekog drugog

vanjskog podrazaja utjecati na oslobadanja lijekova (3).

Opisani su brojni primjeri sustava za dostavu lijekova u terapiji karcinoma
i drugih poremecaja koji se temelje sa supramolekulskim hidrogelovima,
tablica 1. Posebno su razvijeni peptidni hidrogelovi koji su osjetljivi na
promjenu pH okoline i pokazano je da efikasno mogu dostaviti lijek u
tumorsko tkivo koje ima nizi pH od zdravog tkiva (38). Kationski
supramolekulski hidrogelovi imaju sposobnost kondenzacije i prijenosa
nukleinske kiseline u specificne stanice ili tkiva tumora, te mogu posluziti

kao potencijalni nevirusni vektori za gensku terapiju in vitro ili in vivo (39).

Tablica 1. Lijekovi na bazi hidrogela odobreni od strane FDA ili u klinickom

razvoju (40).

K ijalni R | i
omerc_lja ni Lijek egulatorni Upotreba
naziv status
. Leuprolid- Odobren od strane .
Eligard cetat FDA Karcinom prostate
Lubron depot Leuprolid- Odobren od strane Uznapredovali
P P acetat FDA karcinom prostate
. Oktreotid- Odobren od strane .
Sandostatin cetat FDA Akromegalija
Cervidil Dinoproston Odobrer;;: strane Lijecenje cerviksa
Timoptic-XE | Timolol maleat Odobrer;;: strane Glaukom
POSIDUR Bupivacain Klinicka faza III Postoperativna bol
Oncogel Paklitaksel Klinicka faza II Ant|tum<.3_rska
terapija
Sizofrenija i
Relday Risperidon Predklinicka faza bipolarni
poremecaj
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Doksorubicin (DOX) je antitumorski lijek koji se koristi u kemoterapiji
razli¢itih tumora i nalazi se na popisu esencijalnih lijekova Svjetske
zdravstvene organizacije (32, 33). Unato¢ svojoj efikasnosti, lijek je
izuzetno toksican i ima brojne nuspojave; poput nepovratne
kardiotoksi¢nosti i reverzibilne nefrotoksi¢nosti zbog cega je njegova
primjena ograni¢ena. DOX je uobicajena terapija prve linije za brojne vrste
karcinoma, ukljucujudi karcinom dojke, jajnika, mjehura i pluéa. Iako se
mehanizam djelovanja DOX joS uvijek proucava, predlozeni mehanizmi
ukljuc€uju interkalaciju u DNA ¢ime se stvara disrupcija genetske ekspresije,
stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta i inhibiciju topoizomeraze II - giraze
vazne za sintezu i replikaciju DNA (41). Nanotehnologija moze znacajno
pridonijeti razvoju antitumorskih lijekova s unaprijedenom terapijskom i
komercijalnom vrijednoséu slika 9. Uklapanjem antitumorskih lijekova u
odgovarajuce terapijske nanosustave mogu se optimizirati biofarmaceutska
i farmakokineticka svojstava lijeka, a time povedati djelotvornosti i/ili
sigurnost. Jedna od prednosti antitumorskih nanoformulacija nad
konvencionalnim lijeCenjem je i mogucénost prevladavanja viSestruke

rezistencije odnosno otpornosti na antitumorske lijekove (MDR) (34).

> i {3 oznatavaju razli¢ite vrste lijekova

Slika 9. Shematski prikaz nosaca lijekova nano dimenzija koji se koriste za

kombiniranu dostavu lijekova: (a) liposom, (b) polimerna micela,
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(c) konjugat polimer-lijek, (d) dendrimer, (e) nanoemulzija ulja, (f)
nanocestica mezoporoznog silicijevog dioksida i (g) nanocestica zeljezovog
oksida (42).

Lijek Doxil® je prvi odobren antitumorski nanofarmaceutik gdje su
molekule doksorubicina uklopljene u liposome s ciljem smanjenja brze
eliminacije lijeka iz cirkulacije kao i zastite zdravog tkiva od toksicnih
nuspojava koje lijek uzrokuje. Pripravak je pokazao produljeno vrijeme
zadrzavanja u sistemskoj cirkulaciji (tiz = 3-4 dana) Sto se smatra
preduvjetom za postizanje znacajne pasivne akumulacije na mjestu tumora.
Stoga, liposomi odrzavaju razinu DOX u krvi dulje vrijeme kako bi veca
koncentracija lijeka dospjela do stanica tumora, istodobno ogranic¢avajudi
ulazak lijeka u src¢ani misi¢ ¢ime se smanjuje pojava najcesce i potencijalno

najopasnije nuspojave (43).
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2.CIL]J RADA

Cilj ovog diplomskog rada bio je prirediti nanokompozitne supramolekuske
sustave temeljene na tripeptidnim hidrogelatorima Ac-Phe-Phe-Ala-NH>
(G1), Ac-Phe-Phe-Ala-OMe (G2), 4-pikolilamidni derivat L-fenilalanina-HCI
(G3) i 4-pikolilamidni derivat b-fenilglicina-HCl (G4) prikazanih na slici 10.,
uz dodatak polimera, poli(vinil-alkohola) i poli(etilen-glikola) koji ¢e imati
poboljSana mehanicka svojstva. Priredeni supramolekulski sustavi
karakterizirat ¢e se klasi¢nim kemijskim metodama, dok ¢e se preliminarna

morfoloska ispitivanja provesti elektronskom mikroskopijom.

Cilj je, takoder, evaluirati priredene nanokompozitne materijale i njihovu
primjenjivost u biomedicini, u podru¢ju regenerativhe medicine kao i u
podrudju razvoja sustava za dostavu lijekova. Ispitat ¢e se tiksotropna
svojstva priredenih gelova s dodatkom polimera i moguénost
samopopravljanja. Pratit ¢e se kinetika otpustanja doksorubicina iz
nanokompozitnog materijala koji ¢e imati najbolja svojstva kako bi se
procijenile mogucnosti primjene nanomaterijala kao sustava za dostavu

lijekova.
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Ac-Phe-Phe-Ala-NH; (G1) Ac-Phe-Phe-Ala-OMe (G2)
y O o
/\/\/\[(N%N/\/VVV\)J\N | X
o) : H H _NH*CI
4-pikolilamidni derivat L-fenilalanin-HCl (G3)

/\/\/\[( N N | AN
o H H _NH*CI

4-pikolilamidni derivat D-fenilglicina-HCI (G4)

Slika 10. Kemijske strukture ispitivanih peptidnih hidrogelatora male
molekulske mase
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Uvodne napomene
Kemikalije koriStene za sintezu svih spojeva kupljene su od proizvodaca
Sigma Aldrich. Takoder, koristeni su i 4-pikolilamidni derivat
L-fenilalanina-HCl (G3) i 4-pikolilamidni derivat p-fenilglicina-HCI (G4) ¢ija
sinteza i karakterisitke su detaljno opisane. u radu Viktora Skorjanca
.Kinetika otpustanja hidroklorida 4-aminosalicilne kiseline iz bioloski
prihvatljivih pH-ovisnih 4-pikolilamidnih hidrogelatora male molekulske
mase" rad nagraden Rektorovom nagradom za studentski rad Sveucilista u
Zagrebu, u akademskoj godini 2019./2020. Koristen je i Doksorubicin Pliva

2 mg/mL, otopina za injekcijsku infuziju.

Tankoslojna kromatografija dobivenih spojeva (TLC) radena je na ploicama
silikagela (Merck 60 Fzs4) uz vizualizaciju UV-lampom (254 nm).
Temperatura prijelaza odredivana je u termobloku (Eppendorf,
ThermoMixer C). Koristena je Milli-Q voda. Milli-Q oznacava visoko
procisS¢enu vodu (otpor 18,2 MQ cm, TOC < 5 ppb) pomocu sustava za
purifikaciju vode, Millipore, Simplicity 185. Sistem funkcionira na nacin da
mjeri koncentraciju iona tako Sto mjeri elektri¢ni otpor vode. Visi otpor znaci

da postoji manje iona koji nose naboj.

Cistoca svih sintetiziranih spojeva provjerena je spektroskopijom NMR.
IH spektri snimljeni su spektrofotometrom Bruker Avance DPX 300 s
unutarnjim standardom tetrametilsilanom (TMS). Uzorci od 2 do 5 mg
svakog produkta uzeti su za NMR analizu (otapalo DMSO/CDCI3).
Konstantne sprege (J) izrazene su u hercima (Hz), a kemijski pomaci (9)
izrazeni su u ppm. Vrste cijepanja oznaceni su na slijedeci nacin: s (singlet),
d (dublet), t (triplet), dd (dublet dubleta), m (multiplet). Analize spektara

!H-NMR svih sintetiziranih spojeva prilozene su u radu.

Otpustanje doksorubicina iz gelova praceno je UV-Vis spektrofotometrijom.

UV-Vis-spektri snimljeni su spektrofotometrima Varian Cary 4 i Varian Cary
20



100 Bio spektrofotometrom u podrucju valnih duljina od 400 do 200 nm, pri
¢emu je koristena kvarcna kiveta (10 mm) ili opticka sonda. Opticka rotacija
mjerena je na polarimetru AA-10 na valnoj duljini od 589,3 nm. Kemijske
strukture spojeva, reakcije i mehanizmi reakcija crtani su u programu
MarvinSketch 6.3.0. Rezultati NMR-analize spojeva obradeni su u programu
SpinWorks 4.2.10. Morfologija gelskih niti odredena je transmisijskom
elektronskom mikroskopijom (TEM, Zeiss EM 10A, napon ubrzanja 60 kV i
HRTEM JEOL 2100, napon ubrzanja 200 kV). Uzorci gela za potrebe
snimanja TEM-om kontrastirani su 2 %-tnom vodenom otopinom kalijeve
soli fosfovolframske kiseline (HzPW12040, PWK) ili su sjencani paladijem.

3.2. Sinteze tripeptidnih hidrogelatora Ac-Phe-Phe-Ala-NH2 (G1),
Ac-Phe-Phe-Ala-OMe (G2)

3.2.1. Sinteza Ala-OMe x HCI

CI NH,

Na dvogrlu reakcijsku tikvicu opremljenu hladilom za refluks te lijevkom za
dokapavanje montirana je klorkalcijska cijev na oba grla. U tikvicu se zatim
doda 60mL apsolutnog metanola i L-alanin (2,666 g, 15 mmol) te se tikvica
stavi u ledenu kupelj. U smjesu se joS dokapa i tionil-klorid (6 mL, 40,8
mmol). Nakon Cetverosatnog mijeSanja pri -5 °C do 0 °C smjesa se mijesa
na sobnoj temperaturi preko nodi. Slijedeci dan reakcijska smjesa zagrije
se na 40 °C u uljnoj kupelji uz refluks te se nakon hladenja, uzorak upari
do suha uz dodatak male koli¢ine MeOH uz postupno dodavanje 228 mL
bezvodnog etera (dietil-eter) pri ¢emu se iz smjese iskristalizira hiroklorid
kao fini kristalni prah. Nakon duzeg stajanja, smjesa se ohladi u ledenoj
kupelji i filtrira Bdchnerovim lijevkom. Bijeli talog se ispere bezvodnim
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eterom te stavi susiti u eksikator. Opisanim postupkom dobiveno je 3,6132
g (86,32 %) produkta; 'H-NMR (300 MHz, DMSO) d6x/ppm: 8,50 (s, 1H,
NHC*H), 4,09 (q, 1H, J = 7,2, C*Haa), 3,75 (s, 3H, OCH3), 3,34 (dd , 1H,
J = 11,0, C*Hpre), 3,17 (dd, 1H, J = 3,7, CH2Ph), 2,50 (dd, 1H, J = 6,7,
CH2Ph), 1,41 (d, 3H, J = 3,4, CHzaa), 1,24 (s, 2H, NH>).

3.2.2. Sinteza Boc-L-Phe-L-Ala-OMe
0
H
0 N
\‘/ Y OH
0

U tikvicu je stavljena otopina Boc-L-PheOH (4,8864 g, 10 mmol) i 40 mL
suhog diklormetana (CH:Cl;). Tikvica je zatim stavljena na mijeSalicu u
ledenu kupelj na 450 rpm te je otopina ostavljena da se ohladi pri -10 °C
na 15 min. Nakon hladenja, u otopinu su dodani L-Ala-OMe-HC| (2,5694 g,
10 mmol), diizopropiletilamin (DIPEA) (2,8886 g, 10 mmol), N,N'-
dicikloheksilkarbodimid (DCC) (3,7855 g, 10 mmol) i kataliticka koliina 4-
dimetilaminopiridina (DMAP). Otopina se mijeSa u ledenoj kupelji 30 min,
nakon Cega se makne kupelj te se mijeSa na sobnoj temperaturi 20 - 24 h
uz TLC provjeru reakcije. Talog nusprodukta N-N'-dicikloheksiluree (DCHU)
odsiSe se pod snizenim tlakom pomocéu Blichnerovog lijevka uz ispiranje
taloga s diklormetanom. Filtrat se zatim prenese u lijevak za odjeljivanje
te se ekstrahira polaganim dodavanjem po stijenkama lijevka za
odijeljivanje s najprije 100 mL destilirane vode, zatim 10 % KHSO4 (V =
100 mL), 10 % NaHCOs3 (V = 100 mL) te opet destiliranom vodom (80 mL).
Nakon ekstrakcije organskog sloja, organski filtrat se susi na Na,SO4 10-ak
minuta. Uzorak se potom profiltrira te ostavi na -8 °C 24 - 48 h kako bi se
istalozio preostali DCHU. Uzorak se opet profiltrira kroz naborani filter papir

te se upari do suha na rotavaporu (240 mbar, 40 °C, 2,5 rpm). Doda se 20
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mL CHxCl> i 60 mL petroletera kako bi istalozio bijeli produkt. Opisanim
postupkom dobiveno je 2,0289 g (33,82 %) produkta; 'H-NMR (300 MHz,
CDCl3) éw/ppm: 7,34-7,17 (m, 10H, 2 x Ph), 6,39 (bs, 2H, 2 x NHC*H),
4,98 (bs, 1H, NHC*H), 4,53 (dd, 1H, J = 6,8, C*Hpne), 4,35 (q, 1H, J = 8,8,
C*Hphe), 3,71 (s, 3H, OCH3), 3,14-3,0 (m, 4H, 2 x CHzPh), 1,42 (s, 9H,
C(CHs)3), 1,35 (d, 3H, J = 7,6, CH3ala).

3.2.3. Skidanje Boc-zastite sa Boc-Phe-Ala-OMe (H2N-Phe-Ala-
OMe)

H,N N

U ledenu kupelj temperature oko —10 °C stavljena je tikvica od 50 mL te je
u nju dodan Boc-Phe-Ala-OMe (4,4096 g, 13 mmol) i 18 mL suhog CHCl5.
Kad se otopina ohladi, doda se 12 mL trifluoroctene kiseline (TFA). Otopina
se mijeSa 30 min pri 0 °C te ostavi mijeSati preko noéi na sobnoj
temperaturi. Slijededi dan, otapalo se upari na 330 mbar i 50 °C te se
dobiveno zuto ulje otopi u 20 mL CHCl,. Otopina se zatim stavlja u ledenu
kupelj gdje se neutralizira s 40 mL 10 % KHCOs. pH se provjerava lakmus
papirom. Kad se dobije neutralna otopina, prelije se u lijevak za odjeljivanje
gdje se dodaje CH>Cl> u vodeni sloj te se ekstrahira donji organski od
gornjeg anorganskog sloja (ukupno 3 ispiranja). Isto tako, organski sloj se
3x ispire i sa vodom. Nakon ispiranja, u donji organski sloj doda se Na>S0O4
da se sloj osusi. Sloj se profiltrira i upari do suha te se dobije produkt u
obliku Zutog ulja. Opisanim postupkom dobiveno je 2,5895 g (51,79 %)
produkta; 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) ow/ppm: 7,76 (d, 1H, J = 3,447,
NHC*H), 7,37 - 7,20 (m, 5H, Ph), 4,60 (q, 1H, J = 7,632, C*Haia), 3,75 (s,
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3H, OCH3), 3,65 (dd, 1H,J = 2,8, 7,0, C*Hpne), 3,25 (dd, 1H, J = 2,8, 7,9,
CHzPh), 2,73 (dd, 1H, J = 2,05, 11,14, CH>Ph), 1,50 (s, 2H, NH2), 1,40 (d,
3H, J = 3,49, CHszaia).

3.2.4. Sinteza Boc-Phe-Phe-Ala-OMe

U tikvicu je stavljena otopina H>N-Phe-Ala-OMe (2,5895 g, 10 mmol) i
30 mL suhog CHCl,. Tikvica je zatim stavljena na mijeSalicu u ledenu
kupelj na 450 rpm. Otopina je ostavljena da se ohladi pri -10 °C na 15
min. Nakon hladenja, u otopinu je dodan Boc-Phe-OH (2,745 g, 10
mmol), DCC (2,135 g, 17 mmol) i kataliticka koli¢ina DMAP. Otopina se
mijesa na mijesalici 30 min, nakon ¢ega se makne kupelj te se mijesa
na sobnoj temperaturi 20 — 24 h uz TLC provjeru reakcije. Nakon sto TLC
kromatografijom potvrdimo da nema pocetnih reaktanata, otopina se
nekoliko puta profiltrira Blichnerovim lijevkom. Ostatak otopine ispire se
iz tikvice sa CH.Cl, te se filtracijom dobije filtrat blago zuckaste boje.
Dobivena otopina/filtrat se zatim prenese u lijevak za odjeljivanje te se
ekstrahira polaganim dodavanjem po stijenkama lijevka za odijeljivanje
s 40 mL destilirane vode, zatim 10 % KHSO4 (V = 40 mL), 10 % NaHCOs
(V = 40 mL) te opet destiliranom vodom (30 mL). Nakon ekstrakcije
organskog sloja, organski filtrat se susi na NaxS04 10-ak minuta. Uzorak
se profiltrira te ostavi u frizideru na -8 °C 24 h kako bi se istalozio DCHU.
Uzorak se opet profiltrira kroz naborani filter papir te se upari do suha.

Doda se 20 mL CHCl; i 60 mL petroletera kako bi se istaloZio bijeli
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produkt. Opisanim postupkom dobiveno je 2,6262 g (50,90 %)
produkta; tHNMR (300 MHz, CDCIs) éw/ppm: 7,35-7,01 (m, 10H, 2 x Ph),
6,40 (bs, 2H, 2 x NHC*H), 4,80 (bs, 1H, NHC*H), 4,62 (dd, 1H, J =
3,676, 10,417, C*Hpne), 4,44 (q, 1H, J = 6,127, C*Hpne ), 4,29 (d, 1H, J
= 6,740, C*Ha), 3,70 (s, 3H, OCHs), 3,19-2,84 (m, 4H, 2 x CH2Ph),
1,33 (s, 9H, C(CHs)3), 1,30 (d, 3H, J = 3,582, CHzaia).

3.2.5. Skidanje Boc-zastite sa Boc-Phe-Phe-Ala-OMe (H2N-Phe-
Phe-Ala-OMe)

-
=]

U ledenu kupelj temperature oko —-10 °C stavljena je tikvica od 100 mL te
je u nju dodan Boc-Phe-Phe-Ala-OMe (2,6262 g, 5,272 mmol) i 30 mL suhog
CH>Cl,. Kad se otopina ohladi, doda se 6 mL trifluoroctene kiseline (TFA).
Otopina se mijesa 30 min pri 0 °C te ostavi mijesati preko noci na sobnoj
temperaturi. Slijededi dan, otapalo se upari na 330 mbar i 50 °C te se
dobiveno Zuto ulje otopi u 20 mL CHxCl. Otopina se stavlja u ledenu kupelj
gdje se neutralizira s cca 40 mL 10 % KHCOs. pH se provjeri lakmus
papirom. Kad se dobije neutralna otopina, u otopinu se doda CHxCl, te se
ekstrahira donji organski od gornjeg vodenog sloja (ukupno 3 ispiranja).
Isto tako, 3x se ispire i sa vodom. Nakon ispiranja, u donji organski sloj
doda se NaSOs4 da se sloj osusi. Sloj se profiltrira i upari do suha te se
dobije produkt u obliku Zutog ulja. Opisanim postupkom dobiveno je 1,77 g
(90,31 %) produkta; 'H-NMR (300 MHz, DMSO) é+/ppm: 7,80 (d, 1H, J =
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3,971, NHC*H), 7,33-7,11 (m, 10H, 2 x Ph), 6,46 (d, 1H, J = 3,667,
NHC*H), 4,64 (dd, 1H, J = 5,648, 12,707, C*Hene), 4,48 (q, 1H, J = 9,2,
C*Han ), 3,69 (s, 3H, OCHs), 3,16-3,03 (m, 4H, 2 x CH2Ph), 1,58 (bs, 2H,
NH2), 1,30 (d, 3H, J = 29,307, CHsa).

3.2.6. Acetiliranje HoN-Phe-Phe-Ala-OMe (Ac-Phe-Phe-Ala-

OMe)
0 )
N N ~
H H
0 o]

Otopina spoja H2N-Phe-Phe-Ala-OMe (1,77 g, 4,453 mmol) u suhom
CH>Cl> (65 mL) ohladi se na -10 °C u ledenoj kupelji. U otopinu se zatim
doda DIPEA (1,11 mL, 0,85 mmol) i dokapava se acetil-klorid (0,442 mL,
0,948 mmol). Reakcijska smjesa se zatim mijesa 1 h na 0 °C te se ostavi
mijesati preko noci na sobnoj temperaturi. Slijededi dan, nakon hladenja
u ledenoj kupelji, reakcijska smjesa se ispire vodom, 5 % NaHCOs3, 1 M
HCl te ponovno vodom. Organski sloj susi se na NaxSO4 te se otapalo
otpari pod snizenim tlakom. Dobiveno je 0,9202 g (47,02 %) bijelog
praskastog produkta Ac-Phe-Phe-Ala-OMe; 'HNMR (300 MHz, DMSO)
ou/ppm: 8,40 (d, 1H, J = 5,15, NHC*H), 8,10-7,98 (dd, 2H, J = 5,76, 2
x NHC*H), 7,37-7,13 (m, 10H, 2 x Ph), 4,76 (dt, 1H, J = 4,7, 8,9,
C*Hepne), 4,50-4,40(m, 1H, C*Hpne), 4,30 (dt, 1H, J = 7,86, C*Haia), 3,62
(s, 3H, OCH3), 3,05 (dd, 1H, J =3,72, 14,2, 2 x CH2Ph), 2,92 (dd, 1H, J
= 5,2, 13,9, 2 x CH2Ph), 2,79 (dd, 1H, J = 9,2, 14,2, 2 x CH2Ph), 2,66
(dd, 1H, J = 9,8, 14,0 2 x CH2Ph), 1,72 (s, 3H, COCHs), 1,28 (d, 3H, J
= 7,2, CH3).
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3.2.7. Aminiranje Ac-Phe-Phe-Ala-OMe (Ac-Phe-Phe-Ala-NHz)

Spoj Ac-Phe-Phe-Ala-OMe (0,9202 g, 2,094 mmol) otopi se u zasi¢enoj
otopini amonijaka u metanolu (30 mL) te se stavi u ledenicu na mijesalicu
da stoji. Nakon 7 dana dolazi do talozenja produkta. Spoj se odsiSe
Blichnerovim lijevkom i ispere s MeOH te ostavi susiti na zraku. Opisanim
postupkom dobiveno je 0,3621 g (40,74 %) produkta; 'H-NMR (300 MHz,
DMSO) 6w/ppm: 8,10 (d, 1H, J = 4,691, NHC*H), 8,02 (d, 1H, J = 4,691,
NHC*H), 7,96 (d, 1H, J = 2,814, NHC*H), 7,28 - 7,14 (m, 11H, 2 x Ph +
NH(NHz), 7,01 (bs, 1H, NH(NH2)), 4,53-4,41 (m, 2H, 2 x C*Hpne), 4,19 (p,
1H, J = 7,085, C*Haia), 3,12-2,62 (m, 4H, 2 x CH2Ph), 1,72 (s, 3H, COCH3),
1,20 (d, 3H, J = 7,121, CH3ala).
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3.3. Ispitivanje gelirajucdih svojstava peptidnih hidrogelatora
Ispitivanje gelirajuc¢ih svojstava gelatora, odnosno ispitivanje formiranja
gela, vrsi se na 2 nacina. Prvi nacin jest okretanjem epruvete - ukoliko
okretanjem epruvete uzorak ne tecCe, radi se o gelu. Drugi nacin je test
metalne kuglice. Test se provodi tako da se na uzorak stavi metalna kuglica
te ukoliko ona pocne tonuti, znaci da uzorak popusta, odnosno da se nije
formirao dovoljno Cvrst gel. Vazno je naglasiti da se prilikom geliranja
moraju koristiti epruvete jednakih dimenzija. U ovom radu za ispitivanje
gelirajuc¢ih svojstava koristene su epruvete promjera 10 mm u koje je
izvagano po oko 5 mg gelatora uz postepeno dodavanje alikvota (100-200
ML) vode ili pufera. Nakon svakog dodatka alikvota otapala, epruveta se
zagrijava kako bi se hidrogelator iz gela preveo u sol-fazu tj. u otopinu.
Nakon otapanja gelatora, epruveta se s otopinom hladi u vodenoj kupelji
pri sobnoj temperaturi (25 °C) sve dok ne nastane gel. Prilikom dodavanja
polimera, nastali gel je najprije otopljen te je nakon svakog dodavanje
alikvota polimera (75-100 pL), otopina sonificirana u ultrazvucnoj kupelji 1
minutu te ostavljena da se hladi. Razlog zbog kojeg se dodaju manje
koli¢ine alikvota otapala, odnosno polimera u gelator je taj kako bi gelator

dobio dovoljno vremena i mogucnosti da na neki nacin ,,nauci* formirati gel.

3.3.1. Ispitivanje kritiche koncentracije gelatora (CGC)
U epruvetu promjera 10 mm izvaze se oko 5 mg gelatora te se u njega
postupno dodaje alikvot vode ili pufera. CGC oznacava najmanju
koncentraciju pri kojoj gelator joS moze stvarati gel. U trenutku kada
gelator zadnje stvara gel (tocka iznad koje vise ne stvara gel) znaci da je
dostignuta CGC.

3.3.2. Ispitivanje ucinka polimera PVA i PEG na formiranje gela
U epruvetu promjera 10 mm izvaze se oko 5 mg gelatora te se u njega
postupno dodaje alikvot vode (ukupno 500 pL). Mjeri se temperatura pri
kojoj gel prelazi u otopinu. Dodatkom PVA (M = 89 000 - 98 000 g/mol) ili

28



PEG (M = 400 g/mol; M = 4000 g/mol) promatran je utjecaj polimera na
gelirajuca svojstva hidrogelatora, na stabilnost gela te na temperaturu pri

kojoj dolazi do prijelaza gela u otopinu.

3.3.3. Ispitivanje ucinka vrijednosti pH na formiranje gela
U epruvetu promjera 10 mm izvaze se oko 5 mg gelatora te se u njega
postupno dodaje alikvot pufera ovisno o njegovoj CGC. Koristeni su puferi:
fosforna kiselina/natrijev dihidrogenfosfat (H3POs4/NaH.POs), 10 mM,
pH = 2; limunska kiselina/dinatrijev hidrogenfosfat (CsHsO7 i Na2HPO4), 10
mM, pH = 5; fosfatni pufer (NaH2POs4/Na,HPO4), 20 mM, pH = 7,4;
Tris(hidroksimetil)aminometan, (TRIS), 10 mM, pH = 7,4. Odredene su CGC

vrijednost gelatora u puferu te je izmjerena temperatura gel-sol prijelaza.

3.3.4. Ispitivanje kinetike otpustanja DOX iz gela
Kako bismo mogli pratiti otpustanje DOX iz gela, bilo je potrebno
konstruirati bazdarni pravac DOX u fosfatnom puferu i provjeriti je li
ovisnost apsorbancije o koncentraciji DOX u ispitivanom podrucju
koncentracija linearna. Priredene su otopine DOX u fosfatnom puferu u

koncentracijskom rasponu od 1,25 x 10=* mol/dm3 do 1,5 x 107> mol/dm3.

Otpustanje DOX iz gela pracdeno je na sobnoj temperaturi, u 20 mM
fosfatnom puferu, pH = 7,4. U epruvetu promjera 10 mm odvagano je 15
mg gelatora te je dodan alikvot fosfatnog pufera (750 pL). Nakon
formiranja gela, gel se otopi, te se u otopinu gelatora doda 250 uL DOX
hidroklorida u fizioloSkoj otopini. Gel se zatim ostavi na mirovanju preko
noci kako bi se stabilizirao i kako bi DOX bio homogeno rasporeden. Gel se
nadsloji s 3 mL fosfatnog pufera te se odredenim vremenskim razmacima
ili kontinuirano sa optickom sondom, spektrofotometrijski pri A = 480 nm,
mjeri apsorbancija DOX u otopini. Koncentracija DOX u otopini odredi se iz
bazdarnog pravca. Otpustanje DOX iz gela izrazeno u postotku se izracuna

iz poznate pocetne koncentracije DOX ugradene u gel.
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4. REZULTATI
4.1. Sinteza tripeptidnih gelatora Ac-Phe-Phe-Ala-NH2 (G1) i Ac-

Phe-Phe-Ala-OMe (G2)
Sinteza tripeptidnih gelatora Ac-Phe-Phe-Ala-NH, (G1) Ac-Phe-Phe-Ala-
OMe (G2) odvija se u 6, odnosno 7 koraka pocevsi od komercijalno
dostupnih L-Alanina i Boc-L-Phe-OH. Prvi korak sinteze je stvaranje
hidroklorida (Ala-OMe-HCl) iz komercijalno dostupnog L-alanina pomocu
tionil-klorida (SOCI;) i apsoluthog metanola (CH3OH). U drugom koraku, iz
reakcije prethodnog sintetiziranog Ala-OMe-HCl i Boc-Phe-OH uz pomo¢
kondenzacijskog reagensa N,N'-dicikloheksilkarbodiimida (DCQ),
diklormetana (CHxClz), katalizatora 4-dimetilaminopiridina (DMAP) i
organske baze N,N-diizopropiletilamin (DIPEA) dobiva se produkt dipeptida,
zasticen tert-butiloksikarbonilnom (Boc) skupinom na pocetku i metilnom
skupinom na kraju lanca (Boc-Phe-Ala-OMe). Tredi korak reakcije sinteze je
aminiranje produkta iz drugog koraka, odnosno skidanje Boc- zastitne
grupe kako bi se dobio H2N-Phe-Ala-OMe uz pomoc¢ trifluoroctene kiseline
(TFA). U Cetvrtom koraku, produkt reagira s Boc-Phe-OH uz pomo¢ DCC,
DMAP i diklormetana kako bi se dobio tripeptid - Boc-Phe-Phe-Ala-OMe. U
sljede¢em koraku produkt cetvrtog koraka aminira se uz pomo¢ TFA u HzN-
Phe-Phe-Ala-OMe. U Sestom koraku dolazi do acetilacije uz pomoc¢ acetil-
klorida (Ac-Phe-Phe-Ala-OMe), dok u zadnjem koraku dolazi do prevodenja
metilnog estera u amid uz pomo¢ amonijaka. Klasicnim kemijskim
reakcijama sinteze peptida u otopini sintetizirani su tripeptidni hidrogelatori

koji su koristeni u daljnjem eksperimentalnom radu.
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Slika 11. Shematski prikaz sinteze hidrogelatora G1 i G2
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4.1.1. Ucinak polimera na gelirajuca svojstva hidrogelatora Ac-

Phe-Phe-Ala-NH: (G1)

U epruvetu je stavljeno 5 mg hidrogelatora G1 koji je otopljen u 0,61 mL

Milli-Q vodi, Sto predstavlja polovinu CMC. U otopinu je postupno dodavana

otopina PVA (80 mg/mL) u alikvotima 100 pL. Prilikom otapanja uzorka,

uzorak se zagrijava kako bi se lakSe otopio. Nakon zagrijavanja otopine,

otopina je sonificirana kako bi se homogenizirala. Rezultati ovog ispitivanja

prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Uc¢inak PVA na geliraju¢a svojstva hidrogelatora G1, u Milli-Q

vodi
PVA
HIDROGELATOR G1 v
(80 mg/mL) OPAZANJA
(poc. konc: 8,33 mg/mL)
PVA/mg PVA/%w/V
5,08 mg/ 610 uL 0 0 Gel
5,08 mg/ 710 uL 8 mg 1,18 Ne dolazi do geliranja
5,08 mg/ 810 uL 16 mg 1,98 Ne dolazi do geliranja

Nakon dodatka PVA uoceno je slabljenje Ccvrstoée gela te njegovo

raspadanje. Takoder je ispitan utjecaj PEG-400 i PEG-4000 na gelirajuca

svojstva hidrogelatora G1. Rezultati ispitivanja prikazani su u tablici 3 i 4.
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Tablica 3. Ucinak polimera PEG-400 na geliraju¢a svojstva hidrogelatora

G1, u Milli-Q vodi

PEG-400
HIDROGELATOR G1 (80 mg/mL) OPAZANJA
(poc. konc: 10,84 mg/mL) ["pEG_400/mg | PEG-400/%w/V
5,42 mg / 500 uL 0 0 Gel
5,42 mg / 600 uL 8 1,33 Brzo gelira
5,42 mg/ 700 uL 16 2,29 Brzo gelira
5,42 mg / 800 uL 24 3,0 Brzo gelira
5,42 mg / 900 uL 32 3,56 Brzo gelira
5,42 mg / 1000 pL 40 4,0 Brzo gelira

Tablica 4. Uclinak polimera PEG-4000 na geliraju¢a svojstva hidrogelatora

G1, u Milli-Q vodi

PEG-4000
HIDROGELATOR G1 (80 mg/mL) OPAZANJA
(poc. koc: 10,12 mg/mL)  "pEG_4000/mg | PEG-4000/%w/V
5,06 mg / 500 uL 0 0 Gel
5,06 mg / 600uL 8 1,33 Slabije gelira
5,06 mg / 700pL 16 2,29 Slabije gelira
5,06 mg / 800pL 24 3,0 Slabije gelira
5,06 mg / 900pL 32 3,56 Nema gela
5,06 mg / 1000 pL 40 4,0 Nema gela

Nakon dodatka PEG-400, uoceno je da gel postaje sve mutniji te sve Cvrsdi
(slika 12.). Nakon dodatka PEG-4000 dolazi do slabljenja Cvrstoce gela koji

postaje prozirniji.
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Slika 12. Prikaz gela a) hidrogelator G1 u Milli-Q vodi (5,06 mg / 500 pL)
b) hidrogelator G1 u Milli-Q vodi (5,06 mg / 500 uL )+ 4 %w/V PEG-400

4.1.2. UcCinak polimera na gelirajuca svojstva hidrogelatora Ac-

Phe-Phe-Ala-OMe (G2)

Postupak ispitivanja ucinka polimera na geliraju¢a svojstva hidrogelatora

G2 je identican kao prethodno opisani. U epruvete istih dimenzija odvagano

je 5 mg hidrogelatora G2, dodavani su alikvoti polimera PVA i rezultati su

prikazani u tablici 5. Rezultati su pokazali da i u slucaju hidrogelatora G2,

dodatak PVA onemogucava proces geliranja te gel ne nastaje. Tijekom

dodavanja polimera testirano je nastajanje gela okretanjem epruvete i

opazanja su prikazana u tablici 5.

Tablica 5. UCinak PVA na gelirajuca svojstva hidrogelatora G2 u Milli-Q vodi

HIDROGELATOR G2 (80Pn:g/\mL) OPAZANJA
(poc.konc: 8,54 mg/mL) PVA/mg PVA/%w/V
5,21 mg/ 610 uL 0 0 Gel
5,21 mg / 710pL 8 1,13 Ne dolazi do geliranja
5,21 mg / 810pL 16 1,98 Ne dolazi do geliranja
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Nakon dodanog prvog alikvota PVA uoceno je slabljenje gela te vel pri
dodatku od 1%w/V PVA u gelator, gel se raspao. Ispitivanja su nastavljena
s drugim polimerom, poli(etilen-glikolom) (PEG). Ispitan je uCinak PEG-a
razliCite molekulske mase na geliranje, koristeni su PEG-400 i PEG-4000.

Rezultati su prikazani u tablici 6 i tablici 7.

Tablica 6. Ucinak PEG-400 na geliraju¢a svojstva hidrogelatora G2 u

Milli-Q vodi
PEG-400
HI?EOGE;‘;’OR GLZ (80 mg/mL) OPAZANJA
(poc.konc: 10,84 ma/mL) [ oe 400/mg | PEG-400/%w/V
5,42 mg / 500 uL 0 0 Gel
5,42 mg / 600 pL 8 1,33 Gel postaje
prozirniji
5,42 mg / 700 L 16 2,29 Ne dolazi do
geliranja

Tablica 7. Ucinak PEG-4000 na geliraju¢a svojstva hidrogelatora G2 u
Milli-Q vodi

PEG-4000
HIDROGELATOR G2 ) OPAZANIA
(po&.konc: 10,24 mg/mL) PEG-400/mg PEG-400/%w/V
5,12 mg / 500 pL 0 0 Gel
5,12 mg / 600 pL 8 1,33 Brzo geliranje
5,12 mg/ 700 pL 16 2,29 Brzo geliranje
5,12 mg / 800 pL 24 3,0 Brzo geliranje
5,12 mg / 900 pL 32 3,56 Brzo geliranje
5,12 mg/ 1000 pL 40 4,0 Brzo geliranje
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Opazeno je da dodavanjem PEG-4000 dolazi do brzeg geliranja
hidrogelatora G2, i gel se mijenja morfoloski, postaje mutniji kako se vidi

na slici 13.

Slika 13. Prikaz gela a) hidrogelator G2 u Milli-Q vodi (5,21 mg / 610 L)
b) hidrogelator G2 u Milli-Q vodi (5,21 mg / 610uL) + 4 %w/V PEG-4000

4.2. Gelirajuca svojstva hidrogelatora 4-pikolilamidnog derivata
L-fenilalanina-HCl (G3) i 4-pikolilamidnog derivata bD-
fenilglicina-HCI (G4)

4.2.1. Gelirajuc¢a svojstva hidrogelatora 4-pikolilamidnog derivata
L-fenilalanina-HCIl (G3)

Ucinkovitost geliranja, CGC izrazena je masenom koncentracijom
hidrogelatora G3 u otapalu, Milli-Q vodi, u kojoj je provedeno ispitivanje.
Nakon svakog dodavanja alikvota (100-200 pL) otapala, zagrijavanija
otopine te hladenja na sobnoj temperaturi, provjeravao se nastanak gela
okretanjem epruvete te su se biljezila opazanja. CGC za hidrogelator G3
iznosi 2,08 % w/V (5 mg u 2400 pL).

Rezultati ispitivanja gelirajucih svojstava hidrogelatora G3 uz dodatak PVA
prikazani su u tablici 8. Takoder, ispitivan je ucinak razrjedivanja Milli-Q

vodom hidrogelatora G3 kako bi se utvrdilo dolazi li do smanjenja
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temperature prijelaza gel-sol zbog dodatka PVA ili zbog smanjenja same

koncentracije hidrogelatora G3, tablica 9.

Ispitivan je i ucinak puferskih sustava razli¢itih pH na proces geliranja,

rezultati tih ispitivanja prikazani su u tablici 10.

Koristeni su slijedeéi puferi: fosforna kiselina/natrijev dihidrogenfosfat
(H3PO4/NaH2P0O4), 10 mM, pH = 2; Ilimunska kiselina/dinatrijev
hidrogenfosfat (CeHsO; i Na;HPO4), 10 mM, pH = 5; fosfatni pufer
(NaH2POs4/Na;HPO4), 20 mM, pH = 7,4; Tris(hidroksimetil)aminometan,
(TRIS), 10 mM, pH = 7,4.

Tablica 8. Ucinak PVA na gelirajuc¢a svojstva hidrogelatora G3 u Milli-Q
vodi i temperaturu gel-sol prijelaza

HIDROGELATOR G3 PVA Temperatura
(poc. konc: 5,35 mg / 500 pL) (80 mg/mL) t P oC
% w/V m/g | %w/V o-s (°C)
0 pL
PVA 1,070 0 0 86
75 pL
PVA 0,930 0,006 1,044 85
150 pL
PVA 0,823 0,012 1,846 84
225 uL
PVA 0,738 0,018 2,483 82
300 uL
PVA 0,669 0,024 3,000 /
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Tablica 9. Ovisnost temperature prijelaza gel-sol o koncentraciji
hidrogelatora G3 u Milli-Q vodi

HIDROGELATOR G3
(po¢. konc: 5, 09mg / 500 W) | temperatura
% w/V te-s (°C)
1,018 36
0,885 86
0,783 84
0,702 83
0,636 /

Tg-s ["C)

Slika 14. Ovisnost temperature prijelaza gel-sol hidrogelatora G3 o
koncentraciji dodanog PVA ili dodane Milli-Q
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Tablica 10. Opazanja, pripadajuce vrijednosti CGC i temperatura gel-sol
prijelaza hidrogelatora G3 u razli¢itim puferima pri razli¢itom pH

Temperatura
Otapalo Opazanja CGC prijelaza
(% w/V) gel-sol
tg-s/oc
Pufer H3PO4 /NaH,PO4 mutan gel 0,385 74
(10 mM, pH = 2)
Pufer CeHgO7 /Na;HPO4 | nestabilan gel / /
(10 mM, pH = 5)
dest. H>0, proziran gel 0,208 85
pH = 5,52
Milli-Q H20 proziran gel 0,208 86
pH = 6,46
Fosfatni pufer proziran gel 0,208 59
(20 mM, pH = 7,4)
TRIS pufer proziran gel 0,208 58
(10 mM, pH = 7,4)

Slika 15. Gel hidrogelatora G3 u a) destiliranoj vodi; b) Milli-Q vodi;
c) H3PO4/NaH2PO4 (10 mM, pH = 2) d) CsHsO7/Na;HPO4 (10 mM, pH = 5)
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4.2.2. Gelirajuca svojstva hidrogelatora 4-pikolilamidnog derivata
p-fenilglicina-HCI (G4)

Za hidrogelator G4, ucinkovitost geliranja ispitana je na prethodno opisani

nacin i CGC je izrazena kao masena koncentracija hidrogelatora G4 u

otapalu, u kojem je provedeno ispitivanje. Nakon svakog dodavanja

alikvota otapala, zagrijavanja otopine te hladenja na sobnoj temperaturi,

provjeravao se nastanak gela okretanjem epruvete te su se biljezila

opazanja. CGC za hidrogelator G4 iznosi 1 % w/V (5 mg u 500 pL).

Rezultati ispitivanja gelirajucih svojstava hidrogelatora G4 uz dodatak PVA
prikazani su u tablici 11. Takoder, ispitivan je ucinak razrjedivanja Milli-Q
vodom hidrogelatora G4 kako bi se utvrdilo dolazi li do smanjenja
temperature prijelaza gel-sol zbog dodatka PVA ili zbog smanjenja same

koncentracije hidrogelatora G4, tablica 12.

Ispitivan je i ucinak puferskih sustava na proces geliranja, tablica 13.

Koristeni su isti puferski sustavi kao i kod hidrogelatora G3.

Tablica 11. Utjecaj PVA na promjenu temperature geliranja hidrogelatora
G4

HIDROGELATOR G4 PVA Temperatura
(poc. konc: 5.06 mg / 500 L) (80mg/mL) tp oC
% w/V m/g | %w/V o-s/
0 pL
PVA 1,012 0 0 74
75 L
PVA 0,880 0,006 1,044 50
150 pL
PVA 0,779 0,012 1,846 54
225 L
PVA 0,698 0,018 2,483 61
300 pL
PVA 0,633 0,024 3,000 55
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375 pL

PVA 0,578 0,030 3,429 46
450 L

PVA 0,533 0,036 3,790 /

Tablica 12. Ovisnost temperature gel-sol prijelaza o koncentraciji
hidrogelatora G4 u Milli-Q vodi

HIDROGELATOR G4
(po¢. konc: 5, 12mg / 500 uL) | Temperatura
% w/V tg-s/°C
1,024 74
0,890 54
0,788 53
0,706 62
0,640 58
0,585 48
0,539 /
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Slika 16. Ovisnost temperature prijalaza gel-sol hidrogelatora G4 o
koncentraciji dodanog PVA ili dodane Milli-Q

Tablica 13. Opazanja, pripadajuce vrijednosti CGC i temperatura gel-sol

prijelaza hidrogelatora G4 u razlicitim puferima pri razli¢itom pH

Temperatura
Otapalo Opazanja CGC prijelaza
(% w/V) gel-sol
tg-s/oc
Pufer H3PO4i NaH2PO4 mutan gel 1,250 61
(10 mM, pH = 2) 9
Pufer CsHsO7 i NaxHPO4 mutan gel 1,111 29
(10 mM, pH = 5) g
dest. H0, roziran gel 1.0 71
pH 5.52 P E
Milli-Q H20, _ 1,0
oH = 6,46 proziran gel 69
Fosfatni pufer roziran gel 1,0 cc
(20 mM, pH = 7,4) P g
TRIS-pufer . 1,0
(10 mM, pH = 7,4) proziran gel 55
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Slika 17. Gel hidrogelatora, G4 u a) destiliranoj vodi; b) Milli-Q vodi;
¢) H3PO4/NaH2PO4 (10 mM, pH = 2); d) CeHsO7/NaHPO4 (10 mM, pH = 5)

4.2.3. Morfoloska analiza hidrogelova transmisijskom
elektronskom mikroskopijom

Morfoloske karakteristike navedenih  hidrogelova analizirane su

transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM). Rezultati analiza

hidrogelova G1 i G2 su prikazani na slikama 18 i 19, dok slike 20-24

prikazuju gelove hidrogelatora G3 i G4.
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Slika 18. TEM mikrografija gela Ac-Phe-Phe-Ala-NHz, G1 u Milli-Q vodi s
dodatkom PEG-400, kontrastirano s PWK a) sjencano paladijem b),

mjerna oznaka = 1 um

Slika 19. TEM mikrografija gela Ac-Phe-Phe-Ala-OMe, G2 u Milli-Q vodi s
dodatkom PEG-4000, kontrastirano s PWK a) sjenc¢ano paladijem b),

mjerna oznaka = 1 ym.
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TEM je metoda velike rezolucije koja daje pravu sliku strukture hidrogela,
debljinu i raspored peptidnih vlakana. Na slikama 18 i 19 vidi se kako je
gelska mreza hidrogelatora G1 s dodatkom PEG-400, odnosno G2 i PEG-
4000, gradena od gustih zapetljanih peptidnih vlakana, gelskih niti u
usporedbi s nesto tanjim i ravnim, isprepletenim gelskim nitima u gelu

samog hidrogelatora G1, kao i G2 bez polimera (44).

Gelska mreza hidrogelatora G3 prikazana je na slici 20, a gelska mreza
hidrogelatora G3 s dodatkom PVA na slici 21.

Slika 20. TEM-mikrografija gela hidrogelatora G3 u Milli-Q vodi,

kontrastirano s PWK, mjerne oznake na slici.

Slika 21. TEM-mikrografija gela hidrogelatora G3 u Milli-Q vodi + 0,64%

w/V PVA, kontrastirano s PWK, mjerna oznaka na slici.
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Slika 22. TEM-mikrografija hidrogela hidrogelatora G4, u Milli-Q vodi,

kontrastirano s PWK a), sjencano paladijem b) mjerna oznaka = 1 um.

Slika 23. TEM-mikrografija gela hidrogelatora G4, u Milli-Q vodi + 0,64 %
w/V PVA kontrastirano s PWK a) sjencano paladijem b), mjerna oznaka

=1 pum.
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4.2.4. Kinetika otpustanja doksorubicina iz gela

Kinetika otpustanja DOX ispitana je u gelu hidrogelatora G4 u Milli-Q vodi
sa i bez dodatka PVA. U 1 mL Milli-Q vode otopljeno je 15 mg gelatora u
bocici Ai 15 mg gelatora uz dodatak 10 mg PVA u drugoj bocici, bocica B,
slika 24. U vodenu otopinu hidrogelatora kada je bio u tekucoj fazi dodano
je 40 ug DOX (20 pL otopine 2 mg/mL). Gelovi su ostavljeni preko noéi na
sobnoj temperaturi kako bi se stabilizirali. Gelovi su nadslojeni fosfatnim
puferom u kojem je u toCno definiranim vremenskim intervalima

spektrofotometrijski mjerena koncentracija DOX.

-l W
Slika 24. Gelovi hidrogelatora G4 u Milli-Q vodi bez PVA A) i s dodatkom
PVA B) u koje je ugraden DOX.

Slika 25. Aparatura za mjerenje kinetike otpustanja farmaceutski aktivne

tvari iz gela
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Slika 26. Apsorpcijski spektri otopina DOX razli¢itih koncentracija
pripremljenih razrjedivanjem pocetne otopine u 20 mM fosfatnom puferu,
pH = 7,4.
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Slika 27. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji DOX u

20 mM fosfathom puferu, pH = 7,4. (na 480 nm).
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Slika 28. Apsorpcijski spektri otpustanja DOX tijekom 24 sata u fosfatnom
puferu nadslojenom nad gelom hidrogelatora G4 a). Apsorpcijski spektri
otpustanja DOX tijekom 24 sata u fosfatnom puferu nadslojenom nad
nanokompozitnim gelom hidrogelatora G4 s PVA b), u koje je ugraden DOX
(po¢etna masena konc. DOX 500 pg/mL).

b)

4.8x10°

a) 2.2x10° 4

4.6x10° -
2.0x10" 4
4.4x10° L]

4.2x10°
1.8x10° o a®
4.0x10°

[DOX]
[DOX]

3.8x10°
1.6x10°
3.6x10°

3.4x10°
1.4x10° 4
3.2x10°

3.0x10°

1.2x10° ey —— —————

Slika 29. Ovisnost koncentracije DOX o vremenu u fosfatnom puferu
nadslojenom nad supramolekulski gel hidrogelatora G4, s ugradenim DOX
a); ovisnost koncentracije DOX o vremenu u fosfathom puferu nadslojenom
nad supramolekulski nanokompozitni gel hidrogelatora G4 i PVA s
ugradenim DOX b).
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Slika 30. Usporedba ovisnosti koncentracije DOX o vremenu u fosfatnom

puferu nadslojenom nad supramolekulske gelove hidrogelatora G4, sa i bez

dodatka PVA, s ugradenim DOX.
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Slika 31. Ovisnost otpustenog DOX izrazenog u postocima o vremenu u

fosfathom puferu nadslojenom nad supramolekulski gel hidrogelatora G4

sa i bez PVA, u koje je ugraden DOX. Mjereno spektrofotometrijski (pocetna

masena konc. DOX u gelu 500 pg/mL).
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Slika 32. Apsorpcijski spektri otpustanja DOX tijekom 48 sati mjereni UV-

Vis optickom sondom,

u fosfathom puferu nadslojenom nad gelom

hidrogelatora G4 a) i apsorpcijski spektri otpustanja DOX tijekom 48 sati u

fosfatnom puferu nadslojenom nad nanokompozitnim gelom hidrogelatora

G4 s PVA b), u koje je ugraden DOX (pocetna masena konc. DOX

40 pg/mL).
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Slika 33. Kinetika otpustanja DOX iz supramolekulskog nanokompozitnog

gela hidrogelatora G4 s PVA i s ugradenim DOX, na sobnoj temperaturi

(poCetna masena konc. u gelu DOX 40 pg/mL).

52



5. RASPRAVA

5.1. Analiza i usporedba gelirajucih svojstva tripeptidnih
hidrogelatora Ac-Phe-Phe-Ala-NH2, G1 i Ac-Phe-Phe-Ala-
OMe, G2
Tripeptidni hidrogelatori Ac-Phe-Phe-Ala-NH2, G1 i Ac-Phe-Phe-Ala-OMe,
G2 ucinkovito geliraju i njihova svojstva geliranja u vodi ve¢ su prethodno
detaljno opisana (43, 44). Molekule gelatori sadrzavaju kiralne centre te je
moguce da e tijekom viSekratnog zagrijavanja iznad 60 °C djelomic¢no
racemizirati, te ¢e nastati smjesa izomera koja ¢e imati drugacija gelatorska
svojstva, zbog cega je potrebna provjera distoce spoja. Oba nastala
hidrogela osjetljiva su na mehanicku silu, tresnju ali i pokazuju tiksotropna
svojstva te su samopopravljivi. Do sada nisu ispitana njihova svojstva u
smjesi s polimerima, kao Sto su PEG-400, PEG-4000 i PVA. Dodatkom PVA
u gel, oba gela slabije geliraju te postaju prozirniji. Pri dodatku vedih
kolicina PVA (> 1 % w/V), gelovi se raspadaju te nastaje pahuljasti talog.
Rezultati su pokazali kako PVA ne pospjesuje geliranje, ve¢ upravo

suprotno, onemogucava nastajanje gela, tablice 2 i 5.

S druge strane, ucCinak PEG-a razliCit je na navedene gelove, s obzirom na
njegovu molekulsku masu. PEG-400 pospjeSuje stvaranje gela
hidrogelatora G1, tablica 3, dok PEG-4000 dodatno ucvrsc¢uje gel
hidrogelatora G2, tablica 7. Nanokompozitni gelovi hidrogelatora G1 i G2
koji sadrze PEG imaju promijenjena i morfoloska svojstva te nastaju mutni,
mlijeCno bijeli gelovi uslijed debljih gelskih niti, slike 12 i 13. TEM
mikroskopija je dala precizan uvid u raspored i veliCinu peptidnih viakana
te strukturu gelske mreze hidrogelatora G1 i G2 s dodatkom PEG-400,
odnosno PEG-4000, prikazano na slikama 18 i 19. U skladu s literaturom,
gelska mreza je gusca i niti su deblje u usporedbi s gelom bez dodatka
polimera koji je opisan u prethodnim istrazivanjima Laboratorija za

supramolekulsku kemiju, IRB (44). Razli¢it uCinak PEG s obzirom na
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molekulsku masu nije moguce objasniti bez dodatnih analiza gelske mreze
komplementarnim spektroskopskim metodama. Interakcije izmedu samih
molekula hidrogelatora u gelskoj mrezi kao i izmedu polimera i
hidrogelatora ovise o kemijskoj strukturi molekula i o otapalu, a njihova
priroda i jaCina odreduju mehanicka svojstva samog gela stoga su predmet
brojnih istrazivanja (46). Peptidi i proteini s aromatskim aminokiselinama
pokazali su veliku sklonost samoudruzivanju te je pokazano kako aromatske
aminokiseline direktno sudjeluju u aromatskim n-n interakcijama. Takva
sklonost proizlazi iz njihove hidrofobnosti te sklonosti stvaranju B-nabranih
plo¢a. Upravo se difenilalaninski peptid (L-Phe-L-Phe) smatra najmanjom
gradevnom jedinicom u procesu samoudruzivanja peptida u razlicite
strukture nanodimenzija kombinacijom vodikovih veza i aromatskih n-n
interakcija u vodi (47) (48). Navedeni primjeri potvrduju specificnu ulogu
aromatskih interakcija u procesu molekulskog samoudruzivanja kratkih
peptida u nanostrukture visoke stabilnosti. MoZzemo zakljuciti kako se
polimer PEG-400 i PEG-4000 u nasem slucaju uspjesno ugradio u gelsku
mrezu hidrogelatora G1 i G2 bez ometanja supramolekulskih veznih

interakcija.

U literaturi je opisan i nanokompozitni hidrogel graden od N-Fmoc-L-
triptofana i PEG-4000 gdje je pokazano kako ovisno o koli¢ini dodanog PEG-
4000 ovisi hoce li vlakna gela biti tanja i gusca ili deblja (23). Takoder je
pokazano kako gel raste i u longitudinalnom, uzduznom smjeru i lateralno,
boc¢no. Interakcije s PEG-4000 opazene su na bocnoj strani te se stoga
zakljucCuje kako gel raste uzduzno te nastaju tanja vlakna gusée mreze.
Pokazano je kako osim Sto se molekule hidrogelatora povezuju medusobno,
one vrlo lako ostvaruju veze i s molekulama PEG-4000. Za pretpostaviti je
da strukturne razlike izmedu hidrogelatora G1 i G2, odnosno slobodna
amino ili metilna skupina igraju vaznu ulogu upravo u tim interakcijama. Za

potvrdu ovih opazanja potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se utvrdila
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priroda interakcija i veza izmedu molekula hidrogelatora G1 i G2 te
molekula PEG-400 i PEG-4000. Treba naglasiti kako su kona¢na mehanicka
svojstva gelova definirana ne samo svojstvima samih niti odnosno vlakana
(Sirina, duljina, itd.) nego i otapalom u kojem dolazi do samoudruzivanja.
Vazno je napomenuti da odreden postotak molekula gelatora ostaje
slobodan u otopini Sto gelu daje karakteristi¢cno dinamicko ponasanje zbog

izmjene gelatora izmedu stanja gela i otopine (49).

5.2. Ispitivanje utjecaja PVA na gelirajuca svojstva hidrogelatora
4-pikolilamidnog derivata L-fenilalanina-HClI (G3) i 4-
pikolilamidnog derivata p-fenilglicina-HCI (G4)

Preliminarni rezultati ispitivanja gelirajucih svojstava hidrogelatora G3 i G4
u ovom diplomskom radu pokazali su kako ¢vrsti i stabilni hidrogelovi
nastaju pri kiselom pH te sve do neutralnog pH. Pikolilamidna podjedinica
ukljucuje piridinski prsten koji je u kiselim uvjetima protoniran (pKa = 2,8).
Protonirane su molekule, za razliku od neprotoniranih, sklone
samoudruzivanju i stoga takvi spojevi pokazuju dobra geliraju¢a svojstva.
Gelatori stvaraju gel u kiselom pH te na taj nacin mogu prenijeti lijek bez
otpustanja kroz zeludac (pH = 1,5-2,5) do tankog crijeva gdje se gel
razgraduje i otpusta lijek. Pri fizioloSkom pH u krvi (7,35 - 7,45) ne stvara
se gel (50). Pokazano je da temperatura prijelaza gel-sol opada padom
koncentracije hidrogelatora, tablica 9 za hidrogelator G3, tablica 12 za
hidrogelator G4. UcCinak PVA na temperaturu geliranja hidrogelatora G3 i
G4 nije bio znacajan, promjene nisu mogle biti kvanitativno izrazene, bile
su u rasponu eksperimentalne pogreske, tablica 8 i tablica 11. Snizavanjem
pH, povecava se CGC oba hidrogelatora G3 i G4. Najveca stabilnost
hidrogelatora G3 pokazana je u otapalu Milli-Q, dok je G4 nesto stabilniji
pri pH = 5, tablica 10 i tablica 13.

Dodatak PVA hidrogelatorima G3 i G4 dodatno ucvrscuje gel. U kiselom, pri

nizem pH gelovi su sve mutniji, Sto ukazuje na morfoloSke promjene, slika
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15 i slika 17. Dodatkom PVA ucvrscuju se gelovi G3 i G4, oni su stabilniji,
mutniji te otporniji na vanjsku mehanicku silu, treSnju. Pri dodatku PVA u
hidrogel, PVA se natjece s vodom za stvaranje vodikovih veza s gelatorom.
Opazanja su vrlo sli¢na kao kod interakcije PEG s hidrogelatorima G1 i G2,
s obzirom na to da se hidrogelatori G3 i G4 razlikuju u samo jednoj metilnoj
skupini u kemijskoj strukturi. Za razliku od PVA, ovisno o svojoj molekulskoj
masi, PEG ometa geliranje oba hidrogelatora, G3 i G4. Dodatak PVA jace
ucvrséuje gel hidrogelatora G4 nego gel hidrogelatora G3. CGC za
hidrogelator G3 iznosi 2,08 % w/V dok CGC za hidrogelator G4 iznosi 1 %
w/V. Dodatak PVA ne utjeCe znacajno na promjenu temperature gel-sol
prijelaza hidrogelatora G3, tablica 8. Dodatak PVA dodatno mijenja
morfologiju gela te on pri ve¢im dodacima PVA od transparentnog gela
postaje mutni, mlije¢no bijeli gel. Na slici 20 prikazana je TEM mikrografija
strukture gela hidrogelatora G3 na kojoj se vidi gusta mreza tankih gelskih
niti, dok je slici 21 prikazan gel hidrogelatora G3 s dodatkom PVA. Vidljivo
je kako gel s dodatkom PVA ima znacajno deblje gelske niti koje su snazno
umrezene. Dodatak PEG-400 i PEG-4000 onemogucava geliranje
hidrogelatora G3 i G4. Potvrdeno je da hidrogelatori lakSe i brze geliraju

na nizem pH.

U tablici 11 prikazani su rezultati ispitivanja ucinka PVA na promjenu
temperature prijelaza gel-sol hidrogelatora G4, a u tablici 12 ovisnost
temperature prijelaza gel-sol o koncentraciji G4 hidrogelatora.
Temperatura prijelaza gel-sol opada sa smanjenjem koncentracije
hidrogelatora G4, takoder opada i s povelanjem dodatka PVA no ta
promjena nije znacajna nego je u rasponu eksperimentalne pogreske te je
ne mozemo pripisati uCinku PVA nego smanjenju masene koncentracije
hidrogelatora u kona¢nom nanokompozitnom gelu. Dodatak PVA mijenja
takoder morfoloska svojstva gela, dodatno zamucuje gel te on pri veéim

dodacima postaje neprozirno bijeli, odnosno, gel tvori sve deblja vlakna, Sto
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je mogude vidjeti na slici 23. Dodatkom PVA hidrogelatoru G4 nastaje gusta
mreza nanokompozitnog gela. Opisano je da u prisustvu PVA, vlakna imaju
tendenciju u velikoj mjeri jace se zapletati i dolazi do poveéanja promjera
vlakana koji ovisi o koncentraciji PVA. Takoder, kristali PVA, koji djeluju kao
Cvorista za rast vlakna, takoder utjeCu na pojacano geliranje. Kristali

nastaju fizickim umrezavanjem dugih amorfnih lanaca PVA (23).

Provedena su preliminarna mjerenja kinetike otpustanja doksorubicina iz
hidrogela hidrogelatora G4, sa i bez dodatka PVA, na sobnoj temperaturi.
Otpustanje doksorubicina nesto je brze iz hidrogela s dodatkom polimera
PVA Sto je u skladu s literaturnim podatcima. Smatra se kako iako PVA
ucvrséuje gelsku mrezu, to na neki nacin smanjuje interakcije doksorubicina
s molekulama hidrogelatora i otapala te se iz takve ucvrSéene mreze
doksorubicin laksSe oslobada. Takoder je u preliminarnim pokusima uocena
razlika u kinetici otpustanja DOX u dva uzorka hidrogela G4 sa i bez PVA,
koji je sadrzavao razliCite koncentracije DOX. Kada je koncentracija DOX
bila ve¢a (0,5 mg/mL) kinetika izlucivanja lijeka, prikazana ovisnost
koncentracije izlu¢enog DOX i vremena mogla se opisati krivuljom koja ima
sigmoidni oblik, slike 29 i 30. Pri manjoj koncentraciji DOX (0,04 mg/mL)
ovisnost izlu¢enog DOX iz nanokompozitnog gel hidrogelatora G4 s PVA o
vremenu je linearna, slika 32. Poznato je kako na kinetiku otpustanja
aktivne tvari iz nosacCa utjecCu razliciti fizikalni procesi (bubrenje matrice),
fizikalno-kemijski procesi (erozija matrice, otapanje i rekristalizacija aktivne
tvari, prijenos aktivne tvari (difuzija i konvekcija) i interakcija aktivne tvari
s okosnicom matrice) i parametri sustava (poCetna raspodjela i
koncentracija aktivhe tvari unutar matrice, oblik matrice i njezine
dimenzije) (49).

Prema literaturnim podatcima proces oslobadanja lijeka u poCetku zapocinje
s povrSine hidrogela otapanjem lijeka topljivog u vodi, odnosno puferu.

Nakon toga u sljedecoj fazi se oslobadaju ostale molekule lijeka kroz proces
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difuzije koji odrzava prodiranje molekula vode u mrezu gela. Potrebna su
daljnja istrazivanja kako bi se precizno utvrdila kinetika otpustanja DOX iz
opisanih nanokompozitnih hidrogelova ovisno o koncentraciji DOX ali i o pH

otopine, te utvrdili mehanizmi koji utjecu na kinetiku otpustanja.
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6. ZAKLJUCAK
Priredeni su nanokompozitni supramolekuski sustavi temeljeni na
tripeptidnim hidrogelatorima Ac-Phe-Phe-Ala-NH; (G1), Ac-Phe-Phe-Ala-
OMe (G2), 4-pikolilamidnom derivatu L-fenilalanina-HCI (G3) i 4-
pikolilamidnom derivatu D-fenilglicina-HClI (G4). Ispitane su CGC
hidrogelatora te njihove karakteristike u razli¢itim puferima i pri razlic¢itom
pH. Hidrogelatori G1 i G2 tvore gelove koji nisu osjetljivi na promjenu pH,
dok G3 i G4 formiraju gelove pri neutralnom pH, bolje geliraju u kiselom
pH te ne formiraju gelove u luznatim uvjetima. Ispitan je i utjecaj dodatka
polimera PVA i PEG na gelirajuc¢a svojstva opisanih hidrogelatora. Pokazano
je da polimer PVA utjeCe na mehanicka i morfoloSka svojstva gelova
hidrogelatora G3 i G4. Gelovi nastaju brze i stabilniji su. Pokazano je
takoder kako polimer PEG-400 i PEG-4000 utjeCu povoljno na nastajanje
gelova hidrogelatora G1 i G2. PEG-400 jace utjeCe na hidrogelator G1, na
nacin da ga ucvrséuje i stabilizira. PEG-4000 pokazao je jaci utjecaj na
hidrogelator G2. Provedena su preliminarna istrazivanja kinetike otpustanja
doksorubicina iz gela hidrogelatora G4, kao i iz nanokompozitnog gela
hidrogelatora G4 s dodatkom PVA. Otpustanje je nesSto brze iz
nanokompozitnog hidrogela s dodatkom polimera PVA. Takoder je pokazana
razlika u nacinu otpustanja i koncentracije doksorubicina ugradenog u

hidrogel.
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8. PRILOG - Spektri *H NMR spojeva
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Slika 34. Spektar 'H-NMR spoja L-AlaOMe-HCl u de-DMSO na 300 MHz
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Slika 35. Spektar 'H-NMR spoja Boc-Phe-Ala-OMe u CDCls na 300 MHz
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Slika 36. Spektar 'H-NMR spoja H2N-Phe-Ala-OMe u CDClz na 300 MHz
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Slika 37. Spektar 'H-NMR spoja Boc-Phe-Phe-Ala-OMe u CDClz na 300
MHz
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FEM 6.0 5.0 4.0 .0 2.0 1.0
Slika 39. Spektar 'H-NMR spoja Ac-Phe-Phe-Ala-OMe u ds-DMSO na 300
MHz
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Slika 40. Spektar 'H-NMR spoja Ac-Phe-Phe-Ala-NH> u de-DMSO na 300
MHz
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