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SazZetak XVii

SAZETAK

Sinteza, karakterizacija i samoudruZivanje malih peptidnih gelatora

temeljenih na proteinu amiloid-p

Klasi¢nim sintetskim metodama peptidne kemije u otopini sintetizirana je serija novih
peptidomimetika, tripeptidnih derivata koji u svojoj strukturi sadrze razli¢ite kombinacije
aminokiselinskih slijedova (FFA, FAF, AFF) i s razli¢itim zaStitnim grupama na N i C
terminalnim zavrSecima. Ispitana su geliraju¢a svojstva pripravljenih spojeva u vodi,
organskim otapalima i smjesama razli¢itih otapala. Acetilni tripeptidi s aminokiselinskim
slijedom FFA (Phe-Phe-Ala) pokazali su se kao dobri gelatori vode i polarnih otapala (6), ali i
aromatskih otapala (5). Acetilni derivati s ostalim aminokiselinskim slijedovima (FAF i AFF)
pokazali su izrazito slaba gelirajuca svojstva kao i butirilni tripeptidi sa slijedom FFA.
Tripeptidi s benziloksikarbonilom (Z) na N terminalnoj strani (28, 32 i 37) su jako efikasni
gelatori aromatskih otapala (o-, m- i p-ksilena i tetralina) te dekalina. Morfologija gelskih niti
odredena je transmisijskom elektronskom mikroskopijom (TEM). Samoorganizacija molekula
I supramolekularne interakcije u novim tripeptidnim gelovima proucavane su razli¢itim
spektroskopskim metodama (NMR, FTIR, CD) koje su ukazale na postojanje
samoudruzivanja molekula, strukture B-nabrane ploce (paralelno ili antiparalelno orijentirane)
povezane vodikovim vezama kod 5 i 6 te kod Z-zasti¢enih tripeptida (28, 32 i 37). UV-Vis i
fluorimetrijskom spektroskopijom te laserskim pretraznim konfokalnim mikroskopom
ispitano je vezanje tripeptida 6 na amiloidne boje (tioflavin T i kongo-crvenilo) u fizioloskim
uvjetima. Fluorescencijskom titracijom vodene otopine tripeptida 6 s tioflavinom T dolazi do
porasta emisije te boje i formiranja kompleksa stehiometrije 1:1 s konstantom stabilnosti log
K = 2,48. Kongo-crvenilo s tripeptidom 6 tvori proziran gel u vodi dok sam spoj 6 stvara
mutan hidrogel pri ¢emu dolazi do znacajnijeg porasta emisije fluorescencije spoja kongo-
crvenilo u gelu u odnosu na otopinu gdje je neznatan porast emisije. Hidrogel kongo-crvenila
i tripeptida 6 ¢ine tanke niti promjera 10-15 nm dok TEM samog hidrogela 6 prikazuje
prisutnost ravnih traka promjera 50-500 nm §to ukazuje na promjenu morfologije gelova.
Laserskim pretraznim konfokalnim mikroskopom pokazano je da se obje amiloidne boje vezu
na gelske niti tripeptida 6. Hidrogel tripeptida 6 omogucio je u fizioloskim uvjetima
prezivljenje 1 proliferaciju stanica HEK293T in vitro te se pokazao kao potencijalni
biomaterijal za primjenu u tkivnom inzenjerstvu. Dosadasnja istrazivanja su pokazala da bi
novosintetizirani hidrogelator 6 mogao posluziti kao potencijalni minimalisticki model
agregiranog AP-proteina 1 omoguciti precizan dizajn 1 razvoj novih efikasnijih molekula
inhibitora ili detektora agregiranja.

Klju¢ne rijeci: tripeptidi, gelovi, protein amiloid-p, p-nabrana ploc¢a, amiloidne boje,
biomaterijal, HEK293T stanice.
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Summary Xix

SUMMARY

Synthesis, characterization and self-assembly of small peptidic gelators

based on amyloid B-protein

Series of tripeptide FFA, FAF and AFF derivatives with different protecting groups was
prepared using classical methods of solution-state peptide synthesis. Prepared tripeptides were
tested for gelation of water, various organic solvents and mixtures of solvents. Acetyl FFA
derivatives exhibited gelation of water, polar solvents (6) and aromatic solvents (5). However,
acetyl FAF and AFF derivatives and butyryl FFA derivatives showed poor gelation abilities.
Tripeptides with benzyloxicarbonyl protecting group (28, 32 and 37) exhibited strong gelation
of aromatic solvents (0-, m- and p-xylene and tetraline) and decaline. Morphology of prepared
gels was investigated by Transmission Electron Microscopy (TEM). Organisation in gel
assemblies at the molecular and the supramolecular level determined by using spectroscopic
methods (NMR, FTIR, CD) pointed towards the B-sheet type of hydrogen bonding self-
association of tripeptides in gel aggregates. Binding studies of tripeptide 6 with amyloid dyes,
Congo Red and Thioflavin T (ThT) were carried out using fluorescence spectroscopy and
confocal microscopy. Fluorescence titration of tripeptide 6 aqueous solution bellow its
minimal gelation concentration with Thioflavin T showed increase of ThT emission with
increased tripeptide concentration and formation of the 1:1 complex with the association
constant, log K = 2,48. Congo Red forms transparent hydrogel with a tripeptide 6 and shows
increased fluorescence emission compared to aqueous solution of Congo Red. TEM of the
tripeptide hydrogel with Congo Red revealed a change in fiber morphology compared to 6
hydrogel. TEM images of the nanofibrous hydrogel network show the presence of a mixture
of fibers and straight ribbons with diameters in the range of 50-500 nm while the hydrogel
network together with Congo Red contains small fibrils with diameters in range of 10-15 nm.
Confocal microscopy revealed that the both dyes bind the hydrogel fibers. As a potential
biomaterial, 6 was established as a stable and biocompatible physical support for HEK293T
cells in vitro. Tripeptide 6 efficiently supported survival and promoted proliferation of
HEK293T cells encapsulated within a three-dimensional nanofiber network. Furthermore,
these results suggest the need for further evaluation of in vitro biocompatibility and
bioactivity of this tripeptide on neural stem cells upon encapsulation for possible tissue
engineering application. Likewise, tripeptide 6 could serve as minimalistic model of
aggregated AB-protein and enable development of new amyloid aggregation inhibitors.

Key words: tripeptides, gels, AB-protein, B-sheet, amyloid dyes, biomaterial, HEK293T cells
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1. Uvod 1

1. UvOD

Istrazivanja u podru¢ju supramolekularne kemije koje se bavi fenomenom geliranja i
samoudruzivanjem malih organskih gelatora pokazuju da postoje strukturno razli¢ite porodice
peptida koji pokazuju svojstva geliranja.! Ovakve molekule se udruzuju u nitaste agregate
nano-dimenzijskih promjera. U odredenim teku¢inama gelske niti tvore trodimenzionalnu
mrezu koja kapilarnim silama imobilizira otapalo, sustav gubi svojstvo teenja te nastaje
fizikalni gel. Glavno obiljezje Alzheimerove bolesti je nastajanje plakova u mozgu koji sadrze
amiloidna vlakna nastala samoorganizacijom Ap-proteina (AB-40 i AP-42).° Moze se
zakljuciti da je samoorganizacija Af-proteina u nitaste agregate nano-dimenzijskih promjera
te samoorganizacija peptidnih gelatora posljedica istih supramolekularnih fenomena:
molekularnog prepoznavanja i samoudruzivanja (eng. self-assembly) temeljem slabih
supramolekularnih nekovalentnih interakcija. Istrazivanja su pokazala da postoji sli¢nost u
morfologiji gelskih niti malih peptida i amiloidnih niti u vlaknima plakova. Mali peptidi poput
tripeptida sadrZe sve potrebne informacije za samoorganizaciju u tipi¢na amiloidna vlakna.”
Dokazano je da je aminokiselinski slijed KLVFF u AB-proteinu vazan za tvorbu vlaknastih
agregata 1 pritom predstavlja vezno mjesto za amiloidne boje te odredene molekule koje
potencijalno mogu sprijeciti amiloidnu agregaciju.” Amiloidni plakovi u mozgu Govjeka
detektiraju se selektivno nakon smrti primjenom histoloskih boja (kongo-crvenilo, eng. Congo
Red i tioflavin T).° Strukture navedenih boja kao i poznavanje nadina njihove interakcije s
amiloidnim agregatima posluzili su za dizajn novih organskih spojeva za sprjecavanje
agregacije AP-proteina ili za razvoj in vivo dijagnostike Alzheimerove bolesti na mozgu
najée§ée primjenom PET-a (pozitronska emisijska tomografija).” Dakle, navedeni peptidni
supramolekularni sustavi bi mogli posluziti kao jednostavan model Ap-proteina Sto bi u
buduénosti omoguéilo razvoj novih inhibitora amiloidne-f agregacije.®Fenomen
supramolekularne samoorganizacije malih peptida u vlaknaste agregate odnosno gelove
trenutno je vrlo aktualna problematika u istraZivanju novih materijala u biomedicini.’ Gelovi
predstavljaju nove meke materijale koji mogu posluziti kao medij za prijenos i kontrolirano
otpustanje lijekova, medij za rast i diferencijaciju stanica i sintezu novih nanomaterijala. Zbog
svoje osjetljivosti na razlicite stimulanse kao $to su pH, temperatura, svjetlost ili dodatak

aktivnih tvari mogu posluZiti za razvoj senzora.
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1.1.Cilj i svrha rada

Osnovni cilj istrazivanja je sintetizirati nove tripeptidne gelatore temeljene na proteinu
amiloid-B te odrediti njihove strukture i supramolekularnu organizaciju spektroskopskim i
mikroskopskim tehnikama. Identificirati odgovaraju¢u skupinu hidrogelatora kao potencijalne
modele proteina amiloid-f. Polazi se od pretpostavke da gelske niti dobro oponasaju vlakna
agregiranog proteina amiloid-f i mogu posluziti kao minimalisticki model za istrazivanje
vezanja razli¢itih organskih molekula na takve agregate.

Klasi¢nim sintetskim metodama peptidne kemije u otopini sintetizirat ¢e se niz novih,
dosada neistrazenih derivata tripeptida odnosno peptidometika koji ¢e sadrzavati tri moguce
kombinacije aminokiselinskih slijedova (FFA, AFF, FAF) s razli¢itim zastitnim grupama na
N i C terminalnim zavrSecima. Navedeni spojevi Ce biti istraZzeni kao gelatori vode i raznih
organskih otapala. Za sintezu ¢e se Koristit razli¢iti aminokiselinski derivati i reagensi
uobiajeni u peptidnoj kemiji. Strukture spojeva ée biti potvrdene *H i *C NMR te FTIR
spektroskopijom, elementarnom analizom i masenom spektrometrijom. 1D i 2D NMR
spektroskopskim metodama razmotrit ¢e Se samoorganizacija molekula i pratiti
supramolekularne interakcije u gelu. Morfologija gelskih niti odredit ¢e se transmisijskom
elektronskom mikroskopijom (TEM). Interakcije gelatora i gelskih vlakana sa tkivnim bojama
(tioflavin T i kongo-crvenilo) ispitivat ¢e se UV-Vis i fluorimetrijskom spektroskopijom.
Navedena istrazivanja mogu dati doprinos u podruc¢ju supramolekularne kemije kroz bolje
razumijevanje procesa samoorganizacije u gelovima i principa vezanja izabranih organskih
molekula na gelske agregate. Pretpostavlja se da bi neki hidrogelatori koji sadrze
aminokiselinski slijed FFA mogli posluziti kao minimalisticki model agregiranog Ap-
proteina. U tom sluc¢aju hidrogel bi mogao posluziti u istraZivanjima usmjerenim prema
pronalazenju novih inhibitora ili molekularnih detektora agregacije proteina amiloid-B (PET
radioobiljezivaci). Nadalje, osnovna reoloSka mjerenja ¢e potvrditi viskoleasti¢na svojstva
dobivenih hidrogelova kao potencijalnih kandidata za primjenu u biotehnologiji i biomedicini

odnosno tkivnom inzenjerstvu te kao medija za rast stanica.
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Molekulsko samoudruZzivanje

Molekulsko samoudruzivanje (eng. self-assembly) je spontan i reverzibilan proces asocijacije
molekula u organizirane strukture kao posljedica nekovalentnih intermolekularnih
interakcija.’® Postoji nekoliko razloga zasto je ovaj supramolekularni fenomen intenzivno
istrazivan u zadnjih nekoliko desetlje¢a.’’ Jedan od njih je postojanje inherentne sklonosti
kod ljudi da shvate i objasne kako iz neuredenih sustava mogu nastati uredeni sustavi. Vazna
motivacija za razumijevanjem ovog fenomena postoji zbog najmanje jedinice Zivog
organizma koja se moze replicirati - Stanice. Ova osnovna, strukturna i funkcionalna jedinica
svih zivih organizama se samoudruzuje i prema tome razumijevanje zivotnih procesa
ukljucuje prije svega razumijevanje principa samoudruzivanja. Naposljetku, mnogobrojne
primjene samoudruZenih sustava u razli¢itim podru¢jima kao §to su materijali, biomedicina i
nanotehnologija poti¢u njihovo intenzivno istrazivanje s ciljem poboljSanja njihovih
svojstava.

Kao §to je poznato, granice su vrlo vazne za normalno funkcioniranje drustva zbog
ekonomskih razloga te jer definiraju gradove, zemlje, nacije i tesko je zamisliti koliko je
znacajno bilo stvaranje stanicne granice odnosno staniéne membrane u stvaranju Zivota.
Stvaranje stani¢éne membrane dovelo je do postojanja prostornog lokaliziranog odjeljka koji
sadrzi genetski materijal i u kojem se metabolicke aktivnosti mogu odvijat bez izmjene tvari
sa okolinom.'? Ako stavimo na stranu moguce izvore kompleksnih probiotickih organskih
tvari na zemlji, kljuénu ulogu u pojavi i stvaranju staniéne membrane zauzima proces
samoudruzivanja i1 prema tome, razumijevanje principa samoudruzivanja ¢e pomoci u

razjasnjavanju podrijetla Zivota.

S obzirom da je stanicna membrana jedan od prvih primjera stani¢ne organizacije i
zbog toga $to stanica kao cjelina daje Siroki izbor prirodnih procesa samoudruzivanja (Slika

1). vazno ih je spomenuti u okviru ove teme.™
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Aktin ‘ -
Intermedijarni filamenti e0
Mikrotubuli ' ‘

Stanicna membrana

Ribosom

Slika 1. Eukariotska stanica s prikazom staniéne membrane, sastavnih dijelova stani¢nog kostura

(aktin, intermedijarni filamenti i mikrotubuli) i ribosoma.

Stani¢éna membrana je visoko selektivna propusna barijera koja se Ssastoji od
samoorganiziranog fosfolipidnog dvosloja koji §titi stanicu od utjecaja okoline. Membrana je
sastavljena od dva sloja lipida koji su organizirani na nain da su ugljikovodi¢ni repovi
okrenuti jedan prema drugom tvoreé¢i hidrofobnu jezgru dok su hidrofilne grupe usmjerene
prema vodenoj otopini s obje strane membrane. Drugi vazan primjer samoudruzivanja u
stanici se moze prona¢i u unutraSnjosti stanice. Tri vazna citoplazmatska supramolekulska
polimera su mikrotubuli, filamenti aktina i intermedijarni filamenti koji se spontano
samoorganiziraju iz kratkih monomera u duge uniformne strukture. Oni sudjeluju u vaznim
funkcijama kao §to su segmentacija kromosoma za vrijeme diobe stanica te kao poveznica
izmedu transmembranskih 1 citoplazmatskih proteina te pruzaju potporu stanici i daju joj
oblik. Eukariotski ribosom je takoder primjer kompleksnog sustava koji sadrzi vise od 50

proteinskih podjedinica i nekoliko vrsta RNA.

Ti primjeri zajedno s ostalim prirodnim samoorganiziranim sustavima su inspirirali

znanstvenike i doveli do razvoja supramolekularne kemije. Ova znanstvena disciplina ne
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proucava iskljucivo samoudruzivanje izmedu molekula nego takoder i1 novonastale

supramolekulske strukture.**

Potevdi od najranijih jednostavnih sintetskih primjera samoudruZivanja,’® saznanja o
supramolekulskim interakcijama su omogucila razvoj kompleksnih sustava s razliitim
gradevnim jedinicama (prirodnim ili umjetnim) $to je dovelo do Siroke palete raznovrsnih

topologija, fizikalno-kemijskih svojstava i primjena (Slika 2.).*°

A amfifilni kopolimer

¢3  protein ili faktor rasta

( Na )
o< DNA
@  hidrofilni lijek
K
hidrofobni lijek
Ostali = antitijelo

Slika 2. a) jednostavni supramolekulski kompleks izmedu cikli¢kog polietera i metalnih soli kojeg su
opisali Pedersen i suradnici 1967." b) primjer supramolekulskog sustava koji se sastoji od
polimersoma modificiranog antitijelima koji sadrze hidrofilne molekule u vodenom dijelu i hidrofobne

molekule lijeka u membranskom dvosloju medusobno povezane nekovalentnim interakcijama.*’

Kao S§to je spomenuto, proces samoudruZivanja je odreden nekovalentnim
interakcijama ukljucujuci elektrostatske interakcije, vodikove veze, m-m interakcije, van der
Waalsove interakcije i solvofobne efekte. Ove interakcije su energetski bitno slabije u odnosu
na kovalentne veze, ali u dovoljnom broju mogu generirati samoorganizirane sustave pri cemu

njihova osjetljiva ravnoteza odreduje oblik i funkciju kona¢nog sustava.

Solvofobni efekti se moraju uzeti u obzir kada se proces samoudruzivanja dogada u
vodi. U vodi su tipi¢ne nekovalentne interakcije poput vodikovih veza slabije zbog polarnog
karaktera vode i konkurentnih vodikovih veza u odnosu na hidrofobni efekt, kao posljedica
toga je samoudruzivanje molekula pokretano i minimizacijom hidrofobnih povrsina izloZenih
vodi. Hidrofobni efekt se ne moze prikazati kao jedan tip nekovalentnih interakcija nego kao
kombinacija nekovalentnih interakcija kao Sto su dipol-dipol interakcije, vodikove veze ili
van der Waalsove interakcije zajedno sa entropijskim i entalpijskim ucincima dehidratacije

lipofilnih povréina.18
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Opcenito, ovakve reverzibilne nekovalentne interakcije su zasluzne za izuzetne

karakteristike samoorganiziranih sustava®®, kao $to su:

e dinami¢ko ponaSanje.

e Visoki stupanj strukturne uredenosti, itd.

e mogucnost samopopravka (eng. self-healing, error checking), prilagodbe i
ispravka pogreski.

e reakcija na vanjske utjecaje.Razli¢iti vanjski utjecaji utjeCu na strukturu,
morfologiju i svojstva ovih materijala.

e jednostavnost supramolekularne sinteze.

e moguénost umetanja razligitih liganada kombiniranjem gradevnih jedinica."

Premda je postignut veliki napredak u istrazivanjima samoorganiziranih materijala u

zadnjih nekoliko desetljeca, joS uvijek postoje brojni izazovi za rjeSavanje. Jedan od glavnih

izazova u supramolekularnoj kemiji ukljucuje razvoj homogenih i strukturno definiranih

sustava s podesivim svojstvima koji bi pokrili Siroki izbor primjena. Zbog toga je potreban

toCan 1 racionalan dizajn kao 1 bolje razumijevanje pravila samoudruzivanja za razliCite

monomerne gradevne jedinice kako bi stvorili pametne supramolekulske sustave osjetljive na

vanjske podrazaje s predvidljivim svojstvima i funkcijama.

20 21
)

Izmedu mnogih opisanih gradevnih jedinica (ukljucujuci prirodne” ili sintetske
peptidi su se pokazali kao najsvestranije jedinice te ¢e se u narednim poglavljima usmjeriti

pozornost na njihove glavne karakteristike.

2.2. Samoudruzivanje peptida

Peptidi su najceS€e upotrebljavane bioloSke gradevne jedinice koriStene za dizajn
samoorganiziranih sintetskih materijala i posjeduju mnoge prednosti koje ih ¢ine posebno
atraktivnim za tu svrhu. Proteini i peptidi sastavljeni su od 20 prirodnih L-aminokiselina
(Slika 3.). Sve prirodne aminokiseline su kiralne osim glicina (G) i imaju istu osnovnu
strukturu koja se sastoji od amino (-NH,) i karboksilne (-COOH) grupe. Jedina razlika izmedu
njih je lanac (-R) koji se jos naziva i bo¢ni lanac koji je vezan na asimetri¢ni ugljik (C,).

Peptidi poprimaju specificne konfiguracije ovisno o razmjestaju skupina na bo¢nim lancima
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peptida. U dizajnu samoorganiziranih peptida moze se manipulirati brojem, tipom i slijedom
aminokiselina $to kao posljedicu daje odreden odnos izmedu aminokiselinskog slijeda i

strukture.

Aminokiseline su gradevne jedinice koje pokazuju razli¢ita fizikalno-kemijska svojstva
koja ovise o naboju, hidrofobnosti, veli¢ini 1 polarnosti bocnog lanca koji doprinosi njihovom
biokemijskom djelovanju i odreduje kona¢nu samoorganiziranu konformaciju. Npr., alifatski
ostaci (A, I, L, M, V) omogucuju hidrofobne interakcije dok aromatske aminokiseline (F, W,
Y) se ukljucuju u aromatske n-m interakcije. Polarni ostaci mogu se ukljuciti u interakcije sa
svojim amino (H, K, R) pozitivnim ili kiselinskim (D, E) negativno nabijenim dijelovima. Ti
nabijeni bo¢ni lanci su vazni za stvaranje specifi¢nih dipol-dipol interakcija izmedu suprotno
nabijenih dijelova koji pridonose stvaranju agregata ili se mogu Kkoristiti u sprje¢avanju
samoorganizacije kao posljedice odbijanja izmedu istoimenih naboja. Ostale aminokiseline
kao §to su glicin (G) i prolin (P) mogu modificirati fleksibilnost peptidnog lanca. Npr., glicin
uklanja stericke smetnje dok prolin uvodi strukturnu rigidnost jer je bocni lanac kovalentno
vezan za amino grupu unutar peteroclanog prstena. Aminokiseline kao $to su cistein (C) mogu
sudjelovati u peptidnom umrezavanju intra- i intermolekularnim disulfidnim vezama te se
vezati na druge vrste i metalne ione. Histidin (H) takoder moze vezati metalne katione dok su
serin, treonin i tirozin (S, T, Y) pogodni za kemijske ili enzimske modifikacije.? Ako se uzme
u obzir da samo tetrapeptidna sekvenca od 20 prirodnih aminokiselina daje 20* razli¢itih
kombinacija peptida onda je razumljivo za$to je racionalni dizajn ovih materijala jo§ uvijek

veliki izazov za znanstvenike.

Ogromna svestranost peptida se takoder moZze smatrati predno$¢u koja ih u kombinaciji sa
njihovom relativnom fizikalno-kemijskom stabilno$¢u i mogucnos$cu sinteze na velikoj skali,
&ni najboljim gradevnim jedinicama za nove bioinspirirane samoudruZene materijale.™
Nadalje, peptidi su se pokazali jako korisni u medicinskoj primjeni®® zbog svoje intrinzi¢ne
biokompatibilnosti i biorazgradivosti i jer sudjeluju u mnogim fizioloSkim i biokemijskim

funkcijama.
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Slika 3. Prirodne aminokiseline klasificirane prema kemijskim svojstvima bo¢nog lanca (-R).%

Dva najcesca ,,prirodna“ strukturna motiva koristena kod materijala temeljenih na
peptidima su a-heliks i B-nabrana ploca (eng. B-sheet). Nadalje, peptidni dijelovi lako se
mogu kemijski ili bioloSki modificirati te ukljuciti dodatne supramolekulske interakcije Sto
moze rezultirati velikim brojem razli¢itih samoorganiziranih struktura kao §to su nanocijevi,
nanovlakna, nanosfere, gelovi i sli¢no (Slika 4.).%*

Kao §to je spomenuto u tekstu, postoji velik broj aminokiselinskih kombinacija pa
zbog toga ima mnogo klasifikacija samoorganiziranih peptida uzevsi u obzir npr. sastav
bo¢nog lanca, sekundarne interakcije uklju¢ene u proces samoudruzivanja, nanostrukture

nastale tim procesom i sli¢no.
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viakno

Slika 4. Slikoviti prikaz razli¢itih nanostruktura nastalih nakon samoudruZzivanja dipeptida i tripeptida

sa Fmoc zastitom na N-terminalnom kraju te njihove TEM mikrografije.?

2.3. Agregacija peptida i amiloidne bolesti

Jedan od glavnih obiljezja amiloidnih bolesti kao §to su Alzheimerova bolest, Parkinsonova
bolest i dijabetes tipa II je samoudruZivanje proteina u vlakna.”® Kod navedenih bolesti je
karakteristiéna abnormalna agregacija topljivih proteina i peptida u nakupine amiloidnih
vlakana, plakove koji dovode do napredovanja bolesti i na kraju do smrti stanica. Amiloidne
bolesti (Alzheimerova bolest) su glavni uzrok demencije i gubitka pamcenja Sto pogada vise
od 40 milijuna ljudi Sirom svijeta. Brojka ¢e se povecati na procijenjenih 75.6 milijuna do
2030. godine i otprilike na 135.5 milijuna do 2050.” Ovaj trend je najviSe prisutan u
razvijenim zemljama zahvaljujuéi porastu starije populacije. Alzheimerova bolest 1 ostali
oblici demencije su neurodegenerativni poremecaji povezani sa starenjem i s obzirom da ljudi
sve duze zive, te bolesti postaju ozbiljan problem. Nazalost, trenutno dostupne terapije u
najboljem slu€aju pruzaju samo privremeni simptomatski oporavak, ali ne zaustavljaju
napredovanje bolesti. Drugim rijecima, jos uvijek ne postoji lijek protiv Alzheimerove bolesti.
Odredene terapije su pokazale poboljSanje u lijecenju bolesti $to ukazuje na nuznost
povecanja istrazivackih aktivnosti usmjerenih na pronalazenje i razvoj novih metoda lijecenja

amiloidnih poremecaja. Samoorganizirani peptidi imaju klju¢nu ulogu ne samo §to mogu
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posluziti kao model za studiranje agregacije nativnih proteina nego zato jer mali peptidi mogu

biti korisni kao potencijalni inhibitori amiloidne agregacije.

Pojam amiloid se izvorno odnosi na proteinske nakupine sliéne Skrobu (amiloid =
»Skrobu slican®). Danas se taj pojam odnosi na proteine ili peptide koji se samoudruzuju u
vlakna. Istrazivanja su pokazala da su vlakna gradena od savinutih paralelno orijentiranih -
nabranih ploc¢a u obliku traka postavljenih okomito s obzirom na os niti (eng. cross B-sheet tj.
poprecni ili savinuti B-sheet).?® Ne postoji specifi¢ni peptidni slijed koji se samoorganizira u
vlakna, npr. vise od 50 vrsta amiloidnih bolesti je opisano i kod svake od njih je ukljuc¢en
razli¢iti protein. Zapravo vjeruje se da ¢e se bilo koji protein u otopini iznad kriti¢ne
koncentracije kroz neko vrijeme samoorganizirati u vlaknaste agregate. U tom slu¢aju topljivo
stanje proteina (prirodna struktura proteina) je stabilno stanje s minimalnom energijom, a
prijelaz prema stvaranju niti odnosno vlaknastih agregata moze potrajati nekoliko minuta,
nekoliko dana ili godina.”® Nepostojanje specifi¢nog proteinskog slijeda dodatno otezava
istrazivanje mehanizama agregacije proteina i pronalazenja novih metoda kako bi se usporile

ili zaustavile amiloidne bolesti.

Glavno obiljezje Alzheimerove bolesti je nastajanje plakova na mozgu Kkoji sadrze
amiloidna vlakna nastala samoorganizacijom amiloid-p proteina. Amiloid-p (Ap ili A-beta) je
peptid sastavljen od 40-42 aminokiseline i glavna je komponenta amiloidnih plakova u
mozgu kod Alzheimerove bolesti. Protein AB se formira nakon pravilnog cijepanja amiloid-
prekursorskog proteina (APP), transmembranskog proteina odnosno proteina koji prolazi kroz
staniénu membranu neurona. APP je u velikoj mjeri prisutan u srediSnjem ziv€anom sustavu
gdje ga se moze pronaci na sinapsama izmedu neurona. APP kao normalna komponenta
organizma pomaze kod rasta i preZivljenja neurona te kod njihovog oporavka od razli¢itih
oStecenja.

APP se cijepa pod utjecajem vise vrsta proteolitickih enzima sekretaza (Slika 5.).%° U
normalnim okolnostima cijepanje APP-a se odvija po neamiloidogenom putu, djelovanjem a-
I y-sekretaze 1 to izmedu 687 (K) i 688 (L) aminokiseline pri ¢emu nastaju manji fragmenti
peptida Ap. U amiloidogenom procesu cijepanja APP proteina, -sekretaza cijepa APP na
specificnom mjestu u izvanstani¢nom dijelu, izmedu 671 1 672 aminokiseline, stvarajuc¢i N-

terminalni AB i topljivi fragment APP—f. Sljedece cijepanje u transmembranskoj regiji pod
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utjecajem y-sekretaze stvara smjesu A komponenti s dominiraju¢im fragmentima, AB(1-40) i
AB(1-42).

Protein AB(1-42) je manje topljiv, ¢ini jezgru amiloidnih plakova te agregiranjem
stvara amiloidne trimere kao osnovne reprodukcijske jedinice koje se zatim slazu u B-nabrane
ploce i tvore amiloidne niti koje se pohranjuju kao izvanstani¢ni plakovi.

Izvanstani¢ni odnosno amiloidni ili senilni plakovi nakupljaju se izmedu neurona
pocevsi s neuronima koji kontroliraju paméenje (Slika 6.). Plakovi ometaju normalnu
komunikaciju izmedu Ziv¢anih stanica, uzrokuju kidanje sinapsi i naposljetku apoptozu
odnosno smrt stanica. Takve neurodegenerativne promjene na mozgu se o€ituju u gubitku

pamcenja - demenciji i promjenom ponasanja kod osoba oboljelih od Alzehimerove bolesti.

— —

izvanstanicno podrucje ;

£TL 672 £07 £om : unutar membrane 7 '?.u
KM DAEFER HDSGY EVHHQ ELVEF AEDVG SN]‘#;A IIGLM VGGEVYV IA TVIV
1 5 10 15 20 25 : 30 35 a4z
| | '
p-sekretaza o-sekretaza y-sekretaza

Slika 5. Shematski prikaz cijepanja amiloid-prekursorskog proteina (APP, gornje numeriranje) do

amiloid-B peptida (AB, donje numeriranje).*

Slika 6. Slikoviti prikaz amiloidnih plakova izmedu neurona.
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Protein AB(1-42) se puno lakse i brze samoorganizira u amiloidna vlakna nego protein
AB(1-40) (Slika 7.).> AB(1-42) prvo tvori topljive oligomere (globularni oblik) koji se zapravo
smatraju puno vise toksi¢nim za neurone nego ostali oblici amiloida. Struktura oligomera nije
potpuno definirana - no spektroskopska mjerenja cirkularnog dikroizma (CD) upucuju na to
da su oligomeri sastavljeni od B-nabranih ploc¢a. Daljnjim procesom agregacije nastaju
protofibrili i naposljetku amiloidne niti. Difrakcija X-zraka je pokazala da su niti gradene od
savinutih paralelno orijentiranih B-nabranih plo¢a u obliku traka postavljenih okomito s
obzirom na os niti (eng. cross beta-sheet tj. popre¢ni ili savinuti beta-sheet). Vodikove veze
odnosno hidrofobne i elektrostatske interakcije izmedu dviju ili viSe PB-nabranih ploca

uzrokuju stabilnost i netopljivost strukture.

t0p|jIVI oligomeri protofibrili amiloidni fibrili _'

00_’@ & —

amiloidna nit
struktura "savinute" -

L -\ﬂ ploce (eng. cross B-sheet
structure)

e &
& a —

TEM slika amiloidne niti
d=7-10nm

Slika 7. Prikaz agregacije monomera peptida Ap u konformaciji slu¢ajnog klupka (eng. random coil) u

amiloidne niti sastavljene od paralelnih p-nabranih plo¢a.?

Amiloidni plakovi se u mozgu ¢ovjeka selektivno detektiraju nakon smrti tkivnim
bojama, kongo-crvenilo (eng. Congo Red) i tioflavin T (eng. Thioflavin T, ThT).

Tioflavin T je fluorescentna histoloska boja koja se najvise koristi u bojanju odnosno
postmrtnoj detekciji amiloidnih vlakana. Najvaznija karakteristika koja je ujedno i prednost

pred ostalim amiloidnim bojama je veliko povecanje emisije fluorescencije prilikom vezanja
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na amiloidne niti (Slika 8.). Molekula ThT je zapravo ,,molekularni rotor”. Posjeduje dva
planarna dijela, benzotiolni i benzilaminski koji mogu rotirati oko C-C veze. ThT se
selektivno veze na PB-nabranu plo¢u amiloidnog peptida pri ¢emu dolazi do zakoCenja te
rotacije §to uzrokuje emisiju fluorescencije.’® Upravo zbog sposobnosti tioflavina T da se
specificno veze na amiloide, dizajnirani su derivati tog spoja kao potencijalni inhibitori
agregacije ili kao klinicki reagensi za upotrebu u oslikavanju amiloidnih plakova kod zivih

pacijenata.’

c) 400 -

ThT + amiloidne niti

300

200

100

Fluorescencija ThT-a

ThT
0 —

460 480 500 520 540

Valna duljina / nm

Slika 8. a) Kemijska struktura tioflavina T; b) Rotacija dvaju planarnih dijelova tioflavina T oko C-

ey , . .. .. . . . . . .- 6
C veze; ¢) Karakteristi¢no povecanje emisije fluorescencije tioflavina T pri vezanju na amiloidne niti.

Kongo-crvenilo (eng. Congo Red) se od 20-ih godina proslog stoljeca koristi kao tkivna
boja za bojanje amiloidnih plakova, takoder postmrtno (Slika 9.)*'. Za kongo-crvenilo je
specificna birefringencija ili dvostruka refrakcija pod polariziranim svjetlom koju uo¢imo kao
7uto-zeleno obojenje prilikom vezanja na amiloide.* Istrazivanja su pokazala da se kongo-
crvenilo veze na protein AP elektrostatskim interakcijama preko sulfonatnih grupa te da je

ovaj spoj potencijalni inhibitor amiloidne agregacije odnosno da se veze na monomer Ap(1-
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40) i inhibira oligomerizaciju odnosno u potpunosti mijenja sam proces agregacije.” Kao
potencijalni lijek, kongo-crvenilo je toksican spoj zbog metabolita benzidina i slabo prolazi

kroz krvno-mozdanu barijeru.

Slika 9. a) Kemijska struktura kongo-crvenila; b) Amiloidni plak obojan kongo-crvenilom.*

2.4. Mali peptidi kao modeli amiloidne agregacije

Istrazivanja su pokazala da su mali fragmenti proteina odgovorni za amiloidnu
agregaciju.* S obzirom da su takvi mali peptidni fragmenti jednostavni za sintezu, kratki
peptidi trenutno predstavljaju najprikladniju opciju za istraZivanje amiloidne agregacije.®**
Istrazivanja u zadnjih desetak godina su usmjerena na pronalazak najmanjeg peptidnog slijeda
koji se samoorganizira u vlakna sli¢na amiloidnima. Neki primjeri su prikazani u Tablici 1. i
vazno je napomenuti da su ve¢ peptidi od tri aminokiseline (VYK) dovoljni za nastanak

vlakana sli¢nih amiloidnima, organiziranih u vlaknaste samoagregate na sli¢an nacin kao kod

cjelovitog proteina. %
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Tablica 1. Pregled kratkih peptidnih fragmenata koji se samoorganiziraju u amiloidna vlakna.?®

Naziv proteina Povezana amiloidna bolest Amiloidna sekvenca
Amilin (eng. Islet Amyloid B )

PolyPeptide, IAPP) Dijabetes tipa 2 NFGAIL / NFLVH
Ljudski kalcitonin Karcinom stitnjace DFNK
Ljudski protein medin Aortna amiloidoza NFGSVQ
Amiloid-beta peptid Alzheimerova bolest KLVFFA

PHF6 (1 (tau)-protein) Alzheimerova bolest VYK
Gelsolin Finska nasljedna amiloidoza SFNNGDCCFILD
Serum amiloidni protein (SAP) Kroni¢na inflamatorna amiloidoza SFFSFLGEAFD
B2-mikroglobulin Bubrezna amiloidoza DWSFYLLYTEFT

Od svih proteina navedenih u Tablici 1., najviSe je istrazivan amiloid-p peptid i to

28,34 Hilbich i suradnici su jo§ po&etkom 90-ih

upravo zbog njegove medicinske vaznosti.
godina proslog stoljeca pokazali vaznost fragmenta amiloid-p proteina, LVFF za stvaranje f3-
nabrane ploce.*® Nekoliko godina kasnije su Tjenberg i suradnici otkrili da se pentapeptid koji
u svojoj strukturi sadrzi aminokiseline iz amiloidnog proteina - KLVFF (AB(16-20)) moze
vezati na sam protein i zaustaviti amiloidnu agregaciju.*® Ista grupa je proucavala peptide s
razli¢itim brojem aminokiselina, a koji su sadrzavali KLVFF sekvencu i prvo otkrila da
najkra¢i peptid koji se samoudruzuje u vlakna slicna amiloidnima je dekapeptid
HQKLVFFAED (AP(14-23)).*” Medutim, nedavna istraZivanja Mereditha,® Hamleya® i
njihovih suradnika su pokazala da se ve¢ pentapeptidni slijed KLVFF moze samoudruzivati u

vlakna sliéna amiloidnima. Samoudruzivanje veéih peptida kao Sto je npr. CH3CO-

KLVFFAE-NH; opisao je Lynn®, Tycko*, Nilsson*? te mnogi drugi.

Peptidi 1 proteini s aromatskim aminokiselinama su pokazali veliku sklonost

samoudruzivanju u vlakna sa sekundarnom strukturom B-nabrane ploce, ** ho sam mehanizam

4

agregacije jo§ nije potpuno razjasnjen. Serpell i suradnici** su na primjeru oligopeptida
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KFFEAAAKKEFFE pokazali da aromatske aminokiseline direktno sudjeluju u aromatskim n-nt
interakcijama. Do istog zaklju¢ka su dosli Desamero i suradnici® na primjeru peptida
IAPP,,.09 te Gazit*® za dipeptid s minimalnom sekvencom FF. Ove interakcije zasigurno
imaju uc¢inak na strukturu i svojstva amiloidnih agregata, ali njihov doprinos se ne moze
primijeniti na sve amiloidne sustave zbog drugih nacina interakcije opisanih za aromatske
aminokiseline. U =zadnje vrijeme mnoga istrazivanja vezana za ulogu aromatskih
aminokiselina u procesu amiloidne agregacije isticu da njihova velika sklonost stvaranju
amiloidnih vlakana proizlazi iz njihove hidrofobnosti, sklonosti stvaranju f-nabranih ploca i

planarne geometrije, a ne samo zbog stvaranja n-7 interakcija.*’
2.5. Mali peptidi kao inhibitori amiloidne agregacije

Male organske molekule te peptidi odnosno peptidometici su dvije najvaznije kategorije
inhibitora amiloidne agregacije.*®> Upotreba peptida donosi mnoge prednosti ukljucujuéi
jednostavnost  sinteze te moguénost modifikacija peptidnog slijeda i njihove

biokompatibilnosti i biomimeticke prirode.

Premda je prisutnost amiloidnih vlakana najvidiljiviji dokaz amiloidne bolesti, globularni
oblici odnosno oligomeri kao prekursori u amiloidnoj agregaciji su smatrani vise toksi¢ni
nego amiloidna vlakna® i zbog toga bi se takoder morali uzeti u obzir kao ciljne molekule u
inhibiciji amiloidne agregacije. S obzirom na veliki broj istraZzenih peptida i inhibitora

amiloidne agregacije, u ovom ulomku ¢e se navesti samo najrelevantniji primjeri.

U tekstu je ranije spomenuto da se pentapeptid KLVFF moze samoorganizirati u vlakna
slicna amiloidnima, ali da se takoder moZe 1 vezati na sam protein i zaustaviti amiloidnu
agregaciju. No mnogi znanstveni radovi su pokazali da je KLVFF aminokiselinski slijed u
amiloid-p peptidu (AB(16-20)) odnosno tzv. centralna hidrofobna jezgra izuzetno vazan za
samoudruzivanje tog peptida u amiloidna vlakna jer stabilizira intra- i intermolekulske
interakcije ukljutene u stvaranju amiloidnih niti.° Zbog navedenih Ginjenica dosta su
istrazivani kratki peptidi koji sadrze takav slijed aminokiselina kao potencijalni inhibitori
amiloidne agregacije. Takvi kratki sintetski peptidi, tzv ,,lomitelji f-nabrane ploce” (eng. ,,-
sheet breaker peptides”) se vezu na srediSnju hidrofobnu regiju proteina zasluznu za
amiloidnu agregaciju i pritom sprjeavaju stvaranje strukture B-nabrane plo¢e Sto prethodi

slaganju u niti odnosno samoj agregaciji. Na slici 10. prikazana je kemijska struktura
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pentapeptida KLVFF te kemijske strukture spomenutih peptidnih inhibitora.>® U heksapeptidu
IAB5p, (KLPFFG) prolin i asparaginska kiselina su zamijenili valin odnosno alanin iz
KLVFFA sekvence AB(1-42) peptida. Takav sintetski peptid prolazi kroz krvno-mozdanu
barijeru, sprje¢ava stvaranje amiloidnih niti in vitro i smanjuje neurotoksi¢nost u stani¢nim
kulturama te sprjecava nakupljanje amiloida kod zivotinjskih modela. Dobri inhibitori su i oni
u kojima su na slijed KLVFF vezani hidrofilni lanci aminoetoksietoksiacetata i aspartata
(Slika 10c).>® Potencijalni nedostatak takvih inhibitora s obzirom da su gradeni od L-
aminokiselina je njihova osjetljivost na razgradnju pod utjecajem enzima proteaza. Prikazan
je i primjer peptidomimetika u kojem je na N- i C-terminalnoj strani slijeda KLVFF vezan
glicin i arginin pri ¢emu su upotrebljene D-aminokiseline te je vrlo stabilan inhibitor koji lako
prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru i pokazuje zna¢ajnu aktivnost kod transgeni¢nih modela

miseva.>
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Slika 10. Kemijske strukture peptidomimetika-,,lomitelja B-nabrane ploc¢e” (eng. B-sheet breaker
peptides); a) pentapeptid KLVFF (H-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-OH); b) pentapeptid Ac-LPFFD-NH,

(iAB5p); c) peptidometici u kojima je KLVFF sekvenca vezana na hidrofilne lance aminoetoksi
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etoksiacetata i aspartata; d) peptidomemtik RGKLVFFGR-NH,. Crvenom bojom na kemijskim

strukturama su oznacene kemijske modifikacije aminokiselinskog slijeda KLVFF.*

U zadnjih pet godina intenzivno su istrazivani ciklicki peptidi kao inhibitori amiloidne
agregacije®®® s obzirom da su strukturno i biokemijski sli¢ni amiloidnim peptidima.
Rahimipour je sa suradnicima razvio cikli¢ki D,L-a-peptid koji se vezao na amiloid-f peptid i
inhibirao njegovu agregaciju u amiloidna vlakna.>™ Struktura tog ciklickog peptida, kao i
njegov CD spektar i TEM mikrografija su prikazani na slici 11.
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Slika 11. TEM mikrografije i odgovaraju¢i CD spektri amiloidnih agregata (lijevo) prije te nakon
dodatka inhibitora (desno). Struktura cikli¢kog peptida kao inhibitora amiloidne agregacije (sredina).™

Navedeni cikli¢ki peptid je uzrokovao razgradnju amiloidnih agregata te je zastitio

stanice PC12 feokromocitoma Stakora od toksi¢nog djelovanja amiloida.

Kao $to je ve¢ spomenuto, na osnovi struktura navedenih amiloidnih boja, kongo-
crvenila i tioflavina T dizajnirani su i proucavani novi spojevi kao potencijalni inhibitori
amiloidne agregacije. To su male, planarne aromatske molekule koje reagiraju sa
sekundarnom strukturom pB-nabrane ploce i sprjetavaju agregaciju u vlakna (Slika 12.).>%
Krisamin G, kao manja i lipofilnija varijanta toksi¢nog kongo-crvenila, uspje$no prolazi
krvno-mozdanu barijeru i sprjeCava agregaciju u niti. Dok metilen-plava inhibira nastanak

neurotoksi¢nih oligomera. Da bi neka sli¢na azo-sulfonska boja bila uspjeSan inhibitor
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amiloidne agregacije, mora posjedovat sulfonske grupe na slicnoj udaljenosti u molekuli kao i
kod kongo-crvenila §to zapravo dovodi do precizne interakcije izmedu negativno nabijenih
sulfonskih grupa i amiloid-p proteina. Takoder je bitno i postojanje sekundarne terminalne
fenilne grupe kao i hidroksilne skupine na aromatskim krajevima. Kurkumin je sastojak
poznatog zacina kurkume. Kao molekula posjeduje sve strukturne karakteristike kao i kongo-
crvenilo te je zato odli¢an inhibitor amiloidne agregacije. Takoder se veze na plakove i
smanjuje razinu amiloida in vivo. Uspje$no prolazi krvno-mozdanu barijeru, veze se na
amiloid-P protein i prouzrokuje razgradnju plakova $to je i dokazano kod transgeni¢nog misa.
Takoder je uspjesno smanjio oksidativni stres koji se takoder javlja kod Alzheimerove bolesti.
Ameri¢ka Agencija za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Administration, FDA) je 2013.
godine odobrila kapsule kurkumina BCM-95 za klinicku upotrebu kod lijeenja
Alzheimerove bolesti. Kurkumin daje novu nadu oboljelima - zaustavlja propadanje
kognitivnih funkcija i sprjecava stvaranje plakova. Ujedno, povisuje razinu vitamina E u

tijelu, pa se najbolji rezultati u lijeCenju postizu kombinacijom kurkumina i vitamina D3.5%°

NaO
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é}mm o
a)
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Slika 12. Kemijske strukture malih molekula, derivata amiloidnih boja (kongo-crvenilo i tioflavin T)

kao inhibitora amiloidne agregacije: a) Krisamin G; b) Kurkumin; ¢) Metilen-plava (MB).>*

Na temelju strukture amiloidnih boja sintetizirani su PET radiobiljezivaci koji se
koriste za in vivo detekciju amiloidnih plakova i pomoc¢u njih se mogu u ranoj fazi bolesti

detektirati plakovi. Pozitron emisijska tomografija (PET) je nuklearno-medicinska tehnika
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koja principom slikovne dijagnostike (eng. molecular imaging) daje trodimenzionalni prikaz
funkcionalnih procesa u organizmu. Male organske molekule se obiljezavaju radionuklidima
(18F,11C, 13N) 1 intravenski ubrizgavaju u tijelo. Takve molekule (radioobiljezivaci) se
nakupljaju u stanicama ovisno o njihovoj metabolickoj aktivnosti i emitiraju pozitivno
nabijenu Cesticu-pozitron pri ¢emu dolazi do oslobadanja gama zracenja koje detektira sustav
1 stvara odgovaraju¢u trodimenzionalnu sliku koncentracije radioobiljezivaca u tijelu. Slika
13. prikazuje kemijske strukture najpoznatijih PET radiobiljezivaca koji su u zadnjih nekoliko
godina odobreni od strane americke agencije FDA za klinicku upotrebu.”® Oni se selektivno
vezu na amiloidne plakove, a s obzirom da su obiljezeni izotopom fluora i ugljika, mogu se

detektirati PET uredajem.

N
\>_®7NH11CH3
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Slika 13. Kemijske strukture PET radioobiljeZivaga odobrenih od strane FDA za klini¢ku upotrebu®;
a)Pittsburgh spoj B (eng. Pittsburgh compound B), [*'C] PIB; b) Florbetapir (*F) ili [**F] AV-45

(Amyvid™): c) Flutemetamol (*°F) ili Vizamyl™.

Na slici 14. su prikazani rezultati 3. faze klinickih ispitivanja (Cesto se naziva i
terapijska potvrdna faza) najpoznatijeg radioobiljezivada [**F] AV-45 (Amyvid™) koji su

potvrdili korelaciju PET slika mozga nakon unosa radioobiljezivaca u mozak sa post mortem
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studijama amiloidnih plakova. Uzevsi u obzir podatke dobivene u prve dvije faze ispitivanja
pokazano je da se taj radiobiljeziva¢ moze uspjeSno Koristiti u in vivo PET dijagnostici

amiloidnih plakova.

Slika 14. PET slike mozga nakon unosa radioobiljezivata ['®F] AV-45 za tri razliGita pacijenta; gornja
slika prikazuje mozak zdravog pacijenta bez amiloidnih plakova; u sredini je prikazan mozak pacijenta
sa umjerenim koli¢inama amiloidnih plakova u ranijoj fazi Alzheimerove bolesti; donja slika prikazuje
mozak pacijenta u kasnoj fazi Alzheimerove bolesti s velikom koli¢inom amiloidnih plakova (bijele

strelice).”

2.6. Supramolekularni gelovi

Male organske molekule procesom samoudruzivanja nekovalentnim interakcijama
(vodikovim vezama, van der Waalsovim silama, =n-m interakcijama, elektrostatskim
interakcijama te interakcijama prijenosa naboja) povezuju molekule, stvaraju niti
mikrometarske duljine i nanometarskog promjera koje nekovalentnim umrezavanjem i/ili

mehanickim ispreplitanjem stvaraju trodimenzionalnu mreZza koja imobilizira molekule
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otapala te uzrokuje gubitak fluidnosti sustava odnosno nastanak gela.” Ovakvi sustavi su u
zadnjih 20-ak godina privukli veliku paznju istrazivaca upravo zbog njihove potencijalne
primjene u kozmetickoj industriji, pripravi viskoelasticnih materijala, dizajnu sustava za
prijenos 1 kontrolirano otpustanje lijekova, tehnologiji senzora, tkivnom inZenjeringu, obradi

hrane te farmakologiji.>*

Kako bi nastao gel, najceS¢e se molekule gelatora moraju prvo otopiti pri povisenoj

temperaturi, nakon cega slijedi hladenje otopine i samoudruzivanje molekula u gel (Slika 15.).
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Slika 15. Slikoviti prikaz procesa nastanka supramolekularnog gela.?

Kada se molekule gelatora po¢nu samoudruzivati nekovalentnim interakcijama moze
do¢i do pojave drugih fizikalnih fenomena kao Sto su talozenje ili kristalizacija $to moze
sprijeciti nastanak gela. Medutim, sustav gelator-otapalo poti¢e anizotropan rast
jednodimenzionalnih niti koje se dalje umrezavaju u kompleksnu mrezu koja imobilizira
molekule otapala pri cemu se izbjegne karakteristicna fazna separacija uocena kod procesa

kristalizacije. Kao §to je prikazano na Slici 15. do kristalizacije moZe do¢i nakon formiranja
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gela te su gelski agregati kineticki zarobljeni i nisu termodinamicki stabilni sustavi. Kao
posljedica toga, proces fibrilizacije odnosno stvaranja niti je strogo kineti¢ki ovisan.” Uzevsi
ovo u obzir, kona¢na ¢e mehanicka svojstva gelova biti definirana ne samo svojstvima samih
niti odnosno vlakana (Sirina, duljina, itd.) nego 1 otapalom u kojem dolazi do
samoudruzivanja. Vazno je napomenuti da odreden postotak molekula gelatora ostaje
slobodan u otopini Sto gelu daje karakteristicno dinamicko ponasanje zbog izmjene gelatora

izmedu gel 1 sol stanja.

Kemijski (polimerni) gelovi nastaju stvaranjem kovalentnih veza medu molekulama
¢ije udruzivanje vodi nastanku termo-ireverzibilne mreze. Za raliku od polimernih gelova,
formiranje fizikalnih gelova je termoreverzibilno te upravo zbog toga predstavlja zanimljivo

podrugdje istrazivanja supramolekularne kemije.

Mnogi gelatori su pronadeni slu¢ajnim odabirom i zato se dizajn novih molekula

gelatora temelji na izradi baza spojeva s nekoliko strukturnih modifikacija postojecih gelatora.

Unato¢ Cinjenici da se do danas saznalo mnogo o fenomenu geliranja, vrlo je tesko
predvidjeti nastanak gela ovisno o strukturnim karakteristikama kandidata, a jo$ je teze
predvidjeti koja otapala ¢e gelirati i koliko efikasno. Dokazano je da vrlo male promjene u
konstituciji, konfiguraciji ili samo konformaciji molekula mogu nevjerojatno utjecati na
svojstva gelatora. No u zadnjih nekoliko godina postignut je izvanredan napredak u
razumijevanju strukturnih preduvjeta za geliranje. NajceS¢e funkcijske skupine koje su

pronadene kod molekula gelatora:

i) Amidi (peptidi), uree i hidroksilne skupine (ugljikohidrati) koji se mogu
povezivati vodikovim vezama.
i) Dugi alifatski lanci koji se povezuju van der Waalsovim silama i hidrofobnim
interakcijama.
iii) Aromatske skupine (m-m interakcije).
Poznavanje i razumijevanje fenomena samoudruZivanja i mehanizama geliranja,
osnovno je za dizajn novih gelatora s ciljem dobivanja novih materijala sa zeljenom
primjenom. Medutim, za istrazivaCe jo$ je uvijek teSko u potpunosti okarakterizirati sva

svojstva tih novih materijala zahvaljuju¢i njihovoj dinamickoj prirodi. Veliki napredak u
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karakterizacijskim tehnikama omogucuje uvide u proces samoudruzivanja na razli¢itim

razinama zahvaljujuci novim alatima za dizajn i razvoj novih i boljih gelatora (Slika 16.).%°

WAXS, SAXS, SANS

CD, Fluorescencija,
UV/Vis, IR

NMR

f
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Reologija TEM, SEM, AFM 3D mreza

Slika 16. Slikoviti prikaz karakterizacijskih tehnika s obzirom na razliita stanja samoorganizacije

gelatora.>®

S obzirom da su supramolekularni gelovi ,,meki materijali (eng. soft materials), mogu
se istraziti na makroskopskoj razini koriste¢i reoloske metode kojima se analizira utjecaj
dovedenog naprezanja na gel. Morfologija gelova (izgled 1 struktura gelskih niti) odreduje se
mikroskopskim tehnikama kao $to su TEM (transmisijska elektronska mikroskopija), SEM
(pretrazna elektronska mikroskopija) i AFM (mikroskopija atomskih sila). Ostalim
komplementarnim tehnikama, kao S$to su difrakcijske tehnike moze se ustanoviti nacin
slaganja gelatora u gelovima. Navedene tehnike su nedestruktivne i mogu dati informacije o
kemijskom sastavu i fizikalnim svojstvima materijala. Difrakcija rendgenskog zracenja praha
(XRD) vizualizira organizaciju gelatora na molekularnoj razini i zahtjeva upotrebu osuSenog
uzorka gela (kserogel). Ostale difrakcijske tehnike kao §to je metoda rasprSenja X-zraka pod
malim kutom (SAXS) 1 metoda rasprSenja neutrona pod malim kutom (SANS) se mogu
upotrebljavati na gelu pri ¢emu se dobiju informacije o promjeru gelskih niti 1 raspodjeli
veli¢ina niti. Detaljnije informacije o samoorganizaciji gelatora na molekularnoj razini
ukljucujuéi prirodu intermolekularnih interakcija, vrijednosti kriticnih koncentracija te
promjene u gibanju i konformaciji molekula u agregatima pruZza nuklearna magnetska
rezonancija (NMR). Proces samoudruzivanja gelatora moze se pratiti koncentracijskim,

temperaturnim 1 vremenski ovisnim eksperimentima uz koristenje razlicitih spektroskopskih

Tihomir Pospisil Doktorska disertacija



2. Literaturni pregled 25

metoda kao Sto su NMR spektroskopija, FTIR spektroskopija te spektroskopija cirkularnog
dikroizma (CD). NMR i FTIR spektroskopijom se mogu pratiti odredene interakcije izmedu
molekula u gelu, posebno vodikove veze i njihove promjene pod utjecajem temperature.
Konformacijske odnosno kiralne strukture peptidnih agregata odreduju se CD

spektroskopijom.
2.7. Supramolekularni peptidni hidrogelovi

Medu brojnim malim organskim gelatorima (eng. ,,Low Molecular Weight Gelators®)
posebno se isticu kratki peptidi koji imaju moguénost stvaranja gelova u vodi odnosno
hidrogelova. Hidrogelovi su posebno zanimljivi zbog svoje biokompatibilnosti i
biorazgradivosti.”” Peptidi kao gradevne jedinice kombiniraju aromatske, amidne i hidrofobne
fragmente i samoorganiziraju se u specificne supramolekularne sustave. Samoudruzivanje
peptida u hidrogelove je hijerarhijski proces® i moze se pojednostaviti kao $to je prikazano na
slikovitom prikazu na slici 17. U otopini primarna struktura peptida prelazi u sekundarnu
strukturu (a-uzvojnica, B-nabrana plo¢a, B-ukosnica, presavijena uzvojnica) te pod utjecajem
odredenog stimulansa dolazi do samoudruzivanja peptida sa sekundarnom strukturom u niti
nanodimenzija koje se produljuju i stvaraju trodimenzionalnu mrezu koja imobilizira

molekule vode i nastane hidrogel.

Premda su jednostavno funkcionalizirane aminokiseline i dipeptidi pokazali sposobnost
geliranja vode odnosno stvaranja hidrogelova, uvodenje drugih funkcionalnih skupina kao §to
su aromatske skupine, polarno nabijene skupine, aktivha mjesta enzima ili ugradnja
neprirodnih aminokiselina proSirilo je potencijalnu primjenu ovakvih sustava u razli¢itim
podruc¢jima priprave novih funkcionalnih materijala ucinivsi ih viSe osjetljivim na razlicite

stimulanse.? %
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Produljenje niti

SamoudruZivanje peptida: stvaranje niti nano dimenzija

’
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a-uzvojnica p-nabranapiods  B-ukosnica  presavijena uzvojnica

Sekundarna struktura peptida
Primarna struktura peptida

Aminokiselina

Slika 17. Shemtski prikaz hijerarhijskog samoudruzivanja peptida u hidrogel.*®
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2.8. Uloga dipeptida Phe-Phe u samoudruzivanju kratkih peptida

Difenilalaninski peptid (L-Phe-L-Phe) smatra se najmanjom gradevnom jedinicom u
procesu samoudruzivanja peptida u razliCite strukture nano-dimenzija ukljucujuéi i proces
samoudruzivanja peptida AP u amiloidna vlakna.®® Reches i Gazit su medu prvima pokazali
da se taj dipeptid kombinacijom vodikovih veza i aromatskih m-m interakcija u vodi
samoorganizira u nanocijevi duljine do 100 nm*. Razligiti kratki peptidi koji u svojoj
strukturi sadrze motiv Phe-Phe s razliitim zaStitnim skupinama, samoudruzuju se u razlicite
strukture nano-dimenzija kao $to su vezikule, trake, cijevi i vlakna (Slika 18.).%* Jedan od
najpoznatijih takvih peptida je dipeptid koji na N-terminalnom kraju sadrzi zastitnu skupinu
9-fluorenilmetoksikarbonil (Fmoc-Phe-Phe) koji se samoorganizira u hidrogel koji je izuzetno
stabilan u razli¢itim pH podru&jima ukljucujuéi i jako kisele uvjete.®® Li je sa suradnicima
dokazao da dipeptid Phe-Phe moze stvarati organogelove u kloroformu i aromatskim
otapalima.®* Nedavno je otkriveno da se &ak i Cista aminokiselina fenilalanin (L-Phe-OH)
samoudruzuje u niti slicne amiloidnima koje onda tvore hidrogel pri to¢no odredenoj pH
vrijednosti pri ¢emu uz elektrostatske interakcije 1 vodikove veze, glavnu ulogu u procesu
samoudruzivanja u hidrogel imaju aromatske interakcije izmedu fenilnih prstenova.®
Navedeni primjeri upucuju na specificnu ulogu aromatskih interakcija u procesu

samoudruzivanja kratkih peptida u nanostrukture visoke stabilnosti.
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Slika 18. Razli¢ite strukture nano-dimenzija nastale samoorganizacijom kratkih peptida koji u svojoj
strukturi sadrze Phe-Phe.*

Tihomir Pospisil Doktorska disertacija



2. Literaturni pregled 28

2.9. Primjena hidrogelova u tkivhom inZenjerstvu

Supramolekularni hidrogelovi su vrlo prikladni za primjenu u tkivhom inZenjerstvu i
regenerativnoj medicini s obzirom da je kod takvih sinteti¢kih biomaterijala prisutan
minimalni rizik za prijenos bioloSkih patogena i oneciS¢enja u usporedbi sa prirodnim
polimerima. Peptidni hidrogelovi se smatraju idealnim materijalima za stani¢no i tkivno
inZenjerstvo jer oponaSaju izvanstani¢ni matriks te posjeduju zeljena svojstva kao §to su
biokompatibilnost, biorazgradivost, hidrofilni karakter odnosno visoki udio vode i mogu¢nost
proizvodnje u ve¢im koli¢inama. Dinamicka nekovalentna hidrogelska mreza omogucuje
biomaterijalu da se spontano prilagodi vanjskim uvjetima te pruzi potporu stanicama te
omoguéi izmjenu hranjivih tvari i kisika izmedu stanica i medija.®® Mali peptidni
hidrogelatori koji se sastoje od dvije ili tri aminokiseline su pogodni za primjenu u
biomedicini jer ih je jednostavno sintetizirati te su dostupni za proizvodnju u velikim
koli¢inama.”® Proces samoudruZivanja takvih peptida u hidrogelove najceiée je potaknut
dodatkom stani¢nih suspenzija vodenoj otopini peptida pri ¢emu dolazi do rasta i umrezavanja
gelskih niti te stvaranja trodimenzionalne mreze unutar koje stanice zive i diferenciraju se.”’

Ulijn je sa suradnicima prije deset godina pokazao da se odredeni Fmoc zasti¢eni dipeptidni

hidrogelatori mogu primijeniti kao biomaterijali u 2D i 3D stani¢noj kulturi (Slika 19.).%

A 20 3D B 3
%

2 s )

Slika 19. Stani¢na kultura hrskaviénih stanica hondrocita na/u hidrogelu Fmoc zasticenog dipeptida
(Fmoc-Phe-Phe-OH) A) Prikaz pokusa 2D i 3D stani¢ne kulture; B) stanice su zadrzane na povrsini
hidrogela (mjerna skala = 20 pm); C) Fluorescencijska mikroskopija prikazuje prisutnost stanica u
hidrogelu (stanice su bojane 4',6-diamidin-2-fenilindolom, DAPI; mjerna skala = 50 um) D) ESEM
mikrografija prikazuje hidrogelsku mrezu unutar koje su rasporedene stanice (prikazane strelicama),
mjerna skala = 50 um).%
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Mozdani udar je danas jedan od najces¢ih uzroka trajne invalidnosti kod ljudi u
razvijenim zemljama te jedan od najucestalijih uzroka smrtnosti (Slika 20.) Definira se kao
nagli gubitak funkcije dijela mozga zbog poremecaja dovoda krvi u mozak. Ovo najéesce
nastupa zbog ishemije, prestanka dovoda krvi zbog zacepljene krvne zile ili rjede zbog
krvarenja u mozak odnosno hemoragije. S obzirom na znacajno oSte¢enje mozdanog tkiva i
unistenje zivcanih stanica kao posljedice mozdanog udara, vrlo su aktualna istrazivanja
potencijala mati¢nih stanica zajedno s biomaterijalima u reparaciji i regeneraciji oSte¢enog
tkiva. Mati¢ne stanice su nedifierencirane stanice u naSem tijelu koje se mogu specijalizirati u
stanice pojedinih tkiva, ili se mogu dalje dijeliti i stvarati nove mati¢ne stanice. U odraslim
jedinkama mati¢ne 1 progenitorne stanice sluze za svakodnevnu regeneraciju tkiva koja se
neprestano obnavljaju, kao $to su koza, krv i probavni sustav. Kao jedna od najboljih
terapeutskih strategija u oporavku mozga nakon moZzdanog udara pokazala se upotreba
zivéanih mati¢nih stanica (eng. Neural Stem Cells, NSCs) zajedno s biomaterijalima koji
sluze kao medij za prijenos mati¢nih stanica u mozak. Istrazivanja razli¢itih biomaterijala su
pokazala da upravo jedan od najvecih potencijala u lijecenju oSte¢enog mozdanog tkiva

posjeduju peptidni hidrogelovi.
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Slika 20. Dijagram ucestalosti pojedinih uzroka smrtnosti u svijetu (u milijunima godi$nje, Atlas of
Heart Disease and Stroke, WHO, 2015).

Stupp 1 suradnici su medu prvima objavili amfifilne peptide koji se mijeSanjem sa
staniénim kulturama u prisutnosti kalcijevih iona samoudruzuju u trodimenzionalnu mrezu
niti nano dimenzija odnosno hidrogel u kojem se neuralne progenitorne stanice vrlo brzo
diferenciraju u neurone.®® Veéina hidrogelova gradenih od L-aminokiselina se pod utjecajem

proteolitickih enzima razgraduju u organizmu i zbog toga je ograni¢ena njihova dugorocna
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upotreba u tkivnom inZenjerstvu. Za potencijalni oporavak oSte¢enog mozdanog tkiva bolje bi
bilo koristiti peptidne biomaterijale temeljene na D-aminokiselinama koji se sporo razgraduju
i pri tome osiguravaju dugoro&nu potporu okolnom tkivu mozga.”® Neki peptidni hidrogelovi
su odobreni 1 stavljeni na trziSte kao biomaterijali za primjenu kod uzgajanja stanicnih
kultura. Jedan od takvih primjera je PuraMatrix™, sinteticki resorbilan peptidni hidrogel koji
je graden od ponavljaju¢eg aminokiselinskog slijeda - RADA (Arginin-Alanin-Asparaginska
kiselina-Alanin). PodeSavanjem koncentracije peptida u vodi moguce je kontrolirati gustocu i
poroznost (veli¢inu pora) trodimenzionalne hidrogelske mreze. Prvi peptid koji je sadrzavao
spomenuti aminokiselinski slijed opisao je Zhang sa suradnicima (Ac-(RADA);-NH,)."* Ac-
(RADA)s,-NH; (RADA-16-1) je topljiv pri nizim vrijednostima pH i osmolarnosti, ali se
samoudruzuje u niti pri fizioloskim uvjetima (Slika 21.). Visoki udio vode (99%) i sposobnost
mijenjanja 1 prilagodavanja peptidnog lanca omogudili su uspjeSnu primjenu u uzgoju
ziv€anih stanica i osteocita te mnogih drugih. Zbog mnogih prednosti kao §to je jednostavnost
sinteze i moguénost dugoroénog uzgoja stani¢nih kultura, PuraMatrix "™ bi mogao zamijeniti

trenutno najvise upotrebljavan biomaterijal u mnogim podrugjima primjene — Matrigel™.

a + - + - + - + -
Ac-R-A-D-A-R-A-D-A-R-A-D-A-R-A-D-A-CON H:
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Slika 21. Peptid RADA-16-I; a) aminokiselinski slijed i molekulski model peptida; b)-d) AFM
mikrografije hidrogela RADA-16-1, 8 x 8 um (b), 2x2 um (¢) i 0,5 x 0,5 um (d), kod mikrografije(d)
je vidljiva drukéija visina vlakna S§to upucuje na strukturu dvosloja; e)-h) fotografije hidrogela pri
razli¢itim uvjetima: 0,5 wt% (pH 7.5) (e), 0,1 wt% (pH 7,5; Tris-HCI) ( f), 0,1 wt% (pH 7,5; PBS) (g)

prije djelovanja ultrazvuka i ponovno samoorganizirani hidrogel nakon djelovanja ultrazvuka (h).™
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Uvodne napomene

Tocke talista odredene su na Koflerovom mikroskopu i nisu korigirane. *H NMR i *C NMR
spektri snimljeni su na Bruker Avance DPX 300 i 600 (300/75 Hz i 600/150 MHz)
spektrometru. Kemijski pomaci (8) izrazeni su u ppm u odnosu na DMSO-dg ili na TMS kao
unutrasnji standard, a konstante sprege (J) u hercima (Hz). Dvodimenzijski COSY (engl.
Correlation Spectroscopy) te NOESY (engl. Nuclear Overhauser Effect) spektri snimljeni su
uz upotrebu standardnog programskog paketa Varian Gemini. FTIR spektri snimljeni su na
Bruker Equinox 55 i Bomen MB 102 spektrometrima. Opti¢ka rotacija mjerena je na
polarimetru AA-10 na valnoj duljini od 589,3 nm. Tankoslojna kromatografija radena je na
plo¢icama silikagela Merck 60 Fass, a vizualizacija je omogucéena upotrebom UV lampe (254
nm) ili parama joda. Otapala su proc¢iS¢ena metodama opisanim u literaturi te su pohranjena
na molekulskim sitima. UV/Vis spektri snimljeni su na Varian Cary 100 Bio
spektrofotometru. Fluorescencijski spektri snimljeni su na Varian Cary Eclipse i Agilent
Technologies CaryEclipse Fluorescence spektrofotometru. CD spektri snimljeni su na JASCO
J815 spektrofotometru. 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 mikroskopijom kontrastirani su s 2
% vodenom otopinom Kkalijeve soli fosfovolframske kiseline (H3PW12040, pWK) ili su
sijencani paladijem odnosno platinom. Uzorci hidrogela obojanog amiloidnim bojama
(kongo-crvenilo i tioflavin T) te uzorci hidrogela sa stanicama HEK293T promatrani su i
snimljeni na konfokalnom mikroskopu Leica SP8 X FLIM (objektiv: NA 1.4, uljna imerzija;
60x) pomocu fluorescencije 1 u reflektiranom svjetlu. Osnovna reoloSka mjerenja
viskoelasti¢nosti hidrogela provedena su na Anton Paar reometru (MCR 301). Spektri masa
visoke rezolucije sintetiziranih spojeva snimljeni su tandemskim uredajem MALDI-TOF/TOF
(matricom potpomognuta ionizacija desorpcijom laserskog zracenja-analizator masa S
vremenom leta) 4800 Plus MALDI TOF/TOF (AppliedBiosystems Inc., Foster City, CA,
USA) opremljenim Nd:YAG laserom koji generira laserski puls zrac¢enja valne duljine 355
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nm s ucestaloséu od 200 Hz u pozitivnom modu. Snimanje je izvrseno uz 1600 laserskih
pulseva po spektru, raspon m/z 100-1000 Da, fokus masa 500 Da i vrijeme zadrzavanja 500

ns. Toc¢nost odredivanja masa od 5 ppm dobivena je internom kalibracijom. Minimizirane
strukture dimera tripeptida dobivene su pomocu programskog paketa SYBYL-X 1,2 (Tripos
Inc., St. Louis, Missouri, 63144, USA).

3.2. Priprava tripeptidnih derivata

3.2.1. Priprava acetilnih derivata tripeptida s aminokiselinskom sekvencom FFA

3.2.1.1. Boc-Phe-Ala-OMe (1)

o
\{/o H\)J\ o
T
[e] (0]

1

=

U ohladenu otopinu (-10 °C, ledena kupelj) Boc-Phe-OH (2,65 g, 10 mmol) u suhom CH,Cl,
(20 mL) dodani su Ala-OMe-HCI (1,39 g, 10 mmol), Et3N (1,40 mL, 1,01 g, 10 mmol), DCC
(N,N'-dicikloheksilkarbodiimid) (2,06 g, 10 mmol) i kataliticka koli¢ina katalizatora 4-
dimetilaminopiridina (DMAP). Reakcijska smjesa se mijeSa 30 minuta na 0 °C, a zatim na
sobnoj temperaturi preko noc¢i. Talog nusprodukta N,N'-dicikloheksiluree (DCHU) se odsise
pod snizenim tlakom, a filtrat se pere vodom, 10 % KHSO,4 10 % NaHCOj; te ponovno
vodom. Organski dio se susi nad Na,SOy, a zatim se ostavi 2 h na temperaturi -18 °C pri ¢emu
dolazi do taloZenja preostalih tragova DCHU koji se uklone filtracijom. Otapalo se otpari do
pola volumena te se nadsloji petroleterom pri ¢emu dolazi do talozenja produkta. Dobiveno je
3,10 g (89%) bijelog kristalini¢nog produkta Boc-Phe-Ala-OMe; *H-NMR (300 MHz, CDCl5)
onlppm: 7,32-7,19 (m, 5H, Ph), 6,41 (d, 1H, J = 6,9, NHC*H), 4,98 (bs, 1H, NHC*H), 4,52
(dt, 1H, J = 7,2, 14,0, C*Hppe), 4,35 (q, 1H, J = 6,9, C*Hap), 3,71 (s, 3H, OCHg), 3,13-3,01
(m, 2H, CH,Ph), 1,41 (s, 9H, C(CHa)s), 1,35 (d, 3H, J = 7,0, CHaar).
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3.2.1.2. Phe-Ala-OMe (2)

U ohladenu otopinu (-10 °C, ledena kupelj) spoja 1 (2,33 g, 6.64 mmol) u suhom CH,ClI; (10
mL) dodana je TFA (6.64 mL) te se reakcijska smjesa mijesa 30 minuta na 0 °C, a zatim na
sobnoj temperaturi preko noci. Otapalo i ostaci TFA otpare se pod snizenim tlakom. Tako
dobiveni produkt (Zuto ulje) otopi se u CH,Cl, te se otopina neutralizira sa 10 % KHCO3 u
ledenoj kupelji. Vodeni sloj se ekstrahira sa CH,Cl;, a spojeni organski slojevi se peru vodom
i suSe nad Na,SO, te se zatim otapalo otpari pod snizenim tlakom. Dobiveno je 1,26 g (86%)
zutog uljastog produka Phe-Ala-OMe; 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) &u/ppm: 7,77 (d, 1H, J =
7,1, NHC*H), 7,34-7,21 (m, 5H, Ph), 4,60 (g, 1H, J = 7,3, C*Haj), 3,74 (s, 3H, OCH3), 3,64
(dd , 1H, J = 4,0, 9,2, C*Hppe), 3,25 (dd, 1H, J = 3,9, 13,7, CH,Ph), 2,73 (dd, 1H, J = 9,3,
13,7, CH,Ph), 1,44 (s, 2H, NH,), 1,39 (d, 3H, J = 7,1, CH3a).

3.2.1.3. Boc-Phe-Phe-Ala-OMe (3)

)é)ku HQKH/H‘/O\

U otopinu Boc-Phe-OSu (1 g, 2,76 mmol) u smjesi suhog dioksana i CH,Cl; (35 mL) dodan je
2 (0,69 g, 2,76 mmol) te se reakcijska smjesa mijeSa na sobnoj temperaturi preko noci.
Otapala se otpare pod snizenim tlakom te se doda voda (25 mL) i etil-acetat (25 mL). Slojevi
su odijeljeni, vodeni sloj se pere s dodatnih 25 ml etil-acetata. Spojeni organski dijelovi se
peru s vodom i suSe nad Nap,SO4 te se zatim otapalo otpari pod snizenim tlakom. Dobiveni
bijeli talog se kromatografski procisti na tankom sloju silikagela (sustav CH,Cl, : MeOH =

50:1). Dobiveno je 0,85 g (62%) bijelog kristalini¢nog produka Boc-Phe-Phe-Ala-OMe; *H-
NMR (300 MHz, CDCl3) &/ppm: 7,31-7,07 (m, 10H, 2 x Ph), 6,35 (bs, 2H, 2 x NHC*H),
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4,79 (bs, 1H, NHC*H), 4,61 (dd, 1H, J = 7,1, 13,8, C*Hene), 4,45 (g, 1H, J = 7,2, C*Hppe ),
4,30 (d, 1H, J = 6,3, C*Hai), 3,71 (s, 3H, OCH3), 3,16-2,89 (m, 4H, 2 x CH,Ph), 1,34 (s, 9H,
C(CHa)3), 1,31 (d, 3H, J = 7,1, CHaan).

3.2.1.4 Phe-Phe-Ala-OMe (4)

H,N

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 2, reakcijom spoja 3 (0,79 g, 1,59 mmol) sa
TFA (1.59 mL) u suhom CH,CI; (15 mL) dobiveno je 0,63 g (92%) Zutog uljastog produkta
Phe-Phe-Ala-OMe; *H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) &u/ppm: 8,48 (d, 1H, J = 7,1, NHC*H),
8,01 (d, 1H, J = 8,5, NHC*H), 7,27-7,13 (m, 10H, 2 x Ph), 4,61 (dd, 1H, J = 8,4, 13,2,
C*Hpne), 4,29 (9, 1H, J = 7,2, C*Hapa ), 3,64 (s, 3H, OCH3), 3,02-2,77 (m, 4H, 2 x CH,Ph),
1,63 (bs, 2H, NH,), 1,29 (d, 3H, J = 7,1, CH3ala).

3.2.1.5. Ac-Phe-Phe-Ala-OMe (5)

U ohladenu otopinu (-10 °C, ledena kupelj) spoja 4 (0,58 g, 1,45 mmol) u suhom CH,ClI, (10
mL) doda se EtsN (0,20 mL, 1,45 mmol) te se dokapava acetil-klorid (0,10 mL, 1,45 mmol).
Reakcijska smjesa se mijeSa 1 h na 0 °C, a zatim na sobnoj temperaturi preko no¢i. Nakon
hladenja na ledenoj kupelji, reakcijska smjesa se pere vodom, 5 % NaHCOjz; 1M HCI i
ponovno vodom. Organski dio se susi nad Na,SO, te se zatim otapalo otpari pod snizenim
tlakom. Dobiveno je 0,58 g (92%) bijelog praskastog produkta Ac-Phe-Phe-Ala-OMe; 'H-
NMR (300 MHz, DMSO-ds) on/ppm: 8,34 (d, 1H, J = 7,0, NHC*H), 7,99-7,95 (m, 2H, 2 x
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NHC*H), 7,27-7,14 (m, 10H, 2 x Ph), 4,54 (dt, 1H, J = 4,7, 8,9, C*Hpne), 4,47-4,41(m, 1H,
C*Hppe), 4,29 (dt, 1H, J = 7,2, C*Hajn), 3,62 (s, 3H, OCHj3), 3,05 (dd, 1H, J =4,6, 14,0, 2 x
CH,Ph), 2,92 (dd, 1H, J =45, 13,9, 2 x CH,Ph), 2,81 (dd, 1H, J = 9,3, 14,0, 2 x CH,Ph), 2,65
(dd, 1H, J = 10,0, 13,9, 2 X CH,Ph), 1,72 (s, 3H, COCHj3), 1,29 (d, 3H, J = 7,1, CH5); **C-
NMR (75,5 MHz, DMSO-ds) o&c/ppm: 172,78, 171,13, 170,76, 169,07 (4 x CONH), 137,95,
137,56, 129,22, 129,03, 127,98, 127,93, 126,23, 126,11 (2 x Ph), 53,80, 53,41 (2 X C*Hppe),
51,83 (OCHs), 47,59 (C*Hai), 37,42, 37,28 (2 x CH,Ph), 22,38 (COCHs), 16,86 (CHaal);
FTIR (KBr) 5/cm™: 3278 (NH), 1740 (COOMe), 1638 (amid 1), 1537 (amid II); t.t. = 214-216
°C; [a] %T = 429" (c = 0,02 M u MeOH), HRMS: m/z [M+Na]+ za C2sH2sN30s, izratunato

462,2005, pronadeno: 462,1999.

3.2.1.6. Ac-Phe-Phe-Ala-NH, (6)

NH,

Spoj 5 (0,57 g, 1,30 mmol) se otopi u zasi¢enoj otopini amonijaka u metanolu (50 mL).
Nakon 7 dana na 4 °C dolazi do talozenja produkta iz otopine. Talog se odsise, dobro ispere
metanolom te se susi pod sniZzenim tlakom. Dobiveno je 0,54 g (98%) bijelog kristalini¢énog
produkta Ac-Phe-Phe-Ala-NHy; *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) &u/ppm: 8,08 (d, 1H, J =
8,0, NHC*H), 8,00 (d, 1H, J = 8,0, NHC*H), 7,93 (d, 1H, J = 7,5, NHC*H), 7,29-7,10 (m,
11H, 2 x Ph + NH(NH>), 6,99 (bs, 1H, NH(NH,)), 4,56-4,39 (m, 2H, 2 x C*Hpr¢), 4,19 (p,
1H,J =7,1, C*Hap), 3,11-2,60 (m, 4H, 2 x CH,Ph), 1,72 (s, 3H, COCH3), 1,21 (d, 3H, J =
7,1, CHsai); “C-NMR (75,5 MHz, DMSO-dg) &c/ppm: 173,87, 171,30, 170,28, 169,08 (4 x
CONH), 137,94, 137,66, 129,20, 129,04, 128,01, 127,93, 126,22, 126,12 (2 x Ph), 53,84,
53,83 (2 x C*Hppe), 48,00 (C*Haia), 37,25, 37,18 (2 x CH,Ph), 22,37 (COCHj3), 18,31
(CHsa); FTIR (KBr) sfem™: 3277 (NH), 1679 (CONH,), 1626 (amid 1), 1544 (amid 11); t.t..

= 243-245 °C; [a] %T = -18" (c = 0,02 M u EtOH); elementna analiza za Ca3H2sN4O4 (Mr =

424,49) izracunato (%): C 65,08 H 6,65 N 13,2, pronadeno: C 65,09 H 6,48 N 13,0.
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3.2.2. Priprava acetilnih derivata tripeptida s aminokiselinskom sekvencom FAF
3.2.2.1. Boc-Phe-Ala-OMe (1)

iy
T

U otopinu Boc-Phe-OSu (2.37 g, 6.53 mmol) u suhom CH,Cl, (20 mL) dodan je Ala-
OMe-HCI (0.91 g, 6.53 mmol) i EtsN (0.91 mL, 6.53 mmol) te se reakcijska smjesa mijeSa na

sobnoj temperaturi preko noci. Zatim se pere vodom te se organski dio susi nad Na,SO,, a
otapalo se otpari pod sniZenim tlakom. Dobiveno je 1.76 g (77%) bijelog kristalinicnog
produkta Boc-Phe-Ala-OMe; *H-NMR (300 MHz, CDCls) &/ppm: 7,33-7,17 (m, 5H, Ph),
6,48 (d, 1H, J = 7,0, NHC*H), 5,2 (bs, 1H, NHC*H), 4,59-4,36 (m, 1H, C*Hp¢), 4,36 (q,
1H,J=6,9, C*Haia), 3,71 (s, 3H, OCHg), 3,07 (d, 2H, J = 6,7, CH,Ph), 1,41 (s, 9H, C(CHj3)3),
1,35 (d, 3H, J =7,1, CH3al),

3.2.2.2. Boc-Phe-Ala-OH (7)
\i/ \H/ \)k on
7

U otopinu spoja 1 (1,76 g, 5,01 mmol) u CH3OH (10 ml) doda se 1M LiOH (7,52 mL, 7,52

Q

mmol). Reakcijska smjesa se mijeSa na sobnoj temperaturi preko noc¢i. Potom se otpari
otapalo i doda voda te se na ledenoj kupelji zakiseli s 10% KHSO4 do pH=2 pri ¢emu dolazi
do taloZenja produkta. Talog se odsiSe, dobro ispere vodom te se susi pod snizenim tlakom.
Dobiveno je 1,56 g (93%) bijelog kristalini¢nog produkta Boc-Phe-Ala-OH; *H-NMR (300
MHz, CDCl3) ou/ppm: 7,32-7,15 (m, 5H, Ph), 6,79 (d, 1H, J = 7,0, NHC*H), 6,57 (bs, 1H,
COOH), 5,27 (bs, 1H, NHC*H), 4,54-4,45 (m, 2H, C*Hppe + C*Haa), 3,03 (d, 2H, J = 6,9,
CH,Ph), 1,44-1,31 (m, 12H, CHgsaja + C(CHj3)3).
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3.2.2.3. Boc-Phe-Ala-Phe-OMe (8)

H H

8

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 1 reakcijom spoja 7 (1,28 g, 3,82 mmol) i
Phe-OMe-HCI (0,82 g, 3,82 mmol) u ledenoj kupelji u suhom CH,Cl, (50 mL) uz Et;N (0,53
mL, 3,82 mmol), DCC (0,79 g, 3,82 mmol) i kataliti¢ku koli¢inu DMAP-a dobiveno je 1,38 g
(73%) bijelog kristalini¢nog produkta Boc-Phe-Ala-Phe-OMe; *H-NMR (300 MHz, CDCls)
Sulppm: 7,34-7,02 (m, 10H, 2 x Ph), 6,38 (bs, 2H, 2 x NHC*H), 4,81 (bs, 1H, NHC*H), 4,62
(dd, 1H, J = 7,0, 13,8, C*Hpre), 4,45 (q, 1H, J = 7,2, C*Hpre), 4,30 (g, 1H, J = 6,8, C*Haja),
3,70 (s, 3H, OCHy3), 3,23-2,87 (m, 4H, 2 x CH,Ph), 1,34 (s, 9H, C(CH3)3), 1,32 (d, 3H, J =
7,2, CH3aja).

3.2.2.4. Phe-Ala-Phe-OMe (9)

ZT

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 2, reakcijom spoja 8 (1,38 g, 2,77 mmol) sa
TFA (2,77 mL) u suhom CH,CI; (9 mL) dobiveno je 1,07 g (98%) Zutog uljastog produkta
Phe-Ala-Phe-OMe; 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) &u/ppm: 8,52 (d, 1H, J = 7,1, NHC*H),
8,03 (d, 1H, J = 7,3, NHC*H), 7,32-7,07 (m, 10H, 2 x Ph), 4,61 (q, 1H, J = 4,9, C*Hppe), 4,29
(9, 1H, 3 =7,1, C*Haja ), 3,63 (s, 3H, OCHg), 2,99 (dd, 2H, J = 4,8, 13,8, CH,Ph), 2,89-2,73
(m, 2H, CHPh), 1,66 (bs, 2H, NH,), 1,29 (d, 3H, J = 7,2, CH3aja).
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3.2.2.5. Ac-Phe-Ala-Phe-OMe (10)

[¢] [¢]
o o
0. U
U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 5, reakcijom spoja 9 (1,07 g, 2,48 mmol) i
acetil-klorida (0,176 mL, 0,19 g, 2,48 mmol) u suhom CH,CI, (10 mL) uz EtsN ( 0,347 mL,
2,48 mmol) dobiveno je 1,02 g (93%) bijelog kristalini¢nog produkta Ac-Phe-Ala-Phe-OMe;
'"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 8,22 (d, 1H, J = 7,5, NHC*H), 8,02 (q, 2H, J = 7,9,
2 x NHC*H), 7,32-7,11 (m, 10H, 2 x Ph), 4,55-4,42 (m, 2H, 2 x C*Hpne), 4,36-4,22 (m, 1H,

C*Han), 3,58 (s, 3H, OCHj3), 3,07-2,89 (m, 3H, CH2Ph), 2,75-2,61 (m, 1H, CH,Ph), 1,73 (s,
3H, COCHg), 1,19 (d, 3H, J = 7,1, CH3aja).

3.2.2.6. Ac-Phe-Ala-Phe-NH, (11)

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 6 iz spoja 11 (1 g, 2,27 mmol) u
metanolnom amonijaku (100 mL) dobiveno je 0,95 g (98%) bijelog kristalini¢nog produkta
Ac-Phe-Ala-Phe-NHy; 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 8,14 (d, 1H, J = 7,00,
NHC*H), 8,07 (d, 1H, J = 8,3, NHC*H), 7,75 (d, 1H, J = 8,2, NHC*H), 7,33 (s, 1H,
NH(NH,)), 7,27-7,15 (m, 10H, 2 x Ph), 7,08 (s, 1H, NH(NH)), 4,47 (td, 1H, J = 4,0, 10,4,
C*Hpne), 4,40 (td, 1H, J = 5,2, 8,4, C*Hppe), 4,20 (g, 1H, J = 7,1, C*Haja), 3,03-2,94 (m,
2H,CH,Ph), 2,84 (dd, 1H, J = 8,3, 13,8, CH,Ph), 2,68 (dd, 1H, J = 10,4, 13,90, CH,Ph), 1,74
(s, 3H, COCHs), 1,16 (d, 3H, J = 7,1, CHsai); **C-NMR (75,5 MHz, DMSO-ds) &/ppm:
173,07, 172,20, 171,84, 169,71 (4 x CONH), 138,54, 138,21, 129,66, 129,57, 128,48, 126,68
(2 x Ph), 54,32 (C*Hppe), 54,03 (C*Hppe), 48,99 (C*Haia), 37,87 (2 x CHyPh), 22,89
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RT _

(COCHs3), 18,37 (CHsap); t.t. = 251-253 C; [a]; = -20" (c = 0,02 M u EtOH); elementna

analiza za Cy3HxsN,O4 (Mr = 424,49) izradunato (%): C 65,08 H 6,65 N 13,2, pronadeno: C 65,10
H 6,52 N 13,1.

3.2.3. Priprava acetilnih derivata tripeptida s aminokiselinskom sekvencom AFF
3.2.3.1. Boc-Phe-Phe-OMe (12)

o
\~/O H\)k o\
o

12

¥

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 1 reakcijom Boc-Phe-OH (2,65 g, 10
mmol) i Phe-OMe-HCI (2,16 g, 10 mmol) u ledenoj kupelji u suhom CH,Cl, (45 mL) uz EtzN
(1,40 mL,10 mmol), DCC (2,06 g, 10 mmol) i kataliticku koli¢inu DMAP-a dobiveno je 3,73
g (88%) bijelog kristalininog produkta Boc-Phe-Phe-OMe; *H-NMR (300 MHz, CDCls)
oulppm: 7,32-7,15 (m, 8H, Ph), 7,01-6,95 (m, 2H, Ph), 6,29 (d, 1H, J = 7,3, NHC*H), 4,93
(bs, 1H, NHC*H), 4,78 (dd, J = 7,0, 14,3, C*Hpne), 4,33 (9, 1H, J = 6,8, C*Hpne), 3,66 (s, 3H,
OCHjs), 3,11-2,97 (m, 4H, 2 x CH,Ph), 1,40 (s, 9H, C(CHj3)3).

3.2.3.2. Phe-Phe-OMe (13)

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 2, reakcijom spoja 12 (1,02 g, 2,39 mmol)
sa TFA (2,4 mL) u suhom CH,ClI, (10 mL) dobiveno je 0,74 g (95%) zutog uljastog produkta
Phe-Phe-OMe; *H-NMR (300 MHz, CDCls) &4/ppm: 7,73 (d, 1H, J =8,0, NHC*H), 7,34-7,17
(m, 8H, Ph), 7,07-7,01 (m, 2H, Ph), 4,89 (dt, 1H, J = 6,2, 8,1, C*Hpye), 3,71 (s, 3H, OCHj3),
3,59 (dd, J = 4,00, 9,20, C*Hppe), 3,17-3,05 (m, 3H, CH,Ph), 2,59 (dd, 1H, J = 9,1, 13,8,
CHPh), 1,26 (bs, 2H, NHy).

Tihomir Pospisil Doktorska disertacija



3. Eksperimentalni dio 42

3.2.3.3. Boc-Ala-Phe-Phe-OMe (14)

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 1 reakcijom spoja 13 (0,7 g, 2,18 mmol) i
Boc-Ala-OH (0,41 g, 2,18 mmol) u ledenoj kupelji u suhom CH,CI, (30 mL) uz DCC (0,45 g,
2,18 mmol) i kataliticku koli¢inu DMAP-a dobiveno je 0,99 g (91%) bijelog kristalini¢nog
produkta Boc-Ala-Phe-Phe-OMe; *H-NMR (300 MHz, CDCls) &/ppm: 8,22 (d, 1H, J =6,7,
NHC*H), 7,30-7,15 (m, 8H, Ph), 7,02-6,95 (m, 2H, Ph), 6,60 (d, 1H, J = 7,8, NHC*H), 6,49
(d, 1H, J = 6,8, NHC*H), 4,74 (q, 1H, J = 7,4, C*Hpre), 4,61 (q, 1H, J = 7,2, C*Hpre), 4,17-
4,01 (m, 1H, C*Hap), 3,67 (s, 3H, OCHj3), 3,16-2,90 (m, 4H, 2 x CH,Ph), 1,43 (s, 9H,
C(CHa)3), 1,26 (d, 3H, J = 7,1, CHaau).

3.2.3.4. Ala-Phe-Phe-OMe (15)

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 2, reakcijom spoja 14 (0,99 g, 1,99 mmol)
sa TFA (2 mL) u suhom CH.Cl, (5 mL) dobiveno je 0,79 g (90 %) Zutog uljastog produkta
Ala-Phe-Phe-OMe; *H-NMR (300 MHz, CDCls) &/ppm: 7,64 (d, 1H, J = 7,2, NHC*H),
7,35-7,13 (m, 8H, Ph), 7,06- 6,94 (m, 2H, Ph), 6,50 (d, 1H, J = 8,1, NHC*H), 4,79 (q, 1H, J
= 7,3, C*Hpne), 4,60 (g, 1H, J = 7,8, C*Hpne), 3,68 (s, 3H, OCHs3), 3,37 (9, 1H,J=7,1, C*Han
), 3,17- 2,92 (m, 4H, 2 x CH,Ph), 1,46 (s, 2H, NH>), 1,16 (d, 3H, J = 7,0, CH3ap,).
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3.2.3.5. Ac-Ala-Phe-Phe-OMe (16)

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 5, reakcijom spoja 15 (0,7 g, 1,75 mmol) i
acetil-klorida (0,124 mL, 0,14 g, 1,75 mmol) u suhom CH,CI, (10 mL) uz EtsN (0,245
mL,1,75 mmol) dobiveno je 0,69 g (90%) bijelog kristalinicnog produkta Ac-Ala-Phe-Phe-
OMe; *H-NMR (300 MHz, CDCls) &4/ppm: 7,29- 7,13 (m, 8H, Ph), 7,03-6,96 (m, 2H, Ph),
6,82 (d, 1H, J = 7,9, NHC*H ), 6,56 (d, 1H, J = 7,7, NHC*H), 6,16 (d, 1H, J = 7,4,
NHC*H), 4,82-4,67 (m, 2H, 2 x C*Hpne), 4,45 (9,1H, J = 7,8, C*Haa), 3,67 (s, 3H, OCHy),
3,14- 2,94 (m, 4H, 2 x CH,Ph), 1,92 (s, 3H, COCHj3), 1,26 (d, 3H, J = 7,1, CH3au).

3.2.3.6. Ac-Ala-Phe-Phe-NH; (17)

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 6 iz spoja 16 (0,65 g, 1,47 mmol) u
metanolnom amonijaku (60 mL) dobiveno je 0,61 g (97%) bijelog kristalini¢énog produkta
Ac-Ala-Phe-Phe-NHy; *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 8,01-7,84 (m, 3H, 3 X
NHC*H ), 7,30-7,11 (m, 11H, 2 x Ph + NH(NH)), 7,07 (s, 1H, NH(NH,)), 4,46-4,35 (m, 2H,
2 X C*Hpne), 4,18 (0, 1H, J = 7,1, C*Hap), 3,07-2,70 (m, 4H, 2 x CH,Ph), 1,80 (s, 3H,
COCHjs), 1,08 (d, 3H, J = 7,10, CHzaw); *C-NMR (75,5 MHz, DMSO-dg) &/ppm: 173,05,
172,74, 170,99, 169,66 (4 x CONH), 138,26, 138,11, 129,62, 128,53, 128,46, 126,70 (2 x Ph),
54,39 (C*Hpne), 54,22 (C*Hpne), 48,67(C*Haia), 37,96, 37,55 (2 x CH,Ph), 22,92 (COCHy),

18,28 (CHsa), t.t. = 264-266 °C; [a]% = -21" (c = 0,02 M u EtOH); elementna analiza za
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CasH2gN4O4 (Mr = 424,49) izracunato (%): C 65,08 H 6,65 N 13.2, pronadeno: C 65,12 H 6,55 N
13,1.

3.2.4. Priprava butirilnih derivata tripeptida s aminokiselinskom sekvencom FFA
3.2.4.1. CH3(CH,),CO-Phe-OMe (18)

(0]

/\)kN O\

N
18 °

U ohladenu suspenziju (-10 °C, ledena kupelj) Phe-OMe-HCI (1 g, 4,64 mmol) u suhom
CH,CI; te u atmosferi argona dodani su EtsN (1,29 mL, 0,94 g, 9,28 mmol) i butiril-klorid
(0,48 mL, 4,64 mmol). Reakcijska smjesa se mije$a na ledenoj kupelji dva sata, a zatim preko
no¢i na sobnoj temperaturi. Potom se pere vodom, 1 M HCI, 10% NaHCO3 te opet vodom.
Organski dio se susi nad Na,SO, te se otapalo otpari pod sniZzenim tlakom. Dobiveno je 1,02 g
(89%) zutog uljastog produkta CH3(CH,),CO-Phe-OMe; 'H-NMR (300 MHz, CDCls)
on/ppm: 7,31-7,22 (m, 3H, Ph), 7,10 (dd, 2H, J = 1,6, 7,7, Ph), 6,06 (d, 1H, J = 7,6, NHC*H),
4,90 (dt, 1H, J = 6,0, 7,6, C*Hppe), 3,71 (s, 3H, OCH3), 3,18-3,03 (m, 2H, CH,Ph), 2,16 (dd,
2H,J =175, 14,6, COCH,), 1,68-1,55 (m, 2H, CH), 0,90 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CHy).

3.2.4.2. CH3(CH,),CO-Phe-OH (19)

0]

/\)L OH
N

H

19 °

U otopinu spoja 18 (1,02 g, 4,1 mmol) u CH3OH (10 ml) doda se 1M LiOH (6,14 mL, 6,14
mmol). Reakcijska smjesa se mijeSa na sobnoj temperaturi preko noci. Potom se otapalo
otpari pod snizenim tlakom, doda se CH,ClI; te se otopina na ledenoj kupelji zakiseli s 1M
HCI do pH=2. Organski sloj se odijeli i pere vodom, osusi nad Na;SO, i otpari pod snizenim
tlakom. Dobiveno je 0,80 g (83%) zutog uljastog produkta CH3(CH,),CO-Phe-OH; *H-NMR
(300 MHz, CDCl3) on/ppm: 8,61 (bs, 1H, OH), 7,39-7,10 (m, 5H, Ph), 6,05 (d, 1H, J = 7,5,
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NHC*H), 4,89 (dd, 1H, J = 6,0, 13,4, C*Hpre), 3,28-3,09 (m, 2H, CH,Ph), 2,23-2,10 (m, 2H,
COCH,), 1,68- 1,52 (m, 2H, CH,), 0,89 (t, 3H, J = 7,4, CH3).

3.2.4.3. CH3(CH,),CO-Phe-OSu (20)

20 S

U otopinu spoja 19 (0,80 g, 3,41 mmol) u suhom dioksanu (30 mL) doda se N-
hidroksisukcinimid, HOSu (0,39 g, 3,41 mmol) i DCC (0,70 g, 3,41 mmol). Reakcijska
smjesa se mijesa na sobnoj temperaturi preko noci. Potom se otpari otapalo pod snizenim
tlakom, doda se CH,CI; i otopina se pere vodom i 10% NaHCOj3. Organski dio se susi nad
Na,SOs, a zatim se otapalo otpari do pola volumena i ostavi 2 h na -10 °C. Talog nusprodukta
DCHU se odsise pod snizenim tlakom, a filtrat se otpari pod snizenim tlakom. Dobiveno je
0,93 g (82%) bijelog praskastog produkta CHs(CH,),CO-Phe-OSu; *H-NMR (300 MHz,
CDCl3) éu/ppm: 7,35-7,22 (m, 10H, Ph), 5,84 (d, 1H, J = 8,2, NHC*H), 5,30 (dt, 1H, J = 6,0,
8,2, C*Hppe), 3,39-3,16 (m, 2H, CH,Ph), 2,84 (s, 4H, OSu), 2,19-2,09 (m, 2H, COCHy,), 1,67-
1,52 (m, 2H,CH,), 0,87 (dd, 3H, J = 6,4, 13,8, CH3).

3.2.4.4. CH3(CH,),CO-Phe-Phe-Ala-OMe (21)

U otopinu spoja 20 (0,86 g, 2,58 mmol) u smjesi suhog dioksana i CH,Cl; (3:1, 50 mL) dodan
je prethodno sintetizirani dipeptid 2 (0,65 g, 2,58 mmol). Reakcijska smjesa se mijeSa na
sobnoj temperaturi preko no¢i. Nastali bijeli praskasti talog se odsiSe pod sniZzenim tlakom, a
filtrat se otpari pod sniZzenim tlakom. Dobiveni zuti talog se otopi u CH,Cl, i otopina se pere
vodom, 1M HCI, 10% NaHCOj3; te ponovno vodom. Organski dio se susi nad Na,SQy, a zatim

se otapalo otpari pod snizenim tlakom. Dobiveno je ukupno 0,89 g (79%) bijelog praskastog
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produkta CH3(CH,),CO-Phe-Phe-Ala-OMe; *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 8,43
(d, 1H, J =7,1, NHC*H), 8,00 (d, 1H, J = 8,2, NHC*H), 7,90 (d, 1H, J = 8,5, NHC*H), 7,30
-7,10 (m, 10H, Ph), 4,61-4,42 (m, 2H, 2x C*Hpne), 4,29 (g, 1H, J = 7,1, C*Hap), 3,62 (s, 3H,
OCHpg), 3,07-2,59 (m, 4H, 2x CH,Ph), 1,95 (t, 2H, J = 7,3, COCHy,), 1,40-1,26 (m, 5H, CH, +
CHsan), 0,67 (t, 3H, J =7,4, CH3).

3.2.4.5. CH3(CH,),CO-Phe-Phe-Ala-OH (22)

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 19 reakcijom spoja 21 (0,28 g, 0,61 mmol)
i 1M LiOH (0,90 ml, 0,90 mmol) u smjesi CH30H i CH,ClI; (1:1, 10 mL) dobiveno je 0,25 g
(90%) bijelog praskastog produkta CH3z(CH,),CO-Phe-Phe-Ala-OH; 'H-NMR (300 MHz,
DMSO-dg) S/ppm: 12,61 (bs, 1H, OH), 8,28 (d, 1H, J = 7,3, NHC*H), 8,02-7,83 (m, 2H, 2 x
NHC*H), 7,34-7,10 (m, 10H, 2 x Ph), 4,61-4,40 (m, 2H, 2 X C*Hppe ), 4,29-4,17 (m, 1H,
C*Hau), 3,12-2,59 (m, 4H, 2 x CH,Ph), 1,95 (t, 2H, J = 7,3, COCH,), 1,42-1,21 (m, 5H, CH,
+ CHaaw), 0,67 (t, 3H, J =7,4, CH3), *C-NMR (75,5 MHz, DMSO-ds) &c/ppm: 174,66,
173,71, 173,10, 172,64 (4 x CONH), 139,84, 139,38, 131,09, 130,94, 129,85, 129,75, 128,11,
127,94 (2 x Ph), 55,49 (C*Hppe), 55,25 (C*Hpne), 49,44 (C*Hai), 39,35 (COCHy), 39,17

(CH,Ph), 38,92 (CH.Ph), 20,34 (CH,), 18,73 (CHsaw), 15,23 (CHa), tt. = 250-252
C; [a] %T = -18" (c = 0,02 M u MeOH); elementna analiza za C,sH31N30s (Mr = 453,53)

izracunato (%): C 66,21 H 6,89 N 9,27, pronadeno: C 66,31 H 6,90 N 9,25.
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3.2.4.6. CH3(CH2)2CO-Phe-Phe-AIa-N H, (23)

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 6 iz spoja 21 (0,5 g, 1,07 mmol) u
metanolnom amonijaku (50 mL) dobiveno je 0,48 g (96%) bijelog kristalini¢énog produkta
CH3(CH,),CO-Phe-Phe-Ala-NH,; *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) &/ppm: 8,06 (d, 1H, J =
7,9, NHC*H), 7,99 (d, 1H, J = 7,6, NHC*H), 7,93 (d, 1H, J = 8,4, NHC*H), 7,29 -7-10 (m,
11H, Ph + NH(NH>)), 7,01 (s, 1H, NH(NH,)), 4,55-4,40 (m, 2H, 2x C*Hpre), 4,25-4,14 (m,
1H, C*Haja), 3,10-3,25 (m, 4H, 2x CH,Ph), 1,97 (dd, 2H, J = 7,4, 14,5, COCH,), 1,43-1,28
(m, 2H, CHy) 1,20 (t, 3H, J = 8,4, CHaa), 0,67 (t, 3H, J =7,4, CH3); *C-NMR (75,5 MHz,
DMSO-ds) &c/ppm: 173,88, 171,87, 171,39, 170,28 (4 x CONH), 137,95, 137,62, 129,20,
129,07, 128,00, 127,88, 126,23, 126,08 (2 x Ph), 53,80 (C*Hpne), 53,66 (C*Hpre),
47,98(C*Haia), 37,25 (CH,Ph), 37,01 (CH,Ph), 33,31 (COCH,), 24,42 (CH), 18,33 (CH3aua),
RT

13,37 (CHa3); tt. = 296-298 C; [a] = -14° (c = 0,02 M u MeOH); elementna analiza za

CasH3:N,O4 (Mr = 452,55) izracunato (%): C 66,35 H 7,13 N 12,38, pronadeno: C 66,41 H 7,21 N
12,43.

3.2.5. Priprava derivata tripeptida sa benziloksikarbonil (Z,Cbz) zastitnom grupom
3.2.5.1. Z-Phe-OSu (24)

9 o)
)k /[ o
o) N \N
H
o) b
24 g

U skladu s postupkom opisanima za pripravu spoja 20, reakcijom Z-Phe-OH (1 g, 3,34
mmol) i HOSu (0,38 g, 3,34 mmol) u suhom dioksanu (30 mL) uz DCC (0,69 g, 3,34 mmol)
dobiveno je 1,01 g (76%) bijelog kristalini¢nog produkta Z-Phe-OSu; *H-NMR (300 MHz,
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CDCl3) &y/ppm: 7,39-7,20 (m, 10H, 2 x Ph), 5,19-4,99 (m, 4H, OCH,Ph + C*Hppe +
NHC*H), 3,36-3,18 (m, 2H, CH,Ph), 2,83 (s, 4H, OSu),

3.2.5.2. Z-Phe-Phe-OMe (25)

U ohladenu otopinu (-10 °C, ledena kupelj) spoja 24 (0,89 g, 2,26 mmol) u suhom CH,CI, (30
mL) dodani su Phe-OMe-HCI (0,48 g, 2,26 mmol) i EtzN (0,31 mL, 2,26 mmol). Reakcijska
smjesa se mijeSa na sobnoj temperaturi 48 h te se pere vodom, 1M HCl i 10% NaHCOs, susi
nad Na,SOy4, a zatim se otapalo otpari pod snizenim tlakom. Dobiveno je 0,90 g (89%) bijelog
kristalini¢nog produkta Z-Phe-Phe-OMe; *H-NMR (300 MHz, CDCls) &/ppm: 7,39-7,13 (m,
13H, 2 x Ph), 7,00-6,93 (m, 2H, Ph), 6,17 (d, 1H, J = 7,1, NHC*H), 5,20 (bs, 1H, NHC*H),
5,08 (s, 2H, OCH,Ph), 4,77 (dd, 1H, J = 7,0, 13,9, C*Hppe ), 4,39 (dd, 1H, J = 7,0, 14,0
C*Hpne), 3,67 (S, 3H, OCHg), 3,12-2,95 (m, 4H, 2 x CH,Ph).

3.2.5.3. Z-Phe-Phe-OH (26)

U skladu s postupkom opisanima za pripravu spoja 7 reakcijom spoja 25 (0,9 g, 1,99 mmol) i
1M LiOH (2,99 mL, 2,99 mmol) u CH3OH (50 mL) uz dodatak 1 mL CH,CI, dobiveno je
0,82 g (93%) bijelog kristaliniénog produkta Z-Phe-Phe-OH; *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds)
oulppm: 12,78 (bs, 1H, OH), 8,27 (d, 1H, J = 7,80, NHC*H ), 7,45 (d, 1H, J = 8,80,
NHC*H), 7,37-7,13 (m, 15H, 3 x Ph), 4,92 (s, 2H, OCH,Ph), 4,50-4,43 (m, 1H, C*Hppe ),
4,30-4,23 (m, 1H, C*Hpye), 3,12-2,91 (m, 3H, CH,Ph), 2,72-2,64 (m, 1H, CH,Ph).
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3.2.5.4.Z-Phe-Phe-Ala-OMe (27)

U ohladenu otopinu (-10 °C, ledena kupelj) spoja 26 (0,97 g, 2,18 mmol) u suhom CH,Cl, (30
mL) dodani su Ala-OMe-HCI (0,3 g, 2,18 mmol), Et3N (0,304 mL, 2,18 mmol), DCC (0,45 g,
2,18 mmol) 1 kataliticka koli¢ina DMAP-a. Reakcijska smjesa se mijeSa 30 minuta na 0 °C, a
zatim na sobnoj temperaturi preko no¢i. Talog DCHU se odsise pod snizenim tlakom, a filtrat
se otpari pod sniZzenim tlakom i ostatak se otopi u etil-acetatu te se otopina pere vodom, 1M
HCI, 10% NaHCOg; te opet vodom. Organski dio se susi nad Na,SO4, a zatim se otapalo
otpari pod sniZzenim tlakom. Dobiveni bijeli talog se kromatografski procisti (sustav CH,ClI; :
MeOH = 19:1). Dobiveno je 0,71 g (75%) bijelog kristalini¢énog produkta Z-Phe-Phe-Ala-
OMe; *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) &+/ppm: 8,48 (d, 1H, J = 6,9, NHC*H), 8,08 (d, 1H, J
= 7,30, NHC*H), 7,42 (d, 1H, J = 7,2, NHC*H), 7,36-7,11 (m, 15H, 3 x Ph), 4,92 (s, 2H,
OCH3Ph), 4,65-4,52 (m, 1H, C*Hpre), 4,34-4,19 (m, 2H, C*Hpne + C*Hap), 3,62 (s, 3H,
OCHjy), 3,05 (dd, 1H, J = 7,4, 13,9, CH,Ph), 2,93-2,78 (m, 2H, CH,Ph ), 2,71-2,58 (m, 1H,
CH,Ph), 1,30 (d, 3H, J = 7,1, CHsap).

3.2.5.5. Z-Phe-Phe-Ala-NH (28)

NH,

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 6 iz spoja 27 (0,70 g, 1,33 mmol) u
metanolnom amonijaku (50 mL) dobiveno je 0,67 g (97%) bijelog praskastog produkta Z-
Phe-Phe-Ala-NH,; 'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) S4/ppm: 8,14 (d, 1H, J = 8,0, NHC*H),
8,04 (d, 1H, J = 7,2, NHC*H,) 7,46 (d, 1H, J = 8,1, NHC*H), 7,38-7,14 (m, 15H, 3 x Ph),
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7,02 (s, 1H, NH(NH,)), 4,93 (s, 2H, OCH,Ph), 4,58-4,51 (m, 1H, C*Hpre ), 4,25-4,16 (m, 2H,
C*Hpne + C*Hai), 3,13-2,59 (m, 4H, 2 x CH,Ph), 1,22 (d, 3H, J = 7,2, CHaan); *C-NMR
(75,5 MHz, DMSO-ds) &c/ppm: 173,83, 171,31, 170,27, 155,64 (4 x CONH), 137,95, 137,56,
136,92, 129,22, 129,07, 128,21, 127,96, 127,93, 127,59, 127,32, 126,19, 126,13 (3 x Ph),
65,15 (OCH,Ph), 56,06 (C*Hpne), 53,74 (C*Hpne), 47,96 (C*Haia), 37,35 (2 x CH,Ph), 18,33

(CHspw); tt. = 271-273 C; [a]%z-ld’ (c = 0,02 M u EtOH); elementna analiza za

Co9H32N4Os (Mr = 516,59) izracunato (%): C 67,43 H 6,24 N 10,85, pronadeno: C 67,41 H
6,19 N 10,84.
3.2.5.6. Z-Phe-Ala-OMe (29)

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 25 reakcijom spoja 24 (0,82 g, 2,06 mmol)
i Ala-OMe-HCI (0,28 g, 2,06 mmol) u suhom CH,CI;, (30 mL) uz Et3N (0,287 mL,2,06 mmol)
dobiveno je 0,74 g (93%) bijelog praskastog produkta Z-Phe-Ala-OMe; *H-NMR (300 MHz,
CDCl3) ou/ppm: 7,39-7,16 (m, 10H, 2 x Ph), 6,31 (d, 1H, J = 6,3, NHC*H), 5,30 (bs, 1H,
NHC*H), 5,09 (s, 2H, OCH,Ph), 4,57-4,37 (m, 2H, C*Hppe + C*Hapa), 3,71 (s, 3H, OCHj),
3,21-2,98 (m, 2H, CH,Ph), 1,33 (d, 3H, J = 7,1, CH3aua).

3.2.5.7. Z-Phe-Ala-OH (30)

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 7 reakcijom spoja 29 (0,75 g, 1,95 mmol) i
1M LIiOH (2,93 mL, 2,93 mmol) u CH3;OH (40 mL) dobiveno je 0,71 g (98%) bijelog
kristalini¢nog produkta Z-Phe-Ala-OH; *H-NMR (300 MHz, CDCls) &/ppm: 7,40-7,08 (m,
10H, 2 x Ph), 6,60 (d, 1H, J =6,9, NHC*H), 5,58 (bs, 1H, NHC*H), 5,06 (s, 2H, OCH,Ph),
4,57-4,43 (M, C*Hphe + C*Hapa), 3,05 (d, 2H, J = 6,8, CH,Ph), 1,33 (t, 3H, J = 7,1, CHaay).
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3.2.5.8. Z- Phe-Ala-Phe-OMe (31)

U ohladenu otopinu (-10 °C, ledena kupelj) 30 (0,70 g, 1,89 mmol) u suhom CH,CI, (60 mL)
dodani su Phe-OMe-HCI1 (0,39 g, 1,89 mmol), EtsN (0,264 mL, 1,89 mmol), DCC (0,39 g,
1,89 mmol) i kataliticka kolicina DMAP-a. Reakcijska smjesa se mijesa 30 minuta na 0 °C, a
zatim na sobnoj temperaturi 48 sati. Talog DCHU se odsiSe pod snizenim tlakom, a filtrat se
otpari i ostatak se otopi u etil-acetatu te se otopina pere vodom, 1M HCI, 10% NaHCOj te
ponovno vodom. Organski dio se susi nad Na,SOy, a zatim se otapalo otpari pod snizenim
tlakom. Ostatak nakon otparavanja se otopi u minimalnoj kolicini CH,Cl, i nadsloji
petroleterom te ostavi preko noci na -20 °C pri ¢emu dolazi do talozenja produkta. Talog se
odsiSe, ispere petroleterom i susi pod sniZzenim tlakom. Dobiveno je 0,85 g (85%) bijelog
kristalini¢nog produkta Z-Phe-Ala-Phe-OMe; *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) /ppm: 8,29
(d, 1H, J =7,4, NHC*H), 8,07 (d, 1H, J = 7,2, NHC*H), 7,45 (d, 1H, J = 7,6, NHC*H),
7,32-7,17 (m, 15H, 3 x Ph), 4,93 (s, 2H, OCH,Ph), 4,47 (q, 1H, J = 7,5, C*Hppe), 4,35-4,23
(m, 2H,C*Hppe + C*Hala), 3,58 (s, 3H, OCH3), 3,07-2,91 (m, 3H, CH,Ph), 2,73-2,59 (m, 1H,
CH,Ph), 1,21 (d, 3H, J = 7,1, CHsap).

3.2.5.9. Z-Phe-Ala-Phe-NH; (32)

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 6 iz 31 (0,80 g, 1,50 mmol) u metanolnom
amonijaku (60 mL) dobiveno je 0,75 g (96%) bijelog praskastog produkta Z-Phe-Ala-Phe-
NH,; *H-NMR (300 MHz, DMSO-ds) Su/ppm: 8,09 (d, 1H, J = 7,0, NHC*H), 7,77 (d, 1H, J
= 8,0, NHC*H), 7,43 (d, 1H, J = 8,1, NHC*H), 7,33 -7,10 (m, 15H, 3 x Ph), 7,03 (s, 1H,
NH(NH,)), 4,89 (s, 2H, OCH,Ph), 4,38 (dt, 1H, J = 8,1, 13,50, C*Hpne), 4,29-4,20 (m, 2H,
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C*Hpne + C*Ha), 3,03-2,57 (m, 4H, 2 x CH,Ph), 1,16 (t, 3H, J = 7,2, CHsais); *C-NMR
(75,5 MHz, DMSO-dg) oc/ppm: 173,04, 172,21, 171,81, 156,33 (4 x CONH), 138,62, 138,18,
137,46, 129,65, 128,73, 128,47, 128,11, 127,85, 126,67 (3 x Ph), 65,66 (OCH,Ph), 56,43
(C*Hene), 54,04 (C*Hpne), 48,93 (C*Hai), 37,95, 37,79 (2 x CH,Ph), 18,51 (CHsa); tt. =
278-280 'C; [a] %T =-21"(c = 0,02 M u EtOH); elementna analiza za C,gH3,N4Os (Mr = 516,59)
izracunato (%): C 67,43 H 6,24 N 10,85, pronadeno: C 67,49 H 6,21 N 10,81.

3.2.5.10. Z-Ala-OSu (33)

9 o
)J\ °©
5 N/'ﬁ‘/ \N
H
O
: 33 g

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 20, reakcijom Z-Ala-OH (2 g, 8,96 mmol) i
HOSu (1,03 g, 8,96 mmol) u suhom dioksanu (50 mL) uz DCC (1,85 g, 8,96 mmol) dobiveno
je 2,25 g (78%) bijelog kristalini¢nog produkta Z-Ala-OSu; *H-NMR (300 MHz, CDCls)
Sulppm: 7,39 -7,30 (m, 5H, Ph), 5,23 (s, 1H, NHC*H ), 5,14 (s, 2H, OCH.Ph), 4,83-4,73 (m,
1H, C*Hap ), 2,84 (s, 4H, OSu), 1,60 (d, 3H, J = 7,2, CH3aja).

3.2.5.11. Z-Ala-Phe-OMe (34)

o 0
PP
o N : o
7

34

~

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 25 reakcijom 33 (1,61 g, 5,02 mmol) i Phe-
OMe-HCI (1,08 g, 5,02 mmol) u suhom CH,Cl, (40 mL) uz Et;N (0,70 mL, 5,02 mmol)
dobiveno je 1,7 g (88%) bijelog praskastog produkta Z-Ala-Phe-OMe; *H-NMR (300 MHz,
CDCl3) du/ppm: 7,40-7,20 (m, 8H, Ph), 7,07 (d, 2H, J = 6,2, Ph), 6,44 (s, 1H, NHC*H), 5,23
(s, 1H, NHC*H), 5,16-5,03 (m, 2H, OCH,Ph), 4,91-4,76 (m, 1H, C*Hpye), 4,30-4,12 (m, 1H,
C*Haun), 3,72 (s, 3H, OCHj3), 3,18-3,03 (m, 2H, CH,Ph), 1,33 (d, 3H, J =7,0, CHzap).

3.2.5.12. Z-Ala-Phe-OH (35)
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U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 7 reakcijom 34 (1,69 g, 4,40 mmol) i 1M
LiOH (6,60 mL, 6,60 mmol) u CH3OH (50 mL) dobiveno je 1,50 g (95%) bijelog
kristalini¢nog produkta Z-Ala-Phe-OH; 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) Su/ppm: 7,92 (s, 1H,
OH), 7,45-7,02 (m, 10H, 2 x Ph), 6,67 (s, 1H, NHC*H ), 5,41 (s, 1H, NHC*H), 5,20-4,98 (m,
2H, OCH3Ph), 4,89-4,80 (m, 1H, C*Hppe), 4,24 (s, 1H, C*Haia), 3,19 (dd, 1H, J = 6,5, 14,0,
CH,Ph), 3,03 (dd, 1H, J = 6,5, 14,0, CH,Ph), 1,29 (d, 3H, J=7,0, CH3ap).

3.2.5.13. Z-Ala-Phe-Phe-OMe (36)

(o} (o}
)L /H\/H\)L I
© N : N
OAS

36

5

U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 31 reakcijom 35 (0,93 g, 2,5 mmol) i Phe-
OMe-HCl (0,54 g, 2,5 mmol) u suhom CH,CI, (60 mL) uz EtsN (0,35 mL, 2,5 mmol), DCC
(0,52 g, 2,5 mmol) i kataliticku koli¢inu DMAP-a dobiveno je 1,10 g (82%) bijelog
kristalini¢nog produkta Z-Ala-Phe-Phe-OMe; *H-NMR (300 MHz, CDCl3) &4/ppm: 7,39-7,12
(m, 13H, 2 x Ph), 7,02-6,92 (m, 2H, Ph), 6,50 (d, 1H, J = 7,1, NHC*H), 6,20 (s, 1H,
NHC*H), 5,12-5,02 (m, 3H, NHC*H + OCH,Ph), 4,75 (q, 1H, J = 6,8, C*Hpe), 4,60 (g, 1H,
J = 7,0, C*Hpne), 4,21-4,07 (m, 1H, C*Hap), 3,68 (s, 3H, OCH3), 3,13-2,88 (m, 4H, 2 x
CHyPh), 1,26 (t, 3H, J = 7,1, CH3aja).

3.2.5.14. Z-Ala-Phe-Phe-NH, (37)
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U skladu s postupkom opisanim za pripravu spoja 6 iz 36 (1 g, 1,88 mmol) u metanolnom

amonijaku (70 mL) dobiveno je 0,94 g (97%) bijelog praskastog produkta Z-Ala-Phe-Phe-
NH,; 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg) Sy/ppm: 7,98 (d, 1H, J = 7,2, NHC*H), 7,87 (d, 1H, J
= 7,2, NHC*H), 7,42-7,12 (m, 17H, NHC*H + NH(NH,) + 3 x Ph), 7,07 (s, 1H, NH(NH))),
5,06-4,94 (m, 2H, OCH,Ph), 4,51-4,38 (m, 2H, 2 x C*Hppe), 4,04 -3,94 (m, 1H, C*Ha,), 3,00
(dd, 2H, J = 7,3, 13,8, CH,Ph), 2,89-2,71 (m, 2H, CH,Ph), 1,09 (d, 3H, J = 7,1, CHaa); **C-
NMR (75,5 MHz, DMSO-dg) &c/ppm: 172,50, 172,16, 170,48, 155,58 (4 x CONH), 137,71,
137,51, 136,89, 129,19, 129,12, 128,30, 128,02, 127,93, 127,75, 127,70, 126,21, 126,15 (3 X

Ph), 65,40 (OCH,Ph), 53,77 (C*Hpne), 53,67 (C*Hpne), 50,10 (C*Haw), 37,54, 37,31 (2 X

CH_Ph), 18,03 (CHaa); t.t. = 301-203 C; [a]%T = -12" (c = 0,02 M u MeOH); elementna

analiza za CyyH3,N,Os (Mr = 516.59) izracunato (%): C 67,43 H 6,24 N 10,85, pronadeno: C 67,51
H 6,27 N 10,83.

3. Geliranje tripeptidnih derivata

Efikasnost tripeptdnih gelatora ispitana je na uzorcima mase 10 mg koji su otopljeni uz
grijanje u ispitivanom otapalu odredenog volumena. Ukoliko je hladenjem otopine nastao gel,
dodana je nova kolicina otapala, a gel se uz zagrijavanje otopi. Sustav se ponovno hladi kako
bi se provjerila mogucénost nastajanja gela s novom koli¢inom otapala. Proces otapanja gela i
ponovnog dodavanja otapala ponavljan je do onog volumena otapala pri kojem ne nastaje
cvrsti gel; gel pada okretanjem epruvete. Na taj se nafin utvrduje maksimalni volumen
geliranog otapala. U slucaju kada je spoj netopiv u izabranom otapalu, dodaje se mala
koli¢ina otapala u kojem dolazi do otapanja spoja, a zatim se dodaje otapalo manje polarnosti
do nastanka gela. Procedura dodavanja otapala se ponavlja do trenutka kada ponovnim

hladenjem otopine nastaje meki gel ili dolazi do otapanja spoja.
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3.4. Eksperimentalno odredivanje interakcije tripeptida 6 s

amiloidnim bojama

3.4.1. Fluorescencijska spektroskopija

Tripeptid 6 s vodom tvori neproziran (mutan hidrogel) i zbog toga nije moguce
fluorimetrijsko ispitivanje interakcije hidrogela 6 sa tioflavinom T. Stoga je konstanta

stabilnosti kompleksa tripeptida 6 i tioflavina T odredena u vodenoj otopini.

Tablica 2. prikazuje pripravu otopina tijekom titracije vodene otopine tripeptida 6 sa vodenom
otopinom tioflavina T te intenzitet fluorescentne emisije tioflavina T u ovisnosti o
koncentraciji tripeptida 6. Koncentracija tioflavina T je konstantna tijekom titracije (¢ = 3 x
10® M), a koncentracija 6 se tijekom titracije smanjuje. Emisija fluorescencije prilikom
titracije odgovara emisiji fluorescentne boje tioflavina T. Tripeptid 6 u vodenoj otopini ne

pokazuje emisiju fluorescencije.
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Tablica 2. Priprava otopina tijekom titracije vodene otopine tripeptida 6 s vodenom otopinom
tioflavina T (ThT) i intenzitet fluorescentne emisije tioflavina T u ovisnosti 0 koncentraciji 6 (Aexc=
412 nm, Aem (ThT) = 484 nm).

c(6)/ M V (otopina u kiveti) | izbageno iz | dodatak V (ThT, 3x10° lem (412 / 484
/ ul kivete / pl M) / ul nm)
1 3x10° 3000 0 0 175,72
2 | 25x10° 2500 500 500 170,98
3| 225x10° 2700 300 300 154,81
4 2x10° 2667 333 333 152,17
5| 1,75x10° 2625 375 375 143,47
6 | 15x10° 2571 429 429 143,14
7 | 1,25x10° 2500 500 500 137,45
8 1x10° 2400 600 600 131,00
9 | 7,5x10* 2250 750 750 128,78
10| 5x10* 2000 1000 1000 119,63
11| 2,5x10* 1500 1500 1500 113,77
12| 1x10* 1200 1800 1800 120,92
13 0 ThT,c=3x10°M - - 94,12

3.4.2. Konfokalna mikroskopija

Vodena otopina tioflavina T (¢ = 3 x 10° M) je pazljivo stavljena iznad hidrogela tripeptida
6 (c = 7x10° M) i tako ostavljena tri dana na sobnoj temperaturi kako bi navedena boja
penetrirala unutar gela. Uzorci hidrogela su promatrani i snimljeni na laserskom pretraznom
konfokalnom mikroskopu SP8 X FLIM (ekscitacija na 458 nm, emisija 481-600 nm).

Hidrogel tripeptida 6 (¢ = 7 x 10° M ) je istim postupkom obojan s vodenom otopinom
kongo-crvenila (c = 1,5 x 10 M) i snimljen na konfokalnom mikroskopu (ekscitacija na 499

nm, emisija 550-700 nm).
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3.5. In vitro ispitivanje biokompatibilnosti hidrogela tripeptida Ac-
Phe-Phe-Ala-NH,

3.5.1. In vitro ispitivanje stani¢nog prezivljenja i proliferacije u tripeptidnom hidrogelu

Tripeptid 6 otopljen je u fizioloskoj otopini u 5,5 mM koncentraciji (minimalna gelatorska
koncentracija). Otopina je hladena na vodenoj kupelji do temperature 37 °C. Stanice
HEK283T su uzgojene u mediju DMEM (,,Dulbecco's Modified Eagle Medium®) koji sadrzi
1%-tnu smjesu penicilina i streptomicina (Pen/Strep), 1%-tni L-glutamin i 10%-tni tele¢i
serum. Kada se postigne konfluentnost od oko 80% (svakih 3-4 dana), stanice se tripsiniziraju
I centrifugiraju 5 min pri brzini 3000 xg (4400 o/min). Nakon centrifugiranja je odstranjen
medij i stanice su suspendirane u hidrogel tripeptida 6 na temperaturi 37 °C sa koncentracijom
stanica 1x10° stanica/ml. Stanice zarobljene u hidrogelu su nasadene na plocu sa 24 jaZice pri
¢emu svaka jazica sadrzi 150 pL heterogene smjese stanica i hidrogela. Nakon toga je 600 puL.
Cistog medija oprezno dodano u svaku jazicu kako se ne bi poremetila stabilnost smjese.
Stanice su u istoj koncentraciji nasadene zajedno sa Matrigel (Croning) hidrogelom koji je
posluzio kao pozitivna kontrola zajedno sa ¢istim medijom. Negativna kontrola je bio lateks.
Dobiveni rezultati izrazeni su kao srednja vrijednost etiri nezavisna pokusa pri ¢emu je svaki
izveden tri puta. Stanice su drzane 5 dana u vlaznoj atmosferi na 37 °C uz 5% CO,. Uzorci su
uzeti nultog 1 petog dana eksperimenta. Za utvrdivanje kona¢nog broja stanica u uzorcima
koriSten je poseban reagens za kvantifikaciju stanica (Quant-iT PicoGreen dsSDNA Assay).
Stanice su odvojene iz smjese s hidrogelom tako da je svaka jazica dvadeset puta snazno
titrirana sa fosfatnim puferom (PBS). Nakon toga je dobivena otopina centrifugirana 5 min
pri 3000 xg, a pufer je odsisan zajedno s otopljenim hidrogelom. Nakon toga stanice su
suspendirane u 250 pL miliQ vode i ostavljene 1 h na 37 °C u vodenoj kupelji, a zatim
pohranjene na -80 °C sve do analize na fluorimetru. Pripravljeni uzorci su sonificirani na
ultrazvucnoj kupelji, pomijesani sa Tris-EDTA (TE) puferom i bojom PicoGreen te inkubirani
u mraku 10 min. Nakon toga im je izmjerena fluorescencija pri ekscitaciji na 485 nm i emisiji

na 538 nm. Tocan broj stanica je odreden uz pomo¢ standarda za stanice HEK293T.

Za odredivanje stani¢nog prezivljenja koriSten je poseban test za utvrdivanje prezivljenja stanica
(LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Assay). Stanice su inkubirane u smjesi kalceina-AM (zive
stanice) i etidijum homodimera-1 (mrtve stanice) 15 min te promatrane pod fluorescentnim

mikroskopom Axiovert 200 uz povecanje 10x. Za svaku jazicu je snimljeno 5 mikrografija zelene
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fluorescencije (Zive stanice) i crvene fluorescencije (mrtve stanice). Mikrografije su analizirane

softverom Fiji, a postotak Zivih stanica je izracunat po svakom vidnom polju.

3.5.2. Transfekcija stanica

Kako bi se istrazila morfologija stanica, stanice su prolazno transfecirane s plazmidom
tubulin-mCherry procesom elektroporacije na posebnom uredaju (Nucleofector 2b) slijedivsi
poseban transfekcijski protokol koji je osigurao proizvoda¢ (Lonza, Basel, Svicarska). Pri

tome je koristeno 1 x 10® stanicai2 pg plazmida DNA.

3.5.3. Konfokalna mikroskopija stanica

Stanice unutar hidrogelske mreze te stanice uzgojene u Cistom mediju su oslikane
konfokalnim mikroskopom Leica SP8 X FLIM s objektivom s povecanjem 100x koji je grijan
integriranim sustavom za grijanje (Okolab, Burlingame, SAD). Snopovi ekscitacije i emisije
su odvojeni posebnom vrstom razdjelnika optic¢kih snopova (AOBS - ,,Acousto-Optical Beam
Splitter, Leica, Wetzlar, Njemcka). Stanice su odrzavane na temperaturi 37 °C u komori za
grijanje (Okolab, Burlingame, SAD). Emisija plazmida mCherry je detektirana hibridnim
(HyD) detektorom u podru¢ju 585-665 nm. Slike su dobivene pri 20 fokalnih ravnina s
razmakon 1 pum i s jednosmjernim xyz skeniraju¢im nacinom rada. Dodatno, obje grupe

stanica su snimljene pod jakim svjetlom uz objektiv sa povecanjem 20x.

3.5.4. Reoloska mjerenja

Mjerenja dinamicke viskoelasticnosti hidrogela tripeptida 6 su izvrSena na Anton Paar
reometru (MCR 301) uz koriStenje paralelnih plo¢a (promjer ploca 25 mm) na temepraturi 25
°C. Tripeptid 6 (2,64 mg ml™) je uz lagano zagrijavanje otopljen u fizioloskoj otopini (pH =
6,12) i ostavljen da izgelira. Uzorak gela je postavljen na senzorsku plo¢u, podesena je Sirina
prostora izmedu dvaju plo¢a (300 um) te je primijenjeno konstantno naprezanje od 2% uz
frekvenciju 10 rad/s u trajanju od sat vremena. Dobiveni rezultati, G' - modul pohrane

(elasti¢ni modul) te G" - modul gubitka (viskozni modul) su prikazani u ovisnosti o vremenu.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprava tripeptidnih gelatora

4.1.1. Priprava acetilnih tripeptida s aminokiselinskom sekvencom FFA

Sinteza acetilnih derivata tripeptida s aminokiselinskom sekvencom FFA (Shema 1.)
zapocCinje sintezom dipeptida 1 (Boc-Phe-Ala-OMe) odnosno kondenzacijom N-Boc(tert-
butiloksikarbonil) fenilalanina i metilnog estera alanina uz pomo¢ karbodiimidnog reagensa
N,N'-dicikloheksilkarbodiimida (DCC). Nakon Sto je trifluoroctenom kiselinom (TFA)
uklonjena Boc zastita, dipeptid 2 kondenziran je sa N-Boc zastiCcenim aktivnim
sukcinimidnim esterom fenilalanina pri ¢emu je dobiven tripeptid 3 (Boc-Phe-Phe-Ala-OMe).
Nakon uklanjanja Boc zastite uz TFA, dobiveni tripeptid 4 je acetiliran sa acetil-kloridom pri
¢emu je nastao acetilirani metilni ester 5 (Ac-Phe-Phe-Ala-OMe). U zadnjem stupnju sinteze,
metilni ester 5 je otopljen u zasi¢enoj otopini amonijaka u metanolu i reakcijom amonolize je

dobiven spoj 6 (Ac-Phe-Phe-Ala-NH,).

)< I I . I
)I\ OH + “CI'H N\)I\ a ”NR\)I\ 0

o 3 o

1R =Boc
L
2 R=H

(o] o

Shema 1. Reagensi: a) DCC, DMAP, EtsN, CH,Cl,; b) TFA/CH,Cly;c) CH,Cly; d) EtsN, CH,CI,; €)
NHs/MeOH.
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4.1.2. Priprava acetilnih tripeptida s aminokiselinskom sekvencom FAF

b
7R =0H
CI*HN : o<
BocHN\)]\ ’ /\n/ ”NR'\)]\
i _— i
E c H
8R'= Boc
d
7 IR =

R"=Ac

10 R"' = OMe

11 R"'=NH, <~—

Shema 2. Reagensi: a) EtsN, CH,Cl,; b)IM LiOH zatim HCI; ¢) DCC, DMAP, Et;N, CH,CIy; d)
TFA/CH,ClIy; e) EtsN, CH,CI, ; f) NHs/MeOH.

U prvom stupnju sinteze (Shema 2.) kondenzacijom N-Boc zasticenog sukcinimidnog estera
fenilalanina i alaninskog metilnog estera nastaje dipeptid 1. Alkalnom hidrolizom spoj 1 je
preveden u spoj 7. Reakcijom DCC kondenzacije spoja 7 sa metilnim esterom fenilalanina
nastaje tripeptid 8. Nakon uklanjanja Boc zastite uz TFA, tripeptid 9 je acetiliran sa acetil-
kloridom pri ¢emu je nastao spoj 10 (Ac-Phe-Ala-Phe-OMe). Tripeptid 10 je u zadnjem
stupnju sinteze otopljen u zasi¢enoj otopini amonijaka u metanolu i reakcijom amonolize

preveden u glavni produkt 11 (Ac-Phe-Ala-Phe-NH,).
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4.1.3. Priprava acetilnih tripeptida s aminokiselinskom sekvencom AFF

Sinteza acetilnih derivata aminokiselinske sekvence AFF prikazana je na Shemi 3.
Kondenzacijom Boc-Phe-OH sa metilnim esterom fenilalanina uz DCC pripravljen je dipeptid
12. Deprotekcijom N-terminalne zaStitne skupine sa TFA dobiven je dipeptid 13 koji je
kondenzacijom s Boc-Ala-OH uz DCC preveden u tripeptid 14. Deprotekcijom N-terminalne
zaStitne skupine sa TFA dobiven je spoj 15 koji je s acetil kloridom preveden u spoj 16 (Ac-
Ala-Phe-OMe). Njegovom amonolizom (konc. NH3/MeOH) prireden je glavni produkt 17
(Ac-Ala-Phe-Phe-NH).

O
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g CI*HgN ~
Boc i OH o HNR o
Ny _ v N ~
H a H H
o

B°°\N OH
o il HNR\)I\
~ — 0 5 N
H
o
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HZN\)I\
Y N
H H

R=Ac

16 R' = OMe

17R'=NH, ~<—

Shema 3. Reagensi: a), ¢) DCC, DMAP, Et;N, CH,Cl,; b), d) TFA/CH,Cl,; e) EtsN, CH,CIy; f)
NHs/MeOH.
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4.1.4. Priprava butirilnih tripeptida s aminokiselinskom sekvencom FFA

18 R = OMe

—— 19R=0H <«—

—> 20 R=0Su

—— 21 R'=0OMe

f 22R'=OH |

—> 23 R'=NH,

Shema 4. Reagensi: a) EtsN, CH,Cly; b), €) 1M LiOH zatim HCI; ¢) HOSu, DCC, dioksan; d)
dioksan i CH,Cly; f) NH3/MeOH.

Na Shemi 4. prikazana je sinteza tripeptida sa butirilnim lancem (4 C atoma) na N-
terminalnom kraju. U prvom stupnju sinteze uvodi se butirilni lanac na N-terminalni kraj
metilnog estera fenilalanina. Zatim se tako dobiveni metilni ester fenilalanina 18 alkalnom
hidrolizom prevede u kiselinu 19. Spoj 19 se aktivira sa N-hidroksisukcinimidom (HOSu) pri
¢emu nastane aktivni sukcinimidni ester 20 koji se kondenzira s ranije pripremljenim
dipeptidom 2 u tripeptid 21 (CH3(CH,),CO-Phe-Phe-Ala-OMe). Tripeptid 21 se alkalnom
hidrolizom uz LiOH prevede u kiselinu 22. Reakcijom amonolize spoja 21 u metanolnom
amonijaku dobiven je spoj 23 (CH3(CH;),CO-Phe-Phe-Ala-NH,).

Tihomir Pospisil Doktorska disertacija



4. Rezultati i rasprava 63

4.1.5. Priprava derivata tripeptida sa benziloksikarbonil (Z,Cbz) zastitnom skupinom

Na Shemi 5. je prikazana opca sinteza tripeptida s benziloksikarbonil zastitnom skupinom na
N-terminalnom kraju koji sadrze sve tri kombinacije aminokiselinske sekvence (FFA, FAF 1
AFF). Najvazniji korak je aktivirati jednu od Z-zaSti¢enih aminokiselina prevodenjem u
aktivni ester, npr. N-hidroksisukcinimidni ester (spojevi 24 i 33), nakon cCega slijedi
kondenzacija s drugom aminokiselinom u odgovarajuci dipeptidni metilni ester (25, 29 i 34).
Protektirani dipeptid alkalnom hidrolizom prevede se u kiselinu (26, 30 i 35) koja zatim
kondenzacijom (uz DCC) sa sljede¢om odgovaraju¢om aminokiselinom daje tripeptid (27, 31
i 36). Njegovom amonolizom nastaje odgovorajuéi tripetid sa beziloksikarbonilom na N-

terminalnom i amidom na C-terminalnom kraju (28, 32 i 37).
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24 R,=CH,Ph 25R, =R, = CH,Ph, R = OMe
33 R,-CH, 26 R, =R, = CH,Ph, R = OH
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29 R, = CH; R, = CH,Ph, R = OMe
30 R, = CH; R, = CH,Ph, R = OH

34 R, = CH,Ph, R, = CH; R =OMe
35R, = CH,Ph, R, = CH; R = OH
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27R; =R, = CH,Ph, R; = CH; R'=OMe
28 R, =R, = CH,Ph, R; = CH; R'=NH, R'=NH, <——

31R, =CH; R, =Ry = CH,Ph, R'=OMe
32 R, =CH; R, =R;=CH,Ph, R'=NH,

36 R, =Ry = CH,Ph, R, = CH; R'=OMe
37R, =R;=CH,Ph, R, = CH; R'=NH,

Shema 5. Reagensi: a) CH,CI, ; b) 1M LiOH zatim HCI; ¢) DCC, DMAP, Et;N, CH,Cl,; d)
NH;/MeOH.
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4.2. Gelirajuca svojstva tripeptidnih derivata

Ispitana su geliraju¢a svojstva pripravljenih tripeptida u vodi, organskim otapalima i
smjesama razli¢itih otapala. Efikasnost pojedinog gelatora izrazena je kao maksimalan
volumen (Vmax / ml) otapala ili smjese otapala koju moze izgelirati 10 mg odredenog spoja
(Tablica 3-6). U literaturi se to ¢esto naziva minimalna gelatorska koncentracija, a definira se
kao najmanja koncentracija gelatora u otopini pri kojoj dolazi do stvaranja gela. Nastali gelovi

uglavnom su stabilni kroz vi$e mjeseci te pokazuju termoreverzibilne sol-gel prijelaze.

Medu novosintetiziranim acetilnim derivatima tripeptida, efikasnim gelatorima vode, polarnih
i aromatskih otapala pokazali su se acetilni tripeptidi s aminokiselinskom sekvencom FFA.

Ostali sintetizirani acetilni tripeptidi su pokazali izrazito slaba gelirajuca svojstva.

Acetilni tripeptid 5 (Ac-Phe-Phe-Ala-OMe) i 6 (Ac-Phe-Phe-Ala-NH,) su se pokazali kao
efikasni gelatori vode, polarnih i aromatskih otapala. Topljivost navedenih spojeva moze se
predvidjeti matemati¢kim vrijednostima particijskog koeficijenta (logP). Particijski
koeficijent (P) je ravnotezni omjer koncentracija spoja u smjesi dvaju otapala koja se ne
mijesaju. NajceS¢e se od otapala koristi voda i n-oktanol. Definiran je kao particijski
koeficijent molekule izmedu n-oktanola i vode. N-oktanol je tekuéi alkohol koji se ne mijesa
(topi) u vodi. On je stoga viSe “masnijeg” karaktera i svojim svojstvima djelomi¢no oponasa
stani¢nu membranu. Kada izmijeSamo neku tvar u jednakim omjerima n-oktanola i vode, tvar
¢e se otopiti 1 u jednoj 1 u drugoj tekucini. No, u kojoj mjeri e biti ta tvar otopljena u svakoj
tekucini ovisit ¢e o svojstvima te tvari. Ako tvar viSe voli biti u “masnijem” mediju
(lipofilna), bolje ¢e se otopiti u n-oktanolu, odnosno vise ¢emo molekula tvari na¢i u njemu.

Ako viSe voli vodu (hidrofilna), viSe molekula ¢e se rasporediti u vodenom dijelu.

Tripeptidni metilni ester 5 je lipofilan na $to ukazuje vrijednost particijskog koeficijenta
(logP= 1,34) i zbog toga efikasno gelira aromatska otapala i dekalin. Vrijednost particijskog
koeficijenta amida 6 je niza (logP = 0,47) i on je hidrofilniji te je dobar gelator vode i polarnih
otapala (Tablica 3.). No vazno je spomenuti da se i metilni ester 5 duzim zagrijavanjem otapa

u vodi i pritom gelira vodu sa smanjenom efikasno$¢u u odnosu na amid 6.
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Tablica 3. Efikasnost geliranja razli¢itih otapala i smjesa otapala izrazena kao maksimalni volumen

(Vmax) izgeliranog otapala (u mL) s 10 mg pripravljenih

aminokiselinskom sekvencom FFA.

acetilnih derivata tripeptida s

Vimax / ML
Otapalo 5 6
2,44 4,31
TAD mutan gel mutan gel
DMSO topljivo topljivo
0,16 (DMSO) + 6,33 (H,0) 0,48 (DMSO) + 0,77 (H,0)
RSO (RO mutan gel mutan gel
DMF topljivo topljivo
THF 0,91 7,95
proziran gel proziran gel
MeOH topljivo 0,60
mutan gel
.. 0,60 (MeOH) + 1,80 (H,0)
MeOH + H,0 topljivo mutan gel
.. 0,94
EtOH topljivo proziran gel
.. 1,10 (EtOH) + 1,30 (H,0)
EtOH + H,0 topljivo proziran gel
1,85 3,15
SR mutan gel opalescentan gel
3,72 ..
=oe opalescentan gel netopljivo
CH,CL, topljivo netopljivo
CHCl; topljivo netopljivo
cikloheksan netopljivo netopljivo
3,77 (5,66) ..
Toluene proziran gel netopljivo
o0-ksilen 561 netopljivo
proziran gel Pl
m-ksilen 4’89 netopljivo
proziran gel
-ksilen 4,25 netopljivo
P proziran gel Py
. 10,63 ..
Dekalin opalescentan gel netopljivo
Tetralin 1.’02 netopljivo
proziran gel
231 2mL
+2-oktanol ’ Gusta viskozna tekucina (t,v,s,=turbid
opalescentan gel ; -
viscous solution)

Acetilni derivati s ostalim aminokiselinskim sekvencama, FAF i AFF su pokazali izrazito

slaba geliraju¢a svojstva (Tablica 4.) $to upucuje na vaznost polozaja fenilalanina odnosno
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Phe-Phe sekvence u tripeptidu za bolja gelirajué¢a svojstva. Frederix i ostali su istrazivali
utjecaj svih mogucih aminokiselinskih sekvenci na gelirajuéa svojstva tripeptida te su
racunalno 1 eksperimentalno potvrdili da aromatske aminokiseline, kao i1 fenilalanin u

stvaranju gelskih agregata favoriziraju poloZaj 1 i 2 u odnosu na N-terminalni kraj peptida.”

Tablica 4. Efikasnost geliranja razli¢itih otapala i smjesa otapala izraZzena kao maksimalni volumen
(Vmax) izgeliranog otapala (u ml) s 10 mg pripravljenih acetilnih derivata tripeptida s aminokiselinskim
sekvencama FAF i AFF.

Vmax/ mL
Otapalo 11 17
H,O netopljivo netopljivo
DMSO topljivo topljivo
topljivo 0,88 (DMSO) + 0,44 (H,0)
DS 5= [REO) opalescentan
DMF topljivo topljivo
THF netopljivo netopljivo
MeOH topljivo talozi
MeOH + H,0 talozi talozi
EtOH topljivo topljivo
EtOH + H,O talozi talozi
MeCN djelomiéno topljivo netopljivo
EtOAC netopljivo netopljivo
CH,CL, netopljivo netopljivo
CHCI; netopljivo netopljivo
cikloheksan netopljivo netopljivo
Toluene netopljivo netopljivo
o-ksilen netopljivo netopljivo
m-ksilen netopljivo netopljivo
p-ksilen netopljivo netopljivo
Dekalin netopljivo netopljivo
. 2,72 ..
Tetralin proziran gel netopljivo
+2-oktanol netopljivo netopljivo
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Tripeptid 11 (Ac-Phe-Ala Phe-NH,) gelira samo tetralin dok tripeptid 18 (Ac-Ala-Phe-Phe-
NH.) gelira samo smjesu otapala DMSO-H,0.

Tablica 5. Efikasnost geliranja razli¢itih otapala i smjesa otapala izraZena kao maksimalni volumen
(Vmax) izgeliranog otapala (u ml) s 10 mg pripravljenih butirilnih derivata tripeptida s
aminokiselinskom sekvencijom FFA.

Vmax ! ML
Otapalo 22 23
H,O netopljivo netopljivo
DMSO topljivo topljivo
talozi 0,49 (DMSO) + 0.49 (H,0)
DRSO 57 (B mutan gel
DMF topljivo topljivo
THF netopljivo netopljivo
MeOH topljivo topljivo
MeOH + H,0 talozi talozi
.. 11
EtOH topljivo mutan gel
EtOH + H,O talozi talozi
MeCN talozi netopljivo
EtOAc 11 netopljivo
opalescentan gel Pl
CH,CL, netopljivo netopljivo
CHCl; netopljivo netopljivo
cikloheksan netopljivo netopljivo
Toluene netopljivo netopljivo
o0-ksilen netopljivo netopljivo
m-ksilen netopljivo netopljivo
p-ksilen netopljivo netopljivo
Dekalin netopljivo netopljivo
Tetralin netopljivo netopljivo
+2-oktanol netopljivo netopljivo

Lipofilni butirilni tripeptidi su pokazali slaba gelirajuca svojstva.
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Spoj 22 (logP = 2,14) gelira samo etil-acetat dok spoj 23 (logP = 1,49) gelira etanol i smjese
otapala, EtOH-H,0 i DMSO-H,0.

Tablica 6. Efikasnost geliranja razli¢itih otapala i smjesa otapala izrazena kao maksimalni volumen
(Vmax) izgeliranog otapala (u ml) s 10 mg pripravljenin Z-zasticenih derivata tripeptida s
aminokiselinskim sekvencama FFA, FAF i AFF.

Vmax /mL
Otapalo 28 32 37
H,O netopljivo netopljivo netopljivo
DMSO topljivo topljivo topljivo
0,97 (DMSO) + 6 (H,0)

DMSO + H,0 mutan gel talozi talozi
DMF topljivo topljivo topljivo
THF talozi topljivo talozi

MeOH talozi topljivo talozi

MeOH + H,0 talozi talozi talozi
EtOH talozi topljivo netopljivo

EtOH + H,0O talozi talozi netopljivo

3,41 3,17 ..
IEEN opalescentan gel opalescentan gel netopljivo
EtOAc netopljivo netopljivo netopljivo
CH,CL, netopljivo netopljivo netopljivo
CHCl; netopljivo netopljivo netopljivo
cikloheksan netopljivo netopljivo netopljivo
Toluene netopljivo netopljivo netopljivo
. 13,63 9 14,58
0-ksilen ; . .
proziran gel proziran gel proziran gel
. 14,31 20,83 .
m-ksilen . : netopljivo
proziran gel proziran gel
p-ksilen netopljivo 1.8’75 netopljivo
proziran gel
. 12,3 35,52 13,46
Dekalin . : !
proziran gel proziran gel neproziran gel
. 6,15 6,25 13,46
Tetralin . .
proziran gel proziran gel opalescentan gel
+2-oktanol netopljivo netopljivo netopljivo
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Lipofilni tripeptidi sa s benziloksikarbonil zastitnom skupinom na N-terminalnom kraju (logP
= 2,74) su jako efikasni gelatori aromatskih otapala (0-, m- i p-ksilena i tetralina) te osobito
dekalina. Od polarnih otapala tripeptidi 28 i 32 geliraju acetonitril te 28 gelira smjesu DMSO-
H.O. Zanimljivo je istaknuti tripeptid 32 koji gelira velike volumene m-ksilena i dekalina

(supergelator).
4.3. Morfologija gelskih niti utvrdena TEM mikroskopijom

Elektronska mikroskopija (TEM i SEM) te mikroskopija atomskih sila (AFM) su vrlo
efikasne metode za ispitivanje morfologije nano-materijala. Elektronski mikroskopi koriste
snop elektrona kojima je valna duZina oko 10° puta manja od valne duZine svijetla te im je
povecanje znatno vece od svjetlosnog mikroskopa. Morfologiju gelske mreze ispitali smo sa
transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM). Kod TEM-a slika se generira od elektrona
koji prolaze kroz uzorak. Budu¢i da organski spojevi slabo zaustavljaju ili otklanjaju
elektrone, uzorci su kontrastirani sa pWk (kalijeva sol poliwolframfosforne kiseline) ili
sjencani sa paladijem ili platinom. Danas se TEM-om moze posti¢i razluenje do 0.1 nm i

povecanje do 10°.

Gelska mreza moze biti vrlo raznolike strukture. Moze se sastojati od niti, traka, tubula ali
ponekad je i vezikularne strukture. Ceste su i nakupine niti. Niti ili trake mogu biti ravne ili
uvinute, medusobno statisticki ispreplete u prostoru, ali mogu biti i ra¢vaste. Sirina im je
najcesce od 10 do stotinjak nanometara, ali nalazimo i strukture mikrometarskih dimenzija.
Morfologija gelske mreZze ima znatan utjecaj na ¢vrstocu i stabilnost gela. Uvjetovana je
najvise strukturom gelatora te utjecajem otapala na njegovu samoorganizaciju. Pored toga
promjene mogu nastati i zbog nekih vanjskih utjecaja, kao $to je starost gela, brzina ili

temperatura hladenja, koncentracija, rotacija ili dodatak aditiva.
4.3.1. Acetilni derivati tripeptida

Tripeptid 6 se u polarnim otapalima (voda, etanol, metanol, acetonitril) sli¢cno samoorganizira
(trake i niti sli¢nih dimenzija). TEM mikroskopija potvrdila je prisutnost gelske mreze koja se
sastoji od izduzenih niti i traka nanometarskih dimenzija i duljine niti u mikrometrima.
TEM mikrografije hidrogela 6 ukazuju na smjesu ravnih niti i traka promjera 50-500 nm i
duljine desetak mikrometara Sto znaci da je preferirana linerana agregacija molekula u gelu
(Slika 22.).
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b)

Slika 22. TEM mikrografije hidrogela 6: a) kontrastiranog s pWk, b) sjen¢anog paladijem.
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Strukture gelskih mreza 6/DMSO-H,0 i 6/CH3CN gelova su vrlo sli¢ne. Sastoje se od ravnih
traka i niti promjera 60-250 nm (Slika 23).

b)

Slika 23. TEM mikrografije gelova 6 (sjen¢ano paladijem) u a) DMSO-H,0 i b) CH;CN.

Spoj 6 u etanolu stvara Cvrst, stabilan i proziran gel. TEM mikrografije gela u etanolu
pokazuju prisustvo tankih niti promjera 15 nm koje se uglavnom nalaze u nakupinama
promjera 50-100 nm (Slika 24a.). Spoj 6 gelira i smjesu vode i etanola pri cemu se takva
gelska mreza sastoji od ravnih traka promjera 50-250 nm (Slika 25b.)
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b)

Slika 24. TEM mikrografije gela 6 (sjencano paladijem) u a) etanolu i b) smjesi etanola i vode.

6 u metanolu tvori Stapicaste niti promjera 10-30 nm te razli¢itih duljina (60-700 nm) dok u
smjesi metanola i vode nastaje gelska mreza koja se sastoji od kratkih Stapicastih niti

promjera 20-60 nm i Sirokih traka promjera 200-600 nm (Slika 25.)

Iz prilozenog se uocava da se je morfologija gelova tripeptida 6 sli¢na u polarnim otapalima te

se povecanjem polarnosti povec¢ava udio traka kao i njihova Sirina.
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b)

Slika 25. TEM mikrografije gela 6 (sjencano paladijem) u a) metanolu i b) smjesi metanola i vode.

Metilni ester 5 je lipofilniji gelator od amida 6 i efikasno gelira aromatska otapala ( 0-, m- i p-

ksilen) te dekalin.

5 gelira dvostruko manji volumen vode no nastali hidrogel je jako stabilan. Zanimljivo je da
je TEM pokazao drugaciju morfologiju gelske mreze u vodi za razliku od amida. Ona se

sastoji od isprepletenih i savijenih tankih niti promjera 5-20 nm (Slika 26.).
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Slika 26. TEM mikrografija hidrogela 5 (sjenc¢ano s Pt).

TEM mikrografija gela 5 u acetonitrilu pokazuje prisutnost mreze ravnih slijepljenih niti
viseslojne strukture promjera 30-50 nm (Slika 27.)

Slika 27. TEM mikrografija gela 5 u acetonitrilu (kontrastirano s pWk).

Od polarnih otapala, 5 gelira i etil-acetat. Gelska mreza 5 u etil-acetatu sastoji se od traka
promjera 20-70 nm (Slika 28.) Manjim dijelom su prisutne uzvojite niti sto upucéuje da je

doslo do prijenosa kiralne organizacije od molekule na gelski agregat.
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Slika 28. TEM mikrografija gela 5 u etil-acetatu (kontrastirano s pwWk).

Metilni ester, 5 se u aromatskim otapalima sli¢no organizira. Gelska mreza 5 u o-ksilenu
sastoji se od tankih, savitljivih i medusobno isprepletenih niti promjera 10-50 nm te nakupina
promjera oko 200 nm (Slika 29.)

Slika 29. TEM mikrografija gela 5 u o-ksilenu (sjen¢ano s Pt).

Gel 5 u m-ksilenu ukazuje na prisutnost vrlo tankih fleksibilnih niti promjera oko 5 nm koje
se medusubno sljepljuju u veée nakupine promjera oko 50 nm i pritom ¢ine gustu gelsku

mrezu (Slika 30.)
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Slika 30. TEM mikrografija gela 5 u m-ksilenu (sjenc¢ano s Pt).

Gelska mreza 5 u p-ksilenu sastoji se od tankih i fleksibilnih niti relativno uniformnog
promjera 6 nm (Slika 31.).

Slika 31. TEM mikrografija gela 5 u p-ksilenu (sjenc¢ano s Pt).
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Spoj 5 efikasno gelira dekalin (dekahidronaftalen, cis + trans). Mreza dekalinskog gela sastoji
se od niti promjera 20-40 nm medusobno isprepletenih u nakupine promjera 70-100 nm (Slika
32)

Slika 32. TEM mikrografija gela 5 u dekalinu (sjenc¢ano s Pt).

Spoj 5 gelira i mali volumen tetralina (1 mL) u kojem se samoorganzira u tanke fleksibilne

niti promjera 10 nm medusobno isprepletene u gustu gelsku mrezu (Slika 33.)

Slika 33. TEM mikrografija gela 5 u tetralinu (sjen¢ano s Pt).

Za razliku od tripeptida 5 i 6 koji su pokazali raznolika gelirajuca svojstva, acetilni derivati
tripeptida sa aminokiselinskim sekvencama FAF i AFF su vrlo slabi gelatori. 1z tog razloga
odredena je samo morfologija gela 11 u tetralinu i gela 17 u smjesi otapala DMSO-H,0.
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Tripeptid 11 se u tetralinu jako sli¢no samoorganizira kao i 5. Gusta gelska mreza se sastoji od
pojedinac¢nih savijenih niti promjera oko 10 nm medusobno isprepletenih u vlaknaste

nakupine promjera 70-120 nm (Slika 34.).

Slika 34. TEM mikrografija gela 11 u tetralinu (sjenc¢ano s Pt).

Na slici 35. prikazana je TEM mikrografija gelske mreze 17 u smjesi otapala DMSO-H,0
koja se sastoji od traka razli¢itih promjera (30-500 nm) te razlic¢itih duljina (1-15 pm). Iz
navedenog mozemo zakljuciti da se sva tri navedena tripeptida jako slicno samoorganiziraju u

smjesi otapala DMSO-H,O0.

Slika 35. TEM mikrografija gela 17 u DMSO-H,0 (sjen¢ano s Pd).
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4.3.2. Butirilni derivati tripeptida

Novi butirilni derivati tripeptida s aminokiselinskom sekvencom FFA, 22 i 23 su takoder
pokazali slaba geliraju¢a svojstva pa je zbog toga odredena morfologija samo tri dobivena
gela. Tripeptid 22 gelira samo mali volumen etil-acetata. U etil-acetatu gelska mreza 22 se

sastoji od tankih niti promjera oko 10 nm i razli¢itih duljina (0.2-2 um) (Slika 36.).

Slika 36. TEM mikrografija gela 22 u etil-acetatu (kontrastirano s pwWk).

Tripeptid 23 gelira vrlo mali volumen DMSO-H,0 i etanola. U smjesi otapala DMSO-H,0
(1:1) organizira se u relativno uniformne niti promjera 10 nm Kkoje ispreplitanjem i

umrezavanjem stvaraju vlaknaste nakupine promjera 80-250 nm (Slika 37.)

L

Slika 37. TEM mikrografija gela 23u DMSO-H,0 (kontrastirano s pWk).
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Spoj 23 se vrlo sli¢éno samoorganizira i u etanolu u kojem su vidljive gelske niti promjera oko

15 nm koje stvaraju vlaknaste nakupine promjera 50-250 nm (Slika 38.).

Slika 38. TEM mikrografija gela 23 u etanolu (kontrastirano s pwWk).

4.3.3. Z-zasticeni derivati tripeptida

Novi tripeptidni derivati sa benziloksikarbonilom (Z) kao zaStitnom skupinom na N-
terminalnom kraju su jako efikasni gelatori aromatskih otapala (0-, m- i p-ksilena i tetralina)

te dekalina.

Od polarnih otapala, 28 i 32 geliraju acetonitril dok samo 28 gelira smjesu otapala DMSO-
H,O. Gelator 28 se u acetonitrilu samoorganizira u niti promjera 7-20 nm (Slika 39.) dok se
gelska mreza 32 u acetonitrilu sastoji od sitnih niti promjera oko 5 nm i vlaknastih nakupina
promjera 20-50 nm (Slika 40.). Kod gela 28 u smjesi otapala DMSO-H,0O zamijeen je
nastanak viseslojnih traka promjera 50-200 nm (Slika 41.).
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Slika 39. TEM mikrografija 28 u acetonitrilu (kontrastirano s pwWk).

Slika 40. TEM mikrografija 32 u acetonitrilu (kontrastirano s pWk).

Tihomir Pospisil Doktorska disertacija



4. Rezultati i rasprava 82

Slika 41. TEM mikrografija 28 u smjesi otapala DMSO-H,0 ( kontrastirano s pWk).

Sva tri tripeptida se sliéno samoorganiziraju u izomerima ksilena. U o-ksilenu tripeptidi
stvaraju gelsku mreZu koja se sastoji od medusobno isprepletenih savitljivh niti prosjecnog

promjera 10 nm i vlaknastih snopova promjera 50-100 nm (Slika 42.)
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Slika 42. TEM mikrografije gelova u o-ksilenu sjen¢anih platinom za spojeve: a) 28, b) 32 i ¢) 37.

Tripeptidi 28 i 32 se sliéno samoorganiziraju u m-ksilenu. Njihove gelske mreze u m-ksilenu
se sastoje od pojedinac¢nih fleksibilnih tankih niti promjera 10-20 nm koje izgledom
podsjec¢aju na vlasi kose te od snopova niti promjera 50-70 nm $to zajedno ¢ine vrlo gustu i

kompaktnu mrezu (Slika 43).
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b)

Slika 43. TEM mikrografije gelova u m-ksilenu sjenc¢anih platinom za spojeve: a) 28 i b) 32.

Spoj 32 jedini vrlo efikasno gelira p-ksilen. U p-ksilenu su zamijecene sitne niti promjera 5-

10 nm i snopovi niti promjera 20-50 nm (Slika 44.).
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Slika 44. TEM mikrografija gela 32 u p-ksilenu (sjencano s Pt).

Sva tri tripeptida podjednako efikasno geliraju tetralin te se na sli¢an na¢in samoorganiziraju
u tetralinu. Gelska mreza 28 u tetralinu se sastoji od relativno fleksibilnih i finih niti promjera
5-7 nm koje se medusobno sljepljuju u vlaknaste snopove promjera 50 nm (Slika 45a) dok
tripeptid 32 se u tetralinu samoorganizira u krute niti promjera 20 nm i sljepljene u snopove
promjera oko 70 nm (Slika 45b). Gelske niti tripeptida 37 promjera 5-10 nm u tetralinu
uglavnom formiraju vlaknaste snopove promjera 30-700 nm gusto pakirane u gelskoj mrezi
(Slika 45c).
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Slika 45. TEM mikrografije gelova u tetralinu sjencanih platinom za spojeve: a) 28, b) 32 i c) 37.

Z-zasticeni tripeptidi su vrlo efikasni gelatori dekalina pri ¢emu se posebno izdvaja tripeptid
32 koji kao najefikasniji gelator dekalina imobilizira veliki volumen otapala. Mreza
dekalinskog gela tripeptida 28 sastoji se od medusobno ,,zapetljanih* fleksibilnih i finih niti
promjera 5-10 nm (Slika 46a) dok kod tripeptida 32 moZemo zamijetiti vrlo gustu i
kompaktnu gelsku mrezu koja se sastoji od tankih niti promjera 10 nm i snopova niti promjera
20-70 nm (Slika 46b). Za razliku od navedenih tripeptida, 37 se u dekalinu samoorganizira u
ravne trake viSeslojne strukture promjera 300-1500 nm (Slika 46c).
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Slika 46. TEM mikrografije gelova u dekalinu kontrastiranih s pWk za spojeve: a) 28, b) 32 c) 37.

4.4. Reoloska mjerenja hidrogela

Osnovna reoloSka mjerenja su pokazala da je tripeptidni hidrogel 6 umjereno Cvrst
viskoelasticni materijal odnosno da ima sli¢na mehanicka svojstva kao i ostali mali peptidni
hidrogelovi koji se upotrebljavaju u tkivnom inZenjersvu.”® Viskoelastiéno ponasanje
hidrogela tripeptida 6 prikazano je na dijagramu ovisnosti dinami¢kog opterecenja o vremenu
(Slika 47.). Modul pohrane (G") je uz konstantno 2%-tno naprezanje 6 puta veé¢i od modula

gubitka (G") 3to je pokazatelj viskoelasti¢nog materijala.”
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Slika 47. Ovisnost dinami¢kog optereéenja o vremenu kod hidrogela tripeptida 6 (G - modul pohrane,
G" - modul gubitka).

4.5. Ispitivanje supramolekularnih interakcija u gelovima

4.5.1. NMR spektroskopija

1D i 2D NMR spektroskopske metode pokazale su se kao vrlo korisne metode za razmatranje
samoudruzivanja molekula 1 pra¢enje supramolekularnih interakcija u otopini u u gelu.75 U
ovom poglavlju razmatrat ¢e se kemijski pomaci razli¢itth NH skupina tijekom grijanja
gelova uslijed deagregacije gelske mreZze u manje agregate, a NOESY eksperimenti ce
omogucuti uvid u nekovalentne interakcije izmedu razli¢itih skupina u tripeptidima 1 pomoci

pri odredivanju mogucéeg motiva samoudruZzivanja.

Na slici 48. prikazana je temperaturna ovisnost kemijskih pomaka razli¢itth NH protona
gelova tripeptida 5 i 6 u ds-acetonitrilu. Unutar temperaturnog intervala od 25 °C do 75 °C za
gel tripeptida 5 u dsz-acetonitrilu dolazi do ukupnog kemijskog pomaka od 0.24 ppm prema

visem magnetskom polju za skupinu NHaja te do ukupnog kemijskog pomaka 0.26 ppm
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prema visem magnetskom polju za skupinu NHeng. U istom temperaturnom intervalu skupina
NHmig se pomice za 0.15 ppm prema visem magnetskom polju. Nema velike razlike u nagibu
pravaca ovisnosti kemijskih pomaka o temperaturi odredenim za skupine NHaja | NHeng U gelu
tripeptida 5 u ds-acetonitrilu (Slika 48a). 1z jednadzbe pravca vidljivo je da su nagibi pravaca
za kemijske pomake skupina NHaja i NHeng priblizno jednaki te skoro dvostruko veéi u
odnosu na nagib pravca za skupinu NHpyg. 1z navedenih podataka jasno je da su skupine
NHaja | NHeng uklju¢ene u vodikovoj vezi izmedu molekula tripeptida 5 dok skupina NHp;g

nije izlozena otapalu i nije u vodikovoj vezi.
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Slika 48. Ovisnost promjene kemijskih pomaka o temperaturi za razli¢ite NH protone gelova u ds-

acetonitrilu za tripeptide a) 5 i b) 6.

Grijanjem gela tripeptida 6 u ds-acetonitrilu dolazi do kemijskog pomaka svih amidnih
protona prema visem magnetskom polju. Vidljivo je da je u temperaturnom intervalu od 25
°C do 70 °C izrazito mali ukupni kemijski pomak prema visem magnetskom polju skupine
NHeng (Ad = 0.09 ppm). Ukupni kemijski pomak skupine NHpmig prema vis§em magnetskom
polju je puno veéi u odnosu na skupinu NHeng (Ad = 0.4 ppm) Sto potvrduje i jednadzba
pravca iz koje je vidljivo da je nagib pravca za ukupni kemijski pomak skupine NHpig
dvostruko veé¢i u odnosu na nagib pravca za skupinu NHeng (Slika 48b). Unutar temperaturnog
intervala od 25 °C do 75 °C za gel tripeptida 6 u ds-acetonitrilu dolazi do ukupnog kemijskog
pomaka od 0.14 ppm prema viSem magnetskom polju za skupinu NH(1) te do izrazito malog
kemijskog pomaka od 0.06 ppm prema visem magnetskom polju za skupinu NH(2). Navedeni
kemijski pomaci pokazuju da su skupine NHaja, NHpig 1 NH(1) uklju¢ene u vodikovoj vezi

izmedu molekula tripeptida 6 dok skupina NHeng 1 NH(2) nisu uklju¢ene u vodikovoj vezi.

NOESY (engl. nuclear Overhauser enhancement spectroscopy) je homonuklearna tehnika

koja se temelji na dipolarnom sprezanju protona kroz prostor. U NOESY spektru prisutni su
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signali za dipolarno spregnute protone koji su u prostoru medusobno blizu te njihov NOE
efekt je jak. NOESY spektroskopija se pokazala kao vrlo korisna metoda za odredivanje
intermolekulskih interakcija, posebno u slucajevima gdje nije ba$ jasno na koji naéin dolazi
do samoudruzivanja molekula. NOESY spektar gela 6 u ds-acetonitrilu prikazuje prostorne
interakcije izmedu metilne skupine alanina i sljedecih skupina: COCHgs, CH, (Phe2) i Harom. U
NOESY spektru gela tripeptida 6 u ds-acetonitrilu prisutne su i prostorne interakcije izmedu
signala acetilne skupine (COCHy) i signala skupina: CH,(Phel), NHpiq i Harom. (Slika 49.)
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Slika 49. NOESY spektar gela tripeptida 6 u ds-acetonitrilu na 25 °C. Oznacene su intermolekularne

interakcije.
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Poznato je da se u NOESY spektrima intermolekularne interakcije izmedu razlicitih signala
nalaze na udaljenosti manjoj od 4 A. Kako bi se utvrdilo da li su navedene NOE interakcije
intermolekularne ili intramolekularne, izmjerene su udaljenosti izmedu navedenih skupina
unutar molekule (intramolekularne udaljenosti) na minimiziranoj strukturi tripeptida 6 (Slika
50.)

b)
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Slika 50. Minimizirana struktura tripeptida 6 (struktura sa minimalnom energijom) i izra¢unate
vrijednosti intramolekularnih udaljenosti izmedu metilnih skupina alanina i skupina: a) COCHjs, b)
CH, (Phe2) i ¢) Harom.

Na slici 50. je vidljivo da su izmjerene intramolekularne udaljenosti izmedu pojedinih skupina
veée od 4 A i zbog toga se navedene NOE interakcije izmedu metilnih skupina alanina i
skupina COCH3; CH, (Phe2) i aromatskih vodika ne mogu ostvariti unutar iste molekule. Na
minimiziranoj strukturi tripeptida 6 izracunate su i udaljenosti izmedu acetilne skupine
(COCHj3) i skupina CH,(Phel), NHyq i aromatskih vodika. Sve izrac¢unate udaljenosti su vece
od 4 A (Slika 51.) Navedene NOE interakcije izmedu spomenutih skupina ne mogu se
ostvariti unutar iste molekule nego izmedu molekula tripeptida 6 u acetonitrilnom gelu

(intermolekularne interakcije).
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Slika 51. Minimizirana struktura tripeptida 6 (struktura sa minimalnom energijom) i izraunate
vrijednosti intramolekularnih udaljenosti izmedu acetilnih skupina (COCH3) i skupina: a) CHy(Phel),
b) NHmid i C) Harom.

NOESY spektar gela tripeptida 6 u ds-acetonitrilu ukazuje na moguéu antiparalelnu
orijentaciju molekula tripeptida 6 u gelu odnosno na antiparalelnu orijentaciju -nabrane
ploc¢e stabilizirane vodikovim vezama. Na slici 52. je prikazan shematski prikaz
pretpostavljenog modela antiparalelne B-nabrane ploce u acetonitrilnom gelu tripeptida 6 i
navedene specifi¢ne intermolekularne NOE interakcije izmedu skupina. Molekule tripeptida 6
su povezane vodikovim vezama izmedu amidnih protona i karbonilnih kisika. Graficki prikaz
ovisnosti promjene kemijskih pomaka o temperaturi za razli¢ite NH protone gela tripeptida 6
u ds-acetonitrilu ukazuje na ukljucenost amidnih protona u vodikovoj vezi $to je u skladu s

pretpostavljenim modelom antiparalelne B-nabrane ploce prikazanim na slici 52.
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Slika 52. Shematski prikaz pretpostavljenog modela antiparalelne P-nabrane plo¢e stabilizirane

vodikovim vezama za tripeptid 6. Oznacene su specifi¢ne intermolekularne NOE interakcije.

NOESY spektar gela 5 u ds-acetonitrilu prikazuje prostorne interakcije izmedu metilne
skupine alanina (CHsaja) 1 sljedecih skupina: COCHs, NHeng I Harom- U NOESY spektru gela
tripeptida 5 u ds-acetonitrilu prisutne su i prostorne interakcije izmedu signala acetilne
skupine (COCHy3) i signala skupina: OCH3s, NHmig | Harom (Slika 53.). 1zmjerene su udaljenosti
izmedu navedenih skupina unutar molekule (intramolekularne udaljenosti) na minimiziranoj

strukturi tripeptida 5 (Slika 54.-55.).
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Slika 53. NOESY spektar gela tripeptida 5 u ds-acetonitrilu na 25 °C. Oznacene su intermolekularne

interakcije.

Na strukturi tripeptida 5 s minimalnom energijom izmjerene su udaljenosti izmedu navedenih
skupina unutar molekule (intramolekularne udaljenosti). Sve izmjerene intramolekularne
udaljenosti su veée od 4 A pa se navedene interakcije izmedu spomenutih skupina ne mogu

ostvariti unutar iste molekule ve¢ izmedu molekula tripeptida 5 (Slika 54.-55.).
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Slika 54. Struktura tripeptida 5 s minimalnom energijom) i izracunate vrijednosti intramolekularnih

udaljenosti izmedu metilnih skupina alanina i skupina: a) COCHjs, b) NHeng i €) Harom.
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c)

Slika 55. Struktura tripeptida 5 s minimalnom energijom i izracunate vrijednosti intramolekularnih

udaljenosti izmedu acetilne skupine (COCHy) i skupina: @) OCHg, b) NHiq i €) Harom.
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NOESY spektar gela tripeptida 5 u ds-acetonitrilu ukazuje na potencijalnu strukturu
antiparalelne pB-nabrane ploce. Molekule tripeptida 5 se u acetonitrilnom gelu medusobno
povezuju vodikovim vezama Sto je vidljivo na grafickom prikazu ovisnosti kemijskih pomaka

o temperaturi za razli¢ite NH protone gela tripeptida 5 u ds-acetonitrilu.

Z-zastiCeni tripeptidi 28 i 32 takoder geliraju acetonitril. Snimljeni su *H NMR spektri gelova
28 1 32 u ds-acetonitrilu u temperaturnom intervalu od 25 °C do 75°C. Grijanjem gelova dolazi
do pomaka amidnih protona (NH) u viSa magnetska polja $to upucuje na ukljuc¢enost amidnih
protona u vodikovoj vezi izmedu molekula tripeptida u acetonitrilnom gelu. Na slici 56.
prikazana je ovisnost promjena kemijskih pomaka o temperaturi za razli¢ite NH protone
gelova tripeptida 28 i 32 u ds-acetonitrilu te odgovarajuce kemijske strukture tripeptida u ds-
acetonitrilu s prikazom amidnih protona koji sudjeluju u vodikovim vezama. Temperaturno
ovisnim *H NMR spektrima tripeptida 28 u ds-acetonitrilu (Slika 56a) utvrdeno je da nema
velikih razlika u nagibu pravaca ovisnosti kemijskih pomaka o temperaturi, odredenim za
skupine b (NHppe) i ¢ (NHaja) te za skupine d koje odgovaraju amidnim protonima CONH,. U
temperaturnom intervalu od 25 °C do 75°C, ukupni kemijski pomaci prema visem
magnetskom polju za skupine b i ¢ su sli¢ni i iznose 0.14 ppm (b) i 0.16 ppm (c). U
navedenom temperaturnom intervalu izrazito su mali ukupni kemijski pomaci amidnih
protona d (CONH,) i iznose 0.08 odnosno 0.09 ppm. Vazno je napomenuti da je nagib pravca
za kemijski pomak skupine a (NHpphe) skoro dvostruko veéi u odnosu na nagib pravca za
ostale skupine §to potvrduje 1 ukupni kemijski pomak navedene skupine koji iznosi 0.24 ppm.
Iz navedenih podataka o ukupnom kemijskom pomaku razli¢itih NH protona gela tripeptida
28 u ds-acetonitrilu vidljivo je da su skupine a (NHpne), b (NHppe) i ¢ (NHaia) uklju¢ene u
vodikovoj vezi izmedu molekula tripeptida 28 u acetonitrilnom gelu dok NH skupine d1 i d2

nisu ukljuc¢ene u vodikovoj vezi.
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Slika 56. Ovisnost promjene kemijskih pomaka o temperaturi za razli¢ite NH protone gelova u ds-

acetonitrilu za tripeptide a) 28 i b) 32.

S obzirom na isti temperaturni interval grijanja gela moguce je usporediti temperaturno ovisni
'H NMR spektar tripeptida 32 u ds-acetonitrilu s temperaturno ovisnim *H NMR spektrom
tripeptida 28 u ds-acetonitrilu. Utvrdeno je da nema velikih razlika u nagibu pravaca ovisnosti
kemijskih pomaka o temperaturi kod gela 32 u ds-acetonitrilu, odredenim za skupine b
(NHaw) i ¢ (NHpre) te za skupine d koje odgovaraju amidnim protonima CONH,.U

temperaturnom intervalu od 25 °C do 75 °C za gel 32 u ds-acetonitrilu (Slika 56b) izrazito je
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mali ukupni kemijski pomak za amidne protone d (CONHy>) i iznosi 0.13 ppm (d1) odnosno
0.06 ppm (d2). U spomenutom temperaturnom intervalu ukupni kemijski pomaci prema
viSem magnetskom polju za skupine b (NHaja) i ¢ (NHppe) su sli¢ni i iznose 0.18 ppm (b) i
0.15 ppm (c). Kao i kod gela tripeptida 28, nagib pravca za kemijski pomak skupine a (NHphe)
u gelu tripeptida 32 u ds-acetonitrilu je skoro dvostruko veéi u odnosu na nagib pravca za
ostale skupine $to potvrduje i ukupni kemijski pomak navedene skupine koji iznosi 0.21 ppm.
Vrijednosti ukupnih kemijskih pomaka amidnih protona dobivenih u temperaturno ovisnim
'H NMR spektrima gela 32 u ds-acetonitrilu ukazuju da su skupine a (NHpne), b (NHaj), C
(NHppe) 1 d1 (NH(NH2)) ukljucene u vodikovoj vezi izmedu molekula tripeptida 32 u ds-
acetonitrilu. Amidni proton d2 (NH(NH,)) ima izrazito mali kemijski pomak i nije ukljucen u

vodikovoj vezi izmedu molekula tripeptida 32 u acetonitrilnom gelu.

4.5.2. FTIR spektroskopija

FTIR spektroskopija je vrlo znacajna metoda za pracenje intermolekulskh interakcija jer se
mogu pratiti odredene interakcije u sustavu, posebno vodikove veze i njihove promjene pod
utjecajem temperature.”® Poznate su karakteristiéne frekvencije istezanja skupina koje se
nalaze u vodikovoj vezi u gelu i skupina koje su solvatirane. Za asignaciju vrpci
karakteristiéne se apsorpcije amidne skupine oznaavaju rimskim brojevima. U &vrstom
stanju nalazimo vrpcu C=0 izmedu 1680 i 1630 cm™ (amid 1) uz kontrolnu pojedinaénu vrpcu
v (NH) pri 3300 cm.;. Slaba popratna vrpca pri 3100 cm™ je visi ton karakteristi¢ne i jake
vrpce pri 1550 cm™ (amid IT) koja potjece iz interakcije vibracija v(C-N) i 8(C-N-H).

Promatranje supramolekularnih interakcija u gelovima

Iz temperaturno ovisnih FTIR spektara gela 5 u acetonitrilu mjerenih u intervalu 20 °C -75 °C,
vidljivo je da grijanjem polako dolazi do narusavanja strukture gela i pomicanja ravnoteze u
smjeru nastanka slobodnih solvatiranih molekula sto je vidljivo iz povec¢anja intenziteta vrpci
koje odgovaraju istezanju skupina koje nisu u vodikovoj vezi, a najviSe je izrazeno za NH

istezanja (Slika 57.).

Tihomir Pospisil Doktorska disertacija



4. Rezultati i rasprava

104

100 A

Relativna propusnost

—20°C

25°C
—30°C
——35°C
——40°C
\—45°C
—50°C
—55°C
—60°C
——65°C
—70°C
—75°C

3284

1 1 1
3450 3400 3350 3300

-1
v/cm

1
3250

Slika 57. Temperaturna ovisnost FTIR vrpci za istezanje NH skupina kod grijanja gela 5 u acetonitrilu

(20 °C - 75 °C).

Poveéanjem temperature intenzitet vrpce na 3284 cm™

polako se smanjuje, a intenzitet vrpce

na 3367 cm™ raste. Pri temperaturi od 60 °C gel se rastalio 1 molekule su otopljene u otapalu.

Takoder, hladenjem nastale otopine moze se pratiti samoorganizacija molekula odnosno

ponovno nastajanje vrpce na 3284 cm™ pri temperaturi 30 °C i nagli porast te vrpce do

temperature 20 °C (Slika 58.)
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Slika 58. Temperaturna ovisnost FTIR vrpci za istezanje NH skupina kod hladenja gela 5 u
acetonitrilu (75 °C - 20 °C).

Istezanje amid I vrpci karbonilnih skupina u vodikovoj vezi u gelu na 20 °C zamijeceno je na
1639 cm™ te amid | vrpce na 1675 cm™ pri 100 °C koja odgovara istezanju slobodne
karbonilne skupine solvatiranih molekula (Slika 59.). Takoder je vidljivo istezanje amid II
vrpce samoorganizirane molekule u gelu na 1541 cm™ te istezanje amid 11 vrpce za slobodne

molekule na 1506 cm™.
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Slika 59. Temperaturna ovisnost amid I i amid Il vrpci kod grijanja gela 5 u acetonitrilu (25 °C - 75

°C).

Hladenjem otopine dolazi do ponovnog nastajanja vrpci istezanja amid I i amid II skupine

ukljucene u vodikovu vezu §to upucuje na to da je gel 5 u acetonitrilu termoreverzibilan (Slika

60.).
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Slika 60. Temperaturna ovisnost amid I i amid II vrpci kod hladenja gela 5 u acetonitrilu (75 °C - 25

°C).
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Temperaturno ovisni FTIR spektri gela 5 u toluenu ukazuju da grijanjem gela dolazi do
postepenog smanjenja intenziteta vrpci koje odgovaraju istezanjima skupina koje su u
vodikovoj vezi i porasta intenziteta vrpci istezanja skupina solvatiranih molekula. Navedeni
toluenski gel s obzirom na visoku koncentraciju tripeptida potrebnu kod snimanja FTIR
spektara, ima visoku temperaturu talista (Tg ~ 90 °C) pa zbog toga nije doslo do potpunog
otapanja gela ve¢ je prisutan odreden dio agregata. To je vidljivo iz temperaturne ovisnosti
pomaka FTIR vrpci za istezanje NH skupina gela 5 u toluenu (Slika 61.) Pri 20 °C je prisutna
vrpca na 3284 cm™ koja odgovara istezanju NH skupina uklju¢enih u vodikovu vezu.
Poveéanjem temperature dolazi do smanjenja intenziteta te vrpce i porasta intenziteta vrpce na
3419 cm™. Pri najviSoj temperaturi (100 °C) uz navedenu vrpcu na 3419 cm™ koja odgovara
istezanju NH skupina slobodnih molekula jo$ uvijek postoji vrpca istezanja NH skupina

molekula u vodikovoj vezi na 3291 cm™.
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Slika 61. Temperaturna ovisnost FTIR vrpci za istezanje NH skupina kod grijanja gela 5 u toluenu (20
°C - 100 °C).
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Proces je termoreverzibilan tako da su promjene sol-gel stanja zabiljeZzene u ciklusu hladenja
(Slika 62.).
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Slika 62. Temperaturna ovisnost FTIR vrpci za istezanje NH skupina kod hladenja gela 5 u toluenu
(100 °C - 20 °C).

Na temperaturno ovisnim FTIR spektrima gela 5 u toluenu takoder su vidljiva istezanja amid
| vrpci karbonilnih skupina u vodikovoj vezi u gelu na 1635 cm™ (20 °C) te istezanja amid I
vrpce za slobodne molekule na 1683 cm™ (100 °C). Zbog visoke temperature talista gela, na
100 °C je prisutan odreden dio agregata na $to ukazuje istezanje amid I vrpce u vodikovoj
vezi na 1637 cm™ (Slika 63.). Istezanja amid Il vrpce su prekrivena vrpcom toluena i nisu

vidljiva u spektru.
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Slika 63. Temperaturna ovisnost amid | vrpci kod grijanja gela 5 u toluenu (20 °C - 100 °C).

Hladenjem otopine dolazi do ponovnog nastajanja gela i nastajanja vrpci istezanja amid |

skupine uklju¢ene u vodikovu vezu (Slika 64.) Sto ukazuje na Cinjenicu da je gel tripeptida 5

u toluenu termoreverzibilan.
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Slika 64. Temperaturna ovisnost amid I vrpci kod hladenja gela 5 u toluenu (100 °C - 20 °C).

U FTIR spektroskopiji za sekundarnu strukturu B-nabrane ploce stabilizirane vodikovim
vezama su karakteristi¢na istezanja amida I (C=0) oko 1640 cm™ i amida Il (NH) oko 1540
cm™,
FTIR spektri gelova 5 u acetonitrilu i toluenu ukazuju na potencijalnu strukturu p-nabrane

ploce stabilizirane vodikovim vezama.

Temperaturni FTIR spektar gela 6 u acetonitrilu sadrzi karakteristiéne vrpce za istezanje NH
skupina te amid I vrpcu. Na 20 °C prisutna je vrpca istezanja NH skupina koje se nalaze u
vodikovoj vezi (3270 cm™). Grijanjem gela do 75 °C dolazi do smanjenja intenziteta te vrpce i

porasta intenziteta vrpce na 3365 cm™ (Slika 65.).
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Slika 65. Temperaturna ovisnost FTIR vrpci za istezanje NH skupina kod grijanja gela 6 u acetonitrilu

(20 °C - 75 °C).

Istezanje amid I vrpci karbonilnih skupina u vodikovoj vezi u gelu na 20 °C zamijeceno je na

1629 cm™ dok je na 1683 cm™ vrpca koja odgovara istezanju slobodne karbonilne skupine

(75 °C ) (Slika 66.) Vazno je napomenuti da na 20 °C uz istezanje karbonilnih skupina u

gelskim agregatima postoji i slaba vrpca na 1678 cm™ koja odgovara istezanju slobodnih

0dnosno neveznih karbonilnih skupina koje nisu uklju¢ene u vodikove veze.
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Slika 66. Temperaturna ovisnost amid | vrpci kod grijanja gela 6 u acetonitrilu (20 °C - 75 °C).
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FTIR spektar gela 6 u acetonitrilu upucuje na potencijalnu strukturu paralelno orijentirane 3-

nabrane ploce stabilizirane vodikovim vezama.

FTIR spektroskopijom su pracene interakcije gela 28 i gela 32 u acetonitrilu. Temperaturni

FTIR spektri gelova sadrze karakteristicne vrpce za istezanje NH skupina te amid | vrpcu. U

oba slucaja, vrpcu amida II nije moguce asignirati zbog asporpcije otapala.

Iz temperaturno ovisnih FTIR spektara gela 28 mjerenih u temperaturnom intervalu od 25 °C

do 75 °C, vidljivo je da povecanjem temperature dolazi do smanjenja intenziteta vrpce na

3276 cm™ koja odgovara istezanjima NH skupina ukljugenih u vodikovoj vezi. Istovremeno

raste intenzitet vrpce koja odgovara istezanjima NH skupina slobodnih molekula na 3367 cm™

(Slika 67.)
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Slika 67. Temperaturna ovisnost FTIR vrpci za istezanje NH skupina kod grijanja gela 28 u

acetonitrilu (25 °C - 75 °C).

Istezanje amid | vrpci karbonilnih skupina u vodikovoj vezi u gelu 28 u acetonitrilu

primjeceno je na 1633 cm™ te vrpce na 1683 cm™ koja odgovara istezanju slobodne

karbonilne skupine (Slika 68.). FTIR spektar gela takoder pokazuje slabu vrpcu na 1695 cm™

te vrpcu na 1676 cm™ koja odgovora slobodnim karbonilnim skupinama koje nisu povezane

vodikovim vezama u gelu. FTIR spektar gela 28 u acetonitrilu upuéuje na potencijalnu

strukturu B-nabrane ploce. Proces stvaranja gela je termoreverzibilan pa su tako promjene sol-

gel stanja zabiljeZene 1 u ciklusu hladenja.
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Slika 68. Temperaturna ovisnost amid | vrpci kod grijanja gela 28 u acetonitrilu (25 °C - 75 °C).

U FTIR spektru gela 32 u acetonitrilu karakteristine vrpce za istezanje NH skupina nije bilo

moguce asignirati zbog apsorpcije otapala. Amid I vrpca za istezanje karbonilnih skupina u

vodikovoj vezi u gelu je prisutna na 1629 cm™, a vrpca na 1683 cm™ odgovara istezanju

slobodne karbonilne skupine u otopini (Slika 69.). Na 1680 cm™ prisutna je vrpca istezanja

slobodnih karbonilnih skupina koje nisu uklju¢ene u vodikovim vezama. Proces nastajanja

gela 32 u acetonitrilu je termoreverzibilan i promjene sol- gel stanja su zabiljeZene i u ciklusu

hladenja. FTIR spektar gela 32 u acetonitrilu upucéuje na potencijalnu strukturu -nabrane

ploce stabilizirane vodikovim vezama.
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Slika 69. Temperaturna ovisnost amid | vrpci kod grijanja gela 32 u acetonitrilu (20 °C - 75 °C).

Bududi da je ispitana samoorganizacija gelatora u razli¢itim otapalima, zbog apsorpcije samih
otapala neke od vrpci se nisu mogle asignirati s obzirom da su ih prekrile vrpce samih otapala.
Zbog toga se odredivala sekundarna struktura tripeptidnih gelatora u kserogelovima

(osusenim gelovima).

FTIR spektri kserogelova 5 i 6 iz vode ukazuju na potencijalnu strukturu B-nabrane ploce
stabilizirane vodikovim vezama (Slika 70.) Za tripeptid 5 karakteristicne su frekvencije
istezanja NH skupina koje se nalaze u vodikovoj vezi pri 3289 cm™, frekvencije istezanja
amida | pri 1641 cm™ te amida Il pri 1544 cm™. Metilni ester 5 se prepoznaje i po jakoj
karbonilnoj vrpci pri 1743 cm™ i kontrolnoj vrpci asimetriéne istezne vibracije fragmenta C-
O-C pri 1211 cm™ (Slika 70a). Za tripeptid 6 su vidljive karakteristi¢ne frekvencije istezanja
NH skupina koje se nalaze u vodikovoj vezi pri 3285 cm™, frekvencije istezanja amida | pri
1639 cm™, a amida Il pri 1546 cm™ (Slika 70b).
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Slika 70. FTIR spektri kserogelova iz vode za tripeptide: a) 5i b) 6..

Snimljeni su FTIR spektri kserogelova tripeptida 5 i tripeptida 6 iz acetonitrila i usporedeni s

FTIR spektrima odgovarajucih gelova iz acetonitrila.
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U usporedbi sa FTIR spektrom gela 5 u acetonitrilu, FTIR spektar kserogela 5 iz acetonitrila
takoder pokazuje karakteristi¢ne frekvencije istezanja vrpci amida I i amida II koja upucuju

na strukturu B-nabrane ploce (Tablica 7.)

Tablica 7. Karakteristiéne vrpce istezanja (v /cm™) za tripeptid 5 u kserogelu i gelu (c = 2.5 x 10 M).

NH Amid | Amid Il
kserogel 3285 1642 1544
Gel, 3284 (gel) 1639 (gel) 1541 (gel)
acetonitril, 3367 (otopljene 1675 (otopljene 1506 (otopljene
25°C molekule) molekule) molekule)

FTIR spektar gela 6 u acetonitrilu te FTIR spektar kserogela 6 iz acetonitrila pokazuju
karakteristi¢ne frekvencije istezanja vrpci amida I specificne za potencijalnu strukturu B-
nabrane ploce (Tablica 8.). Zbog apsorpcije samog otapala, nije bilo moguce asignirati vrpcu

amida I.

Tablica 8. Karakteristiéne vrpce istezanja (v /cm™) za tripeptid 6 u kserogelu i gelu (¢ = 2.5 x 10° M).

NH Amid | Amid Il
1637
kserogel 3280 1544
1678 (slaba vrpca)
Gel, 3276 (gel) 1629 (gel) )
o ] prekriveno vrpcom
acetonitril, 3367 (otopljene 1678 (slaba vrpca) anal
otapala
25°C molekule) 1683 (otopljene molekule) P

FTIR spektri kserogelova tripeptida 28 i 32 iz acetonitrila ukazuju na strukturu p-nabrane
ploge (Slika 71.). Za oba tripeptida karakteristi¢na su istezanja amida I oko 1640 cm™ i amida
Il oko 1540 cm™ koja upuéuju na postojanje sekundarne strukture B-nabrane ploce

stabilizirane vodikovim vezama.
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Slika 71. FTIR spektri kserogelova tripeptida 28 i 32 iz acetonitrila (prikazan je amidni dio spektra
zbog bolje preglednosti).

Na slici 72. su prikazana amidna podruéja FTIR spektara kserogelova Z-zasti¢enih tripeptida
iz izomera ksilena te su oznacene karakteristicne vrpce istezanja (amid I 1 amid II). Kao 1 kod
kserogelova iz acetonitrila, FTIR spektri kserogelova iz o-, m- i p-ksilena upuéuju na
potencijalnu strukturu P-nabrane ploce stabilizirane vodikovim vezama u ksilenskim

gelovima.
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Slika 72. FTIR spektri kserogelova iz izomera ksilena za tripeptide: a) 28, b) 32 i ¢) 37 (prikazan je

amidni dio spektra zbog bolje preglednosti).
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4.5.3. UV/Vis i CD spektroskopija

UV/Vis spektar vodene otopine tripeptida 5 i 6 pokazuje tripletni maksimum apsorpcije na
258 nm §to je uobitajeno za aromatske kromofore kod sekvence Phe-Phe.”” U UV-Vis spektru
hidrogela tripeptida 5 i 6 dolazi do proSirenja maksimuma apsorpcije §to moze biti posljedica

aromatskih n-n interakcija (Slika 73.)
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Slika 73. UV/Vis apsorpcijski spektri vodene otopine i hidrogela tripeptida a) 5 i b) 6.

Snimljeni su UV/Vis spektri otopine tripeptida 5 i 6 u acetonitrilu te spektri gelova tih
tripeptida u acetonitrilu (Slika 74.). UV/Vis spektri tripeptida u gelu i otopini pokazuju
tripletni maksimum apsorpcije na 258 nm. Ne dolazi do promjene spektra u gelu u odnosu na

otopinu tripeptida 5 i 6 u acetonitrilu.
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Slika 74. UV/Vis apsorpcijski spektri vodene otopine i hidrogela tripeptida a) 5 i b) 6.
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Spektroskopija cirkularnog dikroizma cesto se koristi za ispitivanje sekundarne i tercijarne
strukture proteina i peptida.”® CD spektar proteina u podru&ju valnih duljina < 250 nm daje
informacij o sekundarnoj strukturi proteina. Spektroskopijom cirkularnog dikroizma (CD)
istrazivane su konformacijske strukture gelskih agregata. CD spektri hidrogela tripeptida 6
upucuju na postojanje pozitivnog Cottonovog efekta na 220 nm i negativnog signala na 237
nm. Zagrijavanjem gela od 20 °C - 90 °C dolazi do smanjenja intenziteta CD signala i gubi se
kiralnost gelske samoorganizacije (Slika 75.). Postojanje pozitivnog i negativnog Cottonovog

efekta u podrucju valnih duljina < 250 nm upucuje na prisutnost sekundarne strukture [-

nabrane ploce u hidrogelu tripeptida 6.
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90 °C otopina

T
200 250 300 350 400
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Slika 75. Temperaturno ovisni CD spektri hidrogela 6.
CD spektar hidrogela tripeptida 5 pokazuje negativan signal na 216 nm. Grijanjem gela i

prelaskom u sol stanje dolazi do smanjenja intenziteta signala (Slika 76.).
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Slika 76. Temperaturno ovisni CD spektri hidrogela 5.
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CD spektroskopijom pracena je i kiralna organizacija gelova tripeptida 28 i 32 u acetonitrilu.
Kod tripeptida 28 mozemo uoditi pozitivan Cottonov efekt na 224 nm i negativan CD signal
na 239 nm Sto moZe upucivati na tipi¢nu strukturu B-nabrane ploce. Zagrijavanjem gela od
25°C-75°C dolazi do smanjenja intenziteta CD signala i gubi se kiralnost gelske
samoorganizacije (Slika 77a). Proces je reverzibilan, pri hladenju otopine dolazi do formiranja
gela i pojave pozitivnog signala na 224 nm S$to upucuje na ponovnu sli¢nu orijentaciju u gelu

(Slika 77b).
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Slika 77. Temperaturno ovisni CD spektri gela 28 u acetonitrilu prilikom a) grijanja i b) hladenja.

Zagrijavanjem gela tripeptida 32 u acetonitrilu takoder dolazi do smanjenja intenziteta
pozitivnog signala na 224 nm (Slika 78a). Hladenjem dolazi do porasta intenziteta signala i

formiranja gela sa slicnom organizacijom (Slika 78b).
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Slika 78. Temperaturno ovisni CD spektri gela 32 u acetonitrilu prilikom a) grijanja i b) hladenja.
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4.6. Interkacija tripeptidnih gelatora s amiloidnim bojama

4.6.1. Interakcija s tioflavinom T

Fluorescencijskom titracijom vodene otopine tripeptida 6 s tioflavinom T dolazi do porasta
emisije te boje i formiranja kompleksa stehiometrije 1:1 s konstantom stabilnosti log K =
2,48 (Slika 79.)

—_ (Z)AC,FFA,NHfZE*w'S M
200 - c (3)AC_FFA_NHZ:2,25*1(:'3 M

T C () m20%10° M

c (5)AC_FFA_NH;:2,5*10'3 M
—c (5)AC,FFA,NH2:1:75*10'3 M
150 4 —c (7)AC,FFA,NH2:1’5O*10'3 M
= 0 ®)prran ~125%10° M

S O ppgy SLO*10°M
o 1004 0 (10), pppy 75410 M
“_E —c (11)Ac.::A.NHf5v°*10" M
= 0 (12),,,,,,,=25*10° M

50 =—— tioflavin T, c=3*10° M
0 T T T 1
500 550 600 650
Al nm

Slika 79. Spektrofotometrijska titracija tripeptida 6 (c = 3 x 10~ mol dm®) s tioflavinom T (c = 3 x
10 ® mol dm®)u vodi; 1=1cm, 9 = 25°C.

Konstanta stabilnosti Ks za kompleks ThT/Ac-Phe-Phe-Ala-NH, dobivena je obradom
emisijskih spektara pomocu programa SPECFIT metodom nelinearne regresije (Tablica 9.).
Racunato je bez spektra br. 12 (Cyipeptica = 1 X 10 M). Najbolje slaganje izmedu
eksperimentalnih i izracunatih podataka dobiveno je za stehiometriju kompleksa 1 : 1 (Slika
80.).
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Tablica 9. Podaci dobiveni obradom fluorescencijskih spektara kod titracije tripeptida 6 s tioflavinom
T (ThT) u vodi pomoc¢u programa SPECFIT.

Aexc =412 nm SPECFIT

lo (racunato, Cisti ThT) 98
liim (racunato, 11Y, za
100% nastalog 261
kompleksa)
Al 163
% +167 %

K 302

log Ky 2,48 £ 0,09

180
® Int. fluo (484 nm) *

—fit1:1

160

140

120

100

Int. fluo. (412 nm / 484 nm; arb. u)

80

T T T T T T T T T T T T T 1
00  50x10" 1.0x10° 1.5x10° 2.0x10° 25x10° 3.0x10°

¢ (Ac-Phe-Phe-Ala-NH,) / mol dm?

Slika 80. Podudaranje eksperimentalnih i izraCunatih podataka prilikom titracije ThT-a s tripeptidom
6.
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U literaturi je poznato da se boja tioflavin T veZe na minimalno Cetiri uzastopne [-nabrane
plode pri Gemu dolazi do porasta emisije fluorescencije.’® Tioflavin T se aromatskim
interakcijama veze odnosno interkalira u tzv. hidrofobno-aromatski utor izmedu susjednih
fenilnih prstenova. Tioflavin T se veze i na hidrogelske niti tripeptida 6 Sto je i pokazano
laserskom pretraznom konfokalnom mikroskopijom (Slika 81.). Vodena otopina tioflavina T
(c = 3 x 10° M) je stavljena iznad pripremljenog hidrogela (c = 7 x 10" M). Nakon tri dana
boja je penetrirala unutar gela i obojila gelske niti. Na slici 81b gelske niti obojane

tioflavinom T su jako dobro vidljive §to upucuje da je znacajno porasla emisija fluorescencije

tioflavina T prilikom vezanja na gelske niti.

Slika 81. a) slika hidrogelskih niti tripeptida 6 (c = 7 x 10 M) obojenih tioflavinom T (c = 3 x 10°®
M) snimljena laserskim pretraznim konfokalnim mikroskopom u reflektiranom svjetlu; b) slika
obojenih hidrogelskih niti snimljena laserskim pretraznim konfokalnim mikroskopom pomocu

fluorescencije.
4.6.2. Interakcija tripeptida 6 s kongo-crvenilom

Spektrofluorimetrijskom titracijom vodene otopine tripeptida 6 s kongo-crvenilom ne dolazi
do znacajnijeg porasta emisije te boje. Kongo-crvenilo ne stvara kompleks s tripeptidom 6 u
vodenoj otopini nego s njime tvori proziran gel. Ukoliko se tripeptid 6 zagrijavanjem otopi u

vodenoj otopini kongo-crvenila, hladenjem nastaje stabilan proziran gel. TEM
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mikroskopijom je pokazano da dolazi do promjene u morfologiji gelova (Slika 82.). Gel
tripeptida 6 (¢ = 7 x 10° M) s ugradenim kongo-crvenilom (c = 1,5 x 10 M) se sastoji od
guste mreze tankih niti promjera 10-15 nm dok TEM mikrografija mutnog hidrogela 6 (c =7
x 10 M) prikazuje prisutnost ravnih sirokih traka promjera 50-500 nm.

b)

Slika 82. TEM mikrografije sjencane platinom a) hidrogela tripeptida 6 (c = 7 x 10° M) i b) gela
tripeptida 6 (¢ = 7 x 10 M) s ugradenim molekulama kongo-crvenila (¢ = 1,5 x 10™ M).
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Kao i tioflavin T, kongo-crvenilo se takoder veze na hidrogelske niti $to je i pokazano
laserskom pretraznom konfokalnom mikroskopijom, no pritom ne mijenja morfologiju niti
(Slika 83.). U usporedbi s tioflavinom T ne dolazi do velike emisije fluorescencije kongo-
crvenila prilikom vezanja na niti na $to upucuje slabija ,,vidljivost gelskih niti obojenih tom

bojom na fluorescentnom mikroskopu (Slika 83b).

a) b)

Slika 83. a) slika hidrogelskih niti tripeptida 6 (c = 7 x 10" M) obojenih kongo-crvenilom (c = 1,5 x
10 M) snimljena laserskim pretraznim konfokalnim mikroskopom u reflektiranom svjetlu; b) slika
obojenih hidrogelskih niti snimljena laserskim pretraznim konfokalnim mikroskopom pomocéu

fluorescencije.

4.7. In vitro procjena biokompatibilnosti hidrogela tripeptida Ac-Phe-Phe-

Ala-NHj; - potencijalna primjena u tkivnom inZenjerstvu

Kako bi se provjerila biokompatibilnost tripeptidnog hidrogela 6 kao novog biomaterijala
napravljeno je serija eksperimenata sa HEK293T - embrionalnim mati¢nim stanicama
bubrega (eng. ,,Human Embryonic Kidney cells*). Eksperimenti su napravljeni u suradnji sa
istrazivackom grupom dr.sc. Sre¢ka Gajovica sa Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga u

Zagrebu.

Stani¢na linija ljudskih embrionalnih mati¢nih stanica bubrega (HEK) Siroko je primjenjivana

stanic¢na linija jo§ od njene prvotne izolacije 70-ih godina proslog stolje¢a. Ovaj stani¢ni tip se
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najcesce koristi u transfekcijama zbog velikog postotka uspjesnosti te velike stabilnosti i
jednostavnog rukovanja stanicama. Izvor stanica bio je zdrav, abortiran fetus, a stani¢nu liniju
uzgojio je znanstvenik Alex Van der Eb u svom laboratoriju na SveuciliStu u Leidenu u
Nizozemskoj. Transformaciju je izvrsio Frank Graham, znanstvenik iz istoga laboratorija koji
je osmislio tehniku transformacije stanica pomoéu kalcijeva fosfata.** Ime HEK293T proizlazi
iz ¢injenice da je to bio Grahamov 293 eksperiment. Godinama se smatralo da su HEK293T
stanice epidermalnog porijekla. Prisutnost znacajnih koliina neurofilamentnih (NF)
podjedinica tipi¢nih za Ziv€ane stanice, podupire hipotezu da su HEK293T stanice ipak
ziv€anog porijekla i pokazuju svojstva nezrelih neurona te su prema tome prikladne za
bioloska ispitivanja u Zivéanom tkivnom inZenjerstvu.?* S obzirom da su reproducibilan
stanicni tip, HEK293T stanice su jednostavan stani¢ni model cesto upotrebljavan u

istrazivanjima citokompatibilnosti hidrogelova kao biomaterij ala.®

U Eksperimentalnom dijelu rada opisan je pokus u kojem su stanice HEK293T
pomijesane s otopinom tripeptida 6 u fizioloskoj otopini. Stanice HEK293T su mijeSanjem sa
otopinom tripeptida potaknule samoudruzivanje molekula u hidrogel i prezivjele stvaranje
trodimenzionalne mreze niti okolo njih. Rezultati testa PicoGreen su pokazali da stanice
HEK?293T dobro proliferiraju unutar mreze niti u hidrogelu jer je peti dan ukupni broj stanica

bio znac¢ajno veéi u odnosu na nulti dan (Slika 84.).
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Slika 84. Graficki prikaz povecanja broja stanica HEK293T u hidrogelu 6 u odnosu na ostale medije.
Broj stanica u hidrogelu, Matrigelu i lateksu je odreden testom Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA na
dan 01 5. Rezultati pokazuju srednje vrijednosti rezultata + SD za 4 nezavisna eksperimenta izvedena

tri puta.
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Kao $to je bilo oCekivano, ukupan broj stanica se znacajno povecao kod dvije pozitivne
kontrolne grupe (Matrigel i medij) te smanjio u negativnoj kontrolnoj grupi (lateks). Broj
stanica je peti dan mjerenja bio znacajno veci u uzorcima hidrogela tripeptida 6 u odnosu na
Matrigel (549. 20 £ 25. 17 vs. 296. 40 = 92. 11, t-test, p<0.05). Hidrogel se pokazao u¢inkovit
u povecanju proliferacije stanica do 5 dana uzgajanja. Osim toga, dobiveni rezultati ukazuju
na prednost tripeptidnog hidrogela u odnosu na Matrigel u smislu uzgoja i rasta stanica. Za
vrijeme eksperimenta manji dio stanica je istalozio na dnu jazica, no velika veéina stanica je
ostala u hidrogelu i stvorila aglomerate. Matrigel se dosada pokazao kao prikladan medij za
kultiviranje stanica, no s obzirom da je to prirodni material nije reproducibilan. Takav
nedostatak se moze ukloniti upotrebom sintetickih biomaterijala kao $to je hidrogel tripeptida

6.

Prezivljenje stanica je ispitano posebnim test za odredivanje zivih i mrtvih stanica (eng.
LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Assay) 1 izrazeno je kao postotak Zivih stanica u
ukupnom broju stanica. Prezivljenje HEK293T stanica je bilo visoko u svim uzorcima osim

kod lateksa gdje nije bilo prezivjelih stanica petog dana mjerenja (Slike 85. - 87.).
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Slika 85. Graficki prikaz prezivljenja stanica u tripeptidnom hidrogelu, mediju, Matrigelu i lateksu.
Postotak zivih stanica odreden je testom (LIVE/DEAD assay) na nulti i 5. dan za stanice HEK293T
unutar hidrogela tripeptida 6 te stanice uzgojene an matrigelu, lateksu ili u mediju. Rezultati su
prikazani kao postotak zivih stanica i prikazuju srednju vrijednost + SD za 4 nezavisna eksperimenta

izvedena tri puta.
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Slika 86. Stanice HEK293T u A) hidrogelu 6, B) Matrigelu, C) mediju, D) lateksu. Nulti dan

eksperimenta. Zive stanice su zelene, a mrtve crvene. Povecanje 10x, mjerna skala se odnosi na sve

slike.

Slika 87. Stanice HEK293T u A) hidrogelu 6, B) Matrigelu, C) mediju, D) lateksu. 5. dan
eksperimenta. Zive stanice su zelene, a mrtve crvene. Poveéanje 10x, mjerna skala se odnosi na sve

slike.

Nije bilo znacajnije razlike u postotku Zivih stanica izmedu stanica HEK293T kultiviranih u
matrigelu (82,7 + 5,79%), mediju (83,78 + 1,43%) ili tripeptidnom hidrogelu 6 (89,78 +
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1,43%). Konfokalnim mikroskopom promatrana je morfolgija stanica transfeciranih s
plazmidom tubulin-mCherry u tripeptidnom hidrogelu u usporedbi sa stanicama uzgojenim u
mediju. Stanice uzgojene u hidrogelu stvaraju agregate koji su vidljivi u rasponu razli¢itih z
ravnina dok stanice uzgajane u mediju se priljepe za povrsinu jazice i vidljive su u istim z
ravninama (Slike 88. i 89.). Uz to, stanice su vizualizirane pod jarkim svijetlom te se stanice
koje pripadaju jednom agregatu unutar hidrogela jasno razlikuju od stanica iz drugih agregata

tj, u fokusu su mikroskopa dok su ostale ,,mutne* (Slika 90.).

Slika 88. Stanice HEK293T transfecirane sa plazmidom tubulin-mCherry, uzgojene u mediju i
promatrane na konfokalnom mikroskopu nakon 72 h. Stanice su na dnu jazice i vidljive su u istim z

ravninama. Povecanje 100x, mjerna skala se odnosi na sve slike.

Tihomir Pospisil Doktorska disertacija



4. Rezultati i rasprava 133

Slika 89. Stanice HEK293T transfecirane sa plazmidom tubulin-mCherry, uzgojene u hidrogelu 6 i
promatrane na konfokalnom mikroskopu nakon 72 h. Stanice stvaraju agregate unutar hidrogela i

vidljive su u razli¢itim z ravninama. Povecanje 100x, mjerna skala se odnosi na sve slike.

Slika 90. Stanice HEK293T uzgojene u: A) hidrogelu 6 i B) mediju promatrane 72 h nakon
enkapsulacije. Jasni dijelovi slike s mikroskopa pokazuju stani¢ne agregate unutar hidrogela dok su

stanice uzgojene u mediju priljepljene uz povrsinu. Povecanje 20x.
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5. ZAKLJUCAK

Koriste¢i klasiéne sintetske metode peptidne kemije u otopini sintetizirano je
dvadesetak novih tripeptida koji u svojoj strukturi sadrze razliite kombinacije
aminokiselinske sekvence (FFA, FAF, AFF) s razli¢itim zaStitnim grupama na N i C
terminalnim zavrSecima. Ispitana su geliraju¢a svojstva novih spojeva u vodi, organskim
otapalima i smjesama razliitih otapala. Acetilni tripeptidi s aminokiselinskom sekvencom
FFA (Phe-Phe-Ala) pokazali su se kao dobri gelatori vode i polarnih otapala, ali i aromatskih
otapala. Amidni tripeptid 6 je dobar gelator vode (hidrogelator) i polarnih otapala. Njegov
lipofilniji derivat, metilni ester 5 slabije gelira vodu, ali je dobar gelator aromatskih otapala.
Acetilni tripeptidi s ostalim aminokiselinskim sekvencama (FAF i AFF) bez obzira §to su
hidrofilni kao i tripeptid 6 pokazali su izrazito slaba gelirajuca svojstva. Tripeptid 11 (FAF)
gelira samo tetralin dok tripeptid 18 (AFF) gelira samo smjesu otapala DMSO-H,0. Ovi
rezultati dokazuju da je za samoudruzivanje gelatora u nitaste agregate najpovoljnija sekvenca
FFA. Novi butirilni tripeptidi s aminokiselinskom sekvencom FFA su takoder pokazali slaba
gelirajuéa svojstva. Od butirilnih tripeptida, 22 gelira samo etil-acetat dok tripeptid 23 gelira
etanol i smjese otapala, EtOH-H,0 i DMSO-H,0. Lipofilni tripeptidi s benziloksikarbonilom
(2) kao zastitnom skupinom na N-terminalnoj strani (28, 32 i 37) su se pokazali kao jako
efikasni gelatori aromatskih otapala (o-, m- i p-ksilena i tetralina) te dekalina. Od polarnih
otapala tripeptidi 28 i 32 geliraju acetonitril dok 28 gelira i smjesu otapala DMSO-H,0.

Morfologija gelskih niti odredena je transmisijskom elektronskom mikroskopijom
(TEM). OpaZena je jasna ovisnost morfologije gelova o utjecaju otapala razliite polarnosti.
Povecanjem polarnosti otapala povecava se udio traka u gelu kao 1 njihova $irina. Ovo
opazanje moZe se objasniti solvatacijskim efektima, koji u slu€aju polarnih otapala induciraju
nastanak vrlo Sirokih traka viSeslojne strukture da bi se izbjegla nepovoljna solvatacija
vanjske lipofilne povrsine agregata. Gelatori koji tvore guste gelske mreze koje se sastoje od
vrlo tankih niti vrlo efikasno geliraju velike koli¢ine otapala. TEM mikroskopija je kod svih
gelova potvrdila prisutnost gelske mreze koja se sastoji od izduzenih niti ili traka

nanometarskih dimenzija tj. promjera i duljine niti u mikrometrima.
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Samoorganizacija molekula i supramolekualarne interakcije u tripeptidnim gelovima
studirana je NMR, FTIR, UV-Vis i CD spektroskopijom. Temperaturno ovisni ‘H NMR
spektri gelova tripeptida 5, 6, 28 i 32 u acetonitrilu su pokazali kemijske pomake amidnih
protona u visa magnetska polja s povec¢anjem temperature od 25 °C (gel) do 75 °C(sol) uslijed
deagregacije gelske mreze u manje agregate Sto upucuje na uklju¢enost amidnih protona u
intermolekularne vodikove veze izmedu molekula gelatora. '"H NMR NOESY spektri
tripeptida 5 i 6 u dz-acetonitrilu ukazuju na jake NOE interakcije. Pomocu racunalnog
programa SYBYL minimizirane su strukture tripeptida 5 i 6 (strukture s minimalnom
energijom) i izmjerene udaljenosti izmedu skupina unutar iste molekule koje su u NOESY
spektrima pokazale interakcije. Sve izmjerene intramolekularne udaljenosti su veée od 4 A pa
se navedene interakcije izmedu spomenutih skupina ne mogu ostvariti unutar iste molekule
ve¢ izmedu molekula tripeptida (intermolekularne interakcije). NOESY spektroskopija
ukazuje na potencijalnu strukturu antiparalelno orijentirane B-plo¢e acetonitrilnih gelova
tripeptida 5 i 6. Temperaturno ovisni *"H NMR spektri su potvrdili ukljuenost pojedinih
amidnih protona u vodikovim vezama izmedu molekula tripeptida 5 i 6 u acetonitrilnim
gelovima. FTIR spektroskopijom su pracene intermolekulske interakcije u gelovima, posebno
vodikove veze i njihove promjene pod utjecajem temperature. Snimljeni su temperaturno
ovisni FTIR spektri gelova tripeptida 5, 6, 28 i 32 u acetonitrilu te tripeptida 5 u toluenu. Iz
temperaturno ovisnih FTIR spektara gelova navedenih spojeva u acetonitrilu i toluenu,
vidljivo je da njihovim grijanjem polako dolazi do naruSavanja strukture gela 1 pomicanja
ravnoteZe u smjeru nastanka slobodnih solvatiranih molekula $to je vidljivo iz povecanja
intenziteta vrpci koje odgovaraju istezanju amidnih skupina koje nisu u vodikovoj vezi.
Proces stvaranja gela je termoreverzibilan pa su tako promjene sol-gel stanja zabiljezene i u
ciklusu hladenja. FTIR spektri gelova navedenih tripeptida u acetonitrilu i toluenu ukazuju na
potencijalnu strukturu B-nabrane plocCe stabilizirane vodikovim vezama. Snimljeni su FTIR
spektri kserogelova (osusenih gelova). FTIR spektri kserogelova 5 i 6 iz vode (osusenih
hidrogelova) te gelova tripeptida 5 i 6 iz acetonitrila ukazuju na potencijalnu strukturu -
nabrane ploce stabilizirane vodikovim vezama. Karakteristicne vrpce istezanja amida I 1
amida Il u FTIR spektrima kserogelova 5 i 6 iz vode te iz acetonitrila su vrlo sli¢ne §to
ukazuje na mogucnost sekundarne strukture P-nabrane ploce. S obzirom da je NOESY
spektroskopija potvrdila antiparalelnu orijentaciju B-nabrane ploce u acetonitrilnim gelovima

tripeptida 5 i 6, takva struktura je vrlo vjerojatno zastupljena i u hidrogelovima 51 6 s
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obzirom na sli¢nost FTIR spektara kserogelova tih tripeptida iz acetonitrila i vode. Vrpce
istezanja amida I i amida Il u FTIR spektrima kserogelova Z-zasti¢enih tripeptida 28, 32 i 37
iz acetonitrila i izomera ksilena ukazuju na sekundarnu strukturu B-nabrane ploce. UV/Vis
spektri hidrogelova tripeptida 5 i 6 u usporedbi s vodenom otopinom ukazuju na postojanje
slabih aromatskih 7-m interakcija u hidrogelovima Kkoji zajedno s vodikovim vezama
doprinose sekundarnoj strukturi -nabrane plo¢e u hidrogelovima 5 i 6. Temperaturno ovisni
spektri cirkularnog dikroizma (CD) hidrogela tripeptida 6 te tripeptida 28 i 32 u acetonitrilu
upucuju na potencijalnu sekundarnu strukturu B-nabrane ploce u gelovima. Osnovna reoloska
mjerenja su pokazala da je tripeptidni hidrogel 6 umjereno ¢vrst viskoelasti¢ni materijal. Zbog
sli¢nih mehanickih svojstava s ostalim malim peptidnim hidrogelovima koji se upotrebljavaju
u tkivnom inZenjersvu, hidrogel tripeptida 6 bi mogao pronaci potencijalnu primjenu kao novi

biomaterijal u biomedicini.

Tripeptid 6, kao najefikasniji gelator vode u fizioloskim uvjetima veze amiloidne boje,
tioflavin T 1 kongo-crvenilo. Fluorescencijskom titracijom vodene otopine tripeptida 6 s
tioflavinom T dolazi do porasta emisije boje i nastajanja kompleksa stehiometrije 1:1 s
konstantom stabilnosti log K = 2.48. Spektrofluorimetrijskom titracijom vodene otopine
tripeptida 6 s kongo-crvenilom ne dolazi do znacajnijeg porasta emisije te boje. Kongo-
crvenilo ne stvara kompleks s tripeptidom 6 u vodenoj otopini, ve¢ se ugraduje u vlakna i pri
tome mijenja morfolofiju vlakana tvore¢i proziran gel. Zapazeno je da tripeptid 6 otopljen u
vru¢oj vodenoj otopini kongo-crvenila, hladenjem te otopine daje stabilan proziran gel.
Molekule kongo-crvenila se ugraduju u hidrogel i mijenjaju nacéin slaganja tripeptida u gelu
Sto pokazuje promjena u morfologiji hidrogela. TEM je pokazao da ugradnjom kongo-
crvenila u tripeptidni hidrogel dolazi do stvaranja gelske mreZe koja se sastoji od tankih niti
promjera 10-15 nm. Hidrogelska mreza tripeptida 6 se sastoji od ravnih traka i niti promjera
50-100 nm. Tioflavin T uspjes$no penetrira u hidrogel i pritom se veze na hidrogelske niti pri
¢emu se poveca emisija fluorescencije pa se tako obojene niti jako dobro mogu pratiti
laserskim pretraznim konfokalnim mikroskopom. U literaturi je poznato da se tioflavin T jako
dobro veze na B-nabrane ploce uz povecanje emisije fluorescencije. Navedeno svojstvo je u
suglasnosti sa spektroskopskim mjerenjima (FTIR, NMR, CD) koja su pokazala da se
hidrogel sastoji od P-nabranih ploca. Laserskim pretraznim konfokalnim mikroskopom
dokazano je da se kongo-crvenilo takoder veze na hidrogelske niti pritom im ne mijenjajuci

morfologiju. Prilikom vezanja na hidrogelske niti ne dolazi do znacajne emisije fluorescencije
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§to je rezulirano smanjenom ,,vidljivo§¢u* obojenih niti pod fluorescentnim konfokalnim

mikroskopom.®

Hidrogel tripeptida 6 omogucio je u fiziolo§kim uvjetima prezivljenje i proliferaciju stanica
HEK293T in vitro te se pokazao kao obecavajuc¢i novi kandidat za primjenu u tkivnom
inienjerstvu.85 Dosadasnja istrazivanja su pokazala da bi novosintetizirani bioinspirirani
hidrogelator 6 mogao izdvojiti kao potencijalni minimalisti¢ki model agregiranog AB-proteina

1 omoguciti razvoj i dizajn novih efikasnijih molekula inhibitora ili detektora agregiranja.
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6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

A —alanin

Abs — apsorbancija

AP — amiloid-p protein

Ac — acetilna skupina

AFM — eng. Atomic Force Microscopy (spektroskopija atomskih sila)
APP — amiloid-prekursorski protein

bs — eng. broad singlet (prosireni singlet)

Boc — tert-butiloksikarbonilna zastitna skupina

Cbz - benziloksikarbonilna zastitna skupina

CD — cirkularni dikroizam

COSY - eng. correlation spectroscopy

d — dublet u NMR spektroskopiji

Da — dalton

DAPI —4', 6-diamidin-2-fenilindol

DCC — N,N'-dicikloheksilkarbodiimid

DCHU — N,N'-dickloheksilurea

dd — dublet dubleta u NMR spektroskopiji

DMF — N,N-dimetilformamid

DMSO - dimetilsulfoksid

DNA — eng. deoxyribonucleic acid (deoksiribonukleinska kiselina)
dt — dublet tripleta u NMR spektroskopiji

E — glutaminska kiselina

EM — elektronska mikroskopija

ESEM - eng. Environmental Scanning Electron Microscopy
EtsN — trietilamin

EtOAcC — etil-acetat
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EtOH — etanol

F — fenilalanin

FDA —eng. Food and Drug Administration (Americka agencija za hranu i lijekove)
Fmoc — fluorenilmetiloksikarbonilna zastitna skupina

FTIR —eng. Fourier Transform Infrared

G —glicin

H — histidin

HEK293T — eng. Human Embryonic Kidney Cells

HRMS — eng. High Resolution Mass Spectrometry

HRTEM - eng. High Resolution Transmission Electron Microscopy
| - izoleucin

IR — eng. infrared (infracrveno elektromagnetsko zracenje)

K —lizin
L — leucin
M — metionin

m — meta poloZaj na benzenu

MALDI-TOF/TOF — matricom matricom potpomognuta ionizacija desorpcijom laserskog
zracenja -analizator masa s vremenom leta

MB — metilen-plava

MeCN — acetonitril (CH3CN)

MeOH — metanol

MS — masena spektroskopija

NMR — eng. Nuclear Magnetic Resonance (nuklearna magnetska rezonancija)
NOESY - eng. Nuclear Overhauser Effect

0 — orto polozaj na benzenu

P - prolin

p — para polozaj na benzenu

PBS — eng. phosphate-buffered saline (fosfatni pufer)
PET — pozitronska emisijska tomografija

Ph — fenilna skupina
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Phe — fenilalanin

PIB — eng. Pittsburgh Compound B ([*'C] PIB) — radioobiljezivac
pWKk — kalijeva sol fosfowolframske kiseline

Q — glutamin

q — kvartet u NMR spektroskopiji

s —singlet u NMR spektroskopij

S —serin

SANS - eng. Small-angle Neutron Scattering

SAXS - eng. Small-angle X-ray Scattering

SEM — pretrazna elektronska mikroskopija

T —treonin

t — triplet u NMR spektroskopiji

TEM — transmisijska elektronska spektroskopija

TFA —eng. trifluoroacetic acid (trifluoroctena kiselina)
Ty — temperatura taliSta gela

THF — tetrahidrofuran

ThT —tioflavin T

TLC —eng. Thin Layer Chromatography (tankoslojna kromatografija)

TMS — tetrametilsilan

t.t. — temperatura talista

UV/Vis — eng. ultraviolet/visible (ultraljubicasto/vidljivo elektromagnetsko zracenje)

WHO - eng. World Health Organisation (Svjetska zdravstvena organizacija)

XRD - eng. X-ray Diffraction
Z- benziloksikarbonilna zastitna skupina

& — oznaka za kemijski pomak u NMR spektroskopiji
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8. Dodatak XXi

8. DODATAK

POPIS SLIKA:

Slika 1. Eukariotska stanica s prikazom stani¢éne membrane, sastavnih dijelova stani¢nog

kostura (aktin, intermedijarni filamenti i mikrotubuli) i ribosoma; str. 4

Slika 2. a) jednostavni supramolekulski kompleks izmedu ciklickog polietera i metalnih soli
kojeg je opisao Pedersen i suradnici 1967. b) primjer supramolekulskog sustava koji se sastoji
od polimersoma modificiranog antitijelima koji sadrze hidrofilne molekule u vodenom dijelu i
hidrofobne molekule lijeka u membranskom dvosloju medusobno povezane nekovalentnim

interakcijama; str. 5

Slika 3. Prirodne aminokiseline klasificirane prema kemijskim svojstvima bo¢nog lanca (-R);

str. 8

Slika 4. Slikoviti prikaz razli¢itih nanostruktura nastalih nakon samoudruzivanja dipeptida i

tripeptida sa Fmoc zastitom na N-terminalnom kraju te njihove TEM mikrografije; str. 9

Slika 5. Shematski prikaz cijepanja amiloid-prekursorskog proteina (APP, gornje numeriranje)
do amiloid-beta peptida (AB, donje numeriranje); str. 11

Slika 6. Slikoviti prikaz amiloidnih plakova izmedu neurona; str. 11

Slika 7. Prikaz agregacije monomera Ap-peptida u konformaciji slu¢ajnog klupka (eng.

random coil) u amiloidne niti sastavljene od paralelnih B-nabranih ploca; str. 12

Slika 8. a) Kemijska struktura tioflavina T; b) Rotacija dvaju planarnih dijelova tioflavina T
oko C-C veze; ¢) Karakteristicno povecanje emisije fluorescencije tioflavina T pri vezanju na

amiloidne niti:str. 13

Slika 9. a) Kemijska struktura kongo-crvenila; b) Amiloidni plak obojan kongo-crvenilom; str.
14
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Slika 10. Kemijske strukture peptidomimetika-,,lomitelja B-nabrane plo¢e” (eng. B-sheet
breaker peptides); a) pentapeptid KLVFF (H-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-OH); b) pentapeptid Ac-
LPFFD-NH; (iAB5p); c) peptidometici u kojima je KLVFF sekvenca vezana na hidrofilne
lance aminoetoksi etoksiacetata i aspartata; d) peptidomemtik RGKLVFFGR-NH,. Crvenom

bojom na kemijskim strukturama su oznacene kemijske modifikacije sekvence KLVFF; str.17

Slika 11. TEM mikrografije i odgovaraju¢i CD spektri amiloidnih agregata (lijevo) prije te
nakon dodatka inhibitora (desno). Struktura ciklickog peptida kao inhibitora amiloidne

agregacije (sredina); str. 18

Slika 12. Kemijske strukture malih molekula, derivata amiloidnih boja (kongo-crvenilo i
tioflavin T) kao inhibitora amiloidne agregacije: a) Krisamin G; b) Kurkumin; c) Metilen-
plava (MB); str. 19

Slika 13. Kemijske strukture PET radioobiljeziva¢a odobrenih od strane FDA za klinicku
upotrebu®; a)Pittsburgh spoj B (eng. Pittsburgh compound B), [*'C] PIB; b) Florbetapir (**F)
ili ['®F] AV-45 (Amyvid™): c¢) Flutemetamol (*®F) ili Vizamyl™: str. 20

Slika 14. PET slike mozga nakon unosa radioobiljezivada [**F] AV-45 za tri razlicita
pacijenta; gornja slika prikazuje mozak zdravog pacijenta bez amiloidnih plakova; u sredini je
prikazan mozak pacijenta sa umjerenim koli¢inama amiloidnih plakova u ranijoj fazi
Alzheimerove bolesti; donja slika prikazuje mozak pacijenta u kasnoj fazi Alzheimerove

bolesti s velikom koli¢inom amiloidnih plakova (bijele strelice); str. 21

Slika 15. Slikoviti prikaz procesa nastanka supramolekularnog gela; str. 22

Slika 16. Slikoviti prikaz karakterizacijskih tehnika s obzirom na razliita stanja

samoorganizacije gelatora; str. 24

Slika 17. Shemtski prikaz hijerarhijskog samoudruzivanja peptida u hidrogel; str. 26
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Slika 18. Razlicite strukture nano-dimenzija nastale samoorganizacijom kratkih peptida koji u

svojoj strukturi sadrze Phe-Phe; str. 27

Slika 19. Stani¢na kultura hrskavi¢nih stanica hondrocita na/u hidrogelu Fmoc zasticenog
dipeptida (Fmoc-Phe-Phe-OH) A) Prikaz pokusa 2D i 3D stani¢ne kulture; B) stanice su
zadrzane na povrsini hidrogela (mjerna skala = 20 pum); C) Fluorescencijska mikroskopija
prikazuje prisutnost stanica u hidrogelu (stanice su bojane 4',6-diamidin-2-fenilindolom,
DAPI; mjerna skala = 50 pm) D) ESEM mikrografija prikazuje hidrogelsku mrezu unutar koje

su rasporedene stanice (prikazane strelicama), mjerna skala = 50 um);str. 28

Slika 20. Dijagram ucestalosti pojedinih uzroka smrtnosti u svijetu (u milijunima godi$nje,

Atlas of Heart Disease and Stroke, WHO, 2015); str. 29

Slika 21. Peptid RADA-16-1; a) aminokiselinska sekvenca i molekulski model peptida; b)-d)
AFM mikrografije hidrogela RADA-16-1, 8x8 um (b), 2x2 um (¢) i 0.5x0.5 pum (d), kod
mikrografije(d) se je vidljiva druk¢ija visina vlakna $to upuéuje na strukturu dvosloja; ¢)-h)
fotografije hidrogela pri razli¢itim uvjetima: 0.5 wt% (pH 7.5) (e), 0.1 wt% (pH 7.5,
Tris'HCI) ( f), 0.1 wt% (pH 7.5, PBS) (g) prije djelovanja ultrazvuka i ponovno
samoorganizirani hidrogel nakon djelovanja ultrazvuka (h);str. 30

Slika 22. TEM mikrografije hidrogela 6: a) kontrastiranog s pWKk, b) sjen¢anog paladijem; str.
70

Slika 23. TEM mikrografije gelova 6 (sjen¢ano paladijem) u a) DMSO-H,0 i b) CH3CN; str.
71

Slika 24. TEM mikrografije gela 6 (sjenc¢ano paladijem) u a) etanolu i b) smjesi etanola i
vode; str. 72

Slika 25. TEM mikrografije gela 6 (sjencano paladijem) u a) metanolu i b) smjesi metanola i

vode; str. 73
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Slika 26.

Slika 27.

Slika 28.

Slika 29.

Slika 30.

Slika 31.

Slika 32.

Slika 33.

Slika 34.

Slika 35.

Slika 36.

Slika 37.

Slika 38.

Slika 39.

Slika 40.

Slika 41.

TEM mikrografija hidrogela 5 (kontrastirano s Pt); str. 74

TEM mikrografija gela 5 u acetonitrilu (kontrastirano s pWKk); str. 74

TEM mikrografija gela 5 u etil-acetatu (kontrastirano s pWk); str. 75

TEM mikrografija gela 5 u o-ksilenu (sjen¢ano s Pt); str. 75

TEM mikrografija gela 5 u m-ksilenu (sjencano s Pt); str. 76

TEM mikrografija gela 5 u p-ksilenu (sjencano s Pt); str. 76

TEM mikrografija gela 5 u dekalinu (sjenéano s Pt): str. 77

TEM mikrografija gela 5 u tetralinu (sjen¢ano s Pt); str. 77

TEM mikrografija gela 11 u tetralinu (sjenc¢ano s Pt); str. 78

TEM mikrografija gela 17 u DMSO-H,0 (sjen¢ano s Pd): str. 78

TEM mikrografija gela 22 u etil-acetatu (kontrastirano s pWk); str. 79

TEM mikrografija gela 23 u DMSO-H,0 (kontrastirano s pWk); str. 79

TEM mikrografija gela 23 u etanolu (kontrastirano s pWKk); str. 80

TEM mikrografija 28 u acetonitrilu (kontrastirano s pWk); str. 81

TEM mikrografija 32 u acetonitrilu (kontrastirano s pWKk); str. 81

TEM mikrografija 28 u smjesi otapala DMSO-H,0 ( kontrastirano s pWKk); str. 82
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Slika 42. TEM mikrografije gelova u o-ksilenu sjen¢anih platinom za spojeve: a) 28, b) 32 i ¢)
37; str. 83

Slika 43. TEM mikrografije gelova u m-ksilenu sjenc¢anih platinom za spojeve: a) 28 i b) 32;
str. 84

Slika 44. TEM mikrografija gela 32 u p-ksilenu (sjenc¢ano Pt); str. 85

Slika 45. TEM mikrografije gelova u tetralinu sjencanih platinom za spojeve: a) 28, b) 32 i ¢)
37; str. 86

Slika 46. TEM mikrografije gelova u dekalinu kontrastiranih s pwWk za spojeve: a) 28, b) 32 i
c) 37; str. 88

Slika 47. Ovisnost dinamickog opterec¢enja o vremenu kod hidrogela tripeptida 6 (G - modul
pohrane, G" - modul gubitka); str. 89

Slika 48. Ovisnost promjene kemijskih pomaka o temperaturi za razli¢ite NH protone gelova u

ds-acetonitrilu za tripeptide a) 5 i b) 6; str. 91

Slika 49. NOESY spektar gela tripeptida 6 u ds-acetonitrilu na 25 °C. OznaCene su

intermolekularne interakcije; str. 92

Slika 50. Minimizirana struktura tripeptida 6 (struktura sa minimalnom energijom) i

izraCunate vrijednosti intramolekularnih udaljenosti izmedu metilnih skupina alanina 1

skupina: a) COCHg, b) CH; (Phe2) i ¢) Harom.; str. 94

Slika 51. Minimizirana struktura tripeptida 6 (struktura sa minimalnom energijom) i

izraCunate vrijednosti intramolekularnih udaljenosti izmedu acetilnih skupina (COCHs) i

skupina: a) CH,(Phel), b) NHpiq i ¢) Harom.; Str. 96
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Slika 52. Shematski prikaz pretpostavljenog modela antiparalelne P-nabrane ploce
stabilizirane vodikovim vezama za tripeptid 6. Oznacene su specifi¢ne intermolekularne NOE

interakcije; str. 97

Slika 53. NOESY spektar gela tripeptida 5 u ds-acetonitrilu na 25 °C. Oznalene su

intermolekularne interakcije; str. 98

Slika 54. Struktura tripeptida 5 s minimalnom energijom) i izraunate vrijednosti
intramolekularnih udaljenosti izmedu metilnih skupina alanina i skupina: a) COCHgz, b) NHeng

i ) Harom; str. 99

Slika 55. Struktura tripeptida 5 s minimalnom energijom i izraCunate vrijednosti
intramolekularnih udaljenosti izmedu acetilne skupine (COCH3s) i skupina: a) OCHs, b) NHp;g
i ¢) Harom.; str. 100

Slika 56. Ovisnost promjene kemijskih pomaka o temperaturi za razli¢ite NH protone gelova u

ds-acetonitrilu za tripeptide a) 28 i b) 32; str. 102

Slika 57. Temperaturna ovisnost pomaka FTIR vrpci za istezanje NH skupina kod grijanja
gela 5 u acetonitrilu (20 °C - 75 °C); str. 104

Slika 58. Temperaturna ovisnost pomaka FTIR vrpci za istezanje NH skupina kod hladenja
gela 5 u acetonitrilu (75 °C - 20 °C); str. 105

Slika 59. Temperaturna ovisnost pomaka amid | i amid Il vrpci kod grijanja gela 5 u
acetonitrilu (25 °C - 75 °C); str. 106

Slika 60. Temperaturna ovisnost pomaka amid I i amid II vrpci kod hladenja gela 5 u
acetonitrilu (75 °C - 25 °C); str. 106

Slika 61. Temperaturna ovisnost pomaka FTIR vrpci za istezanje NH skupina kod grijanja
gela 5 u toluenu (20 °C - 100 °C); str. 107
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Slika 62. Temperaturna ovisnost pomaka FTIR vrpci za istezanje NH skupina kod hladenja
gela 5 u toluenu (100 °C - 20 °C); str. 108

Slika 63. Temperaturna ovisnost pomaka amid | vrpci kod grijanja gela 5 u toluenu (20 °C -
100 °C); str. 109

Slika 64. Temperaturna ovisnost pomaka amid I vrpci kod hladenja gela 5 u toluenu (100 °C -
20 °C); str. 110

Slika 65. Temperaturna ovisnost pomaka FTIR vrpci za istezanje NH skupina kod grijanja
gela 6 u acetonitrilu (20 °C - 75 °C); str. 111

Slika 66. Temperaturna ovisnost pomaka amid | vrpci kod grijanja gela 6 u acetonitrilu (20 °C
- 75°C); str. 112

Slika 67. Temperaturna ovisnost pomaka FTIR vrpci za istezanje NH skupina kod grijanja
gela 28 u acetonitrilu (25 °C - 75 °C); str. 113

Slika 68. Temperaturna ovisnost pomaka amid | vrpci kod grijanja gela 28 u acetonitrilu (25
°C - 75°C); str. 114

Slika 69. Temperaturna ovisnost pomaka amid | vrpci kod grijanja gela 32 u acetonitrilu (20
°C - 75°C); str. 115

Slika 70. FTIR spektri kserogelova iz vode za tripeptide: a) 5 i b) 6; str. 116

Slika 71. FTIR spektri kserogelova tripeptida 28 i 32 iz acetonitrila (prikazan je amidni dio
spektra zbog bolje preglednosti); str. 118

Slika 72. FTIR spektri kserogelova iz izomera ksilena za tripeptide: a) 28, b) 32 i c) 37
(prikazan je amidni dio spektra zbog bolje preglednosti); str. 119
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Slika 73. UV/Vis apsorpcijski spektri vodene otopine i hidrogela tripeptida a) 5 i b) 6; str. 120
Slika 74. UV/Vis apsorpcijski spektri vodene otopine i hidrogela tripeptida a) 5 i b) 6; str. 120
Slika 75. Temperaturno ovisni CD spektri hidrogela 6; str. 121
Slika 76. Temperaturno ovisni CD spektri hidrogela 5; str. 121

Slika 77. Temperaturno ovisni CD spektri gela 28 u acetonitrilu prilikom a) grijanja i b)
hladenja; str. 122

Slika 78. Temperaturno ovisni CD spektri gela 32 u acetonitrilu prilikom a) grijanja i b)
hladenja; str. 123

Slika 79. Spektrofotometrijska titracija tripeptida 6 (c =3 x 10~ mol dm™) s tioflavinom T (c
=3 x 10* mol dm~) u vodi; | =1cm, 9 = 25°C; str. 124

Slika 80. Podudaranje eksperimentalnih i izracunatih podataka prilikom titracije ThT s

tripeptidom 6; str. 125

Slika 81. a) slika hidrogelskih niti tripeptida 6 (c = 7 x 10" M) obojenih tioflavinom T (c = 3
x 10® M) snimljena laserskim pretraznim konfokalnim mikroskopom u reflektiranom svjetlu;
b) slika obojenih hidrogelskih niti snimljena laserskim pretraznim konfokalnim mikroskopom

pomocu fluorescencije; str. 126

Slika 82. TEM mikrografije sjendane platinom a) hidrogela tripeptida 6 (c = 7 x 102 M) i b) gela
tripeptida 6 (¢ = 7 x 10™ M) s ugradenim molekulama kongo-crvenila (c = 1,5 x 10™ M); str. 127

Slika 83. a) slika hidrogelskih niti tripeptida 6 (c =7 x 10 M) obojenih kongo-crvenilom (c
= 1,5 x 10 M) snimljena laserskim pretraznim konfokalnim mikroskopom u reflektiranom
svjetlu; b) slika obojenih hidrogelskih niti snimljena laserskim pretraznim konfokalnim

mikroskopom pomocu fluorescencije; str. 128
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Slika 84. Graficki prikaz povecanja broja stanica HEK293T u hidrogelu 6 u odnosu na ostale
medije. Broj stanica u hidrogelu, Matrigelu i lateksu je odreden testom Quant-iT™
PicoGreen® dsDNA na dan 0 i 5. Rezultati pokazuju srednje vrijednosti rezultata = SD za 4

nezavisna eksperimenta izvedena tri puta; str. 129

Slika 85. Graficki prikaz prezivljenja stanica u tripeptidnom hidrogelu, mediju, Matrigelu i
lateksu. Postotak zivih stanica odreden je testom (LIVE/DEAD assay) na nulti i 5. Dan za
stanice HEK293T unutar hidrogela tripeptida 6 te stanice uzgojene an matrigelu, lateksu ili u
mediju. Rezultati su prikazani kao postotak Zivih stanica i prikazuju srednju vrijednost + SD

za 4 nezavisna eksperimenta izvedena tri puta; str. 130

Slika 86. Stanice HEK293T u A) hidrogelu 6, B) Matrigelu, C) mediju, D) lateksu. Nulti dan

eksperimenta. Zive stanice su zelene, a mrtve crvene. Poveéanje 10x, mjerna skala se odnosi

na sve slike; str. 131

Slika 87. Stanice HEK293T u A) hidrogelu 6, B) Matrigelu, C) mediju, D) lateksu. 5. dan

eksperimenta. Zive stanice su zelene, a mrtve crvene. Povecanje 10x, mjerna skala se 0dnosi

na sve slike; 131

Slika 88. Stanice HEK293T transfecirane sa plazmidom tubulin-mCherry, uzgojene u mediju i
promatrane na konfokalnom mikroskopu nakon 72 h. Stanice su na dnu jazice 1 vidljive su u

istim z ravninama. Povecanje 100x, mjerna skala se odnosi na sve slike; str. 132

Slika 89. Stanice HEK293T transfecirane sa plazmidom tubulin-mCherry, uzgojene u
hidrogelu 6 i promatrane na konfokalnom mikroskopu nakon 72 h. Stanice stvaraju agregate
unutar hidrogela i vidljive su u razli¢itim z ravninama. Povecanje 100x, mjerna skala se

odnosi na sve slike; str. 133

Slika 90. Stanice HEK293T uzgojene u: A) hidrogelu 6 i B) mediju promatrane 72 h nakon
enkapsulacije. Jasni dijelovi slike s mikroskopa pokazuju stani¢ne agregate unutar hidrogela

dok su stanice uzgojene u mediju priljepljene uz povrsinu. Povecanje 20x; str. 133
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POPIS SHEMA:

Shema 1. Reagensi: a) DCC, DMAP, EtsN, CH,Cl,; b) TFA/CH.Cl;c) CH.CIy; d) Et3N,
CHCl,; €) NH3/MeOH; str. 59

Shema 2. Reagensi: a) EtsN, CH,Cl,; b)1M LiOH zatim HCI; ¢c) DCC, DMAP, EtsN, CH,Cly;
d) TFA/CH2C|2; e) EtsN, CH2C|2 ; f) NHg/MEOH; str. 60

Shema 3. Reagensi: a), ¢) DCC, DMAP, Et;N, CH,ClIy; b), d) TFA/CH,CI;; €) EtsN, CH.ClIy;
f) NH3/MeOH,; str. 61

Shema 4. Reagensi: a) EtsN, CH,Cl,; b), ) 1M LiOH zatim HCI; ¢) HOSu, DCC, dioksan; d)
dioksan i CH,Cly; f) NH3/MeOH; str. 62

Shema 5. Reagensi: a) CH,Cl; ; b) 1M LiOH zatim HCI; ¢c) DCC, DMAP, Et;N, CH,Cl,; d)
NH3/MeOH; str. 63

POPIS TABLICA:

Tablica 1. Pregled kratkih peptidnih fragmenata koji se samoorganiziraju u amiloidna vlakna;
str. 15

Tablica 2. Priprava otopina tijekom titracije vodene otopine tripeptida 6 s vodenom otopinom
tioflavina T (ThT) i intenzitet fluorescentne emisije tioflavina T u ovisnosti o koncentraciji 6
(Aexc= 412 nm, em (ThT) = 484 nm); str. 56

Tablica 3. Efikasnost geliranja razli¢itih otapala i smjesa otapala izrazena kao maksimalni
volumen (Vmax) izgeliranog otapala (u mL) s 10 mg pripravljenih acetilnih derivata tripeptida

s aminokiselinskom sekvencom FFA; str. 65

Tablica 4. Efikasnost geliranja razli¢itih otapala i smjesa otapala izrazena kao maksimalni
volumen (Vmax) izgeliranog otapala (u ml) s 10 mg pripravljenih acetilnih derivata tripeptida s
aminokiselinskim sekvencama FAF i AFF; str. 66
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Tablica 5. Efikasnost geliranja razli¢itih otapala i smjesa otapala izrazena kao maksimalni
volumen (Vmax) izgeliranog otapala (u ml) s 10 mg pripravljenih butirilnih derivata tripeptida

s aminokiselinskom sekvencijom FFA; str. 67

Tablica 6. Efikasnost geliranja razli¢itih otapala i smjesa otapala izrazena kao maksimalni
volumen (Vmax) izgeliranog otapala (u ml) s 10 mg pripravljenih Z-zasti¢enih derivata

tripeptida s aminokiselinskim sekvencama FFA, FAF i AFF; str. 68

Tablica 7. Karakteristi¢ne vrpce istezanja (v /cm™) za tripeptid 5 u kserogelu i gelu (c = 2.5 x
10 M); str. 117

Tablica 8. Karakteristi¢ne vrpce istezanja (v /cm™) za tripeptid 6 u kserogelu i gelu (¢ = 2.5 x
10 M); str. 117

Tablica 9. Podaci dobiveni obradom fluorescencijskih spektara kod titracije tripeptida 6 s
tioflavinom T (ThT) u vodi pomoc¢u programa SPECFIT; str. 125
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diplomirani kemijski inzenjer

Sveuciliste u Rijeci, Odjel za biotehnologiju: Doktorski

sveucilisni studij ,,Medicinska kemija“

Fakultet kemijskog inzenjerstva i tehnologije Sveucilista u Zagrebu,
dodiplomski studij Kemijsko inzenjerstvo i tehnologija, smyjer:
Procesi i proizvodi, modul: Organski procesi i proizvodi

Diplomski rad: ,,Sinteza novih lancanih i1 aromatskih amida 2,5-
benzimidazol-dikarboksilne kiseline. Kompleksiranje s DNA*. Mentor:
prof. dr. sc. Grace Karminski-Zamola

Gimnazija Bjelovar, Bjelovar

OS Rovisce, Rovisce

znanstveni novak (asistent), Laboratorij za supramolekularnu kemiju,
Zavod za organsku kemiju i biokemiju, Institut Ruder Boskovi¢ (IRB),

Zagreb

Sudjelovanje na radionicama i tecajevima

11.05.-12.05. 2016.

16.11.-18. 11. 2015.

12.11.-14. 11. 2015.

Radionica: "The InnoMol New Platforms for Molecular

Solutions in Research and Development Workshop", IRB, Zagreb
Radionica: ,,Innomol Genomics and Bioinformatics Workshop", IRB,
Zagreb

Radionica: ,,Pozitronska emisijska tomografija na IRB-u: vrhunski alat

u istrazivanju animalnih modela”, IRB, Zagreb.

Tihomir Pospisil
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14.02.-15.02.2012.

07.09.-09.09. 2011.

Dopunska izobrazba o primjeni zastite od ionizirajuceg zracenja,
Zdravstveno veleuciliste, Zagreb

8th Slovenian-Croatian Waters Users' Meeting, Umag

Objavljeni znanstveni radovi

1.

Pospisil, Tihomir; Ferhatovi¢ Hamzi¢, Lejla; Brki¢ Ahmed, Lada;
Lovri¢, Marija; Gajovi¢, Sre¢ko; Frkanec, Leo: Synthesis,
characterization and in vitro biocompatibility assessment of a novel
tripeptide hydrogelator, as a promising scaffold for tissue engineering
applications, Biomaterials Science 4 (2016) 1412-1416.

Pospisil, Tihomir; Zini¢, Mladen; Frkanec, Leo Tripeptide hydrogelator
(Ac-FFA-NH2) as a model of binding site AB-protein;Comparative
binding studies with Thioflavin T and other Ap-binders,
CzechChemical Society Symposium Series. 14 (2016) 3; 126-126a.

Priznanja i nagrade

Stipendije
listopad 2016.

02.02.-07.02.2014.

2005.-2009.

Priznanje Vijeca Fakulteta kemijskog inzenjerstva i tehnologije za
zapazen studentski znanstveni rad na temu: ,,Sinteza novih cikli¢kih i
lan¢anih  derivatabenzimidazola kao potencijalnih antitumorskih

agensa", mentor: prof. dr. sc. Grace Karminski-Zamola

Stipendija COST ("European Cooperation in Science and Technology)
akcije CM1304 za kratak studijski boravak u inozemnom laboratoriju
(Universitat Jaume |1, Castellon, Spanjolska, grupa prof. Beatriu
Escuder)

Stipendija COST akcije CM1304 za sudjelovanje na Zimskoj skoli
fizikalno-organske kemije, Bressanone, Italija (European-Winter
School on Physical Organic Chemistry, eWISPOC)

Drzavna stipendija "A" kategorije za osobito nadarene studente

dodiplomsih studija

Sudjelovanje na konferencijama

Tihomir Pospisil
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1.

Pospidil, Tihomir; Zini¢, Mladen; Frkanec, Leo: Tripeptide
hydrogelator (Ac-FFA-NH;) as a model of binding site AB-protein ;
comparative binding studies with Thioflavin-T and other AB- binders,
COST Akcija CM1304, SysChem 2016, 9.-12.svibnja 2016., Valtice,
Ceska.

Pospisil, Tihomir; Ferhatovi¢ Hamzié¢, Lejla; Brki¢ Ahmed, Lada;
Lovri¢, Marija; Gajovi¢, Srecko; Frkanec, Leo: Bioinspired tripeptide
hydrogels as potential biomaterials in tissue engineering // V.Hrvatski
simpozij o kemiji i tehnologiji makromolekula u funkciji pametne
specijalizacije, 14. lipnja 2016., Zagreb, Hrvatska.

Ferhatovi¢ Hamzi¢, Lejla; PospiSil, Tihomir; Frkanec, Leo; Lovri¢,
Marija; Gajovi¢,Sre¢ko: Development and in vitro biocompatibility
assessment of novel supramolecular hydrogel biomaterial // GlowBrain
Final Conference: ,,Stem cell and biomaterials application for brain
repair"”, 27.-30. svibnja 2016., Zagreb, Hrvatska.

Pospisil, Tihomir; Frkanec, Leo; Zini¢, Mladen: Samoorganizacija
tripeptidnih hidrogelatora kao modela agregiranja AB-proteina // XXIV.
Hrvatski skup kemicara i kemijskih inzenjera, 21.-24.travnja 2015.,
Zagreb, Hrvatska.

Ferhatovi¢ Hamzi¢, Lejla; PospiSil, Tihomir; Frkanec, Leo; Lovri¢,
Marija; Gajovi¢,Srecko: Characterization and In vitro Biocompatibility
Assessment of Newly Developed Supramolecular Gel // XXIV.
Hrvatski skup kemicara i kemijskih inzenjera, 21.-24.travnja 2015.,
Zagreb, Hrvatska.

Ferhatovi¢ Hamzi¢, Lejla; Pospisil, Tihomir; Brki¢, Lada; Lovri¢,
Marija; Frkanec, Leo; Gajovié, Srecko: In vitro platform for screening
the potential use of supramolecular gels to support neural stem

cells as a treatment in a mouse model of brain ischemic stroke // From
nano- to macro- biomaterials (design, processing, characterization,
modelling) and applications to stem cells regenerative orthopaedic and
dental medicine, Department of Mechanical Engineering, Frederick
University, 14.-17.listopada 2014., Nicosia, Cipar.
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7.

10.

11.

Pospisil, Tihomir; Frkanec, Leo; Caplar, Vesna; Zini¢, Mladen: Novi
peptidni gelatori temeljeni na KLVFF fragmentu AP-proteina // X.
Susret mladih kemijskih inZenjera (SMLKI), 20.-21.veljace 2014.,
Zagreb, Hrvatska

Pospisil, Tihomir; Frkanec, Leo; Caplar, Vesna; Zini¢, Mladen: Bio-
inspired tripeptide gelator as a model of KLVFF Ap-protein fragment //
e-WISPOC 2014 / Physical Organic Chemistry of Complex Systems,
Training School COST Action CM1304 Emergence and Evolution of
Complex System, 2.-7.veljace 2014., Bressanone, Italija.

Pospisil, Tihomir; Frkanec, Leo; Caplar, Vesna; Zini¢, Mladen: Ac-
FFA-NH, tripeptide hydrogelator as a model of binding site of Ap-
protein // MASC 2013 - RSC Macrocyclicn  and  Supramolecular
Chemistry Meeting, 16.-17.prosinca 2013., Glasgow, UK.

Pospisil, Tihomir; Frkanec, Leo; Caplar, Vesna; Zinié, Mladen:
Tripeptidni hidrogelator Ac-FFA-NH, kao model KLVFF veznog
mjesta AB-proteina // XXIIl. Hrvatski skup kemicara i kemijskih
inzenjera, 21.-24.travnja 2013., Osijek, Hrvatska.

Sovi¢, Irena; Kostel, Sasa; Pospi$il, Tihomir; Karminski-Zamola,
Grace: Amidni derivati benzimidazola // XII. Ruzi¢kini dani, Znanost i
nove tehnologije u razvoju gospodarstva, 18.-19-rujna 2008., Vukovar,

Hrvatska

Boravci u inozemstvu

01.10.-01.11.2016.

21.09.-28.09.2014.

studijski boravak na Sveucilistu Jaume 1, Zavod za organsku i
anorgansku kemiju, Castellon de la Plana, Spanjolska u grupi prof.
Beatriu Escuder u okviru STSM-a (Short Term Scientific Mission)
financiranog od strane COST Akcije CM1304. Cilj boravka je bio rad
na projektu: "Synthesis, characterization and self-assembly of amyloid
-inspired tripeptidic gelators™ i uspostava daljnje suradnje s grupom
prof. Escuder.

State Key Laboratory of Supramolecular Structure and Material,

Sveuciliste Jilin, Changchun, NR Kina: sluzbeni posjet u okviru

Tihomir Pospisil
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zajednickog bilateralnog projekta "Cyanostilbenebased fluorescent
organogelators”

Organizacijske / rukovoditeljske sposobnosti

ozujak - rujan 2016. Neposredni voditelj sintetskog dijela diplomskog rada studentice PMF-
a lvane Paradzik

veljaca 2016. Neposredni voditelj strucne prakse za studente FKIT-a (Marin Raic¢ i
Marjana Gulin)

2014.-2016. Predstavnik asistenata u Vijecu Zavoda za organsku kemiju i

biokemiju Instituta Ruder Boskovi¢

Odrzana predavanja
12.12.2016. Predavanje u sklopu Kolokvija Zavoda za organsku kemiju i biokemiju
Instituta Ruder Boskovi¢ pod naslovom: "Sinteza i samoorganizacija

bioinspiriranih peptidnih gelatora temeljenih na Ap-proteinu™.

Popularizacija znanosti

14.06.2014. ,,Dir po Ruderu”, jednodnevni znanstveno-popularni dogadaj na IRB-u:
vodi¢ za posjetitelje

27.09.2013. »No¢ istrazivaca 2013", Zagreb: sudjelovanje na radionicama uz
izvodenje kemijskih pokusa

22.04. - 27.04. 2013. ,Festival znanosti”, Tehnicki muzej Zagreb: izvodenje kemijskih
pokusa na znanstveno-popularnoj radionici ,,Super molekule i svijetla
budu¢nost”.

18.04. - 20.4. 2013. ,,Otvoreni dani Instituta Ruder Boskovi¢",Zagreb: sudjelovanje na
punktu ,,Slatka kemija", predavanja i izvodenje pokusa za posjetitelje

23.04.-28.04.2012.  ,Festival znanosti”, Tehnicki muzej Zagreb: sudjelovanje u
znanstveno-popularnom  predavanju  ,,Molekulska  arhitektura™;
voditelj:dr. sc. Matija Gredicak, IRB

Studeni 2011. Radionica ,,Kemija je zakon", Osnovna skola Jordanovac, Zagreb
povodom Medunarodne godine kemije u svrhu popularizacije kemije

kao znanosti

Clanstva
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Hrvatsko kemijsko drustvo (HKD)
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