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1. UVOD

Nanotehnologija koja se temelji na intermolekularnim organizacijama molekula ili atoma
privlaci veliki broj znanstvenika zbog moguénosti formiranja razlicitih struktura i geometrija
koje usmjeravaju funkcionalne skupine i sile meduatomskih i medumolekulskih interakcija.
Kontroliranje takvih organizacija predstavlja veliki izazov. U takve sustave spadaju
supramolekularni gelovi. Supramolekularni gelovi sastoje se od trodimenzionalne mreze koja
nastaje samoudruzivanjem molekula unutar koje se nalazi zarobljeno otapalo
(organsko=organogel ili voda=hidrogel). Strukturna i elektronska kompleksnost ovakvih
gelova otvaraju vrata raznim modifikacijama i dobivanju materijala sa reverzibilnim
svojstvima. Najveca inspiracija za nove materijale dolazi iz prirode gdje se nastoji oponasati
ponasanje prirodnih spojeva zbog Cega su osnovne komponente gelova aminokiseline,
steroidi, peptidi, alkilni dugacki lanci, saharidi, masne kiseline, aromatski fragmenti, organske
soli i host-guest sistemi.> Gelovi su u svakodnevnoj upotrebi u razli¢itim oblicima. Nalazimo
ih u obliku komercijalno dostupnih proizvoda poput sapuna, $ampona, zubne paste, gel za
kosu 1 drugih kozmetickih proizvoda, kao 1 u dioptrijskim le¢ama, a velika primjena je 1 u

medicini za ciljanu dostavu lijekova, obnovu tkiva i dr.

U ovom radu obraden je primjer jednog aminokiselinskog peptida N-(4-nitrobenzoil)-
Fenilalanin koji stvara hidrogelove te pokazuje dobra antibakterijska svojstva za lijeCenje

E.coli.



2. Supramolekulski gelovi

Supramolekulski gelovi sastoje se od trodimenzionalne mreze koja nastaje samoudruzivanjem
molekula. Proces geliranja zapoCinje na nano Skali gdje gelator-molekule zapocinju
samoudruzivanje U Vlaknaste forme putem intermolekulskih nekovalentnih interakcija.
Imobilizacijom velikih organskih molekula otapala ili molekula vode sprje¢avaju njihovo
gibanje stvaraju¢i trodimenzionalne mreze pri ¢emu nastaju viskoelasticni reverzibilni

materijali poput supramolekularnih gelova (slika 1). 2
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Slika 1. Molekulsko samoudruzivanje od otopine do 3D mreZe (ilustracija preuzeta i prilagodena

. . 3
literaturnom izvoru)

Glavna komponenta gelova su gelatori (molekule koje geliraju) koji mogu biti male molekule,
polimeri, anorganske Cestice ili koloidalne Cestice (slika 2). Najvec¢i dio, 99% gela je otapalo.

2 Ovisno o otapalu gelovi se dijele na organogelove i hidrogelove.
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Slika 2. klasifikacija gelova prema prirodi gelatora, jaCini interakcija te prirodi interakcija

(ilustracija preuzeta i prilagodena literaturnom izvoru) 2

Stvaranje veze najéedée zapodinje zasi¢enom otopinom (slika 3). °



Solvent molekule

-~
——
-
' . . Nekovalentne S .
interakcije
' . ...- [ ———2-2
000

Gelator molekule
Samoorganizacija . Supramolekulski gel

Slika 3. Stvaranje gela (ilustracija preuzeta i prilagodena literaturnom izvoru) 5

Jake vodikove veze kao kod uree i amida stvaraju vlaknaste strukture, takoder, postoji i veliki
broj drugih faktora poput m-m interakcija, donor-akceptor interakcija, metal koordinacija,
solvofobnih sila (hidrofobnih sila za gelove u vodi) te Van der Waalsove interakcije i dr.
Strukture izvijanjem 1 ispreplitanjem stvaraju trodimenzionalne mreze gelova.
Supramolekularni gelovi imaju $iroku primjenu u podruéju inZenjerstvo tkiva i zaraStavanja

rana, ciljanoj dostavi lijekova, stvaranja matrica, molekularnoj elektronici, senzorima i dr. ®’

Velika prednost supramolekularnih gelova je njihova reverzibilnost §to uvjetuje njihova
mreZasta struktura. Reverzibilnost se kontrolira vanjskim stimulansima poput pH,
temperature, ioni, mehaniCki stres). Reverzibilnost proSiruje mogucénost uporabe
supramolekularnih gelova u regenerativnoj medicini, ciljanoj dostavi lijekova (slika 4),

senzori, kozmetika, hrana i dr. 8
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Slika 4. Tipovi sustava za ciljanu dostavu lijekova: A- supramolekularni gelovi, B-
kovalentno vezanje na nosace sa enzimskim otpustanjem, C- kovalentno vezanje na
intermedijarne prolijekove i enzimski inducirano samoudruZzivanje (ilustracija preuzeta i

. . . 9
prilagodena literaturnom izvoru)



Supramolekularni gelovi se naj¢es¢e dobivaju zagrijavanjem gelatora u pripadaju¢em otapalu
te hladenjem smjese na sobnu temperaturu. Hladenjem smjese molekule se kondenziraju te su

moguca tri ishoda:

1) Kiristalizacija — uredena agregacija gdje nastaju kristali
2) Nasumicna agregacija gdje se dobiva amorfni precipitat

3) Mjesavina 1) i2) gdje se dobije gel

Proucavanje gelova na mikroskopskoj razini provodi se tehnikama SEM, TEM te AFM
kojima se promatra morfologija gelova dok se pomocu termalnih i mehanickih studija

objaSnjavaju interakcije izmedu struktura. Supramolekulski gelovi proucavaju se i XRD (X-

ray diffraction), X-ray scattering (SANS, SAXS) tehnikama. *°

1.1.0rganogelovi

Organogelovi su gelovi koji se sastoje od gelatora te organskog otapala ili ulja imobiliziranog
u trodimenzionalnu strukturu. Organogelovi proucavaju se najvise kao platforme za dostavu
lijekova 1 cjepiva transdermalno, oralno, oftamoloski 1 parentalno. Unato¢ dobrim svojstvima
za dostavu lijekova nedostatak je u biokompatibilnosti takvih sustava zbog toksi¢nosti
organskih otapala. Novija istrazivanja organogelova pokazuju pozitivne rezultate koriStenjem
biokompatibilnijih i biorazgradivih organskih otapala i organogelatora (ekstrahiranih iz krvi

insekata) koji su se pokazali farmaceutski i ekologki prihvatljivi. **

2.1.Hidrogelovi

Hidrogelovi su gelovi koji se sastoje od gelatora te vode koja je imobilizirana u
trodimenzionalnu strukturu polimernih lanaca. Svojstvo hidrogelova da apsorbiraju vodu
potje€e od hidrofilnih funkcionalnih skupina najceS¢e imobiliziranih na polimerne lance.
Posljednjih godina proucavaju se sinteticki hidrogelovi zbog njihove dulje postojanosti, ve¢eg
kapaciteta za imobiliziranje vode te Cvrsto¢e gela. SintetiCki polimeri imaju veéinom
definiranu strukturu §to omoguéuje modifikaciju kako bi se postigla bolja razgradnja i
funkcionalnost. Hidrogelovi se mogu sintetizirati na razli¢ite nacine poput jednostupanjskih
polimerizacija i paralelnog stvaranja mreze cross-linkanjem multifunkcionalnih monomera.

Ovisno o zeljenim svojstvima hidrogelovi mogu biti biorazgradivi, mehanicki ¢vrs¢i te imati

4



kemijsku i biolosku osjetljivost na vanjske podrazaje. '* Hidrogelovi se mogu podijeliti

. . . .. oy 13
ovisno o izvoru na prirodne i sinteticke gelove.

Druga podijela je ovisno o sastavu polimera *2:

1) Homopolimerni hidrogelovi — polimerna mreZa sastoji se od samo jedne vrste

monomerne jedinice

2) Kopolimerni — polimerna mreza sastoji se od dva ili vise razli¢itih monomernih

jedinica sa bar jednom hidrofilnom komponentom

3) Multipolimerni interpenetriraju¢i polimerni hidrogel (IPN) — graden je od dvije

zasebne cross-linkane sintetic¢ke i/ili prirodne polimerne komponente spojene u mrezu

Hidrogelovi imaju reverzibilno svojstvo da bubre ili se skupljaju u prisutnosti vode.

Hidrogelovi se mogu dizajnirati da bubre ili se skupljaju u ovisnosti 0 vanjskim uvjetima.

Vanjski uvjeti mogu biti fizikalni (temperatura, elektricno polje, svijetlost, tlak, zvuk) ili

kemijski (pH, otapalo, ionska jakost, molekulska vrsta) (slika 5).
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Slika 4. Vanjski podrazaji koji utjecu na bubrenje/skupljanje hidrogelova (ilustracija preuzeta i

. . . 14
prilagodena literaturnom izvoru)

Hidrogelovi imaju Siroku primjenu u higijenskim proizvodima, agrikulturi, ciljanoj dostavi

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



3. Aminokiseline

Aminokiseline su skupina vrlo vaznih biomolekula koje su gradene od aminoskupine (-NHz")
i karboksilne skupine (-COOH). Vec¢ina aminokiselina su o-aminokiseline. Sve a-
aminokiseline (osim glicina) imaju Cetiri razliita supstituenta na a-C atomu zbog Cega
spadaju u kiralne molekule. Kiralnost je svojstvo molekule da nema nikakvu ravninu
simetrije. Veéina aminokiselina iz prirode imaju L konfiguraciju, dok su pripadajuci
stereoizomeri D konfiguracije. Iako je otkriveno 1 sintetizirano stotinu razli¢itih

aminokiselina, 20 aminokiselina je izdvojeno kao najéesé¢e aminokiseline (slika 5). *°

PROTEOGENE AMINOKISELINE

Kratica Formula

Ala | H,C—CH(NH,)—COOH
i HN=C—NH —CH,~CH,—~CH,—CH(NH,) —COOH
Arg
a NH,

Asn | H;N—CO—CH,—CH(NH,)—COOH

Asp HOOC—CH,—CH(NH,)—COOH

Cys HS—CH,—CH(NH,)—COOH

fenilalanin® Phe CgHg—CH,—CH(NH,)—COOH

glicin Gly | H,N—CH,—COOH

Gln HN—CO~CH,~CH,—CH(NH,)—COOH

glutaminska

= Glu HOOC —CH,~CH,=CH(NH,)~COOH
kiselina < % %

—7—CH,—CH(NH,)—COOH
histidin® His [ kg :

N NH
H;C—CH,=—CH—CH(NH,)—COOH

CH,

H,C—CH—CH,—CH(NH,)—COOH

Leu ] : *

CH,

Lys | H;N—CH,—CH,—CH,—CH,—CH(NH,)—COOH

Met H,C—S8—CH,—CH,—CH(NH,)—COOH

COOH
Py
Pro NH

serin Ser | HO—CH,—CH(NH,)—COOH
tirozin Tyr | HO—CgH,—CH,—CH(NH,)—COOH
treonin® The | H,C—CH(OH)—CH(NH,)—COOH
7z -CH,~CH(NH,)~COOH
triptofan® Trp L1 : .
NN
i
H,C—CH—CH(NH,)—COOH
valin® Val I #

CHj

*zvjezdica oznatuje bitnu aminokiselinu
. T . e TR
Slika 5. 20 aminokiselina koje se najces¢e pojavljuju 6

Otapanjem aminokiseline u vodenoj otopini pri neutralnom pH dolazi do deprotoniranja
karboksilne skupine dok se aminoskupina protonira. Zbog tog svojstva svaka aminokiselina je

dipolarni ion odnosno zwitterion (slika 6). *'



Slika 6. Aminokiselina u otopini kao Zwitter ion *’

Velicina, oblik i kemijska svojstva aminokiselina odreduju bo¢ne R skupine. Proteini su vise
povezanih aminokiselina pomocu peptidnih veza izmedu N i C kraja. Savijanje proteina
omogucuju hidrofobne boc¢ne skupine. Hidrofobne aminokiseline su fenilalanin (Phe),

metionin (Met), izoleucin (lle), leucin (Leu) i valin (Val).

3.1.Aminokiselinski gelovi

Supramolekulski hidrogelovi dobiveni iz zasticenih aminokiselina ili kratkih peptida sve vise
postaju popularni biomaterijali zbog svoje jednostavne i jeftine proizvodnje kao i zbog
kompatibilnosti sa bioloskim sustavima. 8 Jedini zabiljezen sustav jedne aminokiseline sa
gelirajuéim svojstvima je fenilalanin (Phe) zbog aromati¢ne strukture i hidrofobne prirode. 19
Fenilalanin u vodi prvotno stvara polimorfne sustave gradene od kristala te gel faze. ?° U
vodenim otopinama aromatske interakcije i vodikove veze imaju glavnu ulogu u
samoorganizaciji low molecular weight gels (LMWG) kao i njihovih derivata i polimera. 2
Hidrogeliranje molekula poput aminokiselina moze se poboljsati rigidnim i aromatskim N-
zaStitnim skupinama koje smanjuju topljivost u vodenim otopinama i poti¢u hidrofobne
interakcije koje izazivaju samoudruzivanje. Do danas opisane su razne mogucénosti zastitnih
skupina od Cega je fluorenilmetiloksikarbonil (Fmoc) najcesée upotrebljavana, koju prati

naftalen. %2

Mali peptidni hidrogelovi nalaze svoju primjenu u dostavi lijekova te bioaktivnim
materijalima poput materijala za lijeenje opekotina ili kod dijabeticara. Kraci peptidi laksi su

za sintetizirati §to smanjuje troskove sinteze i pove¢ava moguénost scale-upa. 23



3.1.1. N-(4-nitrobenzoil)-fenilalanin hidrogel

Garcia i suradnici® opisuju sposobnost samoorganizacije N-(4-nitrobenzoil)-fenilalanina
(slika 7) u nanostrukturni hidrogel u fosfatnom puferu (slika 8A) . Minimalna koncentracija
geliranja (MKG) je 20mM. Morfoloska struktura gela snimana je TEM metodom (Slika 8B)
koja pokazuje tanka vlakna debljine 5 £ 1.1 nm. Hidrogel pokazuje termoreverzibilna svojstva
odnosno gel-sol prijelaz u rasponu temperature 39-42°C (slika 8C) $to proSiruje njegovu
primjenu kao terapeutik. * Hladenjem gela na sobnu temperaturu gel se formira unutar 10
minuta. Pove¢anjem koncentracije gelatora na 30mM poveéava se i temperatura gel-sol
tranzicija na 54-57°C ¢ime su potvrdili da koncentracija gelatora utje¢e na temperaturu gel-sol
prijelaza. Oscilatorna reometrija potvrduje brzo stvaranje gela s postizanjem platoa kroz 1 sat
(slika 8D).

Z+=O

Slika 7. Struktura N-(4-nitrobenzoil)-fenilalanin

N-(4-nitrobenzoil)-Fenilalanin  pokazuje otpor na mehanic¢ki stres, sa linearnim

viskoelasti¢nim rezimom do 40 Pa dok se prijelaz gel-sol odvija na 100 Pa (slika 8E).



b 'é)l;)rmflto':‘

& S
S E AR

02020, 3
ik
DXy el
TR 2005 . 200
Gl Ty g 39-42 °C o =1
E
104 Gv 104 G’
102 (A T L —
10° 10°
0 20 40 60 1 10 100
vrijeme(Min.) stres (Pa)

Slika 8. A) N-(4-nitrobenzoil)-Fenilalanin samoorganizacija u paralelne strukture povezane
vodikovim vezama. B) TEM prikaz vlakana debljine 5 nm, prikazanih i u termoreverzibilnom
gelu (desno). C) Transparentan gel i termoreverzibilan u fizioloskim uvjetima. D-E)
Oscilacijsko reometrijsko vrijeme (D) i stres (E) pokazuje brzo geliranje s platoom unutar 1

sat te velikom otpornos¢u do oko 100 Pa (ilustracija preuzeta i prilagodena literaturnom izvoru) 24

Sekundarna struktura moze se analizirati pomoc¢u nekoliko tehnika poput cirkularnog
dikroizma (CD), Fourierovom-transformiranom infracrvenom spektroskopijom (FT-IR) i
Tioflavin T fluorescencijom. Amidno podru¢je u FT-IR spektru dokazuje sekundarnu
strukturu uzrokovanu mrezom vodikovih veza u spojevima koji imaju najmanje jednu amidnu
skupinu koja se moze koristiti kao peptidni model. ? Najizrazeniji pik vidljiv je na 1645 cm™
koji pripada neuredenim strukturama. Mali pik na 1700 cm™ se moZe pripisati protoniranoj -
COOH skupini. % Signal na 1600 cm™ pripisan je fenilnoj skupini u gelovima, te je prisutan i
u N-(4-nitrobenzoil)-Fenilalanin u ne-geliranoj formi, a mogucnost je da pripada aromatskim
C=C rastezanjima. Pik na 1460 cm™ je pik koji pripada samoorganizaciji molekula i raste §to

je veéa prisutnost samoorganizacije (slika 9).
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Slika 9. FT-IR spektar gela (gore), XRD struktura jednog kristala sa vodikovim vezama

(isprekidane linije) (dolje) (ilustracija preuzeta i prilagodena literaturnom izvoru) %*

XRD analiza kristalne strukture potvrduje prisutnost vodikove veze izmedu amidnih skupina
susjednih molekula. Dvije glavne hidrofobne interakcije vidljive su u kristalnoj strukturi: n-n
interakcija izmedu fenilnog prstena i nitrofenilnog prstena 4.7 A i CH-n interakcija izmedu

dva fenilna prstena na udaljenosti 3.1 A.

Generalno je prihvaceno da su hidrogelovi kineticki proizvodi, dok su kristali termodinamicki
proizvodi. 2’ Garcia i suradnici®* su usporedili uredenosti kristalne strukture i hidrogela
mikroRamanovom analizom (slika 10). U oba spektra dominiraju isti pikovi, gdje su
najdominantniji pikovi na 1355 cm™ (nitro skupina), 1607 cm™ (C-C veze aromatskog
prstena). Signal na 1003 cm™ pripada aromatskom prstenu, najéeié¢e prisutan kod fenilnih
derivata. Signal na 1113 cm™ nije prisutan u Fenilalanin spektru, dok je prisutan za 4-
nitrobenzoil skupinu. Signal na 884 cm™ ne postoji u spektru 4-nitrobenzoil klorida dok se
nederivatizirani Fenilalanin se moze vidjeti kao slabi signal u peptidima koji sadrze
Fenilalanin te aminokiselinskim N-benzoil derivatima. ?® Najveée razlike u Ramanu gela i
kristala su u intenzitetu signala gdje je puno jaci u kristalu. Nisu zamijeceni nikakvi pomaci

Sto bi iniciralo da je doslo do razli¢itih nekovalentnih interakcija.

10
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Slika 10. MikroRamanova analiza gela i kristalne strukture (ilustracija preuzeta i prilagodena

. . 24
literaturnom izvoru)

U neutralnom pH kod gelova je moguce da dode do nepredvidivog protoniranja karboksilne
kiseline, samo ako je vidljiv pKa pomak karboksilne skupine, prilikom samoorganizacije.
Ovaj fenomen je opisan za proteine i peptide prilikom samoorganizacije u hidrofobnim

uvjetima, te za peptidne derivate gelatore u samoorganiziranom stanju. %

Garcia i suradnici® su potvrdili pH titracijama da poveéanjem koncentracije gelatora raste
pKa za slucaj N-(4-nitrobenzoil)-Fenilalanin od 3.5 za 5 mM do 4.3 za 12.5 mM. Prilikom
prelaska granice topljivosti heterogeni sustav vodi do nestabilnih pH o€itanja i Sumova.
Titracije su provedene i sa razrijedenom NaOH otopinom u fosfatnom puferu te su dobiveni
pKa pomaci do 6.8. Dosad zabiljezeni slucajevi pKa pomaka za karboksilnu skupinu u N-
zaSticenom peptidnom gelatoru rijetko prelaze pKa 6, zbog ¢ega zakljucuju da do formiranja

hidrogelova dolazi pri kiselom pH. 2%

Garcia i suradnici?* su potvrdili spektroskopskim metodama da hidrogel ima sli¢na stvojstva
intermolekularnog pakiranja sa kristaliniénim stanjem. Kristali takoder mogu nastati iz
hidrogela kroz nekoliko tjedana, §to potvrduje hipotezu da ¢ine termodinamicki i kineticki
produkt. Takoder, FT-IR 1 fluorescencijski podaci sugeriraju da hidrogel ima neSto viSe
neuredene strukture u usporedbi s kristalom. Garcia i suradnici®* objagnjavaju da hidrogel
sadrzi protonirane i neprotonirane karboksilne skupine, gdje kod neprotoniranih su molekule
vode povezne komponente. Prilikom kristalizacije tada molekule vode daju stabilniju mrezu

vodikovih veza zbog ukljucivanja protona COOH skupine §to rezultira strukturom sa slike 9

(dolje).
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N-(4-nitrobenzoil)-Fenilalanin pokazuje i dobru antimikrobnu aktivnost, vrlo sli¢nu
sulfonamidima koji se koriste za lijeCenje S.aureus, E.coli and S.enteritidis.*? Ispitana je i
intraperitonealnim injektiranjem u miSeve gdje su dobiveni rezultati da je LD50 6g/kg tijekom
7 dana. Garcia i suradnici® su zakljucili da bi supramolekularni hidrogel s takvim svojstvima
mogao biti dobar kandidat za lijeCenje rana. Vode¢i se tom idejom ispitali su odrzivost za
odredene tipove stanica koje su uzgajane na hidrogelu poput fibroblasta i keratinocita.
Antibakterijski efekt je povezan sa koli¢inom N-(4-nitrobenzoila)-Fenilalanin koji se ispusta
iz gela. Ta ¢injenica potvrdena je opazanjem Fmoc-Fenilalanin koji takoder posjeduje
antibakterijsku aktivnost u gel stanju i u otopinama zahvaljujuéi otpustanju topljive molekule
(iz gela) koja posjeduje surfaktantsko ponasanje. Djeluje tako da izmjenjuje membransku

permeabilnost i &vrstocu §to vodi k smrti bakterije (slika 11). *

Ziva stanica Mrtva E.coli

Slika 11. N-(4-nitrobenzoil)-Fenilalanin samoorganizira se u transparentan hidrogel koji je
termoreverzibilan u rasponu temperature 39° - 42°C. Hidrogel ima dobra antimikrobna
svojstva u borbi protiv E.coli, dok odrzava postojanost zdravih stanica (ilustracija preuzeta i

prilagodena literaturnom izvoru) 2
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4, Zakljucak

Supramolekularni gelovi sve se viSe proucavaju zbog njihove mogucnosti biranja sastavnih
komponenata, male toksi¢nosti te jednostavne sinteze. U ovom radu prvenstveno se opisuje
samoorganizacija aminokiselinskog derivata N-(4-nitrobenzoil)-Fenilalanin u hidrogel. Takav
hidrogel okarakteriziran je pomoc¢u nekoliko spektroskopskih tehnika, te XRD i
mikroskopski. pKa pomaci u samorganiziranom stanju odgovaraju prisustvu protonirane
karboksilne skupine $to je vidljivo na XRD podacima. Vrlo vazno je istaknuti da hidrogel
pokazuje dobru antimikrobnu aktivnost za E.Coli, $to omoguéuje visoku odrzivost fibroblasta
i keranocita. Obzirom da gel-sol prijelazi mogu se dogadati u fizioloski prihvatljivim
uvijetima od 39°- 42°C antimikrobna aktivnost je pritom odrzana komponentom u otopini.
Ovakva svojstva komponente otvaraju moguénosti razvoju antimikrobnih hidrogelova za

lijecenje rana.
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