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магнетну резонанцу, као носачи различитих лијекова као и у локалној 

терапији магнетном хипертермијом (МХТ). Магнетна хипертермија 

представља ослобађање топлоте од стране различитих медијатора под 

утицајем спољашњег наизмјеничног магнетог поља (СМП). Ова метода је 

показала велики потенцијал у терапији тешко доступних тумора и 

доказано повећава ефикасност РТ. Облагање СМНЧ одговарајућом 

облогом повећава колоидну стабилност, омогућава везивање 

радионуклида за различите функционалне групе на површини СМНЧ и 

обезбјеђује in vivo стабилност. Везивањем радионуклида за СМНЧ добија 

се мултифункционални терапијски агенс који комбинованим ефектом 

хипертермије и радионуклидне терапије може имати већи потенцијал у 

терапији малигних тумора.  

Циљ овог истраживања је синтеза и облагање СМНЧ, испитавање 

могућности употребе обложених СМНЧ у МХТ, затим оптимизација 

услова обиљежавања моноклонског антитијела CC49 (CC49 мАт) са 131I 

као и испитивање услова коњугације 131I-CC49 мАт са обложеним СМНЧ. 

Такође циљ је и испитавање биодистрибуције, ретенције и ефекта дуалне 

терапије потенцијалног радиофармацеутика 131I-CC49-СМНЧ у in vivo 

условима.  

СМНЧ су синтетисане методом таложења из раствора (метода 

копреципитације) и солвотермалном методом у полиолима (полиол 

методом). Једињења мезо-2,3-димеркаптосукцинска киселина (ДМСА) и 

аминосилан (АПТЕС) коришћена су за облагање СМНЧ. Карактеризација 

необложених и обложених СМНЧ је урађена помоћу електронске 

микроскопије, рендгенске дифракције на праху, Фуријеове 

трансформационе инфрацрвене спектроскопије, SQUID магнетометрије, 

динамичког расејања свјетлости. Карактеризацијом обложених СМНЧ 

утврђен је утицај функционалних група (карбоксилне и амино) на 

модификацију површине СМНЧ-а, а одређивањем специфичне 

апсорпције СМНЧ-а је испитана њихова потенцијална примјена у 

магнетној хипертермији. Обложене СМНЧ које су имале већу вриједност 

специфичне апсорције су се даље користиле у коњугацији са обиљеженим 

антитијелом. За обиљежавање CC49 мАт са 131I коришћена је метода са 

хлорамином-Т, док је карбодиимидна метода коришћена за коњугацију 
131I -CC49 мАт са обложеним СМНЧ. In vitro стабилност 131I-CC49-СМНЧ 

је испитана у физиолошком раствору и хуманом серуму одређивањем 

радиохемијске чистоће користећи танкослојну хроматографију.  

Резултати биодистрибуције, ретенције и терапијског ефекта 131I-CC49-

СМНЧ, добијени су испитивањима на имунодефицијентним (NOD-SCID) 

мишевима којима су субкутано ињектоване LS174T ћелије канцера, 

ћелијска линија хуманог аденокарцинома колона. Биодистрибуција и 

ретенција су праћене у одређеним временским интервалима помоћу 

BRUKER®In-Vivo Xtreme II уређаја и мјерењем расподјеле 

радиоактивности по органима. Ефекат хипертермије, радионуклидне 

терапије и њиховог дуалног дејства су испитани израчунавањем 

запремине тумора сваки други дан након интратуморског ињектовања 131I-

CC49-СМНЧ. Патохистолошка испитивања су урађена у циљу 

одређивања токсичности и терапијског ефекта 131I-CC49-СМНЧ. Добијени 

резултати испитивања in vitro стабилности заједно са резултатима 

биодистрибуције, ретенције и терапијског ефекта 131I-CC49-СМНЧ 

упућују на закључак да је коришћење 131I-CC49-СМНЧ у дуалној 

радионуклидно-хипертермијској терапији обећавајући приступ за 

ефикасно лијечење карцинома. 
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Radionuclide therapy (RT) represents the selective delivery of radiation to 

tumor tissue, using one or more radioisotopes (α, β and Auger electron emitters) 

in the form of radiopharmaceuticals, thereby inhibiting the growth of tumor 

cells. Due to insufficient retention of radionuclides and hypoxic conditions 

inside the tumor, RT has its limitations in terms of efficiency and sparing of the 

surrounding healthy tissue. Advancement in nanomedicine has led to the 

development of nanomaterials, which should solve the problem. 

Superparamagnetic nanoparticles (SPMN) based on magnetite (Fe3O4) and 

maghemite (γ-Fe2O3) have shown a significant advantage over other 

nanomaterials because of their chemical stability, low toxicity, favorable 

magnetic properties (high magnetic saturation) and low production cost. SPMN 

have found their application as magnetic resonance contrast agents, as drug 

carriers as well as in local magnetic hyperthermia therapy (MHT). Magnetic 

hyperthermia represents the release of heat by various mediators under the 

influence of an external alternating magnetic field (AMF). This method has 
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shown great potential in the treatment of hard-to-reach tumors and has been 

proven to increase the effectiveness of RT. The proper coating of the SPMN 

increases their colloidal stability, facilitates the binding of radionuclides to 

different functional groups on the SPMN surface and provides in vivo stability. 

Binding radionuclides to SPMN a multifunctional therapeutic agent is obtained, 

which with the combined effect of hyperthermia and radionuclide therapy, can 

have a great potential in the treatment of malignant tumors. 

The aim of this study is to synthesize and coat SPMN, to examine the 

possibilities of using coated SPMN in MHT, then to optimize the labeling 

conditions of monoclonal antibody CC49 (CC49 mAb) with 131I and to examine 

the conditions of conjugation of 131I-CC49 mAb with coated SPMN. Also, the 

aim is to investigate the biodistribution, retention and effect of dual therapy of 

the potential 131I-CC49-SPMN radiopharmaceutical in vivo.  

SPMN were synthesized using coprecipitation method from solution 

(coprecipitation method) and solvothermal method in polyols (polyol method). 

Meso-2,3-dimercaptosuccinic acid (DMSA) and aminosilane (APTES) were 

used to coat SPMN. Characterization of uncoated and coated SPMN was 

performed using electron microscopy, X-ray powder diffraction, Fourier 

transform infrared spectroscopy, SQUID magnetometry and dynamic light 

scattering. Characterization of functionalized SPMN determined the influence 

of functional groups (carboxylic and amino) on the SPMN surface modification, 

while specific absorption determination investigated their potential use in 

magnetic hyperthermia. Coated SPMN that had a higher specific absorption 

value were further used in conjugation with the radiolabeled antibody. Labeling 

of CC49 mAb with 131I was performed using chloramine-T method, while the 

carbodiimide method was used for the conjugation of 131I-CC49 mAb with 

coated SPMN. The in vitro stability of 131I-CC49-SPMN was examined in saline 

and human serum by determination of radiochemical purity using thin layer 

chromatography.  

Data regarding the biodistribution, retention, and therapeutic effect of 131I-

CC49-SPMN were obtained from studies in immunodeficient (NOD-SCID) 

mice injected subcutaneously with LS174T cancer cells, human colon 

adenocarcinoma cell line. Biodistribution and retention data were obtained at 

defined time intervals using a BRUKER®In-Vivo Xtreme II device and by 

measuring radioactivity distribution per organ. The effect of hyperthermia, 

radionuclide therapy, and their combined effects was examined by calculating 

tumor volume every other day after intratumoral injection of 131I-CC49-SPMN. 

Pathohistological studies were performed in order to determine toxicity and the 

therapeutic effect of 131I-CC49-SPMN.  

The obtained in vitro stability results together with the results of biodistribution, 

retention and therapeutic effect of 131I-CC49-SPMN refer to a concluson that 

the use of 131I-CC49-SPMN in dual radionuclide-hyperthermic therapy is a 

promising approach for effective cancer treatment. 
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1. UVOD 

Poslednjih 20 godina napredak u nanomedicini je doveo do razvoja novih 

nanostrukturnih materijala, čijom je upotrebom u izradi farmaceutskih oblika, omogućeno da 

lijekovite supstance sa nepovoljnijim farmakokinetičkim profilom budu distribuisane do 

mjesta djelovanja u količini koja će izazvati željeni farmakološki odgovor. Upotreba lijekova 

u obliku nanoformulacija je dovela do smanjenja primjenjene doze lijeka, bolje komplijanse 

pacijenata i smanjenja broja naželjenih reakcija (1). 

Radionuklidna terapija (RT) predstavlja selektivnu isporuku zračenja tumorskom tkivu, 

primjenom jednog ili više radioizotopa (α, β, Ožeov elektron emitera) u sastavu 

radiofarmaceutika, čime inhibira rast tumorskih ćelija sa minimalnim toksičnim efektima na 

okolno zdravo tkivo. Prva primjena u onkologiji je bila četrdesetih godina prošloga vijeka, kada 

se radiokativni jod (131I) počeo koristiti u liječenju tumora štitaste žlijezde  (2,3). RT se 

pokazala vrlo efikasnom u terapiji hematoloških maligniteta (4), dok su lošiji rezultati ostvareni 

u terapiji teško dostupnih solidnih tumora. Razlog tome su hipoksični uslovi unutar tumora koji 

pojačavaju rezistenciju tumorskih ćelija na zračenje (5).  Magnetna hipertermija (MHT) koja 

predstavlja oslobađanje toplote od strane različitih medijatora pod uticajem spoljašnjeg 

naizmjeničnog magnetog polja (SMP) određene jačine i frekvencije, je metoda koja dokazano 

povećava efikasnost RT  (6).  

Superparamagnetne nanočestice (SMNČ) na bazi gvožđe(II) i gvožđe(III) oksida, 

magnetit (Fe3O4) i maghemit (γ-Fe2O3), pokazale su značajnu prednost u odnosu na druge 

nanočestice u MHT zbog svoje hemijske stabilnosti, niske toksičnosti, povoljnih magnetnih 

osobina (visoka magnetna saturacija) i niske cijene proizvodnje (7,8).  

Vezivanjem radionuklida za različite funkcionalne grupe na površini obloženih, 

biokompatibilnih SMNČ dobija se multifunkcionalni terapijski agens koji kombinovanim 

efektom hipertermije i radionuklidne terapije može imati veći potencijal u terapiji malignih 

tumora (9). 

Istraživanja u okviru doktorske disertacije se sastoje iz tri dijela. U prvom dijelu je 

rađena sinteza i karakterizacija neobloženih i obloženih SMNČ. SMNČ na bazi oksida gvožđa 
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su sintetisane pomoću dvije metode: taloženjem iz rastvora (metoda koprecipitacije) i 

solvotermalnom metodom u poliolima (poliol metoda).  

Površinska modifikacija SMNČ-a je urađena u cilju stabilizacije koloidne suspenzije i 

sprečavanja stvaranja aglomerata, kontrole veličine čestica, povećanja rastvorljivosti u 

fiziološkim uslovima i smanjenja toksičnosti. Pošto se sve češće za obloge SMNČ-a koriste 

hemijska jedinjenja koja se obilježena sa 99mTc primenjuju kao radiofarmaceutici u 

dijagnostičkim procedurama u nuklearnoj medicini, SMNČ su obložene mezo-2,3-

dimerkaptosukcinskom kiselinom (DMSA) (10). Nakon oblaganja SMNČ ovim jedinjenjem, 

na površini SMNČ-a prisutan je veliki broj karboksilnih grupa (–COOH) koje se mogu koristiti 

za vezivanje radionuklida. Takođe, oblaganje je urađeno i vezivanjem aminosilana (APTES) 

za SMNČ, čime je na površini dobijen veliki broj slobodnih amino grupa (–NH2) koje se isto 

mogu koristiti kao donori elektrona za vezivanje (11). Karakterizacija sintetisanih neobloženih 

i obloženih SMNČ je izvedena različitim metodama kojima je utvrđen uticaj modifikacije 

površine SMNČ-a na veličinu čestica, morfologiju, površinsko naelektrisanje i magnetne 

osobine.  

Drugi dio obuhvata optimizaciju uslova obilježavanja monoklonskog CC49 antitijela 

(CC49 mAt) terapijskim radionuklidom 131I i konjugaciju obilježenog CC49 mAt sa obloženim 

SMNČ. Nakon obilježavanja radionuklidom 131I koji emituje β zračenje energije 606 keV i γ-

zračenje energije 364 keV, omogućeno je ne samo primjeniti obilježene SMNČ u terapiji već i 

efikasno pratiti biodistribuciju obilježenih SMNČ. Optimizacija uslova obilježavanja metodom 

sa hloraminom-T (HL-T) je izvedena korišćenjem proteina i nespecifičnog monoklonskog 

antitijela i određivanjem parametara koji obezbjeđuju visoku radiohemijsku čistoću. 

Radiohemijska čistoća je ispitivana primjenom tankoslojne hromatografije (TLC) gdje je kao 

stacionarna faza korišćena aluminijumska folija na koju je nanesen silikagel (TLC silika-gel), 

a kao mobilna faza 85% metanol.  Nakon optimizacije, korištenjem oksidacionog agensa HL-

T izvršeno je obilježavanje CC49 mAt sa 131I. Prečišćavanje rastvora obilježenog antitijela od 

viška reaktivnih 131I+ je urađeno korištenjem gel filtracione kolone napunjene Sephadex® G-

25. Očuvanje integriteta antitijela nakon obilježavanja i prečišćavanja se ispitalo upotrebom 

elektroforeze na poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) (12). Konjugacija obloženih SMNČ sa 

obilježenim antitijelom je izvršena upotrebom reagensa 1-etil-3-

(dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC) u blago kiseloj sredini.  
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Neophodno je da sintetisani kompleks 131I-CC49-SMNČ kao potencijalni 

radiofarmaceutik bude stabilan u toku vremena u kome se postiže terapijski efekat. Pošto 

radionuklid 131I ima vrijeme poluraspada od 8 dana, in vitro stabilnost 131I-CC49-SMNČ je 

ispitana u fiziološkom rastvoru i humanom serumu tokom 8 dana određivanjem njegove 

radiohemijske čistoće koristeći tankoslojnu hromatografiju. Ispitivane su različite mobilne faze 

(85% metanol, fiziološki rastvor i aceton) i stacionarne faze (silika gel i celuloza), a 

kombinacijom 85% metanola kao mobilne faze i TLC silika-gel traka kao stacionarne faze su 

dobijeni najpouzdaniji i najreproduktivniji rezultati. 

U trećem dijelu doktorske disertacije obuhvaćena su ispitivanja biodistribucije i 

retencije, kao i terapijskog efekta 131I-CC49-SMNČ. Podaci vezani za in vivo stabilnost i 

specifičnost 131I-CC49-SMNČ dobijeni su praćenjem biološke raspodjele i retencije na 

imunodeficijentnim (NOD-SCID) miševima kojima su subkutano bile injektovane LS174T 

ćelije kancera, koje predstavljaju ćelijsku liniju humanog adenokarcinoma kolona. Suspenzija 

131I-CC49-SMNČ je intravenski injektovana miševima za ispitivanje biodistribucije, a 

intratumorski miševima za ispitivanje retencije.  Biodistribucija i retencija su praćene u tačno 

određenim vremenskim intervalima u ketaminom/ksilazinom anesteziranim životinjama 

pomoću BRUKER®In-Vivo Xtreme 2 uređaja. Biodistribucija i retencija su određene i 

mjerenjem radioaktivnosti u uzorku krvi (uzetom graduisanom kapilarom) i organima od 

interesa nakon žrtvovanja životinja metodom cervikalne dislokacije, u tim istim vremenskim 

intervalima.  

Efekat hipertermije, radionuklidne terapije i njihovog kombinovanog dejstva je ispitan 

primjenom 131I-CC49-SMNČ na tumor nosivim NOD-SCID miševima izračunavanjem 

zapremine tumora svaki drugi dan nakon intratumorskog injektovanja. Takođe, sprovedena su 

i patohistološka ispitivanja na presjecima organa od interesa i tumora u cilju određivanja 

toksičnosti i potvrde terapijskog efekta 131I-CC49-SMNČ.  
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2. TEORIJSKI DIO 

2.1. Nanomedicina 

Nanomedicina predstavlja upotrebu nanotehnologije u medicinske svrhe koristeći 

nanomaterijale za dijagnozu, praćenje, kontrolu, prevenciju i liječenje bolesti (13). 

Nanomaterijali se definišu kao prirodni ili vještački materijali, koji sadrže slobodne ili 

aglomerirane čestice, pri čemu su dimenzije za više od 50% čestica u rasponu od 1-100 nm. U 

posljednje vreme upotreba nanotehnologije u razvoju novih lijekova je od velikog interesa u 

svijetu, jer nudi nova i inovativna rješenja za već postojeće i buduće medicinske izazove (14). 

Nanomaterijali kao što su nanočestice, lipozomi, dendrimeri, micele, nanokristali, 

nanoemulzije, polimersko-proteinski konjugati i nanokompleksi se sve više primjenjuju u 

oblasti formulacije lijekovitih oblika u cilju poboljšanja njihovog dijagnostičkog i terapijskog 

efekta (15,16). 

Korištenjem nanomaterijala u izradi farmaceutskih oblika, lijekovitim supstancama sa 

nepovoljnijim farmakokinetičkim profilom je omogućeno da budu distribuisane do mjesta 

djelovanja u količini koja će izazvati željeni farmakološki odgovor. Korištenje lijekova u 

nanoformulacijama je dovelo do smanjenja primjenjene doze lijeka, bolje komplijanse 

pacijenata i smanjenja broja naželjenih reakcija (1). U 2014. godini registrovane  su 

nanoformulacije 43 lijeka (najviše citostatika) vrijednosti 20 milijardi dolara (17). Bez obzira 

što je među njima najmanji broj nanočestica na bazi neorganskih materijala (zlato, srebro, 

gvožđe oksid i silika), ova vrsta nanočestica je pokazala dobru biokompatabilnost zbog velikog 

potencijala u funkcionalizaciji njihovih površina. Osim lijekova za funkcionalizaciju površina 

nanočestica mogu mogu se koristiti i drugi agensi (radionuklidi, antitijela i dr.) koji mogu 

značajno poboljšati njihovo biološko ponašanje u organizmu. 
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2.2. Radionuklidna terapija 

Radionuklidna terapija (RT) se zasniva na isporuci terapijskih doza radioaktivnog 

zračenja bolesnom tkivu sa minimalnim toksičnim efektima na okolno zdravo tkivo, pomoću 

specifičnih liganada kao što su antitijela, fragmenti antitijela, peptidi i niskomolekularni ligandi 

vezani za odgovarajući radionuklid. Ligand obilježen radionuklidom koji nosi citotoksičnu 

količinu zračenja emitijući α, β i Ože (Auger) čestice predstavlja radiofarmaceutik (3). U RT-

u terapijski radiofarmaceutik unet parenteralno ili oralno ispoljava svoje dejstvo na 

molekularnom nivou zahvaljujući receptorima, enzimima ili antigenima na toj molekuli za koju 

je on specifičan. Nosilac specifičnosti radiofarmaceutika da se vezuje za odgovarajuće 

receptore na tumorskoj ćeliji je ligand, a u dosta slučajeva i sam radionuklid koji je i ujedno 

nosilac terapijskog efekta. RT se razlikuje od tradicionalne radioterapije (spoljašnje zračenje 

X zracima/brahiterapija) u istom smislu kao terapija lijekovima od hirurškog tretmana. Za 

razliku od hirurgije i radioterapije, čiji zahvati su usmjereni na specifičnu stranu organa ili na 

veću ćelijsku grupu/dio tkiva, prema riječima Paul Ehrlich-a, prinicp RT je princip „magičnog 

metka“, koji nalazi svoju specifičnu metu i donosi radionuklid koji inhibira njenu funkciju i 

uništava je (slika 1) (2).   

Potreba za liječenjem minimalnih ostataka i mirkometastaza tumorskih ćelija je sve 

veća, jer su hirurgija i radioterapija slabo efikasne kada dođe do diseminacije tumora. Takođe, 

primjena hemioterapije kod pojedinih vrsta karcinoma i dalje nije dovoljno efikasna a dodatno 

ograničenje u upotrebi predstavljaju i neželjeni efekti, bez obzira na veliki razvoj u drugoj 

polovini 20 vijeka. Za razliku od sistemske hemioterapije, cilj RT je selektivna isporuka 

zračenja ćeliji karcinoma u količini da izaziva minimalnu toksičnost u okolnom zdravom tkivu 

(18).  
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Slika 1. A. Ilustracija radioterapije. B. Ilustracija radionuklidne terapije (19).  

 

Ozračene ćelije primaju veliku energiju u obliku fotona i/ili naelektrisanih čestica, što 

može dovesti do makromolekulskih oštećenja ćelije. Primarna meta zračenja predstavlja DNK 

molekula, koju zračenje oštećuje direktnim kidanjem veze ili indirektno stvaranjem reaktivnih 

kiseoničnih/azotnih vrsta (ROS) ili slobodnih radikala (slika 2).  

 

 

Slika 2. Efekat zračenja na DNK ćelije (20). 

 

Kako u najvećem procentu ćeliju čini voda, 70% oštećenja DNK je indirektno oštećenje 

a najčešći uzročnik su hidroksilni joni (OH-). Slobodni radikali, kao i zračenje uzrokuju 
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oštećenja DNK lanaca (21,22), što dovodi ne samo do apoptoze, nego i do programirane 

nekroze (23).  

U kolikom je porastu upotreba RT-a govori podatak da se u 2% evropske i američke 

populacije primjenjuju procedure nuklearne medicine, a od toga 10% su procedure RT-a (1 000 

000 procedura u Evropi godišnje). Pretpostavlja se da će u Australiji polovina stanovništva biti 

izložena nuklearnom zračenju u terapijske svrhe (24). 

 

2.2.1. Prednosti i nedostaci radionuklidne terapije 

Osnova uspješne radionuklidne terapije je u selektivnom koncentrisanju i produženoj 

retenciji radiofarmaceutika unutar tumora. Odgovor tumora na terapiju zavisi od mnogih 

faktora kao što su: kumulativna doza isporučena tumoru, penetracija zračenja i osjetljivost 

tumora na zračenje. Efekat radijacije je maksimalan kada je cijela doza zračenja absorbovana 

u tumoru. U praksi se ovo često ne dešava, zbog bioloških gubitaka.  

Podobnost pojedinačnog radionuklida za određenu vrstu tumora, zavisi od njegovih 

hemijskih i fizičkih osobina, načina i cijene proizvodnje, specifične aktivnosti, radionuklidne 

čistoće kao i njegovog biološkog ponašanja (mogućnost oslobađanja iz kompleksa in vivo). 

Trenutno se u kliničkim i prekliničkim RT istraživanjima koristi 13 β-emitujućih radionuklida 

(177Lu, 166Ho, 186Re, 188Re, 67Cu, 149Pm, 199Au, 77Br, 153Sm, 105Rh, 89Sr, 90Y i 131I) i 4 

α‑emitujuća radionuklida (213Bi, 223Ra, 225Ac i 211At) (25,26).  

U tabeli 1 su prikazani najčešće korišćeni terapijski radionuklidi sa vrstama zračenja i 

maksimalnim dometom u tkivu (20).  
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Tabela 1. Najzastupljeniji terapijski radionuklidi u kliničkoj praksi. 

Radionuklid 

Vrsta 

zračenja 

(keV) 

Maksimalni 

domet u tkivu 

Vrijeme 

poluraspada (T1/2) 
Dobijanje 

131I 
β (606) 

γ (364) 
2,5-3 mm 8,04 dana 

130Te (n,γ,β-) 131I 
235U (n,fisija) 

90Y 
β (2280) 

 
12 mm 64 h 

90Sr/90Y generator 
89Y (n,γ) 90Y 

177Lu 
β (500) 

γ (113,208) 
1,5 mm 2,7 dana 

176Yb (n, γ,β-) 177Lu 
176Lu (n, γ) 177Lu 

153Sm 
β (807) 

γ (103) 
3 mm 46,3 h 152Sm(n,γ)153Sm 

89Sr β (1463) 8 mm 50,5 dana 
88Sr (n,γ) 89Sr 
89Y (n, p) 89Sr 

186Re 
β (1070) 

γ (137) 
3,6 mm 3,72 dana 185Re (n,γ) 186Re 

188Re 
β (2120) 

γ (155) 
11 mm 17 h 

188W/188Re 

generator 

211At α (6800) 80 µm 7,2 h 209Bi (α,2n) 211At 

213Bi α (8300) 84 µm 46 min 
225Ac/213Bi 

generator 

225Ac 
α  

(6000-8000) 
60~90 µm 10 dana 226Ra (p,2n) 225Ac 

64Cu Ože elektron 2~500 nm 64 h 64Ni (p,n) 64Cu 

 

Radionuklidi koji emituju α ili β čestice visokih energija su više podobni za terapije 

solidnijih (glomaznijih) tumora dok emiteri Ože elektrona, zbog svoje visoke citotoksičnosti a 

kratkog dometa, mogu više doprineti kod eradikacije malih tumora ili malih grupica 

karcinomskih ćelija. Međutim, emiteri Ože elektrona moraju biti blizu DNK da bi ispoljili svoj 

efekat, što se može desiti jedino ako je biodistribucija radiofarmaceutika u blizini DNK (27). 

Ukoliko radionuklid emituje i γ zračenje, postoji mogućnost praćenja farmakokinetičkih 

parametara, izračunavanja dozimetrije i praćenja efekta terapije. Radionuklidi koji imaju takvu 

mogućnost su 131I i 177Lu, koji su zajedno sa 90Y najviše izučavani β emiteri. Zbog energije 

zračenja od 0,5 MeV  i penetracije u tkivu koja je ≤ 2 mm, 177Lu dobija sve veću pažnju, jer 

energija ostaje u tumoru više nego u okolnom zdravom tkivu. Za razliku od 90Y koji posjeduje 

veću energiju, čiji domet čestica je 12 mm, 177Lu se može koristiti za terapiju manjih tumora. 
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Njegova sličnost sa 90Y je u radiohemiji obilježavanja antitijela, jer su mu neophodni helatori, 

dok 131I stvara direktnu ugljenik - jod vezu.  

Sve veće interesovanje je za upotrebu α-emitera zbog isporuke velike količine energije 

okolnim molekulama u uskom radijusa (ca. 100 μm, nekoliko ćelijskih prečnika). Zbog visokog 

transfera energije (LET) moguća je selektivna i lokalizovana citotoksičnost sa poštedom 

okolnog tkiva. Šta više, efekat α-čestica je nezavisan od ciklusa ćelija i lokalne koncentracije 

kiseonika (28).  

Iz svega navedenog zaključci su da RT ima veliku prednost u odnosu na radioterapiju 

spoljašnjim zračenjem u terapiji: rezidualnih mikrostatskih lezija, rezidualnih tumorskih 

ostataka nakon hiruške intervencije, hematoloških maligniteta (4,29). 

Međutim, danas postoji velika potreba za terapijom solidnih inoperabilnih tumora, gdje 

je radionuklidna terapija pokazala ograničenja. Odgovori solidnih tumora na RT su veoma 

niski, a razlog tome su hipoksični uslovi koji vladaju unutar tumora.  

Kao što je već rečeno, primarna meta zračenja je DNK molekula, koju zračenje oštećuje 

direktnim kidanjem veze i u većem procentu indirektno stvaranjem ROS-a ili slobodnih 

radikala. ROS reagujući sa DNK molekulom, kidaju njene veze i stvaraju dvije nove nestabilne 

molekule koje se, ukoliko je kiseonik odsutan, ponovo spajaju i DNK biva reparirana a ROS 

se neutrališu vodonikom iz okoline. Međutim, u prisustvu kiseonika stvaraju se nove ROS i 

reakcije prekida veze DNK molekule se nastavlja. Jednostruki prekid veze se može reparirati, 

dok je dupli prekid veze nepopravljiv, što dovodi do smrti ćelije (30). 

Pošto tumori rastu brže nego okolno tkivo, oni razvijaju svoju sopstvenu vaskulaturu, 

koja je funkcionalno i morfološki primitivna. Nemogućnost isporuke kiseonika i hranljivih 

sastojaka do svake ćelije u tumoru dovodi do stvaranja hipoksičnih regiona u tumoru, koji su 

radiorezistenti zbog nemogućnosti stvaranja ROS (31). Nekada je potrebno tri puta veća doza 

zračenja da bi izazvalo isti stepen oštećenja u hipoksičnim ćelijama u odnosu na ćelije 

normalno snabdjevene kiseonikom (32). Ukoliko je koncentracija kiseonika manja od 0,02%, 

smanjena je osjetljivost ćelija na jonizujuće zračenje (33). Čak i blaga hipoksija stvara određen 

nivo rezistencije (34).  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sautter-Bihl%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8722420
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Veliki problem predstavlja što terapijski radiofarmaceutici ne penetriraju u tumor više 

od tri do pet ćelijskih prečnika od krvnog suda, što rezultuje u nedostatku zračenja na udaljenije 

tumorske ćelije. I pored prednosti RT-a, strategije ciljanja tumora su često ograničene 

nedovoljnom isporukom radionuklida u tumorsko tkivo zbog nekada relativno niske i 

heterogene ekspresije receptora na površini ćelija (35).  

Iako postoji mogućnost vještačke proizvodnje do 3800 izotopa, danas manje od 50 ima 

kliničku upotrebu (36). Najviše klinički korišćeni terapijski radiofarmaceutici su dati u tabeli 

2.  
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Tabela 2. Najzastupljeniji terapijski radiofarmaceutici za kliničku upotrebu. 

Radiofarmaceutik Mehanizam djelovanja Indikacija 

Na131I Sinteza tiroidnih hormona 
Diferencijalni karcinom štitaste 

žlijezde 

131I-MIBG 
Aktivni transport u 

neuroendokrine ćelije 

Neuroblastom 

Feohromocitom 

Paragangliom 

Medularni karcinom štitaste žlijezde 

131I-Tositumomab 
CD 20 antigen na B-

limfocitima 
Non-Hodžkin limfom 

90Y-Ibritumomab tiuksetan 
CD 20 antigen na B-

limfocitima 
Non-Hodžkin limfom 

131I-Lipiodol 
Intravaskularna 

lokalizacija 

Hepatocelularni karcinom 

Metastaze karcinoma jetre 

90Y-mikrosfere 
Intravaskularna 

lokalizacija 

Hepatocelularni karcinom 

Metastaze na jetri 

90Y/177Lu-DOTA peptidi Somatostatinski receptor Neuroendokrini tumori 

177Lu-PSMA-617 
90Y-PSMA-617 

Specifični prostatični 

membranski antigen 
Karcinom prostate 

90Y-citrat koloid, 186Re-

heptasulfid koloid, 169Er-citrat 
Intraartikularna aplikacija Radiosinovijektomija 

89SrCl2 Analog kalcijuma 
Palijativna terapija bolova 

uzrokovana metastazama u kostima 

153Sm-EDTMP Hemoadsorpcija 
Palijativna terapija bolova 

uzrokovana metastazama u kostima 

223RaCl2 Analog kalcijuma 
Karcinom prostate sa metastazama u 

kostima 

 

Od prikazanih terapijskih radiofarmaceutika najviše se upotrebljava radiokativni jod 

(131I) koji je i prvi radionuklid korišten u RT-u. Njegova upotreba datira još od 1947. godine i 

danas je u obliku Na131I nezamjenljiv u terapiji hiperfunkcije i diferencijalnog karcinoma 

štitaste žlijezde. Kao kateholamisnki analog, meta-(131I) jodobenzilguanidin (131I-MIBG), 

koristi se u terapiji neuroednokrinih tumora. Takođe, njegova upotreba je zastupljena u još dva 

vida RT-a: radioimunoterapiji (RIT) i selektivnoj unutrašnjoj radioterapiji (SIRT).  
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2.2.2. Radioimunoterapija i selektivna unutrašnja radioterapija  

Radioimunoterapija (RIT), kao jedan oblik RT-a, ima takođe dugogodišnju upotrebu 

(30 godina) u terapiji tumora. Princip RIT-a je korištenje antitijela kao nosača letalne 

radijacijske doze β zračenja. 

Antitijela (imunoglobulini) su glikoproteini (82-96% proteini, 4-18% ugljeni hidrati) 

prisutni na površini B limfocita, u plazmi, međućelijskoj tečnosti i sekretima egzokrinih 

žlijezda. Antitijela su nosioci humoralne imunosti i kroz mehanizam ćelijske citotoksičnosti 

zavisne od antitijela (ADCC) i citotoksičnosti zavisne od komplementa (CDC), dovode do 

destrukcije antigena. Trenutno je na tržištu Evropske unije (EU) i Sjedinjenih Američkih 

Država (SAD) više od 30 antitijela odobrenih od strane Evropske agencije za lijekove (EMA) 

i Agencije za hranu i lekove (FDA), dok je oko 350 antitijela u različitim fazama kliničkih 

studija. Najviše antitijela na tržištu se koriste u terapiji kancera (37). Osnovna subjedinica svih 

antitijela se sastoji od dva identična duža polipeptidna lanca (teški lanci, H) i dva međusobno 

identična kraća polipeptidna lanca (laki lanci, L). Laki lanci su sastavljeni od oko 220 

aminokiselina, a teški od oko 440 aminokiselina i sva 4 lanca su povezana disulfidnim vezama 

u četvoročlanu jedinicu u obliku slova Y. Enzimskom digestijom izdvojeni su i okarakterisani 

Fab (N-terminalni) fragmenti kao mjesto specifične reakcije sa antigenom i Fc (C-terminalni) 

fragmenti koji učestvuju u sekundarnim funkcijama molekula (vezivanje komplementa, 

makrofaga i dr.). U RIT-i se koristi klasa G antitjela (IgG), koja je i najzastupljenija klasa 

antitijela u organizmu kod ljudi, dok je IgG1 potklasa najefikasnija u aktivaciji oba navedena 

efektorska mehanizma (ADCC i CDC) što je čini najprikladnijom za korišćenje u terapiji 

tumora (38). Kako bi se očuvala imunogenost antitijela na Fab fragmentu, terapijski 

radionuklid se konjuguje na Fc fragment antitijela. Antitijela obilježena radionuklidima na Fc 

fragmentu reaguju Fab fragmentom sa antigenom na tumorskim ćelijama i dvostrukim 

mehanizmom dovodi do smrti ćelija. Mehanizam citotoksičnog dejstva RIT, osim apoptoze 

ćelije zbog izlaganja β zračenju, se sastoji i u efektu imunog odgovora organizma kroz ADCC 

i CDC mehanizam (39). Velika prednost RIT-a i β emitera je tzv. efekat unakrsne vatre 

(„crossfire“ efekat), gdje visoko-energetske β čestice emitovane sa antitijela dosežu i reaguju 

direktno sa tumorskim ćelijama za koje se antitijelo nije vezalo (slika 3) (40). 
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Slika 3. A. i B. Strukture radiofarmaceutika Zevalin®-a i Bexxar® -a. C. Princip efekta 

unakrsne vatre ("crossfire effect") (40,41). 

 

Efekat je vrlo značaj kod teško dostupnih tumora kao i tumora koji nemaju 

odgovarajuće antigene (42). 90Y-Ibritumomab tiuksetan (Zevalin®, Spectrum Pharmaceuticals, 

Inc.) je prvo radioobilježeno anti-CD 20 IgG1 antitijelo koje je dobilo dozvolu za promet 2002. 

godine od FDA za RIT ralapsiranog ili rezistentnog nisko-stepenog folikularnog Non-Hodžkin 

limfoma (NHL). Godinu dana poslije, dozvolu je dobio i 131I-Tositumomab (Bexxar®, 

GlaxoSmithKline)  takođe radioobilježeno IgG antitijelo za liječenje NHL. 2009. godine 

Zevalin® je indikovan i kod netretiranog folikularnog NHL-a, koji je pokazao djelimični ili 

potpuni odgovor na rituksimab. Zbog nemogućnosti uvoza radiofarmaceutika Zevalin® i 

Bexxar® u Australiju, profesor Harvey Turner i saradnici su obilježili jodom-131 monoklonsko 

anti-CD 20 antitijelo rituksimab (MabThera®, Roche), koje je bilo prvo monoklonsko antitijelo 

odobreno za imunoterapiju NHL. Obilježavanje rituksimaba, je urađeno u poluatomatskom 

modulu za sintezu u bolničkim uslovima, što je bitno uticalo na cijenu RIT. Bez obzira na 

obećavajuće rezultate RIT sa 131I-Rituksimabom tokom faze 2 kliničkih istraživanja, legislativa 

u pojedinim državama je ograničila rutinski kliničku upotrebu ovog obilježenog antitijela 

(43,44). Takođe, druga monoklonska antitijela (trastuzumab, bevacizumab, cetuksimab i dr.) 

su obilježavana sa terapijskim radionuklidima. Osim β-emitujućih radionuklida, zastupljeni su 

bili i emiteri α zračenja (211At, 213Bi, 225Ac, 223Ra) (45). Međutim njihova upotreba je bila 

ograničena na prvu i drugu fazu kliničkih istraživanja tako da su Zevalin® i Bexxar® ostali 

jedini registrovani radiofarmaceutici za RIT. Bez obzira na dokazanu efikasnost RIT, ovaj vid 

terapije nije široko prihvaćen u hematoonkološkoj zajednici, a rezultat toge je povlačenje 

Bexxar®-a sa tržišta 2014. godine zbog ekonomski neisplative proizvodnje (5,46). 
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Stoga, terapije radioaktivnim jodom i Zevalin®-om su najčešće korištene RT i RIT u 

nukleranoj medicini (47). 

Princip SIRT-a se zasniva na intrahepatičkoj administraciji β-terapijskih 

radiofarmaceutika, koji se lokalizuju u tumoru embolizacijom arteriola. Beta zračenje 

isporučuje letalnu dozu tumorskim ćelijama pošteđujuću okolno parenhimsko tkivo, jer većina 

jetrenog parenhima je opskrbljena krvlju putem portalne vene (slika 4) (48). 

 

 

Slika 4. Prikaz principa selektivne unutrašnje radioterapije (SIRT) (48). 

 

131I-Lipiodol (Lipiocis®, CIS Bio International) je bio prvi terapeutik za neoperativni 

hepatocelularni karcinom (HCC). Predstavlja jodirani etil-estar masne kiseline prisutne u ulju 

sjemena maka, koje se prije koristilo kao kontrastno sredstvo. U studijama nisu dobijeni 

značajni rezultati jer su potrebna opsežnija ispitivanja i duže praćenje pacijenata (49). Danas, 

glavni predstavnici SIRT-a su mikrosfere obilježene 90Y: smolaste SIR-Spheres® (Sirtex 

Medical, Australija) i staklene TheraSpheres® (MDS Nordion, Kanada). SIR-Spheres® su 

indikovane za terapiju neoperativnih jetrenih metastaza od primarnog karcinoma kolona, a 

TheraSpheres® za terapiju neoperativnog HCC. Sa terapijom sinovijektomije, SIRT predstavlja 

lokalni pristup radionuklidne terapije (50). 

  



Aljoša Stanković                                                                                        Doktorska disertacija  

15 

 

2.3. Hipertermija 

Termin hipertermija (grč. hyper – podići, thermia – toplota) (HT) obično predstavlja 

zagrijavanje ćelija i tkiva jedan ili više sati, na temperaturi između 40 °C i 45 °C (51,52). Još 

je otac medicine, Hipokrat opisao ulogu toplote u medicini: „Bolesti koje se ne liječe 

lijekovima, liječe se nožem. One koje se ne mogu liječiti nožem, liječe se vatrom. One koje se 

ne liječe vatrom su neizlječive“ (53). Prvi put primjena toplote u onkologiji se spominje u 

Hirurškim Papirusima Edwina Smitha (oko 300-2500 p.n.e.), gdje se spominje savjet ljekara 

da se tumor dojke kauterizuje pomoću „vatrenog štapa“ (54). Njemački ljekar W. Busch je 

opisao slučaj pacijenta sa sarkomom, čiji je tumor regresirao uslijed visoke tjelesne temperature 

uzrokovane erizipelom („crveni vjetar“) (55). 

Termin blaga hipertermija predstavlja zagrijavanje do 42 °C, a ekstremna hipertermija 

se koristi za više temperature (56).  Na višim temperaturama, sama toplota izaziva denaturaciju 

proteina (57), oštećenje skeleta ćelije (58,59), onesposobljavanje mehanizama reparacije DNK 

(60–62), promjene u propustljivosti membrane (63,64) kao i odgovor imunog sistema (slika 5) 

(65–67).  

 

Slika 5. Efekat hipertermije na ćeliju.  
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Takođe, blaga hipertermija pojačava protok krvi u tumoru i vaskularnu permeabilnost 

i time poboljšava zasićenost tumorskih ćelija kiseonikom i hranljivim materijama. Povećana 

perfuzija započinje nekoliko minuta nakon zagrijavanja i može trajati satima. Temperature 

iznad 42 °C mogu dovesti do kolabiranja krvnih sudova, apoptoze i nekroze ćelije (57,68). 

Takođe, visoke temperature mogu izazvati koalgulaciju, čime bi prenos toplote bio 

onemogućen a samim tim bi se stvorili uslovi i za formiranje novih hipoksičnih regiona, čime 

bi se otpor ka zračenju povećao (69). Kod ćelija kod kojih je umjerena hipertermija donijela 

subletalnu dozu, smanjuje se upotreba kiseonika, prevođenjem njihovog metabolizma ka 

glikolitičkom putu. Time se povećava količina kiseonika koja se može odvesti u hipoksične 

regione (70,71). Tumorske ćelije su više termosenzitivne na efekte hipertermije nego zdrave 

ćelije zbog kiselog okruženja koji vlada u njima. Svaka ćelija ima svoju prelomnu tačku 

osjetljivosti ka toploti, gdje se iznad te tačke stopa smrtnosti ćelija povećava duplo sa 

povećanjem temperature za 1 °C. Prelomna tačka za humane ćelije je 43,5 °C a za životinjske 

43 °C (72). Efekat hipetermije je različit u različitim tkivima, ali se može smatrati da 

hipertermija samostalno izaziva malu do umjerenu citotoksičnost, što nije slučaj kada se koristi 

u kombinaciji sa drugim terapijskim metodama, kao što su hemioterapija ili radijacija (73,74).  

 

2.4. Magnetna hipertermija 

Magnetna hipertermija (MHT) predstavlja oslobađanje toplote od strane različitih 

medijatora pod uticajem spoljašnjeg naizmjeničnog magnetog polja (SMP) određene jačine i 

frekvencije (75), gdje dolazi do postizanja temperature između 42 °C i 46 °C unutar tumorskog 

tkiva uslijed čega dolazi do odumiranja ćelija karcinoma, dok ćelije zdravog tkiva nisu 

osjetljive prema postignutim temperaturama (76). Različite tehnike indukuju HT, kao što su 

radiotalasi, ultrazvuk, mikrotalasi, infracrvena radijacija i svaka od ovih metoda ima svoje 

nedostatke kao što su: 

a) zagrijavanje okolnog zdravog tkiva rezultujući opekotinama, plikovima i neugodnosti 

pacijenta; 

b) ograničeno prodiranje toplote u tkiva; 

c) nedovoljna doza toplote na ciljnom mijestu (77). 
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U odnosu na HT, koja se takođe indukuje primjenom elektromagnetnih talasa iz 

električnog uređaja, najveća prednost MHT je u njenoj selektivnosti zbog prirodne 

propustljivosti (skoro 1) ljudskog organizma prema magnetnom polju. Pod uticajem 

promjenljivog magnetnog polja zagrijava se isključivo regija tijela gdje se nalazi tumor, dok 

zdravo tkivo biva pošteđeno.  

Na početku, medijatori toplote su bile elektro-konduktivne ili feromagnetne igle/zrna 

koja su se stavljala u tumore (7). Napredak u razvoju nanostrukturnih materijala, sa veličinom 

uporedivoj sa biološkim entitetima (ćelije, proteini, geni i sl.), dali su veliki doprinos u razvoju 

MHT. Predstavnici 0 dimenzionalnih nanočestica, kojima su sve tri dimenzije ispod 100 nm, 

su CdSe nanočestice tzv. „kvantne tačkiceˮ, fotosenzitivne zlatne nanočestice, nanočestice na 

bazi polimera (lipozomi), dendrimeri i magnetne nanočestice (slika 6) (78,79).  

 

 

Slika 6. Predstavnici 0D nanonočesica. Organske nanočestice: A. Lipozomi, B. 

Dendrimeri. Neorganske nanočestice: C. Fe3O4/γ-Fe2O3 (magnetne) nanočestice, D. Au 

nanočestice, E. CdSe nonočestice „kvantne česticeˮ (78,79). 

 

MHT se takođe može nazvati i magnetna nanofluidna hipertermija, jer se magnetne 

nanočestice ili fluidi koriste u obliku stabilnih koloidnih suspenzija u vodi ili ugljenohidratnom 

fluidu (80). Metode sinteze magnetnih nanočestica sa svojim prednostima i nedostacima date 

su u tabeli 3. 

 

 



Aljoša Stanković                                                                                        Doktorska disertacija  

18 

 

Tabela 3. Pregled metoda sinteza magnetnih nanočestica (81). 

Metoda sinteze 
Vrijeme 

sinteze 
Rastvarač 

Prinos 

sinteze 
Prednosti Nedostaci 

Koprecipitacija 
 

Minuti 

 

Voda Visok 
Jednostavnost i 

niska cijena 

Teško 

kontrolisanje 

veličine 

čestica 

Termalna 

dekompozicija 
Sati-dani 

Organski 

rastvarači 
Visok 

Uzana 

distribucija i 

dobra kontrola 

veličine čestica 

Vrlo toksični 

surfaktanti i 

ostaci 

prekursora 

Mikroemulzija Sati 
Organski 

rastvarači 
Visok 

Dobro 

iskristalisane 

nanočestice 

Neekološka i 

ekonomski 

neisplativa 

metoda 

Solvotermalna 

metoda  
Sati 

Organski 
rastvarači 

Srednji 

Relativno 

dobro 

kotrolisana 

veličina čestica 

Velika 

potrošnja 

energije 

Sprej piroliza Sekundi 
Voda i 

isparljivi 

rastvarači 
Visok 

Velika čistoća 

nanočestica 

Teško 

kontrolisanje 

veličine 

čestica 

Laser piroliza Milisekundi Gasovi Visok 

Uzana 

distribucija i 

dobra kontrola 

veličine čestica 

Nemogućnost 

povećanja 

veličine 

čestica 

 

2.4.1. Osobine i podjela magnetnih materijala 

Svi materijali u određenom stepenu posjeduju magnetna svojstva i intereaguju sa 

spoljašnjim magnetnim poljem. Kada se materijal unese u magnetno polje dolazi do nastajanja 

magnetnog momenta (vektorski zbir orbitalnih i spinskih magnetnih momenata atoma), koji se 

izražava po jedinici zapremine tog materijala i naziva se magnetizacija (M). Magnetna 

susceptibilnost – χ predstavlja odnos magnetizacije i jačine spoljašnjeg magnetnog polja (H). 

Izučavajući zavisnost magnetizacije od spoljašnjeg magnetnog polja – M(H) ili od temperature 

– M(T), magnetni materijali su klasifikovani prema susceptibilnosti (osjetljivosti) u 

magnetnom polju na: 

a) slabe magnetike (dijamagnetici i paramagnetici) kod kojih na postoji spontana 

uređenost magnetnih momenata; 
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b) jake magnetike (fero-, antifero- i ferimagnetici) kod kojih postoji spontana uređenost 

magnetnih momenata (bez prisustva magnetnog polja). 

Dijamagnetnici ne pokazuju magnetni moment sve dok ne dođu u SMP. Usljed 

dijelovanja SMP na orbitalno kretanje elektrona u atomu, dolazi do indukovanja magnetnog 

momenta koji se orijentiše suprotno u odnosu na pravac SMP. Dijamagnetni materijali imaju 

negativnu susceptibilnost. Dijamagnetizam je univerzalna osobina susptanci, jer se indukovani 

magnetni moment pojavljuje kod svih supstanci bez obzira na magnetno uređenje.  

Paramagnetici su građeni od atoma koji sadrže nesparene elektrone, tj. od atoma koji 

imaju stalni magnetni dipolni moment. Zbog termičkog kretanja atoma, orijentacija magnetnih 

momenata atoma paramagnetika ukoliko se ne nalaze u SMP, je haotična. U SMP magnetni 

momenti se orijentišu u pravcu SMP, pa je magnetna susceptibilnost mala i pozitivna. Pošto 

stepen njihove orijentacije zavisi od temperature, magnetna susceptibilnost je funkcija 

temprerature. Po prestanku djelovanja SMP, uređenost magnetnih momenata prestaje i postaje 

haotična (82–84). 

Feromagnetici posjeduju stalni magnetni dipolni momenat i za njih je karakteristična 

spontana magnetizacija (uređenost magnetnih dipolnih momenata atoma van spoljašnjeg 

magnetnog polja ispod karakteristične temperature) koja je najveća na niskim temperaturama. 

Povišavajući temperaturu, dipolni momenti odstupaju od paralelne orijentacije i dolazi do 

slabljenja spontane magnetizacije. Kada temperatura feromagnetika dostigne ili prevaziđe 

Curie-jevu temepraturu (Tc), feromagnetik gubi svoju magnetizaciju i postaje paramagnetik. 

Iznad Curie-jeve temperature dominira termičko kretanje koje uzrokuje proizvoljnu 

orijentaciju momenata, dok ispod Curie-jeve temperature magnetni momenti su orijentisani. 

Feromagnetici pokazuju veliku i pozitivnu susceptibilnost u magnetnom polju. Kada se kod 

dijamagnetika i paramagnetika ukloni SMP, magnetne osobine ne ostaju, dok kod 

feromagnetika ove osobine ostaju (85). 

Feromagnetni materijali su podijeljeni na oblasti homogene magnetizacije (domene) 

gdje unutar jednog domena svi dipolni momenti su usmjereni prema jednom pravcu, a 

međusobno su razdvojeni granicama domena tzv. domenskim zidovima (Bloch-ovim 

zidovima). Tokom procesa magnetizacije feromagnetnika pod uticajem SMP na temperaturi 

nižoj od Curie-jeve, dolazi do promjene orijentacije i veličine domena a magnetizacija se 

odvija u nekoliko faza.  U prvoj fazi pri slabom magnetnom polju, dolazi do povećanja onih 
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magnetnih domena čiji rezultujući magnetni moment pravi najmanji ugao sa SMP. U drugoj 

fazi, koja se odvija pri jačim poljima, dolazi do rotacije magentnih momenata domena u smjeru 

SMP. U trenutku kada se vektori magnetnih momenata svih domena orijentišu u pravcu SMP, 

magnetizacija M dostiže svoju maksimalnu (saturacionu) vrijednost (Ms). Ukoliko se isključi 

SMP, magnetizacija neće postići vrijednost nula, već će imati neku konačnu vrijednost i to je 

remanentna magnetizacija (Mr).  Primjenom polja u suprotnom smjeru (Hc, koercitivno polje) 

magnetizacija pada na nulu, a daljim povećavanjem takvog polja doći će do postizanja 

maksimuma magnetizacije ali u suprotnom smjeru. Ponovnim smanjivanjem SMP do 

vrijednosti nula i njegovim povećanjem u suprotnom smjeru, magnetizacija materijala će ići 

slično praveći histerezisnu petlju (slika 7). 

 

 

Slika 7. Histerezisna petlja (85). 

Ferimagnetnici imaju magnetne momente koji su antiparalelni i različitih vrijednosti 

i zbog toga ovakvi materijali raspolažu spontanom magnetizacijom. Pod dejstvom SMP 

ferimagnetici se ponašaju kao feromagnetici, i iznad Curie-jeve temperature narušava se 

spontana uređenost magnetnih momenata.  

Antiferomagnetici su materijali kod kojih uzajamno dejstvo između atoma sa 

permanetnim magnetnim momentima je takvo da se magnetni momenti susednih atoma 

(spinovi) imaju antiparalelnu raspodjelu i da su jednaki po intenzitetu tako da je rezultujući 

magnetni momenat jednak nuli. Kao i kod feromagnetnika, pomenuta magnetna uređenost 

postoji u nekom temperaturnom intervalu i narušava se iznad neke kritične temperature. Ta 
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temperatura se naziva antiferomagnetna Curie-jeve tačka ili Néel-ova temperatura (TN) iznad 

koje antiferomagnetici dobijaju paramagentne osobine (86). 

 

2.4.2. Superparamagnetizam i mehanizam nastajanja magnetne hipertermije 

Superparamagnetizam je vrsta magnetizma koji se pojavljuje kod feromagnetnih i 

ferimagnetnih nanočestičnih magnetnih materijala na temperaturama ispod Curie-jeve ili Néel-

ove temperature, gdje se materijal ponaša slično kao paramagnetik, osim što umesto magnetnog 

momenta svakog individualnog atoma, magnetni moment cijele nanočestice teži da se 

orijentiše u pravcu SMP-a. Ove nanočestice su jednodomenske što predstavlja da se ukupni 

magnetni momenat tih nanočestica posmatra kao jedan magnetni momenat sastavljen od svih 

pojedinačnih magnetnih momenata atoma koji formiraju nanočestice (87). Kod feromagnetnih 

nanočestica, unutar svakog domena magnetni momenat ima specifičnu orijentaciju i pri uticaju 

SMP domeni koji se nalaze u pravcu polja rastu na račun ostalih. Ova pojava nije reverzibilna 

i dovodi do pojave histerezisa. Zbog toga feromagnetni materijali u SMP stvaraju toplotu 

uslijed histerezisnih gubitaka, nastalih zbog pomjeranja magnetnih domena.  

Kod superparamagnetnih materijala koji se najčešće koriste u medicini nema 

histerezisnih gubitaka i postoje dva mehanizma za stvaranje toplote, a to su Neel-ovi i Brown-

ovi gubici. Svaka nanočestica u superparamagentom materijalu sastoji se iz jednog domena i 

zbog toga će imati konstantan magnetni moment, čija je orijentacija u odsustvu SMP određena 

kristalnom anizotropijom čestice. Ukoliko SMP obezbijedi dovoljno energije da pomjeri 

magnetni moment iz preferirane orijentacije, dolazi do relaksacije magnetnih momenata do 

položaja duž primjenjenog polja tokom čega se oslobađa termalna energija u okolinu. 

Promjenom smjera SMP doći će do ponovne relaksacije i oslobađanja toplote (88). Relaksacija 

se može desiti fizičkom rotacijom samih čestica (Brown-ova relaksacija) ili rotacijom 

spregnutih atomskih magnetnih momenata unutar svake čestice (Neel-ova relaksacija) (slika 

8). Oba mehanizma dovode do faznog zaostajanja između SMP i smjera magnetnog polja, zbog 

čega se dešavaju termalni gubici (89).  
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Slika 8. Mehanizmi konverzije magnetne energije u toplotu (89). 

 

Svaki od ovih mehanizama je okarakterisan vremenom relaksacija koja su prikazana 

sledećim formulama: 

a) Neel-ovo vrijeme relaksacije (𝜏𝑁):  𝜏𝑁 =  𝜏0𝑒
𝐾𝑉𝑀

𝑘𝑇         (1) 

b) Brown-ovo vrijeme relaksacije (𝜏𝐵): 𝜏𝐵 =  
3𝜂𝑉𝐻

𝑘𝑇
       (2) 

c) Efektivno vrijeme relaksacije kada se oba procesa dešavaju u isto vrijeme (τ): 

𝜏 =  
𝜏𝐵𝜏𝑁

𝜏𝐵+𝜏𝑁
           (3) 

, gdje je τ0 = 10-9 s, K – konstanta anizotropije, VM – zapremina čestice, k - Boltzman-ova 

konstanta, T – temperatura, η – koeficijent viskoznosti, VH – hidrodinamička zapremina čestice 

(zapremina čestice sa oblogom). 

Neel-ovo vrijeme relaksacije zavisi od energije anizotropije koja predstavlja energiju 

koja je potrebna za promijenu pravca magnetnog momenta nanočestice iz svog preferiranog 

položaja. Dok Brown-ovo vrijeme relaksacije zavisi od hidrodinamičkih osobina fluida. 

Energija anizotropije jednodomenske čestice, zavisi od osobina materijala i od veličine 

nanočestica (90). Uvijek postoji mogućnost da se oba mehanizma stvaranja toplote pojave u 

isto vrijeme, a koji mehanizam će biti dominatan zavisi čije je vrijeme relaksacije kraće (89). 

Ova dva mehanizma relaksacije su relevantni mehanizmi zagrijavanja superparamagnetnih 

nanočestica (SMNČ) na bazi oksida gvožđa. Brown-ov mehanizam je značajan za SMNČ veće 

od 20 nm, a Neel-ov mehanizam za SMNČ manje od 20 nm (91). 
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Mogućnost stvaranja toplote magnetnog materijala pod uticajem magnetnog polja se 

mjeri vrijednostima specifične brzine apsorpcije (SPA), koja predstavlja količinu 

elektromagnetne energije po jedinici mase nanočestice koja se konvertuje u toplotu. SPA 

vrijednost je zavisna od ukupnog vremena relaksacije (τ) i direktno je proporcionalna 

saturacionoj magentizaciji Ms i konstanti anizotropije (K), a obrnuto je proporcionalna 

distribuciji veličine čestica: 

𝑆𝑃𝐴 (𝑊/𝑔) =  𝑓
𝜋𝜇0

2𝐻2𝑀𝑠
2𝑉

3𝑘𝐵𝑇
 

2𝜋𝑓𝜏

1+(2𝜋𝑓𝜏)2                (4) 

Za svaku frekvenciju magnetnog polja, postoji „idealnaˮ veličina nanočestica, koja će 

omogučiti maksimalnu SPA vrijednost uz uslov da je uska raspodjela veličine nanočestica. 

Velika SPA vrijednost dovodi do kraćeg vremena izlaganja organizma SMP, a tokom kliničke 

primjene nanočestica do kontrole predaje toplote samo oboljelom području. Pošto nije 

jednostavno teorijski odrediti SPA vrijednost zbog velikog broja parametara koji na nju utiču 

(amplituda i frekvencija SMP, veličina, raspodjela veličine, oblik, hemijski sastav i kristalna 

struktura nanočestice i dr.), eksperimentalna određivanja su izuzetno bitna (92). 

 

2.4.3. Superparamagnetne nanočestice  

U medicini najčešće se primjenjuju superparamagnetne nanočestice (SMNČ) 

suspendovane u vodi tj. u obliku ferofluida. Glavni kriterijum kod selekcije i sinteze različitih 

SMNČ je mogućnost stvaranja velike toplote, koja isključivo zavisi od njihovih magnetnih 

(Ms) i biofizičkih osobina (npr. toksičnost, koloidna stabilnost, SPA vrijednost) u fiziološkim 

uslovima. Efikasnost SMNČ da absorbuju energiju magnetnog polja zavisi od veličine, 

distribucije veličine i magnetne anizotropije, kao i od amplitude i frekvencije magnetnog polja. 

Uska raspodijela veličine SMNČ će minimalizovati količinu ferofluida neophodnu za terapijski 

tretman određene zapremine tumora, jer će omogućiti da SPA vrijednost dostigne svoj 

maksimum (93). 

Među do sada ispitanim magnetnim nanočesticama, superparamagnetne nanočestice na 

bazi gvožđe(II) i gvožđe(III) oksida, magnetita (Fe3O4) i  maghemita (γ-Fe2O3), pokazale su 

značajnu prednost u odnosu na druge nanočestice zbog svoje hemijske stabilnosti, niske 
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toksičnosti (gvožđe se može iskoristiti kroz metaboličke puteve), povoljnih magnetnih osobina 

(visoka Ms) i niske cijene proizvodnje (8,94). 

SMNČ su našle svoju primjenu kao kontrasti za magnetnu rezonancu (95), kao nosači 

različitih citotoksičnih i antibiotskih lijekova (96,97), u  terapiji magnetnom hipertermijom 

(98), kao nosioci gena (99), prečišćivači proteina (100), za obilježavanje ćelija (101). Magnetit 

(Fe3O4) i maghemit (γ-Fe2O3) su jedini magnetni materijali odobreni od strane FDA za 

primjenu u liječenju deficijencije gvožđa i magnetnu rezonancu. Primjena SMNČ u medicini 

zahtjeva osim visoke magnetizacije i stabilnost koloidne suspenzije (102). Pažnja se mora 

obratiti na slijedeće nedostatke SMNČ: brzu aglomeraciju i hemijsku reaktivnost sa velikom 

površinskom energijom koja dovodi do oksidacije SMNČ u tumorskom okruženju i gubitku 

magnetizma, kao i do nemogućnosti dolaska do ciljanog tkiva (103). Modifikacija površine sa 

polimernim, nepolimernim, organskim ili neorganskim surfaktantima dovodi do stabilizacije 

koloidne suspenzije i sprečavanja stvaranja aglomerata neobloženih nanočestica, povećanja 

rastvorljivosti SMNČ u fiziološkim uslovima, smanjenja toksičnosti i kontrole veličine čestica 

radi dejstva u određenim organima. Različita jedinjenja, kao što su silani (104), fosfati i 

fosfonati (105),  hidrofilni polimeri (polietilen glikol - PEG i polietilen oksid - PEO) (106), 

albumin (107), dekstran (9) i sl. se koriste za njihovu stabilizaciju a sama vrsta obloge utiče i 

na eliminaciju SMNČ (slika 9).  
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Slika 9. Jedinjenja koja se najčešće koriste kao obloge SMNČ. A. PEG-600,                    

B. DTPA, C. APTES, D. HEDP, E. Dekstran, F. DMSA. 

 

Date intravenski, SMNČ se primarno eliminišu iz krvi putem ćelija retikuloendotelnog 

sistema (RES-a) i odlažu u RES organima (jetra i slezina), a poluvrijeme eliminacije se kreće 

između 1 h i 24-36 h (108). SMNČ koje su obložene PEG-om su pokazale manju opsonizaciju 

i odlaganje u organima RES-a nego SMNČ obložene dekstranima (109). Sve češće za obloge 

SMNČ-a se koriste hemijska jedinjenja koja se obilježena sa 99mTc primjenjuju kao 

radiofarmaceutici u dijagnostičkim procedurama, kao što su mezo-2,3-dimerkaptosukcinska 

kiselina (DMSA) (110), dietilentriaminepentasirćetna kiselina (DTPA) (111) i 2,3-

dikarboksipropan-1,1-difosfonska kiselina (DPD) (112). Slobodne funkcionalne grupe prisutne 

na površini SMNČ-a nakon oblaganja omogućavaju vezivanje različitih agenasa za SMNČ (9). 

U disertaciji kao obloge SMNČ su se koristili aminosilani i DMSA. Oblaganjem SMNČ sa 

DMSA na površini SMNČ je prisutan veliki broj karboksilnih grupa (-COOH), koje se mogu 

koristiti za vezivanje radionuklida, helatnih agenasa ili antitijela. Takođe, kao obloga je 

korišten i (3-aminopropil)trietoksisilan (APTES), nakon čijeg vezivanja je prisutan veliki broj 

slobodnih amino grupa (-NH2) koje se isto mogu korisiti kao donori elektrona za vezivanje 

(11).  
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2.4.4. Sinergizam hipertermije i jonizujućeg zračenja  

Još 60-ih godina prošloga vijeka, u in vitro eksperimentima je dokazano da hipertermija 

tj. zagrijavanje tumora pojačava citotoksični efekat jonizujućeg zračenja, što je prikazano u 

mnogim revijalnim radovima (51,113–115). Sinergizam se ogleda u sljedećem:  

a) Toplotni efekat hipertermije povećava osjetljivost hipoksičnih tumorskih ćelija, na 

jonizujuće zračenje (116–120). 

b) Tokom S-faze ćelijskog ciklusa, tumorske ćelije su otporne na zračenje ali su vrlo 

osjetljive na toplotu. Razlog njihove radiorezistencije je mogućnost zaustavljanja daljeg 

ciklusa u S-fazi dok se ne popravi subletalno radijacijsko oštećenje DNK molekule 

(121–123). 

c) Nizak pH u tumorskom tkivu i nedostatak hranljivih materija smanjuje osjetljivost 

prema zračenju a povećava prema hipertermiji. Dalje zagrijavanje ćelija tumora 

uzrokuje pretjeranu acidifikaciju što dovodi do smrti ćelija tumora (apoptoze) (124–

127). 

d) Dejstvo toplote indukuje proizvodnju „proteina toplotnog stresa” na površini tretiranih 

ćelija, što čini da imuni sistem, inicijalno „neprepoznatljive” ćelije tumora, prepozna i 

započne borbu protiv njih (128).  

e) Abnormalna vaskulatura i slab protok krvi u hipoksičnim regionima unutar tumora 

zadržavaju toplotu i sprečavaju njeno rasipanje na okolno zdravo tkivo (129–132).  

f) Jonizujuće zračenje oštećuje DNK, dok hipertermija inhibira proteine odgovorne za 

reparaciju DNK molekula.  

U temperaturnom intervalu umjerene hipertermije 41 ○C – 43 ○C oštećenja normalnog 

tkiva su reverzibilna dok se tumorske ćelije ireverzibilno oštećuju, zbog čega se najčešće 

umjerena hipertermija kombinuje sa radio- ili hemioterapijom (116).  

Pojedine kliničke studije, uključujući Faze 2 i 3, su potvrdile da primjena HT značajno 

poboljšava terapijske ishode kada se kombinuje sa radioterapijom. Na primer, kompletna 

uspješnost terapije kada se primjenjivala HT sa RT u odnosu samo na RT se povećala sa 38,1% 

na 60,2% kod lokalnog rekurentnog karcinoma dojke (133), sa 39,6% na 62,5% kod karcinoma 

glave i vrata (134), kao i sa 48-58% na 72-83% kod primarnog cervikalnog karcinoma (74).  

Međutim, uprkos ohrabrujućim rezultatima pojedinih kliničkih studija, kao i 

mogućnosti primjene hipertermije na različitim mjestima (lokalno, regionalno, primjena na 
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cijelom tijelu) i raznovrsnosti uređaja za stvaranje toplote (mikrotalasi, radiofrekvencija, 

ultrazvuk, infracrveno, implanti, laser, perfuzione tehnike i sl.), HT nije našla kliničku 

primjenu, osim u Holandiji (135). 

Najveći problem predstavlja poteškoća adekvatnog zagrijavanja tumora, naročito onih 

koji su duboko pozicionirani (51,136), što je prikazano u jednoj kliničkoj studiji gdje 

intersticijalna terapija nije dala značajne rezultate sa ili bez HT (137). 

Takođe, bitno je da se određena doza toplote prenese u tumor, ali sa poštedom okolnog 

tkiva. To je teško izvodljivo, naročito kada toplota potiče iz spoljašnjeg izvora, jer tada efekat 

provođenja i rasipanja toplote dovodi do neravnomjerne distribucije toplote u tumoru, čak i do 

pregrijavanja u regijama dubokih tumora (138). Komplikaciju predstavlja i nesigurnost u 

mjerenju isporučene toplote u tumoru i okolnom tkivu. U većini slučajeva radi se korištenjem 

sondi, što je invazivna tehnika, dok snimanje pomoću magnetne rezonance ili infracrveno 

mjerenje zahtjeva specifičnu i skupu opremu (139). 

 

2.4.5. Klinička upotreba magnetne hipertermije i radioterapije 

Nakon dobrih rezultata efikasnosti SMNČ u prekliničkim studijama, koje su pokazale 

spori klirens SMNČ iz tumora i mogućnost primjene nekoliko tretmana nakon jedne fluidne 

injekcije, sprovedene su kliničke studije magnetne hipertermije (140–142). Pilot studija je 

sprovedena 2005. godine u terapiji karcinoma prostate koristeći prvi put aplikator magnetnog 

polja za cijelo tijelo (MFH®300F, MagForce Nanotechnologies AG, Njemačka) u 

Univerzitetskoj bolnici Charite u Berlinu (slika 10). Suspenzija SMNČ na bazi Fe3O4 je 

injektovana u prostatu pomoću ultrazvučnog i fluoroskopskog navođenja pacijentima kojima 

su prethodno zračeni lokalni recidivi karcinoma prostate. MHT je bila izvodljiva i pacijenti su 

se dobro osjećali tokom primjene ove vrste terapije (143). 
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Slika 10. Aplikator magnetnog polja (MFH®300F) u Univerzitetskoj bolnici Charite u 

Berlinu (144). 

 

Kasnije su Wust i saradnici i istoj bolnici ispitali MHT na 22 pacijenta koji su bolovali 

od različitih vrsta rekurentnih tumora (karcinom prostate, jajnika, cerviksa, sarkoma, rektuma) 

i u zavisnosti od regiona tretiranja, jačina magnetnog polja je varirala od 2 do 18 kA/m. 

Postignute SPA vrijednosti su bile 60-380 W/kg i oko 86% tumora je bilo zagrijano na oko 40 

°C. Autori su smatrali da bi se pokrivenost od 98% desila povećanjem jačine magnetnog polja. 

Sve procedure su prošle bez neželjenih događaja a većina pacijenata je prijavila subjektivan 

osjećaj toplote koji nije uticao na tretman (145). 

Nakon obećavajućih rezultata upotrebe kombinacije magnetne hipertermije i 

radioterapije u pretkliničkim studijama (142,146,147), grupa Maier-Hauff-a je prva ispitala 

efikasnost i težinu podnošenja terapije od strane pacijenata gde je MHT bila kombinovana sa 

RT i primjenjena na rekurentnom multiformnom glioblastomu. Suspenzija od 5 mL SMNČ 

obloženih aminosilanima veličine 15 nm (koncentracija gvožđa: 112 mg/mL) je direktno 

injektovana u tumor. Pacijenti su tretirani magnetnom hipertermijom 4-10 puta na MFH®300F 

magnetnom aplikatoru (frekvencija magnetnog polja je bila 100 kHz i jačina 2.5–18 kA/m) i 

primili su dozu zračenja od 16-70 Gy (srednja vrijednost 30 Gy). Maksimalne postignute 

temperature u tumorima, praćene pomoću intratumorski ugrađene sonde, su se kretale između 

42,4 °C i 49,5 °C (srednja vrijednost 44,6 °C). (148). Nakon toga je sprovedena 2. faza kliničke 

studije čiji je krajnji cilj bila procijena srednjeg preživljavanja pacijenata. Intratumorski je 
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injektovana suspenzija SMNČ obloženih aminosilanima zaštićenog naziva NanoTherm® AS1 

(MagForce Nanotechnologies) (slika 11). NanoTherm® AS1 je jedini nanotehnološki preparat 

na bazi SMNČ koji je registrovan u Evropi za terapiju multiformog glioblastoma, a od jula 

2018. godine sprovode se klinička istraživanja sa ovim preparatom u terapiji karcinoma 

prostate.   

 

 

Slika 11. Primjena SMNČ (NanoTherm® AS1) u terapiji glioblastoma multiforme. A i 

B. MRI snimak mozga prije tretmana. C i D. CT snimak nakon injektovanja SMNČ (regija 

bijele boje). Izotermalna linije pokazuju izračunatu temperaturu tretmana između 40 °C 

(plava linija) i 50 °C (crvena linija). E i F. 3D rekonstrukcija MRI i CT-a pokazuje tumor 

(smeđa masa), SMNČ (plava masa) i sonda za mjerenje temperature (zelena linija) (149). 

Pacijenti su tretirani magnetnom hipertermijom 2 puta sedmično u magnetnom polju 

frekvencije 100 kHz i zračeni 5 puta sedmično sa dozom zračenja od 2 Gy (ukupna doza 

zračenja 30 Gy). Pacijenti su dobro podnijeli primjenjene procedure, a srednje preživljavanje 

kod 59 pacijenata nakon dijagnoze prvog recidiva je bilo 13,4 mjeseca što je više u odnosu na 

prosječno preživljavanje od 6 mjeseci kod ovakvih pacijenata. Kod pacijenata koji su imali 

dijagnostifikovan primarni glioblastom, prosječno preživljavanje je bilo 14,6 mjeseci, ali 

nakon terapije sa magnetnom hipertemijom i radioterapijom prosječno preživljavanje je bilo 
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23,2 mjeseca. Patološka analiza je pokazala da su SMNČ bile rasprostranjene samo u okvirima 

tumorske mase i bile su lokalizovane unutar makrofaga (149–151).  

Bez obzira na veliki napredak i odlične rezultate dobijene u prethodnim istraživanjima, 

rutinska klinička primjena MHT (kao monoterapija ili u kombinaciji sa radioterapijom) ima 

svoja ograničenja, kao nedovoljno oslobađanje energije u metastazama. Herg i saradnici su 

utvrdili da bi se temperatura u metastatkom tkivu od 3 mm povećala za 5 K, neophodno je SPA 

vrijednosti od 10 kW/g, što je iznad do sada objavljenih SPA vrijednosti (10-1700 W/g) (152). 

U kliničkoj upotrebi magnetne hipertermije treba imati u vidu i fiziološka ograničenja. Usljed 

vrtložnih struja, magnetno polje visoke frekvencije može izazvati lokalno zagrijavanje u dijelu 

tkiva u kome se ne nalaze magnetne čestice. Klinička upotreba SMNČ, čije SPA vrijednosti 

dobijene u naizmjeničnom magnetnom polju čiji proizvod H∙f prekoračuje Brezović-ev limit 

(4,85∙108 A/ms), je zanemarena. Primjena MHT ima i tehnička ograničenja, jer parametri 

magnetnog polja moraju biti precizno određeni kako bi se optimizovala efikasnost zagrijavanja 

SMNČ i očuvalo zdravo tkivo, kao i udobnost pacijenata tokom primjene (88). 

 

2.5. Primjena radionuklida sa SMNČ 

Klinički potvrđen efekat hipetermije indukovan SMNČ, kao i povoljne fizičko-

hemijske karakteristike SMNČ (male dimenzije, velika specifična površina, netoksičnost, 

hemijska stabilnost, cijena), otvorili su mogućnost za stvaranjem multifunkcionalnog 

radiofarmaceutika, vezivanjem radionuklida za SMNČ. Bez obzira što su SMNČ pokazale 

veliku rezoluciju kao kontrasti za MRI, senzitivnost akvizicije je bila ograničena (153–155). 

Obilježavanje SMNČ sa radionuklidima otvara mogućnost njihove upotrebe kao dualnih ili 

multimodalnih agenasa koji bi mogli imati upotrebu u hibridnim molekularnim tehnologijama 

kao što su PET/MRI i SPECT/MRI. SMNČ bi djelovale kao MRI kontrasti, dok bi 

obilježavanje sa radionuklidima omogućilo snimanje sa PET i SPECT, kao veoma osjetljivim 

metodama. Hibridne tehnologije PET/MRI i SPECT/MRI sinergizmom doprinose 

neinvazivnom, osjetljivom snimanju sa visokom rezolucijom koje je neophodno za ranu 

detekciju karcinoma (78). U prilog korišćenja SMNČ kao dualinih agenasa, ide komercijalna 

dostupnost PET/MRI uređaja za kliničko i SPECT/MRI uređaja za prekliničko snimanje. Svoju 

multimodalnost, kao i mogućnost korišćenja u terapiji, SMNČ ostvaruju pomoću pasivnog i/ili 
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aktivnog ciljanja tumora. Pasivno ciljanje tumora se zasniva na tzv. efektu povećane 

propustljivosti i zadržavanja (EPR efekat), gdje zbog velikog broja haotičnih i veoma 

propustljivih krvnih sudova tumora (otvori 400-800 nm), SMNČ lako ulaze u tumorsko tkivo 

i posljedično ostaju zbog nedostatka limfne drenaže (slika 12). Šta više, njihova efikasna 

imobilizacija se može postići pomoću spoljašnjeg magentnog polja. U tom slučaju, djelovanje 

Kupferovih ćelija RES-a otežava ciljanje tumorskog tkiva. EPR efekat ima svoja ograničenja, 

jer isključivo zavisi od veličine i naelektrisanja SMNČ. Pasivno ciljanje se može smatrati 

„nespecifičnim“ ciljanjem, jer će isporuka radionuklida zavisiti od poroznosti vaskulatura, koje 

mogu biti porozne i u drugim tkivima, ne samo u tumorima. Da bi zaobišli navedena 

ograničenja koristi se strategija aktivnog ciljanja (156).  

 

 

Slika 12. Pasivno ciljanje tumora pomoću EPR efekta (157). 

 

Za aktivno ciljanje SMNČ na svojoj površini imaju odgovarajuće biomarkere (npr. 

antitijela, peptide, proteine, nukleinske kiseline i dr.) koji su specifični za odgovarajuće vrste 

(npr. antigene) prisutne na površini ili u tumoru (158–161). Konjugacija antitijela sa SMNČ 

daje mogućnost da se SMNČ vežu za specifične receptore na tumorskim ćelijama, da dođe do 

penetracije, povećanja retencije i krajnjeg ispoljavanja terapijskog efekta. Antitijela moraju biti 

kovalento vezana za SMNČ, jer fizička adsorpcija koja zavisi od nekovalntnih interakcija 

pojedinih grupa nije stabilna i može dovesti do otpuštanja antitijela sa površine SMNČ. Vrlo 
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je bitno da tokom konjugacije sa SMNČ, Fc region antitijela ne ostane izložen cirkulaciji. U 

tom slučaju, receptori makrofaga za Fc region će reagovati i doći će do nakupljanja SMNČ u 

jetri i slezini (162). 

Od SPECT radionuklida za obeležavanja SMNČ najviše je korišten 99mTc zbog njegove 

dostupnosti (99Mo/99mTc generator). Mnoga ispitivanja su pokazala da 99mTc-SMNČ nakon in 

vivo administracije prikazuju precizne puteve biodistribucije i ekskrecije radioaktivnosti (163). 

PEG-om obložene SMNČ obilježene sa 125I-3H11 antigastričnim antitijelom pokazale su isto 

dobru SPECT i MRI vizualizaciju tumora na ksenograftima (164). Od radionuklida 

pozitronskog zračenja za obilježavanje SMNČ najčešće su korišteni 68Ga, 64Cu, 89Zr, 18F, 11C 

(165–169). Osim dualnog snimanja, SMNČ mogu biti i nosači različitih citostatika, koji 

ulaskom u tumore otpuštaju lijekove i pojačavaju citotoksični efekat hipertermijom. Zolata i 

saradnici su razvili multifunkcionalne SMNČ, na koje su „nakačili“ trastuzumab (antitijelo 

specifično za HER2 receptore karcinoma dojke), citostatik doksorubicin i 111In. SPECT i MRI 

vizualizacija je pokazala uspješno nakupljanje SMNČ u tumoru aktivnim i pasivnim 

mehanizmom ciljanja zahvaljujući EPR efektu i antitijelu, a studije primjene trostruke terapije 

su pokazale efikasnost hipertermije, citostatske i imunoterapije na ksenograftu tumora dojke 

(slika 13) (170,171). 

 

 

Slika 13.  Multifunkcionalnost SMNČ (172). 
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Pored dijagnostičkih radionuklida, i terapijski radionuklidi su korišteni za obilježavanje 

SMNČ i dobijanje multifunkcionalnih agensa sa ciljem da se kombinovanim efektom 

hipertermije i radionuklidne terapije ostvari veći potencijal u terapiji malignih tumora. 

Pri izboru terapijskog radionuklida za obilježavanje SMNČ treba obratiti pažnju na 

slijedeće faktore: vrsta i energija čestica i/ili fotona koju emituju, vrijeme poluraspada, fizičko-

hemijske osobine radionuklida i tehnika obilježavanja, a ne smije se zanemariti ni cijena i 

dostupnost radionuklida.  

Kao što je prethodno rečeno, u radionuklidnoj terapiji je neophodno koncentrisanje 

terapijskog radioizotopa u tumorskom tkivu i dovoljno jaka energija koja će prouzrokovati 

razaranje tumorskih ćelija u što kraćem vremenskom periodu, sa što manjim štetnim 

posljedicama po okolno zdravo tkivo. Zato su α i β emiteri najbolji kandidati za obelježavanje 

SMNČ, jer emituju čestice sa jakom energijom i malim dometom (visok LET) i time postižu 

prenos energije malignim ćelija sa minimalnim ozračivanjem zdravog tkiva. Energija čestica 

treba biti i u skladu sa biodistribucijom SMNČ u svim tkivima. Ukoliko je energija čestica 

mala, a biodistribucija SMNČ nehomogena, ozračivanje tumorskog tkiva biće nepotpuno. U 

slučaju da je domet čestica veči od samog tumorskog tkiva, ozračivanje zdravog tkiva će biti 

znatno u odnosu na tumorsko tkivo. Vrijeme poluraspada radionuklida mora biti dovoljno dugo 

da bi omogućilo proizvodnju, obilježavanje i terapijski tretman SMNČ, ali i dovoljno kratko 

radi smanjenja radiotoksičnosti na zdrava tkiva. Ako je poluvrijeme raspada suviše kratko, a 

lokalizacija obilježenih SMNČ spora, postoji mogućnost da se radionuklid raspadne prije nego 

dođe do ciljanog tkiva. U tom slučaju, najveći dio zračenja će djelovati na okolna tkiva.  

Sa druge strane, ako je poluvrijeme raspada suviše dugo, povećaće se primljena 

radijaciona doza u tumorksom i u zdravom tkivu. Takođe, pri izboru SMNČ-a i radionuklida 

treba voditi računa koja SMNČ će poboljšati farmakokinetiku i distribuciju radionuklida i time 

pojačati zajednički terapijski efekat. Relativno velika veličina i molekulska masa SMNČ 

produžuje retenciju i usporava klirens radioizotopa iz organizma, što dovodi do poboljšanja 

aktivnog ciljanja tumorskih ćelija kao i isporučivanja optimalne radijacijske doze. 

Najpoželjnija veličina SMNČ je do 100 nm, kako bi stigle u tumorske ćelije zaobilazeći 

sinusoid slezine i fenestre jetrenih Kupferovih ćelija (150-200 nm) (19,173). 

Dodatni značaj pri obilježavanju SMNČ daju radionuklidi, koji osim terapijskog 

zračenja, su izvori γ ili pozitronskog zračenja, jer pružaju mogućnost praćenja terapije nakon 
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injektovanja pomoću SPECT i PET tehnologija. Obilježavanje radionuklidima kao što su 177Lu 

ili 131I, koju emituju propratno γ zračenje, moguće je osim terapijskog efekta pratiti i 

biodistribuciju obilježenog jedinjenja. Zbog emisije β zračenja od 606 keV i posljedičnim 

maksimalnim dometom od ~3 mm u tkivu, 131I je izabran kao najpodgodniji radionuklid za 

obilježavanje SMNČ u disertaciji. Poluvrijeme raspada radionuklida 131I od 8 dana daje 

mogućnost za ispoljavanje maksimalnog terapijskog efekta obilježenih SMNČ i monitoringa 

biodistribucije i retencije u tumoru. Takođe, treba napomenuti njegovu dugotrajnu primjenu u 

nuklearnoj medicini, relativno laku dostupnost i nisku cijenu (174).  

 

2.6. Obilježavanje SMNČ radionuklidima 

Metoda obilježavanja SMNČ radionuklidom mora biti optimizovana, jer je neophodno 

da nakon obilježavanja, SMNČ budu in vitro i in vivo stabilne. Ukoliko su kompleksi 

nedovoljno stabilni radionuklidi se oslobađaju i deponuju na neželjenim mjestima, što može 

dovesti do neuspjeha terapije. Postoje tri tehnike za obilježavanje SMNČ (slika 14).  

 

 

Slika 14. Mogući načini obilježavanja SMNČ sa radionuklidom. 

 

Prvi pristup je korištenje bifunkcionalnog liganda koji sa jedne strane ima helator za 

kompleksiranje radionuklida, a sa druge strane ima aktivno mjesto za vezivanje za površinu 



Aljoša Stanković                                                                                        Doktorska disertacija  

35 

 

SMNČ. Korištenjem te tehnike, prvo se obilježi ligand koji kasnije stvara hemijsku vezu sa 

SMNČ. Ovom metodom se stvara jaka veza između radionuklida i SMNČ i dobijaju se stabilni 

kompleksi (175). Drugi pristup je stvaranje kovalente veze između liganda i SMNČ sa 

naknadnim obilježavanjem radionuklidom. Ove dvije tehnike se primjenjuju kod obilježavanja 

SMNČ sa trovalentnim metalima, kao što su 177Lu, 90Y, 153Sm, 213Bi, 149Tb. Kao ligandi koji 

stvaraju stabilne veze sa metalima koriste se etilendiaminotetrasirćetna kiselina (EDTA), 

dietilentriaminotetrasirćetna kiselina (DTPA), 1,4,7,10-tetrazociklododekantetrasirćetna 

kiselina (DOTA) (176–178) i njihovi modifikovani derivati. Treći način je inkorporacija 

radionuklida u samo jezgro SMNČ tokom njihove sinteze kao što je sinteza radioaktivnih 

198Au-SMNČ, koje se dobije iradijacijom stabilnog Au tokom sinteze (78,154). 

Obilježavanje SMNČ radioizotopima joda, se zasniva na reakciji elektrofilne 

supstitucije sa aminokiselinskim ostacima peptidnih vrsta i naknadnim stvaranjem amidne veze 

sa funkionalnim grupama na površini SMNČ. Do sada su samo Chen i saradnici obilježili sa 

131I SMNČ obložene dekstranom, prethodnim vezivanjem 131I za RNK molekulu ili antitijelo i 

ispitali njihov terapijski efekat radionuklidne terapije i hipertermije na modelu 

hepatocelularnog karcinoma (179,180). 

U doktorskoj disertaciji za vezivanje 131I za obložene SMNČ korišteno je CC49 

antitijelo koje predstavlja drugu genereraciju mišijeg IGG1 monoklonskog antitijela (mAt), koji 

reaguje sa disahardininim sijalinim Tn epitopom na ekstracelularnom antigenu (tumor-

associated glycoprotein-72 ili TAG-72) (181–183). TAG-72 je izražen na ~85% humanih 

adenokarcinoma kao što su karcinomi kolona, ovarijuma, pankreasa, dojki, prostate i pluća ne-

malih ćelija (184–189). CC49 mAt obilježeno sa 177Lu i 131I je pokazalo odlične rezultate u 

ciljanju tumora u ispitivanjima sprovedenim na tumor indukovanim miševima i na ljudima 

(190–195). 
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2.7. Razvoj nanomedicinskog preparata 

Korištenje nanotehnologije za razvoj potencijalnih liganada i primjena kombinovanog 

efekta magnetne hipertermije i radionuklidnog zračenja je aktuelna tema mnogih istraživanja i 

u budućnosti bi moglo predstavljati efikasan terapijski pristup. Razvoj bilo kojeg 

farmaceutskog preparata, pa i nanomedicinskog preparata je izuzetno izazovan i sastoji se iz 

nekoliko faza: fizičko-hemijske karakterizacije, evaluacije biokompatibilnosti i 

nanotoksikologije, procjene farmakokinetike i farmakodinamike, kao i kontrole procesa i 

reproducibilnosti proizvodnje (79). 

 

2.7.1. Fizičko-hemijska karakterizacija SMNČ obilježenih radionuklidom 

Fizičko-hemijska karakterizacija je prvi korak ka razumjevanju ponašanja lijeka u 

ljudskom organizmu, kao i pokazatelj za procjenu sigurnosti. Ne postoji konačna lista niti 

konačan broj parametara za karakterizaciju koji bi trebalo ispitati. Međutim, slijedeće fizičko-

hemijske karakterisitike bi mogle poslužiti kao početna tačka karakterizacije: veličina, oblik i 

distribucija veličina čestica, agregacija i aglomeracija čestica, kristalna struktura, hemijski 

sastav, hemija i naelektrisanje površine čestica, zeta potencijal (196,197). Za neobložene i 

obložene SMNČ neophodno je odrediti i vrijednosti magnetizacije (Ms) i SPA. Nakon 

obilježavanja SMNČ radionuklidom, radiohemijska čistoća je parametar koji se mora odrediti 

prije in vitro i in vivo istraživanja. 

Radiohemijska čistoća (RCP) se definiše kao odnos radioaktivnosti ispitivanog 

radionuklida prisutnog u deklarisanom hemijskom obliku u uzorku, i ukupne radioaktivnosti 

tog radionuklida u uzorku (izražava se u procentima). Uobičajeno je da RCP obilježenih SMNČ 

treba da bude veća od 90%. Metode za ispitivanje RCP moraju da budu brze i jednostavne kao 

što su npr: tankoslojna hromatografija (TLC), hromatografija na hartiji, visokoefikasna tečna 

hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC), elektroforeza na papiru i natrijum dodecil 

sulfat poliakrilamid gel (SDS-PAGE) elektroforeza. TLC je najjednostavnija i veoma brza 

analitička metoda za ispitivanje radiohemijske čistoće. Karakteristično je da nema visoku 

rezoluciju i osetljivost kao HPLC, ali ipak omogućava da se cijelokupna radioaktivnost naneta 

na traku, a razdvojena u okviru različitih frakcija, detektuje. Ova metoda daje mogućnost 

veoma brzog i lakog razdvajanja nevezanog radionuklida od obilježenih SMNČ-a. 



Aljoša Stanković                                                                                        Doktorska disertacija  

37 

 

Ispitivanjem RCP obilježenog jedinjenja u toku vremena inkubacijom na 37 °C u 

fiziološkom rastvoru ili humanom serumu, moguće je pratiti in vitro stabilnost SMNČ-a 

obilježenih radionuklidom. Visoka RCP u toku dužeg vremenskog perioda pokazuje da je 

jedinjenje nepromenjenih fizičko-hemijskih osobina i da je primenljiva za dalja in vivo 

ispitivanja i kasniju kliničku upotrebu. 

 

2.7.2. Biokompatibilnost i nanotoksikologija SMNČ obilježenih radionuklidom 

Biokompatibilnost se definiše kao sposobnost neizazivanja neželjene reakcije 

organizma (198). Biokompatibilnost je opisni pojam koji se odnosi na biološku prihvatljivost 

materijala korištenih u medicini na mjestu primjene tj. izostanak značajne interakcije između 

materijala i okolnog tkiva. Pretkliničko ispitivanje biokompatibilnosti i nanotoksikologije se 

sprovodi kroz specifična in vitro i in vivo istraživanja. In vitro istraživanja se koriste za 

ispitivanje citotoksičnosti, koje se sprovodi na ćelijskim linijama, primarno na ćelijama tkiva 

od značaja ili miješanim ćelijskim kulturama. Bez obzira što su navedena ispitivanja jeftina i 

daju korisne informacije o viabilnosti ćelija, ova istraživanja imaju veliki nedostatak koji se 

ogleda u teškoći reprodukcije odnosa između nanomaterijala i ćelije, tkiva, organa u ljudskom 

organizmu. In vitro ispitivanja ne mogu predvidjeti patofiziološki odgovor organizma kada se 

izloži dejsvu SMNČ. S toga, in vivo ispitivanja farmakokinetike i farmakodinamike daju 

relevatnije podatke o biokompatibilnosti i toksikologiji nanočestica (199,200). 

 

2.7.3. Farkmakokinetička i farmakodinamička ispitivanja SMNČ obilježenih 

radionuklidom 

Farmakokinetička ispitivanja predstavljaju ispitivanja apsorpcije, biodistribucije, 

metabolizma i eliminacije nanomaterijala nakon unošenja u organizam. U većini slučajeva, 

farmakokinetička ispitivanja SMNČ obilježenih radionuklidom se odnose na ispitivanja 

biodistribucije, čiji način sprovođenja zavisi od načina aplikacije SMNČ (201). Nakon 

dokazivanja zadovoljavajuće RCP obilježenih SMNČ, kao važnog uslova za njihovu 

akumulaciju u ciljanom organu sa minimalnim nakupljanjem u organima karakterističnim za 

radiohemijske nečistoće, i potvrde njihove in vitro stabilnosti, pristupa se in vivo ispitivanjima. 

U toku in vivo ispitivanja dobijaju se informacije o biološkom ponašanju obilježenih SMNČ u 
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toku maksimalnog vremenskog intervala nakon injektovanja u eksperimentalne životinje, koje 

su najčešće zdravi pacovi i/ili miševi, zdravi ili sa indukovanim tumorima. U ispitivanjima 

biodistribucije obilježenih SMNČ, akumulacija SMNČ u organima od značaja i tumorima se 

izražava kao procenat injektirane doze po gramu tkiva ili procenat injektirane doze po organu. 

U farmakodinamička ispitivanja spadaju ispitivanja terapijskog i toksikološkog efekta 

obilježenih SMNČ na organizam, koje se izvodi mjerenjem dimenzija tumora i masa 

eksperimentalnih životinja u tačno određenim vremenskim tačkama. Patohistološkim 

ispitivanjem organa i tumora može se dobiti makroskopska i mikroskopska potvrda prisustva i 

terapijskog/toksičnog efekta SMNČ obilježenih radionuklidom.  
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3. CILJEVI I RADNE HIPOTEZE  

3.1. Ciljevi istraživanja  

1. Sinteza biokompatibilnih SMNČ i ispitivanje uslova za oblaganje sintetisanih SMNČ 

APTES-om i DMSA-om. 

2. Određivanje specifične apsorpcije obloženih SMNČ-a i ispitivanje mogućnosti njihove 

primjene u magnetnoj hipertermiji. 

3. Ispitivanje uslova obilježavanja obloženih SMNČ jodom-131 indirektnom metodom, tj. 

ispitivanje efikasnosti konjugacije jodom-131 obilježenog monoklonskog antitijela CC49 

sa obloženim SMNČ. 

4. Ispitivanje biološkog ponašanja i efekta dualne terapije radioobilježenih SMNČ na 

eksperimentalnom životinjskom modelu (NOD-SCID miševi sa indukovanim 

adenokarcinomom kolona). 

 

 

3.2. Radne hipoteze istraživanja 

1. Primjenom odgovarajuće metode sinteze SMNČ i njihovim oblaganjem APTES-om i 

DMSA-om dobijaju se stabilne i biokompatibilne SMNČ. 

2. Sintetisane obložene SMNČ posjeduju osobine koje im omogućuju primjenu u magnetnoj 

hipertermiji. 

3. Vezivanjem 131I za SMNČ indirektno preko monoklonskog antitijela dobijaju se obilježene 

SMNČ stabilne in vitro i in vivo. 

4. Obilježene SMNČ, kada se primjene na eksperimentalnom životinjskom modelu sa 

indukovanim adenokarcinomom kolona, ispoljavaju antitumorni efekat putem dualne 

radionuklidno-hipertermijske terapije tumora. 
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4. EKSPERIMENTALNI DIO 

Eksperimentalni dio doktorske disertacije je urađen u Centru izuzetnih vrijednosti 

Laboratorije za radioizotope i Laboratorije za teorijsku fiziku i fiziku kondenzovane materije 

Instituta za nuklearne nauke „Vinčaˮ, Instituta od nacionalnog značaja za Republiku Srbiju, 

Univerziteta u Beogradu. Reagensi korišćeni za sintezu i oblaganje SMNČ-a, kao i njihovu 

konjugaciju sa radioobilježenim antitijelom su komercijalni proizvodi odgovarajuće čistoće.  

Reagensi: 

• Gvožđe(II) sulfatheptahidrat, FeSO4∙7H2O, Sigma-Aldrich 

• Gvožđe(III) hloridheksahidrat, FeCl3∙6H20, Fluka 

• Gvožđe(II) hloridtetrahidrat, FeCl2∙4H20, Fluka 

• Amonijumhidroksid 25%, Zorka Pharma Hemija 

• Natrijumhidroksid, NaOH, Sigma-Aldrich 

• Dietilenglikol (DEG), Sigma-Aldrich 

• N-Metildietanolamin (NMDEA), Sigma-Aldrich 

• Azotna kiselina, HNO3, Sigma-Aldrich 

• Fosforna kiselina, H3PO4, Zorka Pharma Hemija 

• Etanol, C2H5OH, Merck 

• Metanol, CH3OH, Merck 

• Etilacetat, CH3COOC2H5, Merck 

• Gvožđe(III) nitrat nonahidrat, Fe(NO3)3∙9H2O, Merck 

• (3-aminopropil)trietoksilan, Sigma-Aldrich 

• Dimerkaptosukcinska kiselina, Sigma-Aldrich 

• Dimetilsulfoksid (DMSO), (CH3)2SO, Sigma-Aldrich 

• 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] karbodiimidhidrohlorid, Sigma-Aldrich 

• N-hloro-p-toluensulfonamid, Hloramin-T, Sigma-Aldrich 

• 2,2’-azino-di-(3-etil-benzotiazolin-6 sulfonska kiselina) diamonijum so (ABTS), 

Sigma-Aldrich   

• Akrilamid, C3H5NO, Sigma-Aldrich 

• N,N′-Metilenbis(akrilamid), bis akrilamid, Sigma-Aldrich 

• Tris-HCl pufer, Sigma-Aldrich 

• 2-Amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol, Tris baza, Sigma-Aldrich 
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• Natrijumdodecilsulfat (SDS), NaC12H25SO4, Sigma-Aldrich 

• Tetrametiletilendiamin (TEMED), Sigma-Aldrich 

• Tween® 20, Sigma-Aldrich 

• Amoniumpersulfat (APS), Sigma-Aldrich 

• Bromfenol plavo, Thermo Fisher Scientific 

• Ditiotreitol (DTT), Sigma-Aldrich 

• Glicin, C2H5NO2, Sigma-Aldrich 

• Glicerol 99%, C3H8O3, Zorka Pharma Hemija 

• Destilovana voda 

• Ultračista (Milli Q) voda 

• Anti-TAG 72 humano monoklonsko antitijelo (IgG1), Abcam 

• Anti-Hep B eAg mišije monoklonsko antitijelo (IgG1), Santa Cruz Biotechnology 

• Anti-humano kozije antitijelo konjugovano sa peroksidazom hrena (HRP) za ELISA 

tehnike, Abcam 

• Tumorska ćelijska linija LS174T (ATCC® CL-188 ™), American Type Culture 

Collection 

• RPMI-1640 medijum, Merck 

• Na131I (29,64 GBq/cm3 u 0,05 M karbonatnom puferu), Polatom 

• Koncentrovana hlorovodonična kiselina, HCl, Merck 

• Sephadex® G-25, Upsala 

• Humani serum albumin 20% -  „Zavod za transfuziju krvi” Beograd 

• Fiziološki rastvor (0,9% NaCl) 

 

Potrošni materijal: 

• Whatman No. 1 trake, Merck 

• TLC silika-gel trake Kieselgel 60 (Merck, Nemačka) 

• Crijeva za dijalizu (MWCO - 12kDa), prečnika 15 mm, širine 23 mm, Sigma-Aldrich 

• Mikrotitar pločice sa 96 bunarčića, Thermo Scientific™ Nunc 

• Polarizovane mikroskopske pločice (Superfrost Plus, Thermo Scientific) 
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Aparati: 

• Centifuga Beckman Avanti J-20, Beckman Coulter Life Sciences, SAD 

• Aparat za elektroforezu Hoefer®SE250, Heofer Inc, SAD 

• NaI (Tl) gama brojač, Wizard 2480, Perkin Elmer, SAD  

• Doze kalibrator, Capintec CRC-15 beta, SAD 

• UV-VIS spektrofotometar, Molecular devices Spectra MAX 250, Marshall Scientific, 

SAD  

• DM 100 uređaj, nB nanoScale Biomagnetic, Španija 

• BRUKER® In-Vivo Xtreme II uređaj, Bruker, SAD 

• JEOL-JEM-1010 transmisioni elektronski mikroskop, JEOL, Japan 

• SmartLab® X-ray difraktometar visoke rezolucije, Rigaku, Japan 

• Zetasizer Nano – ZS90 uređaj, Malvern Instruments Ltd, Velika Britanija 

• Nicolet iS50 FT-IR spektrofotometar, Thermo Fisher Scientific, SAD 

• Quantum Design VersaLabTM VSM5XL magnetometar, Quantum Design, SAD 

• Kriotom, Kedi Instrumental Equipment, Kina 

• Leica DM LS2 mikroskop, Leica Microsystems, Njemačka 

• Canon PowerShot S70 kamera, Canon, SAD 

• Pećnica UN55, Memmert, Njemačka 
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4.1. Sinteza superparamagnetnih nanočestica 

4.1.1. Sinteza Fe3O4 SMNČ 

4.1.1.1. Sinteza SMNČ-a taloženjem iz rastvora (metoda koprecipitacije) 

SMNČ su sintetisane metodom taloženja iz rastvora koju je razvio Massart (202). 

Dodatkom baze u vodeni rastvor Fe2+ i Fe3+ soli u molskom odnosu 1:2, dolazi do taloženja 

magnetita (slika 15 A).  

 

 

Slika 15. A. Prikaz hemijske reakcije sinteze Fe3O4, B. Prečišćavanje suspenzije 

magnetnom dekantacijom (203). 

 

Pripremljeni vodeni rastvori 0,15 M FeSO4∙7H2O (0,625 g/15 mL H2O) i 0,30 M 

FeCl3∙6H2O (1,216 g/15 mL H2O) su preneseni u stakleni balon i zagrijavani do 50 °C uz 

konstantno miješanje. Kada se postigne željena temperatura, u balon se dodaje 20 - 25 mL 25% 

NH4OH do postizanja pH = 10 - 11 i nastavi se sa konstantnim mješanjem još 1 sat na istoj 

temperaturi. Nakon formiranja crnog taloga SMNČ-a, stakleni balon se postavlja na spoljašnji 

magnet kako bi se magnetne čestice u potpunosti istaložile. Tečna komponenta (supernatant), 
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koju čini rastvor sa jonima početnih komponenata koji nisu učestvovali u reakciji 

koprecipitacije, se dekantuje dok se talog drži na dnu pomoću magneta (magnetna dekantacija). 

Poslije odlivanja supernatanta i uklanjanja spoljašnjeg magneta, talog se resuspenduje u 

destilovanoj vodi. Procedura taloženja, dekantovanja i resuspendovanja se ponavlja sve dok se 

ne  postigne pH ~ 7 (slika 15 B). Nakon toga, SMNČ-a se disperguju u 10 mL ultračiste (Milli 

Q) vode. 

 

4.1.1.2. Sinteza SMNČ-a solvotermalnom metodom u poliolima (poliol metoda) 

SMNČ su sintetisane i solvotermalnom metodom taloženja opisanoj u literaturi (204) 

sa neznatnim modifikacijama. U 80 mL pripremljene tečne smješe poliola NMDEA i DEG-a 

(1:1, v/v), se doda 2,162 g FeCl3∙6H2O i 0,796 g FeCl2∙4H2O i smješa se miješa 1 sat na sobnoj 

temperaturi. Posebno se rastvori 0,64 g NaOH (16 mM) u 40 mL tečne smješe poliola NMDEA 

i DEG-a (1:1, v/v) na povišenoj temperaturi i dodaje se prethodno pripremljenoj smješi gvožđe 

hlorida. Dobijena smješa se mješa na magnetnoj mješalici naredna 3 sata na sobnoj temperaturi. 

Nakon toga, smješa se prebaci u teflonsku kivetu zapremine od 150 mL i stavi u pećnicu 

(Memmert UN55, Njemačka) na 220 °C tokom 12 sati. Poslije hlađenja do sobne temeprature 

i nakon magnetne dekantacije, formirani talog se ispira 3-4 puta smješom etanola/etilacetata 

(50/50, v/v) radi uklanjanja organskih i neorganskih nečistoća. Nakon ispiranja, u talog se 

dodaje 30 mL 10% HNO3 i smješa se stavlja u ultrazvučno kupatilo tokom 10 minuta u cilju 

redukcije površinskih nedostataka (novonastalih hidroksida gvožđa). Nakon ponovnog 

taloženja pomoću stalnog magneta, višak kiseline se odliva (dekantuje). U cilju potpune 

oksidacije i ponovnog rasta nanočestica, u dobijeni talog se dodaje 20 mL1,5 M vodenog 

rastvora Fe(NO3)3, talog se resuspenduje i prebacuje u dvogrli balon i smješa se mješa 

mehaničkom mešalicom na 80 °C narednih 45 minuta. Poslije hlađenja do sobne temperature, 

taloženja i dekantacije supernatanta, talog se još jednom tretira sa 30 mL 10% HNO3 u 

ultrazvučnom kupatilu tokom 15 minuta. Nakon dekantacije viška kiseline, dobijene SMNČ se 

ispiraju naizmjenično po 2 puta sa acetonom i dietileterom kako bi se uklonili kiselinski ostaci. 

Nakon toga, SMNČ se ispiraju nekoliko puta sa po 20 mL destilovane vode metodom magnetne 

dekantacije, a zatim se disperguju u 10 mL ultračiste (mili Q) vode (205). 
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4.1.2. Oblaganje sintetisanih SMNČ silanolnim grupama – APTES-SMNČ 

Rastvor silanskog polimera se priprema na taj način što se u 24,5 mL destilovane vode 

doda 0,5 mL APTES-a a zatim se ukapava glacijalna sirćetna kiselina, koja ima ulogu 

katalizatora, do postizanja pH vrijednosti ~ 4. Rastvor se zatim ostavi 2 sata na sobnoj 

temperaturi da bi se APTES polimerizovao. Nakon toga po 10 mL rastvora dobijenog 

polimerizovanog APTES-a, se dodaje u po jednu polovinu suspenzije ferofluida (~150-350 

mg) koji su sintetisani i metodom koprecipitacije i poliol metodom, a koji se nalaze u trogrlim 

balonima od 250 mL, uronjenim u vodeno kupatilo, opremljenim refluks kondenzatorom i 

termometrom. Smješe se zatim zagrijavaju tokom 5 sati na temperaturi od 70 °C uz mehaničko 

miješanje od ~200 o/min. Posle hlađenja do sobne temperature, suspenzije se unesu u crijeva 

za dijalizu (MWCO - 12kDa) i stave na dijalizu naspram destilovane vode preko noći na sobnoj 

temperaturi uz miješanje do postizanja pH vrijednosti suspenzija između 7 i 8 (slika 16 A) 

(11,206). 

 

 

Slika 16. Oblaganje SMNČ. A. APTES-SMNČ, B. DMSA-SMNČ. 

 



Aljoša Stanković                                                                                        Doktorska disertacija  

46 

 

4.1.3. Oblaganje sintetisanih SMNČ karboksilnim grupama – DMSA-SMNČ 

Za funkcionalizaciju DMSA-om, u drugu polovinu suspenzija ferofluida SMNČ (~150-

350 mg) koji su sintetisani i metodom koprecipitacije i poliol metodom, a koje se nalaze u 

erlenmajerima od 50 mL, dodato je po 10 mL 0,8 M rastvora DMSA u DMSO (pH vrijednost 

6). Suspenzije se zatim mješaju na laboratorijskom šejkeru na sobnoj temperaturi u toku 24 

sata. Nakon toga suspenzija se unese u crijevo za dijalizu (MVCO - 12kDa) i stavi na dijalizu 

naspram destilovane vode preko noći na sobnoj temperaturi uz miješanje do postizanja pH 

suspenzija između 7 i 8 (slika 16 B) (207–209). 

 

4.2. Uređaji i metode za fizičko-hemijsku karakterizaciju SMNČ 

4.2.1. Elektronska mikroskopija 

Veličina neobloženih SMNČ, distribucija po veličinama i morfologija određene su 

pomoću transmisione elektronske mikroskopije (TEM) na JEOL-JEM 1010 (JEOL, Japan) 

mikroskopu sa ubrzavajućim naponom od 100 kV. Razblaženi uzorci suspenzija SMNČ-a 

sintetisanih metodom koprecipitacije i poliol metodom, u vidu kapljica su nanošeni na bakarne 

nosače obložene ugljenikom i nakon toga su ostavljeni na sobnoj temperaturi da rastvarač 

ispari. Slike su obrađene pomoću Image J softvera u manuelnom modu. Veličina nanočestica 

(dTEM) je određena mjerenjem najdužeg unutrašnjeg prečnika najmanje 100 nanočestica. Nakon 

toga, rezultati mjerenja su unjeti u normalizovanu logaritamsku funkciju (5) u Origin®Pro 

(verzija 8.5) programu: 

𝑦 = 𝑦0 +
𝐴

√2𝜋𝜔𝑥
exp

−[ln
𝑥

𝑥𝑐
]

2

2𝜔2         (5) 

kako bi se odredila aritmetička sredina ± standardna devijacija i indeks polidisperziteta (PdI%). 

 

4.2.2. Magnetna mjerenja 

Magnetna svojstva neobloženih SMNČ su ispitivana korišćenjem Quantum Design 

VersaLabTM VSM5XL magnetometra (magnetno polje Hmax = 5 T). Uzorci su homogenizovani 
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i upakovani u želatinske kapsule (ca. 50 mg). Krive promjene magentizacije u odnosu na jačinu 

magnetnog polja su snimljene pri konstantnoj temperaturi od 250 K, i jačinama magnetnog 

polja između -5 T i 5 T. Magnetizacija zasićenja je određena jednačinom: 

𝑀 = 𝑀𝑠 (1 −
𝑎

𝐻
−

𝑏

𝐻2)         (6) 

gdje je H jačina magnetnog polja, i H teži ∞ (210). 

 

4.2.3. Rendgenska difrakcija na prahu (XRPD) 

Kristalna struktura sintetisanih neobloženih i obloženih SMNČ APTES-om i DMSA-

om je određena difrakcijom X-zraka na prahu (XRPD) pomoću SmartLab® X-ray 

difraktometra visoke rezolucije (Rigaku, Japan). Kao izvor X-zraka korišćena je rendgenska 

cev sa bakarnom anodom (CuKα), sa naponom od 40 kV i strujom od 30 mA. Uzorak je 

pripremljen nanošenjem i ravnanjem suhog praha na silikonskom podmetaču sa nultom 

pozadinom, dok je difrakciona mapa snimljena u intervalu 10 ° ≤ 2θ ≤ 70 °, sa korakom 0,06 ° 

i ekspozicijom 15 s po koraku. Prosječna veličina kristalita (dXRD) je određena pomoću 

Scherrer-ove jednačine (7): 

𝑑𝑋𝑅𝐷 =
𝐾∙𝜆

𝛽∙cos 𝜃
          (7) 

gdje je K konstanta čija se vrijednost kreće između 0,9 i 1 i zavisi od mjernog uređaja, λ je 

talasna dužina zračenja, β je širina na polovini visine, a θ je Bragov ugao. Vrijednosti dXRD su 

izračunate kao prosjek najintenzivnijih refleksija. 

 

4.2.4. Dinamičko rasejanje svjetlosti (DLS) i zeta (ζ) potencijal 

Veličina čestica je određena metodom DLS na uređaju Zetasizer Nano - ZS90 (Malvern 

Instruments Ltd, Velika Britanija) sa 4 mW He-Ne laserskim izvorom svjetlosti (λ = 633 nm). 

Emitovana svjetlost interaguje sa česticama koje su u stalnom kretanju zahvaljujući Brown-

ovom efektu, što dovodi do rasipanja svjetlosti sa čestica u svim pravcima. Detektor koji 

detektuje fluktuacije intenziteta rasute svjetlosti se nalazio pod uglom od 90o u odnosu na 
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pravac upadne svjetlosti. Uzorci obloženih SMNČ su razblaženi bidestilovanom vodom do 

koncentracije 0,1 g/L, zatim su mjereni u odgovarajućim kvarcnim kivetama. Nakon toga se 

izračunava translacioni difuzioni koeficijent, a zatim se primjenom Stokes-Einstein-ove 

jednačine određuje hidrodinamički dijametar (8): 

𝐷 =
𝑘𝑇

6𝜋𝜂𝑅𝐻
          (8) 

gdje je D – koeficijent difuzije, k – Boltzman-ova konstanta, T – temperatura, η – viskoznost 

medijuma, RH – hidrodinamički radijus sfernih čestica. 

Zetasizer Nano – ZS 90 uređaj mjeri i ζ-potencijal, koji karakteriše naelektrisanje na 

površini SMNČ-a, primjenom interakcije svjetlosti lasera i čestica koje su elektroforetski 

pokretne. Mjerni opseg instrumenta je od 6 nm do 6 μm. Zeta potencijal čestica je određen u 

odgovarajućim kivetama (DTS 1070) na 25,0 ± 0,1 °C u fiziološkom pH. Urađeno je po deset 

mjerenja za svaki uzorak, na sobnoj temperaturi. 

 

4.2.5. Furijeova transformaciona infracrvena spektroskopija (FT-IR) 

Analiza hemijskih veza i hemijskih grupa neobloženih i obloženih SMNČ je rađena 

metodom FT-IR na sobnoj temperaturi na Nicolet iS50 FT-IR spektrofotometru (Thermo 

Fisher Scientific, SAD). Za analizu su korišćeni prahovi uzoraka koji su stavljeni na 

dijamantsku ploču u Smart iTR modulu za atenuiranu totalnu refleksiju (ATR) i 

spektrofotometrijska analiza je rađena u spektralnom opsegu od 4000 cm-1 do 400 cm-1 i 

rezolucijom od 4 cm-1. Za analizu su korišćeni prahovi SMNČ sušeni na 50 °C tokom 24 h. 

 

4.2.6. Mjerenja specifične apsorpcije 

Specifična apsorpcija (SPA) a time i sposobnost zagrijavanja obloženih SMNČ 

primjenom promjenljivog magnetnog polja na određenoj frekvenciji ispitivana je pomoću 

uređaja DM 100 serije (nB nanoScale Biomagnetic, Saragosa, Španija). Uređaj se sastoji od 

aplikatora koji generišu magnetno polje i odgovarajućih senzora koji detektuju promjene 

temperature tokom ispitivanja. U zavisnosti od željenog eksperimenta primjenjuje se određeni 

aplikator DM100 serije: 
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DM1 – namjenjen kalorimetrijskim ispitivanjima magnetnih nanočestica u fluidima; 

DM2 – namjenjen je ispitivanjima magnetnih nanočestica u kulturi ćelija in vitro; 

DM3 – aplikator za in vivo eksperimente na malim laboratorijskim životinjama (slika 17). 

 

Slika 17. Aplikator DM 100 (nB nanoScale Biomagnetic). A. DM1 aplikator za 

kalorimetrijska ispitivanja magnetnih nanočestica u fluidima. B. DM2 aplikator za ispitivanja 

u kulturi ćelija. C. DM3 aplikator za in vivo eksperimente na malim laboratorijskim 

životinjama. D. IR kamera (IR1 Thermal Image System). E. Računar za kontrolu sistema. 

Za određivanje efikasnosti zagrijavanja obloženih i neobloženih SMNČ korišćen je 

DM1 aplikator. DM1 aplikator je opremljen senzorom u obliku sonde sa optičkim vlaknom. 

Senzor je specifično dizajniran za mjerenja temperature magnetnih koloidnih uzoraka. Raspon 

mjerenja senzora je od -10 °C do 120 °C sa preciznošću od ±0,1°C. DM1 radi u sedam različitih 

režima frekvencija i sa jačinom magnetnog polja do 300 Gauss (23,850 kA/m) (tabela 4) (211). 

 

Tabela 4. Režimi rada DM1 aplikatora (211). 

Režim 

Početna 

frekvencija 

(kHz) 

Korekcija 

frekvencije 

(%) 

Min B 

(Gauss) 

Maks B 

(Gauss) 

Korekcija 

polja (%) 

1 252 <1% 48 300 <2% 

2 323 <1% 48 300 <2% 

3 397 <1% 48 300 <2% 

4 472 <1% 48 300 <2% 

5 577 <1% 48 300 <2% 

6 728 <1% 48 252 <2% 
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SPA vrijednost je određena mjerenjem porasta temperature u 1 mL dispergovanog 

uzorka (5 mg/mL) na jačini magnetnog polja od 15.9 kA/m i frekvenciji od 252 kHz u vremenu 

od 3 minuta. U cilju sprečavanja isparavanja uzorka i koloidne destabilizacije, temperatura u 

uzorku nije prelazila 65 °C. 

SPA vrijednost (izražena u W/g nanočestica) je izračunata pomoću jednačine: 

𝑆𝑃𝐴 (W g⁄ ) = 𝑐𝑁𝑃 +
𝜌1

𝜌𝑁𝑃
𝑐1 (

𝑑𝑇

𝑑𝑡
)

𝑚𝑎𝑥
       (9) 

gdje je ρNP gustina nanočestice u koloidnom rastvoru, ρ1 gustina tečnosti u koloidnom rastvoru, 

(
𝑑𝑇

𝑑𝑡
)

𝑚𝑎𝑥
maksimalni temperaturni gradijent, a cNP i c1 specifični toplotni kapacitet nanočestice 

i vode, redom. 

Korišćenjem SPA vrijednosti izračunat je i ILP (Intrinsic Loss Power) parametar, koji 

se koristi kao nezavisni parametar unutrašnje efikasnosti SMNČ da pretvaraju elektromagnetnu 

energiju u toplotnu energiju. ILP je izračunat pomoću jednačine: 

𝐼𝐿𝑃(nHm2 kg⁄ ) =  
𝑆𝑃𝐴

𝐻2𝑓
                  (10) 

gdje je f frekvencija (Hz) i H jačina (A/m) primjenjenog magnetnog polja.  

 

4.3. Optimizacija uslova obilježavanja CC49 monoklonskog antitijela sa 

131I 

4.3.1. Obilježavanje humanog/goveđeg serum albumina sa 131I 

S obzirom da su monoklonska antitijela izuzetno skupa, optimizaciji uslova za 

obilježavanje monoklonskog antitijela CC49 sa 131I, prethodilo je ispitivanje optimalnih uslova 

obilježavanja finansijski pristupačnijih proteina sa 131I, kao što su humani (HSA) ili goveđi 

serum albumin (BSA). Proteini su obilježavani jodom-131 metodom u kojoj se koristi 

hloramin-T (HL-T). Rastvori proteina, HL-T i Na2S2O5 su pripremljeni u 0,05 M fosfatnom 

puferu (pH~7,4). U mikrotubi od 500 µL se prvo doda rastvor proteina i rastvor Na131I (100 

µCi /20 µL) u 0,05 M karbonatnom puferu (pH~7,4). Nakon toga u mikrotubu se dodaje rastvor 
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HL-T i smješa se miješa na Vorteksu po 30-60 sekundi. Zatim se reakcija obilježavanja 

proteina jodom-131 zaustavlja dodatkom rastvora redukcionog sredstva - natrijum-

metabisulfita (10 mg/mL) u masi za ~30% većoj od prethodno dodanog HL-T. Ispitivani odnosi 

koncentracija HSA/BSA i hloramina-T, kao i njihovi maseni odnosi prikazani su u tabeli 5. 

Optimizacija uslova obilježavanja uključuje mijenjanje parametara (koncetracije HSA/BSA i 

hloramina-T, kao i njihovih masenih odnosa) i određivanje parametara koji obezbjeđuju visoku 

radiohemijsku čistoću obilježenih proteina. 

 

Tabela 5. Ispitivane koncentracije HSA/BSA i hloramina-T, kao i njihovi maseni odnosi. 

Koncetracija 

HSA/BSA 

Koncentracija 

hloramina-T 
Maseni odnos 

Radioaktivna 

koncetracija 

Na131I 

Koncentracija 

Na2S2O5 

100 µg/25 µL 100 µg/10 µL 1:1 (212) 

 

100 µCi /20 µL 

 

130 µg/13 µL 

100 µg/25 µL 180 µg/18 µL 1:1,8 (12) 240 µg/24 µL 

100 µg/25 µL 300 µg/30 µL 1:3 (213) 400 µg/40 µL 

200 µg/50 µL 100 µg/10 µL 2:1 (214) 130 µg/13 µL 

 

Ispitivanje radiohemijske čistoće (RCP): Radiohemijska čistoća jodom-131 

obilježenih proteina HSA/BSA je ispitivana primjenom radiohromatografske metode tj. 

tankoslojne hromatografije. Kao stacionarna faza korišćene su komercijalne aluminijumske 

trake na koje je nanet silika-gel (TLC silika-gel) dužine 15 cm i širine 2 cm, a kao mobilna faza 

85% metanol. Na 2 cm od donje ivice trake, se nanosi 0,01 mL ispitivanog uzorka i traka se 

stavlja u hromatografske kade zasićene mobilnom fazom, u kojima se nalazi mobilna faza 

visine od 0,5-1 cm. Hromatogram je razvijan na sobnoj temperaturi. Nakon razvijanja, TLC 

silika-gel traka se suši na vazduhu i sječe na podeoke dužine 1 cm. Raspodjela radioaktivnosti 

duž trake se određuje mjerenjem radioaktivnosti svakog podeoka u NaI (Tl) gama brojaču. 

Radioaktivnost svakog podeoka se računa u odnosu na ukupnu radioaktivnost trake i izražava 

u procentima. Pod ovim uslovima, slobodni joni 131I- se kreću zajedno sa frontom mobilne faze 

(Rf = 0,9-1), dok obilježeni proteini ostaju na startu (Rf = 0,0-0,1). Rf vrednost (retencioni 

faktor ili faktor zadržavanja) definiše se kao odnos pređenog puta komponente i pređenog puta 

rastvarača i karakteristična je za svaku komponentu u definisanom hromatografskom sistemu i 

služi za identifikaciju komponente u analiziranoj smeši. 
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4.3.2. Obilježavanje nespecifičnog antitijela sa 131I 

Nakon određivanja masenih odnosa HSA/BSA i hloramina T koji daju najveći prinos i 

visoku radiohemijsku čistoću ovih obilježenih proteina, isti maseni odnosi nespecifičnog anti-

Hep B e Ag mišijeg monoklonskog antitijels (Hbe7 mAt) i HL-T (1:1,8 i 1:3) su korišćeni kod 

ispitivanja optimalnih uslova za obilježavanja jodom-131 ovog nespecifičnog monoklonskog 

antitijela. Kako je uočeno da redukciono sredstvo, natrijum metabisulfit (Na2S2O5), pri 

zaustavljanju reakcije obilježavanja antitijela uzrokuje gubitak bioloških i imunoloških osobina 

antitijela vjerovatno putem kidanja disulfidnih veza između lakih i teških lanaca, ispitivani su 

i drugi načini zaustavljanja reakcije obilježavanja. U literaturi je navedena mogućnost 

korišćenja cisteina kao redukcionog sredstva (215) ili prečišćavanje reakcione smješe nakon 

dodavanja HL-T korišćenjem gel-filtracione hromatografije (Sephadex® G-25 u koloni), a bez 

dodavanja redukcionog sredstva (12,213,216). U tabeli 6 su prikazani reakcioni uslovi za 

obilježavanje nespecifinog Hbe7 mAt, kao i koncentracije cisteina koje su korišćene u 

ispitivanjima. 

 

Tabela 6. Uslovi obilježavanja nespecifičnog Hbe7 mAt sa 131I. 

Metoda 
Koncentracija 

antitijela 

Koncentracija 

HL–T 

Radioaktivna 

koncentracija 

Na131I 

Koncentracija 

cisteina 

Cistein  

100 µg/ 100 µL 

 

180 µg /18 µL 
 

100 µCi/ 20 µL 

 

720 µg /72 µL 

300 µg /30 µL 1200 µg /1200 µL 

Sephadex® 

G-25 

180 µg /18 µL - 

300 µg /30 µL - 

 

Automatskom pipetom je uzeto 35 µL osnovnog rastvora antitijela (100 µg) i 

razblaženo sa 0,05 M fosfatnim puferom (pH~7,4) do 100 µL. Rastvoru antitijela u mikrotubi 

su dodani rastvor Na131I (100 µCi /20 µL) u 0,05 M karbonatnom puferu (pH~7,4) i rastvor 

HL-T u 0,05 M fosfatnom puferu u koncentracijama navedenim u Tabeli 8. Nakon miješanja 

na Vorteksu, u trajanju od 30-60 sekundi, dodan je rastvor cisteina (10 mg/mL) u 0,05 M 

fosfatnom puferu kako bi se zaustavila reakcija obilježavanja. U uzorcima u kojima je 

ispitivano korišćenje gel-filtracione hromatografije uzorci su nakon 30-60 sekundi po 

dodavanju HL-T naneti na kolonu napunjenu Sephadex®-om G-25. 
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Gel-filtraciona hromatografija se zasniva na principu razdvajanja komponenata na 

koloni poroznog materijala putem „molekulskog sijanja”. Kolona (0,9 x 10 cm) je napunjena 

gelom na bazi umreženih polisaharida kao što je dekstran (Sephadex® G-25) u masi od 20 mg 

(rastvoren u fosfatnom puferu pH 7.4). Postupak ispitivanja se sastoji u nanošenju ispitivane 

smješe u zapremini od ~150 µL na vrh stuba gela (dužine 8 cm) koji je prethodno uravnotežen 

fosfatnim puferom (pH 7.4). Eluiranje frakcija vrši se istim puferom u zapremini od 2 mL (slika 

18). Sakupljane su frakcije od po 5 kapi.  Radioaktivnost frakcija je mjerena u gama brojaču 

(Wizard 2480, Perkin Elmer). Frakcije sa najvećom aktivnosti su spojene i izračunat je procenat 

prinosa radioobilježavanja primjenom sljedeće formule: 

 

𝑃𝑟𝑖𝑛𝑜𝑠 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜𝑜𝑏𝑖𝑙𝑗𝑒ž𝑎𝑣𝑎𝑛𝑗𝑎 (%) =
𝑟𝑎𝑑𝑖𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑢 𝑠𝑝𝑜𝑗𝑒𝑛𝑖𝑚 𝑓𝑟𝑎𝑘𝑐𝑖𝑗𝑎𝑚𝑎 (𝑀𝐵𝑞) 

𝑢𝑘𝑢𝑝𝑛𝑎 𝑟𝑎𝑑𝑖𝑜𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑛𝑎𝑛𝑒𝑡𝑎 𝑛𝑎 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑢 (𝑀𝐵𝑞)
× 100            (11) 

 

 
Slika 18. Gel-filtraciona hromatografija (kolona napunjena Sephadex® G-25) 

 

U svim ispitivanim uzorcima (tabela 6) određena je RCP jodom-131 obilježenog 

nespecifičnog Hbe7 mAt korišćenjem TLC metode (mobilna faza 85% metanol, stacionarna 

faza TLC silika-gel traka). Uzorci sa najvećom RCP su uzeti za ispitivanje in vitro stabilnosti 
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jodom-131 obilježenog Hbe7 mAt. In vitro stabilnost je praćena određivanjem RCP uzoraka 

koji su čuvani na sobnoj temperaturi tokom 24 i 48 h koristeći gore navedene hromatografske 

uslove.  

 

4.3.3. Uticaj aktivnosti joda-131 na RCP obilježenog nespecifičnog antitijela 

Nakon određivanja metode obilježavanja koja obezbjeđuje dobijanje visokog prinosa 

radioobilježavanja sa visokom RCP jodom-131 obilježenog nespecifičnog Hbe7 mAt, ispitivan 

je uticaj dodate aktivnosti 131I na prinos i RCP obilježenog mAt. U mikrotube sa 18 µL rastvora 

nespecifičnog mAt (50 µg nespecifičnog mAt u 0,05 M fosfatnom puferu pH~7,4) dodati su   

rastvori Na131I aktivnosti: 1,85 MBq (50 µCi) i 3,7 MBq (100 µCi) u 0,05 M karbonatnom 

puferu (pH~7,4). Zatim je dodat rastvor HL-T (180 µg /18 µL u 0,05 M fosfatnom puferu). 

Nakon miješanja na Vorteksu, u trajanju od 30-60 sekundi, uzorci su naneti na kolonu 

napunjenu Sephadex®-om G-25. Prinos radioobilježavanja, kao i RCP ispitani su gore 

navedenim metodama. 

 

4.3.4. Ispitivanje cjelovitosti strukture radioobilježenog antitijela  

Nakon obilježavanja Hbe7 mAt sa 131I, cjelovitost proteinske strukture antitijela je 

ispitana elektroforezom na poliakrilamidnom gelu u prisustvu natrijum-dodecil sulfata (SDS-

PAGE) po proceduri koju je razvio Leammli (aparat za elektroforezu Hoefer® SE250, 

HoeferInc.) (217). Za ispitivanje cijelovitosti Hbe7 mAt korišćen je 10% poliakrilamidni gel. 

Gel dimenzija 80x75x0,75 mm, pripremljen je između staklene i keramičke ploče u uspravnom 

položaju (stakleni sendvič). Prvo se formira gel za razdvajanje („Separating gel”) (tabela 7) u 

zapremini od 10 mL a zatim se povrh njega nanese ~ 2 mL izopropanola kako bi sprečio 

isušivanje gela za razdvajanje. Nakon polimerizacije gela za razdvajanje u trajanju od 30 

minuta, rastvor izopropanola se odlije, površina gela se ispere sa puferom za elektroforezu 

(„Electrophoresis buffer”) (tabela 10), a zatim se povrh njega nanese 2 mL rastvora gela za 

koncentrovanje ("Stacking gel") (tabela 8). U izliveni gel postavlja se plastična razmaknica 

(„češalj”) od 0,75 ili 1,5 mm radi oblikovanja jamica za nanošenje uzoraka. Nakon 

polimerizacije gela za koncentrovanje u trajanju od 30 minuta, izvuče se plastična razmaknica 

i površina gela se ispere puferom za elektroforezu (218). Pufer za elektroforezu se nalije do 



Aljoša Stanković                                                                                        Doktorska disertacija  

55 

 

vrha staklenog sendviča tako da ispuni i jamice nastojeći da ne zaostanu mjehurići vazduha. 

Prije nanošenja na gel, uzorci se rastvaraju u puferu za pripremu uzoraka („Sample buffer”, 

tabela 9) u odnosu 1:1 i zagrijavaju se 5-30 minuta na 100 °C u vodenom kupatilu. S obzirom 

da se ispituju uzorci sa disulfidnim vezama, kao redukciono sredstvo pufer za pripremu uzoraka 

sadrži DTT ili 2-ME u svom sastavu. Nakon zagrijavanja uzorci se hlade, kratko centrifugiraju 

pri maksimalnoj brzini (oko 30 s), pa se mikrošpricom nanose u jamice gela. Elektroforeza se 

provodi u puferu za elektroforezu, pri stalnom naponu struje od 130 V do 150 V za 

koncentrovanje uzorka u gelu, dok je razdvajanje u gelu provođeno uz stalni napon od 180 V 

do 200 V i jačinu struje od oko 20 mA. Tok elektroforeze se prati kretanjem boje brom-fenol 

plavog. Kada boja stigne do 0,5 cm od kraja gela aparat se isključuje, gel se vadi iz staklenog 

sendviča, prenosi u odgovarajući sud i ispira vodom. Da bi se proteini u gelu fiksirali i obojili, 

gel se potapa u rastvor za fiksiranje (45% (v/v) metanola, 10% (v/v) glacijalne sirćetne kiseline 

i 0,125% (w/v) Coomassie brilliant blue® R25 boje u destilovanoj vodi) u trajanju od 30 minuta. 

U cilju uklanjanja viška boje i radi jasnije detekcije proteinskih traka, gel je ostavljen tokom 

noći u rastvoru za obezbojavanje (12,5% (v/v) izopropanola i 10% (v/v) glacijalne sirćetne 

kiseline).  

Kao proteinski marker za određivanje molekulske mase antitijela/proteina i njihovih 

frakcija, korišćen je BlueStar Prestained Protein Marker® (NIPPON Genetics). Ukoliko 

proteinske trake sadrže manju masu proteina (0,1-0,05 µg) i ne mogu biti detektovani 

standardnim bojenjem sa Coomassie brilliant blue® R25, gel je bojen srebro nitratom (0,1% 

w/v AgNO3 u vodi) prema metodi koju su razvili Hempelmann i Kaminski (219,220). 

Raspodela radioaktivnosti je detektovana na gelu ručnim razvijanjem rendgen filma u mračnoj 

komori i/ili snimanjem gela u BRUKER® In-Vivo Xtreme 2 uređaju (Bruker, SAD). 

 

Tabela 7. Sastav gela za razdvajanje („Separating gel”). 

Zapremina gela 10 mL 

Procenat akrilamida 10% 

H2O 3.8 mL 

30% akrilamid/0.8% bis-akrilamid 3.4 mL 

1.5 M Tris, pH 8.8 2.6 mL 

10% SDS 100 µL 

10% APS 100 µL 

TEMED 10 µL 
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Tabela 8. Sastav gela za koncentrovanje („Stacking gel”). 

Zapremina gela 5 mL 

H2O 2.975 mL 

30% akrilamid/0.8% bis-akrilamid 0.67 mL 

0.5 M Tris, pH 6.8 1.25 mL 

10% SDS 50 µL 

10% APS 50 µL 

TEMED 5 µL 

 

Tabela 9. Sastav pufera za pripremu uzoraka („Sample buffer”). 

Zapremina koncentrovanog (2X) pufera 10 mL 

4X Tris*Cl/SDS, pH 6.8 (0.5 M) 2 mL 

20% SDS/SDS 2 mL/0,4 g 

Glicerol 2 mL 

200 mM DTT* 0,3 g 

Bromfenol plavo 1 mg 

H20 ad 10 mL 

*Dodaje se ako se pravi pufer za uzorke sa cisteinom 

 

Tabela 10. Sastav pufera za elektroforezu („Electrophoresis buffer”). 

Zapremina koncentrovanog (5X) 

pufera 
1000 mL 

Tris baza 15,1 g 

Tris*Cl 19,62 g 

Glicin 94 g 

SDS 5 g 

H20 ad 1000 mL 
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4.4. Obilježavanje CC49 monoklonskog antitijela sa 131I 

Nakon optimizacije uslova obilježavanja HSA/BSA i nespecifičnog Hbe7 mAt, CC49 

mAt je obilježeno sa 131I pod istim optimizovanim uslovima (tabela 11). Da bi se ispitao uticaj 

radioaktivnosti na RCP obilježenog CC49 mAt, u rastvore CC49 mAt su dodati rastvori joda-

131 aktivnosti oko 22.57 MBq (610 µCi) i 370 MBq (10 mCi). Nakon obilježavanja, reakcione 

smješe su prečišćene korišćenjem Sephadex® G-25 u koloni i frakcije svake od njih, sa 

najvećom radioaktivnošću su spojene u jedan rastvor. RCP rastvora određena je korišćenjem 

prethodno opisane TLC metode.  

 

Tabela 11. Protokol obilježavanja CC49 mAt sa 131I. 

Reagensi Reakciona smješa 1 (R1) Reakciona smješa 2 (R2) 

CC49 mAt (2,9 mg/mL) 700 µg /240 μL 860 µg/250 µL 

Na131I 22.57 MBq /180 µL 370 MBq /200 µL 

Hloramin–T 2100 µg/210 µL 2400 µg/240 µL 

 

4.4.1. Kvantifikacija 131I-CC49 mAt 

Koncentracija CC49 mAt, nakon obilježavanja i prečišćavanja kroz kolonu napunjenu 

Sephadex®-om G-25, je određena metodom po Bradford-u (221,222). Za konstruisanje 

kalibracione krive je korišćen rastvor HSA koncentracije 0.1 mg/mL, razblažen vodom do 

finalne koncentracije od 0,02 mg/mL (8 razblaženja). Uzorci CC49 mAt, prije i poslije 

obilježavanja jodom-131, su razblaženi 4 puta. Uzorci poslije obilježavanja jodom-131 

pripremljeni su tako što se 50 µL rastvora R1 i R2 prenese u mikrotubu i doda se 150 µL 

bidestilovane vode (pH = 6-7). U bunarčiće (mikrotitar pločice sa 96 bunarčića, Thermo 

Scientific™ Nunc, SAD) se doda ili po 50 µL uzoraka rastvora HSA različitih koncentracija 

ili po 50 µL uzoraka CC49 mAt nakon razblaženja. Nakon toga, u bunarčiće sa uzorcima 

rastvora HSA i CC49 mAt se doda po 50 µL 2,5 puta razblaženog Bradford-ovog reagensa 

(0,05% (w/v) Coomassie Brilliant Blue® G-250 boje, 23,5% (v/v) metanol i 50% (v/v) fosforna 

kiselina). Nakon 10 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi u mraku, apsorbancija uzoraka se 
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očitava na 595 nm na UV-VIS spektrofotometru (Molecular devices Spectra MAX 250). Test 

je rađen u triplikatu, a kao slijepa proba korišćen je 2,5 puta razblaženi Bradford-ov reagens.  

Na osnovu očitanih apsorbancija za odgovarajući standardni rastvor HSA, konstruisana 

je kalibraciona kriva. Vrijednosti za koncentraciju CC49 mAt u uzorcima prije i poslije 

obilježavanja su izračunate iz jednačine prave: Apsorbancija = f (koncentracija proteina 

(µg/ml)), dobijene metodom linearne regresione analize. Rezultati apsorbanci standardnih 

rastvora HSA su izraženi kao srednja vrijednost tri mjerenja ± standardna devijacija. 

 

4.4.2. Ispitivanje imunoreaktivnosti 131I-CC49 mAt 

Imunoreaktivnost CC49 mAt u uzorcima prije i poslije obilježavanja sa 131I je ispitana 

indirektnim imunoenzimskim testom (ELISA). Goveđi mucin podjezičnih žlijezda je zbog 

strukturne sličnosti sa tumorskim glikoproteinom 72(TAG-72) korišćen kao antigen.  

Priprema bunarčića na mikrotitarskim pločicama (Thermo Scientific™ Nunc, SAD), za 

izvođenje ELISA testa je izvedena rastvorom mucina (20 μg/mL) u 0.1 M 

karbonatnom/bikarbonatnom puferu (0,76% (w/v) NaHCO3, 0,095% (w/v) Na2CO3, pH 8,6) u 

zapremini od 50 µL/bunarčiću. Nakon inkubiranja preko noći na +4 °C, mikrotitarske pločice 

su ispirane nekoliko puta sa 0,01 M PBST puferom (0,05% Tween® 20 u fiziološkom rastvoru 

puferisanim fosfatom (v/v), pH 7,4), i potom sušene u laminarnoj komori 30 minuta. Da bi se 

sprečilo nespecifično vezivanje proteina u narednim postupcima ovog testa, slobodna površina 

bunarčića je blokirana dodatkom 200 μL 5% (w/v) obranog mlijeka u prahu rastvorenog u 0,01 

M fizioloskom rastvoru puferisanim fosfatom (PBS) (0,85% (w/v) NaCl, 0,14% (w/v) 

Na2HPO4 x 2H2O, 0,08% (w/v) KCl, 0,02% (w/v) KH2PO4, pH 7,4) na 25 °C u toku 4 sata. 

Nakon toga, rastvor za blokiranje je uklonjen iz bunarčića i u njih su dodate jednake zapremine 

(po 50 µL) različitih razblaženja CC49 mAt i 131I-CC49 mAt.  

Za ispitivanja su korištena serijska razblaženja počevši od koncentracije 1 µg/50 μL 

(serija od 12 razblaženja 1:1). Nakon inkubacije od 2 sata na sobnoj temperaturi tokom koje 

dolazi do vezivanja antitijela za antigen, sve nevezane materije su uklanjane ispiranjem tri puta 

PBST rastvorom, a zatim još tri puta rastvorom PBS. Kao sekundarno antitijelo je korišćeno 

kozije antitijelo protiv humanog antitijela obilježeno peroksidazom hrena (HRP) koncentracije 

1 mg/mL. Prije dodavanja, rastvor sekundarnog antitijela je razrijeđen 1/ 3000 sa 0,01 M PBST 
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puferom koji sadrži 0,05% BSA. U bunarčiće su dodate jednake zapremine razblaženog 

rastvora sekundarnog antitijela (po 50 µL) i pločice su inkubirane na 25 °C u toku 1,5 sat. 

Tokom tog vremena, sekundarno antitijelo se veže svojim antigen-vezujućim mjestom za Fab 

region neobilježenog ili obilježenog CC49 mAt, a koji je vezan za antigen mucin.  

Nakon inkubacije, pločice se ispiraju tri puta 0,01 M PBST puferom, a zatim još tri puta 

0,01 M PBS puferom. Nakon ispiranja, u bunarčiće se dodaje po 100 μL supstrata ABTS-a sa 

H2O2 (neposredno prije upotrebe 11 µL 30% H2O2 se doda u 11 mL prethodno pripremljenog 

1 mM ABTS-a u 70 mM citratnom puferu, pH 4,2) i pločica se ostavlja u mraku na sobnoj 

temperaturi u toku 20 minuta zbog odvijanja enzimske hromogene reakcije između HRP i 

ABTS. Apsorbancija se očitava neposredno poslije toga na 405 nm na mikrotitarskom 

spektrofotometru (Spectra MAX 250, Molecular Devices, SAD). Sva mjerenja su rađena u 

duplikatu a rezultujuća apsorbancija je srednja vrijednost mjerenja (10,223). 

 

4.5. Konjugacija 131I-CC49 mAt sa SMNČ 

4.5.1. Postupak konjugacije 131I-CC49 mAt sa obloženim SMNČ 

Karbodiimidna metoda sa reagensom 1-etil-3-(dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC) 

je korišćena u reakciji konjugacije obilježenih 131I-CC49 mAt-a sa obloženim SMNČ. SMNČ 

obložene APTES-om (~ 25 mg) se ispiraju dva puta sa po 1 mL 0,1 M pufera (2-(N-

marfolino)etansulfonske kiseline (MES pufer) metodom magnetne dekantacije. Nakon drugog 

ispiranja, talogu obloženih SMNČ se dodaje 60 mg EDC-a (masa EDC-a je nezavisna od mase 

obloženih SMNČ) rastvorenog u 1,5 mL 0,1 M MES pufera neposredno prije dodavanja. Kako 

bi odredili optimalan odnos masa mAt i SMNČ kao i uticaj dodate aktivnosti joda-131 na 

efikasnost konjugacije SMNČ, u rastvor R1 (16,058 MBq/ 311,5 µg 131I-CC49 mAt/ 1140 µL) 

je dodato 16 mg/1 mL APTES-SMNČ, a u rastvor R2 (222 MBq/ 480 µg 131I-CC49 mAt/ 1670 

µL) je dodato 6 mg/375 µL APTES-SMNČ. Obe smješe su mješane 2 sata na sobnoj 

temperaturi. 
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4.5.2. Određivanje efikasnosti konjugacije 131I-CC49 sa obloženim SMNČ 

Nakon 2 sata konjugacije 131I-CC49 mAt sa SMNČ obloženih APTES-om, dobijeni 

konjugat 131I-CC49-SMNČ je prečišćen metodom magnetne dekantacije. Radioaktivnosti 

supernatanta (131I-CC49 mAt) i taloga (131I-CC49-SMNČ) su mjerenene u NaI (TI) gama 

brojaču (Wizard 2480, Perkin Elmer) i izračunata je efikasnost konjugacije 131I-CC49-SMNČ 

korišćenjem formule:  

Efikasnost konjugacije (%) =
radioaktivnost taloga

radioaktivnost taloga+radioaktivnost supernatanta
𝑥100%            (12) 

Konjugacija 131I-CC49 mAt sa obloženim SMNČ, kao i očuvanje proteinske strukture 

konjugovanog antitijela je ispitana prethodno opisanom SDS-PAGE metodom. 

 

4.5.3. Određivanje in vitro stabilnosti 131I-CC49-SMNČ 

In vitro stabilnost CC49-SMNČ obilježenih jodom-131 se prati inkubiranjem 0,2 mL 

suspenzije 131I-CC49-SMNČ u 2 mL fiziološkog rastvora (pH=7,4) odnosno u 2 mL humanog 

seruma na 37 °C tokom 8 dana. Ispitivanje in vitro stabilnosti 131I-CC49-SMNČ se vrši 

određivanjem radiohemijske čistoće 131I-CC49-SMNČ tankoslojnom hromatografijom, pri 

čemu su ispitivane različite mobilne faze: 85% metanol, fiziološki rastvor i aceton, kao i 

stacionarne faze: silika gel i celuloza, u cilju pronalaženja kombinacije koja daje 

najreproduktivnije rezultate. 
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4.6. Tumorski ksenografti 

U eksperimentima su korišćeni NOD-SCID miševi (starosti 8-10 sedmica, mase od 22-

25 g, oba pola) uzgajani u vivarijumu Laboratorije za radioizotope, Instituta za nuklearne nauke 

„Vinčaˮ, pod posebnim laboratorijskim uslovima. Miševi su držani u kontrolisanim uslovima 

u P/N ventiliranom IVC sistemu kaveza (Allentown, SAD) sa slobodnim pristupom hrani i 

vodi (ad libitum). Kavezi su bili smješteni u prostoriji u kojoj se održava temperatura od 25 ± 

2 °C, relativna vlažnost od 45 do 50% i 12/12-časovni ciklus svjetlo/tama. Miševi su hranjeni 

komercijalnom peletiranom hranom i vodom zakišeljenom sa HCl do pH 2.8. Hrana, voda i 

prostirka sterilizirani su prije upotrebe. Etički odbor Instituta za nuklearne nauke „Vinčaˮ 

odobrio je eksperimente na miševima (u skladu s nacionalnim zakonom o dobrobiti životinja i 

Direktivom EU 2010/63/EU) prema dozvoli od Ministarstva poljoprivrede, šumarstva i 

vodoprivrede Republike Srbije (dozvola br. 323-07-04725 / 2018-05). 

Ksenograft adenokarcinoma kolona je indukovan subkutanom injekcijom 1x106 ćelija 

humane tumorske linije LS174T (ATCC® CL-188™), suspendovanih u 100 µL RPMI-1640 

medijuma za kulturu tkiva, u obrijani bok NOD-SCID miševa oba pola. Dimenzije tumora su 

mjerene svaki drugi dan pomoću kljunastog pomičnog mjerila (nonijusa), a zapremina tumora 

je računata prema formuli (224): 

V(mm3) =
dužina (mm)x širina(mm) x visina(mm)

2
               (13)  

Osmog dana, kada su tumori dostigli željenu zapreminu (~ 125 ± 75 mm3), miševi su 

bili uključeni u eksperiment.  
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4.7. Ispitivanje biološke raspodijele i retencije 131I-CC49-SMNČ 

In vivo stabilnost 131I-CC49-SMNČ odn. biološka raspodijela (biodistribucija) i 

retencija su ispitivane na tumor indukovanim NOD-SCID miševima. U ovim i narednim 

ispitivanjima, korištene su APTES-SMNČ konjugovane sa 131I-CC49. Suspenzija 131I-CC49-

SMNČ (370 kBq/0,5 mg 131I-CC49-SMNČ/0,05 mL) je intravenski injektovana u repnu venu 

grupi miševa za ispitivanje biodistribucije a intratumorski grupi miševa za ispitivanje retencije. 

Za ispitivanje i biodistribucije i retencije koristila su se po tri ista tumor indukovana NOD-

SCID miša za svaki vremenski interval. 

Nakon 15 minuta, 1 sat, 2, 6 i 24 sata od intravenskog injektovanja 131I-CC49-SMNČ 

miševi su uvođeni u anesteziju intraperitonealnom injekcijom ketamina (90 mg/kg)/ksilazina 

(10 mg/kg) i snimani BRUKER®In-Vivo Extreme II uređajem, koji daje mogućnost detekcije 

radioaktivnosti i anatomske lokalizacije upotrebom X-zraka (slika 19). Takođe su miševi 

uvođeni u anesteziju i snimani BRUKER®In-Vivo Extreme II uređajem nakon 6, 24, 48, 96 i 

192 sata od intratumorskog injektovanja 131I-CC49-SMNČ. 

 

 

Slika 19. BRUKER® In-Vivo Extreme II uređaj.           
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Nakon snimanja, miševi su žrtvovani cervikalnom dislokacijom i radioaktivnost u 

uzorcima krvi (uzetim graduisanim kapilarama), kao i u organima od interesa (srce, pluća, jetra, 

slezina, bubrezi, tanko i debelo crevo i tumor) je mjerena u NaI (TI) gama brojaču (PerkinElmer 

2480 WIZARD counter). Radioaktivnost u krvi i organima je mjerena u odnosu na standard 

koji predstavlja aktivnost one zapremine (0,05 mL) konjugata 131I-CC49-SMNČ koja je bila 

injektovana svakoj životinji. Iz odnosa injektovane (radioaktivnost standarda) i izmjerene 

radioaktivnosti organa izračunata je raspodjela radioaktivnosti u organima i krvi i izražena kao 

% injektovane doze (ID)/organ. 

 

4.8. Ispitivanje terapijskog efekta 131I-CC49-SMNČ 

Za ispitivanje efekta hipertermije i radionuklidne terapije korišćene su 3 grupe od po 8, 

kao i 2 kontrolne grupe od po 7 NOD-SCID miševa sa indukovanim tumorima: 

Kontrola 1 - negativna kontrola, intratumorski je injektovano 0,05 mL fiziološkog 

rastvora, bez izlaganja miševa naizmeničnom magnetnom polju odnosno bez indukcije 

hipertermije. 

Kontrola 2 - intratumorski su injektovane samo SMNČ obložene APTES-om (0.5 

mg/0,05 mL), bez izlaganja miševa naizmeničnom magnetnom polju odnosno bez indukcije 

hipertermije. 

Grupa MHT - intratumorski su injektovane samo SMNČ obložene APTES-om 

konjugovane sa neobilježenim CC49 mAt (0,5 mg/0,05 mL) da bi se ispitao efekat magnetne 

hipetermije na veličinu tumora. U uređaju DM100 serije nB nanoScale Biomagnetic, u dijelu 

DM3 namjenjenom za in vivo ispitivanja na eksperimentalnim životinjama, miševi su bili 

izlagani 30 minuta magnetnom polju (H0 = 15,9 kA/m, pod rezonantnom frekvencijom od 252 

kHz) svaki drugi dan u toku 14 dana. 

Grupa RT - intratumorski je injektovan konjugat 131I-CC49-SMNČ (5,55 MBq/0,5 mg 

131I-CC49-SMNČ/0,05 mL) da bi se ispitao efekat radionuklidne terapije na veličinu tumora.  

Grupa MHT+RT - intratumorski je injektovan konjugat 131I-CC49-SMNČ (5,55 

MBq/0,5 mg 131I-CC49-SMNČ/0,05 mL) i miševi su bili izlagani naizmeničnom magnetnom 
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polju (H0 = 15,9 kA/m, pod rezonantnom frekvencijom od 252 kHz) u uređaju DM100 serije 

nB nanoScale Biomagnetic, u dijelu DM3 namjenjenom za in vivo ispitivanja na 

eksperimentalnim životinjama svaki drugi dan u toku 14 dana, da bi se ispitao efekat 

kombinovane terapije (radionuklidne terapije i magnetne hipertermije). 

Efekat svake terapije pojedinačno je bio određen mjerenjem sve tri dimenzije tumora 

nonijusom i izračunavanjem zapremine tumora (korišćenjem formule 7) svaki drugi dan nakon 

intratumorskog injektovanja. Eksperiment je trajao 14 dana i nakon toga miševi su žrtvovani 

metodom cerviklane dislokacije. Miševi kod kojih su tumori prerasli etički dozvoljenu 

zapreminu (2000 mm3) su žrtvovani i pre kraja eksperimenta. Takođe, izračunat je i procenat 

inhibicije tumorske zapremine (TVIR) nakon svakog terapijskog postupka (indikator 

terapijskog efekta), prema formuli (225): 

TVIR(%) =  [1 − (𝑉tk  − 𝑉tp)/(𝑉𝑘𝑘 − 𝑉𝑘𝑝)] x 100%              (14)  

gdje je: Vtk - prosječna vrijednost zapremine tumora na kraju terapije, Vtp- prosiječna vrijednost 

zapremine tumora na početku terapije, Vkk - prosječna vrijednost zapremine tumora kontrolne 

grupe na kraju terapije, Vkp- prosječna vrijednost zapremine tumora kontrolne grupe na početku 

terapije. 

U cilju određivanja toksikološkog profila injektovanog konjugata, mjerene su mase 

miševa svaki drugi dan i gubitak od 20% u odnosu na početnu masu se smatrao toksičnim 

efektom konjugata.  
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4.9. Patohistološka ispitivanja  

Četvrtog dana od injektovanja 131I-CC49-SMNČ, po jedan miš iz RT i MHT+RT grupe 

je nakon anestezije, snimljen BRUKER® In-Vivo Xtreme II uređajem. Nakon snimanja, miševi 

su žrtvovani cervikalnom dislokacijom i izmjerena je radioaktivnost krvi kao i organa od 

interesa (srce, pluća, jetra, slezina, bubrezi, tanko i debelo crevo, i tumor). Nakon mjerenja 

radioaktivnosti, organi i tumori su zamrznuti i korišćeni za patohistološka ispitivanja. Za 

patohistološka ispitivanja su korišćeni i organi i tumori od po jednog miša iz obe kontrolne i 

MHT grupe, koji su takođe žrtvovani istog dana kao miševi iz RT i MHT+RT grupa.  

Tokom autopsije, organi od interesa (mozak, srce, jetra, pluća i bubrezi) su 

makroskopski pregledani, da bi se ispitalo da li postoje vidljive promjene na njima a posebno 

je obraćena pažnja na prisustvo metastaza. Organi i tumori nakon izolovanja su zamrznuti u 

Tissue-Tek® O.C.T medijumu i čuvani na temperaturi od -70 ºC. Za patohistološka ispitivanja 

organi su rezani kriotomom na presjeke debljine 6 μm (Kedi Instrumental Equipment, Kina). 

Presjeci tkiva su postavljani na polarizovane mikroskopske pločice (Superfrost Plus, Thermo 

Scientific) i bojeni su standardnom hematoksilin/eozin (HE) metodom za vizuelizaciju ćelija 

(226,227). 

Presjeci tkiva su kvalitativno interpretirani prema morfologiji i stepenu diferencijacije 

tumora, kao i na prisustvo metastaza u ispitivanim organima. Patohistološki preparati 

tumorskog tkiva su interpretirani prema semikvantitavinoj analizi baziranoj na stepenu nekroze 

i fibroze u odnosu na zapreminu tumora (diskretna - ako je <1/3 od ukupne zapremine tumora; 

umjerena - ako je od 1/3 do 2/3 od ukupne zapremine tumora; obilna - ako je >2/3 od ukupne 

zapremine tumora).  

Vizuelizacija 131I-CC49-SMNČ u tumorskom tkivu je prikazana i kvalitativno 

evaluirana bojenjem sa pruskim plavim (PP) (228). Za dokazivanje intaktnog CC49 mAt 

korišćena je indirektna imunohistohemijska metoda (IHH) pomoću sekundarnog kozijeg 

antitijela protiv humanog antitijela obilježenog sa HRP u razblaženju od 1:200 (229). 

Svi HE, PP and IHH mikroskopski presjeci su pregledani na Leica DM LS2 mikroskopu 

(Leica Microsystems, Njemačka) od strane dva nezavisna iskusna patologa koji nisu bili 

upoznati sa podacima iz eksperimenta. Originalne mikrofotografije uslikane su pomoću Canon 

PowerShot S70 kamere (uvećanja 200x i 400x).  
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4.10.   Statistička obrada podataka 

Za statističku obradu podataka su korišćeni programi MedCalc® i IBM® SPSS® 

Statistics (verzija 25). Za ispitivanje statistički značajne razlike među dobijenim rezultatima 

kontrolnih i terapijskih grupa korišćena je univarijantna analiza varijanse (ANOVA). Da bi se 

utvrdilo postojanje statističke značajnosti između pojedinih grupa, primjenjen je post-hoc test 

najmanje značajne razlike (Least Significant Difference (LSD) post hoc test). Vrijednost p koja 

je ≤ 0,05 je smatrana statitstički značajnom. Za grafičku obradu podataka korišćeni su 

softverski paketi Microsoft Excel 2016 i Origin®Pro (verzija 8.5). Podaci su prikazani kao 

aritmetička sredina (𝑥̅) ± standardna devijacija (SD) i aritmetička sredina ± standardna greška 

(SE) i prikazani su tabelarno i grafički. 
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5. REZULTATI I DISKUSIJA 

5.1. Sinteza i karakterizacija SMNČ na bazi Fe3O4  

Količine FeCl3·6H2O, FeSO4·7H2O i FeCl2·4H2O koje su potrebne za sintezu 

magnetita (Fe3O4), metodom taloženja (koprecipitacije) ili poliol metodom, teorijski su 

izračunate korišćenjem prikazanih hemijskih jednačina. Sinteza magnetita se može prikazati 

hemijskom jednačinom: 

𝐹𝑒2+ + 2𝐹𝑒3+ +  8𝑂𝐻−  ↔  𝐹𝑒3𝑂4 +  4𝐻2𝑂 

1 mol (Fe2+): 2 mol (Fe3+) 

Količine početnih komponenti u sintezi magnetita metodom taloženja su iznosile: 

FeCl3·6H2O:     1,216 g / 270,30 g/mol = 0,0044 mol 

FeSO4·7H2O:    0,625 g / 278,02 g/mol = 0,0022 mol 

Prema hemijskoj jednačini teorijska masa sintetisanog magnetita je: 

Fe3O4:    0,0022 mol x 231,55 g/mol = 0,509 g (~510 mg) 

Metodom taloženja sintetisano je 340 mg/100 mL Fe3O4 SMNČ, što u odnosu na 

teorijski izračunatu masu sintetisanog magnetita, iznosi ~ 67%. Velika prednost ove metode je 

nastajanje SMNČ u visokom prinosu, što potvrđuju dobijeni rezultati koji su u skladu sa 

literaturnim podacima (138). 

Količine početnih komponenti u sintezi magnetita poliol metodom su bile: 

FeCl3·6H2O:    2,162 g / 270,30 g/mol = 0,008 mol 

FeCl2·4H2O:    0,796 g / 198.83 g/ mol = 0,004 mol 

Očekivana teorijska masa sintetisanog magnetita poliol metodom je: 

Fe3O4:   0,004 mol x 231,55 g/mol = 0,926 g (~930 mg) 
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Poliol metodom sintetisano je 300 mg/100 mL Fe3O4 SMNČ, što predstavlja nizak 

prinos (~ 32%) proizvoda.  

Zbog zahtjevnijih uslova za sintezu SMNČ poliol metodom (visoka potrošnja energije, 

visoka temperatura, veći broj složenih koraka sinteze koji se teže kontrolišu) i uslijed velikog 

broja ispiranja nakon sinteze i tretmana sa HNO3, prinos neobloženih SMNČ nakon sinteze 

ovom metodom je očekivano manji u odnosu na metodu koprecipitacije (76). 

 

5.1.1. Karakterizacija TEM metodom 

Nakon sinteze, oblik (morfologija) i veličina neobloženih SMNČ ispitana je 

transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM). TEM mikrograf SMNČ dobijenih 

metodom koprecipitacije pokazuje da su sintetisane nanočestice sfernog oblika 

(„pseudosphereˮ) sa prosječnim prečnikom od 11,4 ± 3,2 nm i PdI od 28,3% (slika 20, A i B). 

Za razliku od SMNČ sintetisanih poliol metodom, ove nanočestice pokazuju veći afinitet ka 

aglomeraciji.  

SMNČ sintetisane poliol metodom su cvijetnog oblika („flower structureˮ), sa 

prosječnim prečnikom od 37,8 ± 4,6 nm i PdI od 12,3% (slika 20, C i D). Na TEM mikrografiji 

može se uočiti da su ove nanočestice aglomerati cvijetne morfologije, sastavljeni od 

pojedinačnih čestica sfernog oblika sa prosječnim prečnikom od 13,7 ± 2,5 nm. Nađena 

veličina čestica je slična prosječnoj veličini kristalita koja je izračunata primjenom jednačine 

(5). Ove nanočestice dispergovane u vodi stvaraju stabilan vodeni ferofluid i ne dolazi do 

njihove aglomeracije.  

Poređenjem nanočestica sintetisanih ovim metodama, zaključuje se da se metodom 

koprecipitacije dobija veći prinos SMNČ manjeg prečnika, kao i da nanočestice pokazuju veći 

procenat neuniformnosti u veličini (veći PdI) i veću težnju ka aglomeraciji. Bez obzira što je 

glavna prednost metode taloženja jednostavan i jeftin način sinteze magnetita, njen najveći 

nedostatak je nemogućnost kontrole svih parametara tokom sinteze, jer veličina i distribucija 

čestica po veličini zavise od faktora kao što su: pH rastvora, brzine mješanja i temperature. 

SMNČ sintetisane poliol metodom su pokazale veću uniformnost čestica što je posljedica bolje 

kontrole parametara tokom sinteze. Takođe, viša temperatura reakcije (220 °C) i prisustvo 
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poliola kao disperzionog sredstva, za razliku od vode u metodi koprecipitacije, onemogućava 

slepljivanje pojedinačnih čestica u veće aglomerate (76,138,205). 

 

 
Slika 20. TEM mikrografije neobloženih SMNČ-a. A i B. Sferični oblik čestica 

sintetisanih metodom koprecipitacije sa distribucijom čestica po veličini SMNČ-a. C i D. 

Cvijetni oblik čestica sintetisanih poliol metodom sa distribucijom čestica po veličini SMNČ. 

 

5.1.2. Magnetne osobine SMNČ 

Izotermalna mjerenja magnetizacije neobloženih SMNČ su urađena pri konstantoj 

temperaturi od 250 K u magnetnom polju do ±5 T. Saturaciona magnetizacija određena je 

koristeći jednačinu (2). Dobijena vrijednost saturacione magnetizacije neobloženih SMNČ 

sintetisanih poliol metodom je 80 emu/g-1, koliko iznosi i vrijednost čistog maghemita 
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(204,230). Vrijednost saturacione magnetizacije SMNČ sintetisanih metodom koprecipitacije 

je 70 emu/g-1. 

 Kriva magnetizacije (grafikon 1) prolazi kroz početak magnetizacionog grafika (kada 

je Ms =0, a i vrijednost Hc = 0), prikazujući superparamagnetne osobine nanočestica 

sintetisanih navedenim metodama. Veća vrijednost saturacione magnetizacije SMNČ 

sintetisanih poliol metodom u odnosu na koprecipitaciju je najvjerovatnije zbog njihove veće 

veličine i kao posljedica tretmana uzorka sa 10% HNO3 i 0,02 M Fe(NO3)3.  

 

 

Grafikon 1. Histerezisne krive neobloženih SMNČ dobijenih metodom koprecipitacije 

i poliol metodom. 

 

Površina nanočestičnih materijala ima veoma značajan efekat na njihove magnetne 

osobine. Magnetni joni na površini Fe3O4 SMNČ slabije intereaguju međusobno i stvaraju 

manje nezasićenih i koordinacionih veza, u odnosu na jone koji se nalaze u jezgru (in bulk), 

uslijed čega dolazi do nepotpune orijentacije njihovih magnetnih momenata u smjeru 

primjenjenog spoljašnjeg magnetnog polja. Što je nanočestica manjeg prečnika, veći je odnos 

broja površinskih atoma i zapremine, tako da će saturaciona magnetizacija biti niža (231,232).  
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Tretiranjem taloga SMNČ tokom sinteze poliol metodom sa 10% HNO3 i 0,02 M 

Fe(NO3)3, dio Fe3+ jona iz soli se rekristališe na površini nanočestica i time dolazi do 

reorganizacije površine nanočestica i povećanja kristalnosti SMNČ, što za posljedicu ima 

poboljšanje magnetnih osobina. Pošto SMNČ dobijene metodom koprecipitacije nisu tretirane 

kiselinom i solima Fe, joni Fe na površini su bili u većem stepenu nekoordinisani i zbog toga 

je vjerovatno njihova saturaciona magnetizacija manja. Dobijeni rezultati su u skladu sa 

vrijednostima magnetizacija SMNČ prije i poslije tretmana sa kiselinom i solima Fe, koje su 

izmjerili Costo i saradnici (205,233). 

U istraživanjima uticaja veličine i distribucije veličine čestica, dokazano je da 

neujednačena distribucija veličine čestica (veća vrijednost PdI) negativno utiče na magnetna 

svojstva zbog statistike čestične orijentacije. Ovo je vjerovatno dodatni razlog boljih magnetnih 

osobina SMNČ dobijenih poliol metodom, pošto je njihova distribucija veličine čestica 

uniformnija (manji PdI) (233–235). 

Zbog boljih fizičkih i magnetnih osobina koje direktno utiču na SPA vrijednost 

nanočestica, dalja ispitivanja su izvođena sa obloženim SMNČ koje su prethodno sintetisane 

poliol metodom. 

 

5.2. Karakterizacija obloženih SMNČ-a 

5.2.1. Karakterizacija XRPD metodom 

Metodom difrakcije X-zraka na prahu ispitana je kristalna struktura neobloženih i 

obloženih SMNČ. Odgovarajući difraktogrami za neobložene SMNČ, kao i za obložene 

APTES-SMNČ i DMSA-SMNČ su prikazani na slici 21. Analizom difraktograma za tri uzorka 

uočene su karakteristične refleksije spinelne strukture: (111), (220), (440) i (311), koje se 

nedvosmisleno podudaraju sa feritnom spinelnom strukturom koja se pripisuje magnetitu 

(Fe3O4) (JCPDS # 19-0629), ali i maghemitu (γ-Fe2O3) (JCPDS # 110614). Međutim, poznato 

je da je teško uočiti razliku između faza magnetita (prostorna grupa Fd-3m) i maghemita 

(prostorna grupa P4332) u uzorku.  
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Slika 21. Difraktogrami neobloženih i obloženih SMNČ. 

 

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja kristalne strukture SMNČ XRPD metodom, 

kao i literaturnih podataka može se zaključiti da su sintetisane SMNČ najvjerovatnije 

mješavina dvije faze, magnetita i maghemita (232). Srednja veličina kristalita, izračunata 

pomoću karakteristika najintenzivnije (311) refleksije na 2θ~36 o upotrebom jednačine (2), je 

iznosila 12.2 nm, što je u skladu sa prosječnim prečnikom (DTEM) pojedinačne nanočestice 

izračunate TEM metodom 13,7 ± 2,5 nm.  

 

5.2.2. Karakterizacija DLS metodom i određivanje zeta (ζ) potencijala 

DLS metodom je određena veličina neobloženih i obloženih SMNČ, kao i raspodjela 

veličina po broju nanočestica. Srednja vrijednost prečnika nanočestica koji se dobija DLS 

mjerenjima, DH, predstavlja hidrodinamički prečnik sfere (tj. prečnik čestice sa hidratacionim 

omotačem) koji ima istu zapreminu kao čestica i predstavlja srednju vrijednost prečnika svih 

mjerenih čestica. Vrijednost hidrodinamičkog prečnika za neobložene SMNČ iznosi 46 ± 3,8 

nm, kao što je prikazano u tabeli 12. Poređenje rezultata dobijenih TEM i DLS mjerenjima je 
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pokazalo da su veličine čestica dobijene TEM mjerenjima bile manje od istih dobijenih DLS 

mjerenjima, pošto se kod mjerenja veličine čestice DLS metodom uzima u obzir i dodati 

rastvarač ili stabilizator koji se kreće zajedno sa česticom. Osim toga, potrebno je naglasiti da 

DLS metodom dobijamo informacije koje se odnose na veličinu aglomerata pre nego na 

prečnik individualne nanočestice, dok se kod TEM-a mjeri vrijednost zasnovana na distribuciji 

pojedinačnih prečnika čestica. 

Da bi se ispitao uticaj obloge na vrijednost hidrodinamičkog prečnika SMNČ, izvršena 

su DLS mjerenja i u prisustvu APTES-a i DMS-a. Srednje vrijednosti prečnika nanočestica 

dobijenih DLS mjerenjima iznose 105 ± 2,3 nm i 140 ± 6,5 nm za APTES-SMNČ i DMSA-

SMNČ (tabela 12). Iz dobijenih rezultata se može zaključiti da su veličine obloženih SMNČ, 

u oba slučaja, značajno veće od veličine neobloženih SMNČ. Ovo je u skladu sa očekivanjima, 

jer se pri oblaganju SMNČ uvećava hidrodinamički prečnik ovih nanočestica. Poredeći veličine 

SMNČ obloženih APTES-om i DMS-om, može se vidjeti da je hidrodinamički prečnik SMNČ 

obloženih DMS-om značajno veći od SMNČ obloženih APTES-om. Pretpostavljamo da je ova 

razlika posljedica slabe funkcionalizacije površine SMNČ sa DMSA, što dovodi do stvaranja 

-S-S- veza između susjednih DMSA-SMNČ i samim tim do povećanja stepena aglomeracije, 

što uzrokuje povećanje hidrodinamičkog prečnika DMSA-SMNČ (208). Sa druge strane, 

pretpostavlja se da priprema silanskog polimera u kiselom medijumu (pH=4) prije oblaganja, 

uzrokuje zadovoljavajuću funkcionalizaciju SMNČ APTES-om, a veliki broj slobodnh -NH2 

grupa dovodi do međusobnog odbijanja čestica i manjeg hidrodinamičkog prečnika (206).  

 

Tabela 12. Uporedni prikaz hidrodinamičkih prečnika i ζ-potencijala neobloženih i obloženih 

SMNČ (𝑥̅ ± SD). 

Metoda Neobložene SMNČ APTES-SMNČ DMSA-SMNČ 

TEM 37,8 ± 4,6 nm - - 

DLS 46 ± 3,8 nm 105 ± 2,3 nm 140 ± 6,5 nm 

ζ-potencijal 

(pH=7) 
+12,5 ± 0,5 mV +26 ± 0,6 mV -35,1 ±0,8 mV 

 

Mjerenjem ζ-potencijala vodenih suspenzija neobloženih i obloženih SMNČ na pH=7, 

određeno je površinsko naelektrisanje SMNČ. Promjena površinskog naelektrisanja 
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neobloženih SMNČ u vodenoj sredini prilikom promjene pH se može objasniti protonovanjem 

i deprotonovanjem hidroksilnih grupa na površini (Fe-OH). Uslijed deprotonovanja Fe-OH i 

nastajanja Fe-O-, SMNČ pokazuju negativno naelektrisanje u baznoj sredini. U kiseloj sredini, 

SMNČ pokazuju pozitivno naelektrisanje uslijed protonovanja hidroksilne grupe Fe-OH2
+. 

Negativna vrijednost ζ-potencijala za DMSA-SMNČ u odnosu na neobložene SMNČ i 

APTES-SMNČ je posljedica prisustva većeg broja karboksilnih i tiolnih funkcionalnih grupa 

na njihovoj površini.  

 

5.2.3. Karakterizacija FT-IR metodom 

Da bi se ispitala uspješnost oblaganja površine SMNČ sa APTES-om i DMSA, kao i 

za bolje razumjevanje interakcije različitih jedinjenja i SMNČ, FT-IR spektri neobloženih 

SMNČ, jedinjenja za oblaganje, kao i obloženih SMNČ su snimani i međusobno upoređivani. 

Tokom 2 sata kisele hidrolize APTES-a, koja prethodi oblaganju SMNČ, dolazi do 

protonovanja alkoksidnih grupa i stvaraju se reaktivne silanolne grupe (Si-O-H), koje se zatim 

kondenzuju sa drugim silanolnim grupama susjednih molekula i kroz stvaranje siloksanskih 

veza (Si-O-Si) dobija se silanski polimer uz izdvajanje alkohola i vode. Tokom reakcije 

oblaganja SMNČ APTES-om dolazi do polikondenzacije hidroksilnih grupa silanskog 

polimera sa hidroksilnim grupama SMNČ i stvara se Fe-O-Si veza između SMNČ i silanskog 

polimera (slika 22).  
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Slika 22. Reakcija oblaganja SMNČ sa APTES-om (206). 

 

Na slici 23 su prikazani ATR FT-IR spektri neobloženih SMNČ, APTES-SMNČ i 

APTES-a. Traka na 1150 cm-1 u spektru APTES-a, koja pripada Si-O−H i Si−O−Si istežućem 

regionu, je pomjerena na 950 cm-1 u spektru APTES-SMNČ, što  ukazuje na uspješnost reakcije 

amino-funkcionalizacije SMNČ (236,237). 

Prisustvo Fe-O-Si veze se ne može vidjeti na FT-IR spektru, jer se traka koja pripada 

Fe-O-Si vezi pojavljuje na oko 584 cm−1 i preklapa se sa trakom na 540 cm-1 koja se javlja u 

spektrima Fe3O4 SMNČ i APTES-SMNČ i koja pripada Fe-O istežućoj vibraciji. (206). Široka 

traka na 2986 cm−1 u spektru APTES-a i APTES-SMNČ koja odgovara istežućoj vibraciji -

CH2- veza potvrđuje prisustvo propil grupa APTES-a na površini SMNČ. Traka na 1600 cm−1 

potiče od N-H istežućih vibracija slobodnih amino grupa na APTES-SMNČ (238,239).  
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Slika 23. FT-IR spektri neobloženih SMNČ, APTES i APTES-SMNČ. 

 

Tokom oblaganja SMNČ sa DMSA, dolazi do interakcije -OH grupa DMSA i SMNČ 

i stvaranja polarnih Fe-O-C veza uz izdvajanje molekula vode. Takođe, slobodne -SH grupe 

DMSA međusobno reaguju i stvaraju disulfidne -S-S- veze u omotaču (slika 24). 
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Slika 24. Oblaganje SMNČ sa DMSA (240). 

 

Na slici 25 su prikazani ATR FT-IR spektri neobloženih SMNČ, DMSA i DMSA-

SMNČ. Karakteristični pikovi koji potiču od istezanja C-O-Fe veze prisutni u DMSA-SMNČ 

spektru na 1050 cm−1 potvrđuju da se molekuli DMSA vezuju za površinu SMNČ (207). 

Takođe potvrda oblaganja SMNČ sa DMSA predstavljaju i trake na 1632 i 1350 cm−1 

koje se odnose na simetrično i asimetrično istezanje karboksilnih -COO− grupa na površini 

DMSA-SMNČ. Široka traka na 2532 cm−1 u spektru DMSA-a odgovara istežućoj vibraciji S-

H veze u tiolnoj grupi. Razlog njenog odsustva u spektru DMSA-SMNČ je oksidacija - SH 

grupa u disulfidne -S-S- grupe koje apsorbuju u nižoj IR oblasti tako da bi se njihovo prisustvo 

dokazalo Ramanovom spektroskopijom (241). Traka na 540 cm-1 koja se javlja u spektrima 

SMNČ i DMSA-SMNČ pripada Fe-O istežućoj vibraciji. 
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Slika 25. FT-IR spektri neobloženih SMNČ, DMSA i DMSA-SMNČ. 

 

5.2.4. Mjerenja specifične brzine apsorpcije (magnetna hipertermija) 

Kako bi se ispitala mogućnost upotrebe nanočestica u magnetnoj hipertermiji, 

efikasnost zagrijavanja obloženih SMNČ je određena mjerenjem specifične apsorpcije – SPA 

u naizmeničnom magnetnom polju jačine H=15,9 kA/m i frekvencije f=252 kHz. 

Određivanjem nagiba (ΔT/Δt) sa krivih, promjena temperature ferofluida sa vremenom, i 

primjenom jednačina (5) i (6) izračunate su SPA i ILP vrijednosti za obložene SMNČ. SPA i 

ILP vrijednosti za ispitivane obložene SMNČ kao i za komercijalno dostupne Nanotherm® 

(MagForce, Njemačka) su prikazane u tabeli 13. Za neobložene SMNČ nije određena SPA 

vrijednost zbog nestabilnosti uzoraka u vodenoj sredini. 
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Tabela 13. SPA i ILP vrijednosti obloženih i komercijalno dostupnih SMNČ. 

SMNČ H (kA∙m-1) f (kHz) SPA (W/g) ILP (nHm2/kg) 

APTES-SMNČ 15,9 252 123 1,93 

DMSA-SMNČ 15,9 252 110 1,72 

Nanotherm® 3-8 100 0,006-0,718 0,121 

 

Brezović i saradnici (242) su utvrdili da gornje granice dozvoljenih frekvencija i jačina 

spoljašnjeg magnetnog polja, koje se mogu primjeniti na ljudima, iznose od 50 kHz do 1 MHz 

za frekvenciju i < 15 kA/m za jačinu magnetnog polja. Eksperimentalno izračunata maksimalna 

dozvoljena vrijednost za proizvod H∙f koji se može primjeniti na ljudima iznosi 4,85∙108 A/ms 

(242,243), dok je kasnije ustanovljen i Herg-tov limit od 5∙109 A/ms (244). Tokom upotrebe 

Nanotherm® čestica u kliničkim studijama, frekvencija je bila podešena na 100 kHz dok je 

jačina magnetnog polja varirala u zavisnosti od tretirane regije (3–6 kA/m za karlicu, do 7.5 

kA/m za vrat i toraks i >10 kA/m za glavu), a dobijene SPA vrijednosti su iznosile od 60–380 

W/kg u ciljnom tkivu. Smatra se da primjenjeno spoljašnje magnetno polje sa ovim 

vrednostima H i f izaziva zagrijavanje i temperaturu veću od 40 °C u prosjeku kod 86% 

tretiranih tumora. Upotrebom termometarskog katetera izmjerena je prosječna temperatura u 

tumoru od 51,2 °C (149,245,246). 

Upoređujući dobijene SPA vrijednosti obloženih SMNČ sa publikovanim SPA 

vrijednostima za SMNČ na bazi gvožđa (koje se kreću u intervalu od 10–300 W/g), obložene 

SMNČ imaju obećavajuću efikasnost zagrijavanja pod uticajem spoljašnjeg magnetnog polja, 

pa se mogu koristiti u daljim in vitro/in vivo testovima magnetne hipertermije. Naravno, u 

literaturi se mogu naći i primjeri ekstremnih izuzetaka sa izuzetno visokim SPA vrijednostima 

kao npr. bakterijske magnetozome veličine 35 nm, čija SPA vrijednost je 960 W/g na 410 kHz 

i 10 kA/m (247) ili γ-Fe2O3 od 16 nm sa SPA vrijednosti od 1650 W/g na 700 kHz i 24,8 kA/m 

(248,249). Veliki broj istraživanja prikazuje izmjerene SPA vrijednosti u naizmjeničnom 

magnetnom polju čiji je proizvod H∙f mnogo veći od dozvoljene granice, ali način primjene tih 

SPA vrijednosti u kliničkoj praksi još nije pronađen. Međutim, zbog prekoračenja Brezović-

evog limita, njihova klinička upotreba je zanemarena. Bez obzira na mogućnost 

eksperimentalnog određivanja SPA vrijednosti, postoje i ograničenja u njegovoj procjeni na 

efikasnost MHT. Apsorbovana energija tokom izlaganja spoljašnjem magentnom polju zavisi 

isključivo od parametara magentnog polja, i ta zavisnost se ne može lako isključtiti ili umanjiti 
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(250,251). Stoga, različite SPA vrijednosti, koje se mogu dobiti na različitim frekvencijama i 

jačinama magnetnog polja, ne mogu se porediti jedna sa drugom jer do sada nisu određeni 

standardi za poređenja SPA vrijednosti (7).  

U kliničkoj upotrebi magnetne hipertermije treba imati u vidu i fiziološka ograničenja. 

Magnetno polje visoke frekvencije može izazvati lokalno zagrijavanje u dijelu tkiva u kome se 

ne nalaze magnetne čestice usled vrtložnih struja. Osim kliničkih ograničenja treba imati u vidu 

i tehnička ograničenja, jer parametri magnetnog polja moraju biti precizno određeni kako bi se 

optimizovala efikasnost zagrijavanja SMNČ i očuvalo zdravo tkivo, kao i udobnost pacijenata 

tokom primjene (88). 

Manje vrijednosti SPA i ILP koje su dobijene za DMSA-SMNČ u odnosu na APTES-

SMNČ su najvjerovatnije posljedica većeg hidrodinamičkog prečnika DMSA-SMNČ (140 ± 

6,5 nm) u odnosu na APTES-SMNČ (105 ± 2,3 nm) kao i smanjene stabilnosti DMSA-SMNČ 

(233,252). Zbog veće efikasnosti zagrijavanja i boljih fizičko-hemijskih karakterisitka opisanih 

u prethodnim poglavljima, dalja istraživanja su rađena sa APTES-SMNČ. 
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5.3. Optimizacija uslova obilježavanja CC49 monoklonskog antitijela sa 

131I 

5.3.1. Obilježavanje humanog/goveđeg serum albumina sa 131I 

Za obilježavanje humanog (HSA) i goveđeg serum albumina (BSA) sa 131I korišćena je 

metoda sa hloraminom-T. Hloramin-T oksiduje 131I- u reaktivnije oblike: I0 ili I+. U vodenoj 

sredini, na pH između 7 i 8, hloramin-T hidrolizuje i oslobađa hipohloritni anjon (ClO-), koji 

se veže za 131I- i formira 131I-Cl kompleks. Oksidovani 131I se elektrofilnom supstitucijom 

ugrađuje u fenolni prsten tirozinskog i/ili histidinskog ostatka u molekulu proteina/antitijela 

(slika 26). Reakcija obilježavanja se zaustavlja dodatkom redukcionog sredstva natrijum-

metabisulfita (Na2S2O5) (212,253–255). 

 

 

Slika 26. Reakcija jodiranja (212). 

 

U literaturi su opisani maseni odnosi hloramina-T i proteina koji omogućuju, nakon 

dodatka 131I, dobijanje obilježenog proteina visoke radiohemijske čistoće. Tokom optimizacije 
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uslova obilježavanja HSA i BSA sa 131I in situ, ispitani su najčešće navedeni maseni odnosi. 

RCP obilježenih HSA i BSA određena je primjenom TLC metode (stacionarna faza: silika-gel, 

mobilna faza: 85% metanol). U tabeli 14 prikazane su vrijednosti RCP obilježenih 131I-HSA i 

131I-BSA, kao i maseni odnosi HL-T i HSA/BSA.  

 

Tabela 14.  Optimizacija uslova obilježavanja HSA i BSA sa 131I 

Protein Maseni odnos protein:HL-T RCP (%) 

BSA 

1:1 48,78 

1:1,8 77,66 

1:3 76,45 

2:1 63,76 

HSA 

1:1 30,55 

1:1,8 56,85 

1:3 98,58 

2:1 84,17 

 

 

Iz rezultata prikazanih u tabeli 14 može se zaključiti da se BSA u najvećem procentu 

obilježava sa 131I pri masenom odnosu BSA : HL-T od 1 : 1,8 (77,66%), dok se HSA obilježava 

pri masenom odnosu HSA : HL-T od 1:3 (98,58%). Ovi rezultati su u skladu sa literaturnim 

podacima za jodiranje proteina metodom sa hloraminom-T (12,254).  

 

5.3.2. Obilježavanje nespecifičnog antitijela sa 131I 

Jod kao supstituent je premali da bi izazvao značajne konformacione promjene 

strukture antitijela. Nasuprot tome, postupak obilježavanja korišćenjem oksidacionih sredstava 

kao i dodavanje redukcionih sredstava za zaustavljanje reakcije obilježavanja mogu uticati na 

biološke i imunološke osobine antitijela. U zavisnosti od uslova obilježavanja, a prema 

literaturnim podacima, može doći do konformacionih promjena u mAt usled promjene 

funkcionalnih grupa ili kidanja disulfidnih veza. Shodno tome, reakcije obilježavanja moraju 

biti prilagođene pojedinačnim antitijelima, sa ciljem da se očuva funkcionalni integritet 

antitijela. 
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Zbog lakoće rukovanja i efikasnosti, metoda sa hloraminom-T je i dalje široko korišćeni 

postupak radioaktivnog jodiranja i predstavlja efikasan način za obilježavanje raznih proteina 

i peptida kao što su albumini, globulini, neuropeptidi i hemokini. Kako redukujuće sredstvo, 

natrijum metabisulfit (Na2S2O5), koje se koristi za zaustavljanje reakcije radioobilježavanja 

proteina, dovodi do kidanja disulfidnih veza između lakih i teških lanaca antitijela, ispitane su 

druge metode zaustavljanja reakcije obilježavanja antitijela sa ciljem da se očuva struktura 

antitijela:  

1. metoda sa cisteinom kao redukujućim sredstvom,  

2. metoda prečišćavanja korišćenjem gel-filtracione hromatografije na koloni napunjenoj 

Sephadex®-om G-25  

Kako su maksimalni prinosi obilježavanja HSA i BSA sa 131I dobijeni pri 1:1,8 i 1:3 

masenim odnosima proteina i hloramina-T, pri radiooblježavanju nespecifičnog Hbe7 mAt sa 

131I su ispitani ovi maseni odnosi. Dobijeni rezultati RCP (%) radiobilježenog nespecifičnog 

monoklonskog antitijela Hbe7 mAt jodom-131 su prikazani u tabeli 15. 

 

Tabela 15. RCP (%) 131I -obilježenog Hbe7 mAt. 

Metoda 
Maseni odnos 

mAt:HL-T 
RCP (%) 

Prinos radioobilježavanja 

(%) 

Cistein 
1:1,8 89,90 - 

1:3 96,20 - 

Sephadex® G-25* 
1:1,8 100* 55 

1:3 100* 60 

* RCP vrijednosti kod gel-filtracione hromatografije odnose se na RCP rastvora (~350 µL) 

koji čine spojene frakcije sa najvećom aktivnosti koje su eluirane sa kolone 

 

Iz prikazanih rezultata može se zaključiti da je dobijena radiohemijska čistoća 

obilježenog nespecifičnog Hbe7 mAt jodom-131 veoma visoka pri oba masena odnosa mAt : 

HL-T, bez obzira na metodu zaustavljanja reakcije obilježavanja.  

In vitro stabilnost radioobilježenog nespecifičnog Hbe7 mAt pri oba masena odnosa 

mAt : HL-T i nakon prečišćavanja na koloni napunjenoj Sephadex® G-25 praćena je u toku 24 

i 48 sata od trenutka obilježavanja određivanjem radiohemijske čistoće rastvora koji čine 
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spojene frakcije sa najvećom aktivnosti koje su eluirane sa kolone, TLC radiohromatografskom 

metodom (grafikon 2). Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da je radioobilježeno 

nespecifično mAt veoma stabilno (95%) i nakon 24 i 48 sata od obilježavanja. 

 

 

Grafikon 2. Ispitivanje in vitro stabilnosti 131I obilježenog nespecifičnog Hbe7 mAt 

pri molskim odnosima 1:1,8 i 1:3 nakon prečišćavanja na koloni napunjenoj Sephadex® G-

25. 

 

Iako je pri oba molska odnosa mAt : HL-T dobijena visoka vrijednost RCP-a jodom-

131 obilježenog nespecifičnog mAt, u daljim eksperimentima je korišćen odnos 1:3. 

 

5.3.3. Uticaj dodate aktivnosti joda-131 na RCP obilježenog nespecifičnog antitijela 

Tokom optimizacije uslova obilježavanja nespecifičnog mAt sa 131I, ispitivan je i uticaj 

dodate aktivnosti 131I na RCP obilježenog nespecifičnog mAt. 50 µg nespecifičnog Hbe7 mAt 

obilježavano je sa 1,85 MBq (50 µCi) i 3,7 MBq (100 µCi) rastvora Na131I pri masenom odnosu 

mAt i HL-T od 1:3 i nakon obilježavanja je prečišćeno na koloni napunjenoj Sephadex®G-25. 

RCP obilježenog mAt i sa dodatom aktivnošću od 1,85 MBq (50 µCi) i sa 3,7 MBq (100 µCi) 

rastvora Na131I je bila iznad 97%, tako da se u daljim eksperimentima koristila aktivnost od 

0,074 MBq 131I po µg mAt. 
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Prinos obilježavanja nespecifičnog Hbe7 mAt jodom-131 je određen kao odnos 

aktivnosti rastvora koji čine spojene frakcije sa najvećom aktivnosti koje su eluirane sa kolone 

napunjene Sephadex®-om G-25 i aktivnosti koja je naneta na kolonu. Rezultati određivanja 

prinosa radioobilježavanja, koristeći jednačinu (11), su pokazali da je dobijen prinos od 55% i 

60% za odnose 1:1.8 i 1:3, redom (tabela 15). Takođe, slični rezultati su dobijeni i tokom 

obilježavanja 50 µg ovog nespecifičnog mAt sa 1,85 MBq i 3,7 MBq Na131I (0,962 MBq/1,85 

MBq i 1,87 MBq/3,7 MBq). Dobijeni rezultati prinosa radioobilježavanja su u skladu sa 

literaturnim podacima, gdje je prosječan prinos radioobilježavanja oko 60% (12,164,216). 

Ispitivanje cjelovitosti strukture radioobilježenog antitijela: Nakon radioobilježavanja 

Hbe7 mAt i nakon zaustavljanja reakcije obilježavanja antitijela primjenom metode sa 

cisteinom ili metode prečišćavanja korišćenjem gel-filtracione hromatografije na koloni 

napunjenoj Sephadex®-om G-25 ispitana je cjelovitost strukture radioobilježenog antitijela 

pomoću SDS-PAG elektroforeze. SDS-PAGE je vrsta zonske vertikalne jednodimenzionalne 

elektroforeze, u kojoj se razdvajanje i identifikacija proteina iz smješe isključivo vrši na osnovu 

razlike njihovih molekulskih masa. Natrijum-dodecilsulfat (SDS) je anjonski reagens, koji se 

nalazi u višku u odnosu na uzorak, i oblaže sve proteine negativnim naelektrisanjem. Time je 

omogućeno da se svi proteini kreću prema anodi, pri čemu se brzina pokretljivosti smanjuje sa 

povećanjem molekulske mase. Njihovo određivanje je zasnovano isključivo na razlici njihovih 

molekulskih masa (256). Poliakrilamidni gel nastaje polimerizacijom monomera akrilamida, a 

dodatkom komonomera N,N’-metilenbisakrilamida (bis-akrilamid), gel dobija mrežastu 

strukturu. Procenat akrilamida u poliakrilamidnom gelu zavisi od molekulske mase ispitivanog 

jedinjenja. Rezultati SDS-PAGE analize pod redukujućim i neredukujućim uslovima su 

prikazani na slici 27.  
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Slika 27. RTG film SDS-PAGE gela. Redukujući uslovi: 1. Metoda sa cisteinom kao 

redukujućim sredstvom (mAt : HL-T = 1:3), 2. Metoda prečišćavanja na koloni napunjenoj 

Sephadex® G25 (mAt: HL-T = 1:3), 3. Metoda prečišćavanja na koloni napunjenoj 

Sephadex® G25 (mAt : HL-T = 1:1.8), 4. Neobilježeno nespecifično mAt, 5. 131I-HSA. 

Neredukujući uslovi: 6. 131I-HSA, 7. Neobilježeno nespecifično mAt, 8. Metoda sa cisteinom 

kao redukujućim sredstvom (mAt: HL-T = 1:3), 9. Metoda prečišćavanja na koloni 

napunjenoj Sephadex® G25 (mAt: HL-T = 1:3), 10. Metoda prečišćavanja na koloni 

napunjenoj Sephadex® G25 (mAt: HL-T = 1:1.8). 

 

Kao proteinski marker, korišćen je BlueStar Prestained Protein Marker® (NIPPON 

Genetics), radi približnije provjere molekulskih masa izolovanih proteina. Uzorci 131I-HSA, 

kod kojih je obilježavanje HSA jodom-131 vršeno pri masenom odnosu HSA : HL-T od 1:3, 

korišćeni su kao kontrola. Na slici 27 mogu se vidjeti dominantne trake koje odgovaraju 

pokretljivosti proteina od približno 66 kDa (linije 5 i 6), što odgovara literaturnim podacima 

za HSA. U liniji 8 se mogu vidjeti dvije trake koje po pokretljivosti odgovaraju proteinima od 

~25 kDa i ~50 kDa. Odnosno SDS-PAGE pod neredukujućim uslovima (bez dodavanja DTT-

a u pufer za uzorke) pokazuje da je došlo do kidanja disulfidnih veza između lakih i teških 

lanaca Hbe7 mAt kada se kao redukciono sredstvo koristi cistein, što se primjećuje u odvajanju 

lakih (~25 kDa) i teških lanaca (~50 kDa). Takođe, laki i teški lanci mAt su prisutni i pod 

redukujućim uslovima (linija 1). SDS-PAGE pod redukujućim uslovima takođe pokazuje da je 

došlo do kidanja disulfidnih veza između lakih i teških lanaca Hbe7 mAt nakon prečišćavanja 

na koloni napunjenoj Sephadex®-om G25 (linije 2 i 3). Međutim pod neredukujućim uslovima, 

u linijama 9 i 10 uočavaju se dominantne mAt trake, što potvrđuje da je antitijelo sačuvalo 
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cjelovitost svoje proteinske strukture nakon prečišćavanja na koloni napunjenoj Sephadex® 

G25. Kao negativna kontrola je korišćeno neobilježeno nespecifično Hbe7 mAt (linije 4 i 7). 

 

5.4. Obilježavanje CC49 monoklonskog antitijela sa 131I 

Nakon optimizacije uslova obilježavanja nespecifičnog Hbe7 mAt jodom-131 i potvrde 

da je antitijelo sačuvalo cjelovitost svoje proteinske strukture kada se kao metoda zaustavljanja 

reakcije obilježavanja antitijela koristi prečišćavanje na koloni napunjenoj Sephadex® G25, 

specifično CC49 monoklonsko antitijelo je obilježeno sa 131I pod istim uslovima (specifično 

mAt:HL-T=1:3, dodata aktivnost joda-131 je bila 0,074 MBq/µg mAt, a kao metoda 

prečišćavanja od reaktivnih vrsta (HL-T, slobodni 131I-) se koristila gel-filtraciona 

hromatografija na koloni napunjenoj Sephadex®-om G-25).  

U cilju praćenja uticaja dodate aktivnosti na RCP obilježenog antitijela, u rastvor CC49 

mAt su dodate različite aktivnosti 131I (22,57 MBq i 370 MBq) prema prethodno 

optimizovanim uslovima obilježavanja. Nakon prečišćavanja obilježenog 131I-CC49 mAt na 

Sephadex® G-25 koloni putem „molekulskog sijanjaˮ (brzina protoka 0,4 mL/min), aktivnosti 

eluiranih frakcija su mjerene na gama brojaču i dobijeni rezultati su prikazani na grafikonu 3. 

Nakon mjerenja radioaktivnosti, RCP obilježenog antitijela je određena iz rastvora koji čine 

spojene frakcije sa najvećom aktivnosti koje su eluirane sa kolone (spojene frakcije izmjerene 

na Capintec CRC-15 beta doze kalibratoru). Na ovaj način dobijena su dva rastvora: R1 (16,06 

MBq (434 µCi) u 1440 µL) i R2 (222 MBq (6 mCi)/1670 µL). RCP obilježenog 131I-CC49 

mAt iz R1 je iznosila 98,82% a iz R2 99,94%. Dobijeni rezultati pokazuju da dodate aktivnosti 

ne utiču na RCP obilježenog antitijela tj. da je količina mAt u rastvoru dovoljna da veže svu 

dodatu radioaktivnost. Dobijeni prinos radioobilježavanja u oba rastvora (71% za R1 i 60% za 

R2) je u skladu sa rezultatima prethodno optimizovanih ispitivanja. 
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Grafikon 3. Prečišćavanje obilježenog 131I-CC49 mAt gel filtracijom na koloni 

napunjenoj Sephadex® G-25. A. Profil obilježenog CC49 mAt sa 131I aktivnosti 22,5 MBq 

(610 µCi), B. Profil obilježenog CC49 mAt sa 131I aktivnosti 370 MBq (10 mCi). 

 

5.4.1. Kvantifikacija 131I-CC49 mAt 

Nakon prečišćavanja 131I-CC49 mAt na Sephadex® G-25 koloni, određena je 

koncentracija obilježenog mAt u oba rastvora (R1 i R2) Bradford-ovom metodom. Bradford-

ova metoda je najčešće korišćena metoda za određivanje koncentracije proteina zbog relativno 

brzog i lakog izvođenja, kao i relativne senzitivnosti (5 µg proteina/mL ispitivane zapremine). 

Ova metoda se bazira na reakciji proteina sa bojom Coomassie Brilliant Blue G-250 u kiselom 

medijumu. Boja se na proteine veže hidrofobnim interakcijama i jonskim vezama što stabilizuje 

boju u anjonskom obliku i dovodi do vidljive promjene boje iz crvene u plavu. Pri tome se 

vrijednost apsorpcijskog maksimuma boje pomjera sa 465 nm na 595 nm što se prati 

spektrofotometrijski. Boja je postojana relativno dugo (1 sat), a intenzitet apsorbance se može 

očitati na 595 nm već nakon 2 minuta. Kompleks ima veoma visok ekstinkcioni koeficijent, što 

doprinosi velikoj senzitivnosti testa (221,257). 

Kao standard korišćen je humani serum albumin (HSA), u opsegu koncentracija od 20 

do 100 µg/mL. Iz apsorbancija standardnih rastvora HSA ( 𝑥̅ ± SD) dobijena je jednačina 

kalibracione krive iz koje je na osnovu izmjerene apsorbance ispitivanog uzoraka određena 
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koncentracija obilježenog CC49 mAt (grafikon 4, A i B). Apsorbancija je mjerena na talasnoj 

dužini od 595 nm. Rezultat je izražen kao srednja vrijednost tri mjerenja. 

Izmjerena apsorbancija četiri puta razblaženog rastvora R1 iznosila je 0,1847 što 

odgovara koncentraciji CC49 mAt od 54,07 µg/mL odnosno koncetranciji od 216,28 µg/mL 

(preračunata ukupna koncentracija CC49 mAt u nerazblaženom rastvoru R1). Kako je ukupna 

zapremina R1 (ukupna zapremina spojenih frakcija eluiranih sa kolone) iznosila 1440 µL, to 

znači da je 311,5 µg CC49 mAt obilježeno 131I. Dobijeni rezultati pokazuju da je prinos 

obilježavanja CC49 mAt jodom-131 bio 44,5%, jer je 700 µg bila početna masa CC49 mAt. 

Radioaktivnost obilježenog CC49 mAt je iznosila 16,058 MBq (434 µCi). 

Apsorbancija četiri puta razblaženog rastvora R2 iznosila je 0,2496 što odgovara 

koncentarciji CC49 mAt od 71,85 µg/mL odnosno koncentraciji od 287,4 µg/mL (preračunata 

koncentracija CC49 mAt u nerazblaženom rastvoru). Kako je 1670 µL bila ukupna zapremina 

rastvora R2, to znači da je obilježeno 480 µg CC49 mAt, što predstavlja 55% početne mase 

CC49 mAt tj. mase sa kojom je početo obilježavanja sa 131I u R2 (860 µg). Radioaktivnosti 

obilježenog CC49 mAt je iznosila 222 MBq. Iz dobijenih rezultata se može zaključiti da je 

metoda prečišćavnja primjenom gel-filtracione hromatografije na koloni napunjenoj 

Sephadex®-om G-25 pogodna za uklanjanjanje neizreagovalog HL-T i 131I- ali dovodi do 

velikih gubitaka antitijela. 

 

 

Grafikon 4. Određivanje koncentracije obilježenog 131I-CC49 mAt Bradford-ovom 

metodom. A. Obilježavanje CC49 mAt sa 131I aktivnosti 22,5 MBq (610 µCi), B. 

Obilježavanje CC49 mAt sa 131I aktivnosti 370 MBq (10 mCi). 
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5.4.2. Ispitivanje imunoreaktivnosti 131I-CC49 mAt 

Imunoreaktivnost predstavlja sposobnost antitijela da veže antigen i formira antigen-

antitijelo kompleks. Za radioobilježavanje antitijela, kao obilježivač bi trebao da se koristi 

radionuklid koji može da se ugradi u antitijelo, a da pri tome ne utiče na njegovu 

imunoreaktivnost. Radiojodiranje proteina odnosno antitijela je u osnovi hemijska supstitucija 

vodonikovih atoma jodom u tirozinskim grupama, mada pod nekim uslovima jod može 

reagovati sa histidinom i triptofanom, kao i sa sulfhidrilnim grupama. Biološke osobine 

jodiranih antitijela zavise od stepena i načina jodiranja. Opšte je prihvaćeno da se ne mijenja 

biološki integritet antitijela ako se prosječno ugradi po 1 atom joda po molekulu antitijela. 

Takođe se moraju optimizovati uslovi radioobilježavanja jodom, jer dugo izlaganje antitijela 

oksidacionom sredstvu (HL-T) dovodi do oksidacije tirozinskih grupa što prouzrokuje 

promjene u biološkom ponašanju obilježenog antitijela (gubitak imunoreaktivnosti). 

Nakon radioobilježavanja CC49 mAt sa 131I pod optimizovanim uslovima, indirektnom 

ELISA metodom ispitana je njegova imunoreakitvnost tj. u kojem stepenu je radioobilježeno 

CC49 mAt očuvalo afinitet vezivanja za antigen (goveđi mucin podjezičnih žlijezda). 

Imunoreaktivnost neobilježenog CC49 mAt je korišćena za poređenje, tj. kao kontrola. 

Dobijeni rezultati su prikazani na grafikonu 5. Na osnovu prikazanih rezultata, može se 

zaključiti da postoji razlika između afiniteta vezivanja neobilježenog CC49 mAt i 131I-CC49 

mAt za antigen. Neobilježeno CC49 mAt ima skoro četiri puta manju vrijednost koncentracije 

poluvezivanja (engl. half binding point) (3,81 ng) od vrijednosti 131I-CC49 mAt (12,55 ng). U 

skladu sa literaturnim podacima, smatra se da ova razlika nije značajna tj. da obilježavanje ne 

utiče značajno na afinitet vezivanja mAt za antigen (164,258).  
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Grafikon 5.  Imunoreaktivnost CC49 mAt i 131I-CC49 mAt 

 

5.5. Konjugacija 131I-CC49 mAt sa APTES-SMNČ 

5.5.1. Efikasnosti konjugacije 131I-CC49 sa APTES-SMNČ 

Stvaranjem intermedijarnog estra (O-acilizouree) u blago kiseloj sredini (pH 5,5-6,0), 

EDC aktivira karboksilne grupe na površini antitijela koje zatim reaguju sa primarnim amino 

grupama na površini obloženih SMNČ i dolazi do građenja kovalentne veze između obloženih 

SMNČ i antitijela (slika 28). EDC aktivira karboksilne grupe na površini Fc fragmenta 131I-

CC49 mAt (C-terminalni kraj antitijela) koje sa primarnim amino grupama APTES-SMNČ 

grade kovalentne -CO-NH- veze i takvom orijentacijom kovalentne veze ostaju slobodni Fab 

fragmenti mAt (N-terminalni dio antitijela) koji su neophodni za prepoznavanje antigena (10). 
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Slika 28. Reakcija konjugacije 131I-CC49 mAt sa SMNČ. 

 

U literaturi su opisani različiti maseni odnosi obilježenih mAt i SMNČ koji su 

konjugovani pomoću EDC-a, počevši od 100 µg mAt na 50 mg SMNČ, do 1 mg mAt na 2 mg 

SMNČ. Opisana antitijela su obilježena različitim radionuklidima (125I, 111In, 68Ga i dr.) 

različitih aktivnosti (3,7 MBq - 185 MBq) prije konjugacije sa SMNČ (164,219,259,260). 

Rezultati ispitivanja uticaja masenih odnosa mAt i APTES-SMNČ, kao i dodate 

aktivnosti na efikasnost konjugacije prikazani su na grafikonu 6. Pri optimizovanim uslovima, 

efikasnost konjugacije iznosi 86% i 88% pri konjugaciji 311,5 µg 131I-CC49 mAt sa 16 mg 

APTES-SMNČ i 480 µg 131I-CC49 mAt sa 6 mg APTES-SMNČ, redno. Iz dobijenih rezultata 

može se zaključiti da efikasnost konjugacije ne zavisi od mase APTES-SMNČ, jer je broj 

slobodnih amino grupa na površini ispitivanih masa APTES-SMNČ dovoljno veliki da mogu 

da se konjuguju u velikom procentu sa ispitivanim masama 131I-CC49 mAt. Rezultati takođe 

pokazuju da dodatak različitih aktivnosti 131I-CC49 mAt (16,058 MBq i 222 MBq) nema 

uticaja na efikasnost konjugacije. Ovi rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima 

(8,250,261). 
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Grafikon 6. Efikasnost konjugacije 131I-CC49 za APTES-SMNČ. 

 

Nakon ispitivanja efikasnosti konjugacije dalje je u cilju ispitivanja jačine kovalentne 

veze između 131I-CC49 i APTES-SMNČ, kao i očuvanosti proteinske strukture mAt, korišćena 

SDS-PAG elektroforeza. Rezultati SDS-PAGE pod redukujućim i neredukujućim uslovima su 

prikazani na slici 29. Ispitivani su uzorci neobilježenog CC49 mAt, obilježenog CC49 mAt 

jodom-131 aktivnosti 16,058 MBq, kao i uzorak nakon konjugacije 311,5 µg 131I-CC49 mAt 

(aktivnosti 16,058 MBq) sa 16 mg APTES-SMNČ. SDS-PAGE gel je bojen sa AgNO3 da bi 

se odredila vrsta i jačina hemijske veze između 131I-CC49 i APTES-SMNČ.  
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Slika 29. SDS-PAGE uzoraka nakon bojenja sa AgNO3. Redukujući uslovi (dodatak 

DTT-a): 1. CC49 mAt, 2. 131I-CC49-SMNČ, 3. Frakcije bez radioaktivnosti nakon 

prečišćavanja 131I-CC49 mAt na koloni napunjenoj Sephadex®-om G25, koje su spojene 

nakon prečišćavanja 131I-CC49 mAt, 4. Supernatant (nakon magnetne dekantacije 131I-CC49-

SMNČ), 5. 131I-CC49 mAt, 6. 131I-HSA. Neredukujući uslovi: 7. CC49 mAt, 8. 131I-CC49-

SMNČ, 9. Frakcije bez radioaktivnosti nakon prečišćavanja 131I-CC49 mAt na koloni 

napunjenoj Sephadex®-om G25, koje su spojene nakon prečišćavanja 131I-CC49 mAt, 10. 

Supernatant (nakon magnetne dekantacije 131I-CC49-SMNČ), 11.131I-CC49 mAt, 12. 131I-

HSA. 

 

Pri redukujućim uslovima, trake na ~25 i ~50 kDa odgovaraju lakom i teškom lancu 

CC49 mAt (linije 1 i 5). Ovi rezultati pokazuju da, pri redukujućim uslovima, dolazi do kidanja 

disulfidnih veza između lakih i teških lanaca CC49 mAt. Kako se na liniji 2 takođe uočavaju 

dvije proteinske trake od ~25 i ~50 kDa, smatra se da dolazi do kidanja disulfidnih veza između 

lakih i teških lanaca CC49 mAt obilježenog sa 131I vezanog za površinu APTES-SMNČ-a. U 

neredukujućim uslovima, proteinska traka na ~ 150 kDa (linije 7, 8 i 11) odgovara intaktnom 

CC49 mAt odnosno potvrđuje da je funkcionalni integritet antitijela očuvan. Prisustvo 

proteinske trake na ~ 150 kDa na liniji 8 potvrđuje da je došlo do konjugacije 131I-CC49 mAt 

sa APTES-SMNČ, kao i da je funkcionalni integritet 131I-CC49 mAt očuvan tokom 

konjugacije. Na linijama 3, 4, 9 i 10 nije uočeno prisustvo ni jedne proteinske trake. Ovi 

rezultati potvrđuju efikasnost obilježavanja CC49 mAt jodom-131 kao i njegovu konjugaciju 

sa APTES-SMNČ. 131I-HSA je korišćen kao kontrola. Na linijama 6 i 12 uočava se dominantna 
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traka koja odgovara pokretljivosti proteina od približno 66 kDa što odgovara literaturnim 

podacima za HSA. 

Na slici 30 je prikazan SDS-PAGE gel nakon bojenja sa AgNO3 i sa Coomasie Brilliant 

Blue®R-250 a takođe je gel snimljen BRUKER® In-Vivo Xtreme II uređajem u cilju detekcije 

raspodijele radioaktivnosti na njemu. Na slici 30 A, prikazani su rezultati SDS-PAGE 

elektroforeze ispitivanih uzoraka nakon bojenja sa AgNO3. Da bi se ispitao uticaj aktivnosti 

131I i mase 131I-CC49 mAt na jačinu kovalentne veze između 131I-CC49 i APTES-SMNČ kao i 

na očuvanost proteinske strukture mAt tokom konjugacije, ispitan je uzorak CC49 mAt 

obilježen, pod optimizovanim uslovima, jodom-131 aktivnosti 222 MBq, kao i uzorak nakon 

konjugacije 480 µg 131I-CC49 mAt sa 6 mg APTES-SMNČ. Dobijeni rezultati su u saglasnosti 

sa rezultatima prikazanim na slici 29. Ovi rezultati potvrđuju uspješnost konjugacije 131I-CC49 

mAt za APTES-SMNČ bez obzira na povećanje količine mAt i aktivnosti rastvora Na131I. 

Proteinske trake na linijama 1 i 5 koje odgovaraju CC49 mAt, su jedine vidljive na gelu koji je 

obojen Coomasie Brilliant Blue® (slika 30, B), jer senzitivnost ove metode je dosta manja (~ 

100 ng) u odnosu na metodu bojenja gela sa AgNO3 (~ 10 ng). Na gelu se uočava samo 

neobilježeno CC49 mAt, jer je nanešeno u značajno većoj masi (~130 ng) nego što je masa 

CC49 mAt u 131I-CC49 mAt (~40 ng). Na linijama 4 i 8 na slici 30 A, uočavaju se proteinske 

trake koje odgovaraju CC49 mAt što znači da se u supernatantu, nakon magnetne dekantacije 

131I-CC49-SMNČ, nalazi nekonjugovano obilježeno 131I-CC49 mAt. Ovi rezultati su u 

saglasnosti sa rezultatima ispitivanja efikasnosti konjugacije, jer oko 12% 131I-CC49 mAt se 

ne konjuguje sa APTES-SMNČ. Upoređujući ove rezultate za supernatant sa rezultatima 

prikazanim na slici 29, gdje nije uočeno prisustvo nekonjugovanog 131I-CC49 mAt, možemo 

zaključiti da osjetljivost metode bojenja sa AgNO3 zavisi od mase CC49 mAt u uzorku. 

Nemogućnost detekcije slobodnog 131I-CC49 mAt je vjerovatno posljedica male količine 131I-

CC49 mAt u uzorku. 
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Slika 30. SDS PAGE gel nakon: A. bojenja sa AgNO3. B. bojenja sa Coomasie 

Brilliant Blue®. C. Snimak sa BRUKER® In-Vivo Xtreme II uređaja. Redukujući uslovi: 1. 

CC49 mAt, 2. 131I-CC49 mAt 3. 131I-CC49-SMNČ, 4. Supernatant (nakon magnetne 

dekantacije 131I-CC49-SMNČ). Neredukujući uslovi: 5. CC49 mAt, 6. 131I-CC49 mAt, 7. 131I-

CC49-SMNČ, 8. Supernatant (nakon magnetne dekantacije 131I-CC49-SMNČ). 

 

Rezultati prikazani na slici 30 C (linije 2, 3, 6 i 7), pokazuju da postoji poklapanje 

detektovane radioaktivnosti sa linijama 2, 3, 6 i 7 prikazanim na gelu obojenim srebro-nitratom 

(slika 30 A) pri redukujućim i neredukujućim uslovima. Pri redukujućim uslovima, uočava se 

da detektovane radioaktivnosti na liniji 2 odgovaraju pokretljivosti proteina od ~25 i ~50 kDa, 

što ukazuje da dolazi do kidanja disulfidnih veza između lakih i teških lanaca 131I obilježenog 

CC49 mAt, odnosno takođe ukazuje da se jod-131 vezuje i za tirozinske i histidinske rezidue 

u lakim i teškim lancima antitijela. Kako se na liniji 3 takođe uočava da detektovane 

radioaktivnosti odgovaraju proteinskim trakama od ~25 i ~50 kDa, smatra se da dolazi i do 
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kidanja disulfidnih veza između lakih i teških lanaca 131I obilježenog CC49 mAt vezanog za 

površinu APTES-SMNČ-a. Pod neredukujućim uslovima, na liniji 6, detektovana 

radioaktivnost odgovara proteinskoj traci na ~ 150 kDa odnosno potvrđuje da je funkcionalni 

integritet antitijela očuvan. Detektovana radioaktivnost na liniji 7 koja odgovara proteinskoj 

traci na ~ 150 kDa, potvrđuje i da je došlo do konjugacije131I-CC49 mAt sa APTES-SMNČ 

kovalentnim vezivanjem, kao i da je očuvan funkcionalni integritet 131I-CC49 mAt tokom 

konjugacije. U supernatantu (nakon magnetne dekantacije 131I-CC49-SMNČ) nije uočeno 

prisustvo radioaktivnosti (linije 4 i 8). 

 

5.5.2. In vitro stabilnost 131I-CC49-SMNČ 

Uticaj odnosa masa mAt i SMNČ kao i dodate aktivnosti na in vitro stabilnost 131I-

CC49-SMNČ, ispitivana je u fiziološkom rastvoru i humanom serumu na 37 °C u toku 8 dana 

od trenutka obilježavanja, određivanjem radiohemijske čistoće TLC metodom. Pri određivanju 

radiohemijske čistoće, jod-131 se javlja kao jedini radioaktivni produkt degradacije. Tokom 

određivanja RCP, kombinacijom 85% metanola kao mobilne faze i silika gel trake kao 

stacionarne faze su dobijeni najpouzdaniji i najreproduktivniji rezultati, što ukazuje da je to 

metoda izbora za kontrolu kvaliteta jodom-131 obilježenog CC49 mAt, kao i 131I-CC49-

SMNČ. Kako je RCP ispitivanih uzoraka bila > 90% u toku od 8 dana od obilježavanja i u 

fiziološkom rastvoru i u humanom serumu, to znači da ni mase mAt i SMNČ kao ni dodate 

radioaktivnosti nemaju značajan uticaj na vezu između 131I i CC49 mAt, kao i na vezu 131I-

CC49 mAt i SMNČ (164,219,260). 
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5.6. Ispitivanje biodistribucije i retencije 

5.6.1. Biodistribucija 131I-CC49-SMNČ 

Ispitivanje biodistribucije 131I-CC49-SMNČ na eksperimentalnim životinjskim 

modelima vrši se u cilju praćenja njihovog biološkog ponašanja i in vivo stabilnosti nakon 

intravenskog injektovanja. Biološko ponašanje, kao i in vivo stabilnost zavise od hemijskog 

sastava, morfologije, veličine, hidrofobnosti/hidrofilnosti i površinskog naelektrisanja SMNČ. 

Da bi se SMNČ mogle primjenjivati u biomedicini, osim toga što treba da imaju visoke 

vrijednosti magnetizacije, moraju da budu u obliku stabilnih čestica na fiziološkom pH (102). 

Smatra se da oblaganje SMNČ odgovarajućom oblogom osim što pomaže da se ograniči rast 

magnetnih čestica jezgra i dovodi do stabilizacije SMNČ u nosećem fluidu, obezbjeđuje i 

sterno ometanje za njihovu opsonizaciju u cirkulaciji i uklanjanje od strane retikulo-endotelnog 

sistema a samim tim i produžuje vrijeme zadržavanja SMNČ u cirkulaciji. Sterno ometanje za 

opsonizaciju SMNČ i njihovo produženo prisustvo u cirkulaciji nakon oblaganja omogućuje 

njihov prolazak na mjesta gdje su krvni sudovi propustljiviji (npr. u regiji tumora). Prema 

literaturnim podacima, adsorpcija proteina (opsonizacija) se povećava pri povećanju veličine 

nanočestica, površinskog  naelektrisanja i hidrofobnosti (262). Proteini koji se adsorbuju  na 

površinu SMNČ su tzv. opsonini (uglavnom, imunoglobulini i komponente komplementa, kao 

što su C3, C4 i C5), koji pospješuju ili favorizuju fagocite. Ako su opsonini dovoljno blizu 

površine čestice, tada međusobne interakcije uključuju van der Waal-sove, elektrostatičke i 

hidrofilno/hidrofobne sile. Te sile su odgovorne za vezivanje opsonina na površinu čestice. Po 

pravilu, opsonizacija hidrofobnih čestica dešava se mnogo brže nego hidrofilnih, jer proteini 

seruma krvi se mnogo lakše adsorbuju na hidrofobnu površinu.  

Kako se interakcija SMNČ sa proteinima plazme mijenja u zavisnosti od fizičkih i 

hemijskih osobina nanočestica (veličina, površinsko naelektrisanje, morfologija, hidrofilnost 

itd), neophodno je bilo ispitati uticaj površinske modifikacije SMNČ hidrofilnim APTES-om i 

konjugacije sa 131I-CC49 mAt na in vivo stabilnost koloidnih čestica u krvi i njihovu 

aglomeraciju, kao i kako modifikacija utiče na biološku raspodijelu po organima 

eksperimentalnih životinja. Veličina čestica ima veoma veliki uticaj na biološko ponašanje 

(263). Ukoliko su čestice veće od 10 μm, nakon intravenskog injektovanja, nakupljaju se u 

plućinim kapilarama, čestice od 0,2 do 3 μm se najviše nakupljaju u jetri i slezini, dok čestice 

manje od 30 nm imaju tendenciju nakupljanja u kostnoj srži (264–266). Kako je na površini 
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SMNČ manjeg dijametra adsorpcija proteina manja, a samim tim smanjena reakcija RES-a a 

produženo vreme SMNČ u cirkulaciji, u ovim istraživanjima smo koristili SMNČ obložene 

APTES-om, čiji je hidrodinamički prečnik oko 100 nm. Hidrofobne i naelektrisane SMNČ 

imaju tendenciju da vežu veći broj proteina (IgG, albumine, apoliproteine, fibrinogen), pa su 

podložnije procesu opsonizacije i imaju kraće vreme vreme zadržavanja u cirkulaciji, dok 

čestice sa hidrofilnom površinom vezuju samo albumine (267). Smatra se da veće 

naelektrisanje površine obloge dovodi do većeg vezivanja proteina iz plazme. Pozitivno 

naelektrisane SMNČ generalno podležu brže fagocitozi od strane RES-a nego neutralne, ili 

negativno naelektrisane, jer vežu proteine koji imaju izoelektrične tačke manje od 5.5, kao što 

je albumin (268). U ovim istraživanjima su korišćene hidrofilne SMNČ obložene APTES-om, 

čije je ukupno površinsko naelektrisanje iznosilo +26 mV. 

Scintigrafski imidžing (scintigrafija) se koristi za dobijanje ne samo vizuelne i 

kvalitativne već i kvantitativne informacije o fiziološkoj aktivnosti organa in vivo. Takođe, 

scintigrafija se koristi i za praćenje biološke raspodjele radiofarmaceutika po organima 

oglednih životinja. Na slici 31 prikazani su snimci NOD-SCID miševa nakon snimanja 

BRUKER® In-Vivo Xtreme II uređajem, u vremenskim intervalima od 15 minuta, 1, 2, 6 i 24 

h nakon i.v. aplikacije 131I-CC49-SMNČ (370 kBq/0,5 mg 131I-CC49-SMNČ/0,05 mL). 

  

 

Slika 31. Snimci NOD-SCID miševa snimljeni BRUKER® In-Vivo Xtreme II uređajem 

u različitim vremenskim intervalima nakon i.v. aplikacije 131I-CC49-SMNČ. 
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Na dobijenim snimcima intenzitet radioaktivnosti organa je najveći u oblasti jetre i 

pluća tj. najveće nakupljanje 131I-CC49-SMNČ je u ovim organima. Snimci takođe ne pokazuju 

nakupljanje 131I-CC49-SMNČ u tumorima nakon i.v. injektovanja. U cilju dobijanja detaljnijih 

informacija o biodistribuciji 131I-CC49-SMNČ, nakon snimanja u svakom vremenskom 

intervalu, NOD-SCID miševi su žrtvovani cervikalnom dislokacijom i radioaktivnost organa 

je mjerena u NaI (Tl) gama brojaču (grafikon 7). Iz rezultata prikazanih na grafikonu se može 

vidjeti da se 131I-CC49-SMNČ nakon i.v. injektovanja vrlo brzo uklanja iz cirkulacije. Nakon 

15 minuta u cirkulaciji ostaje manje od 3%. 

 

 

Grafikon 7. Biodistribucija 131I-CC49-SMNČ nakon i.v. primjene (𝑥̅ ± SD).  

 

Najveće nakupljanje obilježenih nanočestica je u jetri 15 minuta nakon i.v. injektovanja 

(56,39±3,15% ID/organu), a zatim vremenom aktivnost u jetri opada uslijed metabolizma 

nanočetica i eliminacije (24 h, 8,62±2,56 % ID/organu). Ovo se može objasniti fizičko-

hemijskim karakteristikama SMNČ i opsonizacijom, jer 131I-CC49-SMNČ veoma brzo 

podliježu fagocitozi od strane RES-a jetre. Nakupljanje u plućima u prvih 15 minuta nakon i.v. 

injektovanja iznosi je 5,6±2,36% ID/organu, a nakon 24 h 2,5±2,36 % ID/organ, što se može 

objasniti aglomeracijom čestica u mikrometarske aglomerate, u određenom procentu, u 

krvotoku odmah nakon i.v. injektovanja čestica. Nakon dolaska u pluća mikrometarski 

aglomerati se zadržavaju u prekapilarima i kapilarima bazena plućne arterije, pošto zbog 

veličine (≥8 µm) ne mogu da prođu kroz njih. Prisustvo 131I-CC49 mAt i pojedinih slobodnih 
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APTES grupa (-NH2) na površini SMNČ u najvećem procentu spriječava njihovu aglomeraciju 

u krvotoku, ali, kako rezultati pokazuju, ipak dolazi do stvaranja mikrometarskih čestica u krvi 

i nakupljanja u plućima (266,269). Dobijeni rezultati pokazuju da formirani aglomerati nisu 

stabilni jer usled povećanog pritiska krvi u kapilarima dolazi do njihove degradacije u sitnije 

aglomerate sposobne da prođu kroz lumen kapilara i zato dolazi do opadanja radioaktivnosti u 

plućima sa vremenom. 

U tabeli 16 su prikazani rezultati biodistribucije 131I-CC49–SMNČ u jetri, plućima i 

krvi tj. u organima sa najvećim nakupljanjem 131I-CC49–SMNČ nakon i.v. primjene. 

 

Tabela 16. Biodistribucija 131I-CC49-SMNČ u organima od interesa nakon i.v. primjene. 

 

Iz dobijenih rezultata može se zaključiti da funkcionalizacija površine SMNČ APTES-

om i konjugacija sa 131I-CC49 mAt u velikom procentu (> 90 %) poboljšavaju hidrofilnost 

površine čestica i sprečavaju njihovu aglomeraciju u cirkulaciji. Bez obzira na konjugaciju 

APTES-SMNČ sa 131I-CC49 mAt, gdje je očuvana imunoreaktivnost mAt, nije došlo do 

željene reakcije sa TAG-72 antigenima na površini adenokarcinoma kolona. Rezultati 

pokazuju neznatno nakupljanje 131I-CC49-SMNČ u tumoru (<0,5 %ID/organu). 

Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima. Shao i saradnici su prikazali 

rezultate konjugacije APTES-SMNČ sa antitijelom na mezotelin (veličina SMNČ-a ~100-130 

nm) i nakon i.v. aplikacije u NOD-SCID miševe sa subkutano implantiranim karcinomom 

pankerasa, najveće nakupljanje je uočeno u jetri (250 µg/g tkiva) nakon 3,5 h ali sa, po 

autorima, zadovoljavajućim nakupljanjem i u tumoru (100 µg/g tumora) (270). 

Shanehsazzadeh i saradnici su ispitivali biodistribuciju komercijalnih SMNČ preparata 

(Nanomag®-Crosslinked, Micromod Partikeltechnologie GmbH, Njemačka) konjugovanim sa 

99mTc obilježenim C595 mAt u cilju in vivo detekcije MUC1 antigena koji je eksprimiran u 

velikom procentu na ćelijama karcinoma dojke. Nakon i.v. aplikacije BALB/c miševima 

Organ 

%ID/organu (𝐱̅ ± SD). 

Vrijeme 

15 min 1h 2 h 6 h 24 h 

krv 2,89±0,66 2,65±0,83 2,51±0,56 1,76±0,63 1,91±0,66 

pluća 5,6±2,36 4,3±1,89 4,02±5,45 3,5±2,39 2,5±2,36 

jetra 56,39±3,15 46,63±0,85 24,05±0,33 16,39±0,65 8,62±2,56 
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ženskog pola, najveće nakupljanje je bilo u jetri i slezini (≥ 80% ID/g) i po nihovim riječima, 

razočaravajuće, u tumorskom tkivu (<1% ID/g). Smatrali su da je oblaganje nanočestica 

proteinima plazme i stvaranja proteinske krune jedan od razloga za izuzetno malo nakupljanje 

u tumoru. Kao drugi razlog su naveli, da proteini odgovorni za stvaranje proteinske krune 

(„corona protein“) prekrivaju i specifična mjesta na receptorima MUC1 antigena (271). U 

periodu od 2005-2015 sprovedena su 232 istraživanja biodistribucije nanočestica nakon i.v. 

injektovanja i analizom je potvrđeno da manje od 1% od ukupno injektovane doze (%ID) se 

nakuplja u tumoru (medijana 0,7%). Adsorpcija proteina krvne plazme na nanočestice 

(opsonizacija), prepoznavanje i preuzimanje nanočestica od strane RES-a predstavlja problem 

u svim ispitivanjima biodistribucije nakon i.v. primjene. U sastav proteinske krune ulaze 

različiti opsonini, joni i serumski proteini koji stvaraju novi biološki identitet nanočestica i tako 

određuju njihovo biološko ponašanje u organizmu. Za svaku formulaciju nanočestica postoji 

jedinstven sastav proteinske krune a među 125 identifikovanih proteina plazme, 

najzastupljeniji u proteinskoj kruni su: protein komplementa C3b, IgG i IgM antitijela, lektin, 

fikolin, pentraksin, albumin, antitrombin-III, apolipoproteini A-I, A-IV, B-100, C-II, C-III, 

klasterin, fibrinogen, haptoglobin, hemoglobin, laki lanci imunoglobulina (Ig), gama lanac Ig, 

manoza-vezujući protein C, paraoksinaza-1 i transferin (272,273). Takođe je primjećeno, da je 

veći procenat nakupljanja u tumoru kada su nanočestice neorganskog porijekla u odnosu na 

nanočestice organskog porijekla (0,8% u odnosu na 0,6% ID). Nanočestice hidrodinamičkog 

prečnika manjeg od 100 nm su pokazale bolju distribuciju u odnosu na nanočestice većeg 

dijametra (0,7% u odnosu na 0,6% ID). Obložene nanočestice čiji je zeta potencijal neutralan 

(-10 do +10 mV) pokazale su veći procenat nakupljanja u odnosu na nanočestice sa pozitivnim 

(>10 mV) i negativnim (<-10mV) zeta potencijalom (0,7% u odnosu na 0,6% i 0,5% ID) (274).  

Rezultati ispitivanja biodistribucije 131I-CC49–SMNČ nakon i.v. injektiranja su u 

skladu sa dosadašnjim ispitivanjima biodistribucije ostalih nanočestica konjugovanih sa 

antitijelima. Pretpostavlja se da nakon i.v. primjene 131I-CC49–SMNČ dolazi do opsonizacije 

i stvaranja proteinske krune u kojoj su zastupljeni proteini sistema komplementa, što je 

uzrokovalo brzo prepoznavanje i  fagocitozu 131I-CC49–SMNČ od strane RES-a jetre (275). 

Takođe, prepoznavanju 131I-CC49–SMNČ od strane RES-a doprinjeli su i veličina čestica (105 

± 2,3 nm), kao i površinsko naelektrisanje (+26 ± 0,6 mV). Zbog svega navedenog, procenat 

nakupljanja 131I-CC49–SMNČ u tumorskom tkivu (<0,5 %ID/organu) nakon i.v. injektiranja 

nije dovoljan da bi radionuklid (131I) i magnetna hipeteremija mogli ispoljiti terapijski efekat. 
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U literaturi kao jedan od načina da se poboljša biodistribucija SMNČ se navodi 

korišćenje aptamera, polinukleotida kao što su RNK ili jednolančana DNK. Oni djeluju na isti 

način kao i mAt na antigene, samo preko vodoničnih veza i van der Valsovih interakcija. U 

budućnosti aptameri bi mogli zamjeniti mAt zbog njihove termostabilnosti, in vitro sinteze i 

veće senzitivnosti i specifičnosti u odnosu na mAt (276,277). Istraživanja su pokazala da bi se 

korišćenjem jednolančanog Fv fragmenta (scFv - fragment koji se sastoji od po jednog dijela 

teškog i lakog lanca hipervarijabilne regije Fab fragmenta) umjesto cijelog mAt, mogao izbjeći 

imuni odgovor organizma, zbog nedostatka Fc fragmenta za koji se vezuju makrofage (278). 

 

5.6.2. Ispitivanje retencije 131I-CC49-SMNČ 

Radionuklidna terapija je metod liječenja benignih i malignih bolesti zasnovan na 

primjeni jonizujućeg zračenja. Princip primjene se zasniva na selektivnoj depoziciji doza 

jonizujućeg zračenja u tumoru ili organu koji se tretira. U zavisnosti od fizičkih osobina 

radionuklida i vrste molekula-nosača, radioaktivnost se nakuplja u određenim organima i 

tumoru. Veoma je važno da se postigne visoka specifičnost vezivanja radionuklida za tumorsko 

tkivo, kako bi ozračivanje okolnih, netumorskih tkiva bilo svedeno na minimum.  

Savremena imunoterapija malignih tumora obuhvata primjenu antitumorskih 

monoklonskih antitijela koje prepoznaju tumorske antigene i uništavaju tumorske ćelije. 

Polazeći od svojstva malignih tumorskih ćelija da eksprimuju različite antigene na svojoj 

površini, osnovni preduslov terapije primjenom antitijela je da se identifikuju tumor specifični 

antigeni, kojih nema na netumorskim ćelijama, ili da se utvrde tumor asocirani antigeni koji se 

nalaze i u zdravom tkivu iz kog tumor vodi porijeklo, ali u tumoru se eksprimiraju u znatno 

većem broju u odnosu na zdravo tkivo. Antitijela na tumorske antigene se proizvode 

imunizacijom eksperimentalnih životinja tim antigenom. Monoklonska antitijela su 

monospecifična antitijela koja su međusobno identična, jer su napravljena iz pojedinačnog 

klona B-limfocita tj. plazma ćelije. To je u kontrastu sa poliklonskim antitijelima, koja se 

formiraju iz nekoliko različitih ćelijskih linija B-limfocita i manje su specifična od 

monoklonskih. Monoklonska antitijela imaju monovalentni afinitet, u smislu da imaju 

identične paratope koji se vezuju za pojedinačni epitop pojedinačnog antigena. Za skoro svaki 

antigen je moguće proizvesti monoklonska antitijela koja se specifično vezuju za njega (279). 

Da bi radioobilježeno antitijelo moglo da se koristi u radioimunoterapiji, radioizotop mora da 
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se veže za njega na takav način da se ne izmjeni njegova imunorektivnosti da reaguje sa 

odgovarajućim antigenom. Zbog svega navedenog, cilj ove doktorske disertacije je bio da se 

za obložene SMNČ konjuguje CC49 mAt obilježeno jodom-131 koje bi nakon intravenske 

aplikacije prepoznalo TAG-72 eksprimirane antigene na ćelijama humane tumorske linije 

LS174T adenokarcinoma kolona i vezujući se za njih omogućili bi uništavanje tumorskog tkiva 

bilo radijacijom, bilo hipertermijom ili njihovim kombinovanim dejstvom. Međutim, rezultati 

intravenskog injektovanja 131I-CC49-SMNČ su pokazali da je njihovo nakupljanje uglavnom 

u jetri uslijed fagocitoze od strane RES-a. Takođe se smatra da do tumora dolazi relativno mala 

frakcija udarnog volumena srca (ukupna tumorska masa je mnogo manja od telesne mase), pa 

samim tim i mala količina obilježenih SMNČ. Da bi se postigla terapijska doza obilježenih 

SMNČ u tumorskom tkivu, a da bi se izbjeglo ozračivanje organa koji su od interesa (jetra, 

pluća), u daljim eksperimentima su 131I-CC49–SMNČ i.t. injektovane eksperimentalnom 

životinjskom modelu. Prema literaturnim podacima, SMNČ se već klinički primjenjuju u 

terapiji glioblastoma i kancera prostate putem intratumorske injekcije (149,280). 

Da bi se ispitala retencija 131I-CC49-SMNČ u tumorskom tkivu, NOD-SCID miševima 

sa indukovanim adenokarcinomoma kolona je i.t. injektovano 370 kBq/0,5 mg 131I-CC49-

SMNČ/ 0,05 mL suspenzije. Na slici 32 su prikazani snimci NOD-SCID miševa nakon 

snimanja BRUKER® In-Vivo Xtreme II uređajem, u vremenskim intervalima 6, 24, 48, 96 i 

192 h nakon i.t. primjene 131I-CC49-SMNČ.  

 

Slika 32. Snimci NOD-SCID miševa, snimljeni BRUKER® In-Vivo Xtreme II 

uređajem u različitim vremenskim intervalima nakon i.t. aplikacije 131I-CC49-SMNČ. 
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Iz dobijenih snimaka se može zaključiti da se sva radioaktivnost nalazi na mjestu 

injektovanja tj. u tumorima i nakon 8 dana od i.t. injektovanja. Na svim prikazanim snimcima 

se ne uočava prisustvo radioaktivnosti u ostalim organima (slika 32). Svi NOD-SCID miševi 

su nakon snimanja žrtvovani i dobijeni rezultati su prikazani na grafikonu 8. Rezultati pokazuju 

skoro potpunu retenciju konjugata u tumoru i nakon 192 h od i.t. primjene (93,02 ± 0,96 % 

ID/organu), ukazujući na zadovoljavajuću in vivo stabilnost 131I-CC49-SMNČ. Dobijeni 

rezultati izmjerenih radioaktivnosti po organima nakon žrtvovanja su u saglasnosti sa snimcima 

miševa prikazanim na slici 32. 

 

 
Grafikon 8. Biodistribucija 131I-CC49-SMNČ nakon i.t. primjene (𝑥̅ ± SD). 

 

Takođe, dokaz njihove retencije u tumoru je i izuzeno mali procenat radioaktivnosti u 

štitastoj žlijezdi od 0,2±0,11 % ID/organu nakon 6 h do 2,30±0,56 % ID/organu nakon 48 h. 

Nakon 96 h aktivnost opada uslijed eliminacije 131I iz organizma (1,20±0,23 % ID/organu) i 8. 

dana aktivnost u štitastoj žlijezdi je iznosila 0,5±0,16 % ID/organu. 

Kako bi pokazali da biološko ponašanje odnosno retencija 131I-CC49-SMNČ u tumoru 

zavisi od veličine injektovanih čestica i monoklonskog antitijela, rastvor Na131I (50 µCi/0,05 

mL) je takođe i.t. injektovan u NOD-SCID miševe sa indukovanim tumorima. Miševi su 
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snimani BRUKER® In-Vivo Xtreme II uređajem, nakon 6 h i 96 h od i.t. aplikacije i dobijeni 

snimci su prikazani na slici 33. Kao što se može vidjeti iz dobijenih snimaka, već nakon 6 h od 

i.t. primjene, radioaktivnost je detektovana u cijeloj životinji, dok je nakon 96 h radioaktivnost 

detektovana samo u štitastoj žlijezdi (ciljnom organu), što je u saglasnosti sa farmakokinetikom 

Na131I. Nakon 96 h, miševi su žrtvovani cervikalnom dislokacijom, i izmjerena je 

radioaktivnost organa na gama brojaču. Rezultati su pokazali da je najveće nakupljanje 

radioaktivnog joda u štitastoj žlijezdi nakon 96 h (15,26±3,69 % ID/organu), dok se ostatak 

radioaktivnosti eliminiše iz organizma putem bubrega i crijeva. Na131I nakon i.t. aplikacije se 

zbog male veličine molekula zadržava veoma kratko vrijeme u tumoru. Zbog toga vezivanjem 

joda-131 za antitijelo i njihovom konjugacijom sa APTES-SMNČ, stvara se radiofarmaceutik, 

koji će se zbog svoje veličine i reakcije vezivanja CC49 mAt sa TAG-72 antigenima, dovoljno 

dugo zadržati u tumorskom tkivu adenokarcinoma kolona i omogućiti jodu-131 da ispolji svoj 

terapijski efekat. 

 

 
Slika 33. Snimci NOD-SCID miševa, snimljeni BRUKER® In-Vivo Xtreme 2 uređajem 

u različitim vremenskim intervalima od 6 i 96 h nakon i.t. aplikacije Na131I i rezultati 

biodistribucije po organima. 

 

Literaturni podaci o istraživanjima biodistribucije i retencije nanočestica obilježenih 

131I su pokazali oprečne dobijene rezultate. Kod ispitivanja biodistribucije jodom-131 

obilježenog citostatika paklitaksela (PTX) korišćenjem HSA kao bifunkcionalnog helatora 

(prečnik 131I-HSA-PTX kompleksa ~ 100 nm) na tumorskom ksenograftu dojke na NOD-SCID 

miševima, najveće nakupljanjeje bilo u plućima 24 h nakon i.v. primjene. Razlog manjeg 
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nakupljanja 131I-HSA-PTX u jetri i slezini je posljedica disocijacije ovih 131I-HSA-PTX 

nanočestica nakon preuzimanja od strane makrofaga i metabolizma HSA unutar njih. Nakon 

72 h, većina 131I-HSA-PTX nanočestica je eliminisana iz ostalih organa, dok su se 131I-HSA-

PTX nanočestice jedino zadržale u tumoru (<5% ID/g) zahvaljujući EPR efektu (281). 

U ispitivanjima retencije lipozoma kao nanočestica u ksenograft modelu 

nemikrocelularnog karcinoma pluća, gdje je 131I vezan za lipozome preko aminokiselinske 

sekvence arginin-glicin-aspartat (RGD sekvenca;~ 100-125 nm), najveća retencija obilježenih 

čestica je bila u tumoru nakon 24 h (39,49±6,06% ID/g) nakon i.t. primjene, dok je nakon 72 

h bilo samo 6,97±1,43% ID/g. U ostalim organima, nakupljanje je bilo ispod 2% ID/g (282). 

Li i saradnici su u ispitivanjima biodistribucije lipozoma, gdje se koristio kao ligand BSA-

poli(ε-kaprolakton) obilježen jodom-131 (~130-180 nm), koristeći isti ksenograft model, dobili 

da je nakupljanje u tumorskom tkivu bilo 15,96±1,01% ID/g 24 h nakon i.v aplikacije. Autori 

su smatrali da je zadržavanje kompleksa u RES-u nezanemarljivo, naročito ako se zna da je 

masa jetre po pravilu veća od mase tumora, tako da % ID/g nije najbolji indikator distribucije. 

Štaviše, oni su smatrali da bez obzira što je i.v. primjena jednostavnija metoda, biodistribucija 

nanočestica u organima RES-a bitno utiče na terapijski efekat in vivo, kao i na prekomijerno 

ozračivanje organa koji nisu od interesa za terapiju i zbog toga prednost daju i.t. primjeni (283). 

Takođe, u studijama gdje su korišćene srebrne nanočestice obilježene 131I (~ 21 nm), 

nakupljanje u tumoru kod ksenograft modela sarkoma je bilo 35,43±1,12% ID/g nakon 60 

minuta od i.v primjene i 63.8±1.3% ID/g nakon 15 minuta od i.t. primjene. Ovi rezultati su 

pokazali da su injektovane srebrne nanočestice nestabilne in vivo, jer nakon 2 h od i.t. primjene 

radioaktivnost u sarkomu je iznosila 36,23±0,99% ID/g. Značajno nakupljanje je bilo i u jetri 

(284). U odnosu na rezultate našeg ispitivanja, retencija u tumoru ovih nanočestica je značajno 

manja i razlog tome je prečnik nanočestica (~ 21 nm) zbog kojeg se brže eliminišu iz tumorskog 

tkiva.  

Iz svega navedenog se može zaključiti da će nanočestice nakon i.v. injekcije bez obzira 

na svoju veličinu i oblogu, biti prepoznate od strane RES-a i uklonjene iz cirkulacije, dok je 

nakupljanje u tumorskom tkivu veoma malo (<1%). Veličina nanočestica je važan parametar 

koji utiče na retenciju SMNČ nakon i.t. aplikacije, jer što su veće nanočestice njihova retencija 

u tumoru je veća. Iako i.t. aplikacija omogućava veću retenciju i veću akumulaciju nanočestica 

u tumoru, njen nedostatak predstavlja invazivnost i nemogućnost tretiranja duboko smještenih 

tumora. Osim veličinom kao faktorom bitnim za retenciju, prisustvo 131I-CC49 mAt na površini 
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APTES-SMNČ povećava retenciju unutar adenokarcinoma kolona zbog specifične reakcije 

mAt sa TAG-72 na površini tumorskih ćelija. Uslijed toga, retencija konjugata u tumoru je 

dovoljno duga da mogu i magnetne nanočestice i radionuklid da ispolje svoj terapijski 

potencijal. Za ispitivanje terapijskog efekta 131I-CC49-SMNČ korišćen je i.t. način primjene. 

 

5.7. Terapijski efekat 131I-CC49-SMNČ 

Pojedinačni efekti magnetne hipetermije i efekti radionuklidne terapije, kao i efekat 

kombinovane terapije (magnetne hipertermije i radionuklidne terapije) 131I-CC49-SMNČ na 

veličinu tumora su ispitivani nakon i.t. aplikacije (5.55 MBq/0.5 mg 131I-CC49-SMNČ/0,05 

mL) u NOD-SCID miševima sa indukovanim tumorima i dobijeni rezultati su upoređeni sa 

rezultatima dobijenim u kontrolnim grupama. U slučaju magnetnih nanočestica primjena 

oscilatornog spoljašnjeg magnetnog polja (SMP) uzrokuje vibracije magnetiziranih čestica, 

koje svoju magnetnu energiju uslijed sila trenja transformišu u toplotnu energiju, uslovljavajući 

tako porast temperature (između 42 °C i 46 °C) unutar tkiva u kojima su koncentrisane. Kako 

temperatura zagrijavanja magnetnih nanočestica u tumorskom tkivu zavisi od jačine SMP, 

frekvencije oscilacija i kapaciteta rashlađivanja krvi koja prolazi kroz tumor, APTES-SMNČ, 

korišćene u ovom radu, su dizajnirane tako da imaju prosečnu veličinu od 105 ± 2,3 nm, veliku 

efikasnost grijanja (tj. visoke vrijednosti SPA od 123 W/g) i sposobne su da održe temperaturu 

u tumorskom tkivu iznad 42 °C u toku 30 minuta ili duže, sve dok ne dođe do ćelijske nekroze. 

Nakon i.t. aplikacije APTES-SMNČ konjugovanih sa neobilježenim CC49 mAt (Grupa MHT 

- 0.5 mg CC49-SMNČ/0,05 mL), kao i obilježenim 131I-CC49 (Grupa MHT+RT - 5.55 

MBq/0.5 mg 131I-CC49-SMNČ/0,05 mL), miševi su izlagani dejstvu spoljašnjeg magnetnog 

polja (252 kHz, 15,9 kA/m), 30 minuta svaki drugi dan u toku 14 dana. Porast temperature 

unutar tumora je mjeren infracrvenom kamerom (IR1 Thermal Image System, slika 34). Kao 

što je prikazano na slici, temperatura u tkivu tumora je porasla na 46 oC u toku prvih 5 minuta 

izlaganja spoljašnjem magnetnom polju. Ovi rezultati pokazuju da tkivo tumora u koje su 

direktno injektovane i neobilježene i obilježene SMNČ može biti zagrijano izlaganjem SMP, a 

stepen zagrijanosti može se kontrolisati podešavanjem jačine SMP. Takođe ovi rezultati 

pokazuju da konjugacija APTES-SMNČ sa 131I-CC49 nije dovela do gubitka sposobnosti 

zagrijavanja samih APTES-SMNČ. Koristeći ovako dizajnirane APTES-SMNČ u kombinaciji 
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sa odgovarajućim magnetnim poljem, male mase ovih nanočestica (0,5 mg) mogu da dovedu 

do povećanja temperature u tumorskom tkivu i do ćelijske nekroze.  

Mehanizmi koji djeluju tokom hipertermije povezani su sa uticajem toplotnog stresa na 

ćelijskom i molekularnom nivou. Prema literaturnim podacima (57,68) ovi citotoksični procesi 

počinju na temperaturi iznad 43 °C kao rezultat denaturacije proteina. Dokazano je da su ćelije 

tumora značajno osjetljivije na ovaj efekat u odnosu na zdrave ćelije.  

 

 

Slika 34. Mjerenje temperature unutar tumora nakon i.t. alikacije CC49-SMNČ ili 
131I-CC49-SMNČ pomoću DM3 aplikatora. A. Prikaz IR kamere. B. Snimak napravljen sa IR 

kamerom u normalnom položaju u odnosu na miša. 

 

Efekat više puta primjenjene hipertermije na NOD-SCID miševima sa indukovanim 

adenokarcinomom kolona nakon i.t. injektovanja APTES-SMNČ konjugovanih sa CC49 

antitijelom (Grupa MHT) je praćen mjerenjem rasta tumora svaki drugi dan i poređenjem 

dobijenih vrednosti sa rastom tumora u kontrolnim grupama. Tumori u obe kontrolne grupe su 

rasli progresivno i dostigli su zapreminu u prosjeku od ~ 800-900 mm3 14. dana od i.t. 

aplikacije fiziološkog rastvora ili neobilježenih APTES-SMNČ (grafikon 9). Iako rast tumora 

u obe kontrolne grupe nije bio ravnomjeran, uočeno je da su svi tumori bili veći od 400 mm3. 

Rezultati takođe pokazuju da nije bilo razlike u brzini rasta između ove dvije grupe, što ukazuje 

da APTES-SMNČ nemaju antitumorski efekat. U MHT grupi, 4 od 8 tumora bili su manji od 
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400 mm3 nakon 14. dana, dok 2/8 su potpuno regresirali, što ukazuje na antitumorski efekat 

hipertermije primenjene više puta. 

Bolji rezultati su dobijeni u RT grupi (5.55 MBq/0.5 mg 131I-CC49-SMNČ/0,05 mL), 

gdje je 6/8 tumora bilo manje od 400 mm3 a 2/8 su potpuno regresirali 14. dana od i.t. aplikacije 

131I-CC49-SMNČ. Najbolji rezultati su dobijeni u MHT+RT grupi (5.55 MBq/0.5 mg 131I-

CC49-SMNČ/0,05 mL), gdje je 7/8 tumora bilo manje od 400 mm3 sa jednim tumorom koji je 

potpuno regresirao.  

 

 
Grafikon 9.  Prikaz pojedinačnog rasta svakog tumora u svim ispitivanim grupama u 

toku 14 dana. 

 

Šta više, oblik krivih rasta tumora pokazuje stalnu supresiju rasta svih tumora u 

MHT+RT grupi, pokazujući superiorni antitumorski efekat kombinovane terapije nad 

hipetermijom i radionuklidnom terapijom pojedinačno. Razlike u zapremini tumora između RT 

i MHT+RT u odnosu na obe kontrolne grupe se uočavaju već nakon 4. dana a statistički 

značajno se razlikuju nakon 14. dana (p<0,01) (grafikon 10, A). 

Iako nakon 14. dana, svi tumori iz kontrolnih grupa nisu prešli etički dozvoljenu 

zapreminu (~ 2000 mm3), a uzimajući u obzir vrijeme poluraspada 131I od 8 dana, eksperiment 

je zaustavljen i svi miševi su žrtvovani metodom cerviklane dislokacije. Na grafikonu 10 A, 
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prikazani su rezultati veličina tumora izraženih kao zapremina tumora (aritmetička sredina svih 

zapremina tumora iste grupe sa standardnom greškom). Iz grafikona se može vidjeti da je 

dualna terapija pokazala najveći terapijski efekat. Izvađeni tumori su izmjereni i srednje 

vrijednosti njihovih masa sa standardnom greškom su prikazane na grafikonu 10 B. 

 

 

Grafikon 10. A. Krive rasta tumora u svakoj od 5 grupa u toku 14 dana. B. Mase 

tumora 14. dana od početka eksperimenta u svakoj od 5 grupa                                                  

( 𝑥̅ ± SE, **p≤ 0,01, *p ≤ 0,05). 

 

Kao što se može videti iz prikazanih rezultata, u odnosu na obe kontrolne grupe i dualna 

i radionuklidna terapija su pokazale statistički značajan efekat terapije (p<0,01). Ali, statistički 

značajno manje mase tumora su izmjerene samo u grupi MHT+RT u odnosu na Kontrolu 1 

(p<0,01) i Kontrolu 2 (p<0,05). U odnosu na RT, kombinacija obe terapije je vjerovatno dovela 

do veće nekroze tumorskog tkiva, što je uticalo na manju masu tumora. Veći terapijski efekat 

MHT+RT u odnosu na ostale primjenjene metode se mogao vidjeti i golim okom na pojedinim 

miševima (slika 35, A). Takođe, nakon vađenja tumora i međusobnim poređenjem, kako je 

prikazano na slici 35 B, primjećuje se da su tumori najmanje veličine u MHT+RT grupi. U 

MHT+RT grupi se nalaze i tumori koji nisu regresirali, a razlog tome se može pripisati tehnici 

intratumorskog injektovanja, koja uvijek nosi određeni rizik injektovanja čestica van 

tumorskog tkiva, u blizinu krvnog suda i neravnomjerne raspodjele čestica u tkivu tumora 
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(282). Kao posljedica neravnomjerne raspodjele, samo jedan dio tumora je bio izložen 

terapijskom efektu, dok je ostatak tumora nesmetano rastao. 

 

 
Slika 35. Uporedni prikaz efekta terapije. A. Slike miševa 14. dan od početka terapije. 

B. Snimci izvađenih tumora. 

 

Korišćenjem jednačine 14, izračunati su procenti inhibicije tumorske zapremine 

(TVIR). TVIR je takođe jedan od pokazatelja efekata ispitivanih terapijskih pristupa. TVIR 

vrijednosti MHT, RT i MHT+RT grupa u odnosu na Kontrolu 1 su bile 54,38%, 68,77%, 

73,00% dok za Kontrolu 2 su bile 48,31%, 64,62% i 69,41%. Ovi rezultati takođe pokazuju da 

je kombinacija obe terapije (MHT+RT) uzrokovala najveću inhibiciju tumorskog rasta u 

odnosu na pojedinačne MHT i RT. 

Dobijeni rezultati su u skladu sa istraživanjima koja su sprovedena od strane Chena i 

saradnika. Prilikom i.t. primjene SMNČ konjugovanih sa 131I-Sc-7269 mAt u dozi od 7.4 

MBq/0,1 mL, najveći stepen inhibicije rasta tumora je dobijen kombinovanom terapijom 

hipertermije i radionuklidne terapije, bez toksičnog efekta (179). U drugoj studiji, terapija 

hepatocelularnog karcinoma na BALB/c nude miševima, gdje je umjesto Sc-7269 mAt, siRNK 

obilježena jodom-131 i konjugovana za SMNČ, nakon i.v. primjene RT i MHT u kombinaciji 
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su dovele do statistički značajne inhibicije (p<0,05) rasta tumora u odnosu na kontrolnu grupu. 

Pretpostavlja se da je razlog manje statističke značajnosti kao i manjeg procenta stepena 

inhibicije rasta tumora (49,80%) u tom istraživanju u odnosu na naše istraživanje (p<0,01, 

TVIR: 73,00 % i 69,41 %), vjerovatno manja doza primjenjenog 131I (3,7 MBq u odnosu na 

5,55 MBq). Autori su takođe potvrdili da iako je tumorsko tkivo bilo izloženo magnetnom 

polju jačine 638,16 kA/m u toku 12 h, efekat terapije je najviše zavisio od radioaktivnosti 

kompleksa (180). U radu sa 131I-obilježenim citostatikom paklitakselom preko HSA helatora, 

koje su i.v. injektovane svaki 4. dan od početka terapije, sinergizam radionuklidne (7,4 MBq) 

i citostatske terapije je doveo do statistički značajne inhibicije rasta tumora (p<0,01) u odnosu 

na kontrolne grupe i radionuklidnu terapiju nakon i.v primjene (281). Istraživanja sa 

lipozomima su pokazala statistički značajnu inhibiciju rasta tumora (p<0,05) u odnosu na 

kontrolne grupe kada su i.t. primenjene doze 131I od 111 MBq i 74 MBq. Takođe, istraživanja 

su pokazala da antitumorski efekat 131I-obilježenog kompleksa se smanjuje sa vremenom zbog 

opadanja aktivnosti 131I i smatrali su da bi se bolji rezultati mogli dobiti primjenom 

radionuklida veće energije beta čestica (282,283).  

Da bi se ispitala toksičnost primjenjenih 131I-CC49-SMNČ, tijelesna masa svih miševa 

je mjerena svaki drugi dan. Dobijeni rezultati pokazuju da je prosječan gubitak mase bio manji 

od 4%, što je dosta manje od 20% koji se uzima kao prihvatljiv kriterijum sistemske toksičnosti, 

što znači da ove čestice ne ispoljavaju toksične efekte (grafikon 11). 

 

 
Grafikon 11. Tjelesne mase miševa u toku 14 dana (𝑥̅ ± SD). 
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Prikazani rezultati su u skladu sa literaturnim podacima za SMNČ, jer je u prethodnim 

toksikološkim istraživanjima ustanovljeno da doza SMNČ na bazi Fe3O4 od 3150 mg/kg nakon 

i.t. primjene u miša ne dovodi do neželjenih reakcija a LD50 je 4410 mg/kg (285). Pošto je 

prosječna masa miševa 25 g, maksimalna doza SMNČ koja se može primjeniti iznosi 78 mg. 

Ova masa je mnogo puta veća od primjenjene mase SMNČ u ovom isptivanju (0,5 mg/mišu). 

Šta više, u kliničkoj upotrebi SMNČ za terapiju glioblastoma, koncetracija SMNČ koja se 

injektuje u tumorsku leziju je 6 mg SMNČ/mL lezije tj. 750 µg/125 cm3 (149). Kako je u našim 

ispitivanjima primjenjena mnogo manja masa SMNČ po mišu i po zapremini tumora (500 

µg/125 cm3), nisu određivani hematološki i jetreni parametri (PV, aPTV, TV, ALT, AST) kao 

parametri toksičnosti primjenjenog konjugata (285). Netoksičnost 131I obilježenih SMNČ je 

pokazala i prethodno navedena studija Chena i saradnika (179).  

Da bi ispitali in vivo stabilnost 131I-CC49-SMNČ u tumorima, četvrtog dana od 

injektovanja radioobilježenih čestica, po jedan miš iz RT i MHT+RT grupe su uvedeni u 

anesteziju intraperitonealnom injekcijom ketamina (90 mg/kg)/ksilazina (10 mg/kg) i snimljeni 

BRUKER® In-Vivo Xtreme II uređajem (slika 36).   

 

 
Slika 36.  Snimci NOD-SCID miševa iz RT i MHT+RT grupa, snimljeni BRUKER® 

In-Vivo Xtreme II uređajem 4. dana nakon i.t. aplikacije 131I-CC49-SMNČ. Gornji red: RT 

grupa. Donji red: MHT+RT grupa. A i D. Snimak raspodjele radioaktivnosti u mišu. B i E. 

Rendgen snimak miša. C i F. Preklapanje rendgen snimka i snimka raspodjele 

radioaktivnosti. 
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Na snimku se može vidjeti da je sva injektovana radioaktivnost i dalje prisutna na mestu 

injektiranja tj. u tumoru, što je i potvrđeno i mjerenjem radioaktivnosti organa od interesa i 

tumora nakon žrtvovanja ovih miševa cervikalnom dislokacijom. Izmerena radioaktivnost u 

tumoru je bila ≥95 % ID/organu, što je u skladu sa prethodnim istraživanjima retencije 

konjugata nakon 96 h (95,70 ± 1,02 % ID/organu). Ovi tumori zajedno sa tumorima od po 

jednog miša iz preostalih grupa su korišćeni u patohistološkim ispitivanjima, kako bi se ispitale 

promjene na ćelijskom nivou. 

 

5.8. Patohistološka analiza 

Adenokarcinom kolona ili rektuma u humanoj populaciji čini 95% svih kolorektalnih 

karcinoma koji su porijekla žljezdanog epitela sluzokože. Javlja se uglavnom posle 60. godine 

života, u manje od 20% slučajeva nastaje prije 50-te godine, a samo 2–8% prije 40-te godine 

života. Prema izvještaju Instituta za zaštitu zdravlja Srbije „Dr Milan Jovanović Batutˮ,u Srbiji 

je incidencija kolorektalnog karcinoma, kao i stopa smrtnosti, u stalnom porastu i trenutno 

zauzima drugo mjesto kod muškaraca i treće mjesto kod žena (286,287). 

Ksenograft modeli miševa usko oponašaju humane tumore pomažući u razvoju 

inovativnih terapija za karcinom. LS174T ćelijska linija je izolovana iz kolorektalnog 

adenokarcinoma stadijuma B po Dukesu od 58-godišnje pacijentice kavkaske nacionalnosti. 

LS174T ćelije su pozitivne na ekspresiju različitih onkogena, uključujući c-mic, N-mic, H-ras, 

N-ras, Mib i fos i zbog toga su često korišćene za biomedicinska istraživanja koja se odnose na 

karcinom debelog creva. Takođe, ćelijska linija LS174T posjeduje obilje mikrovila i vakuola i 

proizvodi karcinoembrionski antigen (CEA), interleukin 10 (IL-10), interleukin 6 (IL-6) i 

mucin. LS174T ćelije se koriste za in vitro i ksenograft proučavanja ekspresije mucina u 

kolorektalnom karcinomu, jer je poznato da mucinozni adenokarcinom kolona predstavlja 

uznapredovali stadijum bolesti i lošiju prognozu za pacijenta (288,289). 

Ekstracelularni antigen TAG-72 je izražen na ~85% humanih adenokarcinoma kao što 

su kanceri kolona, ovarijuma, pankreasa, dojki, prostate i nemikrocelularnog karcinoma pluća 

(184–186,188,189,290). U miševima ksenograftima humanog adenokarcinoma kolona koji su 

imali eksprimiran TAG-72, anti-TAG 72 monoklonska antitijela (CC11, CC30, CC46, CC49, 

CC83 i CC92) su se nakupljala 18 puta više u LS174T tumorima nego u normalnom tkivu 
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(182). Zou i saradnici su koristili LS174T ćelije kako bi razvili novu tehniku scintigrafije 

tumora pomoću 124I-obilježenog humaniziranog CC49 monoklonskog antitijela izbrisanog 

CH2 domena (HuCC49deltaCH2). Ispitivanje je prikazalo specifično nakupljanje 

HuCC49deltaCH2 unutar tumora i zaključeno je da ova anti-TAG 72 CC49 monoklonska 

antitijela ukoliko su obilježena nekim dijagnotisčkim radionuklidom, mogu imati potencijal za 

buduće kliničke studije i za pre-, intra- i postoperativno PET snimanje pacijenata (291). 

U cilju boljeg razumjevanja efekata primjenjene kombinovane terapije u ovoj studiji, 

posebna pažnja posvećena je patohistološkoj analizi organa od interesa, kao i tumorskog tkiva. 

U tu svrhu, nakon žrtvovanja životinja, organi su najpre makroskopski pregledani, posebno na 

prisustvo metastaza vidljivih golim okom. One nisu notirane ni makroskopskom pretragom, ni 

na naknadno pregledanim patohistološkim preparatima bojenim HE standardnom metodom. 

Naime, pregledani organi: mozak, srce, pluća, jetra i bubrezi su pokazali uobičajene 

morfološke karakteristike bez prisustva mikroskopskih metastatskih depozita porijekla 

ispitivanog tumora (slika 37).  

 

 

Slika 37. Fotomikrografi organa od interesa iz RT i MHT+RT grupe, H/E bojenje 

(400x). A. Mozak. B. Srce. C. Pluća. D. Jetra. E. Bubrezi. 

 

Takahashi i saradnici su koristili istu ćelijsku liniju u ekperimentalnom modelu i nisu 

bili našli metastaze (61), dok Zigmond i saradnici su koristeći sličnu tehniku, uspeli da razviju 

tumor u 95% životinja, bez metastaza (292). Bhullar i saradnici su našli metastaze u 

regionalnim limfnim žlijezdama i u udaljenim organima u trećini eksperimentalnih miševa 

(293). Teoretski, metastaze u limfnim nodusima se u humanoj populaciji nalaze samo kod 

solidnih tumora koji su veći od 4 ml ili oko 1 cm3 (294). Takođe, tumor ≥5 cm predstavlja 

nezavisan prognostički faktor za lokalni metastatski potencijal u humanom kolorektalnom 

karcinomu (295). Shodno navedenim podacima, a uzimajući u obzir animalni model, nameće 
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se zaključak da veličina tumora nije bila dovoljna za metastatski potencijal, odnosno da trajanje 

eksperimenta od 22-24 dana, nije vremenski dovoljno da tumor dostigne zapreminu od koje 

zavisi metastaziranje kako u regionalne limfne čvorove, tako i hematogenim putem u udaljene 

organe, kao što su jetra, pluća i mozak, koji su ciljni organi za metastaze ispitivanog tumora. 

Ćelijska linija LS174T ima slab metastatski potencijal u eksperimentalnom modelu, jer mnoge 

studije pokušavaju da izoluju potencijalno visoko metastatsku LS174T liniju in vivo 

selekcionim modelom (296). Novija istraživanja stavljaju akcenat na okruženje u kome se 

ksenograft nalazi, jer ćelijska kultura nije adekvatan model interakcije primarnih tumorskih 

ćelija sa tkivom iz okruženja. Proces kolonizacije organa metastatskim ćelijama karcinoma 

(hipoteza „seme i zemlja“, od engleski „seed and soil hypothesis“) i aktiviranje adaptivnog i 

urođenog imunog sistema tokom tumorogeneze, čini se da posjeduju presudnu ulogu u 

metastatskom potencijalu (297–299). 

Takođe, patohistološkim ispitivanjem nisu uočene nikakve patološke promjene, što 

potvrđuje netoksičnost primjenjenog konjugata 131I-CC49-SMNČ. 

LS174T tumorski ksenograft je kolorektalni adenokarcinom stadijuma B po Dukes-u 

koji je umjereno do slabo diferentovan tumor. Građen je pretežno od malignih kolorektalnih 

tumorskih ćelija koje formiraju trake, ređe se nalaze pojedinačne ćelije, kao i žljezdane 

tumorske strukture sa heterogenom distribucijom krvnih sudova, kao što se vidi na uzorcima 

kontrolnih tumorskih tkiva (Kontrola 1 i 2) (slika 38). Na uzorcima tumora Kontrole 2 može 

se vidjeti diskretna nekroza kao i prisustvo APTES-SMNČ. 
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Slika 38. Fotomikrografi LS174T tumora kontrolnih grupa, HE bojenje (400x).               

A. Blagi do slabo diferentovani tumor u Kontrolnoj grupi 1. B. Diskretna nekroza u 

Kontrolnoj grupi 2 (označena krugom). C. Magnetne nanočestice (označena isprekidanom 

linijom) u Kontrolnoj grupi 2 (PP bojenje, 200x). 

Na uzorcima LS174T tumora tretiranih grupa uočena je umjerena nekroza kod životinja 

koje su tretirane samo hipertermijom (slika 39 A1) sa rupturama krvnih sudova, hemoragijom 

i diskretnom fibrozom (slika 39 A2). Umjerena fibroza (slika 39 B1) i apoptična tijela (slika 

39 B2), kao i hemoragija, su nađene u tumorima životinja, koje su tretirane radioterapijom 

(RT). Obilna nekroza (slika 39 C1) i hemoragija (slika 39 C2) su nađene u tumorima životinja 

na koje je primjenjena dualna terapija. Stoga, najveće oštećenje tumora i najveći stepen 

tumorske nekroze je postignut u MHT+RT grupi, što protvrđuje veliki terapijski potencijal 

primjenjenog konujugata 131I-CC49-SMNČ. 

Mnoga istraživanja, koja su koristila patohistološku analizu tumorskih tkiva, su došla 

do sličnih rezultata tj. najveći stepen oštećenja tumora i apoptoze tumorskih ćelija bio je u 

tumorima gdje je primjenjena kombinacija hipertermije i nekog drugog oblika terapije 

(radioterapije, hemioterapije, fototermalne terapije) (281,300). 

Bojenjem tumorskog tkiva sa pruskim plavim detektuju se SMNČ (plave mrlje na slici 

39 A3, B3, C3), što je pokazatelj retencije 131I-CC49-SMNČ u tumorskom tkivu. Metoda 

bojenja tumorskog tkiva sa PP se pokazala kao veoma jednostavna i senzitivna metoda za 

dokazivanje prisustva SMNČ u tumorksom tkivu u većini drugih istraživanja sa SMNČ (228). 

Imunohistohemijsko bojenje je dokazalo prisustvo CC49 mAt u tumorima grupa u kojima je 

bio injektovan 131I-CC49-SMNČ (grupe RT i MHT+RT), kao i u tumorima grupe gdje su 

injektovane samo obložene SMNČ konjugovane sa neobilježenim CC49 mAt (grupa MHT) 

(slika 39 A4, B4, C4). 
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Slika 39. Fotomikrografi LS174T tumora tretiranih grupa (400x). A1. Umjerena 

nekroza (krugovi). A2. Hemoragija (paralelogram) i diskretna fibroza (heksagon). A3. 

Magnetne nanočestice (isprekidana linija). A4. CC49 mAt lociran u citoplazmi i na ćelijksoj 

membrani malignih ćelija (smeđa boja). B1. Obilna fibroza (heksagon). B2. Apoptična tijela 

(strelice). B3. Magnetne nanočestice (isprekidane linije). B4. CC49 mAt lociran u citoplazmi 

i na ćelijksoj membrani malignih ćelija (smeđa boja). C1. Obilna nekroza (krugovi). C2. 

Hemoragija (paralelogram). C3. Magnetne nanočestice (isprekidana linija). C4. CC49 mAt 

lociran u citoplazmi i na ćelijksoj membrani malignih ćelija (smeđa boja). 
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6. ZAKLJUČAK 

• SMNČ na bazi Fe3O4 su sintetisane metodom koprecipitacije i poliol metodom sa prinosom 

od ~ 70 % i ~32%, redom, u cilju dobijanja SMNČ-a određenog oblika, morfologije i 

magnetnih osobina. Nanočestice dobijene poliol metodom su bile ujednačenih veličina, 

dobro dispergovane u vodi stvarajući stabilan vodeni ferofluid bez aglomeracije, sa boljim 

magnetnim osobinama u odnosu na nanočestice sintetisane metodom koprecipitacije 

(Ms=80 emu/g-1 u odnosu na 70 emu/g-1). 

• Oblaganjem SMNČ APTES-om i DMSA dobijene su biokompatibilne i stabilne suspenzije 

– ferofluidi sa velikim brojem funkcionalnih grupa (-NH2 i -COOH) na površini. FT-IR 

spektroskopija je potvrdila oblaganje tj. funkcionalizaciju površine SMNČ APTES-om i 

DMSA.  

• Primjenom magnetnog polja jačine 15.9 kA/m i frekvencije od 252 kHz određena je SPA 

vrijednost obloženih SMNČ, kao mjerilo sposobnosti zagrijavanja. APTES-SMNČ imaju 

bolju SPA vrijednost (123 W/g) u odnosu na DMSA-SMNČ (110 W/g) što je razlog zašto 

su se samo one koristile u nastavku istraživanja. Bez obzira na upotrebljenu veću 

frekvenciju magnetnog polja u odnosu na kliničku upotrebu (100 kHz), SPA vrijednost 

APTES-SMNČ je uporediva sa komercijalnim SMNČ. 

• Optimizacijom uslova obilježavanja HSA, BSA i nespecifičnog antitijela Hbe7 mAt 

radionuklidom 131I, utvrđeno je da korišćenjem hloramina-T u 3 puta većoj masi u odnosu 

na protein/antitijelo i Sephadex®-a G-25 kao metode prečišćavanja obilježenog 

proteina/antitijela dobija se prinos radioobilježavanja ~60% sa visokim vrijednostima 

radiohemijske čistoće (> 98 %).  

• Korišćenjem Bradfordovog testa i indirektne ELISA metode nakon optimizovanog 

obilježavanja CC49 mAt i prečišćavanja korišćenjem Sephadex®-a G-25, utvrđeno je da je 

ukupno obilježeno 311,5 µg od 700 µg CC49 mAt u rastvoru R1 (16,058 MBq /1140 µL) 

i 480 µg od 860 µg CC49 mAt u rastvoru R2 (222 MBq/1670 µL) i da je 131I-CC49 mAt 

zadržao ~25% svoje imunoreaktivnosti. 

• Prinos konjugacije 131I-CC49 mAt-a sa APTES-SMNČ karbodiimidnom metodom je 

iznosio ~86% za rastvor R1 i 88% za rastvor R2. SDS-PAGE metoda je dokazala vezu 

između karboksilnih grupa 131I-CC49 mAt-a sa amino grupama na površini APTES-

SMNČ. In vitro stabilnost 131I-CC49-SMNČ ispitana je u fiziološkom rastvoru i humanom 
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serumu na sobnoj temperaturi i do 8. dana od obilježavanja radiohemijska čistoća bila je > 

90%.  

• Ispitivanje biodistribucije nakon i.v. injektovanja 131I-CC49-SMNČ (370 kBq/0,5 mg 131I-

CC49-SMNČ/0,05 mL po mišu) NOD-SCID miševima sa indukovanim tumorima je 

pokazalo da se ove obilježene čestice veoma brzo uklanjaju iz krvi i nakupljaju u jetri 

(56.39±3.15% ID/organu nakon 15 minuta) dok je nakupljanje u tumoru < 0,56% 

ID/organu nakon 24 h. Razlog tome je adsorbovanje serumskih proteina (stvaranje 

proteinske krune) i opsonina što dovodi do prepoznavanja i fagocitoze 131I-CC49-SMNČ 

od strane Kupferovih ćelija. 

• Ispitivanje retencije nakon i.t. aplikacije 131I-CC49-SMNČ (370 kBq/0,5 mg 131I-CC49-

SMNČ/0,05 mL po mišu) je pokazalo da se konjugacijom 131I-CC49 mAt sa APTES-

SMNČ, stvara radiofarmaceutik, koji se svojom veličinom (100 nm) i interakcijom CC49 

mAt sa TAG-72 antigenima na adenokarcinomu kolona, dovoljno dugo zadržava u 

tumorskom tkivu da magnetne nanočestice i radionuklid mogu da ispolje svoj terapijski 

potencijal. Nedostatak i.t. injektovanja predstavljaju invazivnost metode i nemogućnost 

pristupa duboko smještenim tumorima.  

• Ispitivanje terapijskog efekta nakon i.t. primjene 131I-CC49-SMNČ (5,55 MBq/0,5 mg/0,05 

mL) je pokazalo da su radionuklidna terapija (RT) i dualna terapija (MHT+RT) statistički 

značajno (p<0,01) inhibisale rast, dok su statistički značajno manje mase tumora izmjerene 

samo u grupi MHT+RT u odnosu na obe kontrolne grupe.  

• Određivanje inhibicije tumorske zapremine (TVIR) je pokazalo da je dualna terapija 

(MHT+RT) konjugata 131I-CC49-SMNČ ispoljila najveću inhibiciju tumorskog rasta u 

odnosu na pojedinačne MHT i RT. 

• Poređenjem sa rezultatima drugih istraživanja, 131I je zbog niske energije zračenja pogodan 

radionuklid za terapiju tumora manje zapremine (do 80 cm3), dok su za tumore sa većom 

zapreminom neophodni radionuklidi većih energija zračenja (npr. 90Y, 186Re, 225Ac i dr.). 

• Manja odstupanja u tјelesnoj masi od 20% kod mjerenih miševa ukazuje na bezbjedan 

toksikološki profil 131I-CC49-SMNČ, što je i potvrđeno mikroskopskim pregledom organa 

od interesa (srce, pluća, jetra, mozak, bubrezi).  

• Patohistološka ispitivanja tumora su pokazala da je najveće oštećenje tumora i najveći 

stepen tumorske nekroze postignut u MHT+RT grupi, što protvđuje veliki terapijski 

potencijal primjenjenog konjugata 131I-CC49-SMNČ. 
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8. PRILOG 

Prilog 1. Pojedinačni difraktogrami neobloženih i obloženih SMNČ  
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Prilog 2. Pojedinačni FT-IR spektri neobloženih SMNČ, APTES, DMSA, APTES-SMNČ, 

DMSA-SMNČ 
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Prilog 3. Kalibracione krive izrađene pomoću standardnih rastvora HSA  
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Prilog 4. SDS-PAGE gel nakon bojenja sa AgNO3 (ispitivani uzorci navedeni na slici 29). 
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Prilog 5. SDS-PAGE gel nakon bojenja sa AgNO3, Coomasie Brilliant Blue® R-250 i nakon 

snimanja na BRUKER® In-Vivo Xtreme II uređaju (ispitivani uzorci navedeni na slici 30). 
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4. Безбедност података и заштита поверљивих информација 
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података.  
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одговарајућег институционалног кодекса о академском интегритету.   
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нуклеарне науке „Винча“ у Београду 20.12.2018. године, према дозволи од Министарства 
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а) Подаци нису у отвореном приступу 

б) Подаци су анонимизирани 

ц) Остало, навести шта 

______________________________________________________________________________ 

______________________________________________________________________________ 

 

5. Доступност података 

 

5.1. Подаци ће бити  

а) јавно доступни 

б) доступни само уском кругу истраживача у одређеној научној области   

ц) затворени 

 

Ако су подаци доступни само уском кругу истраживача, навести под којим условима могу да их 
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приступити подацима: 
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5.4. Навести лиценцу под којом ће прикупљени подаци бити архивирани. 

Ауторство – некомерцијално - без прераде (CC BY-NC-ND 4.0) 

 

6. Улоге и одговорност 

 

6.1. Навести име и презиме и мејл адресу власника (аутора) података 

 

Аљоша Станковић, aljosa.stankovic@gmail.com  
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Аљоша Станковић, aljosa.stankovic@gmail.com  
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