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PapnonyknunHa tepanuja (PT) mpeacraBiba CelleKTHBHY MCIOPYKY 3paverba
TYMOPCKOM TKHBY, IPHMjEHOM jE€HOT WM BHILIE paguonsoTona (a, , Oxeos
€JIEKTPOH €MHTepa) y cacTaBy paauodapManeyTHKa, YUMe ce HHXHOHpa pact
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HaHOMaTepHjayie 300T CBOj€ XEMHUjCKe CTaOWITHOCTH, HHUCKE TOKCHYHOCTH,
MMOBOJHHUX MarHETHUX 0COOMHA (BHCOKA MarHeTHA caTypalivja) U HUCKE IHjeHe
npomsBoame. CMHY cy Hanwie cBOjy MpHMjeHy Kao KOHTPACTHH areHCH 3a
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MarHeTHy pe30HaHIy, Ka0 HOCayM Pa3IMYUTHX JIMjEKOBAa Ka0 M Y JIOKAJIHO]
Tepanuju MarHeTHoM xuneprepmujom (MXT). MarnetHa xumneprepmuja
npescTaBiba ociiobahame TOIUIOTE O CTpaHe Pa3IMYMTHX MEIUjaTopa MOA
YTHUIIjeM CHOJballber Han3MjeHnaHor MarHeror nojka (CMII). OBa metona je
MOKa3aja BENMKH MOTEHLHUjaJl y Tepamuju TEemIKO IOCTYINHHX Tymopa |
nokazano mnosehaBa edukacHoct PT. O6marame CMHY oarosapajyhom
obmorom moBehaBa KoNOMIHY ~—CTaOWIHOCT, oOMoryhaBa  Be3WBame
pamuMoHyKIHAa 3a pazimunre (QyHKIHoHamHe rpyne Ha moBpmmHd CMHY n
06e306jehyje in vivo crabumroct. BesuBamem paanonykmuaa 3a CMHY nobuja
ce MyNTHQYHKIHOHAIHN TEPANHjCKl areHC KOju KOMOWHOBAaHUM e(eKTOM
XHUIEepTepMHje U PATUOHYKINAHE Tepamuje Moke UMaTu Behu MOTeHIHjan y
Tepariji MATUTHAX TyMOpa.

Hwmp oBor wucTpakupama je cuHTe3a M obmarame CMHUY, uncnnraBame
moryhHoctn ymorpede obmoxennx CMHY y MXT, 3arum ontummuzanmja
yclioBa obuibexkaBarba MOHOKIOHCKOT antuThjena CC49 (CC49 mAT) ca
Ka0 M UCIUTHUBame ycioBa kowyramnuje 1¥11-CC49 MAT ca o6noxennm CMHU.
Takohe 1usb je U ucnuTaBame OHOAUCTPUOYITHje, peTeHIMje U eeKTa TyaTHe
Tepanuje noTeHuujanHor paguodapmaneytuka 31-CC49-CMHY vy in vivo
yCIOBHMA.

CMHUY cy cuHTeTHCaHE METOIOM TaJOXeHma W3 pacTBopa (MeTona
KOIPSLUNUTALMjE) W COJIBOTCPMAIHOM METOIOM Y MOJHOJUMA (IIOTHOIN
METOAOM). Jenumema Me30-2,3-muMepkantocykunHcka kucennHa (IMCA) u
amuaocunad (AIITEC) kopumrhena cy 3a oomarame CMHY. KapakTepusanmja
HeoOnoxkeHux u obnoxxkennx CMHY je ypalhena nomohy enekTpoHCKe
MHUKpPOCKOIIWje,  pEeHAreHcKke audpakuuje Ha  mpaxy, Dypujeose
TpaHcopmanmoHe nHppaupsene crnekrpockonuje, SQUID marHeromerpuje,
JMUHAMUYKOT pacejama cBjeTsioctd. Kapakrepuszanujom obnoxkenux CMHY
yrBpheH je yrtunaj (GyHKIMOHAIHMX rpyna (kapOOKCHIIHE M aMHHO) Ha
mogupukaurjy mnoBpumHe CMHY-a, a ogapehuBamem crenmdpuune
ancopmuje CMHY-a je wucnutana BUXOBa NOTCHIHMjalHA TpUMjeHA
MarHeTHOj xuneptepmuju. Oomoxxere CMHY koje cy umane Behy BpHjeHOCT
crielin(pUIHE arncopLuje Cy ce Jabe KOPUCTUIIE Y KOBYTallHj1 ca O0UIbEKCHUM
anTuTHjenoM. 3a obubexapame CC49 MAT ca U xopumhena je Metona ca
xnopamuHoM-T, J0K je kapOoguuMMuaHA MeTola KopumheHa 3a KOWYyramujy
181] -CC49 MAT ca o6noxennm CMHU. In vitro cra6ummoct 131-CC49-CMHY
je ucnuraHa y (hU3UOJIOIIKOM PacTBOPY M XyMaHOM cepyMy ojpehuBamem
panroxemujcke yrcrohe kopucreh TaHKOCIOjHY XpoMaTtorpadujy.
Pesynratu Guomuctpubynuje, pereHnuje u Tepanujckor epexra 3-CC49-
CMHUY, nobujenu cy ucnutipamuma Ha uMyHoaeduijeatanm (NOD-SCID)
MHIIEBUMa KojuMa Cy cyOkyTaHo umekroBane LS174T henuje kanuepa,
hemujcka nWHWja XyMaHOT aJeHOKApIIMHOMA KOJOHAa. buommcrpuOymuja u
pereHnmja cy mpaheHe y onpelleHUM BpPEeMEHCKHM HHTEpBajlHMa IOMOhy
BRUKER®In-Vivo  Xtreme Il ypehaja u Mjepemem pacnopjeie
paaroakTUBHOCTH 1O opranuma. Edexar xumeprepmuje, paauoHYKIHIHE
Tepanyje M IHUXOBOI JyalHOr [ejcTBa Cy WCIIUTaHU H3padyHaBambeM
3aNpeMHHE TyMOpa CBaKH JPYTH JlaH HAKOH MHTPATyMOPCKOT HEbeKToBama 1311-
CC49-CMHUY. [laroxucrojolika HWCIUTHBama cy ypahieHa y IHIbY
oznpehuBama TokcHyHOCTH M Tepanujckor edexra 1*21-CC49-CMHUY. Jobujenu
pe3yiaTaTd WCIUTHBama N VItr0 CTaOWIIHOCTH 3ajeHO ca pe3ysiTaTuMa
OuonuctpuOyuuje, pereHuuje u Tepanujckor edekra 1-CC49-CMHY
ynyhyjy Ha 3ak/bydak na je xopumhewe N-CC49-CMHY y nayanHoj
PamIMOHYKINIHO-XUIEPTEPMHjCKOj Tepanumju obehaBajyhm mpuctynm 3a
e(HUKaCHO JIfjeder-e KapuuHOMa.
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Abstract in English
language:

Radionuclide therapy (RT) represents the selective delivery of radiation to
tumor tissue, using one or more radioisotopes (0, B 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 (Fes04) and
maghemite (y-Fe:O3) 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 311 and to examine
the conditions of conjugation of *311-CC49 mAb with coated SPMN. Also, the
aim is to investigate the biodistribution, retention and effect of dual therapy of
the potential *3!I-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 31 was performed using chloramine-T method, while the
carbodiimide method was used for the conjugation of *31-CC49 mAb with
coated SPMN. The in vitro stability of $3!1-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 3!I-
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 Il 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 1311-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 311-CC49-SPMN refer to a concluson that
the use of 11-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, ¢ijom je upotrebom u izradi farmaceutskih oblika, omoguceno da
lijekovite supstance sa nepovoljnijim farmakokinetickim profilom budu distribuisane do
mjesta djelovanja u koli¢ini koja ¢e izazvati zeljeni farmakoloski odgovor. Upotreba lijekova
u obliku nanoformulacija je dovela do smanjenja primjenjene doze lijeka, bolje komplijanse

pacijenata i smanjenja broja nazeljenih reakcija (1).

Radionuklidna terapija (RT) predstavlja selektivnu isporuku zra¢enja tumorskom tkivu,
primjenom jednog ili viSe radioizotopa (a, P, Ozeov elektron emitera) U sastavu
radiofarmaceutika, ¢ime inhibira rast tumorskih ¢elija sa minimalnim toksi¢nim efektima na
okolno zdravo tkivo. Prva primjena u onkologiji je bila ¢etrdesetih godina prosloga vijeka, kada
se radiokativni jod (**1) poceo koristiti u lijeCenju tumora titaste zlijezde (2,3). RT se
pokazala vrlo efikasnom u terapiji hematoloskih maligniteta (4), dok su los$iji rezultati ostvareni
u terapiji teSko dostupnih solidnih tumora. Razlog tome su hipoksi¢ni uslovi unutar tumora koji
pojacavaju rezistenciju tumorskih ¢elija na zraenje (5). Magnetna hipertermija (MHT) koja
predstavlja oslobadanje toplote od strane razli¢itih medijatora pod uticajem spoljasnjeg
naizmjeni¢nog magnetog polja (SMP) odredene jacine i frekvencije, je metoda koja dokazano

povecava efikasnost RT (6).

Superparamagnetne nanocestice (SMNC) na bazi gvozde(I) i gvozde(Ill) oksida,
magnetit (FesO4) i maghemit (y-Fe203), pokazale su znacajnu prednost u odnosu na druge
nanocestice u MHT zbog svoje hemijske stabilnosti, niske toksi¢nosti, povoljnih magnetnih

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

Vezivanjem radionuklida za razli¢ite funkcionalne grupe na povrSini obloZenih,
biokompatibilnih SMNC dobija se multifunkcionalni terapijski agens koji kombinovanim
efektom hipertermije i radionuklidne terapije mozZe imati vec¢i potencijal u terapiji malignih

tumora (9).

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

radena sinteza i karakterizacija neobloZenih i oblozenih SMNC. SMNC na bazi oksida gvozda
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su sintetisane pomocu dvije metode: taloZzenjem iz rastvora (metoda koprecipitacije) i

solvotermalnom metodom u poliolima (poliol metoda).

Povriinska modifikacija SMNC-a je uradena u cilju stabilizacije koloidne suspenzije i
spreCavanja stvaranja aglomerata, kontrole veliine Cestica, povecanja rastvorljivosti u
fizioloskim uslovima i smanjenja toksi¢nosti. Posto se sve eice za obloge SMNC-a Koriste
hemijska jedinjenja koja se obiljezena sa *°"Tc primenjuju kao radiofarmaceutici u
dijagnosti¢kim procedurama u nuklearnoj medicini, SMNC su oblozene mezo-2,3-
dimerkaptosukcinskom kiselinom (DMSA) (10). Nakon oblaganja SMNC ovim jedinjenjem,
na povrsini SMNC-a prisutan je veliki broj karboksilnih grupa (-COOH) koje se mogu Koristiti
za vezivanje radionuklida. Takode, oblaganje je uradeno i vezivanjem aminosilana (APTES)
za SMNC, &ime je na povrsini dobijen veliki broj slobodnih amino grupa (-NH2) koje se isto
mogu Koristiti kao donori elektrona za vezivanje (11). Karakterizacija sintetisanih neoblozenih
i oblozenih SMNC je izvedena razli¢itim metodama kojima je utvrden uticaj modifikacije
povriine SMNC-a na veli¢inu &estica, morfologiju, povriinsko naelektrisanje i magnetne

osobine.

Drugi dio obuhvata optimizaciju uslova obiljezavanja monoklonskog CC49 antitijela
(CC49 mAt) terapijskim radionuklidom 31 i konjugaciju obiljezenog CC49 mAt sa oblozenim
SMNC. Nakon obiljezavanja radionuklidom **!I koji emituje p zraéenje energije 606 keV i y-
zraGenje energije 364 keV, omoguéeno je ne samo primjeniti obiljezene SMNC u terapiji veé i
efikasno pratiti biodistribuciju obiljezenih SMNC. Optimizacija uslova obiljezavanja metodom
sa hloraminom-T (HL-T) je izvedena koris¢enjem proteina i nespecificnog monoklonskog
antitijela 1 odredivanjem parametara koji obezbjeduju visoku radiohemijsku cistocu.
Radiohemijska ¢istoca je ispitivana primjenom tankoslojne hromatografije (TLC) gdje je kao
stacionarna faza koris¢ena aluminijumska folija na koju je nanesen silikagel (TLC silika-gel),
a kao mobilna faza 85% metanol. Nakon optimizacije, koristenjem oksidacionog agensa HL-
T izvreno je obiljezavanje CC49 mAt sa 13I. Prec¢is¢avanje rastvora obiljeZenog antitijela od
viska reaktivnih I je uradeno koristenjem gel filtracione kolone napunjene Sephadex® G-
25. Ocuvanje integriteta antitijela nakon obiljezavanja i preciS¢avanja se ispitalo upotrebom
elektroforeze na poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) (12). Konjugacija oblozenih SMNC sa
obiljeZzenim antitijelom je izvrSena upotrebom reagensa 1-etil-3-

(dimetilaminopropil)karbodiimid (EDC) u blago kiseloj sredini.
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Neophodno je da sintetisani kompleks *31-CC49-SMNC kao potencijalni
radiofarmaceutik bude stabilan u toku vremena u kome se postize terapijski efekat. Posto
radionuklid 31 ima vrijeme poluraspada od 8 dana, in vitro stabilnost *3!1-CC49-SMNC je
ispitana u fizioloSkom rastvoru i humanom serumu tokom 8 dana odredivanjem njegove
radiohemijske Cistoce koristeci tankoslojnu hromatografiju. Ispitivane su razlicite mobilne faze
(85% metanol, fizioloski rastvor i aceton) i1 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 tre¢em dijelu doktorske disertacije obuhvaéena su ispitivanja biodistribucije i
retencije, kao i terapijskog efekta 31-CC49-SMNC. Podaci vezani za in vivo stabilnost i
specifiénost 1*1-CC49-SMNC dobijeni su praéenjem bioloske raspodjele i retencije na
imunodeficijentnim (NOD-SCID) miSevima kojima su subkutano bile injektovane LS174T
¢elije kancera, koje predstavljaju ¢elijsku liniju humanog adenokarcinoma kolona. Suspenzija
181].CC49-SMNC je intravenski injektovana miSevima za ispitivanje biodistribucije, a
intratumorski miSevima za ispitivanje retencije. Biodistribucija i retencija su praé¢ene u tacno
odredenim vremenskim intervalima u ketaminom/ksilazinom anesteziranim zivotinjama
pomoéu BRUKER®In-Vivo Xtreme 2 uredaja. Biodistribucija i retencija su odredene i
mjerenjem radioaktivnosti u uzorku krvi (uzetom graduisanom kapilarom) i organima od
interesa nakon Zrtvovanja zivotinja metodom cervikalne dislokacije, u tim istim vremenskim

intervalima.

Efekat hipertermije, radionuklidne terapije i njihovog kombinovanog dejstva je ispitan
primjenom 3!|-CC49-SMNC na tumor nosivim NOD-SCID misevima izra¢unavanjem
zapremine tumora svaki drugi dan nakon intratumorskog injektovanja. Takode, sprovedena su
i patohistoloska ispitivanja na presjecima organa 0d interesa i tumora u cilju odredivanja

toksiénosti i potvrde terapijskog efekta **11-CC49-SMNC.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. Nanomedicina

Nanomedicina predstavlja upotrebu nanotehnologije u medicinske svrhe koristeci
nanomaterijale za dijagnozu, pracenje, kontrolu, prevenciju i lijeCenje bolesti (13).
Nanomaterijali se definiSu kao prirodni ili vjeStacki materijali, koji sadrze slobodne ili
aglomerirane Cestice, pri cemu su dimenzije za vise od 50% Cestica 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 rjeSenja za ve¢ postojece i buduc¢e medicinske izazove (14).
Nanomaterijali kao $to su nanocestice, lipozomi, dendrimeri, micele, nanokristali,
nanoemulzije, polimersko-proteinski konjugati i nanokompleksi se sve viSe primjenjuju u
oblasti formulacije lijekovitih oblika u cilju poboljsanja njihovog dijagnosti¢kog i terapijskog

efekta (15,16).

KoriStenjem nanomaterijala u izradi farmaceutskih oblika, lijjekovitim supstancama sa
nepovoljnijim farmakokinetickim profilom je omoguceno da budu distribuisane do mjesta
djelovanja u koli¢ini koja ¢e izazvati Zeljeni farmakoloski odgovor. Koristenje lijekova u
nanoformulacijama je dovelo do smanjenja primjenjene doze lijeka, bolje komplijanse
pacijenata i smanjenja broja nazeljenih reakcija (1). U 2014. godini registrovane su
nanoformulacije 43 lijeka (najvise citostatika) vrijednosti 20 milijardi dolara (17). Bez obzira
Sto je medu njima najmanji broj nanocestica na bazi neorganskih materijala (zlato, srebro,
gvozde oksid i silika), ova vrsta nanocestica je pokazala dobru biokompatabilnost zbog velikog
potencijala u funkcionalizaciji njihovih povrsina. Osim lijekova za funkcionalizaciju povrsina
nanocestica mogu mogu se koristiti 1 drugi agensi (radionuklidi, antitijela i dr.) koji mogu

znacajno poboljsati njihovo biolosko ponaSanje u organizmu.
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2.2. Radionuklidna terapija

Radionuklidna terapija (RT) se zasniva na isporuci terapijskih doza radioaktivnog
zracenja bolesnom tkivu sa minimalnim toksi¢nim efektima na okolno zdravo tkivo, pomoc¢u
specificnih liganada kao §to su antitijela, fragmenti antitijela, peptidi i niskomolekularni ligandi
vezani za odgovarajuci radionuklid. Ligand obiljezen radionuklidom koji nosi citotoksi¢nu
koli¢inu zracenja emitijuci a, B i Oze (Auger) Cestice predstavlja radiofarmaceutik (3). U RT-
u terapijski radiofarmaceutik unet parenteralno ili oralno ispoljava svoje dejstvo na
molekularnom nivou zahvaljujuci receptorima, enzimima ili antigenima na toj molekuli za koju
je on specifican. Nosilac specifi¢nosti radiofarmaceutika da se vezuje za odgovarajuce
receptore na tumorskoj ¢eliji je ligand, a u dosta slucajeva i sam radionuklid koji je i ujedno
nosilac terapijskog efekta. RT se razlikuje od tradicionalne radioterapije (spoljasnje zracenje
X zracima/brahiterapija) u istom smislu kao terapija lijekovima od hirurSkog tretmana. Za
razliku od hirurgije i radioterapije, €iji zahvati su usmjereni na specifi¢nu stranu organa ili na
vecu Celijsku grupu/dio tkiva, prema rije¢ima Paul Ehrlich-a, prinicp RT je princip ,,magi¢nog
metka“, koji nalazi svoju specificnu metu i donosi radionuklid koji inhibira njenu funkciju 1

unitava je (slika 1) (2).

Potreba za lijecenjem minimalnih ostataka i mirkometastaza tumorskih celija je sve
veca, jer su hirurgija i radioterapija slabo efikasne kada dode do diseminacije tumora. Takode,
primjena hemioterapije kod pojedinih vrsta karcinoma i dalje nije dovoljno efikasna a dodatno
ograni¢enje u upotrebi predstavljaju i nezeljeni efekti, bez obzira na veliki razvoj u drugoj
polovini 20 vijeka. Za razliku od sistemske hemioterapije, cilj RT je selektivna isporuka

zraCenja Celiji karcinoma u koli¢ini da izaziva minimalnu toksi¢nost u okolnom zdravom tkivu
(18).
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Slika 1. A. llustracija radioterapije. B. llustracija radionuklidne terapije (19).

Ozracene Celije primaju veliku energiju u obliku fotona i/ili naelektrisanih Cestica, §to
moze dovesti do makromolekulskih oSte¢enja ¢elije. Primarna meta zrac¢enja predstavlja DNK
molekula, koju zracenje ostecuje direktnim kidanjem veze ili indirektno stvaranjem reaktivnih

kiseoni¢nih/azotnih vrsta (ROS) ili slobodnih radikala (slika 2).

B OZE
ELEKTRONI

~

OSTECENJE DNK
UZROKOVANA SA ROS
~70 %

" ROS

~30%

v

DIREKTNO
OSTECENJE DNK

Slika 2. Efekat zracenja na DNK ¢celije (20).

Kako u najve¢em procentu ¢eliju ¢ini voda, 70% ostecenja DNK je indirektno ostecenje

a najces¢i uzrofnik su hidroksilni joni (OHY). Slobodni radikali, kao i zrafenje uzrokuju
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oste¢enja DNK lanaca (21,22), $to 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 americke
populacije primjenjuju procedure nuklearne medicine, a od toga 10% su procedure RT-a (1 000
000 procedura u Evropi godiSnje). Pretpostavlja se da ¢e u Australiji polovina stanovnistva biti

izlozena nuklearnom zrac¢enju u terapijske svrhe (24).

2.2.1. Prednosti i nedostaci radionuklidne terapije

Osnova uspjesne radionuklidne terapije je u selektivnom koncentrisanju i produzenoj
retenciji radiofarmaceutika unutar tumora. Odgovor tumora na terapiju zavisi od mnogih
faktora kao Sto su: kumulativna doza isporuena tumoru, penetracija zracenja i osjetljivost
tumora na zracenje. Efekat radijacije je maksimalan kada je cijela doza zracenja absorbovana

u tumoru. U praksi se ovo Cesto ne deSava, zbog bioloskih gubitaka.

Podobnost pojedinacnog radionuklida za odredenu vrstu tumora, zavisi od njegovih
hemijskih 1 fizi€kih osobina, nacina 1 cijene proizvodnje, specificne aktivnosti, radionuklidne
Cisto¢e kao i njegovog bioloSkog ponaSanja (moguénost oslobadanja iz kompleksa in vivo).
Trenutno se u klini¢kim 1 preklinickim RT istraZivanjima koristi 13 B-emitujucih radionuklida
(“T7Lu, %Ho, 1®Re, 88Re, §7Cu, “9Pm, 19Au, 77Br, 153Sm, 105Rh, 89Sy, %y j By j 4

o-emitujucéa radionuklida (***Bi, 2°Ra, ?®Ac i 21At) (25,26).

U tabeli 1 su prikazani naj¢esce koriS¢eni terapijski radionuklidi sa vrstama zracenja i

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

. . V':Sta, Maksimalni Vrijeme e .
Radionuklid zracenja domet u tkivu poluraspada (Tvs) Dobijanje
(keV)
131 B (606) _ 130Te (n:Y:B') 131'
| v (364) 2,5-3mm 8,04 dana 2% (n fisija)
a0y B (2280) 12 mm 64 h 90Sr/%0Y generator
89Y (II,Y) 90Y
177 P (500) YOYb (n, v,p) YLu
Lu v (113,208) 1,5 mm 2,7 dana 1784 (n, v) YL
153Sm P (807) 3 mm 46,3 h 1528 m(n,y)'%*Sm
v (103)
83r (n,y) ¥Sr
89 )

Sr B (1463) 8 mm 50,5 dana ®y (n, p) Sr
185Re BY((llog;) 3,6 mm 3,72 dana 1¥Re (n,y) 8°Re
\o8 B (2120) 188\\//188Re

Re v (155) 11 mm 17h generator
AL a (6800) 80 um 7.2h 209Bj (a,2n) 21At

. . 225A 2138'
213p; o (8300) 84 um 46 min ¢/"B
generator

225 o - 226 225

Ac (6000-8000) 60~90 um 10 dana Ra (p,2n) “>Ac
#4Cu Oze elektron 2~500 nm 64 h ®Ni (p,n) ®Cu

Radionuklidi koji emituju a ili B Cestice visokih energija su viSe podobni za terapije
solidnijih (glomaznijih) tumora dok emiteri OZe elektrona, zbog svoje visoke citotoksi¢nosti a
kratkog dometa, mogu vise doprineti kod eradikacije malih tumora ili malih grupica
karcinomskih ¢elija. Medutim, emiteri OZe elektrona moraju biti blizu DNK da bi ispoljili svoj
efekat, §to se moze desiti jedino ako je biodistribucija radiofarmaceutika u blizini DNK (27).
Ukoliko radionuklid emituje 1 y zracenje, postoji moguénost pracenja farmakokinetickih
parametara, izraCunavanja dozimetrije 1 prac¢enja efekta terapije. Radionuklidi koji imaju takvu
mogucénost su 2 i Y7Lu, koji su zajedno sa *°Y najvise izu¢avani B emiteri. Zbog energije
zraéenja od 0,5 MeV i penetracije u tkivu koja je <2 mm, ’"Lu dobija sve veéu paznju, jer
energija ostaje u tumoru vise nego u okolnom zdravom tkivu. Za razliku od *°Y koji posjeduje

vecu energiju, ¢iji domet estica je 12 mm, Y'"Lu se moze koristiti za terapiju manjih tumora.
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Njegova sli¢nost sa °°Y je u radiohemiji obiljezavanja antitijela, jer su mu neophodni helatori,

dok 3| stvara direktnu ugljenik - jod vezu.

Sve vece interesovanje je za upotrebu a-emitera zbog isporuke velike koli¢ine energije
okolnim molekulama u uskom radijusa (ca. 100 um, nekoliko ¢éelijskih pre¢nika). Zbog visokog
transfera energije (LET) moguca je selektivna i lokalizovana citotoksi¢nost sa postedom
okolnog tkiva. Sta vise, efekat a-estica je nezavisan od ciklusa ¢elija i lokalne koncentracije

kiseonika (28).

Iz svega navedenog zakljucci su da RT ima veliku prednost u odnosu na radioterapiju
spoljasnjim zracenjem u terapiji: rezidualnih mikrostatskih lezija, rezidualnih tumorskih

ostataka nakon hiruske intervencije, hematoloskih maligniteta (4,29).

Medutim, danas postoji velika potreba za terapijom solidnih inoperabilnih tumora, gdje
je radionuklidna terapija pokazala ograni¢enja. Odgovori solidnih tumora na RT su veoma

niski, a razlog tome su hipoksi¢ni uslovi koji vladaju unutar tumora.

Kao §to je ve¢ re¢eno, primarna meta zrac¢enja je DNK molekula, koju zrac¢enje oStecuje
direktnim kidanjem veze i u veéem procentu indirektno stvaranjem ROS-a ili slobodnih
radikala. ROS reaguju¢i 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 neutraliSu vodonikom iz okoline. Medutim, u prisustvu kiseonika stvaraju se nove ROS i
reakcije prekida veze DNK molekule se nastavlja. Jednostruki prekid veze se moze reparirati,

dok je dupli prekid veze nepopravljiv, sto dovodi do smrti ¢elije (30).

Posto tumori rastu brze nego okolno tkivo, oni razvijaju svoju sopstvenu vaskulaturu,
koja je funkcionalno i morfoloski primitivna. Nemoguénost isporuke kiseonika i hranljivih
sastojaka do svake Celije u tumoru dovodi do stvaranja hipoksicnih regiona u tumoru, koji su
radiorezistenti zbog nemoguénosti stvaranja ROS (31). Nekada je potrebno tri puta veca doza
zraCenja da bi izazvalo isti stepen oSteCenja u hipoksi¢nim celijama u odnosu na celije
normalno snabdjevene kiseonikom (32). Ukoliko je koncentracija kiseonika manja od 0,02%,
smanjena je osjetljivost éelija na jonizujuée zratenje (33). Cak i blaga hipoksija stvara odreden

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 $to terapijski radiofarmaceutici ne penetriraju u tumor vise
od tri do pet ¢elijskih precnika od krvnog suda, §to rezultuje u nedostatku zracenja na udaljenije
tumorske ¢elije. 1 pored prednosti RT-a, strategije ciljanja tumora su Cesto ograni¢ene
nedovoljnom isporukom radionuklida u tumorsko tkivo zbog nekada relativno niske i

heterogene ekspresije receptora na povrsini Celija (35).

Iako postoji moguénost vjestacke proizvodnje do 3800 izotopa, danas manje od 50 ima

klinicku upotrebu (36). Najvise klini¢ki kori$c¢eni terapijski radiofarmaceutici su dati u tabeli
2.

10



Aljosa Stankovié

Doktorska disertacija

Tabela 2. Najzastupljeniji terapijski radiofarmaceutici za klinicku upotrebu.

Radiofarmaceutik

Mehanizam djelovanja

Indikacija

Diferencijalni karcinom $titaste

Nal3l] Sinteza tiroidnih hormona o
zlijezde
Neuroblastom
Aktivni transport u Feohromocitom
131.MIBG P

neuroendokrine ¢elije

Paragangliom
Medularni karcinom Stitaste Zlijezde

181 _Tositumomab

CD 20 antigen na B-

Non-Hodzkin limfom

limfocitima
. . CD 20 antigen na B- i
Y -Ibritumomab tiuksetan lim foc?tima Non-Hodzkin limfom
131)_Lipiodol Intravaskularna Hepatocelularni karcinom
P lokalizacija Metastaze karcinoma jetre
. Intravaskularna Hepatocelularni karcinom
Y -mikrosfere o .
lokalizacija Metastaze na jetri

OYATLu-DOTA peptidi

Somatostatinski receptor

Neuroendokrini tumori

Y7L u-PSMA-617
0Y-PSMA-617

Specifi¢ni prostati¢ni
membranski antigen

Karcinom prostate

0y _citrat koloid, '®Re-
heptasulfid koloid, **Er-citrat

Intraartikularna aplikacija

Radiosinovijektomija

898I’C|2

Analog kalcijuma

Palijativna terapija bolova
uzrokovana metastazama u kostima

153Sm-EDTMP

Hemoadsorpcija

Palijativna terapija bolova
uzrokovana metastazama u kostima

?2RaCl,

Analog kalcijuma

Karcinom prostate sa metastazama u
kostima

Od prikazanih terapijskih radiofarmaceutika najvise se upotrebljava radiokativni jod

(*31) koji je i prvi radionuklid koristen u RT-u. Njegova upotreba datira jo§ od 1947. godine i

danas je u obliku Na®l nezamjenljiv u terapiji hiperfunkcije i diferencijalnog karcinoma

Stitaste Zlijezde. Kao kateholamisnki analog, meta-(**!l) jodobenzilguanidin (**'1-MIBG),

koristi se u terapiji neuroednokrinih tumora. Takode, njegova upotreba je zastupljena u jos dva

vida RT-a: radioimunoterapiji (RIT) i selektivnoj unutrasnjoj radioterapiji (SIRT).

11
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2.2.2. Radioimunoterapija i selektivna unutrasnja radioterapija

Radioimunoterapija (RIT), kao jedan oblik RT-a, ima takode dugogodi$nju upotrebu
(30 godina) u terapiji tumora. Princip RIT-a je koriStenje antitijela kao nosaca letalne

radijacijske doze P zracenja.

Antitijela (imunoglobulini) su glikoproteini (82-96% proteini, 4-18% ugljeni hidrati)
prisutni na povrsini B limfocita, u plazmi, meducelijskoj tecnosti i sekretima egzokrinih
zlijezda. Antitijela su nosioci humoralne imunosti i kroz mehanizam c¢elijske citotoksi¢nosti
zavisne od antitijela (ADCC) i citotoksi¢nosti zavisne od komplementa (CDC), dovode do
destrukcije antigena. Trenutno je na trziStu Evropske unije (EU) i Sjedinjenih Ameri¢kih
Drzava (SAD) vise od 30 antitijela odobrenih od strane Evropske agencije za lijekove (EMA)
i Agencije za hranu i lekove (FDA), dok je oko 350 antitijela u razli¢itim fazama klinickih
studija. Najvise antitijela na trziStu se koriste u terapiji kancera (37). Osnovna subjedinica svih
antitijela se sastoji od dva identi¢na duza polipeptidna lanca (teski lanci, H) i dva medusobno
identi¢na kraca polipeptidna lanca (laki lanci, L). Laki lanci su sastavljeni od oko 220
aminokiselina, a teski od oko 440 aminokiselina i sva 4 lanca su povezana disulfidnim vezama
u ¢etvoroclanu jedinicu u obliku slova Y. Enzimskom digestijom izdvojeni su 1 okarakterisani
Fab (N-terminalni) fragmenti kao mjesto specificne reakcije sa antigenom i Fc (C-terminalni)
fragmenti koji ucestvuju 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 1gG1 potklasa najefikasnija u aktivaciji oba navedena
efektorska mehanizma (ADCC 1 CDC) §to je ¢ini najprikladnijom za koriS¢enje u terapiji
tumora (38). Kako bi se ocuvala imunogenost antitijela na Fab fragmentu, terapijski
radionuklid se konjuguje na Fc fragment antitijela. Antitijela obiljezena radionuklidima na Fc
fragmentu reaguju Fab fragmentom sa antigenom na tumorskim c¢elijama i1 dvostrukim
mehanizmom dovodi do smrti ¢elija. Mehanizam citotoksicnog dejstva RIT, osim apoptoze
¢elije zbog izlaganja P zracenju, se sastoji i u efektu imunog odgovora organizma kroz ADCC
i CDC mehanizam (39). Velika prednost RIT-a i p emitera je tzv. efekat unakrsne vatre
(,, crossfire “ efekat), gdje visoko-energetske B Cestice emitovane sa antitijela dosezu i reaguju

direktno sa tumorskim ¢elijama za koje se antitijelo nije vezalo (slika 3) (40).

12
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A B

NY -Ibritumomab tiuksetan 131_Tositumomab

~ _ direktna veza
P zraCenje

Y radionuklid 3! radionuklid

helator "y yzracenje

p zracenje

Slika 3. A. i B. Strukture radiofarmaceutika Zevalin®-a i Bexxar® -a. C. Princip efekta
unakrsne vatre (“crossfire effect") (40,41).

Efekat je vrlo znacaj kod teSko dostupnih tumora kao i tumora koji nemaju
odgovarajuée antigene (42). *°Y-lbritumomab tiuksetan (Zevalin®, Spectrum Pharmaceuticals,
Inc.) je prvo radioobiljezeno anti-CD 20 IgG1 antitijelo koje je dobilo dozvolu za promet 2002.
godine od FDA za RIT ralapsiranog ili rezistentnog nisko-stepenog folikularnog Non-Hodzkin
limfoma (NHL). Godinu dana poslije, dozvolu je dobio i *I-Tositumomab (Bexxar®,
GlaxoSmithKline) takode radioobiljezeno IgG antitijelo za lijeGenje NHL. 2009. godine
Zevalin® je indikovan i kod netretiranog folikularnog NHL-a, Koji je pokazao djelimi¢ni ili
potpuni odgovor na rituksimab. Zbog nemoguénosti uvoza radiofarmaceutika Zevalin® i
Bexxar® u Australiju, profesor Harvey Turner i saradnici su obiljeZili jodom-131 monoklonsko
anti-CD 20 antitijelo rituksimab (MabThera®, Roche), koje je bilo prvo monoklonsko antitijelo
odobreno za imunoterapiju NHL. Obiljezavanje rituksimaba, je uradeno u poluatomatskom
modulu za sintezu u bolnickim uslovima, Sto je bitno uticalo na cijenu RIT. Bez obzira na
obeéavajuce rezultate RIT sa 1*!I-Rituksimabom tokom faze 2 klini¢kih istrazivanja, legislativa
u pojedinim drZzavama je ogranicila rutinski klinicku upotrebu ovog obiljezenog antitijela
(43,44). Takode, druga monoklonska antitijela (trastuzumab, bevacizumab, cetuksimab i dr.)
su obiljezavana sa terapijskim radionuklidima. Osim B-emitujucih radionuklida, zastupljeni su
bili i emiteri a zradenja (?1'At, 2Bi, 2°Ac, ?%°Ra) (45). Medutim njihova upotreba je bila
ograni¢ena na prvu i drugu fazu klini¢kih istraZivanja tako da su Zevalin® i Bexxar® ostali
jedini registrovani radiofarmaceutici za RIT. Bez obzira na dokazanu efikasnost RIT, ovaj vid
terapije nije Siroko prihvacen u hematoonkoloskoj zajednici, a rezultat toge je povlacenje

Bexxar®-a sa trzista 2014. godine zbog ekonomski neisplative proizvodnje (5,46).

13
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Stoga, terapije radioaktivnim jodom i Zevalin®-om su najée$ée koristene RT i RIT u

nukleranoj medicini (47).

Princip SIRT-a se zasniva na intrahepatickoj administraciji B-terapijskih
radiofarmaceutika, koji se lokalizuju u tumoru embolizacijom arteriola. Beta zraCenje
isporucuje letalnu dozu tumorskim ¢elijama poStedujucu okolno parenhimsko tkivo, jer vecina

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

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

131)-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
znadajni rezultati jer su potrebna opseznija ispitivanja i duze pracenje pacijenata (49). Danas,
glavni predstavnici SIRT-a su mikrosfere obiljezene *°Y: 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).

14
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2.3. Hipertermija

Termin hipertermija (gré. hyper — podici, thermia — toplota) (HT) obi¢no predstavlja
zagrijavanje ¢elija i tkiva jedan ili viSe sati, na temperaturi izmedu 40 °C i 45 °C (51,52). Jo$
je otac medicine, Hipokrat opisao ulogu toplote u medicini: ,,Bolesti koje se ne lijece
lijekovima, lijece se nozem. One koje se ne mogu lijeciti nozem, lijece se vatrom. One koje se
ne lijece vatrom su neizljecive (53). Prvi put primjena toplote u onkologiji se spominje u
Hirurskim Papirusima Edwina Smitha (oko 300-2500 p.n.e.), gdje se spominje savjet ljekara
da se tumor dojke kauterizuje pomocu ,,vatrenog Stapa“ (54). Njemacki ljekar W. Busch je

opisao slucaj pacijenta sa sarkomom, ¢iji 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 viSe temperature (56). Na vi§im temperaturama, sama toplota izaziva denaturaciju
proteina (57), osteenje skeleta ¢elije (58,59), onesposobljavanje mehanizama reparacije DNK
(60-62), promjene u propustljivosti membrane (63,64) kao i odgovor imunog sistema (slika 5)
(65-67).

Hipertermija

Pojacan metabolizam

Y

Ostecenje proteina\q—[ Povecano stvaranje ]
. Oksidacija slobodnih radikala
¢ Agregacija

L- Denaturacija y,

A 4 L 3

Ostecenje DNK Inhibicija celijskog Osteé¢enje membrane
proteina ciklusa * Poremecajtransporta
* Inhibicija mehanizama « Zaustavljanje G1 celijske faze * Poremecajfunkcija receptora
reparacija DNK +  Zaustavljanje mitoze * Ostecenje citoskeleta

[ Smrt tumorske celije
»| * Apoptoza
L- Nekroza

Slika 5. Efekat hipertermije na celiju.
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Takode, blaga hipertermija pojacava protok krvi u tumoru i vaskularnu permeabilnost
1 time poboljsava zasi¢enost tumorskih c¢elija kiseonikom i1 hranljivim materijama. Pove¢ana
perfuzija zapocinje nekoliko minuta nakon zagrijavanja i moZze trajati satima. Temperature
iznad 42 °C mogu dovesti do kolabiranja krvnih sudova, apoptoze i nekroze celije (57,68).
Takode, visoke temperature mogu izazvati koalgulaciju, ¢ime bi prenos toplote bio
onemogucen a samim tim bi se stvorili uslovi i1 za formiranje novih hipoksi¢nih regiona, ¢ime
bi se otpor ka zracenju povecao (69). Kod c¢elija kod kojih je umjerena hipertermija donijela
subletalnu dozu, smanjuje se upotreba kiseonika, prevodenjem njihovog metabolizma ka
glikolitickom putu. Time se povecava koli¢ina kiseonika koja se moZe odvesti u hipoksi¢ne
regione (70,71). Tumorske Celije su viSe termosenzitivne na efekte hipertermije nego zdrave
¢elije zbog kiselog okruzenja koji vlada u njima. Svaka c¢elija ima svoju prelomnu tac¢ku
osjetljivosti ka toploti, gdje se iznad te tacke stopa smrtnosti ¢elija povecava duplo sa
povecanjem temperature za 1 °C. Prelomna tacka za humane ¢Celije je 43,5 °C a za Zivotinjske
43 °C (72). Efekat hipetermije je razli¢it u razliCitim tkivima, ali se moze smatrati da
hipertermija samostalno izaziva malu do umjerenu citotoksi¢nost, $to nije sluc¢aj kada se koristi

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

2.4. Magnetna hipertermija

Magnetna hipertermija (MHT) predstavlja oslobadanje toplote od strane razli¢itih
medijatora pod uticajem spoljasnjeg naizmjeni¢nog magnetog polja (SMP) odredene jacine i
frekvencije (75), gdje dolazi do postizanja temperature izmedu 42 °C i 46 °C unutar tumorskog
tkiva uslijed ¢ega dolazi do odumiranja ¢elija karcinoma, dok celije zdravog tkiva nisu
osjetljive prema postignutim temperaturama (76). Razli¢ite tehnike indukuju HT, kao $to su
radiotalasi, ultrazvuk, mikrotalasi, infracrvena radijacija i svaka od ovih metoda ima svoje

nedostatke kao Sto su:

a) zagrijavanje okolnog zdravog tkiva rezultuju¢i opekotinama, plikovima i neugodnosti
pacijenta;
b) ograniceno prodiranje toplote u tkiva;

¢) nedovoljna doza toplote na ciljnom mijestu (77).
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U odnosu na HT, koja se takode indukuje primjenom elektromagnetnih talasa iz
elektricnog uredaja, najveca prednost MHT je u njenoj selektivnosti zbog prirodne
propustljivosti (skoro 1) ljudskog organizma prema magnetnom polju. Pod uticajem
promjenljivog magnetnog polja zagrijava se iskljucivo regija tijela gdje se nalazi tumor, dok

zdravo tkivo biva postedeno.

Na pocetku, medijatori toplote su bile elektro-konduktivne ili feromagnetne igle/zrna
koja su se stavljala u tumore (7). Napredak u razvoju nanostrukturnih materijala, sa veli¢inom
uporedivoj sa bioloskim entitetima (éelije, proteini, geni i sl.), dali su veliki doprinos u razvoju
MHT. Predstavnici 0 dimenzionalnih nanocestica, kojima su sve tri dimenzije ispod 100 nm,
su CdSe nanocestice tzv. ,.kvantne tackice”, fotosenzitivne zlatne nanoc¢estice, nanoc¢estice na

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

Slika 6. Predstavnici 0D nanonocesica. Organske nanocestice: A. Lipozomi, B.
Dendrimeri. Neorganske nanocestice: C. Fe304/y-Fe203 (magnetne) nanocestice, D. Au
nanocestice, E. CdSe nonocestice ,, kvantne cestice” (78,79).

MHT se takode moze nazvati i magnetna nanofluidna hipertermija, jer se magnetne
nanocestice ili fluidi koriste u obliku stabilnih koloidnih suspenzija u vodi ili ugljenohidratnom

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

su u tabeli 3.
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Tabela 3. Pregled metoda sinteza magnetnih nanocestica (81).

Metoda sinteze V_r ljeme Rastvara¢ P_rlnos Prednosti Nedostaci
sinteze sinteze
Tesko
Koprecipitacija Minuti Voda Visok Jed_nosta\_/.nost : kontr(.)!l.sanje
niska cijena veli¢ine
Cestica
Uzana Vrlo toksi¢ni
Termalna Sati-dani Organski Visok distribucija i surfaktanti i
dekompozicija rastvaraci dobra kontrola ostaci
velidine Cestica prekursora
Neekoloska i
. .. . Organski . . l_)obr_o ekonomski
Mikroemulzija Sati o Visok iskristalisane : ;
rastvaraci . neisplativa
nanocestice
metoda
Relativno .
Solvotermalna . Organski .. dobro Vellvka.
Sati o Srednji . potro$nja
metoda rastvaraci kotrolisana .
e e energije
veliCina Cestica
Voda i e Tesko
L . . . Velika Cistoca  kontrolisanje
Sprej piroliza Sekundi isparljivi Visok .
“e nanocestica veliine
rastvaraci D
cestica
Uzana Nemoguénost
- - . . . istribucija i canj
Laser piroliza Milisekundi Gasovi Visok distribucija poveeanja
dobra kontrola veli¢ine
veli¢ine Cestica destica

2.4.1. Osobine i podjela magnetnih materijala

Svi materijali u odredenom stepenu posjeduju magnetna svojstva i intereaguju sa
spoljasnjim magnetnim poljem. Kada se materijal unese u magnetno polje dolazi do nastajanja
magnetnog momenta (vektorski zbir orbitalnih i spinskih magnetnih momenata atoma), koji se
izrazava po jedinici zapremine tog materijala i naziva se magnetizacija (M). Magnetna
susceptibilnost — y predstavlja odnos magnetizacije i jacine spoljasnjeg magnetnog polja (H).
Izucavajuéi zavisnost magnetizacije od spoljasnjeg magnetnog polja — M(H) ili od temperature
— M(T), magnetni materijali su Kklasifikovani prema susceptibilnosti (osjetljivosti) u

magnetnom polju na:

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

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

magnetnih momenata (bez prisustva magnetnog polja).

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

dijelovanja SMP na orbitalno kretanje elektrona u atomu, dolazi do indukovanja magnetnog
momenta koji se orijentiSe 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 uredenje.

Paramagnetici su gradeni od atoma koji sadrze nesparene elektrone, tj. od atoma koji
imaju stalni magnetni dipolni moment. Zbog termic¢kog kretanja atoma, orijentacija magnetnih
momenata atoma paramagnetika ukoliko se ne nalaze u SMP, je haoti¢na. U SMP magnetni
momenti se orijentiSu u pravcu SMP, pa je magnetna susceptibilnost mala i pozitivna. Posto
stepen njihove orijentacije zavisi od temperature, magnetna susceptibilnost je funkcija
temprerature. Po prestanku djelovanja SMP, uredenost magnetnih momenata prestaje i postaje

haoti¢na (82-84).

Feromagnetici posjeduju stalni magnetni dipolni momenat i za njih je karakteristicna
spontana magnetizacija (uredenost magnetnih dipolnih momenata atoma van spoljasnjeg
magnetnog polja ispod karakteristi¢ne temperature) koja je najveca na niskim temperaturama.
PoviSavajuéi temperaturu, dipolni momenti odstupaju od paralelne orijentacije i dolazi do
slabljenja spontane magnetizacije. Kada temperatura feromagnetika dostigne ili prevazide
Curie-jevu temepraturu (Tc), feromagnetik gubi svoju magnetizaciju i postaje paramagnetik.
Iznad Curie-jeve temperature dominira termicko 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
medusobno su razdvojeni granicama domena tzv. domenskim zidovima (Bloch-ovim
zidovima). Tokom procesa magnetizacije feromagnetnika pod uticajem SMP na temperaturi
nizoj od Curie-jeve, dolazi do promjene orijentacije i veli¢ine domena a magnetizacija se

odvija u nekoliko faza. U prvoj fazi pri slabom magnetnom polju, dolazi do povecanja onih

19



Aljosa Stankovié Doktorska disertacija

magnetnih domena ciji rezultuju¢i magnetni moment pravi najmanji ugao sa SMP. U drugoj
fazi, koja se odvija pri ja¢im poljima, dolazi do rotacije magentnih momenata domena u smjeru
SMP. U trenutku kada se vektori magnetnih momenata svih domena orijentisu u pravecu SMP,
magnetizacija M dostize svoju maksimalnu (saturacionu) vrijednost (Ms). Ukoliko se iskljuci
SMP, magnetizacija nece posti¢i vrijednost nula, ve¢ ¢e imati neku kona¢nu vrijednost i to je
remanentna magnetizacija (My). Primjenom polja u suprotnom smjeru (Hc, koercitivno polje)
magnetizacija pada na nulu, a daljim povecavanjem takvog polja do¢i ¢e do postizanja
maksimuma magnetizacije ali u suprotnom smjeru. Ponovnim smanjivanjem SMP do
vrijednosti nula i njegovim povecanjem u suprotnom smjeru, magnetizacija materijala ¢e i¢i

sli¢no praveéi histerezisnu petlju (slika 7).

Stepen- .. ’ Saturacija | —» —» —»
magnetizacije (M) h - 5 >
- > >

L.

He  Jagina spoljasnjeg
magnetnog polja (H)

M;

tHt
t44
t11

Saturacija

Slika 7. Histerezisna petlja (85).

Ferimagnetnici imaju magnetne momente koji su antiparalelni i razli¢itih vrijednosti

1 zbog toga ovakvi materijali raspolazu spontanom magnetizacijom. Pod dejstvom SMP
ferimagnetici se ponasaju kao feromagnetici, i iznad Curie-jeve temperature narusava se

spontana uredenost magnetnih momenata.

Antiferomagnetici su materijali kod kojih uzajamno dejstvo izmedu 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 rezultujuci
magnetni momenat jednak nuli. Kao i kod feromagnetnika, pomenuta magnetna uredenost

postoji u nekom temperaturnom intervalu i1 naruSava se iznad neke kriticne temperature. Ta
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temperatura se naziva antiferomagnetna Curie-jeve tacka 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 nanocesti¢nih magnetnih materijala na temperaturama ispod Curie-jeve ili Néel-
ove temperature, gdje se materijal ponasa sli¢no kao paramagnetik, osim $to umesto magnetnog
momenta svakog individualnog atoma, magnetni moment cijele nanocestice tezi da se
orijentiSe u pravcu SMP-a. Ove nanocestice su jednodomenske §to predstavlja da se ukupni
magnetni momenat tih nanoCestica posmatra kao jedan magnetni momenat sastavljen od svih
pojedina¢nih magnetnih momenata atoma koji formiraju nanocestice (87). Kod feromagnetnih
nanocestica, unutar svakog domena magnetni momenat ima specifi¢nu orijentaciju i pri uticaju
SMP domeni koji se nalaze u pravcu polja rastu na racun 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 najceS¢e koriste u medicini nema
histerezisnih gubitaka i postoje dva mehanizma za stvaranje toplote, a to su Neel-ovi i Brown-
ovi gubici. Svaka nanocCestica u superparamagentom materijalu sastoji se iz jednog domena i
zbog toga ¢e imati konstantan magnetni moment, ¢ija je orijentacija u odsustvu SMP odredena
kristalnom anizotropijom cestice. Ukoliko SMP obezbijedi dovoljno energije da pomjeri
magnetni moment iz preferirane orijentacije, dolazi do relaksacije magnetnih momenata do
polozaja duz primjenjenog polja tokom cCega se oslobada termalna energija u okolinu.
Promjenom smjera SMP do¢i ¢e do ponovne relaksacije i oslobadanja toplote (88). Relaksacija
se moze desiti fizickom rotacijom samih Cestica (Brown-ova relaksacija) ili rotacijom
spregnutih atomskih magnetnih momenata unutar svake Cestice (Neel-ova relaksacija) (slika
8). Oba mehanizma dovode do faznog zaostajanja izmedu SMP i smjera magnetnog polja, zbog

Cega se deSavaju 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

slede¢im formulama:

KV

a) Neel-ovo vrijeme relaksacije (ty): Ty = Tpe kT 1)
b) Brown-ovo vrijeme relaksacije (t5): 15 = 37{‘;” (2)

c) Efektivno vrijeme relaksacije kada se oba procesa desavaju u isto vrijeme (1):
_ TBIN
T= TB+TN (3)
, gdje je T = 10° s, K — konstanta anizotropije, Vm — zapremina &estice, k - Boltzman-ova
konstanta, T — temperatura, n — koeficijent viskoznosti, V1 — hidrodinamicka zapremina Cestice

(zapremina Cestice sa oblogom).

Neel-ovo vrijeme relaksacije zavisi od energije anizotropije koja predstavlja energiju
koja je potrebna za promijenu pravca magnetnog momenta nanocestice iz svog preferiranog
polozaja. Dok Brown-ovo vrijeme relaksacije zavisi od hidrodinamickih osobina fluida.
Energija anizotropije jednodomenske cestice, zavisi od osobina materijala 1 od veliine
nanocestica (90). Uvijek postoji mogucnost da se oba mehanizma stvaranja toplote pojave u
isto vrijeme, a koji mehanizam ¢e biti dominatan zavisi Cije je vrijeme relaksacije krace (89).
Ova dva mehanizma relaksacije su relevantni mehanizmi zagrijavanja superparamagnetnih
nanodestica (SMNC) na bazi oksida gvozda. Brown-ov mehanizam je zna¢ajan za SMNC veée

od 20 nm, a Neel-ov mehanizam za SMNC manje od 20 nm (91).
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Moguénost stvaranja toplote magnetnog materijala pod uticajem magnetnog polja se
mjeri vrijednostima specifiéne brzine apsorpcije (SPA), koja predstavlja koli¢inu
elektromagnetne energije po jedinici mase nanocestice koja se konvertuje u toplotu. SPA
vrijednost je zavisna od ukupnog vremena relaksacije (t) i direktno je proporcionalna
saturacionoj magentizaciji Ms i konstanti anizotropije (K), a obrnuto je proporcionalna
distribuciji veliCine Cestica:

TuolH?MZV  2nft
3kgT 1+ (271 fT)?

SPAW/g)= f 4)

Za svaku frekvenciju magnetnog polja, postoji ,,idealna” veli¢ina nanocestica, koja ¢e
omoguciti maksimalnu SPA vrijednost uz uslov da je uska raspodjela veli¢ine nanocestica.
Velika SPA vrijednost dovodi do krac¢eg vremena izlaganja organizma SMP, a tokom klinicke
primjene nanocestica do kontrole predaje toplote samo oboljelom podrucju. Posto nije
jednostavno teorijski odrediti SPA vrijednost zbog velikog broja parametara koji na nju uticu
(amplituda i frekvencija SMP, veli¢ina, raspodjela veliine, oblik, hemijski sastav i kristalna

struktura nanocestice i dr.), eksperimentalna odredivanja su izuzetno bitna (92).

2.4.3. Superparamagnetne nanocestice

U medicini najée$¢e se primjenjuju superparamagnetne nanodestice (SMNC)
suspendovane u vodi tj. u obliku ferofluida. Glavni kriterijum kod selekcije 1 sinteze razli€itih
SMNC je moguénost stvaranja velike toplote, koja iskljuéivo zavisi od njihovih magnetnih
(M) 1 biofizickih osobina (npr. toksi¢nost, koloidna stabilnost, SPA vrijednost) u fizioloskim
uslovima. Efikasnost SMNC da absorbuju energiju magnetnog polja zavisi od veli¢ine,
distribucije veli¢ine i magnetne anizotropije, kao i od amplitude i frekvencije magnetnog polja.
Uska raspodijela veli¢ine SMNC ée minimalizovati koli¢inu ferofluida neophodnu za terapijski
tretman odredene zapremine tumora, jer ¢e omoguciti da SPA vrijednost dostigne svoj

maksimum (93).

Medu do sada ispitanim magnetnim nanocesticama, superparamagnetne nanocestice na
bazi gvozde(Il) i gvozde(Ill) oksida, magnetita (FesO4) i maghemita (y-Fe2Oz), pokazale su

znacajnu prednost u odnosu na druge nanocestice zbog svoje hemijske stabilnosti, niske
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toksi¢nosti (gvozde se moze iskoristiti kroz metabolicke puteve), povoljnih magnetnih osobina

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

SMNC su nasle svoju primjenu kao kontrasti za magnetnu rezonancu (95), kao nosa¢i
razli¢itih citotoksi¢nih i antibiotskih lijekova (96,97), u terapiji magnetnom hipertermijom
(98), kao nosioci gena (99), preciséivaci proteina (100), za obiljezavanje ¢elija (101). Magnetit
(FesOs4) i maghemit (y-Fe20s) su jedini magnetni materijali odobreni od strane FDA za
primjenu u lije¢enju deficijencije gvozda i magnetnu rezonancu. Primjena SMNC u medicini
zahtjeva osim visoke magnetizacije i stabilnost koloidne suspenzije (102). Paznja se mora
obratiti na slijede¢e nedostatke SMNC: brzu aglomeraciju i hemijsku reaktivnost sa velikom
povriinskom energijom koja dovodi do oksidacije SMNC u tumorskom okruZenju i gubitku
magnetizma, kao i do nemoguc¢nosti dolaska do ciljanog tkiva (103). Modifikacija povrsine sa
polimernim, nepolimernim, organskim ili neorganskim surfaktantima dovodi do stabilizacije
koloidne suspenzije i1 spreavanja stvaranja aglomerata neobloZenih nanocestica, povecanja
rastvorljivosti SMNC u fizioloskim uslovima, smanjenja toksi¢nosti i kontrole veli¢ine &estica
radi dejstva u odredenim organima. Razliita jedinjenja, kao Sto 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 utice i
na eliminaciju SMNC (slika 9).
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Slika 9. Jedinjenja koja se najcesce koriste kao obloge SMNC. A. PEG-600,
B. DTPA, C. APTES, D. HEDP, E. Dekstran, F. DMSA.

Date intravenski, SMNC se primarno elimini$u iz krvi putem ¢elija retikuloendotelnog
sistema (RES-a) i odlazu u RES organima (jetra i slezina), a poluvrijeme eliminacije se krece
izmedu 1 h i 24-36 h (108). SMNC koje su oblozene PEG-om su pokazale manju opsonizaciju
i odlaganje u organima RES-a nego SMNC oblozene dekstranima (109). Sve &esce za obloge
SMNC-a se koriste hemijska jedinjenja koja se obiljezena sa %™Tc primjenjuju kao
radiofarmaceutici u dijagnostickim procedurama, kao $to su mezo-2,3-dimerkaptosukcinska
kiselina (DMSA) (110), dietilentriaminepentasirCetna kiselina (DTPA) (111) i 2,3-
dikarboksipropan-1,1-difosfonska kiselina (DPD) (112). Slobodne funkcionalne grupe prisutne
na povr§ini SMNC-a nakon oblaganja omoguéavaju vezivanje razli¢itih agenasa za SMNC (9).
U disertaciji kao obloge SMNC su se koristili aminosilani i DMSA. Oblaganjem SMNC sa
DMSA na povrsini SMNC je prisutan veliki broj karboksilnih grupa (-COOH), koje se mogu
koristiti za vezivanje radionuklida, helatnih agenasa ili antitijela. Takode, kao obloga je
koristen i (3-aminopropil)trietoksisilan (APTES), nakon ¢ijeg vezivanja je prisutan veliki broj
slobodnih amino grupa (-NH2) koje se isto mogu Korisiti kao donori elektrona za vezivanje
(12).
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2.4.4, Sinergizam hipertermije i jonizujuceg zracenja

Jos 60-ih godina prosloga vijeka, u in vitro eksperimentima je dokazano da hipertermija
tj. zagrijavanje tumora pojacava citotoksi¢ni efekat jonizujuceg zracenja, Sto je prikazano u

mnogim revijalnim radovima (51,113-115). Sinergizam se ogleda u sljede¢em:

a) Toplotni efekat hipertermije povecava osjetljivost hipoksi¢nih tumorskih celija, na
jonizujuce zracenje (116-120).

b) Tokom S-faze celijskog ciklusa, tumorske celije su otporne na zraCenje ali su vrlo
osjetljive natoplotu. Razlog njihove radiorezistencije je mogucnost zaustavljanja daljeg
ciklusa u S-fazi dok se ne popravi subletalno radijacijsko oSteCenje DNK molekule
(121-123).

c) Nizak pH u tumorskom tkivu i nedostatak hranljivih materija smanjuje osjetljivost
prema zracenju a povecava prema hipertermiji. Dalje zagrijavanje celija tumora
uzrokuje pretjeranu acidifikaciju §to dovodi do smrti ¢elija tumora (apoptoze) (124—
127).

d) Dejstvo toplote indukuje proizvodnju ,,proteina toplotnog stresa” na povrsini tretiranih
¢elija, Sto ¢ini da imuni sistem, inicijalno ,,neprepoznatljive” ¢elije tumora, prepozna 1
zapoc¢ne borbu protiv njih (128).

e) Abnormalna vaskulatura i slab protok krvi u hipoksi¢nim regionima unutar tumora
zadrZavaju toplotu i spre¢avaju njeno rasipanje na okolno zdravo tkivo (129-132).

f) Jonizujuée zraCenje oStecuje DNK, dok hipertermija inhibira proteine odgovorne za

reparaciju DNK molekula.

U temperaturnom intervalu umjerene hipertermije 41 °C — 43 °C oste¢enja normalnog
tkiva su reverzibilna dok se tumorske Celije ireverzibilno ostecuju, zbog cega se najceSce

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

Pojedine klinicke studije, ukljucujuéi Faze 2 i 3, su potvrdile da primjena HT znacajno
poboljsava terapijske ishode kada se kombinuje sa radioterapijom. Na primer, kompletna
uspjeSnost terapije kada se primjenjivala HT sa RT u odnosu samo na RT se povecala 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).

Medutim, uprkos ohrabrujuéim rezultatima pojedinih klinickih studija, kao i

mogucnosti primjene hipertermije na razli¢itim mjestima (lokalno, regionalno, primjena na

26



Aljosa Stankovié Doktorska disertacija

cijelom tijelu) i raznovrsnosti uredaja za stvaranje toplote (mikrotalasi, radiofrekvencija,
ultrazvuk, infracrveno, implanti, laser, perfuzione tehnike i sl.), HT nije nasla klini¢ku

primjenu, osim u Holandiji (135).

Najveci problem predstavlja potesko¢a adekvatnog zagrijavanja tumora, narocito onih
koji su duboko pozicionirani (51,136), §to je prikazano u jednoj klinickoj studiji gdje

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

Takode, bitno je da se odredena doza toplote prenese u tumor, ali sa poStedom okolnog
tkiva. To je tesko izvodljivo, narocito kada toplota potiCe iz spoljasnjeg izvora, jer tada efekat
provodenja i rasipanja toplote dovodi do neravnomjerne distribucije toplote u tumoru, ¢ak i do
pregrijavanja u regijama dubokih tumora (138). Komplikaciju predstavlja i nesigurnost u
mjerenju isporucene toplote u tumoru i okolnom tkivu. U vecini slucajeva radi se koriStenjem
sondi, $to je invazivna tehnika, dok snimanje pomoc¢u magnetne rezonance ili infracrveno

mjerenje zahtjeva specifi¢nu i skupu opremu (139).

2.4.5. Klini¢ka upotreba magnetne hipertermije i radioterapije

Nakon dobrih rezultata efikasnosti SMNC u preklini¢kim studijama, koje su pokazale
spori klirens SMNC iz tumora i moguénost primjene nekoliko tretmana nakon jedne fluidne
injekcije, sprovedene su klini¢ke studije magnetne hipertermije (140-142). Pilot studija je
sprovedena 2005. godine u terapiji karcinoma prostate koriste¢i prvi put aplikator magnetnog
polja za cijelo tijelo (MFH®300F, MagForce Nanotechnologies AG, Njemacka) u
Univerzitetskoj bolnici Charite u Berlinu (slika 10). Suspenzija SMNC na bazi FesOs je
injektovana u prostatu pomocu ultrazvuénog i fluoroskopskog navodenja pacijentima kojima
su prethodno zraceni lokalni recidivi karcinoma prostate. MHT je bila izvodljiva i pacijenti su

se dobro osjecali tokom primjene ove vrste terapije (143).
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. & v
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 razli¢itih vrsta rekurentnih tumora (karcinom prostate, jajnika, cerviksa, sarkoma, rektuma)
1 u zavisnosti od regiona tretiranja, ja¢ina 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 povecanjem jac¢ine magnetnog polja.
Sve procedure su prosle bez nezeljenih dogadaja a vecina pacijenata je prijavila subjektivan

osjecaj toplote koji nije uticao na tretman (145).

Nakon obecavaju¢ih rezultata upotrebe kombinacije magnetne hipertermije i
radioterapije u pretklini¢kim studijama (142,146,147), grupa Maier-Hauff-a je prva ispitala
efikasnost 1 tezinu podnosSenja terapije od strane pacijenata gde je MHT bila kombinovana sa
RT i primjenjena na rekurentnom multiformnom glioblastomu. Suspenzija od 5 mL SMNC
oblozenih aminosilanima veli¢ine 15 nm (koncentracija gvozda: 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 jacina 2.5-18 kA/m) i
primili su dozu zracenja od 16-70 Gy (srednja vrijednost 30 Gy). Maksimalne postignute
temperature u tumorima, pracene pomocu intratumorski ugradene sonde, su se kretale izmedu
42,4 °Ci49,5 °C (srednja vrijednost 44,6 °C). (148). Nakon toga je sprovedena 2. faza klinicke

studije Ciji je krajnji cilj bila procijena srednjeg prezivljavanja pacijenata. Intratumorski je
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injektovana suspenzija SMNC obloZenih aminosilanima zastiéenog naziva NanoTherm® AS1
(MagForce Nanotechnologies) (slika 11). NanoTherm® AS1 je jedini nanotehnologki preparat
na bazi SMNC koji je registrovan u Evropi za terapiju multiformog glioblastoma, a od jula
2018. godine sprovode se klini¢ka istrazivanja sa ovim preparatom u terapiji karcinoma

prostate.

& g R < &
Slika 11. Primjena SMNC (NanoTherm® AS
B. MRI snimak mozga prije tretmana. C i D. CT snimak nakon injektovanja SMNC (regija
bijele boje). Izotermalna linije pokazuju izracunatu temperaturu tretmana izmedu 40 °C
(plava linija) i 50 °C (crvena linija). E i F. 3D rekonstrukcija MRI i CT-a pokazuje tumor
(smeda masa), SMNC (plava masa) i sonda za mjerenje temperature (zelena linija) (149).

Pacijenti su tretirani magnetnom hipertermijom 2 puta sedmi¢no u magnetnom polju
frekvencije 100 kHz i zraceni 5 puta sedmi¢no sa dozom zracenja od 2 Gy (ukupna doza
zraCenja 30 Gy). Pacijenti su dobro podnijeli primjenjene procedure, a srednje prezivljavanje
kod 59 pacijenata nakon dijagnoze prvog recidiva je bilo 13,4 mjeseca §to je viSe u odnosu na
prosjecno prezivljavanje od 6 mjeseci kod ovakvih pacijenata. Kod pacijenata koji su imali
dijagnostifikovan primarni glioblastom, prosje¢no prezivljavanje je bilo 14,6 mjeseci, ali

nakon terapije sa magnetnom hipertemijom i radioterapijom prosjecno prezivljavanje je bilo
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23,2 mjeseca. Patoloska analiza je pokazala da su SMNC bile rasprostranjene samo u okvirima

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

Bez obzira na veliki napredak i odli¢ne rezultate dobijene u prethodnim istrazivanjima,
rutinska klinicka primjena MHT (kao monoterapija ili u kombinaciji sa radioterapijom) ima
svoja ograni¢enja, kao nedovoljno oslobadanje energije u metastazama. Herg i saradnici su
utvrdili da bi se temperatura u metastatkom tkivu od 3 mm povecala za 5 K, neophodno je SPA
vrijednosti od 10 kW/g, §to je iznad do sada objavljenih SPA vrijednosti (10-1700 W/g) (152).
U klinickoj upotrebi magnetne hipertermije treba imati u vidu i fizioloska ogranicenja. Usljed
vrtloznih struja, magnetno polje visoke frekvencije moze izazvati lokalno zagrijavanje u dijelu
tkiva u kome se ne nalaze magnetne &estice. Klini¢ka upotreba SMNC, &ije SPA vrijednosti
dobijene u naizmjeni¢nom magnetnom polju ¢iji proizvod H'f prekoracuje Brezovié-ev limit
(4,85-10® A/m-s), je zanemarena. Primjena MHT ima i tehni¢ka ograni¢enja, jer parametri
magnetnog polja moraju biti precizno odredeni kako bi se optimizovala efikasnost zagrijavanja

SMNC i o&uvalo zdravo tkivo, kao i udobnost pacijenata tokom primjene (88).

2.5. Primjena radionuklida sa SMNC

Klini¢ki potvrden efekat hipetermije indukovan SMNC, kao i povoljne fizicko-
hemijske karakteristike SMNC (male dimenzije, velika specifi¢na povrsina, netoksi¢nost,
hemijska stabilnost, cijena), otvorili su mogucénost za stvaranjem multifunkcionalnog
radiofarmaceutika, vezivanjem radionuklida za SMNC. Bez obzira §to su SMNC pokazale
veliku rezoluciju kao kontrasti za MRI, senzitivnost akvizicije je bila ograni¢ena (153-155).
Obiljezavanje SMNC sa radionuklidima otvara moguénost njihove upotrebe kao dualnih ili
multimodalnih agenasa koji bi mogli imati upotrebu u hibridnim molekularnim tehnologijama
kao 3to su PET/MRI i SPECT/MRI. SMNC bi djelovale kao MRI kontrasti, dok bi
obiljezavanje sa radionuklidima omogucilo 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 koris¢enja SMNC kao dualinih agenasa, ide komercijalna
dostupnost PET/MRI uredaja za klinicko i SPECT/MRI uredaja za preklini¢ko snimanje. Svoju

multimodalnost, kao i moguénost kori$éenja u terapiji, SMNC ostvaruju pomocu pasivnog i/ili
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aktivnog ciljanja tumora. Pasivno ciljanje tumora se zasniva na tzv. efektu povecane
propustljivosti 1 zadrzavanja (EPR efekat), gdje zbog velikog broja haoti¢nih 1 veoma
propustljivih krvnih sudova tumora (otvori 400-800 nm), SMNC lako ulaze u tumorsko tkivo
i posljediéno ostaju zbog nedostatka limfne drenaze (slika 12). Sta vise, njihova efikasna
imobilizacija se moze postic¢i pomocu spoljasnjeg magentnog polja. U tom slucaju, djelovanje
Kupferovih ¢elija RES-a oteZava ciljanje tumorskog tkiva. EPR efekat ima svoja ogranicenja,
jer isklju¢ivo zavisi od veli¢ine i naelektrisanja SMNC. Pasivno ciljanje se moZe smatrati
,nespecificnim* ciljanjem, jer ¢e isporuka radionuklida zavisiti od poroznosti vaskulatura, koje
mogu biti porozne i u drugim tkivima, ne samo u tumorima. Da bi zaobisli navedena

ogranicenja koristi se strategija aktivnog ciljanja (156).

Angiogeni krvni sudovi u tumoru

Normalna ili neprekidna
endotelna vaskulatura

Propustljiva vaskulatura u tumoru
(meduendotelni otvori od 400-800 nm)

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

Za aktivno ciljanje SMNC na svojoj povrsini imaju odgovarajuée biomarkere (npr.
antitijela, peptide, proteine, nukleinske kiseline i dr.) koji su specifi¢ni za odgovarajucée vrste
(npr. antigene) prisutne na povrsini ili u tumoru (158-161). Konjugacija antitijela sa SMNC
daje moguénost da se SMNC vezu za specifiéne receptore na tumorskim ¢elijama, da dode do
penetracije, povecanja retencije i krajnjeg ispoljavanja terapijskog efekta. Antitijela moraju biti
kovalento vezana za SMNC, jer fizicka adsorpcija koja zavisi od nekovalntnih interakcija

pojedinih grupa nije stabilna i moze dovesti do otpustanja antitijela sa povrsine SMNC. Vrlo
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je bitno da tokom konjugacije sa SMNC, Fc region antitijela ne ostane izlozen cirkulaciji. U
tom slucaju, receptori makrofaga za Fc region ¢e reagovati i doéi ¢e do nakupljanja SMNC u

jetri i slezini (162).

Od SPECT radionuklida za obeleZavanja SMNC najvise je koristen **™Tc zbog njegove
dostupnosti (**Mo/*®™Tc generator). Mnoga ispitivanja su pokazala da ™ Tc-SMNC nakon in
vivo administracije prikazuju precizne puteve biodistribucije i ekskrecije radioaktivnosti (163).
PEG-om oblozene SMNC obiljeZene sa *?°I-3H11 antigastri¢nim antitijelom pokazale su isto
dobru SPECT i MRI vizualizaciju tumora na ksenograftima (164). Od radionuklida
pozitronskog zradenja za obiljezavanje SMNC najéesée su koristeni Ga, 54Cu, &2zr, 18F, 11C
(165-169). Osim dualnog snimanja, SMNC mogu biti i nosaéi razli¢itih citostatika, koji
ulaskom u tumore otpustaju lijekove i pojacavaju citotoksi¢ni efekat hipertermijom. Zolata i
saradnici su razvili multifunkcionalne SMNC, na koje su ,,nakagili“ trastuzumab (antitijelo
specifiéno za HER2 receptore karcinoma dojke), citostatik doksorubicin i *In. SPECT i MRI
vizualizacija je pokazala uspjesno nakuplianje SMNC u tumoru aktivnim i pasivnim
mehanizmom ciljanja zahvaljujuc¢i EPR efektu i antitijelu, a studije primjene trostruke terapije
su pokazale efikasnost hipertermije, citostatske i imunoterapije na ksenograftu tumora dojke
(slika 13) (170,171).
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Slika 13. Multifunkcionalnost SMNC (172).
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Pored dijagnostickih radionuklida, i terapijski radionuklidi su koriSteni za obiljezavanje
SMNC i dobijanje multifunkcionalnih agensa sa ciljem da se kombinovanim efektom

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

Pri izboru terapijskog radionuklida za obiljezavanje SMNC treba obratiti paznju na
slijedece faktore: vrsta i energija Cestica i/ili fotona koju emituju, vrijeme poluraspada, fizicko-
hemijske osobine radionuklida i tehnika obiljezavanja, a ne smije se zanemariti ni cijena i

dostupnost radionuklida.

Kao $to je prethodno receno, u radionuklidnoj terapiji je neophodno koncentrisanje
terapijskog radioizotopa u tumorskom tkivu i dovoljno jaka energija koja ¢e prouzrokovati
razaranje tumorskih celija u Sto kratem vremenskom periodu, sa §to manjim Stetnim
posljedicama po okolno zdravo tkivo. Zato su a i B emiteri najbolji kandidati za obeljezavanje
SMNC, jer emituju &estice sa jakom energijom i malim dometom (visok LET) i time postizu
prenos energije malignim ¢elija sa minimalnim ozrac¢ivanjem zdravog tkiva. Energija Cestica
treba biti i u skladu sa biodistribucijom SMNC u svim tkivima. Ukoliko je energija Gestica
mala, a biodistribucija SMNC nehomogena, ozradivanje tumorskog tkiva biée nepotpuno. U
slucaju da je domet Cestica ve¢i od samog tumorskog tkiva, ozraCivanje zdravog tkiva ¢e biti
znatno u odnosu na tumorsko tkivo. Vrijeme poluraspada radionuklida mora biti dovoljno dugo
da bi omoguéilo proizvodnju, obiljezavanije i terapijski tretman SMNC, ali i dovoljno kratko
radi smanjenja radiotoksicnosti na zdrava tkiva. Ako je poluvrijeme raspada suvise kratko, a
lokalizacija obiljezenih SMNC spora, postoji moguénost da se radionuklid raspadne prije nego

dode do ciljanog tkiva. U tom slu¢aju, najveci dio zracenja ¢e djelovati na okolna tkiva.

Sa druge strane, ako je poluvrijeme raspada suviSe dugo, povecate se primljena
radijaciona doza u tumorksom i u zdravom tkivu. Takode, pri izboru SMNC-a i radionuklida
treba voditi ra¢una koja SMNC ée poboljsati farmakokinetiku i distribuciju radionuklida i time
pojacati zajednicki terapijski efekat. Relativno velika veli¢ina i molekulska masa SMNC
produZuje retenciju i usporava klirens radioizotopa iz organizma, $to dovodi do poboljSanja
aktivnog ciljanja tumorskih c¢elija kao 1 isporucivanja optimalne radijacijske doze.
Najpozeljnija veli¢ina SMNC je do 100 nm, kako bi stigle u tumorske éelije zaobilazeci

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

Dodatni znac¢aj pri obiljezavanju SMNC daju radionuklidi, koji osim terapijskog

zracenja, su izvori v ili pozitronskog zracenja, jer pruzaju mogucnost pracenja terapije nakon
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injektovanja pomoéu SPECT i PET tehnologija. Obiljezavanje radionuklidima kao $to su *'’Lu
ili Y, koju emituju propratno y zradenje, moguce je osim terapijskog efekta pratiti i
biodistribuciju obiljezenog jedinjenja. Zbog emisije B zraenja od 606 keV i posljedicnim
maksimalnim dometom od ~3 mm u tkivu, I je izabran kao najpodgodniji radionuklid za
obiljezavanje SMNC u disertaciji. Poluvrijeme raspada radionuklida *3'1 od 8 dana daje
moguénost za ispoljavanje maksimalnog terapijskog efekta obiljezenih SMNC i monitoringa
biodistribucije i retencije u tumoru. Takode, treba napomenuti njegovu dugotrajnu primjenu u

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

2.6. Obiljezavanje SMNC radionuklidima

Metoda obiljezavanja SMNC radionuklidom mora biti optimizovana, jer je neophodno
da nakon obiljezavanja, SMNC budu in vitro i in vivo stabilne. Ukoliko su kompleksi
nedovoljno stabilni radionuklidi se oslobadaju i deponuju na nezeljenim mjestima, $to moze

dovesti do neuspjeha terapije. Postoje tri tehnike za obiljezavanje SMNC (slika 14).

III

@ SMNC 4 Radionuklid [ Bifunkcionalni ligand

Slika 14. Moguci nacini obiljezavanja SMNC sa radionuklidom.

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

kompleksiranje radionuklida, a sa druge strane ima aktivno mjesto za vezivanje za povrSinu
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SMNC. Koristenjem te tehnike, prvo se obiljezi ligand koji kasnije stvara hemijsku vezu sa
SMNC. Ovom metodom se stvara jaka veza izmedu radionuklida i SMNC i dobijaju se stabilni
kompleksi (175). Drugi pristup je stvaranje kovalente veze izmedu liganda i SMNC sa
naknadnim obiljezavanjem radionuklidom. Ove dvije tehnike se primjenjuju kod obiljezavanja
SMNC sa trovalentnim metalima, kao $to su 7Lu, Y, 153Sm, 23Bi, °Th. Kao ligandi koji
stvaraju stabilne veze sa metalima koriste se etilendiaminotetrasiréetna kiselina (EDTA),
dietilentriaminotetrasiréetna kiselina (DTPA), 1,4,7,10-tetrazociklododekantetrasiréetna
kiselina (DOTA) (176-178) i njihovi modifikovani derivati. Tre¢i nacin je inkorporacija
radionuklida u samo jezgro SMNC tokom njihove sinteze kao $to je sinteza radioaktivnih
18 AU-SMNC, koje se dobije iradijacijom stabilnog Au tokom sinteze (78,154).

Obiljezavanje SMNC radioizotopima joda, se zasniva na reakciji elektrofilne
supstitucije sa aminokiselinskim ostacima peptidnih vrsta i naknadnim stvaranjem amidne veze
sa funkionalnim grupama na povrsini SMNC. Do sada su samo Chen i saradnici obiljezili sa
1311 SMNC oblozene dekstranom, prethodnim vezivanjem 3! 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 I za oblozene SMNC koristeno je CC49
antitijelo koje predstavlja drugu genereraciju misijeg 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 izraZzen na ~85% humanih
adenokarcinoma kao $to su karcinomi kolona, ovarijuma, pankreasa, dojki, prostate i pluca ne-
malih éelija (184-189). CC49 mAt obiljezeno sa YLu i **'I je pokazalo odliéne rezultate u
ciljanju tumora u ispitivanjima sprovedenim na tumor indukovanim misevima i na ljudima

(190-195).
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2.7. Razvoj nanomedicinskog preparata

Koristenje nanotehnologije za razvoj potencijalnih liganada i primjena kombinovanog
efekta magnetne hipertermije i radionuklidnog zracenja je aktuelna tema mnogih istrazivanja i
u buduénosti bi moglo predstavljati efikasan terapijski pristup. Razvoj bilo kojeg
farmaceutskog preparata, pa i nanomedicinskog preparata je izuzetno izazovan i sastoji se iz
nekoliko faza: fizicko-hemijske karakterizacije, evaluacije biokompatibilnosti i
nanotoksikologije, procjene farmakokinetike i farmakodinamike, kao i kontrole procesa i

reproducibilnosti proizvodnje (79).

2.7.1. Fizi¢ko-hemijska karakterizacija SMNC obiljeZenih radionuklidom

Fizicko-hemijska karakterizacija je prvi korak ka razumjevanju ponaSanja lijeka u
ljudskom organizmu, kao i pokazatelj za procjenu sigurnosti. Ne postoji konac¢na lista niti
konacan broj parametara za karakterizaciju koji bi trebalo ispitati. Medutim, slijedece fizicko-
hemijske karakterisitike bi mogle posluZziti kao pocetna tacka karakterizacije: veliina, oblik 1
distribucija veli€ina Cestica, agregacija i aglomeracija Cestica, kristalna struktura, hemijski
sastav, hemija i naelektrisanje povrSine Cestica, zeta potencijal (196,197). Za neobloZene i
oblozene SMNC neophodno je odrediti i vrijednosti magnetizacije (Ms) i SPA. Nakon
obiljezavanja SMNC radionuklidom, radiohemijska Gistoca je parametar koji se mora odrediti

prije in vitro i in vivo istrazivanja.

Radiohemijska cisto¢a (RCP) se definiSe kao odnos radioaktivnosti ispitivanog
radionuklida prisutnog u deklarisanom hemijskom obliku u uzorku, i ukupne radioaktivnosti
tog radionuklida u uzorku (izrazava se u procentima). Uobigajeno je da RCP obiljezenih SMNC
treba da bude veca od 90%. Metode za ispitivanje RCP moraju da budu brze i jednostavne kao
Sto su npr: tankoslojna hromatografija (TLC), hromatografija na hartiji, visokoefikasna tecna
hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC), elektroforeza na papiru i natrijum dodecil
sulfat poliakrilamid gel (SDS-PAGE) elektroforeza. TLC je najjednostavnija i veoma brza
analiticka metoda za ispitivanje radiohemijske Cisto¢e. Karakteristino je da nema visoku
rezoluciju 1 osetljivost kao HPLC, ali ipak omogucava da se cijelokupna radioaktivnost naneta
na traku, a razdvojena u okviru razliitih frakcija, detektuje. Ova metoda daje mogucnost

veoma brzog i lakog razdvajanja nevezanog radionuklida od obiljezenih SMNC-a.
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Ispitivanjem RCP obiljezenog jedinjenja u toku vremena inkubacijom na 37 °C u
fizioloskom rastvoru ili humanom serumu, moguée je pratiti in vitro stabilnost SMNC-a
obiljezenih radionuklidom. Visoka RCP u toku duzeg vremenskog perioda pokazuje da je
jedinjenje nepromenjenih fizicko-hemijskih osobina i da je primenljiva za dalja in vivo

ispitivanja i kasniju klini¢ku upotrebu.

2.7.2. Biokompatibilnost i nanotoksikologija SMNC obiljeZenih radionuklidom

Biokompatibilnost se definiSe kao sposobnost neizazivanja nezeljene reakcije
organizma (198). Biokompatibilnost je opisni pojam koji se odnosi na biolosku prihvatljivost
materijala koriStenih u medicini na mjestu primjene tj. izostanak znacajne interakcije izmedu
materijala 1 okolnog tkiva. Pretklinicko ispitivanje biokompatibilnosti i nanotoksikologije se
sprovodi kroz specifi¢na in vitro i in vivo istrazivanja. In vitro istraZivanja se Koriste za
ispitivanje citotoksicnosti, koje se sprovodi na ¢elijskim linijama, primarno na ¢elijama tkiva
od znacaja ili mijeSanim celijskim kulturama. Bez obzira $to su navedena ispitivanja jeftina i
daju korisne informacije o viabilnosti ¢elija, ova istrazivanja imaju veliki nedostatak koji se
ogleda u teSko¢i reprodukcije odnosa izmedu nanomaterijala i ¢elije, tkiva, organa u ljudskom
organizmu. In vitro ispitivanja ne mogu predvidjeti patofizioloski odgovor organizma kada se
izlozi dejsvu SMNC. S toga, in vivo ispitivanja farmakokinetike i farmakodinamike daju

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

2.7.3. Farkmakokineti¢ka i farmakodinamicka ispitivanja SMNC obiljeZenih

radionuklidom

Farmakokineticka ispitivanja predstavljaju ispitivanja apsorpcije, biodistribucije,
metabolizma 1 eliminacije nanomaterijala nakon unoSenja u organizam. U vecini slucajeva,
farmakokineticka ispitivanja SMNC obiljezenih radionuklidom se odnose na ispitivanja
biodistribucije, ¢iji nadin sprovodenja zavisi od nadina aplikacije SMNC (201). Nakon
dokazivanja zadovoljavajuée RCP obiljezenih SMNC, kao vaznog uslova za njihovu
akumulaciju u ciljanom organu sa minimalnim nakupljanjem u organima karakteristicnim za
radiohemijske necistoce, i potvrde njihove in vitro stabilnosti, pristupa se in vivo ispitivanjima.

U toku in vivo ispitivanja dobijaju se informacije o biolo§kom ponasanju obiljezenih SMNC u
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toku maksimalnog vremenskog intervala nakon injektovanja u eksperimentalne zivotinje, koje
su naj¢eSc¢e zdravi pacovi i/ili miSevi, zdravi ili sa indukovanim tumorima. U ispitivanjima
biodistribucije obiljezenih SMNC, akumulacija SMNC u organima od znacaja i tumorima se
izrazava kao procenat injektirane doze po gramu tkiva ili procenat injektirane doze po organu.
U farmakodinamicka ispitivanja spadaju ispitivanja terapijskog 1 toksikoloSkog efekta
obiljezenih SMNC na organizam, koje se izvodi mjerenjem dimenzija tumora i masa
eksperimentalnih Zivotinja u ta¢no odredenim vremenskim tackama. Patohistoloskim
ispitivanjem organa i tumora moze se dobiti makroskopska i mikroskopska potvrda prisustva i

terapijskog/toksi¢nog efekta SMNC obiljezenih radionuklidom.
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3. CILJEVI | RADNE HIPOTEZE

3.1. Ciljevi istrazivanja

1. Sinteza biokompatibilnih SMNC i ispitivanje uslova za oblaganje sintetisanih SMNC
APTES-om i DMSA-om.

2. Odredivanje specifi¢ne apsorpcije oblozenih SMNC-a i ispitivanje moguénosti njihove

primjene u magnetnoj hipertermiji.

3. Ispitivanje uslova obiljezavanja oblozenih SMNC jodom-131 indirektnom metodom, tj.
ispitivanje efikasnosti konjugacije jodom-131 obiljezenog monoklonskog antitijela CC49
sa oblozenim SMNC.

4. Ispitivanje bioloskog ponasanja i efekta dualne terapije radioobiljezenih SMNC na

eksperimentalnom  Zivotinjskom modelu (NOD-SCID misevi sa indukovanim

adenokarcinomom kolona).

3.2. Radne hipoteze istrazivanja

1. Primjenom odgovarajuée metode sinteze SMNC i njihovim oblaganjem APTES-om i
DMSA-om dobijaju se stabilne i biokompatibilne SMNC.

2. Sintetisane oblozene SMNC posjeduju osobine koje im omoguéuju primjenu u magnetnoj
hipertermiji.

3. Vezivanjem 311 za SMNC indirektno preko monoklonskog antitijela dobijaju se obiljezene
SMNC stabilne in vitro i in vivo.

4. Obiljezene SMNC, kada se primjene na eksperimentalnom Zivotinjskom 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 uraden u Centru izuzetnih vrijednosti
Laboratorije za radioizotope i Laboratorije za teorijsku fiziku i fiziku kondenzovane materije
Instituta za nuklearne nauke ,,Vinc¢a”, Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju,
Univerziteta u Beogradu. Reagensi koridéeni za sintezu i oblaganje SMNC-a, kao i njihovu

konjugaciju sa radioobiljezenim antitijelom su komercijalni proizvodi odgovarajuce ¢istoce.
Reagensi:

*  Gvozde(Il) sulfatheptahidrat, FeSO4-7H.0, Sigma-Aldrich

*  Gvozde(II) hloridheksahidrat, FeCls-6H20, Fluka

*  Gvozde(II) hloridtetrahidrat, FeClz-4H.0, Fluka

*  Amonijumhidroksid 25%, Zorka Pharma Hemija

«  Natrijumhidroksid, NaOH, Sigma-Aldrich

»  Dietilenglikol (DEG), Sigma-Aldrich

*  N-Metildietanolamin (NMDEA), Sigma-Aldrich

« Azotna kiselina, HNOs, Sigma-Aldrich

«  Fosforna kiselina, H3POs, Zorka Pharma Hemija

+  Etanol, C2HsOH, Merck

+  Metanol, CH3OH, Merck

+  Etilacetat, CH3COOC:Hs, Merck

*  Gvozde(IIl) nitrat nonahidrat, Fe(NOsz)3-9H20, Merck

*  (3-aminopropil)trietoksilan, Sigma-Aldrich

»  Dimerkaptosukcinska kiselina, Sigma-Aldrich

*  Dimetilsulfoksid (DMSO), (CH3).SO, Sigma-Aldrich

o 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] karbodiimidhidrohlorid, Sigma-Aldrich
*  N-hloro-p-toluensulfonamid, Hloramin-T, Sigma-Aldrich

e 2,2’-azino-di-(3-etil-benzotiazolin-6 sulfonska kiselina) diamonijum so (ABTYS),
Sigma-Aldrich

«  Akrilamid, C3HsNO, Sigma-Aldrich

*  N,N'-Metilenbis(akrilamid), bis akrilamid, Sigma-Aldrich

»  Tris-HCI pufer, Sigma-Aldrich

*  2-Amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol, Tris baza, Sigma-Aldrich
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Natrijumdodecilsulfat (SDS), NaC12H25S04, Sigma-Aldrich
Tetrametiletilendiamin (TEMED), Sigma-Aldrich

Tween® 20, Sigma-Aldrich

Amoniumpersulfat (APS), Sigma-Aldrich

Bromfenol plavo, Thermo Fisher Scientific

Ditiotreitol (DTT), Sigma-Aldrich

Glicin, C2HsNO2, Sigma-Aldrich

Glicerol 99%, CsHgOs, Zorka Pharma Hemija

Destilovana voda

Ultracista (Milli Q) voda

Anti-TAG 72 humano monoklonsko antitijelo (1IgG1), Abcam
Anti-Hep B eAg misije monoklonsko antitijelo (IgG1), Santa Cruz Biotechnology

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

tehnike, Abcam

Tumorska ¢elijska linija LS174T (ATCC® CL-188 ™), American Type Culture

Collection

RPMI-1640 medijum, Merck

Na'3!l (29,64 GBg/cm?® u 0,05 M karbonatnom puferu), Polatom
Koncentrovana hlorovodoni¢na kiselina, HCI, Merck

Sephadex® G-25, Upsala

Humani serum albumin 20% - ,,Zavod za transfuziju krvi” Beograd
Fizioloski rastvor (0,9% NaCl)

Potro$ni materijal:

Whatman No. 1 trake, Merck

TLC silika-gel trake Kieselgel 60 (Merck, Nemacka)

Crijeva za dijalizu (MWCO - 12kDa), pre¢nika 15 mm, §irine 23 mm, Sigma-Aldrich
Mikrotitar plocice sa 96 bunarcic¢a, Thermo Scientific™ Nunc

Polarizovane mikroskopske plocice (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

» Nal (TI) gama broja¢, Wizard 2480, Perkin ElImer, SAD

» Doze kalibrator, Capintec CRC-15 beta, SAD

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

« DM 100 uredaj, nB nanoScale Biomagnetic, Spanija

«  BRUKER® In-Vivo Xtreme Il uredaj, Bruker, SAD

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

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

» Zetasizer Nano — ZS90 uredaj, Malvern Instruments Ltd, Velika Britanija

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

+  Quantum Design VersaLab™ VSM5XL magnetometar, Quantum Design, SAD

« Kiriotom, Kedi Instrumental Equipment, Kina

* Leica DM LS2 mikroskop, Leica Microsystems, Njemacka

« Canon PowerShot S70 kamera, Canon, SAD

* Pec¢nica UN55, Memmert, Njemacka
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4.1. Sinteza superparamagnetnih nanocestica

4.1.1. Sinteza Fe30s SMNC
4.1.1.1. Sinteza SMNC-a taloZenjem iz rastvora (metoda koprecipitacije)

SMNC su sintetisane metodom taloZenja iz rastvora koju je razvio Massart (202).
Dodatkom baze u vodeni rastvor Fe?* i Fe** soli u molskom odnosu 1:2, dolazi do taloZenja
magnetita (slika 15 A).

A
Fe’” + 2Fe®"+ 80H — Fe304 + 4H0

1 mol Fe2" : 2 mol Fe3”

B
Disperzija Magnetna
nanocestica separacija
sonikacijom
@ g:
Dodavanje Magnetna
destilovane vode dekantacija

Slika 15. A. Prikaz hemijske reakcije sinteze Fe3Oas, B. Precis¢avanje suspenzije
magnetnom dekantacijom (203).

Pripremljeni vodeni rastvori 0,15 M FeSO4-7H.0 (0,625 g/15 mL H20) i 0,30 M
FeCl3-6H20 (1,216 g/15 mL H20) su preneseni u stakleni balon i zagrijavani do 50 °C uz
konstantno mijesanje. Kada se postigne Zeljena temperatura, u balon se dodaje 20 - 25 mL 25%
NH4OH do postizanja pH = 10 - 11 i nastavi se sa konstantnim mje$anjem jo§ 1 sat na istoj
temperaturi. Nakon formiranja crnog taloga SMNC-a, stakleni balon se postavlja na spoljasnji

magnet kako bi se magnetne Cestice u potpunosti istalozile. Te¢na komponenta (supernatant),
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koju ¢ini rastvor sa jonima pocetnih komponenata koji nisu ucestvovali u reakciji
koprecipitacije, se dekantuje dok se talog drzi na dnu pomoc¢u magneta (magnetna dekantacija).
Poslije odlivanja supernatanta i uklanjanja spoljaSnjeg magneta, talog se resuspenduje u
destilovanoj vodi. Procedura talozenja, dekantovanja i resuspendovanja se ponavlja sve dok se
ne postigne pH ~ 7 (slika 15 B). Nakon toga, SMNC-a se disperguju u 10 mL ultragiste (Milli
Q) vode.

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

SMNC su sintetisane i solvotermalnom metodom taloZenja opisanoj u literaturi (204)
sa neznatnim modifikacijama. U 80 mL pripremljene te¢ne smjese poliola NMDEA i DEG-a
(1:1, v/v), se doda 2,162 g FeClz-6H20 i 0,796 g FeCl>-4H20 i smjesa se mijesa 1 sat na sobnoj
temperaturi. Posebno se rastvori 0,64 g NaOH (16 mM) u 40 mL te¢ne smje$e poliola NMDEA
i DEG-a (1:1, v/v) na poviSenoj temperaturi i dodaje se prethodno pripremljenoj smjesi gvozde
hlorida. Dobijena smjeSa se mjeSa na magnetnoj mjesalici naredna 3 sata na sobnoj temperaturi.
Nakon toga, smjesa se prebaci u teflonsku kivetu zapremine od 150 mL i stavi u pec¢nicu
(Memmert UN55, Njemacka) na 220 °C tokom 12 sati. Poslije hladenja do sobne temeprature
i nakon magnetne dekantacije, formirani talog se ispira 3-4 puta smjeSom etanola/etilacetata
(50/50, v/v) radi uklanjanja organskih i1 neorganskih necisto¢a. Nakon ispiranja, u talog se
dodaje 30 mL 10% HNOs i smjesa se stavlja u ultrazvuc¢no kupatilo tokom 10 minuta u cilju
redukcije povrSinskih nedostataka (novonastalih hidroksida gvozda). Nakon ponovnog
taloZzenja pomocu stalnog magneta, visak kiseline se odliva (dekantuje). U cilju potpune
oksidacije i ponovnog rasta nanocCestica, u dobijeni talog se dodaje 20 mL1,5 M vodenog
rastvora Fe(NOz3)s, talog se resuspenduje i prebacuje u dvogrli balon i smjeSa se mjesa
mehanickom meSalicom na 80 °C narednih 45 minuta. Poslije hladenja do sobne temperature,
taloZenja i1 dekantacije supernatanta, talog se jo§ jednom tretira sa 30 mL 10% HNOs3 u
ultrazvuénom kupatilu tokom 15 minuta. Nakon dekantacije viska kiseline, dobijene SMNC se
ispiraju naizmjeni¢no po 2 puta sa acetonom 1 dietileterom kako bi se uklonili kiselinski ostaci.
Nakon toga, SMNC se ispiraju nekoliko puta sa po 20 mL destilovane vode metodom magnetne

dekantacije, a zatim se disperguju u 10 mL ultraciste (mili Q) vode (205).
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4.1.2. Oblaganje sintetisanih SMNC silanolnim grupama — APTES-SMNC

Rastvor silanskog polimera se priprema na taj nacin Sto se u 24,5 mL destilovane vode
doda 0,5 mL APTES-a a zatim se ukapava glacijalna siréetna 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. Smjese se zatim zagrijavaju tokom 5 sati na temperaturi od 70 °C uz mehanic¢ko
mijesanje od ~200 o/min. Posle hladenja do sobne temperature, suspenzije se unesu u crijeva
zadijalizu (MWCO - 12kDa) i stave na dijalizu naspram destilovane vode preko noci na sobnoj
temperaturi uz mijesanje do postizanja pH vrijednosti suspenzija izmedu 7 i 8 (slika 16 A)
(11,206).

Ha=
A HaN “ MH
o nghig s NH,
F \/ \SI/\/\NH - H(N% e NH7
Fe-O Py 2 70°C, 5h refluks
Y4y - g b - HaNwnae MNHz
d v pH=4 HoN™ MH;
. S . HoN T 'NH
(3-Aminopropiljtrietoksilan (APTES) : HaMN I'EIH*NHE ‘
APTES-SMNC
., COOH
B . HS
p 0 S Hooc. \ | " coon
/ A, OH 25°C, 24h HS—/ __SH
FesOqy - ”UM SE—— Hooc— | FesO4 | —cooH
SH O HS —gH
COOH
. . .. HOOC | 'sH
Dimerkaptosukcinska kiselina (DMSA) HS cooM
DMSA-SMNC

Slika 16. Oblaganje SMNC. A. APTES-SMNC, B. DMSA-SMNC.
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4.1.3. Oblaganje sintetisanih SMNC karboksilnim grupama — DMSA-SMNC

Za funkcionalizaciju DMSA-om, u drugu polovinu suspenzija ferofluida SMNC (~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 mjeSaju na laboratorijskom Sejkeru 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 noc¢i na sobnoj temperaturi uz mijesanje do postizanja pH

suspenzija izmedu 7 i 8 (slika 16 B) (207-209).

4.2. Uredaji i metode za fizi¢ko-hemijsku karakterizaciju SMNC

4.2.1. Elektronska mikroskopija

Veli¢ina neoblozenih SMNC, distribucija po veli¢inama i morfologija odredene su
pomocu transmisione elektronske mikroskopije (TEM) na JEOL-JEM 1010 (JEOL, Japan)
mikroskopu sa ubrzavaju¢im naponom od 100 kV. RazblaZeni uzorci suspenzija SMNC-a
sintetisanih metodom koprecipitacije i poliol metodom, u vidu kapljica su nano$eni na bakarne
nosace oblozene ugljenikom i nakon toga su ostavljeni na sobnoj temperaturi da rastvarac¢
ispari. Slike su obradene pomocu Image J softvera u manuelnom modu. Veli€ina nanocestica
(dvem) je odredena mjerenjem najduzeg unutrasnjeg pre¢nika najmanje 100 nanoCestica. Nakon
toga, rezultati mjerenja su unjeti u normalizovanu logaritamsku funkciju (5) u Origin®Pro

(verzija 8.5) programu:

A Xc
y_y0+mexp 202 (5)

kako bi se odredila aritmeticka sredina + standardna devijacija i indeks polidisperziteta (Pd1%).

4.2.2. Magnetna mjerenja

Magnetna svojstva neoblozenih SMNC su ispitivana koriiéenjem Quantum Design

VersaLab™ VSM5XL magnetometra (magnetno polje Hmax = 5 T). Uzorci su homogenizovani
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i upakovani u Zelatinske kapsule (ca. 50 mg). Krive promjene magentizacije u odnosu na ja¢inu
magnetnog polja su snimljene pri konstantnoj temperaturi od 250 K, i ja¢inama magnetnog

poljaizmedu -5 T i 5 T. Magnetizacija zasi¢enja je odredena jednacinom:
M=M(1-2-2) (6)

gdje je H jacina magnetnog polja, i H tezi « (210).

4.2.3. Rendgenska difrakcija na prahu (XRPD)

Kristalna struktura sintetisanih neobloZenih i oblozenih SMNC APTES-om i DMSA-
om je odredena difrakcijom X-zraka na prahu (XRPD) pomoéu SmartLab® X-ray
difraktometra visoke rezolucije (Rigaku, Japan). Kao izvor X-zraka kori$éena je rendgenska
cev sa bakarnom anodom (CuKa), sa naponom od 40 kV i strujom od 30 mA. Uzorak je
pripremljen nanoSenjem i ravnanjem suhog praha na silikonskom podmetadu sa nultom
pozadinom, dok je difrakciona mapa snimljena u intervalu 10 © <26 <70 °, sa korakom 0,06 °
i ekspozicijom 15 s po koraku. Prosjecna veli¢ina Kristalita (dxrp) je odredena pomocu
Scherrer-ove jednacine (7):

KA
dxrp = m (7)

gdje je K konstanta c¢ija se vrijednost krece izmedu 0,9 i 1 i zavisi od mjernog uredaja, A je

talasna duzina zracenja, B je Sirina na polovini visine, a 0 je Bragov ugao. Vrijednosti dxrp Su

izraCunate kao prosjek najintenzivnijih refleksija.

4.2.4. Dinamicko rasejanje svjetlosti (DLS) i zeta ({) potencijal

Velicina Cestica je odredena metodom DLS na uredaju Zetasizer Nano - ZS90 (Malvern
Instruments Ltd, Velika Britanija) sa 4 mW He-Ne laserskim izvorom svjetlosti (A = 633 nm).
Emitovana svjetlost interaguje sa Cesticama koje su u stalnom kretanju zahvaljuju¢i Brown-
ovom efektu, $to dovodi do rasipanja svjetlosti sa Cestica u svim pravcima. Detektor koji

detektuje fluktuacije intenziteta rasute svjetlosti se nalazio pod uglom od 90° u odnosu na
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pravac upadne svjetlosti. Uzorci oblozenih SMNC su razblazeni bidestilovanom vodom do
koncentracije 0,1 g/L, zatim su mjereni u odgovaraju¢im kvarcnim kivetama. Nakon toga se
izraCunava translacioni difuzioni koeficijent, a zatim se primjenom Stokes-Einstein-ove
jednacine odreduje hidrodinamicki dijametar (8):

__ kT
- 6TTNRYy

(8)

gdje je D — koeficijent difuzije, k — Boltzman-ova konstanta, T — temperatura, 1 — viskoznost

medijuma, Ry — hidrodinamicki radijus sfernih Cestica.

Zetasizer Nano — ZS 90 uredaj mjeri i -potencijal, koji karakteri$e naelektrisanje na
povriini SMNC-a, primjenom interakcije svjetlosti lasera i estica koje su elektroforetski
pokretne. Mjerni opseg instrumenta je od 6 nm do 6 um. Zeta potencijal ¢estica je odreden u
odgovarajuc¢im kivetama (DTS 1070) na 25,0 £ 0,1 °C u fiziolosSkom pH. Uradeno 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 neoblozenih i oblozenih SMNC je radena
metodom FT-IR na sobnoj temperaturi na Nicolet iS50 FT-IR spektrofotometru (Thermo
Fisher Scientific, SAD). Za analizu su koris¢eni prahovi uzoraka koji su stavljeni na
dijamantsku plocu u Smart iITR modulu za atenuiranu totalnu refleksiju (ATR) i
spektrofotometrijska analiza je radena u spektralnom opsegu od 4000 cm™ do 400 cm™ i

rezolucijom od 4 cm™. Za analizu su kori$éeni prahovi SMNC suseni na 50 °C tokom 24 h.

4.2.6. Mjerenja specificne apsorpcije

Specifi¢na apsorpcija (SPA) a time i sposobnost zagrijavanja oblozenih SMNC
primjenom promjenljivog magnetnog polja na odredenoj frekvenciji ispitivana je pomocu
uredaja DM 100 serije (nB nanoScale Biomagnetic, Saragosa, Spanija). Uredaj se sastoji od
aplikatora koji generiSu magnetno polje i odgovaraju¢ih senzora koji detektuju promjene
temperature tokom ispitivanja. U zavisnosti od Zeljenog eksperimenta primjenjuje se odredeni

aplikator DM100 serije:
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DM1 — namjenjen kalorimetrijskim ispitivanjima magnetnih nanocestica u fluidima;
DM2 — namjenjen je ispitivanjima magnetnih nanocestica u kulturi ¢elija in vitro;

DM3 — aplikator za in vivo eksperimente na malim laboratorijskim zivotinjama (slika 17).

Slika 17. Aplikator DM 100 (nB nanoScale Biomagnetic). A. DM1 aplikator za
kalorimetrijska ispitivanja magnetnih nanocestica u fluidima. B. DM2 aplikator za ispitivanja
u kulturi éelija. C. DM3 aplikator za in vivo eksperimente na malim laboratorijskim
zivotinjama. D. IR kamera (IR1 Thermal Image System). E. Racunar za kontrolu sistema.

Za odredivanje efikasnosti zagrijavanja oblozenih i neoblozenih SMNC kori$¢en je
DM1 aplikator. DM1 aplikator je opremljen senzorom u obliku sonde sa optickim vlaknom.
Senzor je specifi¢no dizajniran za mjerenja temperature magnetnih koloidnih uzoraka. Raspon

mjerenja senzora je od -10 °C do 120 °C sa precizno$¢u od +0,1°C. DM1 radi u sedam razli¢itih

rezima frekvencija i sa jaéinom magnetnog polja do 300 Gauss (23,850 kA/m) (tabela 4) (211).

Tabela 4. Rezimi rada DM aplikatora (211).

5 Pocetna Korekcija Min B Maks B Korekcija

ReZim frekvencija frekvencije (Gauss) (Gauss) oolja (%)
(kHz) (%)

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 odredena mjerenjem porasta temperature u 1 mL dispergovanog
uzorka (5 mg/mL) na ja¢ini magnetnog polja od 15.9 kA/m i frekvenciji od 252 kHz u vremenu
od 3 minuta. U cilju spreCavanja isparavanja uzorka i koloidne destabilizacije, temperatura u

uzorku nije prelazila 65 °C.

SPA vrijednost (izrazena u W/g nanocestica) je izraCunata pomocu jednacine:

SPA (W/g) = cyp + ¢ (d—T)max )

pnp L \dt

gdje je pnp gustina nanocestice u koloidnom rastvoru, p1 gustina te¢nosti u koloidnom rastvoru,

ar

(E) maksimalni temperaturni gradijent, a cne i C1 specifi¢ni toplotni kapacitet nanocestice
max

i vode, redom.

Koris¢enjem SPA vrijednosti izracunat je i ILP (Intrinsic Loss Power) parametar, koji
se koristi kao nezavisni parametar unutrasnje efikasnosti SMNC da pretvaraju elektromagnetnu
energiju u toplotnu energiju. ILP je izracunat pomocu jednacine:

SPA

ILP(nHm? /kg) = T

(10)

gdje je f frekvencija (Hz) i H jacina (A/m) primjenjenog magnetnog polja.

4.3. Optimizacija uslova obiljeZavanja CC49 monoklonskog antitijela sa
131|

4.3.1. Obiljezavanje humanog/govedeg serum albumina sa 3|

S obzirom da su monoklonska antitijela izuzetno skupa, optimizaciji uslova za
obiljezavanje monoklonskog antitijela CC49 sa 31, prethodilo je ispitivanje optimalnih uslova
obiljezavanja finansijski pristupa¢nijih proteina sa I, kao $to su humani (HSA) ili govedi
serum albumin (BSA). Proteini su obiljezavani jodom-131 metodom u kojoj se Kkoristi
hloramin-T (HL-T). Rastvori proteina, HL-T i Na2S20s su pripremljeni u 0,05 M fosfatnom
puferu (pH~7,4). U mikrotubi od 500 pL se prvo doda rastvor proteina i rastvor Na'3'l (100
MCi /20 pL) u 0,05 M karbonatnom puferu (pH~7,4). Nakon toga u mikrotubu se dodaje rastvor
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HL-T i smjeSa se¢ mijeSa na Vorteksu po 30-60 sekundi. Zatim se reakcija obiljezavanja
proteina jodom-131 zaustavlja dodatkom rastvora redukcionog sredstva - natrijum-
metabisulfita (10 mg/mL) u masi za ~30% vecoj 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 obiljezavanja ukljucuje mijenjanje parametara (koncetracije HSA/BSA i
hloramina-T, kao i njihovih masenih odnosa) i odredivanje parametara koji obezbjeduju visoku

radiohemijsku ¢istocu obiljezenih proteina.

Tabela 5. Ispitivane koncentracije HSA/BSA i hloramina-T, kao i njihovi maseni odnosi.

Radioaktivna

Koncetracija Koncentracija Maseni odnos koncetraciia Koncentracija
HSA/BSA hloramina-T N Na,S;0s
100 pg/25 uL 100 pug/10 pL 1:1(212) 130 pg/13 pL
100 pg/25 pL 180 pg/18 pL 1:1,8 (12) 100 |G /20 L 240 ug/24 pL
100 pg/25 pL 300 ug/30 pL 1:3(213) 400 pg/40 pL
200 ug/50 pL 100 pg/10 pL 2:1(214) 130 pg/13 pL

Ispitivanje radiohemijske Cistoce (RCP): Radiohemijska ¢istoa jodom-131
obiljezenih proteina HSA/BSA je ispitivana primjenom radiohromatografske metode tj.
tankoslojne hromatografije. Kao stacionarna faza koris¢ene su komercijalne aluminijumske
trake na koje je nanet silika-gel (TLC silika-gel) duzine 15 cm i $irine 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 zasicene 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 susi na vazduhu i sjece na podeoke duzine 1 cm. Raspodjela radioaktivnosti
duz trake se odreduje mjerenjem radioaktivnosti svakog podeoka u Nal (TI) gama brojacu.
Radioaktivnost svakog podeoka se racuna u odnosu na ukupnu radioaktivnost trake 1 izrazava
u procentima. Pod ovim uslovima, slobodni joni 311" se kreéu zajedno sa frontom mobilne faze
(Rf = 0,9-1), dok obiljezeni proteini ostaju na startu (Rf = 0,0-0,1). Rf vrednost (retencioni
faktor ili faktor zadrzavanja) definiSe se kao odnos predenog puta komponente i predenog puta
rastvaraca i karakteristi¢na je za svaku komponentu u definisanom hromatografskom sistemu i

sluzi za identifikaciju komponente u analiziranoj smesi.
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4.3.2. Obiljezavanje nespecifi¢nog antitijela sa 13|

Nakon odredivanja masenih odnosa HSA/BSA i hloramina T koji daju najveéi prinos i
visoku radiohemijsku ¢istocu ovih obiljeZenih proteina, isti maseni odnosi nespecifi¢énog anti-
Hep B e Ag misijeg monoklonskog antitijels (Hbe7 mAt) i HL-T (1:1,8 i 1:3) su koris¢eni kod
ispitivanja optimalnih uslova za obiljeZavanja jodom-131 ovog nespecificnog monoklonskog
antitijela. Kako je uoceno da redukciono sredstvo, natrijum metabisulfit (NazS20s), pri
zaustavljanju reakcije obiljezavanja antitijela uzrokuje gubitak bioloskih i imunoloskih osobina
antitijela vjerovatno putem kidanja disulfidnih veza izmedu lakih i teskih lanaca, ispitivani su
1 drugi nacini zaustavljanja reakcije obiljezavanja. U literaturi je navedena mogucnost
kori$éenja cisteina kao redukcionog sredstva (215) ili precis¢avanje reakcione smjese nakon
dodavanja HL-T korié¢enjem gel-filtracione hromatografije (Sephadex® G-25 u koloni), a bez
dodavanja redukcionog sredstva (12,213,216). U tabeli 6 su prikazani reakcioni uslovi za

obiljezavanje nespecifinog Hbe7 mAt, kao i koncentracije cisteina koje su koris¢ene u

ispitivanjima.
Tabela 6. Uslovi obiljezavanja nespecificnog Hbe7 mAt sa 1311,
Koncentracija Koncentracija Rad|oakt|v_r!a Koncentracija
Metoda - koncentracija L
antitijela HL-T 131 cisteina
Na**l
100 pg/ 100 L Hg /o H 100 pCi/ 20 L M H
Sephadex® 180 pg /18 pL -
G-25 300 pg /30 pL -

Automatskom pipetom je uzeto 35 pL osnovnog rastvora antitijela (100 pg) i
razblaZzeno sa 0,05 M fosfatnim puferom (pH~7,4) do 100 pL. Rastvoru antitijela u mikrotubi
su dodani rastvor Na**!l (100 pCi /20 pL) 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 mijesanja
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 obiljezavanja. U uzorcima u kojima je
ispitivano koris¢enje 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 umreZenih polisaharida kao $to je dekstran (Sephadex® G-25) u masi od 20 mg
(rastvoren u fosfatnom puferu pH 7.4). Postupak ispitivanja se sastoji u nano$enju ispitivane
smjeSe U zapremini od ~150 pL na vrh stuba gela (duzine 8 cm) koji je prethodno uravnotezen
fosfatnim puferom (pH 7.4). Eluiranje frakcija vrsi se istim puferom u zapremini od 2 mL (slika
18). Sakupljane su frakcije od po 5 kapi. Radioaktivnost frakcija je mjerena u gama brojacu
(Wizard 2480, Perkin Elmer). Frakcije sa najve¢om aktivnosti su spojene i izracunat je procenat

prinosa radioobiljezavanja primjenom sljedec¢e formule:

. . sy , radiaktivnost u spojenim frakcijama (MB
Prinos radioobiljezavanja (%) = 05 1 5po] fraketjama (MBq) 100 (12)
ukupna radioaktivnost naneta na kolonu (MBq)

.
Slika 18. Gel-filtraciona hromatografija (kolona napunjena Sephadex® G-25)

U svim ispitivanim uzorcima (tabela 6) odredena je RCP jodom-131 obiljezenog
nespecifi¢cnog Hbe7 mAt koris¢enjem TLC metode (mobilna faza 85% metanol, stacionarna

faza TLC silika-gel traka). Uzorci sa najve¢com RCP su uzeti za ispitivanje in vitro stabilnosti
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jodom-131 obiljeZzenog Hbe7 mAL. In vitro stabilnost je pra¢ena odredivanjem RCP uzoraka
koji su ¢uvani na sobnoj temperaturi tokom 24 i 48 h koristec¢i gore navedene hromatografske

uslove.

4.3.3. Uticaj aktivnosti joda-131 na RCP obiljeZenog nespecifi¢nog antitijela

Nakon odredivanja metode obiljezavanja koja obezbjeduje dobijanje visokog prinosa
radioobiljezavanja sa visokom RCP jodom-131 obiljezenog nespecificnog Hbe7 mAt, ispitivan
je uticaj dodate aktivnosti *3!1 na prinos i RCP obiljezenog mAt. U mikrotube sa 18 pL rastvora
nespecificnog mAt (50 pug nespecificnog mAt u 0,05 M fosfatnom puferu pH~7,4) dodati su
rastvori Na'®!l aktivnosti: 1,85 MBq (50 uCi) i 3,7 MBq (100 pCi) u 0,05 M karbonatnom
puferu (pH~7,4). Zatim je dodat rastvor HL-T (180 ug /18 puL u 0,05 M fosfatnom puferu).
Nakon mijesanja na Vorteksu, u trajanju od 30-60 sekundi, uzorci su naneti na kolonu
napunjenu Sephadex®-om G-25. Prinos radioobiljezavanja, kao i RCP ispitani su gore

navedenim metodama.

4.3.4. Ispitivanje cjelovitosti strukture radioobiljeZenog antitijela

Nakon obiljezavanja Hbe7 mAt sa 211, 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 koris¢en je 10% poliakrilamidni gel.
Gel dimenzija 80x75x0,75 mm, pripremljen je izmedu staklene i keramicke ploc¢e u uspravnom
polozaju (stakleni sendvic). 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 sprecio
isusivanje gela za razdvajanje. Nakon polimerizacije gela za razdvajanje u trajanju od 30
minuta, rastvor izopropanola se odlije, povrsina 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 plasti¢na razmaknica
(,,¢esalj”) od 0,75 ili 1,5 mm radi oblikovanja jamica za nanoSenje uzoraka. Nakon
polimerizacije gela za koncentrovanje u trajanju od 30 minuta, izvuce se plasti¢na razmaknica

i povrsina gela se ispere puferom za elektroforezu (218). Pufer za elektroforezu se nalije do
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vrha staklenog sendvi¢a tako da ispuni i jamice nastojeci da ne zaostanu mjehurici vazduha.
Prije nano$enja 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
sadrzi DTT ili 2-ME u svom sastavu. Nakon zagrijavanja uzorci se hlade, kratko centrifugiraju
pri maksimalnoj brzini (oko 30 s), pa se mikroSpricom 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 provodeno uz stalni napon od 180 V
do 200 V i jacinu 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 iskljucuje, gel se vadi iz staklenog
sendvica, prenosi u odgovarajuci 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 sir¢etne kiseline
i 0,125% (w/v) Coomassie brilliant blue® R25 boje u destilovanoj vodi) u trajanju od 30 minuta.
U cilju uklanjanja viska boje i radi jasnije detekcije proteinskih traka, gel je ostavljen tokom
noc¢i u rastvoru za obezbojavanje (12,5% (v/v) izopropanola i 10% (v/v) glacijalne siréetne

kiseline).

Kao proteinski marker za odredivanje molekulske mase antitijela/proteina i njihovih
frakcija, koris¢en je BlueStar Prestained Protein Marker® (NIPPON Genetics). Ukoliko
proteinske trake sadrze manju masu proteina (0,1-0,05 pg) i ne mogu biti detektovani
standardnim bojenjem sa Coomassie brilliant blue® R25, gel je bojen srebro nitratom (0,1%
w/v AgNOs u vodi) prema metodi koju su razvili Hempelmann i Kaminski (219,220).
Raspodela radioaktivnosti je detektovana na gelu ruénim razvijanjem rendgen filma u mra¢noj

komori i/ili snimanjem gela u BRUKER® In-Vivo Xtreme 2 uredaju (Bruker, SAD).

Tabela 7. Sastav gela za razdvajanje (,, Separating gel ).

Zapremina gela 10 mL
Procenat akrilamida 10%

H.0 3.8mL

30% akrilamid/0.8% bis-akrilamid 3.4 mL

1.5 M Tris, pH 8.8 2.6 mL

10% SDS 100 pL

10% APS 100 pL

TEMED 10 uL
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Tabela 8. Sastav gela za koncentrovanje (,, Stacking gel”).

Zapremina gela 5mL
H.0 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 pL
10% APS 50 pL
TEMED 5uL

Tabela 9. Sastav pufera za pripremu uzoraka (,,Sample buffer”).

Zapremina koncentrovanog (2X) pufera 10 mL
4X Tris*CI/SDS, pH 6.8 (0.5 M) 2mL
20% SDS/SDS 2mL/04 g
Glicerol 2mL
200 mM DTT* 0,39
Bromfenol plavo 1mg
H-0 ad 10 mL

*Dodaje se ako se pravi pufer za uzorke sa cisteinom

Tabela 10. Sastav pufera za elektroforezu (,, Electrophoresis buffer”).

Zapremina koncentrovanog (5X)

1000 mL
pufera
Tris baza 151¢
Tris*Cl 19,62 g
Glicin 9 g
SDS 50
H20 ad 1000 mL
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4.4. Obiljezavanje CC49 monoklonskog antitijela sa 31

Nakon optimizacije uslova obiljezavanja HSA/BSA i nespecificnog Hbe7 mAt, CC49
mALt je obiljezeno sa 3!l pod istim optimizovanim uslovima (tabela 11). Da bi se ispitao uticaj
radioaktivnosti na RCP obiljezenog CC49 mAt, u rastvore CC49 mAt su dodati rastvori joda-
131 aktivnosti oko 22.57 MBq (610 pCi) i 370 MBq (10 mCi). Nakon obiljezavanja, reakcione
smjese su preciséene koriséenjem Sephadex® G-25 u koloni i frakcije svake od njih, sa
najvecom radioaktivnosc¢u su spojene u jedan rastvor. RCP rastvora odredena je koriS¢enjem

prethodno opisane TLC metode.

Tabela 11. Protokol obiljezavanja CC49 mAt sa 3.

Reagensi Reakciona smjesa 1 (R1) Reakciona smjesa 2 (R2)
CC49 mAt (2,9 mg/mL) 700 ug /240 uL 860 pg/250 pL
Na'¥| 22.57 MBq /180 pL 370 MBq /200 pL
Hloramin-T 2100 pg/210 pL 2400 pg/240 pL

4.4.1. Kvantifikacija 311-CC49 mAt

Koncentracija CC49 mAt, nakon obiljezavanja i pre¢is¢avanja kroz kolonu napunjenu
Sephadex®-om G-25, je odredena metodom po Bradford-u (221,222). Za konstruisanje
kalibracione krive je koris¢en rastvor HSA koncentracije 0.1 mg/mL, razblazen vodom do
finalne koncentracije od 0,02 mg/mL (8 razblazenja). Uzorci CC49 mAt, prije i poslije
obiljezavanja jodom-131, su razblazeni 4 puta. Uzorci poslije obiljezavanja jodom-131
pripremljeni su tako §to se 50 pL rastvora R1 i R2 prenese u mikrotubu i doda se 150 pL
bidestilovane vode (pH = 6-7). U bunarci¢e (mikrotitar plo¢ice sa 96 bunarc¢ic¢a, Thermo
Scientific™ Nunc, SAD) se doda ili po 50 pL uzoraka rastvora HSA razli¢itih koncentracija
ili po 50 pL uzoraka CC49 mAt nakon razblazenja. Nakon toga, u bunarci¢e sa uzorcima
rastvora HSA i CC49 mAt se doda po 50 uL 2,5 puta razblazenog 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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ocitava na 595 nm na UV-VIS spektrofotometru (Molecular devices Spectra MAX 250). Test

je raden u triplikatu, a kao slijepa proba koris¢en je 2,5 puta razblazeni Bradford-ov reagens.

Na osnovu ocitanih apsorbancija za odgovarajuci standardni rastvor HSA, konstruisana
je kalibraciona kriva. Vrijednosti za koncentraciju CC49 mAt u uzorcima prije i poslije
obiljeZzavanja su izraCunate iz jednaCine prave: Apsorbancija = f (koncentracija proteina
(ug/ml)), dobijene metodom linearne regresione analize. Rezultati apsorbanci standardnih

rastvora HSA su izrazeni kao srednja vrijednost tri mjerenja + standardna devijacija.

4.4.2. lspitivanje imunoreaktivnosti $31-CC49 mAt

Imunoreaktivnost CC49 mAt u uzorcima prije i poslije obiljezavanja sa 31 je ispitana
indirektnim imunoenzimskim testom (ELISA). Govedi mucin podjezi¢nih Zlijezda je zbog

strukturne sli¢nosti sa tumorskim glikoproteinom 72(TAG-72) kori$¢en kao antigen.

Priprema bunaréi¢a na mikrotitarskim plo¢icama (Thermo Scientific™ Nunc, SAD), za
izvodenje ELISA testa je izvedena rastvorom mucina (20 pg/mL) u 01 M
karbonatnom/bikarbonatnom puferu (0,76% (w/v) NaHCOs3, 0,095% (w/v) Na>COs, pH 8,6) u
zapremini od 50 pL/bunar¢i¢u. Nakon inkubiranja preko noci na +4 °C, mikrotitarske plo¢ice
su ispirane nekoliko puta sa 0,01 M PBST puferom (0,05% Tween® 20 u fizioloskom rastvoru
puferisanim fosfatom (v/v), pH 7,4), i potom susene u laminarnoj komori 30 minuta. Da bi se
sprecilo nespecifi¢no vezivanje proteina u narednim postupcima ovog testa, slobodna povrSina
bunarcica je blokirana dodatkom 200 puL 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 2H70, 0,08% (w/v) KCI, 0,02% (w/v) KH2POa, pH 7,4) na 25 °C u toku 4 sata.
Nakon toga, rastvor za blokiranje je uklonjen iz bunar¢ica i u njih su dodate jednake zapremine
(po 50 pL) razli¢itih razblazenja CC49 mAt i B1I-CC49 mAt.

Za ispitivanja su koristena serijska razblazenja pocevsi od koncentracije 1 pug/50 uL
(serija od 12 razblazenja 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 joS tri puta rastvorom PBS. Kao sekundarno antitijelo je koriS¢eno
kozije antitijelo protiv humanog antitijela obiljezeno peroksidazom hrena (HRP) koncentracije

1 mg/mL. Prije dodavanja, rastvor sekundarnog antitijela je razrijeden 1/ 3000 sa 0,01 M PBST
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puferom koji sadrzi 0,05% BSA. U bunarc¢ice su dodate jednake zapremine razblaZzenog
rastvora sekundarnog antitijela (po 50 pL) i plocice su inkubirane na 25 °C u toku 1,5 sat.
Tokom tog vremena, sekundarno antitijelo se veze svojim antigen-vezuju¢im mjestom za Fab

region neobiljezenog ili obiljezenog CC49 mAt, a koji je vezan za antigen mucin.

Nakon inkubacije, plo€ice se ispiraju tri puta 0,01 M PBST puferom, a zatim jos tri puta
0,01 M PBS puferom. Nakon ispiranja, u bunarci¢e se dodaje po 100 uL supstrata ABTS-a sa
H202 (neposredno prije upotrebe 11 pL 30% H20- se doda u 11 mL prethodno pripremljenog
1 mM ABTS-a u 70 mM citratnom puferu, pH 4,2) i plocica se ostavlja u mraku na sobnoj
temperaturi u toku 20 minuta zbog odvijanja enzimske hromogene reakcije izmedu HRP i
ABTS. Apsorbancija se ocitava neposredno poslije toga na 405 nm na mikrotitarskom
spektrofotometru (Spectra MAX 250, Molecular Devices, SAD). Sva mjerenja su radena u

duplikatu a rezultujuca apsorbancija je srednja vrijednost mjerenja (10,223).

4.5. Konjugacija 3'1-CC49 mAt sa SMNC

45.1. Postupak konjugacije 1311-CC49 mAt sa oblozenim SMNC

Karbodiimidna metoda sa reagensom 1-etil-3-(dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC)
je koriséena u reakciji konjugacije obiljezenih **I-CC49 mAt-a sa oblozenim SMNC. SMNC
oblozene 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 oblozenih SMNC se dodaje 60 mg EDC-a (masa EDC-a je nezavisna od mase
oblozenih SMNC) rastvorenog u 1,5 mL 0,1 M MES pufera neposredno prije dodavanja. Kako
bi odredili optimalan odnos masa mAt i SMNC kao i uticaj dodate aktivnosti joda-131 na
efikasnost konjugacije SMNC, u rastvor R1 (16,058 MBg/ 311,5 pg **11-CC49 mAt/ 1140 pL)
je dodato 16 mg/1 mL APTES-SMNC, a u rastvor R2 (222 MBgq/ 480 ug **!1-CC49 mAt/ 1670
uL) je dodato 6 mg/375 pL APTES-SMNC. Obe smjese su mjesane 2 sata na sobnoj

temperaturi.
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4.5.2. Odredivanje efikasnosti konjugacije 13!1-CC49 sa oblozenim SMNC

Nakon 2 sata konjugacije *!I-CC49 mAt sa SMNC obloZenih APTES-om, dobijeni
konjugat *311-CC49-SMNC je pregiséen metodom magnetne dekantacije. Radioaktivnosti
supernatanta (*3!1-CC49 mAt) i taloga (**'1-CC49-SMNC) su mjerenene u Nal (TI) gama
brojadu (Wizard 2480, Perkin Elmer) i izra¢unata je efikasnost konjugacije **'1-CC49-SMNC

koris¢enjem formule:

radioaktivnost taloga

Efikasnost konjugacije (%) =

x100%  (12)

radioaktivnost taloga+radioaktivnost supernatanta

Konjugacija *'1-CC49 mAt sa oblozenim SMNC, kao i o¢uvanje proteinske strukture
konjugovanog antitijela je ispitana prethodno opisanom SDS-PAGE metodom.

4.5.3. Odredivanje in vitro stabilnosti 311-CC49-SMNC

In vitro stabilnost CC49-SMNC obiljezenih jodom-131 se prati inkubiranjem 0,2 mL
suspenzije 1¥11-CC49-SMNC u 2 mL fiziologkog rastvora (pH=7,4) odnosno u 2 mL humanog
seruma na 37 °C tokom 8 dana. Ispitivanje in vitro stabilnosti 31-CC49-SMNC se vrsi
odredivanjem radiohemijske &istoce '*!I-CC49-SMNC tankoslojnom hromatografijom, pri
¢emu su ispitivane razli¢ite mobilne faze: 85% metanol, fizioloSki rastvor i aceton, kao i
stacionarne faze: silika gel i celuloza, u cilju pronalazenja kombinacije koja daje

najreproduktivnije rezultate.
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4.6. Tumorski ksenografti

U eksperimentima su koris¢eni NOD-SCID misevi (starosti 8-10 sedmica, mase od 22-
25 g, oba pola) uzgajani u vivarijumu Laboratorije za radioizotope, Instituta za nuklearne nauke
»Vinca”, pod posebnim laboratorijskim uslovima. MiSevi su drzani u kontrolisanim uslovima
u P/N ventiliranom IVC sistemu kaveza (Allentown, SAD) sa slobodnim pristupom hrani i
vodi (ad libitum). Kavezi su bili smjesteni u prostoriji u kojoj se odrzava temperatura od 25 +
2 °C, relativna vlaznost od 45 do 50% i 12/12-¢asovni ciklus svjetlo/tama. MiSevi su hranjeni
komercijalnom peletiranom hranom i vodom zakiSeljenom sa HCI do pH 2.8. Hrana, voda i
prostirka sterilizirani su prije upotrebe. Eticki odbor Instituta za nuklearne nauke ,,Vinca”
odobrio je eksperimente na miSevima (u skladu s nacionalnim zakonom o dobrobiti zivotinja i
Direktivom EU 2010/63/EU) prema dozvoli od Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i
vodoprivrede Republike Srbije (dozvola br. 323-07-04725 / 2018-05).

Ksenograft adenokarcinoma kolona je indukovan subkutanom injekcijom 1x10° éelija
humane tumorske linije LS174T (ATCC® CL-188™), suspendovanih u 100 pL. RPMI-1640
medijuma za kulturu tkiva, u obrijani bok NOD-SCID miSeva oba pola. Dimenzije tumora su
mjerene svaki drugi dan pomocu kljunastog pomi¢nog mjerila (nonijusa), a zapremina tumora

je racunata prema formuli (224):

V(mm3) _ duzina (mm)x $irina(mm) x visina(mm) (13)

2

Osmog dana, kada su tumori dostigli Zeljenu zapreminu (~ 125 £+ 75 mm?®), miSevi su

bili ukljuceni u eksperiment.
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4.7. Ispitivanje bioloske raspodijele i retencije 1*!I-CC49-SMNC

In vivo stabilnost '*'1-CC49-SMNC odn. bioloska raspodijela (biodistribucija) i
retencija su ispitivane na tumor indukovanim NOD-SCID miSevima. U ovim i narednim
ispitivanjima, koristene su APTES-SMNC konjugovane sa *31-CC49. Suspenzija 3'1-CC49-
SMNC (370 kBq/0,5 mg *311-CC49-SMNC/0,05 mL) je intravenski injektovana u repnu venu
grupi miseva za ispitivanje biodistribucije a intratumorski grupi miSeva za ispitivanje retencije.
Za ispitivanje i biodistribucije i retencije koristila su se po tri ista tumor indukovana NOD-

SCID misa za svaki vremenski interval.

Nakon 15 minuta, 1 sat, 2, 6 i 24 sata od intravenskog injektovanja 311-CC49-SMNC
miSevi su uvodeni u anesteziju intraperitonealnom injekcijom ketamina (90 mg/kg)/ksilazina
(10 mg/kg) i snimani BRUKER®In-Vivo Extreme Il uredajem, koji daje moguénost detekcije
radioaktivnosti i anatomske lokalizacije upotrebom X-zraka (slika 19). Takode su miSevi
uvodeni u anesteziju i snimani BRUKER®In-Vivo Extreme |l uredajem nakon 6, 24, 48, 96 i
192 sata od intratumorskog injektovanja *3I-CC49-SMNC.

In Vivo
Xtremell

Slika 19. BRUKER® In-Vivo Extreme II uredaj.
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Nakon snimanja, misevi su zZrtvovani cervikalnom dislokacijom i radioaktivnost u
uzorcimakrvi (uzetim graduisanim kapilarama), kao i u organima od interesa (srce, pluca, jetra,
slezina, bubrezi, tanko i debelo crevo i tumor) je mjerena u Nal (TT) gama brojacu (PerkinElmer
2480 WIZARD counter). Radioaktivnost u krvi i organima je mjerena u odnosu na standard
koji predstavlja aktivnost one zapremine (0,05 mL) konjugata ‘3'1-CC49-SMNC koja je bila
injektovana svakoj Zivotinji. Iz odnosa injektovane (radioaktivnost standarda) i izmjerene
radioaktivnosti organa izracunata je raspodjela radioaktivnosti u organima i krvi i izrazena kao

% injektovane doze (ID)/organ.

4.8. Ispitivanje terapijskog efekta 3:1-CC49-SMNC

Za ispitivanje efekta hipertermije i radionuklidne terapije koris¢ene su 3 grupe od po 8,

kao i 2 kontrolne grupe od po 7 NOD-SCID miSeva sa indukovanim tumorima:

Kontrola 1 - negativna kontrola, intratumorski je injektovano 0,05 mL fizioloskog
rastvora, bez izlaganja miseva naizmeni¢nom magnetnom polju odnosno bez indukcije

hipertermije.

Kontrola 2 - intratumorski su injektovane samo SMNC oblozene APTES-om (0.5
mg/0,05 mL), bez izlaganja miseva naizmeni¢énom magnetnom polju odnosno bez indukcije

hipertermije.

Grupa MHT - intratumorski su injektovane samo SMNC obloZzene APTES-om
konjugovane sa neobiljezenim CC49 mAt (0,5 mg/0,05 mL) da bi se ispitao efekat magnetne
hipetermije na veli¢inu tumora. U uredaju DM100 serije nB nanoScale Biomagnetic, u dijelu
DM3 namjenjenom za in Vvivo ispitivanja na eksperimentalnim zivotinjama, misevi su bili
izlagani 30 minuta magnetnom polju (Ho = 15,9 kA/m, pod rezonantnom frekvencijom od 252
kHz) svaki drugi dan u toku 14 dana.

Grupa RT - intratumorski je injektovan konjugat *311-CC49-SMNC (5,55 MBq/0,5 mg
181].CC49-SMNC/0,05 mL) da bi se ispitao efekat radionuklidne terapije na veli¢inu tumora.

Grupa MHT+RT - intratumorski je injektovan konjugat '*!I-CC49-SMNC (5,55
MB@/0,5 mg *¥11-CC49-SMNC/0,05 mL) i misevi su bili izlagani naizmeni¢nom magnetnom
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polju (Ho = 15,9 kA/m, pod rezonantnom frekvencijom od 252 kHz) u uredaju DM100 serije
nB nanoScale Biomagnetic, u dijelu DM3 namjenjenom za in vivo ispitivanja na
eksperimentalnim zivotinjama svaki drugi dan u toku 14 dana, da bi se ispitao efekat

kombinovane terapije (radionuklidne terapije i magnetne hipertermije).

Efekat svake terapije pojedinacno je bio odreden mjerenjem Sve tri dimenzije tumora
nonijusom i izracunavanjem zapremine tumora (koris¢enjem formule 7) svaki drugi dan nakon
intratumorskog injektovanja. Eksperiment je trajao 14 dana i nakon toga miSevi su zrtvovani
metodom cerviklane dislokacije. MiSevi kod kojih su tumori prerasli eticki dozvoljenu
zapreminu (2000 mm?®) su Zrtvovani i pre kraja eksperimenta. Takode, izra¢unat je i procenat
inhibicije tumorske zapremine (TVIR) nakon svakog terapijskog postupka (indikator

terapijskog efekta), prema formuli (225):
TVIR(%) = [1 — (Vik — Vip)/Vik — Vip)] x 100% (14)

gdje je: Vi - prosjecna vrijednost zapremine tumora na kraju terapije, Vip- prosijecna vrijednost
zapremine tumora na pocetku terapije, Vkk - prosje¢na vrijednost zapremine tumora kontrolne
grupe na kraju terapije, Vp- prosjecna vrijednost zapremine tumora kontrolne grupe na pocetku

terapije.

U cilju odredivanja toksikoloSkog profila injektovanog konjugata, mjerene su mase
misSeva svaki drugi dan i gubitak od 20% u odnosu na pocetnu masu se smatrao toksi¢nim

efektom konjugata.

64



Aljosa Stankovié Doktorska disertacija

4.9. Patohistolo$ka ispitivanja

Cetvrtog dana od injektovanja **11-CC49-SMNC, po jedan mi§ iz RT i MHT+RT grupe
je nakon anestezije, snimljen BRUKER® In-Vivo Xtreme Il uredajem. Nakon snimanja, mievi
su zrtvovani cervikalnom dislokacijom i izmjerena je radioaktivnost krvi kao i organa od
interesa (srce, pluca, jetra, slezina, bubrezi, tanko i debelo crevo, i tumor). Nakon mjerenja
radioaktivnosti, organi i tumori su zamrznuti i koris¢eni za patohistoloska ispitivanja. Za
patohistoloska ispitivanja su kori$¢eni i organi i tumori od po jednog misa iz obe kontrolne i

MHT grupe, koji su takode Zrtvovani istog dana kao miSevi iz RT i MHT+RT grupa.

Tokom autopsije, organi od interesa (mozak, srce, jetra, plu¢a i bubrezi) su
makroskopski pregledani, da bi se ispitalo da li postoje vidljive promjene na njima a posebno
je obracena paznja na prisustvo metastaza. Organi 1 tumori nakon izolovanja su zamrznuti u
Tissue-Tek® O.C.T medijumu i ¢uvani na temperaturi od -70 °C. Za patohistoloska ispitivanja
organi su rezani kriotomom na presjeke debljine 6 um (Kedi Instrumental Equipment, Kina).
Presjeci tkiva su postavljani na polarizovane mikroskopske ploc¢ice (Superfrost Plus, Thermo
Scientific) i bojeni su standardnom hematoksilin/eozin (HE) metodom za vizuelizaciju ¢elija
(226,227).

Presjeci tkiva su kvalitativno interpretirani prema morfologiji i stepenu diferencijacije
tumora, kao i na prisustvo metastaza u ispitivanim organima. Patohistoloski 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 '*!1-CC49-SMNC u tumorskom tkivu je prikazana i kvalitativno
evaluirana bojenjem sa pruskim plavim (PP) (228). Za dokazivanje intaktnog CC49 mAt
koris¢ena je indirektna imunohistohemijska metoda (IHH) pomocéu sekundarnog kozijeg

antitijela protiv humanog antitijela obiljeZenog sa HRP u razblazenju od 1:200 (229).

Svi HE, PP and IHH mikroskopski presjeci su pregledani na Leica DM LS2 mikroskopu
(Leica Microsystems, Njemacka) od strane dva nezavisna iskusna patologa koji nisu bili
upoznati sa podacima iz eksperimenta. Originalne mikrofotografije uslikane su pomo¢u Canon

PowerShot S70 kamere (uvec¢anja 200x i 400x).
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4.10. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka su koris¢eni programi MedCalc® i IBM® SPSS®
Statistics (verzija 25). Za ispitivanje statisti¢ki zna¢ajne razlike medu dobijenim rezultatima
kontrolnih i terapijskih grupa kori$¢ena je univarijantna analiza varijanse (ANOVA). Da bi se
utvrdilo postojanje statisticke znacajnosti izmedu pojedinih grupa, primjenjen je post-hoc test
najmanje znacajne razlike (Least Significant Difference (LSD) post hoc test). Vrijednost p koja
je < 0,05 je smatrana statitsticki znacajnom. Za graficku obradu podataka koriS¢eni su
softverski paketi Microsoft Excel 2016 i Origin®Pro (verzija 8.5). Podaci su prikazani kao
aritmeticka sredina () + standardna devijacija (SD) i aritmeticka sredina + standardna greska

(SE) i prikazani su tabelarno i graficki.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1. Sinteza i karakterizacija SMNC na bazi FesO4

Koli¢ine FeCl3-6H20, FeSO4-7H20 i1 FeCl2-4H,O koje su potrebne za sintezu
magnetita (Fe30s), metodom taloZenja (koprecipitacije) ili poliol metodom, teorijski su
izraCunate koriS¢enjem prikazanih hemijskih jednacina. Sinteza magnetita se moze prikazati

hemijskom jednacinom:
Fe?* + 2Fe3* + 80H™ © Fe;0,+ 4H,0
1 mol (Fe?*): 2 mol (Fe®*)

Koli¢ine pocetnih komponenti u sintezi magnetita metodom talozenja su iznosile:
FeCls-6H20: 1,216 g /270,30 g/mol = 0,0044 mol
FeSO4-7H20: 0,625 g/ 278,02 g/mol = 0,0022 mol

Prema hemijskoj jednacini teorijska masa sintetisanog magnetita je:

Fe304:  0,0022 mol x 231,55 g/mol = 0,509 g (~510 mg)

Metodom taloZenja sintetisano je 340 mg/100 mL Fe3Os SMNC, $to u odnosu na
teorijski izraCunatu masu sintetisanog magnetita, iznosi ~ 67%. Velika prednost ove metode je
nastajanje SMNC u visokom prinosu, §to potvrduju dobijeni rezultati koji su u skladu sa

literaturnim podacima (138).
Koli¢ine pocetnih komponenti u sintezi magnetita poliol metodom su bile:
FeClz-6H20: 2,162 g /270,30 g/mol = 0,008 mol
FeCl,-4H>0: 0,796 g/ 198.83 g/ mol = 0,004 mol
Ocekivana teorijska masa sintetisanog magnetita poliol metodom je:

Fe304: 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 FesOs SMNC, §to predstavlja nizak

prinos (~ 32%) proizvoda.

Zbog zahtjevnijih uslova za sintezu SMNC poliol metodom (visoka potrosnja energije,
visoka temperatura, veéi broj slozenih koraka sinteze koji se teze kontrolisu) i uslijed velikog
broja ispiranja nakon sinteze i tretmana sa HNOs, prinos neoblozenih SMNC nakon sinteze

ovom metodom je o¢ekivano manji u odnosu na metodu koprecipitacije (76).

5.1.1. Karakterizacija TEM metodom

Nakon sinteze, oblik (morfologija) i veli¢ina neoblozenih SMNC ispitana je
transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM). TEM mikrograf SMNC dobijenih
metodom koprecipitacije pokazuje da su sintetisane nanocestice sfernog oblika
(,,pseudosphere”) sa prosje¢nim preénikom od 11,4 + 3,2 nm i Pdl od 28,3% (slika 20, A i B).
Za razliku od SMNC sintetisanih poliol metodom, ove nano&estice pokazuju veéi afinitet ka

aglomeraciji.

SMNC sintetisane poliol metodom su cvijetnog oblika (,flower structure”), sa
prosje¢nim pre¢nikom od 37,8 + 4,6 nm i PdI od 12,3% (slika 20, C i D). Na TEM mikrografiji
mozZe se uocCiti da su ove nanoCestice aglomerati cvijetne morfologije, sastavljeni od
pojedinacnih Cestica sfernog oblika sa prosje¢nim precnikom od 13,7 £ 2,5 nm. Nadena
veliCina Cestica je slicna prosjecnoj veli€ini kristalita koja je izraCunata primjenom jednacine
(5). Ove nanocestice dispergovane u vodi stvaraju stabilan vodeni ferofluid i ne dolazi do

njihove aglomeracije.

Poredenjem nanocestica sintetisanih ovim metodama, zakljuuje se da se metodom
koprecipitacije dobija veéi prinos SMNC manjeg preénika, kao i da nanoéestice pokazuju veéi
procenat neuniformnosti u veli¢ini (veéi PdI) i vec¢u teznju ka aglomeraciji. Bez obzira $to je
glavna prednost metode taloZenja jednostavan i jeftin nain sinteze magnetita, njen najveci
nedostatak je nemogucnost kontrole svih parametara tokom sinteze, jer veli¢ina i distribucija
Cestica po veli€ini zavise od faktora kao $to su: pH rastvora, brzine mjeSanja i temperature.
SMNC sintetisane poliol metodom su pokazale ve¢u uniformnost estica §to je posljedica bolje

kontrole parametara tokom sinteze. Takode, visa temperatura reakcije (220 °C) i prisustvo
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poliola kao disperzionog sredstva, za razliku od vode u metodi koprecipitacije, onemogucava

slepljivanje pojedinacnih Cestica u vec¢e aglomerate (76,138,205).
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Slika 20. TEM mikrografije neoblozenih SMNC-a. A i B. Sfericni oblik cestica
sintetisanih metodom koprecipitacije sa distribucijom cestica po velicini SMNC-a. C i D.
Cvijetni oblik cestica sintetisanih poliol metodom sa distribucijom cestica po velicini SMNC.

5.1.2. Magnetne osobine SMNC

Izotermalna mjerenja magnetizacije neoblozenih SMNC su uradena pri konstantoj
temperaturi od 250 K u magnetnom polju do £5 T. Saturaciona magnetizacija odredena je
koriste¢i jedna¢inu (2). Dobijena vrijednost saturacione magnetizacije neoblozenih SMNC

sintetisanih poliol metodom je 80 emu/g™, koliko iznosi i vrijednost ¢istog maghemita
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(204,230). Vrijednost saturacione magnetizacije SMNC sintetisanih metodom koprecipitacije

je 70 emu/g™.

Kriva magnetizacije (grafikon 1) prolazi kroz po¢etak magnetizacionog grafika (kada
je Ms =0, a i vrijednost Hc = 0), prikazuju¢i superparamagnetne osobine nanocestica
sintetisanih navedenim metodama. Veda vrijednost saturacione magnetizacije SMNC
sintetisanih poliol metodom u odnosu na koprecipitaciju je najvjerovatnije zbog njihove vece

veli¢ine i kao posljedica tretmana uzorka sa 10% HNO3zi 0,02 M Fe(NO3)s.

100 T . T T |

80 - —— Poliol. .
6oL Koprecipit.

M (emu/ggg30,4)
o

H(T)

Grafikon 1. Histerezisne krive neoblozenih SMNC dobijenih metodom koprecipitacije
i poliol metodom.

PovrSina nanocesticnih materijala ima veoma znacajan efekat na njihove magnetne
osobine. Magnetni joni na povrsini Fe304 SMNC slabije intereaguju medusobno i stvaraju
manje nezasicenih i1 koordinacionih veza, u odnosu na jone koji se nalaze u jezgru (in bulk),
uslijed ¢ega dolazi do nepotpune orijentacije njihovih magnetnih momenata u smjeru
primjenjenog spoljainjeg magnetnog polja. Sto je nanoCestica manjeg pre¢nika, veéi je odnos

broja povrsinskih atoma i zapremine, tako da ¢e saturaciona magnetizacija biti niza (231,232).
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Tretiranjem taloga SMNC tokom sinteze poliol metodom sa 10% HNOs i 0,02 M
Fe(NOs)s, dio Fe®*" jona iz soli se rekristaliSe na povr$ini nanodestica i time dolazi do
reorganizacije povriine nanoCestica i povecéanja kristalnosti SMNC, §to za posljedicu ima
poboljsanje magnetnih osobina. Posto SMNC dobijene metodom koprecipitacije nisu tretirane
kiselinom i solima Fe, joni Fe na povrsini su bili u ve¢em stepenu nekoordinisani i zbog toga
je vjerovatno njihova saturaciona magnetizacija manja. Dobijeni rezultati su u skladu sa
vrijednostima magnetizacija SMNC prije i poslije tretmana sa kiselinom i solima Fe, koje su
izmjerili Costo i saradnici (205,233).

U istrazivanjima uticaja veli¢ine i distribucije veli¢ine Cestica, dokazano je da
neujednacena distribucija veli¢ine Cestica (veca vrijednost PdI) negativno uti¢e na magnetna
svojstva zbog statistike ¢esticne orijentacije. Ovo je vjerovatno dodatni razlog boljih magnetnih
osobina SMNC dobijenih poliol metodom, posto je njihova distribucija veli¢ine estica

uniformnija (manji Pdl) (233-235).

Zbog boljih fizickih i magnetnih osobina koje direktno uticu na SPA vrijednost
nanodestica, dalja ispitivanja su izvodena sa oblozenim SMNC koje su prethodno sintetisane

poliol metodom.

5.2. Karakterizacija obloZenih SMNC-a

5.2.1. Karakterizacija XRPD metodom

Metodom difrakcije X-zraka na prahu ispitana je kristalna struktura neoblozenih i
oblozenih SMNC. Odgovarajuéi difraktogrami za neoblozene SMNC, kao i za obloZene
APTES-SMNC i DMSA-SMNC su prikazani na slici 21. Analizom difraktograma za tri uzorka
uoCene su karakteristicne refleksije spinelne strukture: (111), (220), (440) i (311), koje se
nedvosmisleno podudaraju sa ferithom spinelnom strukturom koja se pripisuje magnetitu
(Fe304) (JCPDS # 19-0629), ali i maghemitu (y-Fe2O3) (JCPDS # 110614). Medutim, poznato
je da je teSko uoditi razliku izmedu faza magnetita (prostorna grupa Fd-3m) i maghemita

(prostorna grupa P4332) u uzorku.
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Slika 21. Difraktogrami neobloZenih i oblozenih SMNC.

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja kristalne strukture SMNC XRPD metodom,
kao i literaturnih podataka moze se zakljuditi da su sintetisane SMNC najvjerovatnije
mjeSavina dvije faze, magnetita i maghemita (232). Srednja veli¢ina kristalita, izraCunata
pomocu karakteristika najintenzivnije (311) refleksije na 26~36 ° upotrebom jednacine (2), je
iznosila 12.2 nm, $to je u skladu sa prosje¢nim pre¢nikom (Dtem) pojedinacne nanocestice

1zra¢unate TEM metodom 13,7 = 2,5 nm.

5.2.2. Karakterizacija DLS metodom i odredivanje zeta () potencijala

DLS metodom je odredena veli¢ina neobloZenih i oblozenih SMNC, kao i raspodjela
veli¢ina po broju nanocestica. Srednja vrijednost pre¢nika nanocestica koji se dobija DLS
mjerenjima, Dn, predstavlja hidrodinamicki precnik sfere (tj. pre¢nik Cestice sa hidratacionim
omotacem) koji ima istu zapreminu kao Cestica i predstavlja srednju vrijednost precnika svih
mjerenih &estica. Vrijednost hidrodinami¢kog pre¢nika za neoblozene SMNC iznosi 46 + 3,8

nm, kao §to je prikazano u tabeli 12. Poredenje rezultata dobijenih TEM i DLS mjerenjima je
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pokazalo da su velicine Cestica dobijene TEM mjerenjima bile manje od istih dobijenih DLS
mjerenjima, posto se kod mjerenja veli¢ine Cestice DLS metodom uzima u obzir i dodati
rastvarac ili stabilizator koji se krece zajedno sa Cesticom. Osim toga, potrebno je naglasiti da
DLS metodom dobijamo informacije koje se odnose na veli¢inu aglomerata pre nego na
pre¢nik individualne nanocestice, dok se kod TEM-a mjeri vrijednost zasnovana na distribuciji

pojedinacnih pre¢nika Cestica.

Da bi se ispitao uticaj obloge na vrijednost hidrodinami¢kog pre¢nika SMNC, izvriena
su DLS mjerenja i u prisustvu APTES-a i DMS-a. Srednje vrijednosti pre¢nika nanocestica
dobijenih DLS mjerenjima iznose 105 + 2,3 nm i 140 + 6,5 nm za APTES-SMNC i DMSA-
SMNC (tabela 12). 1z dobijenih rezultata se moze zakljuéiti da su veli¢ine oblozenih SMNC,
u oba sludaja, znagajno veée od veli¢ine neoblozenih SMNC. Ovo je u skladu sa o¢ekivanjima,
jer se pri oblaganju SMNC uveéava hidrodinamicki pre¢nik ovih nano&estica. Poredeéi veli¢ine
SMNC oblozenih APTES-om i DMS-om, mozZe se vidjeti da je hidrodinamicki preénik SMNC
oblozenih DMS-om znacajno veé¢i od SMNC oblozenih APTES-om. Pretpostavljamo da je ova
razlika posljedica slabe funkcionalizacije povrsine SMNC sa DMSA, $to dovodi do stvaranja
-S-S- veza izmedu susjednih DMSA-SMNC i samim tim do poveéanja stepena aglomeracije,
$to uzrokuje povecanje hidrodinamitkog pre¢nika DMSA-SMNC (208). Sa druge strane,
pretpostavlja se da priprema silanskog polimera u kiselom medijumu (pH=4) prije oblaganja,
uzrokuje zadovoljavajuéu funkcionalizaciju SMNC APTES-om, a veliki broj slobodnh -NH;

grupa dovodi do medusobnog odbijanja Cestica i manjeg hidrodinamickog pre¢nika (206).

Tabela 12. Uporedni prikaz hidrodinamickih precnika i {-potencijala neoblozZenih i obloZenih

SMNC (x + SD).
Metoda Neoblozene SMNC APTES-SMNC DMSA-SMNC
TEM 37,8+ 4,6 nm - -
DLS 46 + 3,8 nm 105+ 2,3 nm 140 £ 6,5 nm
g"zgﬁr_‘%‘a' +12,5+0,5mV +26£0,6 MV -35,10,8 mV

Mijerenjem (-potencijala vodenih suspenzija neobloZenih i obloZenih SMNC na pH=7,

odredeno je povrsinsko naelektrisanje SMNC. Promjena povr§inskog naelektrisanja
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neoblozenih SMNC u vodenoj sredini prilikom promjene pH se moZe objasniti protonovanjem
i deprotonovanjem hidroksilnih grupa na povrsini (Fe-OH). Uslijed deprotonovanja Fe-OH i
nastajanja Fe-O", SMNC pokazuju negativno naelektrisanje u baznoj sredini. U kiseloj sredini,

SMNC pokazuju pozitivno naelektrisanje uslijed protonovanja hidroksilne grupe Fe-OH,".

Negativna vrijednost {-potencijala za DMSA-SMNC u odnosu na neoblozene SMNC i
APTES-SMNC je posljedica prisustva veéeg broja karboksilnih i tiolnih funkcionalnih grupa

na njihovoj povrsini.

5.2.3. Karakterizacija FT-IR metodom

Da bi se ispitala uspjesnost oblaganja povrsine SMNC sa APTES-om i DMSA, Kkao i
za bolje razumjevanje interakcije razli¢itih jedinjenja i SMNC, FT-IR spektri neoblozenih
SMNC, jedinjenja za oblaganje, kao i oblozenih SMNC su snimani i medusobno uporedivani.
Tokom 2 sata kisele hidrolize APTES-a, koja prethodi oblaganju SMNC, 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 SMNC APTES-om dolazi do polikondenzacije hidroksilnih grupa silanskog
polimera sa hidroksilnim grupama SMNC i stvara se Fe-O-Si veza izmedu SMNC i silanskog

polimera (slika 22).
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Slika 22. Reakcija oblaganja SMNC sa APTES-om (206).

Na slici 23 su prikazani ATR FT-IR spektri neoblozenih SMNC, APTES-SMNC i
APTES-a. Traka na 1150 cm™ u spektru APTES-a, koja pripada Si-O—H i Si—O—Si istezuéem
regionu, je pomjerena na 950 cm™ u spektru APTES-SMNC, §to ukazuje na uspjesnost reakcije
amino-funkcionalizacije SMNC (236,237).

Prisustvo Fe-O-Si veze se ne moze vidjeti na FT-IR spektru, jer se traka koja pripada
Fe-O-Si vezi pojavljuje na oko 584 cm™ i preklapa se sa trakom na 540 cm™ koja se javlja u
spektrima FesO4 SMNC i APTES-SMNC i koja pripada Fe-O istezu¢oj vibraciji. (206). Siroka
traka na 2986 cm ™ u spektru APTES-a i APTES-SMNC koja odgovara istezuéoj vibraciji -
CH:- veza potvrduje prisustvo propil grupa APTES-a na povrsini SMNC. Traka na 1600 cm*
poti¢e od N-H istezuéih vibracija slobodnih amino grupa na APTES-SMNC (238,239).
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Slika 23. FT-IR spektri neoblozenih SMNC, APTES i APTES-SMNC.

Tokom oblaganja SMNC sa DMSA, dolazi do interakcije -OH grupa DMSA i SMNC
I stvaranja polarnih Fe-O-C veza uz izdvajanje molekula vode. Takode, slobodne -SH grupe

DMSA medusobno reaguju i stvaraju disulfidne -S-S- veze u omotacu (slika 24).
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Slika 24. Oblaganje SMNC sa DMSA (240).

Na slici 25 su prikazani ATR FT-IR spektri neoblozenih SMNC, DMSA i DMSA-
SMNC. Karakteristi¢ni pikovi koji poti¢u od istezanja C-O-Fe veze prisutni u DMSA-SMNC
spektru na 1050 cm* potvrduju da se molekuli DMSA vezuju za povrinu SMNC (207).

Takode potvrda oblaganja SMNC sa DMSA predstavljaju i trake na 1632 i 1350 cm™*
koje se odnose na simetricno i asimetri¢no istezanje karboksilnih -COO™ grupa na povrSini
DMSA-SMNC. Siroka traka na 2532 cm™* u spektru DMSA-a odgovara istezuéoj vibraciji S-
H veze u tiolnoj grupi. Razlog njenog odsustva u spektru DMSA-SMNC je oksidacija - SH
grupa u disulfidne -S-S- grupe koje apsorbuju u nizoj IR oblasti tako da bi se njihovo prisustvo
dokazalo Ramanovom spektroskopijom (241). Traka na 540 cm™ koja se javlja u spektrima
SMNC i DMSA-SMNC pripada Fe-O istezucoj vibraciji.
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Slika 25. FT-IR spektri neoblozenih SMNC, DMSA i DMSA-SMNC.

5.2.4. Mjerenja specifine brzine apsorpcije (magnetna hipertermija)

Kako bi se ispitala moguénost upotrebe nanocestica u magnetnoj hipertermiji,
efikasnost zagrijavanja oblozenih SMNC je odredena mjerenjem specifiéne apsorpcije — SPA
U naizmeniénom magnetnom polju ja¢ine H=159 kA/m i frekvencije =252 kHz.
Odredivanjem nagiba (AT/At) sa krivih, promjena temperature ferofluida sa vremenom, i
primjenom jednagina (5) i (6) izra¢unate su SPA i ILP vrijednosti za oblozene SMNC. SPA i
ILP vrijednosti za ispitivane oblozene SMNC kao i za komercijalno dostupne Nanotherm®
(MagForce, Njemacka) su prikazane u tabeli 13. Za neoblozene SMNC nije odredena SPA
vrijednost zbog nestabilnosti uzoraka u vodenoj sredini.
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Tabela 13. SPA i ILP vrijednosti oblozenih i komercijalno dostupnih SMNC.

SMNC H (kA'm™) f (kHz) SPA (WI/g) ILP (nHmM?%kg)
APTES-SMNC 15,9 252 123 1,93
DMSA-SMNC 15,9 252 110 1,72

Nanotherm® 3-8 100 0,006-0,718 0,121

Brezovic¢ i saradnici (242) su utvrdili da gornje granice dozvoljenih frekvencija i ja¢ina
spoljasnjeg magnetnog polja, koje se mogu primjeniti na ljudima, iznose od 50 kHz do 1 MHz
za frekvencijui< 15 kA/m za ja¢inu magnetnog polja. Eksperimentalno izratunata maksimalna
dozvoljena vrijednost za proizvod H-f koji se moze primjeniti na ljudima iznosi 4,85-10% A/m-s
(242,243), dok je kasnije ustanovljen i Herg-tov limit od 5-10° A/m-s (244). Tokom upotrebe
Nanotherm® gestica u klini¢kim studijama, frekvencija je bila podesena na 100 kHz dok je
jac¢ina 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 spoljaSnje magnetno polje sa ovim
vrednostima H i f izaziva zagrijavanje i temperaturu vecu od 40 °C u prosjeku kod 86%
tretiranih tumora. Upotrebom termometarskog katetera izmjerena je prosjecna temperatura u

tumoru od 51,2 °C (149,245,246).

Uporedujuéi dobijene SPA vrijednosti oblozenih SMNC sa publikovanim SPA
vrijednostima za SMNC na bazi gvozda (koje se kreéu u intervalu od 10-300 W/g), obloZene
SMNC imaju obecavajuéu efikasnost zagrijavanja pod uticajem spoljasnjeg magnetnog polja,
pa se mogu Koristiti u daljim in vitro/in vivo testovima magnetne hipertermije. Naravno, u
literaturi se mogu naci i primjeri ekstremnih izuzetaka sa izuzetno visokim SPA vrijednostima
kao npr. bakterijske magnetozome veli¢ine 35 nm, ¢ija SPA vrijednost je 960 W/g na 410 kHz
i 10 kKA/m (247) ili y-Fe,O3 0d 16 nm sa SPA vrijednosti od 1650 W/g na 700 kHz i 24,8 kA/m
(248,249). Veliki broj istrazivanja prikazuje izmjerene SPA vrijednosti u naizmjeni¢cnom
magnetnom polju ¢iji je proizvod H-f mnogo ve¢i od dozvoljene granice, ali nac¢in primjene tih
SPA vrijednosti u klini¢koj praksi jos nije pronaden. Medutim, zbog prekoracenja Brezovic-
evog limita, njihova klinicka upotreba je zanemarena. Bez obzira na moguénost

eksperimentalnog odredivanja SPA vrijednosti, postoje i ograni¢enja u njegovoj procjeni na

efikasnost MHT. Apsorbovana energija tokom izlaganja spoljasnjem magentnom polju zavisi
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(250,251). Stoga, razlic¢ite SPA vrijednosti, koje se mogu dobiti na razli¢itim frekvencijama i
jac¢inama magnetnog polja, ne mogu se porediti jedna sa drugom jer do sada nisu odredeni

standardi za poredenja SPA vrijednosti (7).

U klinickoj upotrebi magnetne hipertermije treba imati u vidu i fizioloska ogranicenja.
Magnetno polje visoke frekvencije moze izazvati lokalno zagrijavanje u dijelu tkiva u kome se
ne nalaze magnetne Cestice usled vrtloznih struja. Osim klini¢kih ograni¢enja treba imati u vidu
1 tehnicka ogranicenja, jer parametri magnetnog polja moraju biti precizno odredeni kako bi se
optimizovala efikasnost zagrijavanja SMNC i o&uvalo zdravo tkivo, kao i udobnost pacijenata
tokom primjene (88).

Manje vrijednosti SPA i ILP koje su dobijene za DMSA-SMNC u odnosu na APTES-
SMNC su najvjerovatnije posljedica veéeg hidrodinami¢kog pre¢nika DMSA-SMNC (140 +
6,5 nm) u odnosu na APTES-SMNC (105 + 2,3 nm) kao i smanjene stabilnosti DMSA-SMNC
(233,252). Zbog vece efikasnosti zagrijavanja i boljih fizicko-hemijskih karakterisitka opisanih
u prethodnim poglavljima, dalja istraZivanja su radena sa APTES-SMNC.
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5.3. Optimizacija uslova obiljezavanja CC49 monoklonskog antitijela sa
131

5.3.1. Obiljezavanje humanog/govedeg serum albumina sa !

Za obiljezavanje humanog (HSA) i govedeg serum albumina (BSA) sa *11 korigéena je
metoda sa hloraminom-T. Hloramin-T oksiduje *!I- u reaktivnije oblike: 1° ili I*. U vodenoj
sredini, na pH izmedu 7 i 8, hloramin-T hidrolizuje i oslobada hipohloritni anjon (C10), koji
se veze za 2" i formira 3'I-Cl kompleks. Oksidovani 31 se elektrofilnom supstitucijom
ugraduje u fenolni prsten tirozinskog i/ili histidinskog ostatka u molekulu proteina/antitijela
(slika 26). Reakcija obiljezavanja se zaustavlja dodatkom redukcionog sredstva natrijum-
metabisulfita (Na2S20s) (212,253-255).
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Slika 26. Reakcija jodiranja (212).

U literaturi su opisani maseni odnosi hloramina-T i proteina koji omogucuju, nakon

dodatka 11, dobijanje obiljezenog proteina visoke radiohemijske ¢istoée. Tokom optimizacije
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uslova obiljezavanja HSA i BSA sa 31 in situ, ispitani su najée$¢e navedeni maseni odnosi.
RCP obiljezenih HSA i BSA odredena je primjenom TLC metode (stacionarna faza: silika-gel,
mobilna faza: 85% metanol). U tabeli 14 prikazane su vrijednosti RCP obiljezenih 31I-HSA i
1311_BSA, kao i maseni odnosi HL-T i HSA/BSA.

Tabela 14. Optimizacija uslova obiljezavanja HSA i BSA sa *3*

Protein Maseni odnos protein:HL-T RCP (%)

1:1 48,78

1:1,8 77,66

BSA 1:3 76,45
2:1 63,76

11 30,55

1:1,8 56,85

HSA 1:3 98,58
2:1 84,17

Iz rezultata prikazanih u tabeli 14 moze se zakljuciti da se BSA u najve¢em procentu
obiljezava sa *!1 pri masenom odnosu BSA : HL-T od 1: 1,8 (77,66%), dok se HSA obiljezava
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. Obiljezavanje nespecifi¢nog antitijela sa 13|

Jod kao supstituent je premali da bi izazvao znacajne konformacione promjene
strukture antitijela. Nasuprot tome, postupak obiljezavanja koris¢enjem oksidacionih sredstava
kao i dodavanje redukcionih sredstava za zaustavljanje reakcije obiljeZavanja mogu uticati na
bioloske i imunoloske osobine antitijela. U zavisnosti od uslova obiljezavanja, a prema
literaturnim podacima, moze do¢i do konformacionih promjena u mAt usled promjene
funkcionalnih grupa ili kidanja disulfidnih veza. Shodno tome, reakcije obiljezavanja moraju
biti prilagodene pojedina¢nim antitijelima, sa ciljem da se ocuva funkcionalni integritet

antitijela.
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Zbog lakoce rukovanja i efikasnosti, metoda sa hloraminom-T je i dalje Siroko koriséeni
postupak radioaktivnog jodiranja i predstavlja efikasan nacin za obiljezavanje raznih proteina
1 peptida kao Sto su albumini, globulini, neuropeptidi i hemokini. Kako redukujuce sredstvo,
natrijum metabisulfit (Na2S20s), koje se koristi za zaustavljanje reakcije radioobiljezavanja
proteina, dovodi do kidanja disulfidnih veza izmedu lakih i teskih lanaca antitijela, ispitane su
druge metode zaustavljanja reakcije obiljezavanja antitijela sa ciljem da se oCuva struktura

antitijela:

1. metoda sa cisteinom kao redukuju¢im sredstvom,
2. metoda precis¢avanja koris¢enjem gel-filtracione hromatografije na koloni napunjenoj
Sephadex®-om G-25

Kako su maksimalni prinosi obiljezavanja HSA i BSA sa 3! dobijeni pri 1:1,8 i 1:3
masenim odnosima proteina i hloramina-T, pri radioobljezavanju nespecifi¢cnog Hbe7 mAt sa
131] sy ispitani ovi maseni odnosi. Dobijeni rezultati RCP (%) radiobiljeZzenog nespecifi¢nog

monoklonskog antitijela Hbe7 mAt jodom-131 su prikazani u tabeli 15.

Tabela 15. RCP (%) 31 -obiljezenog Hbe7 mAt.

Maseni odnos Prinos radioobiljeZavanja
0,

Metoda MACHL-T RCP (%) (%)

L 1:1,8 89,90 -

Cistein
1:3 96,20 -
1:1,8 100* 55
® _ * 1

Sephadex® G-25 13 100~ 50

* RCP vrijednosti kod gel-filtracione hromatografije odnose se ha RCP rastvora (~350 pL)
koji ¢ine spojene frakcije sa najvec¢om aktivnosti koje su eluirane sa kolone

Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti da je dobijena radiohemijska cistoca
obiljezenog nespecificnog Hbe7 mAt jodom-131 veoma visoka pri oba masena odnosa mAt :

HL-T, bez obzira na metodu zaustavljanja reakcije obiljezavanja.

In vitro stabilnost radioobiljezenog nespecificnog Hbe7 mAt pri oba masena odnosa
mAt : HL-T i nakon pre¢is¢avanja na koloni napunjenoj Sephadex® G-25 pradena je u toku 24

1 48 sata od trenutka obiljezavanja odredivanjem radiohemijske Cistoce rastvora koji Cine
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spojene frakcije sa najve¢om aktivnosti koje su eluirane sa kolone, TLC radiohromatografskom
metodom (grafikon 2). Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je radioobiljezeno

nespecifiéno mAt veoma stabilno (>95%) i nakon 24 i 48 sata od obiljezavanja.

STABILNOST PILOBILJEZENOG mAt

1—.1]' Er‘

100 ~ - -

e W

mg =2 =
75
9
=
@ 50
=4
25
0

: 3

l24h =48 h

Grafikon 2. Ispitivanje in vitro stabilnosti 131/ obiljezenog nespecificnog Hbe7 mAt
pri molskim odnosima 1:1,8 i 1:3 nakon preciséavanja na koloni napunjenoj Sephadex® G-

25.

lako je pri oba molska odnosa mAt : HL-T dobijena visoka vrijednost RCP-a jodom-

131 obiljezenog nespecificnog mAt, u daljim eksperimentima je koris¢en odnos 1:3.

5.3.3. Uticaj dodate aktivnosti joda-131 na RCP obiljeZenog nespecifi¢nog antitijela

Tokom optimizacije uslova obiljezavanja nespecifi¢nog mAt sa 31, ispitivan je i uticaj
dodate aktivnosti 3!I na RCP obiljeZenog nespecifinog mAt. 50 pug nespecificnog Hbe7 mAt
obiljezavano je sa 1,85 MBq (50 uCi) i 3,7 MBq (100 pCi) rastvora Na**!I pri masenom odnosu
mAt i HL-T od 1:3 i nakon obiljezavanja je pre¢i$éeno na koloni napunjenoj Sephadex®G-25.
RCP obiljezenog mAt i sa dodatom aktivnos$¢u od 1,85 MBq (50 pCi) i sa 3,7 MBq (100 uCi)
rastvora Na'®!l je bila iznad 97%, tako da se u daljim eksperimentima Koristila aktivnost od
0,074 MBq I po ug mAt.
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Prinos obiljezavanja nespecificnog Hbe7 mAt jodom-131 je odreden kao odnos
aktivnosti rastvora koji Cine spojene frakcije sa najve¢om aktivnosti koje su eluirane sa kolone
napunjene Sephadex®-om G-25 i aktivnosti koja je naneta na kolonu. Rezultati odredivanja
prinosa radioobiljezavanja, koriste¢i jednacinu (11), su pokazali da je dobijen prinos od 55% i
60% za odnose 1:1.8 i 1:3, redom (tabela 15). Takode, sli¢ni rezultati su dobijeni i tokom
obiljezavanja 50 ug ovog nespecificnog mAt sa 1,85 MBq i 3,7 MBqg Na**!l (0,962 MBq/1,85
MBq i 1,87 MBq/3,7 MBq). Dobijeni rezultati prinosa radioobiljezavanja su u skladu sa

literaturnim podacima, gdje je prosjecan prinos radioobiljeZzavanja oko 60% (12,164,216).

Ispitivanje cjelovitosti strukture radioobiljeZenog antitijela: Nakon radioobiljezavanja
Hbe7 mAt i nakon zaustavljanja reakcije obiljeZavanja antitijela primjenom metode sa
cisteinom ili metode precis¢avanja koris¢enjem gel-filtracione hromatografije na koloni
napunjenoj Sephadex®-om G-25 ispitana je cjelovitost strukture radioobiljezenog antitijela
pomoc¢u SDS-PAG elektroforeze. SDS-PAGE je vrsta zonske vertikalne jednodimenzionalne
elektroforeze, u kojoj se razdvajanje 1 identifikacija proteina iz smjeSe iskljucivo vr$i na osnovu
razlike njihovih molekulskih masa. Natrijum-dodecilsulfat (SDS) je anjonski reagens, koji se
nalazi u viSku u odnosu na uzorak, i oblaze sve proteine negativnim naelektrisanjem. Time je
omoguceno da se svi proteini kre¢u prema anodi, pri ¢emu se brzina pokretljivosti Smanjuje sa
povecanjem molekulske mase. Njihovo odredivanje je zasnovano isklju¢ivo na razlici njihovih
molekulskih masa (256). Poliakrilamidni gel nastaje polimerizacijom monomera akrilamida, a
dodatkom komonomera N,N’-metilenbisakrilamida (bis-akrilamid), gel dobija mreZastu
strukturu. Procenat akrilamida u poliakrilamidnom gelu zavisi od molekulske mase ispitivanog
jedinjenja. Rezultati SDS-PAGE analize pod redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima su

prikazani na slici 27.
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Redukujuéi uslovi Neredukujuéi uslovi
| - "~ -

kDa Marker 1 2 3 4 5 6 F 8 9 10
150

Slika 27. RTG film SDS-PAGE gela. Redukujudi uslovi: 1. Metoda sa cisteinom kao
redukujuc¢im sredstvom (MAt : HL-T = 1:3), 2. Metoda precis¢avanja na koloni napunjenoj
Sephadex® G25 (mAt: HL-T = 1:3), 3. Metoda precisé¢avanja na koloni napunjenoj
Sephadex® G25 (mAt : HL-T = 1:1.8), 4. Neobiljezeno nespecificno mAt, 5. BI-HSA.
Neredukujudi uslovi: 6. 31-HSA, 7. Neobiljezeno nespecificno mAt, 8. Metoda sa cisteinom
kao redukujucim sredstvom (mAt: HL-T = 1:3), 9. Metoda precis¢avanja na koloni
napunjenoj Sephadex® G25 (mAt: HL-T = 1:3), 10. Metoda precis¢avanja na koloni
napunjenoj Sephadex® G25 (mAt: HL-T = 1:1.8).

Kao proteinski marker, korii¢en je BlueStar Prestained Protein Marker® (NIPPON
Genetics), radi pribliznije provjere molekulskih masa izolovanih proteina. Uzorci B!I-HSA,
kod kojih je obiljeZavanje HSA jodom-131 vrSeno pri masenom odnosu HSA : HL-T od 1:3,
koris¢eni su kao kontrola. Na slici 27 mogu se vidjeti dominantne trake koje odgovaraju
pokretljivosti proteina od priblizno 66 kDa (linije 5 i 6), Sto 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 neredukuju¢im uslovima (bez dodavanja DTT-
a u pufer za uzorke) pokazuje da je doslo do kidanja disulfidnih veza izmedu lakih i teskih
lanaca Hbe7 mAt kada se kao redukciono sredstvo koristi cistein, §to se primjecuje u odvajanju
lakih (~25 kDa) i teskih lanaca (~50 kDa). Takode, laki i teSki lanci mAt su prisutni i pod
redukujuc¢im uslovima (linija 1). SDS-PAGE pod redukuju¢im uslovima takode pokazuje da je
doslo do kidanja disulfidnih veza izmedu lakih i teSkih lanaca Hbe7 mAt nakon preci§¢avanja
na koloni napunjenoj Sephadex®-om G25 (linije 2 i 3). Medutim pod neredukujué¢im uslovima,

u linijjama 9 1 10 uocavaju se dominantne mAt trake, Sto potvrduje da je antitijelo sacuvalo
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cjelovitost svoje proteinske strukture nakon preé¢iséavanja na koloni napunjenoj Sephadex®

G25. Kao negativna kontrola je koris¢eno neobiljezeno nespecificno Hbe7 mAt (linije 4 17).

5.4. Obiljezavanje CC49 monoklonskog antitijela sa 31

Nakon optimizacije uslova obiljezavanja nespecifi¢nog Hbe7 mAt jodom-131 i potvrde
da je antitijelo sacuvalo cjelovitost svoje proteinske strukture kada se kao metoda zaustavljanja
reakcije obiljezavanja antitijela koristi pre¢iséavanje na koloni napunjenoj Sephadex® G25,
specifitno CC49 monoklonsko antitijelo je obiljezeno sa 3! pod istim uslovima (specifi¢no
mAt:HL-T=1:3, dodata aktivnost joda-131 je bila 0,074 MBg/ug mAt, a kao metoda
pre¢iséavanja od reaktivnih vrsta (HL-T, slobodni !I) se koristila gel-filtraciona

hromatografija na koloni napunjenoj Sephadex®-om G-25).

U cilju pracenja uticaja dodate aktivnosti na RCP obiljezenog antitijela, u rastvor CC49
mAt su dodate razliGite aktivnosti '*!I (22,57 MBq i 370 MBq) prema prethodno
optimizovanim uslovima obiljezavanja. Nakon pre¢i§éavanja obiljezenog *'1-CC49 mAt na
Sephadex® G-25 koloni putem ,;molekulskog sijanja” (brzina protoka 0,4 mL/min), aktivnosti
eluiranih frakcija su mjerene na gama brojac¢u i dobijeni rezultati su prikazani na grafikonu 3.
Nakon mjerenja radioaktivnosti, RCP obiljezenog antitijela je odredena iz rastvora koji ¢ine
spojene frakcije sa najve¢om aktivnosti koje su eluirane sa kolone (spojene frakcije izmjerene
na Capintec CRC-15 beta doze kalibratoru). Na ovaj na¢in dobijena su dva rastvora: R1 (16,06
MBq (434 puCi) u 1440 pL) i R2 (222 MBq (6 mCi)/1670 uL). RCP obiljezenog *!I-CC49
mAt iz R1 je iznosila 98,82% a iz R2 99,94%. Dobijeni rezultati pokazuju da dodate aktivnosti
ne uti¢u na RCP obiljeZzenog antitijela tj. da je koli¢ina mAt u rastvoru dovoljna da veze svu
dodatu radioaktivnost. Dobijeni prinos radioobiljezavanja u oba rastvora (71% za R1 1 60% za

R2) je u skladu sa rezultatima prethodno optimizovanih ispitivanja.
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Grafikon 3. Precis¢avanje obiljezenog *1-CC49 mAt gel filtracijom na koloni
napunjenoj Sephadex® G-25. A. Profil obiljezenog CC49 mAt sa 311 aktivnosti 22,5 MBq
(610 uCi), B. Profil obiljezenog CC49 mAt sa 31 aktivnosti 370 MBq (10 mCi).

5.4.1. Kvantifikacija $3!1-CC49 mAt

Nakon preciséavanja !I-CC49 mAt na Sephadex® G-25 koloni, odredena je
koncentracija obiljezenog mAt u oba rastvora (R1 i R2) Bradford-ovom metodom. Bradford-
ova metoda je najCescée kori§¢ena metoda za odredivanje koncentracije proteina zbog relativno
brzog i lakog izvodenja, kao i relativne senzitivnosti (5 pg 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 veze hidrofobnim interakcijama i jonskim vezama $to 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 S§to se prati
spektrofotometrijski. Boja je postojana relativno dugo (1 sat), a intenzitet apsorbance se moze
o€itati na 595 nm ve¢ nakon 2 minuta. Kompleks ima veoma visok ekstinkcioni koeficijent, §to

doprinosi velikoj senzitivnosti testa (221,257).

Kao standard kori$¢en je humani serum albumin (HSA), u opsegu koncentracija od 20
do 100 pg/mL. Iz apsorbancija standardnih rastvora HSA ( X + SD) dobijena je jednacina

kalibracione krive iz koje je na osnovu izmjerene apsorbance ispitivanog uzoraka odredena
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koncentracija obiljezenog CC49 mAt (grafikon 4, A i B). Apsorbancija je mjerena na talasnoj

duzini od 595 nm. Rezultat je izrazen kao srednja vrijednost tri mjerenja.

Izmjerena apsorbancija Cetiri puta razblazenog rastvora R1 iznosila je 0,1847 §to
odgovara koncentraciji CC49 mAt od 54,07 pg/mL odnosno koncetranciji od 216,28 pg/mL
(preracunata ukupna koncentracija CC49 mAt u nerazblazenom rastvoru R1). Kako je ukupna
zapremina R1 (ukupna zapremina spojenih frakcija eluiranih sa kolone) iznosila 1440 L, to
znadi da je 311,5 pug CC49 mAt obiljezeno !I. Dobijeni rezultati pokazuju da je prinos
obiljezavanja CC49 mAt jodom-131 bio 44,5%, jer je 700 pg bila poc¢etna masa CC49 mAt.
Radioaktivnost obiljezenog CC49 mAt je iznosila 16,058 MBq (434 pCi).

Apsorbancija Cetiri puta razblazenog rastvora R2 iznosila je 0,2496 Sto odgovara
koncentarciji CC49 mAt od 71,85 pg/mL odnosno koncentraciji od 287,4 pg/mL (preracunata
koncentracija CC49 mAt u nerazblazenom rastvoru). Kako je 1670 uL bila ukupna zapremina
rastvora R2, to znaci da je obiljeZeno 480 ng CC49 mAt, Sto predstavlja 55% pocetne mase
CC49 mAt tj. mase sa kojom je poceto obiljezavanja sa 13!l u R2 (860 pg). Radioaktivnosti
obiljezenog CC49 mAt je iznosila 222 MBq. Iz dobijenih rezultata se moze zakljuciti da je
metoda preciS¢avnja primjenom gel-filtracione hromatografije na koloni napunjenoj
Sephadex®-om G-25 pogodna za uklanjanjanje neizreagovalog HL-T i **!I- ali dovodi do

velikih gubitaka antitijela.
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Grafikon 4. Odredivanje koncentracije obiljezenog ***1-CC49 mAt Bradford-ovom
metodom. A. Obiljezavanje CC49 mAt sa **!1 aktivnosti 22,5 MBq (610 uCi), B.
Obiljezavanje CC49 mAt sa **'1 aktivnosti 370 MBq (10 mCi).
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5.4.2. Ispitivanje imunoreaktivnosti $3!1-CC49 mAt

Imunoreaktivnost predstavlja sposobnost antitijela da veZze antigen i formira antigen-
antitijelo kompleks. Za radioobiljezavanje antitijela, kao obiljezivac¢ bi trebao da se Koristi
radionuklid koji moze da se ugradi u antitijelo, a da pri tome ne utiCe na njegovu
imunoreaktivnost. Radiojodiranje proteina odnosno antitijela je u osnovi hemijska supstitucija
vodonikovih atoma jodom u tirozinskim grupama, mada pod nekim uslovima jod moze
reagovati sa histidinom i triptofanom, kao i sa sulfhidrilnim grupama. Bioloske osobine
jodiranih antitijela zavise od stepena i nacina jodiranja. Opste je prihvaéeno da se ne mijenja
bioloski integritet antitijela ako se prosje¢no ugradi po 1 atom joda po molekulu antitijela.
Takode se moraju optimizovati uslovi radioobiljezavanja jodom, jer dugo izlaganje antitijela
oksidacionom sredstvu (HL-T) dovodi do oksidacije tirozinskih grupa $to prouzrokuje

promjene u bioloskom ponasanju obiljezenog antitijela (gubitak imunoreaktivnosti).

Nakon radioobiljezavanja CC49 mAt sa *!I pod optimizovanim uslovima, indirektnom
ELISA metodom ispitana je njegova imunoreakitvnost tj. u kojem stepenu je radioobiljezeno
CC49 mAt ocuvalo afinitet vezivanja za antigen (govedi mucin podjezi¢nih Zlijezda).
Imunoreaktivnost neobiljezenog CC49 mAt je koriS¢ena za poredenje, tj. kao kontrola.
Dobijeni rezultati su prikazani na grafikonu 5. Na osnovu prikazanih rezultata, mozZe se
zakljugiti da postoji razlika izmedu afiniteta vezivanja neobiljezenog CC49 mAt i 1-CC49
mALt za antigen. Neobiljezeno CC49 mAt ima skoro Cetiri puta manju vrijednost koncentracije
poluvezivanja (engl. half binding point) (3,81 ng) od vrijednosti **11-CC49 mAt (12,55 ng). U
skladu sa literaturnim podacima, smatra se da ova razlika nije znacajna tj. da obiljezavanje ne

uti¢e znacajno na afinitet vezivanja mAt za antigen (164,258).
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Grafikon 5. Imunoreaktivnost CC49 mAt i 1311-CC49 mAt

5.5. Konjugacija 13!1-CC49 mAt sa APTES-SMNC

5.5.1. Efikasnosti konjugacije 1311-CC49 sa APTES-SMNC

Stvaranjem intermedijarnog estra (O-acilizouree) u blago kiseloj sredini (pH 5,5-6,0),
EDC aktivira karboksilne grupe na povrsini antitijela koje zatim reaguju sa primarnim amino
grupama na povrsini oblozenih SMNC i dolazi do gradenja kovalentne veze izmedu obloZenih
SMNC i antitijela (slika 28). EDC aktivira karboksilne grupe na povrsini Fc fragmenta 3|-
CC49 mAt (C-terminalni kraj antitijela) koje sa primarnim amino grupama APTES-SMNC
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 *¥'1-CC49 mAt sa SMNC.

U literaturi su opisani razli¢iti maseni odnosi obiljezenih mAt i SMNC koji su
konjugovani pomo¢u EDC-a, poéevsi od 100 pg mAt na 50 mg SMNC, do 1 mg mAt na 2 mg
SMNC. Opisana antitijela su obiljezena razli¢itim radionuklidima (*?1, **In, %Ga i dr.)
razli¢itih aktivnosti (3,7 MBq - 185 MBq) prije konjugacije sa SMNC (164,219,259,260).

Rezultati ispitivanja uticaja masenih odnosa mAt i APTES-SMNC, 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 pg !1-CC49 mAt sa 16 mg
APTES-SMNC i 480 ug 13!1-CC49 mAt sa 6 mg APTES-SMNC, redno. Iz dobijenih rezultata
mozZe se zakljuciti da efikasnost konjugacije ne zavisi od mase APTES-SMNC, jer je broj
slobodnih amino grupa na povrsini ispitivanih masa APTES-SMNC dovoljno veliki da mogu
da se konjuguju u velikom procentu sa ispitivanim masama *3!1-CC49 mAt. Rezultati takode
pokazuju da dodatak razli¢itih aktivnosti **11-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 3'1-CC49 za APTES-SMNC.

Nakon ispitivanja efikasnosti konjugacije dalje je u cilju ispitivanja jac¢ine kovalentne
veze izmedu *1-CC49 i APTES-SMNC, kao i o&uvanosti proteinske strukture mAt, kori$éena
SDS-PAG elektroforeza. Rezultati SDS-PAGE pod redukuju¢im i neredukujuc¢im uslovima su
prikazani na slici 29. Ispitivani su uzorci neobiljezenog CC49 mAt, obiljezenog CC49 mAt
jodom-131 aktivnosti 16,058 MBq, kao i uzorak nakon konjugacije 311,5 ug *31-CC49 mAt
(aktivnosti 16,058 MBq) sa 16 mg APTES-SMNC. SDS-PAGE gel je bojen sa AgNO3 da bi
se odredila vrsta i ja¢ina hemijske veze izmedu *3'1-CC49 i APTES-SMNC,
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Slika 29. SDS-PAGE uzoraka nakon bojenja sa AgQNOz. Redukujudi uslovi (dodatak
DTT-a): 1. CC49 mAt, 2. 1811.CC49-SMNC, 3. Frakcije bez radioaktivnosti nakon
preciséavanja **11-CC49 mAt na koloni napunjenoj Sephadex®-om G25, koje su spojene
nakon precisé¢avanja *11-CC49 mAt, 4. Supernatant (nakon magnetne dekantacije **1-CC49-
SMNC), 5. *311-CC49 mAt, 6. 3L I-HSA. Neredukujuci uslovi: 7. CC49 mAt, 8. 13!1-CC49-
SMNC, 9. Frakcije bez radioaktivnosti nakon precisé¢avanja ***1-CC49 mAt na koloni
napunjenoj Sephadex®-om G235, koje su spojene nakon precis¢avanja *11-CC49 mAt, 10.
Supernatant (nakon magnetne dekantacije **'1-CC49-SMNC), 11.1311-CC49 mAt, 12. 13-
HSA.

Pri redukuju¢im uslovima, trake na ~25 1 ~50 kDa odgovaraju lakom i teSkom lancu
CC49 mAt (linjje 1 1 5). Ovi rezultati pokazuju da, pri redukuju¢im uslovima, dolazi do kidanja
disulfidnih veza izmedu lakih i teSkih lanaca CC49 mAt. Kako se na liniji 2 takode uocavaju
dvije proteinske trake od ~25 i ~50 kDa, smatra se da dolazi do kidanja disulfidnih veza izmedu
lakih i teskih lanaca CC49 mAt obiljezenog sa *!| vezanog za povrinu APTES-SMNC-a. U
neredukuju¢im uslovima, proteinska traka na ~ 150 kDa (linije 7, 8 1 11) odgovara intaktnom
CC49 mAt odnosno potvrduje da je funkcionalni integritet antitijela oCuvan. Prisustvo
proteinske trake na ~ 150 kDa na liniji 8 potvrduje da je doslo do konjugacije *'1-CC49 mAt
sa APTES-SMNC, kao i da je funkcionalni integritet *¥'1-CC49 mAt ocuvan tokom
konjugacije. Na linijama 3, 4, 9 i 10 nije uo¢eno prisustvo ni jedne proteinske trake. Ovi
rezultati potvrduju efikasnost obiljezavanja CC49 mAt jodom-131 kao i njegovu konjugaciju

sa APTES-SMNC. 131I-HSA je koris¢en kao kontrola. Na linijama 6 i 12 uo¢ava se dominantna
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traka koja odgovara pokretljivosti proteina od priblizno 66 kDa §to odgovara literaturnim

podacima za HSA.

Na slici 30 je prikazan SDS-PAGE gel nakon bojenja sa AgNOz i sa Coomasie Brilliant
Blue®R-250 a takode je gel snimljen BRUKER® In-Vivo Xtreme II uredajem u cilju detekcije
raspodijele radioaktivnosti na njemu. Na slici 30 A, prikazani su rezultati SDS-PAGE
elektroforeze ispitivanih uzoraka nakon bojenja sa AgNOs3. Da bi se ispitao uticaj aktivnosti
1311 i mase 13!1-CC49 mAt na ja¢inu kovalentne veze izmedu **!1-CC49 i APTES-SMNC kao i
na ocuvanost proteinske strukture mAt tokom konjugacije, ispitan je uzorak CC49 mAt
obiljezen, pod optimizovanim uslovima, jodom-131 aktivnosti 222 MBq, kao i uzorak nakon
konjugacije 480 pg **11-CC49 mAt sa 6 mg APTES-SMNC. Dobijeni rezultati su u saglasnosti
sa rezultatima prikazanim na slici 29. Ovi rezultati potvrduju uspjesnost konjugacije 311-CC49
mAt za APTES-SMNC bez obzira na poveéanje koli¢ine mAt i aktivnosti rastvora Na®l.
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 AgNOs (~ 10 ng). Na gelu se uocava samo
neobiljezeno CC49 mALt, jer je naneSeno u znacajno ve¢oj masi (~130 ng) nego $to je masa
CC49 mAt u B-CC49 mAt (~40 ng). Na linijama 4 i 8 na slici 30 A, uo¢avaju se proteinske
trake koje odgovaraju CC49 mAt $to znaci da se u supernatantu, nakon magnetne dekantacije
181].CC49-SMNC, nalazi nekonjugovano obiljezeno 11-CC49 mAt. Ovi rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima ispitivanja efikasnosti konjugacije, jer oko 12% 311-CC49 mAt se
ne konjuguje sa APTES-SMNC. Uporedujuéi ove rezultate za supernatant sa rezultatima
prikazanim na slici 29, gdje nije uogeno prisustvo nekonjugovanog 3!1-CC49 mAt, mozemo
zakljuciti da osjetljivost metode bojenja sa AgNOsz zavisi od mase CC49 mAt u uzorku.
Nemoguénost detekcije slobodnog **!1-CC49 mAt je vjerovatno posljedica male koli¢ine 3!I-
CC49 mAt u uzorku.
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Slika 30. SDS PAGE gel nakon: A. bojenja sa AgNO:s. B. bojenja sa Coomasie

Brilliant Blue®. C. Snimak sa BRUKER® In-Vivo Xtreme II uredaja. Redukujuéi uslovi: 1.
CC49 mAt, 2. 1311-CC49 mAt 3. 131|-CC49-SMNC, 4. Supernatant (nakon magnetne
dekantacije **1-CC49-SMNC). Neredukujudi uslovi: 5. CC49 mAt, 6. 181].CC49 mAt, 7. 184-

17
10
CC49-SMNC, 8. Supernatant (nakon magnetne dekantacije ***1-CC49-SMNC).

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 redukuju¢im i neredukujué¢im uslovima. Pri redukujué¢im uslovima, uocava se
da detektovane radioaktivnosti na liniji 2 odgovaraju pokretljivosti proteina od ~25 i ~50 kDa,
$to ukazuje da dolazi do kidanja disulfidnih veza izmedu lakih i teskih lanaca I obiljeZzenog
CC49 mAt, odnosno takode ukazuje da se jod-131 vezuje i za tirozinske i histidinske rezidue
u lakim i teSkim lancima antitijela. Kako se na liniji 3 takode uocava da detektovane

radioaktivnosti odgovaraju proteinskim trakama od ~25 i ~50 kDa, smatra se da dolazi i do
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kidanja disulfidnih veza izmedu lakih i teskih lanaca **!I obiljeZzenog CC49 mAt vezanog za
povr§inu APTES-SMNC-a. Pod neredukujué¢im uslovima, na liniji 6, detektovana
radioaktivnost odgovara proteinskoj traci na ~ 150 kDa odnosno potvrduje da je funkcionalni
integritet antitijela ocuvan. Detektovana radioaktivnost na liniji 7 koja odgovara proteinskoj
traci na ~ 150 kDa, potvrduje i da je doslo do konjugacije**!I-CC49 mAt sa APTES-SMNC
kovalentnim vezivanjem, kao i da je oduvan funkcionalni integritet ***1-CC49 mAt tokom
konjugacije. U supernatantu (nakon magnetne dekantacije **'I-CC49-SMNC) nije uo&eno

prisustvo radioaktivnosti (linije 4 i 8).

5.5.2. In vitro stabilnost 1311-CC49-SMNC

Uticaj odnosa masa mAt i SMNC kao i dodate aktivnosti na in vitro stabilnost 31
CC49-SMNC, ispitivana je u fizioloskom rastvoru i humanom serumu na 37 °C u toku 8 dana
od trenutka obiljezavanja, odredivanjem radiohemijske ¢isto¢e TLC metodom. Pri odredivanju
radiohemijske Cistoce, jod-131 se javlja kao jedini radioaktivni produkt degradacije. Tokom
odredivanja RCP, kombinacijom 85% metanola kao mobilne faze i silika gel trake kao
stacionarne faze su dobijeni najpouzdaniji i najreproduktivniji rezultati, §to ukazuje da je to
metoda izbora za kontrolu kvaliteta jodom-131 obiljezenog CC49 mAt, kao i 3!I-CC49-
SMNC. Kako je RCP ispitivanih uzoraka bila > 90% u toku od 8 dana od obiljezavanja i u
fizioloskom rastvoru i u humanom serumu, to zna¢i da ni mase mAt i SMNC kao ni dodate
radioaktivnosti nemaju znacajan uticaj na vezu izmedu ¥l i CC49 mAt, kao i na vezu -
CC49 mAt i SMNC (164,219,260).
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5.6. Ispitivanje biodistribucije i retencije

5.6.1. Biodistribucija 1311-CC49-SMNC

Ispitivanje  biodistribucije '%'1-CC49-SMNC na eksperimentalnim Zivotinjskim
modelima vrSi se u cilju pracenja njihovog bioloskog ponasanja i in vivo stabilnosti nakon
intravenskog injektovanja. Biolosko ponasanje, kao i in vivo stabilnost zavise od hemijskog
sastava, morfologije, veli¢ine, hidrofobnosti/hidrofilnosti i povriinskog naelektrisanja SMNC.
Da bi se SMNC mogle primjenjivati u biomedicini, osim toga §to treba da imaju visoke
vrijednosti magnetizacije, moraju da budu u obliku stabilnih ¢estica na fizioloskom pH (102).
Smatra se da oblaganje SMNC odgovaraju¢om oblogom osim to pomaze da se ograni¢i rast
magnetnih &estica jezgra i dovodi do stabilizacije SMNC u noseéem fluidu, obezbjeduje i
sterno ometanje za njihovu opsonizaciju u cirkulaciji i uklanjanje od strane retikulo-endotelnog
sistema a samim tim i produzuje vrijeme zadrzavanja SMNC u cirkulaciji. Sterno ometanje za
opsonizaciju SMNC i njihovo produZeno prisustvo u cirkulaciji nakon oblaganja omoguéuje
literaturnim podacima, adsorpcija proteina (opsonizacija) se povecava pri povecanju veli¢ine
nanocestica, povrSinskog naelektrisanja i hidrofobnosti (262). Proteini koji se adsorbuju na
povrsinu SMNC su tzv. opsonini (uglavnom, imunoglobulini i komponente komplementa, kao
Sto su C3, C4 i C5), koji pospjesuju ili favorizuju fagocite. Ako su opsonini dovoljno blizu
povrsine Cestice, tada medusobne interakcije ukljucuju van der Waal-sove, elektrostaticke 1
hidrofilno/hidrofobne sile. Te sile su odgovorne za vezivanje opsonina na povrsinu Cestice. Po
pravilu, opsonizacija hidrofobnih Cestica deSava se mnogo brze nego hidrofilnih, jer proteini

seruma krvi se mnogo lakSe adsorbuju na hidrofobnu povrsinu.

Kako se interakcija SMNC sa proteinima plazme mijenja u zavisnosti od fizi¢kih i
hemijskih osobina nanocestica (veli¢ina, povrSinsko naelektrisanje, morfologija, hidrofilnost
itd), neophodno je bilo ispitati uticaj povriinske modifikacije SMNC hidrofilnim APTES-om i
konjugacije sa '*'1-CC49 mAt na in vivo stabilnost koloidnih &estica u krvi i njihovu
aglomeraciju, kao i kako modifikacija uti¢e na bioloSku raspodijelu po organima
eksperimentalnih Zivotinja. VeliCina ¢estica ima veoma veliki uticaj na bioloSko ponaSanje
(263). Ukoliko su cestice ve¢e od 10 um, nakon intravenskog injektovanja, nakupljaju se u
plu¢inim kapilarama, Cestice od 0,2 do 3 um se najviSe nakupljaju u jetri i slezini, dok Cestice

manje od 30 nm imaju tendenciju nakupljanja u kostnoj srzi (264-266). Kako je na povrsini
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SMNC manjeg dijametra adsorpcija proteina manja, a samim tim smanjena reakcija RES-a a
produzeno vreme SMNC u cirkulaciji, u ovim istraZivanjima smo koristili SMNC obloZene
APTES-om, &iji je hidrodinamigki prenik oko 100 nm. Hidrofobne i naelektrisane SMNC
imaju tendenciju da vezu veci broj proteina (IgG, albumine, apoliproteine, fibrinogen), pa su
podloznije procesu opsonizacije i imaju kra¢e vreme vreme zadrzavanja u cirkulaciji, dok
Cestice sa hidrofilnom povrSinom vezuju samo albumine (267). Smatra se da vece
naelektrisanje povrsine obloge dovodi do vecfeg vezivanja proteina iz plazme. Pozitivno
naelektrisane SMNC generalno podlezu brze fagocitozi od strane RES-a nego neutralne, ili
negativno naelektrisane, jer vezu proteine koji imaju izoelektri¢ne tacke manje od 5.5, kao Sto
je albumin (268). U ovim istrazivanjima su kori$éene hidrofilne SMNC oblozene APTES-om,

¢ije je ukupno povrsinsko naelektrisanje iznosilo +26 mV.

Scintigrafski imidZing (scintigrafija) se koristi za dobijanje ne samo vizuelne i
kvalitativne ve¢ i kvantitativne informacije o fizioloSkoj aktivnosti organa in vivo. Takode,
scintigrafija se Kkoristi i za pracenje bioloske raspodjele radiofarmaceutika po organima
oglednih Zzivotinja. Na slici 31 prikazani su snimci NOD-SCID miSeva nakon snimanja
BRUKER® In-Vivo Xtreme Il uredajem, u vremenskim intervalima od 15 minuta, 1, 2, 6 i 24
h nakon i.v. aplikacije *3!1-CC49-SMNC (370 kBg/0,5 mg *311-CC49-SMNC/0,05 mL).

15 min 1h

M
WA

Slika 31. Snimci NOD-SCID miseva snimljeni BRUKER® In-Vivo Xtreme II uredajem
u razlicitim vremenskim intervalima nakon i.v. aplikacije **!I-CC49-SMNC.
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Na dobijenim snimcima intenzitet radioaktivnosti organa je najvec¢i u oblasti jetre i
pluéa tj. najveée nakupljanje *3!1-CC49-SMNC je u ovim organima. Snimci takode ne pokazuju
nakupljanje *3!1-CC49-SMNC u tumorima nakon i.v. injektovanja. U cilju dobijanja detaljnijih
informacija o biodistribuciji *¥'1-CC49-SMNC, nakon snimanja u svakom vremenskom
intervalu, NOD-SCID misSevi su zrtvovani cervikalnom dislokacijom i radioaktivnost organa
je mjerena u Nal (T1) gama brojac¢u (grafikon 7). 1z rezultata prikazanih na grafikonu se moze
vidjeti da se **11-CC49-SMNC nakon i.v. injektovanja vrlo brzo uklanja iz cirkulacije. Nakon

15 minuta u cirkulaciji ostaje manje od 3%.
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Grafikon 7. Biodistribucija *31-CC49-SMNC nakon i.v. primjene (% *+ SD).

Najvece nakupljanje obiljezenih nanocestica je u jetri 15 minuta nakon i.v. injektovanja
(56,39+3,15% ID/organu), a zatim vremenom aktivnost u jetri opada uslijed metabolizma
nanocCetica 1 eliminacije (24 h, 8,62+2,56 % ID/organu). Ovo se moze objasniti fizicko-
hemijskim karakteristikama SMNC i opsonizacijom, jer *1-CC49-SMNC veoma brzo
podlijezu fagocitozi od strane RES-a jetre. Nakupljanje u plu¢ima 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, $to se moze
objasniti aglomeracijom c¢estica u mikrometarske aglomerate, u odredenom procentu, u
krvotoku odmah nakon i.v. injektovanja Cestica. Nakon dolaska u plu¢a mikrometarski
aglomerati se zadrzavaju u prekapilarima i kapilarima bazena pluéne arterije, posto zbog

veli¢ine (>8 um) ne mogu da produ kroz njih. Prisustvo 311-CC49 mAt i pojedinih slobodnih
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APTES grupa (-NHz) na povrsini SMNC u najveéem procentu sprije¢ava njihovu aglomeraciju
u krvotoku, ali, kako rezultati pokazuju, ipak dolazi do stvaranja mikrometarskih cestica u krvi
i nakupljanja u plu¢ima (266,269). Dobijeni rezultati pokazuju da formirani aglomerati nisu
stabilni jer usled poveéanog pritiska krvi u kapilarima dolazi do njihove degradacije u sitnije
aglomerate sposobne da produ kroz lumen kapilara i zato dolazi do opadanja radioaktivnosti u

plu¢ima sa vremenom.

U tabeli 16 su prikazani rezultati biodistribucije **I-CC49-SMNC u jetri, plué¢ima i

krvi tj. u organima sa najve¢im nakupljanjem *3'1-CC49-SMNC nakon i.v. primjene.

Tabela 16. Biodistribucija *311-CC49-SMNC u organima od interesa nakon i.v. primjene.

%I1D/organu (X + SD).

Organ Vrijeme
15 min 1h 2h 6h 24 h
krv 2,89+0,66 2,65+0,83 2,51+0,56 1,76+0,63 1,91+0,66
pluca 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

Iz dobijenih rezultata moze se zakljuéiti da funkcionalizacija povriine SMNC APTES-
om i konjugacija sa *1I-CC49 mAt u velikom procentu (> 90 %) poboljsavaju hidrofilnost
povrsine Cestica i sprecavaju njihovu aglomeraciju u cirkulaciji. Bez obzira na konjugaciju
APTES-SMNC sa '*!-CC49 mAt, gdje je oduvana imunoreaktivnost mAt, nije doslo do
zeljene reakcije sa TAG-72 antigenima na povrSini adenokarcinoma kolona. Rezultati

pokazuju neznatno nakupljanje *!I-CC49-SMNC u tumoru (<0,5 %ID/organu).

Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima. Shao i saradnici su prikazali
rezultate konjugacije APTES-SMNC sa antitijelom na mezotelin (veli¢ina SMNC-a ~100-130
nm) i nakon i.v. aplikacije u NOD-SCID miseve sa subkutano implantiranim karcinomom
pankerasa, najvece nakupljanje je uoceno u jetri (250 pg/g tkiva) nakon 3,5 h ali sa, po
autorima, zadovoljavajuéim nakupljanjem 1 u tumoru (100 pg/g tumora) (270).
Shanehsazzadeh i saradnici su ispitivali biodistribuciju komercijalnih SMNC preparata
(Nanomag®-Crosslinked, Micromod Partikeltechnologie GmbH, Njemacka) konjugovanim sa
9MTc obiljezenim C595 mAt u cilju in vivo detekcije MUC1 antigena koji je eksprimiran u

velikom procentu na ¢elijama karcinoma dojke. Nakon i.v. aplikacije BALB/c miSevima
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zenskog pola, najvece nakupljanje je bilo u jetri i slezini (> 80% ID/g) i po nihovim rije¢ima,
razoCaravajuce, u tumorskom tkivu (<1% ID/g). Smatrali su da je oblaganje nanocestica
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 specificna mjesta na receptorima MUCI1 antigena (271). U
periodu od 2005-2015 sprovedena su 232 istrazivanja biodistribucije nanocestica nakon i.v.
injektovanja i analizom je potvrdeno da manje od 1% od ukupno injektovane doze (%ID) se
nakuplja u tumoru (medijana 0,7%). Adsorpcija proteina krvne plazme na nanocCestice
(opsonizacija), prepoznavanje i preuzimanje nanocestica od strane RES-a predstavlja problem
u svim ispitivanjima biodistribucije nakon i.v. primjene. U sastav proteinske krune ulaze
razliiti opsonini, joni i serumski proteini koji stvaraju novi bioloski identitet nanocestica i tako
odreduju njihovo biolosko ponaSanje u organizmu. Za svaku formulaciju nanocestica postoji
jedinstven sastav proteinske krune a medu 125 identifikovanih proteina plazme,
najzastupljeniji u proteinskoj kruni su: protein komplementa C3b, IgG i IgM antitijela, lektin,
fikolin, pentraksin, albumin, antitrombin-I11, apolipoproteini A-l, A-1V, B-100, C-II, C-IlI,
klasterin, fibrinogen, haptoglobin, hemoglobin, laki lanci imunoglobulina (Ig), gama lanac Ig,
manoza-vezujudi protein C, paraoksinaza-1 i transferin (272,273). Takode je primjeceno, da je
veci procenat nakupljanja u tumoru kada su nanocestice neorganskog porijekla u odnosu na
nanocCestice organskog porijekla (0,8% u odnosu na 0,6% ID). Nanocestice hidrodinamickog
pre¢nika manjeg od 100 nm su pokazale bolju distribuciju u odnosu na nanocestice veceg
dijametra (0,7% u odnosu na 0,6% ID). ObloZene nanocestice ¢iji je zeta potencijal neutralan
(-10 do +10 mV) pokazale su veéi procenat nakupljanja u odnosu na nanocestice sa pozitivnim

(>10 mV) i negativnim (<-10mV) zeta potencijalom (0,7% u odnosu na 0,6% i 0,5% ID) (274).

Rezultati ispitivanja biodistribucije *'1-CC49-SMNC nakon i.v. injektiranja su u
skladu sa dosada$njim ispitivanjima biodistribucije ostalih nanocestica konjugovanih sa
antitijelima. Pretpostavlja se da nakon i.v. primjene *31-CC49-SMNC dolazi do opsonizacije
i stvaranja proteinske krune u kojoj su zastupljeni proteini sistema komplementa, $to je
uzrokovalo brzo prepoznavanje i fagocitozu 1311-CC49-SMNC od strane RES-a jetre (275).
Takode, prepoznavanju **!1-CC49-SMNC od strane RES-a doprinjeli su i veli¢ina Gestica (105
+ 2,3 nm), kao i povrsinsko naelektrisanje (+26 + 0,6 mV). Zbog svega navedenog, procenat
nakupljanja *¥11-CC49-SMNC u tumorskom tkivu (<0,5 %ID/organu) nakon i.v. injektiranja

nije dovoljan da bi radionuklid (**'1) i magnetna hipeteremija mogli ispoljiti terapijski efekat.
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U literaturi kao jedan od nadina da se poboljsa biodistribucija SMNC se navodi
koris¢enje aptamera, polinukleotida kao Sto su RNK ili jednolancana DNK. Oni djeluju na isti
nacin kao i mAt na antigene, samo preko vodoni¢nih veza i van der Valsovih interakcija. U
buducnosti aptameri bi mogli zamjeniti mAt zbog njihove termostabilnosti, in vitro sinteze i
vece senzitivnosti i specifi¢nosti u odnosu na mAt (276,277). Istrazivanja su pokazala da bi se
kori$¢enjem jednolan¢anog Fv fragmenta (scFv - fragment koji se sastoji od po jednog dijela
teskog 1 lakog lanca hipervarijabilne regije Fab fragmenta) umjesto cijelog mAt, mogao izbjeci

imuni odgovor organizma, zbog nedostatka Fc fragmenta za koji se vezuju makrofage (278).

5.6.2. Ispitivanje retencije 1311-CC49-SMNC

Radionuklidna terapija je metod lijeCenja benignih i malignih bolesti zasnovan na
primjeni jonizujuéeg zracenja. Princip primjene se zasniva na selektivnoj depoziciji doza
jonizujuceg zracenja u tumoru ili organu koji se tretira. U zavisnosti od fizickih osobina
radionuklida i vrste molekula-nosaca, radioaktivnost se nakuplja u odredenim organima i
tumoru. Veoma je vazno da se postigne visoka specifi¢nost vezivanja radionuklida za tumorsko

tkivo, kako bi ozrac¢ivanje okolnih, netumorskih tkiva bilo svedeno na minimum.

Savremena imunoterapija malignih tumora obuhvata primjenu antitumorskih
monoklonskih antitijela koje prepoznaju tumorske antigene i uniStavaju tumorske celije.
Polaze¢i od svojstva malignih tumorskih celija da eksprimuju razliite antigene na svojoj
povrsini, osnovni preduslov terapije primjenom antitijela je da se identifikuju tumor specifi¢ni
antigeni, kojih nema na netumorskim ¢elijama, 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
veéem broju u odnosu na zdravo tkivo. Antitijela na tumorske antigene se proizvode
imunizacijom eksperimentalnih Zzivotinja tim antigenom. Monoklonska antitijela su
monospecificna antitijela koja su medusobno identi¢na, jer su napravljena iz pojedinacnog
klona B-limfocita tj. plazma ¢elije. To je u kontrastu sa poliklonskim antitijelima, koja se
formiraju iz nekoliko razli¢itih celijskih linija B-limfocita i manje su specificna od
monoklonskih. Monoklonska antitijela imaju monovalentni afinitet, u smislu da imaju
identi¢ne paratope koji se vezuju za pojedinacni epitop pojedinacnog antigena. Za skoro svaki
antigen je moguce proizvesti monoklonska antitijela koja se specificno vezuju za njega (279).

Da bi radioobiljezeno antitijelo moglo da se koristi u radioimunoterapiji, radioizotop mora da
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se veze za njega na takav nacin da se ne izmjeni njegova imunorektivnosti da reaguje sa
odgovaraju¢im antigenom. Zbog svega navedenog, cilj ove doktorske disertacije je bio da se
za oblozene SMNC konjuguje CC49 mAt obiljezeno jodom-131 koje bi nakon intravenske
aplikacije prepoznalo TAG-72 eksprimirane antigene na ¢elijama humane tumorske linije
LS174T adenokarcinoma kolona i vezujucéi se za njih omoguc¢ili bi unisStavanje tumorskog tkiva
bilo radijacijom, bilo hipertermijom ili njihovim kombinovanim dejstvom. Medutim, rezultati
intravenskog injektovanja *3!1-CC49-SMNC su pokazali da je njihovo nakupljanje uglavnom
u jetri uslijed fagocitoze od strane RES-a. Takode 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 koli¢ina obiljezenih SMNC. Da bi se postigla terapijska doza obiljezenih
SMNC u tumorskom tkivu, a da bi se izbjeglo ozra¢ivanje organa koji su od interesa (jetra,
plu¢a), u daljim eksperimentima su *3'1-CC49-SMNC i.t. injektovane eksperimentalnom
zivotinjskom modelu. Prema literaturnim podacima, SMNC se veé klini¢ki primjenjuju u

terapiji glioblastoma i kancera prostate putem intratumorske injekcije (149,280).

Da bi se ispitala retencija *!I-CC49-SMNC u tumorskom tkivu, NOD-SCID mi3evima
sa indukovanim adenokarcinomoma kolona je i.t. injektovano 370 kBg/0,5 mg *!1-CC49-
SMNC/ 0,05 mL suspenzije. Na slici 32 su prikazani snimci NOD-SCID mi$eva nakon

snimanja BRUKER® In-Vivo Xtreme Il uredajem, u vremenskim intervalima 6, 24, 48, 96 i

192 h nakon i.t. primjene *¥11-CC49-SMNC.
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Slika 32. Snimci NOD-SCID miseva, snimljeni BRUKER® In-Vivo Xtreme |1
uredajem u razlic¢itim vremenskim intervalima nakon i.t. aplikacije ***1-CC49-SMNC.
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Iz dobijenih snimaka se moze zakljuciti 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 uocava prisustvo radioaktivnosti u ostalim organima (slika 32). Svi NOD-SCID misevi
su nakon snimanja zrtvovani 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), ukazujuéi na zadovoljavajuéu in vivo stabilnost 31-CC49-SMNC. Dobijeni
rezultati izmjerenih radioaktivnosti po organima nakon zrtvovanja su u saglasnosti sa snimcima

miseva prikazanim na slici 32.
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Grafikon 8. Biodistribucija **'1-CC49-SMNC nakon i.t. primjene (X + SD).

Takode, dokaz njihove retencije u tumoru je i izuzeno mali procenat radioaktivnosti u
Stitastoj zlijezdi 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 **!1 iz organizma (1,20+0,23 % ID/organu) i 8.

dana aktivnost u Stitastoj Zlijezdi je iznosila 0,5+0,16 % ID/organu.

Kako bi pokazali da biolosko ponasanje odnosno retencija ***I-CC49-SMNC u tumoru
zavisi od veli¢ine injektovanih &estica i monoklonskog antitijela, rastvor Na®3I (50 pCi/0,05

mL) je takode i.t. injektovan u NOD-SCID miseve Sa indukovanim tumorima. Misevi su
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snimani BRUKER® In-Vivo Xtreme Il uredajem, nakon 6 h i 96 h od i.t. aplikacije i dobijeni
snimci su prikazani na slici 33. Kao $to se moze vidjeti iz dobijenih snimaka, ve¢ nakon 6 h od
I.t. primjene, radioaktivnost je detektovana u cijeloj zZivotinji, dok je nakon 96 h radioaktivnost
detektovana samo u $titastoj Zlijezdi (ciljnom organu), §to je u saglasnosti sa farmakokinetikom
Nal®ll. Nakon 96 h, miSevi su Zrtvovani cervikalnom dislokacijom, i izmjerena je
radioaktivnost organa na gama brojau. Rezultati su pokazali da je najvete nakupljanje
radioaktivnog joda u Stitastoj zlijezdi nakon 96 h (15,26+3,69 % ID/organu), dok se ostatak
radioaktivnosti eliminise iz organizma putem bubrega i crijeva. Na**!I nakon i.t. aplikacije se
zbog male veli¢ine molekula zadrzava veoma kratko vrijeme u tumoru. Zbog toga vezivanjem
joda-131 za antitijelo i njihovom konjugacijom sa APTES-SMNC, stvara se radiofarmaceutik,
koji ¢e se zbog svoje veli€ine i reakcije vezivanja CC49 mAt sa TAG-72 antigenima, dovoljno
dugo zadrzati u tumorskom tkivu adenokarcinoma kolona i omoguciti jodu-131 da ispolji svoj

terapijski efekat.
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Slika 33. Snimci NOD-SCID miseva, snimljeni BRUKER® In-Vivo Xtreme 2 uredajem
u razlicitim vremenskim intervalima od 6 i 96 h nakon i.t. aplikacije Na*!l i rezultati
biodistribucije po organima.

Literaturni podaci o istrazivanjima biodistribucije 1 retencije nanocestica obiljezenih
1811 su pokazali opreéne dobijene rezultate. Kod ispitivanja biodistribucije jodom-131
obiljezenog citostatika paklitaksela (PTX) koris¢enjem HSA kao bifunkcionalnog helatora
(preénik B1-HSA-PTX kompleksa ~ 100 nm) na tumorskom ksenograftu dojke na NOD-SCID

misSevima, najvece nakupljanjeje bilo u plu¢ima 24 h nakon i.v. primjene. Razlog manjeg
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nakupljanja *'1-HSA-PTX u jetri i slezini je posljedica disocijacije ovih *I-HSA-PTX
nanocestica nakon preuzimanja od strane makrofaga i metabolizma HSA unutar njih. Nakon
72 h, veéina BI-HSA-PTX nanodestica je eliminisana iz ostalih organa, dok su se !I-HSA-

PTX nanocestice jedino zadrzale u tumoru (<5% ID/g) zahvaljujuc¢i EPR efektu (281).

U ispitivanjima retencije lipozoma kao nanocCestica u ksenograft modelu
nemikrocelularnog karcinoma pluéa, gdje je **!I vezan za lipozome preko aminokiselinske
sekvence arginin-glicin-aspartat (RGD sekvenca;~ 100-125 nm), najveca retencija obiljeZenih
Cestica je bila u tumoru nakon 24 h (39,49+6,06% 1D/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(e-kaprolakton) obiljezen jodom-131 (~130-180 nm), koriste¢i 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 zadrzavanje kompleksa u RES-u nezanemarljivo, narocito ako se zna da je
masa jetre po pravilu ve¢a od mase tumora, tako da % ID/g nije najbolji indikator distribucije.
Stavise, oni su smatrali da bez obzira §to je i.v. primjena jednostavnija metoda, biodistribucija
nanocestica u organima RES-a bitno utice na terapijski efekat in vivo, kao i na prekomijerno

ozraCivanje organa koji nisu od interesa za terapiju i zbog toga prednost daju i.t. primjeni (283).

Takode, u studijama gdje su koris¢ene srebrne nanocestice obiljezene 311 (~ 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 nanocestice nestabilne in vivo, jer nakon 2 h od i.t. primjene
radioaktivnost u sarkomu je iznosila 36,23+0,99% ID/g. Znacajno nakupljanje je bilo i u jetri
(284). U odnosu na rezultate naSeg ispitivanja, retencija u tumoru ovih nanocestica je zna¢ajno
manja i razlog tome je pre¢nik nanocestica (~ 21 nm) zbog kojeg se brze eliminisu iz tumorskog

tkiva.

Iz svega navedenog se moze zakljuciti da ¢e nanocestice nakon i.v. injekcije bez obzira
na svoju veli¢inu i oblogu, biti prepoznate od strane RES-a i uklonjene iz cirkulacije, dok je
nakupljanje u tumorskom tkivu veoma malo (<1%). Veli¢ina nanocestica je vazan parametar
koji uti¢e na retenciju SMNC nakon i.t. aplikacije, jer §to su veée nanolestice njihova retencija
u tumoru je veca. lako i.t. aplikacija omogucava vecu retenciju i ve¢u akumulaciju nanocestica
u tumoru, njen nedostatak predstavlja invazivnost i nemogucnost tretiranja duboko smjestenih

tumora. Osim veli¢inom kao faktorom bitnim za retenciju, prisustvo *1-CC49 mAt na povrsini
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APTES-SMNC poveéava retenciju unutar adenokarcinoma kolona zbog specifiéne reakcije
mAt sa TAG-72 na povrsini tumorskih ¢elija. Uslijed toga, retencija konjugata u tumoru je
dovoljno duga da mogu i magnetne nanocCestice i radionuklid da ispolje svoj terapijski

potencijal. Za ispitivanje terapijskog efekta 311-CC49-SMNC kori§éen je i.t. nagin primjene.

5.7. Terapijski efekat 311-CC49-SMNC

Pojedinac¢ni efekti magnetne hipetermije i efekti radionuklidne terapije, kao i efekat
kombinovane terapije (magnetne hipertermije i radionuklidne terapije) *3!I-CC49-SMNC na
veli¢inu tumora su ispitivani nakon i.t. aplikacije (5.55 MBg/0.5 mg *3!I-CC49-SMN(/0,05
mL) u NOD-SCID miSevima sa indukovanim tumorima i dobijeni rezultati su uporedeni sa
rezultatima dobijenim u kontrolnim grupama. U sluaju magnetnih nanocestica primjena
oscilatornog spoljasnjeg magnetnog polja (SMP) uzrokuje vibracije magnetiziranih Cestica,
koje svoju magnetnu energiju uslijed sila trenja transformisu u toplotnu energiju, uslovljavajuci
tako porast temperature (izmedu 42 °C i 46 °C) unutar tkiva u kojima su koncentrisane. Kako
temperatura zagrijavanja magnetnih nanocestica u tumorskom tkivu zavisi od ja¢ine SMP,
frekvencije oscilacija i kapaciteta rashladivanja krvi koja prolazi kroz tumor, APTES-SMNC,
koris¢ene u ovom radu, su dizajnirane tako da imaju prose¢nu veli¢inu od 105 + 2,3 nm, veliku
efikasnost grijanja (tj. visoke vrijednosti SPA od 123 W/g) 1 sposobne su da odrZe temperaturu
u tumorskom tkivu iznad 42 °C u toku 30 minuta ili duze, sve dok ne dode do c¢elijske nekroze.
Nakon i.t. aplikacije APTES-SMNC konjugovanih sa neobiljezenim CC49 mAt (Grupa MHT
- 0.5 mg CC49-SMNC/0,05 mL), kao i obiljezenim **!I-CC49 (Grupa MHT+RT - 5.55
MBg/0.5 mg ¥11-CC49-SMNC/0,05 mL), miSevi su izlagani dejstvu spoljainjeg 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
Sto je prikazano na slici, temperatura u tkivu tumora je porasla na 46 °C u toku prvih 5 minuta
izlaganja spoljasnjem magnetnom polju. Ovi rezultati pokazuju da tkivo tumora u koje su
direktno injektovane i neobiljezene i obiljezene SMNC moze biti zagrijano izlaganjem SMP, a
stepen zagrijanosti moze se kontrolisati podeSavanjem jaine SMP. Takode ovi rezultati
pokazuju da konjugacija APTES-SMNC sa ¥11-CC49 nije dovela do gubitka sposobnosti
zagrijavanja samih APTES-SMNC. Koristeéi ovako dizajnirane APTES-SMNC u kombinaciji
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sa odgovaraju¢im magnetnim poljem, male mase ovih nanocestica (0,5 mg) mogu da dovedu

do povecanja temperature u tumorskom tkivu i do ¢elijske nekroze.

Mehanizmi koji djeluju tokom hipertermije povezani su sa uticajem toplotnog stresa na
¢elijskom i molekularnom nivou. Prema literaturnim podacima (57,68) ovi citotoksi¢ni procesi
pocinju na temperaturi iznad 43 °C kao rezultat denaturacije proteina. Dokazano je da su ¢elije

tumora znacajno osjetljivije na ovaj efekat u odnosu na zdrave celije.

Eonvect el 28 147.5)

View  Devices  Tools  Help

jreogaEE Fee v UsB— STRMAHS BT R @S fs
b ® o %%

T EEEEEC R

Slika 34. Mjerenje temperature unutar tumora nakon i.t. alikacije CC49-SMNC ili
181].CC49-SMNC pomocéu DM3 aplikatora. A. Prikaz IR kamere. B. Snimak napravljen sa IR
kamerom u normalnom poloZaju u odnosu na misa.

Efekat vise puta primjenjene hipertermije na NOD-SCID misevima sa indukovanim
adenokarcinomom kolona nakon i.t. injektovanja APTES-SMNC konjugovanih sa CC49
antitijelom (Grupa MHT) je pracen mjerenjem rasta tumora svaki drugi dan i poredenjem
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 mm?® 14. dana od i.t.
aplikacije fiziolo§kog rastvora ili neobiljezenih APTES-SMNC (grafikon 9). lako rast tumora
u obe kontrolne grupe nije bio ravnomjeran, uoéeno je da su svi tumori bili ve¢i od 400 mm?,
Rezultati takode pokazuju da nije bilo razlike u brzini rasta izmedu ove dvije grupe, Sto ukazuje

da APTES-SMNC nemaju antitumorski efekat. U MHT grupi, 4 od 8 tumora bili su manji od
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400 mm?® nakon 14. dana, dok 2/8 su potpuno regresirali, $to ukazuje na antitumorski efekat

hipertermije primenjene vise puta.

Bolji rezultati su dobijeni u RT grupi (5.55 MBg/0.5 mg **!I-CC49-SMNC/0,05 mL),
gdje je 6/8 tumora bilo manje od 400 mm?®a 2/8 su potpuno regresirali 14. dana od i.t. aplikacije
1811.CC49-SMNC. Najbolji rezultati su dobijeni u MHT+RT grupi (5.55 MBg/0.5 mg **I-
CC49-SMNC/0,05 mL), gdje je 7/8 tumora bilo manje od 400 mm?®sa jednim tumorom Koji je
potpuno regresirao.
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Grafikon 9. Prikaz pojedinacnog rasta svakog tumora u svim ispitivanim grupama u
toku 14 dana.

Sta vise, oblik krivih rasta tumora pokazuje stalnu supresiju rasta svih tumora u
MHT+RT grupi, pokazujuéi superiorni antitumorski efekat kombinovane terapije nad
hipetermijom i radionuklidnom terapijom pojedina¢no. Razlike u zapremini tumora izmedu RT
i MHT+RT u odnosu na obe kontrolne grupe se uocavaju ve¢ nakon 4. dana a statisticki

znacajno se razlikuju nakon 14. dana (p<0,01) (grafikon 10, A).

lako nakon 14. dana, svi tumori iz kontrolnih grupa nisu presli eticki dozvoljenu
zapreminu (~ 2000 mm?®), a uzimajuéi u obzir vrijeme poluraspada 3!l od 8 dana, eksperiment

je zaustavljen i svi miSevi su zrtvovani metodom cerviklane dislokacije. Na grafikonu 10 A,
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prikazani su rezultati veli¢ina tumora izrazenih kao zapremina tumora (aritmeticka sredina svih
zapremina tumora iste grupe sa standardnom greskom). Iz grafikona se moze vidjeti da je
dualna terapija pokazala najveci terapijski efekat. Izvadeni tumori su izmjereni i srednje

vrijednosti njihovih masa sa standardnom greskom su prikazane na grafikonu 10 B.
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Grafikon 10. A. Krive rasta tumora u svakoj od 5 grupa u toku 14 dana. B. Mase
tumora 14. dana od pocetka eksperimenta u svakoj od 5 grupa
(x £ SE, **»<0,01, *» <0,05).

Kao $to se moze videti iz prikazanih rezultata, u odnosu na obe kontrolne grupe i dualna
i radionuklidna terapija su pokazale statisti¢ki znacajan efekat terapije (p<0,01). Alj, statisticki
znacajno 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 vece nekroze tumorskog tkiva, §to je uticalo na manju masu tumora. Ve¢i terapijski efekat
MHT+RT u odnosu na ostale primjenjene metode se mogao vidjeti i golim okom na pojedinim
misevima (slika 35, A). Takode, nakon vadenja tumora i medusobnim poredenjem, kako je
prikazano na slici 35 B, primjecuje se da su tumori najmanje veli¢ine u MHT+RT grupi. U
MHT+RT grupi se nalaze i tumori koji nisu regresirali, a razlog tome se moze pripisati tehnici
intratumorskog injektovanja, koja uvijek nosi odredeni rizik injektovanja Cestica van

tumorskog tkiva, u blizinu krvnog suda i neravnomjerne raspodjele Cestica u tkivu tumora
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(282). Kao posljedica neravnomjerne raspodjele, samo jedan dio tumora je bio izlozen

terapijskom efektu, dok je ostatak tumora nesmetano rastao.

MHT MHT+RT

A KONTROLA 1 KONTROLA 2

KONTROLA 1

ge e b,
KONTROLA2 % ‘ o e
var & ¢ T R<h

RT D@ » 5‘3'&@’
MHT+RT . @ * @ ¢ Q@

Slika 35. Uporedni prikaz efekta terapije. A. Slike miseva 14. dan od pocetka terapije.
B. Snimci izvadenih tumora.

Kori$¢enjem jednacine 14, izraunati su procenti inhibicije tumorske zapremine
(TVIR). TVIR je takode 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% 1 69,41%. Ovi rezultati takode pokazuju da
je kombinacija obe terapije (MHT+RT) uzrokovala najvecu inhibiciju tumorskog rasta u

odnosu na pojedinacne MHT i RT.

Dobijeni rezultati su u skladu sa istrazivanjima koja su sprovedena od strane Chena i
saradnika. Prilikom i.t. primjene SMNC konjugovanih sa '31-Sc-7269 mAt u dozi od 7.4
MBq/0,1 mL, najveéi stepen inhibicije rasta tumora je dobijen kombinovanom terapijom
hipertermije i radionuklidne terapije, bez toksi¢nog efekta (179). U drugoj studiji, terapija
hepatocelularnog karcinoma na BALB/c nude misevima, gdje je umjesto Sc-7269 mAt, sSiRNK

obiljeZena jodom-131 i konjugovana za SMNC, nakon i.v. primjene RT i MHT u kombinaciji
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su dovele do statisticki znacajne inhibicije (p<0,05) rasta tumora u odnosu na kontrolnu grupu.
Pretpostavlja se da je razlog manje statistiCke znaCajnosti kao i manjeg procenta stepena
inhibicije rasta tumora (49,80%) u tom istrazivanju u odnosu na nase istrazivanje (p<0,01,
TVIR: 73,00 % i 69,41 %), vjerovatno manja doza primjenjenog 31 (3,7 MBq u odnosu na
5,55 MBq). Autori su takode potvrdili da iako je tumorsko tkivo bilo izlozeno magnetnom
polju jacine 638,16 kA/m u toku 12 h, efekat terapije je najviSe zavisio od radioaktivnosti
kompleksa (180). U radu sa !3l-obiljezenim citostatikom paklitakselom preko HSA helatora,
koje su i.v. injektovane svaki 4. dan od pocetka terapije, sinergizam radionuklidne (7,4 MBq)
i citostatske terapije je doveo do statisti¢ki znacajne inhibicije rasta tumora (p<0,01) u odnosu
na kontrolne grupe i radionuklidnu terapiju nakon i.v primjene (281). Istrazivanja sa
lipozomima su pokazala statisticki znacajnu inhibiciju rasta tumora (p<0,05) u odnosu na
kontrolne grupe kada su i.t. primenjene doze *!1 od 111 MBq i 74 MBq. Takode, istrazivanja
su pokazala da antitumorski efekat *3!1-obiljeZzenog kompleksa se smanjuje sa vremenom zbog
opadanja aktivnosti %'l i smatrali su da bi se bolji rezultati mogli dobiti primjenom

radionuklida vece energije beta Cestica (282,283).

Da bi se ispitala toksi¢nost primjenjenih *311-CC49-SMNC, tijelesna masa svih miseva
je mjerena svaki drugi dan. Dobijeni rezultati pokazuju da je prosje¢an gubitak mase bio manji
od 4%, $to je dosta manje od 20% koji se uzima kao prihvatljiv kriterijum sistemske toksi¢nosti,

Sto znaci da ove Cestice ne ispoljavaju toksi¢ne efekte (grafikon 11).
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Grafikon 11. Tjelesne mase miseva u toku 14 dana (x = SD).
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Prikazani rezultati su u skladu sa literaturnim podacima za SMNC, jer je u prethodnim
toksikoloskim istrazivanjima ustanovljeno da doza SMNC na bazi Fe3O4 od 3150 mg/kg nakon
I.t. primjene u misa ne dovodi do nezeljenih reakcija a LDsp je 4410 mg/kg (285). Posto je
prosje¢na masa miseva 25 g, maksimalna doza SMNC koja se moZe primjeniti iznosi 78 mg.
Ova masa je mnogo puta ve¢a od primjenjene mase SMNC u ovom isptivanju (0,5 mg/misu).
Sta vise, u klini¢koj upotrebi SMNC za terapiju glioblastoma, koncetracija SMNC koja se
injektuje u tumorsku leziju je 6 mg SMNC/mL lezije tj. 750 pg/125 cm?® (149). Kako je u nagim
ispitivanjima primjenjena mnogo manja masa SMNC po misu i po zapremini tumora (500
1g/125 cm?), nisu odredivani hematologki i jetreni parametri (PV, aPTV, TV, ALT, AST) kao
parametri toksi¢nosti primjenjenog konjugata (285). Netoksi¢nost 3!l obiljezenih SMNC je

pokazala i prethodno navedena studija Chena i saradnika (179).

Da bi ispitali in vivo stabilnost **!I-CC49-SMNC u tumorima, ¢etvrtog dana od
injektovanja radioobiljeZenih Cestica, po jedan mi§ 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 Il uredajem (slika 36).

4 s
Slika 36. Snimci NOD-SCID miseva iz RT i MHT+RT grupa, snimljeni BRUKER®
In-Vivo Xtreme II uredajem 4. dana nakon i.t. aplikacije **'1-CC49-SMNC. Gornji red: RT
grupa. Donji red: MHT+RT grupa. A i D. Snimak raspodjele radioaktivnosti u misu. B i E.
Rendgen snimak misa. C i F. Preklapanje rendgen snimka i snimka raspodjele
radioaktivnosti.
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Na snimku se moze vidjeti da je sva injektovana radioaktivnost i dalje prisutna na mestu
injektiranja tj. u tumoru, $to je 1 potvrdeno i mjerenjem radioaktivnosti organa od interesa i
tumora nakon zZrtvovanja ovih miseva cervikalnom dislokacijom. Izmerena radioaktivnost u
tumoru je bila >95 % ID/organu, §to je u skladu sa prethodnim istrazivanjima retencije
konjugata nakon 96 h (95,70 = 1,02 % ID/organu). Ovi tumori zajedno sa tumorima od po
jednog misa iz preostalih grupa su kori$¢eni u patohistoloskim ispitivanjima, kako bi se ispitale

promjene na ¢elijskom nivou.

5.8. Patohistoloska analiza

Adenokarcinom kolona ili rektuma u humanoj populaciji ¢ini 95% svih kolorektalnih
karcinoma koji su porijekla zljezdanog epitela sluzokoze. Javlja se uglavnom posle 60. godine
Zivota, u manje od 20% slucajeva nastaje prije 50-te godine, a samo 2—-8% prije 40-te godine
zivota. Prema izvjeStaju Instituta za zastitu zdravlja Srbije ,,Dr Milan Jovanovi¢ Batut”,u Srbiji
je incidencija kolorektalnog karcinoma, kao i stopa smrtnosti, u stalnom porastu i trenutno

zauzima drugo mjesto kod muskaraca i tre¢e mjesto kod Zena (286,287).

Ksenograft modeli miSeva usko oponasaju humane tumore pomazuci U razvoju
inovativnih terapija za karcinom. LS174T c¢elijska linija je izolovana iz kolorektalnog
adenokarcinoma stadijuma B po Dukesu od 58-godisnje pacijentice kavkaske nacionalnosti.
LS174T celije su pozitivne na ekspresiju razli¢itih onkogena, uklju¢ujuéi c-mic, N-mic, H-ras,
N-ras, Mib i fos i zbog toga su Cesto koris¢ene za biomedicinska istrazivanja koja se odnose na
karcinom debelog creva. Takode, ¢elijska linija LS174T posjeduje obilje mikrovila i vakuola 1
proizvodi karcinoembrionski antigen (CEA), interleukin 10 (IL-10), interleukin 6 (IL-6) i
mucin. LS174T c¢elije se koriste za in vitro i ksenograft proucavanja ekspresije mucina u
kolorektalnom karcinomu, jer je poznato da mucinozni adenokarcinom kolona predstavlja

uznapredovali stadijum bolesti i lo$iju prognozu za pacijenta (288,289).

Ekstracelularni antigen TAG-72 je izrazen na ~85% humanih adenokarcinoma kao Sto
su kanceri kolona, ovarijuma, pankreasa, dojki, prostate i nemikrocelularnog karcinoma pluca
(184-186,188,189,290). U misevima 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 vise u LS174T tumorima nego u normalnom tkivu
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(182). Zou i saradnici su koristili LS174T celije kako bi razvili novu tehniku scintigrafije
tumora pomoéu 1?*l-obiljezenog humaniziranog CC49 monoklonskog antitijela izbrisanog
CH2 domena (HuCC49deltaCH2). Ispitivanje je prikazalo specificno nakupljanje
HuCC49deltaCH2 unutar tumora i zakljuceno je da ova anti-TAG 72 CC49 monoklonska
antitijela ukoliko su obiljezena nekim dijagnotisckim radionuklidom, mogu imati potencijal za

buduce klini¢ke studije i za pre-, intra- i postoperativno PET snimanje pacijenata (291).

U cilju boljeg razumjevanja efekata primjenjene kombinovane terapije u ovoj studiji,
posebna paznja posvecena je patohistoloskoj analizi organa od interesa, kao i tumorskog tkiva.
U tu svrhu, nakon Zrtvovanja Zivotinja, organi su najpre makroskopski pregledani, posebno na
prisustvo metastaza vidljivih golim okom. One nisu notirane ni makroskopskom pretragom, ni
na naknadno pregledanim patohistoloskim preparatima bojenim HE standardnom metodom.
Naime, pregledani organi: mozak, srce, pluca, jetra i bubrezi su pokazali uobicajene
morfoloske karakteristike bez prisustva mikroskopskih metastatskih depozita porijekla

ispitivanog tumora (slika 37).
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Takahashi i saradnici su koristili istu ¢elijsku liniju u ekperimentalnom modelu i nisu
bili nasli metastaze (61), dok Zigmond i saradnici su koriste¢i slicnu tehniku, uspeli da razviju
tumor u 95% zivotinja, bez metastaza (292). Bhullar i saradnici su nasli metastaze u
regionalnim limfnim zlijezdama i u udaljenim organima u tre¢ini eksperimentalnih miSeva
(293). Teoretski, metastaze u limfnim nodusima se u humanoj populaciji nalaze samo kod
solidnih tumora koji su veéi od 4 ml ili oko 1 cm® (294). Takode, tumor >5 cm predstavlja
nezavisan prognosticki faktor za lokalni metastatski potencijal u humanom kolorektalnom

karcinomu (295). Shodno navedenim podacima, a uzimajuci u obzir animalni model, namece
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se zaklju¢ak da veli¢ina 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 ¢vorove, tako i hematogenim putem u udaljene
organe, kao $to su jetra, pluca i mozak, koji su ciljni organi za metastaze ispitivanog tumora.
Celijska linija LS174T ima slab metastatski potencijal u eksperimentalnom modelu, jer mnoge
studije pokuSavaju da izoluju potencijalno visoko metastatsku LS174T liniju in vivo
selekcionim modelom (296). Novija istrazivanja stavljaju akcenat na okruzenje u kome se
ksenograft nalazi, jer ¢elijska kultura nije adekvatan model interakcije primarnih tumorskih
¢elija sa tkivom iz okruzenja. Proces kolonizacije organa metastatskim ¢elijama karcinoma
(hipoteza ,,seme i zemlja“, od engleski ,,5eed and soil hypothesis®) i aktiviranje adaptivnog i
urodenog imunog sistema tokom tumorogeneze, ¢ini se da posjeduju presudnu ulogu u

metastatskom potencijalu (297-299).

Takode, patohistoloskim ispitivanjem nisu uocene nikakve patoloSke promjene, $to

potvrduje netoksi¢nost primjenjenog konjugata *3!1-CC49-SMNC.

LS174T tumorski ksenograft je kolorektalni adenokarcinom stadijuma B po Dukes-u
koji je umjereno do slabo diferentovan tumor. Graden je pretezno od malignih kolorektalnih
tumorskih celija koje formiraju trake, rede se nalaze pojedinacne cCelije, kao 1 Zljezdane
tumorske strukture sa heterogenom distribucijom krvnih sudova, kao §to se vidi na uzorcima
kontrolnih tumorskih tkiva (Kontrola 1 i 2) (slika 38). Na uzorcima tumora Kontrole 2 moze
se vidjeti diskretna nekroza kao i prisustvo APTES-SMNC.
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: A - ‘.‘ b i
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 (oznacena krugom). C. Magnetne nanocestice (oznacena isprekidanom
linijom) u Kontrolnoj grupi 2 (PP bojenje, 200x).

Na uzorcima LS174T tumora tretiranih grupa uocena je umjerena nekroza kod zivotinja
koje su tretirane samo hipertermijom (slika 39 Al) sa rupturama krvnih sudova, hemoragijom
i diskretnom fibrozom (slika 39 A2). Umjerena fibroza (slika 39 B1) i apopticna tijela (slika
39 B2), kao i hemoragija, su nadene u tumorima zivotinja, koje su tretirane radioterapijom
(RT). Obilna nekroza (slika 39 C1) i hemoragija (slika 39 C2) su nadene u tumorima zivotinja
na koje je primjenjena dualna terapija. Stoga, najvece oSteCenje tumora i najveci stepen
tumorske nekroze je postignut u MHT+RT grupi, §to protvrduje veliki terapijski potencijal

primjenjenog konujugata *3'1-CC49-SMNC.

Mnoga istrazivanja, koja su koristila patohistolosku analizu tumorskih tkiva, su dosla
do sli¢nih rezultata tj. najveci stepen oStecenja tumora i apoptoze tumorskih ¢elija 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 SMNC (plave mrlje na slici
39 A3, B3, C3), §to je pokazatelj retencije *1-CC49-SMNC u tumorskom tkivu. Metoda
bojenja tumorskog tkiva sa PP se pokazala kao veoma jednostavna i senzitivna metoda za
dokazivanje prisustva SMNC u tumorksom tkivu u veéini drugih istraZivanja sa SMNC (228).
Imunohistohemijsko bojenje je dokazalo prisustvo CC49 mAt u tumorima grupa u kojima je
bio injektovan 3!I-CC49-SMNC (grupe RT i MHT+RT), kao i u tumorima grupe gdje su
injektovane samo oblozene SMNC konjugovane sa neobiljezenim CC49 mAt (grupa MHT)
(slika 39 A4, B4, C4).
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MHT+RT

Slika 39. Fotomikrografi LS174T tumora tretiranih grupa (400x). Al. Umjerena
nekroza (krugovi). A2. Hemoragija (paralelogram) i diskretna fibroza (heksagon). A3.
Magnetne nanocestice (isprekidana linija). A4. CC49 mAt lociran u citoplazmi i na celijksoj
membrani malignih celija (smeda boja). B1. Obilna fibroza (heksagon). B2. Apopticna tijela
(strelice). B3. Magnetne nanocestice (isprekidane linije). B4. CC49 mAt lociran u citoplazmi
i na Celijksoj membrani malignih celija (smeda boja). C1. Obilna nekroza (krugovi). C2.
Hemoragija (paralelogram). C3. Magnetne nanocestice (isprekidana linija). C4. CC49 mAt
lociran u citoplazmi i na Celijksoj membrani malignih Celija (smeda boja).
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6. ZAKLJUCAK

e SMNC na bazi FesO4 su sintetisane metodom koprecipitacije i poliol metodom sa prinosom
od ~ 70 % i ~32%, redom, u cilju dobijanja SMNC-a odredenog oblika, morfologije i
magnetnih osobina. Nanocestice dobijene poliol metodom su bile ujednacenih velicina,
dobro dispergovane u vodi stvarajuéi stabilan vodeni ferofluid bez aglomeracije, sa boljim
magnetnim osobinama u odnosu na nanocestice sintetisane metodom koprecipitacije
(Ms=80 emu/g* u odnosu na 70 emu/g™).

e Oblaganjem SMNC APTES-om i DMSA dobijene su biokompatibilne i stabilne suspenzije
— ferofluidi sa velikim brojem funkcionalnih grupa (-NHz i -COOH) na povrsini. FT-IR
spektroskopija je potvrdila oblaganje tj. funkcionalizaciju povriine SMNC APTES-om i
DMSA.

e Primjenom magnetnog polja jac¢ine 15.9 kA/m i frekvencije od 252 kHz odredena je SPA
vrijednost oblozenih SMNC, kao mjerilo sposobnosti zagrijavanja. APTES-SMNC imaju
bolju SPA vrijednost (123 W/g) u odnosu na DMSA-SMNC (110 W/g) §to je razlog zasto
su se samo one Koristile u nastavku istrazivanja. Bez obzira na upotrebljenu vecu
frekvenciju magnetnog polja u odnosu na klini¢ku upotrebu (100 kHz), SPA vrijednost
APTES-SMNC je uporediva sa komercijalnim SMNC.

e Optimizacijom uslova obiljezavanja HSA, BSA i nespecifi¢nog antitijela Hbe7 mAt
radionuklidom 3, utvrdeno je da kori§éenjem hloramina-T u 3 puta ve¢oj masi u odnosu
na protein/antitijelo i Sephadex®-a G-25 kao metode pre¢iséavanja obiljezenog
proteina/antitijela dobija se prinos radioobiljeZavanja ~60% sa visokim vrijednostima
radiohemijske Cistoc¢e (> 98 %).

e KoriS¢enjem Bradfordovog testa i1 indirektne ELISA metode nakon optimizovanog
obiljezavanja CC49 mAt i pre¢is¢avanja kori¢enjem Sephadex®-a G-25, utvrdeno je da je
ukupno obiljezeno 311,5 pg od 700 pg CC49 mAt u rastvoru R1 (16,058 MBq /1140 uL)
i 480 pg od 860 pg CC49 mAt u rastvoru R2 (222 MB@/1670 pL) i da je *31I1-CC49 mAt
zadrZao ~25% svoje imunoreaktivnosti.

e Prinos konjugacije **!I-CC49 mAt-a sa APTES-SMNC karbodiimidnom metodom je
iznosio ~86% za rastvor R1 i 88% za rastvor R2. SDS-PAGE metoda je dokazala vezu
izmedu karboksilnih grupa !31-CC49 mAt-a sa amino grupama na povrsini APTES-

SMNC. In vitro stabilnost *3!1-CC49-SMNC ispitana je u fizioloskom rastvoru i humanom
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serumu na sobnoj temperaturi i do 8. dana od obiljeZavanja radiohemijska ¢istoca bila je >
90%.

e Ispitivanje biodistribucije nakon i.v. injektovanja 3'1-CC49-SMNC (370 kBg/0,5 mg *31-
CC49-SMNC/0,05 mL po misu) NOD-SCID misevima sa indukovanim tumorima je
pokazalo da se ove obiljezene Cestice 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 $to dovodi do prepoznavanja i fagocitoze '1-CC49-SMNC
od strane Kupferovih ¢elija.

e Ispitivanje retencije nakon i.t. aplikacije **I-CC49-SMNC (370 kBg/0,5 mg %!I-CC49-
SMNC/0,05 mL po misu) je pokazalo da se konjugacijom **!I-CC49 mAt sa APTES-
SMNC, stvara radiofarmaceutik, koji se svojom veli¢inom (>100 nm) i interakcijom CC49
mAt sa TAG-72 antigenima na adenokarcinomu kolona, dovoljno dugo zadrzava u
tumorskom tkivu da magnetne nanocestice i radionuklid mogu da ispolje svoj terapijski
potencijal. Nedostatak i.t. injektovanja predstavljaju invazivnost metode i nemoguénost
pristupa duboko smjestenim tumorima.

e Ispitivanje terapijskog efekta nakon i.t. primjene *311-CC49-SMNC (5,55 MBg/0,5 mg/0,05
mL) je pokazalo da su radionuklidna terapija (RT) i dualna terapija (MHT+RT) statisti¢ki
znacajno (p<0,01) inhibisale rast, dok su statisticki zna¢ajno manje mase tumora izmjerene
samo u grupi MHT+RT u odnosu na obe kontrolne grupe.

e Odredivanje inhibicije tumorske zapremine (TVIR) je pokazalo da je dualna terapija
(MHT+RT) konjugata *3!1-CC49-SMNC ispoljila najveéu inhibiciju tumorskog rasta u
odnosu na pojedina¢ne MHT i RT.

e Poredenjem sa rezultatima drugih istraZivanja, *!I je zbog niske energije zradenja pogodan
radionuklid za terapiju tumora manje zapremine (do 80 cm?), dok su za tumore sa veéom
zapreminom neophodni radionuklidi ve¢ih energija zracenja (npr. Y, ¥°Re, 2®Ac i dr.).

e Manja odstupanja u tjelesnoj masi od 20% kod mjerenih miseva ukazuje na bezbjedan
toksikologki profil 13!1-CC49-SMNC, §to je i potvrdeno mikroskopskim pregledom organa
od interesa (srce, pluca, jetra, mozak, bubrezi).

o Patohistoloska ispitivanja tumora su pokazala da je najvece oSteCenje tumora i najveci
stepen tumorske nekroze postignut u MHTHRT grupi, Sto protvduje veliki terapijski
potencijal primjenjenog konjugata 3'1-CC49-SMNC.
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8. PRILOG

Prilog 1. Pojedinacni difraktogrami neoblozenih i oblozenih SMNC
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Prilog 2. Pojedinacni FT-IR spektri neoblozenih SMNC, APTES, DMSA, APTES-SMNC,
DMSA-SMNC
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Prilog 3. Kalibracione krive izradene pomoc¢u standardnih rastvora HSA

OD 595 nm
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Prilog 4. SDS-PAGE gel nakon bojenja sa AgNOs (ispitivani uzorci navedeni na slici 29).
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Prilog 5. SDS-PAGE gel nakon bojenja sa AgNOs, Coomasie Brilliant Blue® R-250 i nakon

snimanja na BRUKER® In-Vivo Xtreme II uredaju (ispitivani uzorci navedeni na slici 30).
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[Inan Tpermana nojaraka

Ha3uB npojexta/mcrpaxknBama

CuHTe3a M KapakTepHu3anuja paanodapManeyTuka Ha 0a3u cynepnapaMarHeTHUX HAHOYeCcTHIA
U edekaT JyasiHe Tepanuje Ha eKCIEPHUMEHTATHOM MO/e/ly aleHOKAPIMHOMA KOJIOHA

Ha3uB nHCTHTYIMje/MHCTUTYMja Y OKBHPY KOjHX ce CIIPOBOIH MCTPAKMBaMbhe

a) llenTap u3yzernux Bpeanoctu Jlabopatopuje 3a paguousorone u Jlabopatopuje 3a Teopujcky
(uzuky n pusnky KoHAeH30BaHe MaTepuje, UHCTUTYT 3a HyK/JIeapHe Hayke ,,Buauya”, UacTHTYT
01 HAIMOHAJTHOT 3HaYaja 3a PenyOiuky CpoOujy, YuuBep3urer y beorpan

0) Menummnncku ¢pakyiarer Hosu Can Yuusep3urera y Hobom Cany

Ha3uB nporpama y oKBHpPY KOT Ce peajiu3yje HCTPaKNBaH€

JokTopcke akagemcke cryauje Knnanuka ucTpaxknBama

1. Onuc nogaraka

1.1 Bpcra ctyaumje

Yxkpamko onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npukynvajy

JoxkTopcka nucepranuja

1.2 Bpcre nonaTaka

2) KBAHTHTATHBHU

0) KBAJIHUTATHBHU

1.3. Haunn npukyIsbama moaaTtaka
a) AHKCTEC, YIIUTHULH, TECCTOBHU
0) KITMHUYKE TIPOlieHe, MEAUIIMHCKHY 3aITUCH, €JIEKTPOHCKH 3IPAaBCTBEHH 3aITHCH

B) TFCHOTHUIIOBU: HABCCTU BPCTY

T') aAMUHUCTPATUBHU TIOJJAIN: HABECTH BPCTY

1) Y30pLIY TKMBA: Mpecjen TKMBAa KPHOTOMOM (KpUOMpecjelu) Mo3ra, cpua, jerpe, miryha, 0yopera
mumeBa coja NOD-SCID; kpuomnpecjenn TKuBa KceHorpagra aJeHOKaApUMHOMA KOJOHA
unayKkoBanor heanjama xymane rymopeke aunuje LS174T (ATCC® CL-188™)

h) cuummm, dororpaduje: dororpadpuja anmmmxaropa DM 100 (nB nanoScale Biomagnetic);
¢dororpaduja rea-¢puarpanuone xpomarorpaduje; dororpapuja ypehaja BRUKER® In-Vivo
Extreme II; ¢ororpaduja PTI' puama SDS-PAGE rena; ¢pororpadguje SDS-PAGE rena nakon
6ojema ca AgNO; u ca 6ojom Coomasie Brilliant Blue®; cuumak SDS-PAGE resna ca BRUKER®
In-Vivo Extreme II ypehaja; cuuvuun NOD-SCID mumesa cuumibenn BRUKER® In-Vivo Xtreme
II uredajem; cHMMIHU Mjepema TemiepaTrype yHyTtap Tymopa momohy JM3 amnukatopa m
uH(ppaupBeHe kamepe; ¢ororpaduje mumena 14. nan oa mouyerka Tepamuje; ¢ororpaduja
u3BaheHux Tymopa; poroMukporpadu NaToXuCTOJOMKUX Npenapara TKUBAa M0O3ra, cpua, jerpe,
miyha, 6yopera mumena coja NOD-SCID 0ojeHux cTaHIaApAHOM XeMaTOKCHJINH/€03UH METO/I0M;




(oromMuxporpadgu naToxucToJIOMKOr Npenaparta TKUBa KceHOrpagra aiecHOKapIUuHOMA KOJOHA
00jeHHUX CTaHIAPIAHOM XeMAaTOKCHJIHMH/€03HH MeTOA0M, 00jeHHX MeTOI0M ca MPYCKHM IUIaBHM H
HAKOH MHIMPEKTHe MMYHOXHCTOXeMHjCcKe MeTode

€) TEKCT: JuTepaTypa

’K) Maria, HaBeCTH BPCTY

3) OCTajo: JJabopaTopHjcKa eKCNePUMEHTAIHA HCIHTHBAKA

1.3 ®opmar noparaka, ynorpedpeHe CKale, KOJMMYHHA MoaTaKa
Tab6exne (16), rpaduxonn (11), ciuxe (39)

a) Excel ¢ajn, naroreka .xIs, .XIsx

b) SPSS ¢ajn, natoreka .sav

¢) PDF oajn, naroreka .pdf

d) Teker dajn, qarorexa .docx

e) JPG oajn, marotexa .ipg, .jpeq, .tif

f) Ocrano, naroreka: .0pj, .bip, .mcl, .dts

1.3.2. bpoj 3amuca (ko KBAHTUTATHBHUX ITOAATAKA)

a) Opoj Bapuja0IIv: BEJTHKH OPOj

0) 6poj Mepema (MCUTaHKMKa, MPOIIeHa, CHUMAaKa | CJ1.): BeJIMKH 6poj (Bumre ox 100 mjepema)

1.3.3. IloHOBJbEHA MEpEHa

a) aa
0) He

YKOJIHKO je OATOBOP 11a, OArOBOPUTH Ha ciieAeha nurama:
a) BPEMEHCKH pa3Mak n3Mel)y MOHOBJBEHUX Mepa je: Hele/ba JaHa

0) Bapuja0Jie KOje Ce BHIIIC IyTa MEPE OJHOCE CE Ha: CTeneH HeKpo3e U Gudpo3e y OHOCY Ha
3anpeMHHy TYMOpa

B) HOBe Bep3uje (ajiioBa Koju cajpike MOHOBJLCHA MEpEeha Cy MMEHOBaHe Kao: procena efekta
terapije patolog 1. docx; procena efekta terapije patolog 2. docx

Hamowmene:




Ja nu ghopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20pouHy 6aiUOHOCH nooamaxa?
a) /Mla
06) He

Axo je 002060p He, 0bpaznoxcumu

2. Ipukyn/bame moaTaKa

2.1 Meronosnoryja 3a IpUKyIUbamhe/ TeHEprCcahe oIaTaka

2.1.1. Y okBHUpPY KOT UCTPAKHUBAYKOT HAIPTA Cy MOAAIM NPUKYILJbeHU?

a) eKCINepUMEHT, HaBeCTH THUI: CHHTe3a CyNepnapaMarHeTHMX HAHOYECTHLIA METOJA0M
KONpenunuranyje U cOJBOTEPMAJIHOM METOAOM Y NMOJHOJIMMA; TPAHCMHCHOHA eJIEKTPOHCKA
mukpockonuja (TEM); inppakumja X-3paka Ha npaxy (XRPD); meTona tuHaMu4Kor pacejama
cejetsioctd (DLS); dypujeoBa Tpanchopmamuona unHbpaupseHa cnekrtpockonuja (FT-IR);
TankociojHa xpomartorpaduja (TLC); rea-puarpanmmona xpomarorpaduja; odubexaBarmbe
NpOTeMHA/aHTUTHjeIa ca paguonykauaom P merogom ca xaopamunom-T; enexrpodopesa na
NOJIMAKPHJIAMMJIHOM TeJy Yy MNpPHCYCTBY Hatpujym-moxeuua cyiadara (SDS-PAGE);
KBaHTH(UKANHKja NMPOTeHHA/aHTHTHjesIa MeTooM 1o Bradford-y; mHaAMpeKTHH MMYHOEH3MMCKH
TecT (ELISA), Texnmka pasBujama paamorpapcekux (PTI) cHumaka; gabdopaTopujcku
eKCIIePIMEHTH HA OIJIe[IHUM KMBOTHH-AMa; MATOXHCTOJIONIKA aHAIN3a y30paKa TKHBa MO3ra,
cpua, miyha, jerpe, 6yopera u TyMOpCKOr KceHorpagdra

6) KOpCJIauOHO UCTPAKNBAKHLC, HABECTHU TUIL

1) aHAJIM3a TEKCTa, MPUKYI/bambe M0JaTaKa U3 J0CTYIIHe Hay4YHe JIuTepaType

) 0OCTajo, HABECTH ITTa

2.1.2 Hasecmu épcme MepHUX UHCIMPYMEHAMA Ul CManoapoe nooamaxa cneyupuunux 3a oopeheny
HAyyHy OUCYUNIUHY (aKo nocmoje).

Tpancmucuonum esekTpoHckn Mukpockon JEOL-JEM-1010 (JEOL, Janan); audpaxkromerap
BHcoke pesoaynuje SmartLab® X-ray (Rigaku, Janan); Zetasizer Nano — ZS90 ypehaj (Malvern
Instruments Ltd, Beinka Bpuranuja); ®T-UP cnektpodoromerap Nicolet iS50 (Thermo Fisher
Scientific, CA/l); marneromerap Quantum Design VersaLab™ VSM5XL (Quantum Design,
CAl); ypehaj DM 100 (nB nanoScale Biomagnetic, llIlnanuja) 3a ucnutuBame cneuuduvHe
ancopnuuje; anapat Hoefer® SE250 (Heofer Inc, CAJT) 3a SDS-PAGE; rama 6pojau Wizard 2480
Nal(Tl) (Perkin Elmer, CA/l) u no3e kamuoparop CRC-15 beta (Capintec, CAJl); UV-VIS
cnexktpodoromerap Molecular devices Spectra MAX 250 (Marshall Scientific, CA); ypebhaj
BRUKER® In-Vivo Xtreme II (Bruker, CA/l); kpuorom Kedi (Kedi Instrumental Equipment,
Kuna); mukpockon Leica DM LS2 (Leica Microsystems, lbemauka); kamepa PowerShot S70
KaMepa; Apyra JadopaTopujcka onpema




2.2 Kpanuter noparaka v CTaHIapaAu

2.2.1. Tperman HepocTajyhux mogaTaka

a) Jla mu matpuma cagpxu Henocrajyhe mogarke? la He

Axo je OATOBOp [a, OATOBOPUTHU HA cneneha nUTama:

a) Konmxkwu je 6poj Hemoctajyhux momaraka?
0) Ja mu ce KOpUCHUKY MaTpHIIe Mpernopydyje 3ameHa Hepoctajyhux nogaraka? la  He
B) AKO je oAroBOp /1a, HABECTH CYTecTHje 3a TpeTMaH 3aMeHe HeJocTajyhux mojgaraka

2.2.2. Ha Koju Ha4WH je KOHTPOJIMCAH KBAIHUTET nofaraka? Onucaru

KBanuter mnogaTtaka KOHTPOJIHCAH je CTATHCTHYKOM 00pagoM J00HjeHHX pe3yJrTara,
KopumhemeM peninka npu cBaKkoM J1a00paTopHjCKOM eKCIIePHMEHTY €a OTJIeIHUM KUBOTHIHAMA
M KOMNAPanujoM A00HjeHUX MoAaTaKa ca JOCTYINHUM MOJANNMA Y HAYYHOj JIUTePATypH.

2.2.3. Ha koju Ha4WH je U3BpIIeHa KOHTPOJIA YHOCA Mo/laTaKa y MaTpHUIry?

Kontposa yHoca mogaTka y MaTpully HM3BeJeHa je MperjeloM MPOTOKO0JA eKCllepMMeHTAJIHOTr
paaa, TMPeKTHHUM M HMCK/bYYMBHM Mpey3HMameM MoAaTaKa ca MHCTPyMeHaTa Ha KojuMa je
BpIIEHA aHAIN3A.

3. TpermaH nogaraka u npareha fokymeHTanuja

3.1. TpermaH u uyBame MmojlaTaka

3.1.1. Ilooayu he 6umu Oenonosanu y 3ajeOHuuKku nOpman ceéux OOKMOPCKUX Oucepmauuja u
uzejemumaja o mwuxoeoj oujenu na Yuueepzmemuma y Cpouju (NaRDUS) u penozumopujymy
ooxkmopckux oucepmauuja Ynueepsumema y Hosom Caoy (CRIS).

3.1.2. URL aopeca https://nardus.mpn.gov.rs/; https://cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla mu he nooayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) HAa

0) a, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o

8) He



https://nardus.mpn.gov.rs/
https://cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf

Axo je 002060p He, Hasecmu pazioe

3.1.5. llooayu Hehe 6umu denonosauu y penozumopujym, aau fie oumu yyeanu.
Obpasnogicerve

JokTopcka nucepranuja he Outm nenmoHoBaHa y 3ajefHMYKH NOPTAJ CBHX [JOKTOPCKHMX
AMcepTaNMja M W3BjelmITaja 0 HUXOBOj onjeHn Ha YHuBep3Tetuma y Cpouju (NaRDUS) u y
Peno3uTOPUjyM TOKTOPCKHX aucepTanuja Yuusepsutera y Hopom Cany (CRIS).

3.2 MeTamnofanu 1 JOKyMEHTallMja oAaTaka

3.2.1. Koju crarnmapn 3a meramnonarke he Outu mpuMemeH?

3.2.1. HaBectn MeTamonaTke Ha OCHOBY KOJHX CY TOJAIH ACTIOHOBAHU y PETIOZUTOPH]YM.

Ako je nompebno, Hasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe no0amaxd, anaiumuyxe u
npoyedypanne uHghopmayuje, pUxo80o Koouparse, OemasbHe onuce sapujabnu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u cTaHaapy 3a 4yBambe MojaTaKa

3.3.1. lo xor nepuoza he nogauu OuTH 4yBaHM y penosuropujymy? TpajHo

3.3.2. Jla mu he nogarm 6utn nenonosanu nox mudpom? Jla He

3.3.3. Jla iu he mmmdpa Outu nocrynHa oapeheHom kpyry ucrpaxkusaua? Jla He

3.3.4. Jla i ce moaany Mopajy yKJIOHHUTH U3 OTBOPEHOT MIPHUCTYIIA MOC/IE M3BECHOT BpeMeHa?
Jla He

O0pa3noxuTH




4. be30eaHoCT MoAaTaKa U 3aIUITHTA MOBEP/bUBHX HHPOPMALHja

OBgaj opesbak MOPA OuTr nonymeH ako Balld NMOJaly YKIJbY4yjy JHYHE MOJaTKe KOjHU ce OHOCE Ha
YYECHHKE y UCTpaKUBamy. 3a Apyra UCTpakuBamba Tpeda Takohe pasMOTPHUTH 3aIUTUTY U CUTYPHOCT
noJaTaka.

4.1 dopmaHu cTaHAapAM 32 CUTYPHOCT MH(pOpMAaIUja/moaTaka

HcrpaxkuBaun KOju CIIPOBOJIE HCITUTHBAA C JbyIMMa MOPajy J1a ce MPUAP)KaBajy 3aKoHa O 3aIITUTH
noxaraka o smunoctu (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_ o_licnosti.html) u
onrosapajyher HHCTUTYIIHOHATHOT KOJEKCa O aKaeMCKOM HHTETPUTETY.

4.1.2. la nm je uctpakupame 0100peHo of cTpaHe etruke komucuje? JJa He
Ako je ogrosop /la, HaBecTH 1aTyM U Ha3WB €THYKE KOMICH]j€ KOja je 000pHiIa HCTPaKNBAbE

ExcrnepuMeHTH €y YK/BYYHMBAJIH PaJ HA OIJIeAHHM SKHBOTHH-AMA,TaK0 /a4 je HMCTPaKHBambe
ono0peHo ox crpane ETmuke komucuje 3a pajg ca oryieilHMM KHBOTHIamMa HMHcTHTyTa 32
HyKJ/JeapHe Hayke ,,Bunua® y Beorpany 20.12.2018. roaune, npema 103804 o4 MuHUCTapcTBa
NO0JbONPUBPENe, HIyMapcTBa U Boponpuspene PemyGianke Cpouje (mo3Bosa 6p. 323-07-04725 /
2018-05).

4.1.2. Jla v mojiaIy yKJby4yjy JUUHE TOAATKE yuecHUKa y uctpaxusamy? Jla He

AKO je 0aroBOp Ja, HABEIUTE Ha KOjU HAUMH CTE OCUTYPaJIM ITIOBEPJBUBOCT U CUTYPHOCT HH(OpManyja
BE3aHMX 32 UCITUTAHUKE:

a) [Moxamy HUCY y OTBOPEHOM MPUCTYITY
0) [omanu cy aHOHUMHU3UPAHU
1) OcraJio, HaBeCTH IITa

5. locTynmHOCT nojaTaka

5.1. Ilooayu he bumu
@) jaeno docmyniu
6) 0OCmynHU CAMO YCKOM KpYey ucmpaxcusaya y oopehenoj nayunoj ooiacmu

y) 3ameoperu

Axo ¢y nooayu 0ocmynHu camo yCKOM Kpy2y UCHpAdiCusaid, Hagecmu noo KOjum YCio8uma Moy 0a ux
Kopucme:



https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

Axo cy nooayu 0ocmynHu camo YCKOM Kpy2y UCMpaxicuéayd, Hagecmu Ha KOju HAYUH MO2y
HPUCIYRUMU NO0aYUMA.

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npukynmenu nooayu bumu apxusuparu.

6. YJiore u oArOBOPHOCT

6.1. Hagecmu ume u npesume u meji aopecy 81acHuKa (aymopa) nooamaxa
Asromia Crankopuh, aljosa.stankovi mail.com
6.2. Hasecmu ume u npesume u meji aopecy ocobe Koja 00picasa mampuyy ¢ nooayuma

Aspomia Ctaukopuh, aljosa.stankovi mail.com

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omozyhyje npucmyn nooayuma Opyum
UCTPAICUBAUUMA

i Kovic@amail
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