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Rezime

Funkcionalizovane nanocCestice imaju veliki potencijal u oblasti dostave antitumorskih
lekova do Zeljenog tkiva. One mogu da menjaju farmakokineti¢ki i farmakodinamicki profil
lekova, Cime se povecava njihov terapeutski indeks. Medutim, uprkos ostvarenom napretku i
potencijalno velikim prednostima nad klasiénom terapijom, samo mali broj tretmana raka
zasnovanih na nanocesticama je odobren. Do sada su dizajnirane mnogobrojne inovativne,
multifunkcionalne i kompleksne nanocestice. Ali, to se ne odrazava u dizajnu niti broju klinicki
odobrenih nanosistema. Dizajn nanosistema mora biti kompleksan kako bi se savladale sve
prepreke u organizmu koje sam lek ne mozZe da prevazide, medutim, to zna€ajno oteZava
njihovu karakterizaciju i predvidanje njihove efikasnosti. Sam eksperimentalni pristup reSavanju
ovog problema je dugotrajan i skup. Takode, zbog neophodne prostorne i vr.emenske rezolucije
za ispitivanje nekih aspekata njihovog fizioloSkog efekta, eksperimentalni pristup u nekim
slu¢ajevima tehnicki nije mogué.

Opsti cilj ove doktorske disertacije je razvijanje modela odabranih nanosistema i
racunarsko simuliranje njihove strukture i fizioloSkog efekta.

Dva glavna, specifiCna cilja ovog istrazivanja bila su:
1. lzvodenje teorijskih proraCuna u cilju dobijanja korisnih strukturnin i energetskih
podataka o ispitivanim funkcionalizovanim nanoc&esticama zlata;
2. Modelovanje i simuliranje njihovog fizioloskog efekta.

Za istraZivanja su koriS¢eni modeli koji obuhvataju vise vremenskih i prostornih skala
(nivo molekula - molekulska dinamika, nivo ¢elije - stohastiCke reakciono-difuzione rekacije, nivo
tumora - modelovanje zasnovano na agentima).

Opsti  zakljuCak ovog istrazivanja je da je teorijski pristup komplementaran
eksperimentima, jer se na ovaj nain mogu detaljno ispitati aspekti koje je nemoguce
eksperimentalno testirati. Simulacije na viSe razli€itih nivoa mogu povezati razliCite vremenske i
prostorne rezolucije Cime se moze dati preliminarna procena efikasnosti nanonosaa u
fizioloSkim uslovima. Ovaj pristup je znatno brZi i zahteva mnogo manje resursa od iskljucivo
eksperimentalnog pristupa $to mozZe dovesti do povecanja uspesnosti i brzine dovodenja novih
nanosistema u klini¢ku praksu.



Summary

Functionalized nanoparticles hold great potential as antitumor drug delivery carriers.
They can change the pharmacokinetic and pharmacodynamic profile of carried drugs, which
increases their therapeutic index. However, despite the advances and potentially great
advantages over conventional therapy, only a small number of nanoparticle-based cancer
treatments have been approved. The nanosystem design must be complex to overcome all the
obstacles in the body. However, this significantly complicates their characterization as well as
the prediction of their efficacy. Applying only the experimental approach to solve this problem is
time-consuming and expensive. Also, due to the spatial and temporal resolution necessary to
investigate some aspects of the physiological effect, an experimental approach, in some cases,
is technically not possible.

The general goal of this thesis is to develop models of selected nanosystems, and
simulate their structure and physiological effect.

The two main, specific objectives of this research were:

1. Obtaining useful structural and energetic data of the examined functionalized gold
nanoparticles by theoretical calculations;
2. Modeling and simulation of their physiological effect.

Models used in this thesis include several temporal and spatial scales (molecule level -
molecular dynamics, cell level - stochastic reaction-diffusion reactions, tumor level -
agent-based modeling).

The general conclusion of this research is that the theoretical approach is
complementary to experiments. This way we can obtain detailed information on aspects that are
impossible to test experimentally. Simulations of several different levels can link different
temporal and spatial resolutions, which can provide a preliminary assessment of the
nanosystem’s efficacy in physiological conditions. This approach is much faster and requires
much less resources than the purely experimental approach, which can increase efficiency and
speed of bringing new nanosystems into clinical practice.
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Uvod i definisanje problema istrazivanja

Konvencionalna hemioterapija je jedna od najCeSce koris¢enih onkoloskih terapija.
Klasi¢ni, odobreni anitumorski lekovi su pokazani kao efikasni i pokazano je da hemioterapija
funkcioniSe na razli¢itim tipovima tumora. Medutim, onkoloSki pacijenti koji primaju klasi¢nu
hemioterapiju moraju da prolaze i kroz niz problema koje takva terapija prouzrokuje. Ona, osim
Celija raka, takode oStecuje i zdrave Celije i dovodi do velikog broja nuspojava [1]. Nuspojave
kao $to su mucnina, povracanje i opadanje kose se javljaju skoro trenutno. Takode, svi organi
tela mogu biti pogodeni, ukljuCujuéi vitalne organe, kao 3to su srce, plu¢a i mozak $to moze
znacajno da smaniji maksimalnu primenjenu dozu prilikom tretmana. Istovremeno, moze doc¢i do
rezistencije na koris¢eni lek [2]. Takve nuspojave su €esto opasne po zivot, a ¢ak i u sluaju
blaZih nuspojava, simptomi Cesto znacajno umanjuju kvalitet Zivota pacijenata [3].

Na reSavanju ovog problema se intenzivno radi. IstraZzuju se nova antitumorska
jedinjenja, dizajniraju se novi, selektivniji lekovi itd. Medutim, poboljSanja su ¢esto mala, a
dodatno, vreme neophodno da se novi lek dovede od laboratorije do pacijenata je izuzetno
dugo, i u proseku je neophodno od 10-12 godina [4]. |1z perspektive pacijenta kome treba
terapija taj period je previSe dug.

U izvestaju iz 2014. godine, Svetska zdravstvena organizacija je objavila podatke o
incidenci raka i smrtnosti [2,5]. Na svetskom nivou, bilo je 12 miliona novih slu€ajeva i 8.2
miliona smrti dijagnostikovanih pacijenata. Ako se ovi podaci ekstrapoliraju na period razvoja
novog leka (10 godina), broj smrtnih sluajeva raste do 80 miliona. Ovi podaci takode upucéuju
na to da standardni pristup le€enju raka nije dovoljno efikasan [2,6,7].

Drugi pristup reSavanju ovog problema je poboljsanje dostave lekova koriS¢enjem
posebno dizajniranih nosaca [8-10]. S obzirom na to da se na ovaj nacin koriste ve¢ odobreni,
anitumorski lekovi, period razvijanja ovakvih sistema u proseku traje 2-4 godine [4]. U ovom
polju napravljen je novi napredak razvojem nosaca baziranih na nanocCesticama ¢ime se postize
efikasniji prenos lekova i smajuju nezeljeni efekti. Nekoliko klinickih ispitivanja je pokazalo da
koncept nanosaca za antitumorske lekove ima bolje klinicke efekte u tretmanu razlicitih tipova
raka od klasi¢ne terapije [11].

Funkcionalizovane nanoCestice imaju potencijal da menjaju farmakokineticki i
farmakodinamicéki profil lekova, €ime se poveéava njihov terapeutski indeks [12]. Dakle,
nanocestice mogu da promene biodistribuciju lekova omogucavajuci im da se akumuliraju na
mestu tumora [13]. Medutim, uprkos ostvarenom napretku i potencijalno velikim prednostima
nad klasicnom terapijom, samo mali broj tretmana raka zasnovanih na nanocesticama je
odobren.

Do sada su dizajnirane mnogobrojne inovativne, multifunkcionalne i kompleksne
nanocestice [9, 14-19]. Ali, kao $to je pomenuto, to se ne odrazava na dizajn niti broj klini¢ki
odobrenih nanosistema [20]. Postoji veliki broj mogucih objasnjenja koja pokrivaju razliCite faze
u njihovom razvoju - od poc€etnog pristupa dizajnu do slozenih, skupih i dugotrajnih in vitro i in
vivo ispitivanja. In vivo sudbina molekula je odredena njegovim fizicko-hemijskim i biohemijskim



osobinama. U sluaju nanosistema (nanonosac + lek), ove osobine zavise od tipa nanocestica,
molekula izabranih za funkcionalizaciju (ligandi), i odabranog leka. Detaljno razumevanje
strukture svakog elementa je kriticno jer direktno uti¢e na njihove interakcije, a samim tim i na
strukturu i stabilnost finalnog nanosistema. Medutim, ovu vrstu informacija je izuzetno tesko
dobiti eksperimentalnim putem. Vecina eksperimentalnih metoda nije dovoljno precizna jer im
nedostaju dovoljna vremenska i prostorna rezolucija neophodna za istraZivanje dinamickih
promena i ponasanje tako malih i sloZenih sistema [21].

Ovaj raskorak izmedu nanoskale (vremenske i prostorne) i makroskopskih efekata moze
biti premoS¢en koriS¢enjem raunarskih simulacija. Modelovanjem sistema kroz viSe razlicitih
skala (koje su Cesto nedostizne eksperimentalno) moze se doéi do informacija o njihovoj
efikasnosti, kao i informacija o njihovoj strukturi i osobinama Sto mozZe dati korisne smernice za
poboljSanje njihovog dizajna. Takode, ubrzavanje procesa ispitivanja nanosistema, u ovom
pristupu najviSe zavisi od dostupnih raCunarskih resursa. Pored skracivanja vremena dovodenja
novih tretmana do pacijenata, takode se smanjuju i troSkovi razvijanja.



1.Ciljevi istrazivanja

Opsti cilj ove doktorske disertacije je razvijanje modela odabranih nanosistema i
racunarsko simuliranje njihove strukture i fizioloSkog efekta.

Dva glavna, specifi¢na cilja ovog istrazivanja bila su:

1. Dobijanje korisnih strukturnih i energetskih podataka i formulisanje smernica za sintezu
funkcionalizovanih nanocestica zlata, izvodenjem teorijskih proracuna;
2. Modelovanje i simuliranje fizioloSkog efekta ispitivanih funkcionalizovanih nanocestica

Zlata.

U istrazivanju su koris¢eni modeli koji obuhvataju vise vremenskih i prostornih skala;
molekulska dinamika za modelovanje struktura nanosistema na nivou molekula, stohastic¢ke
reakciono-difuzione reakcije za modelovanje efekta nanosistema na pojedinacne ceije, dok je
za istrazivanje efekta na ceo tumor koris¢eno modelovanje zasnovano na agentima.

U okviru prvog cilja koris¢ena je metoda molekulske dinamike za ispitivanje razli¢itih
uticaja na strukturu nanosistema u realnim uslovima. Ova metoda omoguc¢ava rezoluciju od
jednog atoma i pruza uvid u hemijske detalje koje je teSko ili ¢ak nemoguée dobiti
eksperimentalno. Dobijeni rezultati treba da pruze korisne smernice za sintezu novih i efikasnijih
nanonosaca. Kako bi se doSlo do njih, u okviru ovog dela postavljeni su maniji ciljevi:

- Ispitivanje strukture homogeno funkcionalizovanih nanosistema radi dobijanja
referentnih vrednosti koje treba da omogucée kasniju izolaciju specifi¢nih efekata
kao i jasniji uticaj uvodenja novih tipova liganada u sistem;

- Ispitivanje uticaja veliCine i hidrofobnosti noSenog leka na strukturu nanosistema;

- Ispitivanje uticaja promene koncentracije liganada u sistemu na strukturu
heterogeno funkcionalizovanih nanosistema;

- Ispitivanje uticaja duZine pozadinskog liganda na strukturu heterogeno
funkcionalizovanih nanosistema;

- Ispitivanje uticaja razli€itih poc€etnih konfiguracija na krajnju uravnoteZenu
strukturu heterogeno funkcionalizovanih nanosistema;

- Ispitivanje uticaja veliCine jezgra nanoCestice na strukturu heterogeno
funkcionalizovanih nanosistema;

- Ispitivanje stabilnosti nanosistema pri razliCitih uslovima $to treba da da uvid u
praktiCnost njihove sinteze i kasnije, fiizoloSkog efekta;

- Ispitivanje intramolekulskih interakcija nanosistema radi dobijanja dodatnog uvida
uticaja strukture samih liganada na njihovu strukturu;

- Ispitivanje korid¢enja fluorescentnih nanoéestica kao model sistema u in vitro i in
vivo ispitivanjima.

Visoka rezolucija metoda molekulske dinamike omogucava dobijanje uvida u detalje
strukture nanosistema nedostupne eksperimentima, a time i formulisanje korisnih smernica za
dizajn novih nanosistema. Medutim, detalji strukture nanosistema sami po sebi nisu dovoljni za
realnu procenu njihovog fizioloSkog efekta, koji se ne moze ispitati koriS¢enjem ovako visoke
rezolucije.



U okviru drugog cilja disertacije, se zbog gore navedenog, fokus prebacuje na vece
prostorne i vremenske skale, odnosno, na rezoluciju jedne ¢elije i rezoluciju celog tkiva. U
okviru drugog cilja izdvojene su dve tematske celine:

1. KoriS¢enje realnih parametara za ispitivanje fizioloSkog efekta specifi¢nih nanosistema;
2. Testiranje novog pristupa dizajnu novih nanosistema.

U okviru prve celine postavljeni su sledeci pojedinacni ciljevi:

- Modelovanje i ispitivanje fizioloskog sistema Kvinolinol sistema koji je takode i
eksperimentalno okarakterisan radi validacije modela;

- Odredivanje najmanje injektovane doze na osnovu parametara nanosistema i
parametara koriS¢enog leka;

- Ispitivanje vaznosti parametra dostupnosti leka za krajnji fizioloSki efekat
nanosistema;

- Ispitivanje relativnog uticaja razliCitih parametara na krajniji fizioloSki efekat.

lako se na ovaj nacin dobijaju korisni detalji koji treba da omoguce laksi i efikasniji dizajn

nanosistema, postoji izuzetno veliki broj razli€itih parametara i njihovih kombinacija koje uti¢u na
krajnji fizioloSki efekat. Ispitivanje na ovaj nacin toliko velikog broja moguénosti bi bilo izuzetno
skupo, neprakti¢no i trajalo bi izuzetno dugo. Zbog toga ¢e se u okviru drugog pristupa ispitati i
koriScenje evolutivnih algoritama vestacke inteligencije sa modelovanjem zasnovanom na
agentima. U okviru druge celine postavljeni su naredni pojedinacni ciljevi:

- Ispitivanje rezistentnosti tumora i optimizacija tretmana koriS¢enjem vestacke

inteligencije;

- Ispitivanje tretmana na homogenom tumoru koji evoluira/ne evoluira;

- Ispitivanje tretmana na heterogenom tumoru koji evoluira/ne evoluira;

- Ispitivanje rezistentnosti tumora;

- Ispitivanje uticaja tumora koji raste.

Dobijeni podaci bi u Sirem smislu predstavljali doprinos naucnoj zajednici koja se bavi
ovom multidisciplinarnom tematikom. Takode, u okviru projekta H2020 FET Open EVO-NANO
(u okviru kog je radena disertacija) kreirana je platforma gde je integrisano vie razli¢itih modela
i skala. Integrisana platforma treba da sluzi kao model za brzu procenu fizioloSke aktivnosti
razli¢itih nanosistema. Dugoro¢no, rezultati ove disertacije treba da doprinesu brzem razvoju
novih nanosistema, brZoj proceni njihove aktivnosti, odnosno brzem dovodenju ovih
nanosistema od laboratorije do pacijenta.

Medu Sirokim spektrom razli¢itih tipova nanocestica, nanocestice zlata (AuNP) se u
velikoj meri koriste za dostavu lekova zbog svojih pozeljnih svojstava [22,23] i one su bile fokus
ove disertacije. Odabrane su jer su inertne i netoksi¢ne. Lako se mogu sintetisati u razlicitim
oblicima i veli¢inama, i funkcionalizovati (karakteristike njihove povrSine omogucéavaju vezivanje
veceg broja liganada i viSe tipova liganda). Vezivanje liganada na povrSinu stvara monosloj koji
menja fizicko-hemijska svojstva povrSine jezgra od zlata. Prema tome, ponaSanje
funkcionalizovanih zlatnih nanoCestica ne odreduje jezgro, ve¢ svojstva monosloja. Korid¢enjem
molekula sa specifiénim karakteristikama, svojstva funkcionalizovane nanocestice zlata se
mogu podesiti da bi se iskontrolisali biokompatibilnost i biodistribucija [24-27].



2. Pregled literature

U ovoj sekciji bice opisan pregled vladajucih stavova i shvatanja u literaturi o upotrebi
nanocCestica kao nosaca lekova, njihovoj eksperimentalnoj karakterizaciji, kao i objasnjenje
koris¢enih metoda. Razmatranja predstavijena u ovom delu su objavljena u knjizi Cancer,
Complexity, Computation (poglavlje The Role of Molecular Dynamics Simulations in Multiscale
Modeling of Nanocarriers for Cancer Treatment)[28].

2.1. Upotreba nanocCestica kao nosaca lekova

Kao $to je pomenuto u uvodu, odobreni anitumorski lekovi, iako efikasni, imaju mnostvo
nedostataka. Neki od njih su da ovi lekovi nisu dovoljno rastvorni, brzo se izbace iz krvotoka,
budu eliminisani dejstvom imunog sistema, ne mogu da produ ¢éelijsku membranu, nisu dovoljno
specifi¢ni, itd. [1]. Kada se nadu u krvotoku, moraju da savladaju veliki broj prepreka kako bi
stigli do ciljinog mesta i obavili svoju funkciju [29]. Pored toga, distribucija lekova u organizmu
moze biti ograni¢ena njihovim fizi€ko-hemijskim svojstvima [29-31]. To znadi da samo mali
procenat injektovane doze stize do tumora, dok se ostatak distribuira u drugim organima, utiCuci
na zdrave cCelije i prouzrokujuéi ozbiljne nuspojave. Tacna koli¢ina leka koja stize do ciljanog
mesta zavisi od viSe parametara: fizicko-hemijskih osobina samog leka, zdravstvenog stanja
pacijenta, tipa tumora itd. Procenjeno je da su vrednosti u opsegu od 0,01-0,1 % injektovane
doze [32,33]. Kako bi se postigla zadovoljavajuca efikasnost, neophodne su veée doze i vec¢a
uCestalost administracije lekova. Ali ovo je, evidentno, daleko od optimalnog reSenja. Ovaj
pristup dovodi do jo$ ozbiljnijih nuspojava koja se javljaju usled nespecificnosti i neselektivnosti
ovih lekova.

S druge strane, pokazano je da upotreba nanocCestica kao nosata ima potencijal da
prevazide ove prepreke: njihovom upotrebom povecava se rastvorljivost celog sistema, sistemi
su stabilni u organizmu, lekovi su zasti¢eni od biorazgradnje, produzava se vreme provedeno u
cirklulaciji, itd. [24-27]. Dodatno, one mogu biti funkcionalizovane tako da otpustaju lekove pod
tatno odredenim uslovima, mogu biti funkcionalizovane ligandima za aktivno ciljanje receptora
na Celijama raka, mogu da nose velike koli€ine leka, ili viSe razli€itih lekova za kombinovanu
terapiju, itd. [34,35]. Njihova mala veli¢ina i jedinstvene karakteristike nude Sirok spektar
mogucnosti za prevazilaZzenje prepreka sa kojima se suo€avaju sami lekovi. Takode su veoma
raznovrsne. Nosaci mogu biti organski (lipozomi, dendrimeri, polimeri itd.), ili neorganski (zlato,
srebro, silicijum itd.) Mogu lako da se funkcionalizuju razli¢itim molekulima $to pruza mogucnost
za fino podeSavanje njihovih svojstava, sto poveéava kontrolu nad njihovom biokompatibilno$¢u
i biodistribucijom. Takode, pokazano je da su nanocestice uopsteno manje sistemski toksiCne u
poredenju sa klasi¢nim formulacijama, uglavhom zbog moguc¢nosti modifikovanja
farmakokineti¢kih i farmakodinamickih karakteristika lekova koje nose [36].



2.2. Eksperimentalna karakterizacija nanosistema i njeni
nedostaci

Da bi se nanosistem (nanocestica + lek) bezbedno ubrizgrao u krvotok, on mora biti
dovoljno stabilan u takvom okruZenju kako bi ostao u cirkulaciji dovoljno dugo. Medutim,
stabilnost mora biti fino podeSena tako da se lek moze osloboditi iz nanosistema kada dode na
ciljino mesto [37]. Ako nanosistem nije dovoljno stabilan, lek se mozZe prerano osloboditi i dovesti
do toksi¢nih efekata. S druge strane, ako je previSe stabilan, lek nece biti otpusten na ciljnom
mestu. Lek takode treba da bude zasti¢en od biorazgradnje, imunog sistema i interakcija sa
drugim molekulima. Ove interakcije mogu izmeniti i strukturu i predvidenu funkciju nanosistema.
Da bi se postigli ovi ciljevi, neophodno je detaljno znanje o tome kako nanosistem specifi¢nih
fizicko-hemijskih svojstava interaguje sa fizioloSkom sredinom; kako promene njegove strukture
utiCu na fizioloSki odgovor; koje osobine ili kombinaciju osobina ligandi za funkcionalizaciju treba
da imaju da bi se formirala zeljena struktura, tako da nanosistem iinteraguje sa okruzenjem na
nacin na koji smo predvideli. S obzirom na to da se ubrizgava viSe od jedne funkcionalizovane
nanocestice (nanosistema), treba da se razmotri i njihovo kolektivho ponasanje.

Nije dovoljno da nanosistemi samo dopru do tumorskih celija. Takode treba da udu u
Celije, produ kroz ¢éelijsku membranu i isporu¢e lek na ciljnom mestu [20]. Da bi se to postiglo,
neophodno je razumevanja interakcija nanosistema sa ¢éelijama. Na primer, koliko njih moze
prodreti u tumor? Koliko duboko ulaze u tumor? Treba da se uzme u obzir i to da su tumori
heterogene strukture koje sadrZe viSe od jednog tipa Celija i da signalizacija u svakom od tih
tipova celija ima specifican nacin interakcije sa nanosistemom.

I na kraju, otpusteni lekovi treba uspedno da zaustave dalji rast tumora. Tu se postavljaju
pitanja da li lekovi uspesno ubijaju tumorske ¢elije i koliko ¢elija? Ovo su sustinska pitanja za
prilagodavanje doze i uCestalosti primene. Kada se dobiju sve ove informacije, moze se vratiti
na pocetak i ,programirati” ponasSanje nanosistema modifikujuéi njihovu veli€inu, oblik i hemiju
povrsine. Ali kao $to je pomenuto u uvodu, eksperimentalno dobijanje ovakvih informacija je
teSko, a nekad i nemoguce.

Na primer, jedan od prvih koraka u procesu ispitivanja nanosistema jeste odredivanje
njihovih fizicko-hemijskih karakteristika (veli€ine, sastava, stabilnosti i svojstava povrsine, itd.)
[37]. Vecina eksperimentalnih metoda nije dovoljno precizna za ovakva odredivanja jer im
nedostaje neophodna rezolucija [21]. Cak i odredivanje veli¢ine nanosistema, $to je jedno od
kriti€nih svojstava, teSko je precizno postiéi. Postoje brojne metode koje se mogu Koristiti, kao
Sto su dinamic¢ko rasejanje svetlosti (DLS), transmisiona elektronska mikroskopija (TEM),
mikroskopija atomskih sila (AFM) itd. Medutim, ove metode nisu pogodne za sve tipove
nanocestica (mogu biti podloZne stvaranju artefakata) i nece dati taCne podatke koji su potrebni
[37]. Dodatni problem je to Sto su nanosistemi polidispergovani. Dakle, nakon sinteze, umesto
da se dobije rastvor nanosistema odredene veli¢ine, postoji neka raspodela veli¢ina. Da bi se
nanosistemi smatrali monodisperznim, 90% distribucije Cestica treba da se nalazi unutar 5%
srednje veli€ine [38]. Medutim, ovo je izuzetno teSko ili ¢ak nemogucée posti¢i buduci da za
kontrolu ovog aspekta tokom sinteze nema odgovarajucih eksperimentalnih metoda [39].



Druge kriti€ne tacke su odredivanje sastava i ispitivanje povrSine monosloja [40]. Kao Sto
je gore pomenuto, jedna od prednosti koriS¢enja nanocestica je lakoc¢a njihove funkcionalizacije.
Sticanjem dubljeg razumevanja strukture monosloja, mozZze se preciznije prilagoditi dizajn
nanonosaca kako bi se osiguralo da ¢e krajnji proizvod imati Zeljena svojstava.

Medutim, eksperimentalna karakterizacija monosloja je izazovna jer pored nedovoljne
rezolucije, ne postoje npr. univerzalne tehnike za kvantifikaciju liganada [41].

Takode je tesSko odrediti internalizaciju nanosistema u ¢elijama. Postoji nekoliko metoda
koje se koriste za ovu svrhu kao $to su, na primer, konfokalna mikroskopija, proto¢na citometrija
itd. Medutim, problem sa ovim metodama je to Sto je teSko razlikovati internalizovani materijal
od materijala vezanog za spoljnu membranu [42]. Kao i u slu€aju fizicko-hemijske
karakterizacije, osnovni problem je nedostatak odgovarajuce rezolucije.

Krajnja efikasnost nanosistema se odreduje in vivo. Ali i tu postoje prepreke jer struktura
i veli€ina samog tumora mogu uticati na njihovu efikasnost. Na primer, mali tumori, veliine do 2
mm, obi¢no jo§ nemaju razvijenu vaskulaturu. To moze uticati na dubinu prodiranje nanosistema
u tumor. Internalizacija moze takode da varira sa brzinom rasta tumora [43]. Posto svojstva koja
su predmet ispitivanja zavise od viSe faktora, dizajniranje eksperimenata i tumacenje rezultata
zahteva dodatan oprez.

Iz pomenutog se moZe zakljuCiti da su za dizajn i testiranje novih nanosistema
neophodne precizne metode za njihovu fiziCko-hemijsku karakterizaciju, kao i za detaljno
razumevanje odnosa ovih karakteristika i biologije tumora [37]. Da bi se postigao optimalan nivo
preciznosti, neophodne su metode sa razliitim nivoima rezolucije: nivo atoma za preciznu
fiziCko-hemijsku karakterizaciju, nivo ¢éelije za tacno opisivanje interakcija izmedu nanosistema i
Celija, nivo tumora za procenu efikasnosti nanosistema, i nivo celog organizma za procenu
sveukupnog delovanja nanosistema. lako je to u nekoj meri moguce posti¢i eksperimentalno,
ovaj pristup je vremenski zahtevan, skup i nedovoljno precizan za uspostavljanje uspesnog i
efikasnog puta od laboratorije do klinike.

2.3. RaCunarski pristup

U prethodnim sekcijama je pokazano da se za razvijanje nanosistema mora uzeti u obzir
Sirok raspon prostornih i vremenskih skala. Tagan opis na svakoj skali pruza informacije o
razli€itim aspektima neophodnim za efikasan dizajn. Medutim, zajednic¢ki nedostatak
eksperimentalnih metoda je njihova nedovoljna rezolucija. U nekim slu¢ajevima, za dobijanje
preciznih podataka, neophodno je izvrSiti merenje jednog parametra putem viSe razli€itih
analiza. Ovo je dugotrajno i skupo. Dodatno, krajnji kliniki efekat nije nezavisna pojava, vec je
rezultat interakcije razliCitih elemenata na viSe skala [44]. Tako da fokusiranje na izolovane
elemente ne mozZe biti dovoljno za potpuno razumevanje in vivo ponasanja nanosistema. Zbog
raznovrsnosti nanocCestica i Sirokog spektra njihovih fizicko-hemijskih karakteristika, trenutno ne
postoje standardizovane metode za njihovo ispitivanje. Ovi problemi se mogu reSiti pomocu
racunarskog pristupa.
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Modelovanje bioloskih sistema predstavlja multidisciplinarnu oblast koja ukljuuje
biologiju, hemiju, fiziku, matematiku i raunarske nauke. Ovaj pristup uzima u obzir razliite
aspekte iz ovih disciplina kako bi se razvili $to realniji modeli [45].

Ulazni podaci za simulacije su opisi interakcija izvedeni iz teorije ili eksperimenata. Kranji
rezultat simulacija zavisi od vrednosti ulaznih parametara i strukture modela, $to znacli da
rezultati raCunarskih eksperimenata mogu dovesti do novih uvida ba$ kao i u sluaju &isto
eksperimentalnog pristupa.

Do danas je razvijen veliki broj razlic¢itih metoda i modela koji opisuju relevantne
prostorne i vremenske skale sa preciznoS¢u koja je nedostupna eksperimentima. Njihovim
kombinovanjem otvara se mogucénost ispitivanja realnih bioloSkih scenarija, dok se znacajno
smanjuje vreme za testiranje novog dizajna i trodkova povezanih sa eksperimentalnim
pristupom. Medutim, veéina racunarskih modela se i dalje fokusira na jednu skalu. Modelovanje
kroz viSe skala predstavlja novi skup izazova jer treba da se razmotre mnoge komponente i
parametri iz razli¢itih skala. Takode treba uzeti u obzir sloZene relacije izmedu njih [46].

Prvo pitanje koje se postavla u ovakvom tipu modelovanja je kako odabrati
odgovaraju¢e metode i skale? lako bi se u ,idealnom” scenariju razmotrilo sve od kvantnog
nivoa do celog organizma, ovo ne bi bio najoptimalniji pristup. Prvenstveno jer je ovo tehnicki
izuzetno tesko ili ak nemoguée posti¢i (makar iz perspektive raunarskog trodka), a takode i
zbog toga Sto bi bila dobijena ogromna koli¢ina informacija, od kojih bi vecina verovatno bila
suviSna. Stoga je poseban izazov kako izdvojiti potrebne detalje ili obrasce.

Umesto toga, treba se fokusirati na elemente koji najviSe doprinose fenomenu ili procese
koji su predmet istrazivanja i u skladu sa tim izabrati adekvatan model. Prilikom izbora modela
(tj. prostorne ii vremenske skale) potrebno je pronaci ravnotezu izmedu tacnosti i raCunskog
trodka.

U okviru ove disertacije, fokus je bio na tri razliCita nivoa - nivo molekula (atoma), nivo
Celije i nivo tkiva.

1. Nivo molekula — Rezolucija jednog atoma.

Opis nanosistema na molekulskom nivou je izuzetno vazan aspekt jer struktura
nanosistema ima znacajan uticaj na klinicki ishod. Ako se na ovom nivou razume koja svojstva
odreduju strukturu nanosistema i dinamiku njegovog ponasanja, moze se posti¢i veca kontrola
nad konacnim proizvodom. Ovaj korak mozZe dovesti do informativnijeg i efikasnijeg dizajna
nanosistema. Simulacije molekulske dinamike daju opis atomistickog nivoa simuliranih sistema i
mogu pruziti detaljan uvid u njihovu strukturu i dinamiku. Ovaj nivo rezolucije je uglavnom
eksperimentalno nedostupan.

2. Nivo celije - Rezolucija jedne celije.

Efikasnost leCenja raka u najve¢oj meri zavisi od potentnosti leka, njegovog
akumulisanja na mestu tumora i dubine njegove penetracije unutar tumora [47,48]. Da bi se
realno procenila efikasnost nanosistema, treba da se ispitaju interakcije izmedu nanosistema i
Celija, kao i kretanje nanosistema kroz tkivo. Ovoj rezoluciji se mozZe pristupiti pomocu
stohasti¢kih reakciono-difuzionih simulacija.

3. Nivo tkiva - Rezolucija celog tumora.

Da bi se precizno modelovala efikasnost nanosistema, prvo treba da se modeluje realan
tumor [49]. Pristup koji omoguc¢ava najvecu preciznost je takozvano modelovanje zasnovano na
agentima (agent-based modeling), koje je koris¢eno u ovoj disertaciji. U takvom pristupu, svaka
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Celija je predstavljena kao autonomna jedinica sa sopstvenim karakteristikama i unutrasnjim
procesima. S obzirom na to da su u modelu opisani realistiCni parametri ¢elija i fizioloSki uslovi
njihove interakcije sa sredinom, u toku simulacija modeluje se rast heterogenog tumora gde na
pocCetku nije definisano kolika ¢e biti brojnost kog tipa ¢elija, ve¢ je to rezultat interakcija medu
¢elijama u mikrosredini.

U narednim sekcijama ¢e se dati teorijski pregled korid¢éenih skala i modela: (nivo tkiva,
nivo celije, nivo molekula). S obzirom na to da je fokus ove disertacije bio na simulacijama
molekulske dinamike, najveci fokus ¢e biti na njihovoj ulozi.

2.3.1. Nivo tkiva - generisanje virtuelnog tumora

Virtuelni rast tumora simuliran je pomocéu PhisyCell softvera otvorenog koda. PhysiCell
je model baziran na agentima za 2D i 3D viSecelijske simulacije [50]. Ovakav tip modelovanja
omogucava visoku adaptibilnost. Krajnji efekat nije eksplicitno definisan ve¢ se u simulacijama
krece od individualnih agenata (u ovom slu€aju ¢elija) koji su opisani razli€itim parametrima i koji
prate sistem pravila i relevantne dinamike. Stoga krajnji efekat nastaje kao posledica interakcija
izmedu agenata.

PhysiCell ukljuCuje dva aspekta:

1. Na nivou pojedinacne ¢elije, funkcioniSe kao okruzenje zasnovano na agentima.
Dinamika tumora je rezultat interakcije velikog broja éelija. Celije reaguju na signale iz
svog mikrookruzenja i, zauzvrat, utiCu na svoje mikrookruZenje. Ovaj aspekt ukljuCuje
biblioteku dodatnih modula koji opisuju fizioloSko stanje ¢&elija, promenu zapremine
teCnosti i ¢vrstih stanja, ¢elijski ciklus, apoptozu, nekrozu, mehaniku i pokretljivost, kao i
funkcije za izraCunavanje difuzije, razgradnje, i dinamike usvajanja/otpustanja svakog
supstrata.

2. OkruZenje zasnovano na agentima je povezano sa biotransportnim modulom, BioFVM
[51], koji proradunava vektore difuzije svih supstrata u datoj simulaciji.

U okviru EVONANO platforme [48], uradene su modifikacije koda kojima su u simulacije
dodate i mati€ne Celije raka kao i vaskulatura. Oba ova elementa imaju znac€ajan uticaj na
dinamika tumora i njihov znacaj ¢e biti opisan u narednoj sekciji.

2.3.1.1. Mati¢ne Celije raka i vaskulatura

Sve veéi broj istrazivanja pokazuje da celije raka potiu od jedne ¢elije sa
karakteristikama mati¢nih celija [52].

MatiCne celije raka su mala subpopulacija Celija raka. Imaju sposobnost neograni¢enog
samoobnavljanja, diferencijacije i tumorogeneze [52]. Pored toga, neosetljive su na vecinu
tretmana raka, a njihov broj u tumoru se Cesto povec¢a nakon hemioterapije [54,55].
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Klasi¢ne terapije zasnivaju se na pretpostavci da sve somatske celije poseduju sli¢an
maligni potencijal. Medutim, takav nedostatak specificnosti smanjuje njihovu efikasnost jer se
pokazalo da preostale matiCne ¢elije raka nakon terapije mogu dovesti do pojave jo$
agresivnijeg tumora [52].

Postoje dva glavna modela koji opisuju inicijaciju tumora, progresiju i heterogenost
tumora: Hijerarhijski i Stohasticki model.

Prema hijerarhijskom modelu samo mala i retka subpopulacija ¢elija raka (tzv. mati¢ne
Celije raka) ima moguc¢nost samoobnavljanja, inicijacije tumora i uticaja na njegov rast. Prema
ovom modelu, tumori su organizovani po hijerarhijskom modelu gde su mati¢ne celije raka
primarni uzrok inicijacije tumora i njegove heterogenosti, dok sve ostale ¢elije koje Cine najvedi
deo tumora nastaju usled njihove asimetricne deobe [56-62].

Prema Stohasti¢kom modelu sve maligne cCelije su inicijalno bioloSki jednake. Ove ¢elije
su genetski nestabilne i tokom vremena akumuliraju genetske i epigenetske mutacije. Odnosno,
sve cCelije raka imaju potencijal da postanu mati¢ne Celije raka u zavisnosti od signala u sredini i
genetskih faktora. Heterogenost tumora se u ovom modelu objasnjava selekcijom
najprilagodenijih klonova [56,60-63].

Medutim, ova dva modela nisu medusobno iskljuiva. Kao sinteza ova dva modela,
Model Celijske Plastiénosti objasnjava da éelije raka mogu da “prelaze” izmedu dva stanja
(diferenciranih i maticnih Celija raka) kao odgovor na odgovarajuci stimulus iz njihove najblize
sredine - niSe [62]. Deoba mati¢nih celija je uslovljena uslovima niSe. U zavisnosti od signala
prisutnih u nisi, mati¢na Celija tokom deobe moze dati dve diferencirane ¢elije raka ili moze imati
jednu ili dve ¢erke mati¢ne celije [56,59,62-65]. Ovaj model dopusta moguénost za postojanje
retke populacije ¢elija koje iniciraju tumor kao i za mogucnost njihove diferencijacije [56]. Signali
mirkookruZenja koji reguliSu sudbinu matiénih ¢elija raka (rast, odrzavanje i diferencijacija)
postoje u dve osnovne forme: direktan kontakat izmedu celija kao i signalni molekuli koiji
difunduju sa udaljenijih mesta [63]. Signalni molekuli su uglavnom proizvod samih mati¢nih
Celija raka. U okviru ovog modela takode moze do¢i do dediferencijacije ¢elija raka u zavisnosti
od uslova sredine u kojoj se nalaze [56,58,61-69].

MatiCne cCelije raka takode imaju susdtinsku ulogu u rastu tumorske vaskulature. Kada
tumor dostigne priblizno 1-2 mm, on se i dalje oslanja na ve¢ postojecu vaskulaturu za
shabdevanje krvlju. Medutim, to obi¢no nije dovoljno da se dodatno podrzi rast tumora [70,71].
To znaéi da ¢elije raka ne dobijaju dovoljno kiseonika i hranljivih materija, $to dovodi do stanja
hipoksije i nekroticne smrti celija [56]. Medutim, pokazano je da hipoksija pozitivno utiCe na
proliferaciju, samoobnavljanje i genezu novih tumorskih ¢elija od strane mati¢nih éelija raka [58,
67]. Ovakva sredina ih takode Siti od oksidativnog stresa [66,72].

Dakle, oba ova elementa su vazna u modeliranju realisti¢nih tumora i tretmana.

2.3.1.2. Opsti opis modela rasta tumora

PrateCi ovaj pregled literature, bice opisan opsti model koji ukljuCuje maticne celije raka,
diferencirane ¢elije, ekstracelularni matriks i vaskulaturu (slika 1.)
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Slika 1. Model rasta tumora. a) Inicijalna faza rasta tumora. b) Pojava hipoksi¢nih regiona i diferencijacija
mati¢nih Celija raka c) Rast vaskulature iniciran sekrecijom stimulatornih faktora od strane mati¢nih ¢elija
raka.

Povecanje broja mati¢nih éelija raka moze se postiéi i kroz simetri€nu i kroz asimetri¢nu
Celijsku deobu [73]. Pracenje c¢elijske deobe od prve, inicijalne celije je pokazalo da je
simetri¢na deoba dominatna (84.6%), makar u slu€aju tumora dojke [74] (Slika. 1a).

U pocetku, tumor je u stanju mirovanja (dormantan) i oslanja se na difuziju kiseonika i
nutrijenata iz vaskulature zdravog tkiva. Tumor obi¢no ne moze da poraste preko 1-2 mm u
prec¢niku bez adekvatnog snadbevanja krvlju [70,71]. Kada dode do te tacke (Slika 1b), celije
tumora ne dobijaju dovoljno nutrijenata i kiseonika $to dovodi do stanja hipoksije. Kao $to je
prethodno objasnjeno, smatra se da je hipoksija jedna od klju¢nih karakteristika niSe mati¢nih
Celija raka [75]. Hipoksija na kraju dovodi do nekroti¢ne ¢elijske smrti [71] Sto prouzrokuje
oslobadanje proinflamantornih faktora [76]. MikrookruZzenje tumora se karakteriSe hroni¢nom
upalom koja dalje stimuliSe proliferaciju tumorskih ¢elija i metastaze [60,63,76]. Pod hipoksi¢nim
uslovima, matiCne celije raka proizvode signale koji dalje stimuliSu rast tumora i angiogenezu
[53,54,61,66,70,77-79]. Dodatno, izlazak matic¢nih celija raka iz stanja mirovanja mozZe da se
desi i usled pojaCane ekspresije gena koji stimuliSu generisanje dodatne vaskulature [80].

Izazivanjem angiogeneze, povecava se koli€ina nutrijenata i kiseonika ¢ime matiCne
¢elije raka promovisu rast tumora [56] (Slika 1c). Celije tumora iskori§éavaju svoje
mikrookruZenje otpuStanjem citokina i faktora rasta Sto stimuliSe neovaskularnu proliferaciju
[81]. lako proces angiogeneze inicijalno obezbeduje tumoru viSe nutrijenata i kiseonika,
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vaskulatura u ¢vrstim tumorima je neregulisana, haoti¢na i propustljiva. Ovakva vaskulatura u
kombinaciji sa povec¢anjem udaljenosti kroz koju nutrijenti moraju da prodifunduju ponovo vodi
do hipoksi¢nih uslova [66,71,77,81]. U hipoksi¢noj sredini, proliferacija je veéa kod
nediferenciranih celija nego kod diferenciranih, i na taj nalin se ravnoteza pomera na
odrzavanje/povec¢anje broja mati¢nih celija raka [80]. Unutar hipoksi¢nog regiona, ¢&elija raka
imaju tendenciju da budu nediferencirane (Slika 1c.) [66,70]. Spontana konverzija diferenciranih
u nediferencirane celije tumora moze se indukovati pomoc¢u viSe razli¢itih faktora kao $to su
infiltracija leukocita, poveé¢ana koncentracija citokina i hemokina, kao i hipoksija [53,58,74,78].

U simulacijama, rast tumora se inicijalizuje sa jednom ¢elijom raka. Zatim raste dok ne
dostigne veli¢inu od priblizno pola miliona ¢elija raka. U tom trenutku, simulacija je zaustavljena.

Rezultat simulacije je heterogen tumor, prozet vaskulaturom.

2.3.2. Nivo celije

U prethodnoj sekciji opisan je model kojim se dolazi do simuliranog heterogenog tumora
prozetog vaskulaturom. Sledeci korak je ispitivanje uticaja nanosistema na dinamiku tumora.
Medutim, za ovakvo ispitivanje neophodan je drugi nivo rezolucije jer je modelovanje efekta
nanosistema na celom tumoru izuzetno ra¢unarski zahtevno. Pored toga, ako bi se simulacije
vrSile samo na ovom nivou, stepen dinamike koji bi se mogao ispitati bi bio ograni¢en. Da bi se
ovaj problem prevaziSao, uzimaju se isecCci dobijenog simuliranog tumora gde se biraju
reprezentativni delovi tkiva koji se koriste kao ulazni parametri za simulacije na nivou Celije.

Da bi se ispitale interakcije izmedu Celije i nanosistema i njihovog kretanja kroz tumor,
koriSéen je stohastiCki reakciono-difuzioni simulator STEPS [48,82-84].

U ovom modelu, za modelovanje interakcija izmedu ¢elija i nanosistema Kkoristi se
Michaelis-Menten jednacina [85].

NP, +R<=sC« 3 NP +R (1.1)

ky

gde NP predstavlja slobodni nanosistem, R - receptore na celijskoj membrani, K, i K, su
konstante asocijacije i disocijacije izmedu receptora i nanosistema, C predstavlja komplekse
nanosistem-receptor, NP; je internalizovani nanosistem, a K; je konstanta brzine internalizacije
nanosistema.

Nanosistemi se mogu kretati verovatno¢om [48]:

D/L? (1.2)

gde je D koeficijent difuzije nanosistema, a L duzina jedne celije.
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S obzirom na to da je pokazano da samo deo injektovane doze dolazi do tumora,
koli€ina nanosistema koja se oslobada iz vaskulature i dospeva do tumora u idealnom modelu
misa, NPO, se raCuna na sledeéi nacin [48]:

5. N
NPO = [D - w - EBSL . _4 (1.3)

%3 ME

gde ID predstavlja injektovanu dozu nanosistema, W je teZina miSa, PID predstavlja procenat
injektovane doze koja stize do tumora, S je karakteristicna duzina c¢elije, L je ukupna,
neophodna dubina penetracije u tumor kako bi se postigao efekat, V; je zapremina tumora, M je
molarna masa nosenih lekova, dok je E ukupan broj noSenih lekova, i na kraju N, je Avogadrova
konstanta.

Pomocu prethodne jednacine dolazimo do broja nanosistema koji uspeju da dodu do
tumora. Medutim, postavlja se pitanje koji broj nanosistema po ¢eliji je neophodan kako bi se
indukovala ¢elijska smrt. Ovaj broj, NP4« se racuna preko sledece jednacine [48]:

3
P-S -NI‘1

NP, = — (1.4)

gde je P - potentnost leka izraZzena kao njegova IC50 ili IC90 vrednost, S® je zapremina celije,
N, je Avogadrova konstanta, a E, je dostupan broj molekula leka po nanosistemu. E, se koristi
umesto E iz jednaCine 1.3. jer postoji moguc¢nost da odreden procenat nodenog leka nije
dostupan za interakcije sa sredinom, odnosno, ne moze da se oslobodi iz nanosistema. Ovde
se pretpostavlja da je citotoksi¢ni efekat nanosistema funkcija noSenog tereta (dostupne koliine
leka u nanosistemu).

U ovom modelu, ulazni parametri za nanosistem dobijeni su iz rezultata simulacija
molekulske dinamike.

2.3.3. Molekulska dinamika

Da bi se opisala struktura nanosistema, neophodno je spustiti se na nivo atoma. Da bi
se ovo postiglo, koriS¢ene su simulacije molekulske dinamike.

Opsti koncept molekulske dinamike je prilicno jednostavan. Prvo se postave inicijalni
uslovi sistema - lista pozicije svih atoma, veza izmedu njih i njihovih brzina. Zatim se definiSe
interakcioni potencijal (polje sila) koje omoguc¢ava da se izvedu sile izmedu svih atoma. Molekul
je ovde predstavljen kao lopta sa centrom u jezgru i preciznhom masom. Veze izmedu atoma
predstavljene su kao opruge sa specificnom konstantnom sile i duzinom. Kori§¢enjem Drugog
Njutnovog zakona moze se izraCunati kako te sile utiCu na njihovo kretanje. Konacno, atomi
interaguju u toku odredenog vremenskog perioda i kao rezultat dobija se dinamicka evolucija
ispitivanog sistema. Kolektivnho ponaSanje atoma povezuje skalu molekula sa mezo/makro
fenomenima. Kada znamo mikroskopska stanja sistema u odredenom vremenu, koriS¢enjem
statisticke mehanike mogu se izraCunati njegove makroskopske osobine [45].
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Slika 2. Opsti koraci za pustanje simulacija molekulske dinamike.

Pomenuto je da je prvi korak postavljanje po€etnih uslova sistema, odnosno liste pozicija
svih atoma u sistemu i veza izmedu njih. Ovaj korak se zasniva na molekulskoj mehanici gde se
koriste kumulativne fizicke sile za opis geometrije i energije molekula. Geometrija molekula se
prirodno prilagodava kako bi se smanjila ukupna unutrasnja energija sistema, i na taj nacin se
dolazi do konacne prostore konfiguracije. Termalno pristupacna stanja sistema obja3njavaju se
kasnije, simulacijama molekulskom dinamikom. Drugim re€ima, dok molekulska mehanika
omogucéava simuliranje intra- i intermolekulskih interakcija, molekulska dinamika simulira
kretanja molekula i daje uvid u dinamicku evoluciju sistema u odredenom vremenskom periodu.

Za simulacije molekulske dinamike, kriticno je odabrati odgovaraju¢e polje sila
(interakcioni potencijal i odgovaraju¢i skup parametara). Ono se Kkoristi za raCunanje
potencijalne energije sistema. Uopsteno, polja sila ukljuCuje izraze za “vezivne” (povezane sa
kovalentnim vezama, diedralnim uglovima itd.) i “nevezivne” interakcije (elektrostatiCke
interakcije i Van der Valsove sile). Polja sila takode definiSu i skup parametara za opis celog
sistema. Tipi¢no, ovde spadaju mase atoma, Van der Valsov radijus, duzine veza i uglovi
izmedu njih, parcijalna naelektrisanja svakog individualnog atoma (na ovom nivou elektroni se
ne modeluju eksplicitno, ve¢ se aproksimiraju kao parcijalna naelektrisanja) itd. Ovi parametri se
uglavnom dobijaju empirijski (iz eksperimenata) i/ili pomocéu kvantno-mehanickih prorauna.

UopSten opis polja sila je dat ispod. Ukupna energija se racuna kao:

=E +E (1.9)

ukupno vezivne nevezivne

Gde je doprinos vezivnih interakcija dat kao:
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=E +E +E +E (1.6)

vezivne veze ugla diedarskog ugla istezanje veze
A doprinos nevezivnih:

—F +E (1.7)

nevezivne elektrostaticke Van der Valsove

Precizna forma varira u zavisnosti od konkretnog polja sila. Za polje sila kori§¢eno u ovoj
disertaciji (GAFF - General Amber Force Field):

ERY = S 4k (—1)'+ 3 k®-6)+ 3 K [1 + cos(nw — V)] +
veze ugla torzije
N-1 N c.. 12 c.. 6 qq.
33 {sl,j @ -2 |+ 4,T;0;%} (1.8)

j=1 i=j+1

Prvi ¢lan u jednacini opisuje harmonijski potencijal veze (idealna opruga) izmedu
kovalentno vezanih atoma, gde je “/” duzina veze, “I,” je referentna vrednost duzine veze, K, je
konstanta i zavisi od tipa ukljuenih atoma. Drugi &lan je harmonijska funkcija koja opisuje
potencijal ugla veze, odnosno, predstavlja energiju kao posledicu geometrije elektronskih
orbitala uklju¢enih u kovalentno vezivanje, K, je konstanta i zavisi od tipa uklju¢enih atoma.
Treci Clan je potencijalna funkcija torzionih uglova. Predstavlja energiju uvijanja veze i zavisi od
toga da li je veza jednostruka, dvostruka itd. K; predstavlja torzionu barijeru. Cetvrti &lan opisuje
energiju svih nevezivnih interakcija. U okviru njega, prvi Clan predstavlja doprinos Van der
Valsovih interakcija, dok drugi predstavlja elektrostati¢ke interakcije. Van der Valsove interakcije
predstavljaju se pomocu Lenard-DZonsovog potencijala, dok se elektrostati¢ke opisuju pomocu
Kolumbovih interakcija.

S obzirom na to da parametri za polje sila mogu biti izvedeni iz razli€itih izvora, postoiji
viSe razli€itih polja sila koja se mogu koristiti. Odabir ispravnog polja sila je zna€ajan korak u
analizi. Izbor zavisi od tipa molekula koji Zelimo da simuliramo i fenomena koji zelimo da
ispitamo. Svako polje sila ima aproksimacije, i njihovi parametri su optimizovani na takav nacin
da reprodukuju eksperimentalne podatke pod odredenim uslovima. Na primer, polje sila koje se
koristi za raCunanje slobodne energije rastvaranja aminokiselina nije podobno za isti tip
proracuna kod neorganskih nanocestica. Posebna paznja treba da se obrati na parametre koji
opisuju elektrostatiCke interakcije, polarizacione efekte, reprezentaciju rastvaraca itd. [45]. Polje
sila ima znacajan uticaj na pouzdanost rezultata i zato ga treba odabrati sa velikim oprezom.

Pomenuto je da molekulska mehanika omoguéava simuliranje intra i intermolekulskih
interakcija, dok molekulska dinamika omogucava simuliranje kretanja molekula i daje pogled na
dinami¢ku evoluciju sistema u odredenom vremenskom okviru. Drugim re¢ima, molekulska
dinamika je jednostavno iteracija molekulske mehanike u vremenu - u svakom koraku simulacije
sistem se kreée ka ravnotezi. Ova evolucija se izvodi integracijom klasi¢nih njutnovskih
jednacina kretanja. ReSava se sistem od N vezanih diferencijalnih jednacina. Na ovaj nacin se
dobijaju brzine i pozicije atoma u funkciji vremena.
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Integracija njutnovskih jednacina kretanja se radi u diskretnim vremenskim koracima.
Vremenski korak treba izabrati tako da bude znatno kraci od najkrace relevantne vremenske
skale u simulaciji. Ovo je jedna od klju¢nih taCaka kada se razmatra rezolucija koja je potrebna
za istrazivanje. U svakom vremenskom koraku se deSava ogroman broj proracuna. Osim
usporavanja simulacije, na dugim vremenskim skalama i vec¢im sistemima, broj potrebnih
vremenskih koraka moZe postati toliko veliki da simulacije postaju izuzetno skupe u raunskom
smislu. Dakle, veli€ina sistema i vremenska skala postaju ocigledna ogranicenja.

Da bi se reSio skup vezanih jednacina, potrebno je definisati poetne uslove na kojima
pocinje integracija. Drugim re€ima, u svakom vremenskom koraku simulacije molekulske
dinamike reSava se sledec¢a njutnovska jednacina kretanja:

F(t) =ma(t) (1.9)

Gde je F sila, m masa, a ubrzanje, u vremenu t.
Stoga je neophodno da se izracuna sila F, u zavisnosti od pozicije svakog atoma u
prostoru, iz potencijala E(R) definisanog poljem sila. Ovo se raCuna za sve atome u sistemu:

F.=— VE(R..R) (1.10)

Kada se izra¢una sila (a samim tim je poznato i ubrzanje), integracijom je moguce
izraCunati nove koordinate svih atoma u sistemu pomoéu Verlet algoritma koji je opisan
slede¢im jednacinama:

R(t + At) =R () + v (At +5a (D)dAt" (1.11)

R(t — At) =R (t) — v ()AL + +a (t)dAt" (1.12)
Sumirane zajedno dobijamo:

R(t + At) = 2R ()= R (t — At) + ai(t)dAtz (1.13)

Koris¢enjem ovog algoritma moguce je izraCunati nove pozicije svakog atoma u sistemu
i nove potencijalne energije, kao i brzine i doprinose potencijalnoj energiji svih atoma.

' R (t+At)—R (t—At)

v(O) 5 —— (1.14)

Iz dobijenih brzina mogucée je izraCunati nove vrednosti kineti¢ke energije kao:

= dm[v o] (1.15)

kin,i
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Cime se proverava i konstantnost ukupne energije sistema:

=E  +E (1.16)

tot,i pot,i kin,i

Ova procedura se ponavlja na svakom vremenskom koraku tokom celog trajanja
simulacije molekulske dinamike.

Simulacije molekulske dinamike se mogu koristiti za prou¢avanje strukture i dinamike
nanosistema kao i razli€itih molekulskih perturbacija posmatranjem dinamickih procesa tokom
vremena [86]. Simulacije molekulske dinamike tano predstavljaju fizicka, hemijska i
termodinamicka svojstva sistema. Dakle, one mogu pruziti uvid u to koliko se razlikuju razli€iti
parametri i kako oni utiCu na strukturu nanosistema. Dodatno, moZzemo postaviti i precizno
kontrolisati uslove simulacija. Virtuelna ,sinteza“ nanosistema je brza, laka i zahteva znacajno
manje finansijskih sredstava od eksperimentalnog pristupa. Pomoéu ove metode, lako i brzo se
moze simulirati veliki broj sistema jer se promene u strukturi relativno lako uvode.
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3. Eksperimentalni deo - Metodologija

Ova sekcija podeljena je na pet delova. U prvom delu, OpSta procedura pripreme
sistema i simulacija molekulske dinamike ¢e biti opisani opSti koraci procedure, koji su
zajedniCki za sve simulacije molekulske dinamike. U drugom delu, Analiza podataka bice
navedene analize i proracuni uradeni za ispitivane sisteme. U trecem delu, Procedura pripreme
specificnih sistema i simulacija molekulske dinamike odabranih funkcionalizovanih nanocestica
¢e biti naglaSena sva odstupanja od ovih koraka za specificne sisteme. U &etvrtom delu,
Ispitivanje fizioloSkog efekta bi¢e objaSena metodologija pustanja simulacija zasnovanih na
stohastickim simulacijama, i konacno, u petom delu Rezistentnost tumora i optimizacija
tretmana koris¢enjem vestacke inteligencije bice opisan model i postupak pustanja simulacija
zasnovanog na agentima i algoritmima vestacke inteligencije.

3.1. Opsta procedura pripreme sistema i simulacija molekulske
dinamike

Prvi korak ka simuliranju funkcionalizovanih zlatnih nanocestica jeste priprema i
parametrizacija odabranih struktura. S obzirom na to da su u pitanju velike strukture (sastoje se
od relativno velikog broja atoma) koje su izgradene od organskih i neorganskih elemenata (koji
zahtevaju razlic¢it tretman), prvo su modelovani manji elementi strukture, koji su zatim spojeni u
jedan sistem.

Elementi strukture od kojih su sastavljani sistemi:

1. Jezgro nanocCestice zlata;

2. Ligandi za funkcionalizaciju nanoCestice zlata (modelovana su dva tipa liganada: i) API
ligand - ligand koji nosi lek, i ii) pozadinski ligand - ligand koji sluzi za modifikaciju
parametara sistema (npr. za povecanje rastvorljivosti sistema, smanjivanje nespecifi¢nih
interakcija sa proteinima itd.));

Rastvarac;
4. Joni (opciono).

w

3.1.1. Nanodestice zlata

Kao prvi element sistema, modelovano je jezgro nanocestice zlata.
lako je za pripremu sistema (i njihovo simuliranje) najve¢im delom koriS¢en skup
AMBER programa, polje sila GAFF (General Amber Force Field), koje je njegov deo, ne
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poseduje neophodne parametre da se opiSu atomi metala [87,88]. Zbog toga je zlatno jezgro
pripremano zasebno koristeci softver OpenMD (v. 2.3.) [89].

U praksi, tip nanoCestica odabran za simuliranje u ovoj disertaciji se aproksimira kao
sfera. Medutim, u stvarnosti savr§eno sferno zlatno jezgro nije moguc¢e. Da bi modelovali §to
realniji oblik, atomi zlata su rasporedeni na takav nacin da formiraju ikositetraedar. Ovaj oblik je
odabran jer je pokazano da je to termodinamicki najstabilnija kristalna forma za nanocestice
Zlata ispod 10 nm [90].

Da bi se to postiglo, struktura nanocestice zlata je pripremljena tako $to su atomi zlata
rasporedeni na pljosno centriranu kubiénu (fcc - Face-centered cubic) reSetku u Zeljeni
geometrijski oblik odredenog prec¢nika. Za vecinu simulacija modelovano je jezgro precnika 5,5
nm. U slu€ajevima kada dolazi do odstupanja od ove vrednosti, to ¢e biti posebno naglaseno.
Za parametar jedini¢ne c¢elije uzeta je vrednost od 4.08 A. Za parametrizaciju jezgra kori$¢eno
je polje sila “Sutton Chen (SC)” [91].

SC polje sila se koristi za opis interakcija izmedu metalnih atoma. U ovom polju sila,
ukupna energija N atoma sistema je data kao:

N n m
U=ex23 (5 —cq[3 (5 (3.1)
i| g U JE

gde je r; udaljenost izmedu atom /i j, ¢ je pozitivni bezdimenzionalni parametar, ¢ je parametar
sa dimenzijama energije, a je parametar jedini¢ne ¢elije, a m i n su pozitivni celi brojevi (n>m).

Nakon pripreme jezgra od zlata, prelazi se na pripremu i parametrizaciju liganada koji ¢e
sluziti za funkcionalizaciju jezgra od zlata.

3.1.2. Priprema za funkcionalizaciju nanocCestice zlata

Priprema liganada se sastoji iz nekoliko delova:
Priprema strukture manjih fragmenata;

2. Priprema strukture celog liganda;

3. Parametrizacija liganada.

-_—

S obzirom na to da postupak nije sasvim linearan i da nisu jasne granice izmedu ovih
delova, naredne podsekcije su podeliene na slede¢i nacin: a) Priprema strukture manijih
fragmenata, b) Priprema strukture celog liganda i poCetak parametrizacije (ove dve stavke nisu
nezavisne i oslanjaju se jedna na drugu) i na kraju c) Kona¢na parametrizacija celog liganda.

Nakon §to je parametrizacija liganada obavljena, vrsi se spajanje elemenata strukture u
jedan sistem, i kona¢no priprema celog sistema i njegova parametrizacija.
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3.1.2.1 Priprema strukture manjih fragmenata

S obzirom na veli€inu i broj odabranih liganada, najoptimalniji postupak je deljenje
molekula na manje fragmente. Na taj nacin, delovi strukture se mogu brze i preciznije
parametrizovati. Ligandi koriS¢eni za simulacije u ovoj disertaciji su medusobno sli¢nih struktura,
odnosno neki manji fragmenti se ponavljaju u viSe razliitih liganada. Stoga je od takvih
fragmenata formirana biblioteka parametrizovanih fragmenata, koja je u daljem radu koris¢ena
za pripremu liganada.

Za deljenje molekula na fragmente ne postoji opste pravilo i ovaj korak je specifican za
svaku pojedinacnu strukturu. ,lzdvajanje“ fragmenta iz celokupne strukture treba da ima
minimalne posledice, odnosno, promene parametara koje ¢e se desiti kada izdvojimo fragment,
treba da budu minimalne i ne previSe znacajne kako bi se na kraju, spajanjem u ceo ligand,
parametri lako mogli prilagoditi. Drugim recCima, iako se parametrizacija fragmenata radi u
zasebnom koraku, u svakom trenutku treba voditi racuna o kranjoj strukturi. Zbog toga, tokom
deljenja treba voditi rauna da konacni fragmenti budu fizi¢ki i hemijski smisleni. Odnosno, treba
voditi ratuna o tome da se ispoStuje valentnost svakog atoma, da ima odgovarajuéi broj
vodonika, itd. Treba takode uzeti u obzir i hemijsku okolinu atoma (npr. elektronegativnost
okoline). S obzirom na to da su fragmenti dobijeni kao parcijalni delovi strukture, njima se
dodaju vodonici kako bi se ispunio uslov valentnosti. Svaki fragment treba da predstavija
molekul Cija je struktura moguca u realnosti.

Slika 3.1. Deljenje molekula na fragmente.

Na slici 3.1 prikazan je molekul podeljen na fragmente. Kao prvi fragment u ovom
primeru odabran je ugljovodniéni niz od 11 C atoma. Fragmenti od 2-6 su strukturno identi¢ni
(O-C-C), medutim, oni su parametrizovani zasebno jer je njihova hemijska okolina drugacija.
Npr. fragment 2, 4 i 6 Ce nositi drugacija naelektrisanja zbog svoje hemijske okoline, o ¢emu
treba posebno voditi racuna.
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Slika 3.2. Samostalni fragment.

Na slici 3.2 prikazan je srediSnji fragment O-C-C. S obzirom na to da fragment treba da
bude fizicki i hemijski smislen, tokom parametrizacije, izdvojenom fragmentu se dodaju vodonici.
Dodati vodonici obojeni su zelenom bojom. Pri spajanju fragmenata u jedan molekul, ovi
vodonici ¢e biti uklonjeni i parametri fragmenata prilagodeni kako bi se npr. razlika u
naelektrisanju uzela u obzir.

Sve strukture su napravljene u softverima Avogadro [92] i USCF Chimera [93]. U njima
su strukture nacrtane i Cuvaju se u .pdb formatu.

HETATM 1 SH (C11 1 -17.111 1.129 -3.549
HETATM 2 Hs (C11 1 -16.745 0.560 -4.707
HETATM 3 C1 cC11 1 -15.590 2.088 -3.298
HETATM 4 Hi1l1l C11 1 -15.726 2.721 -2.415
HETATM 5 Hiz C11 1 -15.445 2.742 -4.164
HETATM 6 C2 (11 1 -14.390 1.163 -3.113
HETATM 7 H21 C11 1 -14.272 0.515 -3.990
HETATM 8 H2z2 C11 1 -14.549 0.512 -2.243
HETATM 9 3 (11 1 -13.107 1.973 -2.910
HETATM 1@ H31 C11 1 -13.231 2.647 -2.053
HETATM 11 H32 C11 1 -12.927 2.600 -3.791
HETATM 12 ¢4 C11 1 -11.899 1.064 -2.671
HETATM 13 H41 C11 1 -11.768 0.389 -3.526
HETATM 14 H42 C11 1 -12.080 0.439 -1.788
HETATM 15 ¢5 (11 1 -10.627 1.887 -2.466
HETATM 16 H51 C11 1 -10.777 2.590 -1.638
HETATM 17 H52 C11 1 -10.429 2.485 -3.364
HETATM 18 C6 (11 1 -9.419 0.998 -2.165
HETATM 19 H61 C11 1 -9.257 0.299 -2.994
HETATM 20 He6z2 C11 1 -9.620 0.397 -1.269
HETATM 21 C7 C11 1 -8.163 1.841 -1.947
HETATM 22 H71 C11 1 -8.344 2.567 -1.144
HETATM 23 H72 C11 1 -7.945 2.416 -2.856
HETATM 24 C8 (11 1 -6.953 0.977 -1.585
HETATM 25 H81 C11 1 -6.757 0.259 -2.390
HETATM 26 H82 C11 1 -7.171 0.399 -0.679
HETATM 27 9 C11 1 -5.716 1.846 -1.355
HETATM 28 H91 C11 1 -5.926 2.580 -0.567

Slika 3.3. Primer .pdb datoteke.

Struktura .pdb datoteke je prilicno jednostavna (slika 3.3). Prva kolona predstavlja
identifikator pripadnosti atoma (npr. HETATM se koristi za sve atome koji pripadaju malim
molekulima), druga predstavlja redni broj atoma u strukturi, tre¢a kolona je naziv atoma. Svaki
atom mora da ima unikatan naziv kako bi se razlikovao od drugih u strukturi (u suprotnom,
AMBER pretpostavlja da je u pitanju kopija i briSe te atome), tre¢a kolona je naziv fragmenta
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(rezidue) kom ti atomi pripadaju, €etvrta kolona je redni broj fragmenta u celom molekulu, dok
kolone 5, 6, 7 predstavljaju X, Y, Z koordinate atoma.

3.1.2.2 Priprema strukture celog liganada i poCetak parametrizacije

Nakon §to je pripremljena struktura fragmenata, oni se spajaju u finalni molekul i prelazi
se na parametrizaciju. Parametrizacija se ne vrsi linearno: prvo fragmenti, pa finalni molekul.
Umesto toga, prvo se delimi¢no parametrizuje ceo molekul Cime se dobija preliminarna
topologija. Zatim se vrSi parametrizacija fragmenata u skladu sa dobijenom preliminarnom
topologijom. Objasnjenje je dato u sekciji 3.1.2.1 gde je naglaSeno da iako se parametrizacija
fragmenata radi u zasebnom koraku, u svakom trenutku treba voditi raCuna o krajnjoj strukturi.
S obzirom na to da fragmenti moraju da postoje kao stvarne, samostalne strukture, neke
vrednosti parametra odstupaju od onih kada su fragmenti povezani u finalni molekul. Zbog toga
se na kraju vrSi konaCna parametrizacija celog molekula kako bi se prilagodili parametri
fragmenata Cija se vrednost razlikuje u odnosu na situaciju kada su oni samostalni.

Kao Sto je pomenuto, strukture fragmenata i celih liganada se Cuvaju u .pdb formatu.
Medutim, format .pdb datoteke je takav da moze da Cuva samo informacije koje opisuju
strukturu molekula (tip atoma, redni broj atoma, koordinate atoma i opciono veze medu
atomima). U ovom kontekstu “veza” oznadava samo to da su konkretni atomi vezani jedni za
druge, bez obzira na hemijski karakter te veze. S obzirom na to da parametrizacija sluzi za
detaljan i kompletan hemijski opis molekula, ukljuCujuc¢i i njegovu topologiju (detaljnije
objasnjeno u sekciji 3.1.4.2.) pre same parametrizacije .pdb datoteka treba da se “konvertuje” u
odgovarajuéi format kako bi mogle da se dodaju neophodne informacije. To je uradeno pomocu
ANTECHAMBER programa, koji je deo AMBER paketa.

Ulazni parametar u ovom koraku je .pdb datoteka, a kao izlazne datoteke dobijaju se
.mol2 i .frcmod [94]. U tabeli 3.1. dat je pregled svih datoteka (i informacija koje sadrze) koje se
koriste u procesu pripreme sistema za simulacije. Zbog preglednosti i jasnoc¢e, forma svake
datoteke bice objasnjena u sekciji gde se taj tip datoteke koristi.

Tabela 3.1. Pregled svih ulaznih i izlaznih datoteka i informacija koje sadrZze. Crvenom bojom su
oznacene informacije koje mogu, a ne moraju da budu sadrzane u datoteci.

Ulazne datoteke Datoteke Polja sila Izlazne datoteke
.PDB .mol2 Jib/.mol2 .frcmod Topologija Koordinate
.prmtop .inpcrd
jedinice v v
imena 4 v 4
tip atoma v v v v
naelektrisanja v v v
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konekcije [ ] v v v

koordinate v v [ v

mase

Vezivni
parametri

Nevezivni v v
parametri

Datoteke .mol2, za razliku od .pdb datoteka, ukljuCuju tip atoma i njihova naelektrisanja.
Zbog toga su neophodne da bi se doSlo do topologije molekula. Takode, .mol2 datoteka je
neophodna kako bi se dobila .frcmod datoteka.

GAFF polje sila ima neophodne parametre za detaljan opis velikog broja “standardnih”
organskih molekula (standardni molekuli su dobro opisani i poznati molekuli kao $to su npr.
aminokiseline, neki proteini itd.). Medutim, u sluaju “nestandardnih” molekula ne postoje
odgovarajuce .lib datoteke u GAFF-u i korisnik mora sam da ih napravi. U tom slu€aju, koristi se
parmchk2 program zasnovan na .mol2 formatu kako bi se napravio .frcmod koji treba da sadrzi
sve neophodne parametre polja sila koji nedostaju u GAFF-u za ispitivani molekul [94].

U ovom koraku, atomima se dodeljuje tip atoma (npr. uopsten tip atoma je C (ugljenik),
detaljnije - C(sp2 hibridizovan) itd). Ovaj korak se radi i za strukturu celog liganda i za strukture
pojedinacnih fragmenata. Nakon §to se dobije ova .mol2 datoteka, dobijeni tipovi atoma se
manuelno moraju uporediti sa tipovima atoma u GAFF polju sila kako bi se ispravile eventualne
gredke, posebno u slu€aju fragmenata. Razlog tome je to $to smo u prethodnom koraku
fragmentima dodali vodonike koji se gube povezivanjem fragmenata u veéi molekul (umesto njih
se formira kovalentna veza). Samim time mozZe se promeniti hibridizacija ugljenikovog atoma i
drugi parametri, na Sta posebno treba obratiti paznju.

Sledeéi korak u parametrizaciji je asignacija parcijalnih naelektrisanja atoma za svaki
atom u ligandu. Ovo je uradeno koriS¢enjem web servisa REDserver prateCi RESP proceduru
(viSe detalja o RESP proceduri se moze naéi u [95]).

UopSteno, da bi se doSlo do parcijalnih naelektrisanja prate se tri glavna koraka:

1. Zeljeni molekul se prvo optimizuje kako bi se odredio stabilan minimum (kori§¢enjem
softvera za kvantnu hemiju);

2. Zatim se ova minimizovana struktura koristi kako bi se izradunao Molekularni
Elektrostaticki Potencijal (MEP - Molecular Eletrostatic Potential) na trodimenzionalnoj
mrezi (koriS¢enjem softvera za kvantnu hemiju);

3. Zatim se ova mreza eksportuje u RESP program.
lako je u praksi prihvaéeno da bilo koji softver za kvantnu hemiju moze da se koristi za

minimizaciju pocetne strukture i raCunanje MEP-a, poznato je da su parcijalna naelektrisanja
dobijena koris¢enjem npr. GAMESS softvera drugacija od onih odredenih Gaussian softverom.
Takode, ako se pocinje od razli€itih skupova poCetnih Kartezijanskih koordinata za isti molekul,
RESP naelektrisanja u nekim slu¢ajevima nisu ponovljiva i moZe doéi do greSaka koje je teSko
detektovati.
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REDserver koristi poseban protokol kako bi dobijena naelektrisanja bila nezavisna od
koris¢enja konkretne raCunarske metode, osnovnih parametara (skupa funkcija u teorijskoj i
racunarskoj hemiji), molekulske orijentacije ili konformacije, i kako bi mogli da se reprodukuju
eksperimentalno dobijeni multipolni momenti kako bi bili u skladu sa elektronegativno$¢u atoma.
REDserver povezuje razliCite kvantnomehaniCke programe koji se koriste za optimizaciju
geometrije i izraCunavanje MEP-a, i vrSi prilagodavanje naelektrisanja koriste¢i RESP program.
Definisanjem strogih kriterijuma optimizacije i kontrolom orijentacije svake optimizovane
geometrije, vrednosti naelektrisanja se reprodukuju na bilo kojoj racunarskoj platformi sa
tacnoSc¢u od 0,0001 e. Naelektrisanja se mogu dobiti koris¢enjem viSestrukih konformacija, sto
ih &ini pogodnim za simulacije molekulske dinamike. Kao rezultat dobijaju se parcijalna
naelektrisanja atoma za Zeljeni ligand.

Nakon toga, ruéno se doraduju .mol2 datoteke pojedinacnih fragmenata. U svakoj .mol2
datoteci, briSu se vodonici umesto kojih ¢e se formirati veze spajanjem struktura, i smanjuje se
definisan broj atoma i veza unutar fragmenta. lzuzetno vazan korak je i prilagodavanje
konekcija izmedu atoma, jer nakon brisanja vodonika, neke prestaju da postoje.

| 1 @<TRIPOS=MOLECULE
2 0CC

| 3 7 6 1 0 0
4 SMALL

| 5No Charge or Current Charge
6

7
| 8 @<TRIPOS>ATOM

9 1 01 -9.3510 2.3040 0.1750 os 1 occ 0.000000
|10 2 c1 -8.1420 3.0430 0.0820 c3 1 occ 0.000000
111 3 H11 -8.0500 3.6810 0.9660 hi 1 occ 0.000000
|12 4 H12 -8.1820 3.6720  -6.8120 hi 1 occ 0.0600000
13 5 c2 -6.9800 2.0760  -6.0000 c3 1 occ 0.600000
|14 6 H21 -6.9530 1.4290 0.8820 h1 1 occ 0.000000
15 7 H22 -6.0300 2.6140  -08.0730 hil 1 occ 0.000000
|16 @<TRIPOS>BOND
|17 1 1 21
18 2 2 31

19 3 2 41

20 4 2 51

21 5 5 61

22 6 5 71

23 @<TRIPOS>SUBSTRUCTURE

24 1 occ 1 TEMP @ ***%x *%xx g ROOT
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Slika 3.4. Primer .mol2 datoteke.

U poslednju kolonu se zatim ubacuju dobijena parcijalna naelektrisanja za svaki
fragment. Ovako pripremljen .mol2 sluzi kao ulazna datoteka za Amberov TLEAP program.

Source leaprc.gaff

loadamberparams ../../PegOQL/PegOQL. frcmod
OCH = loadmol2 OCH.antechamber.charged.mol?2
set OCH head OCH.1.01

set OCH tail OCH.1l.c2

27



desc OCH

check OCH

savepdb OCH OCH.amber.pdb

saveoff OCH OCH.gaff.lib

Slika 3.5. Primer skripte za parametrizaciju pojedinacnih fragmenta u TLEAP programu.

U ovom koraku je neophodno definisati “glavu” (head) i “rep” (za svaki fragment), kako bi
se povezivanje sa drugim fragmentima izvrSilo u odgovarajuc¢oj orijentaciji i preko definisanih
atoma.

Kao izlazne datoteke u ovom koraku dobijaju se .amber.pdb i .gaff.lib datoteke. Datoteka
.amber.pdb prakti¢no sadrzi sve informacija kao i standardna .pdb datoteka. Razlikuje se samo
format koji Amber program moze da proc€ita. Datoteke .gaff.lib sadrze informacije o parametrima
sistema koje su neophodne za konstruisanje simulacije. Za razliku od .prmtop datoteke koja
opisuje potpunu topologiju sistema, .gaff.lib datoteke ne sadrze informacije o masi atoma, kao ni
0 vezivnim i nevezivnim parametrima.

3.1.2.3. KonacCna parametrizacija celog liganda

Nakon S§to je zavrSena asignacija parcijalnih naelektrisanja prelazi se na konacnu
parametrizaciju celog liganda.

source leaprc.gaff

loadamberparams OQL.frcmod

loadoff ../Fragments/Cll/Cll.gaff.lib
loadoff ../Fragments/OCB/OCB.gaff.lib
loadoff ../Fragments/OCC/OCC.gaff.lib
loadoff ../Fragments/0OCQ/0OCQ.gaff.lib
loadoff ../Fragments/OQL/OQL.gaff.lib
a = loadpdb OQL.chm.min.pdb

check a

charge a

save pdb a OQL.amber.pdb
saveamberparm a OQL.prmtop OQL.inpcrd
Slika 3.6. Primer skripte za parametrizaciju celog liganda u TLEAP programu.

U prethodnom koraku uradena je parametrizacija pojedinacnih fragmenata i njihovi
detaljni opisi su sacuvani u .gaff.lib datotekama. Takode su definisni “glava” i “rep” svakog
fragmenta kako bi se veze formirale preko definisanih atoma. U slu€aju parametrizacije celog
liganda, koristimo pojedinaéno dobijene .gaff.lib datoteke i .frcmod sa dodatnim opisima koji
nedostaju u GAFF polju sila, kako bismo potpuno opisali ligand i dobili topologiju (.prmtop;
Detaljan opis .prmtop datoteke bi¢e opisan u sekciji 3.1.4.2.) i koordinate (.inpcrd) za ceo ligand.

Na ovaj nacin su pripremane i parametrizovane strukture svakog pojedinac¢nog liganda
koji je koriS¢en u simulacijama.
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3.1.3. Spajanje elemenata strukture u jedan sistem

Nakon Sto su pripremljeni svi elementi (jezgro nanocestice zlata i svi ligandi), sledi
priprema struktura za spajanje u jedan sistem, odnosno celu funkcionalizovanu nanocesticu.

Pojedinaéni elementi strukture se spajaju u jedan sistem koriséenjem Packmol softvera.
Packmol je program otvorenog koda koji sluzi za gradenje pocetne konfiguracije sistema za
simulacije molekulske dinamike [96]. Da bi se doSlo do takve konfiguracije treba da se uzme u
obzir da atomi ili molekuli unutar sistema treba da budu rasporedeni na takav nacin da dobro
aproksirimiraju strukturu celog sistema unutar zeljene simulacione kutije (Cija struktura je
opisana u sekciji 3.1.4). S obzirom na to da polje sila sadrzi i ¢élan koji opisuje odbojne
interakcije, atomi iz razli€itih molekula treba da budu na “sigurnoj” udaljenosti. Packmol ovo
posmatra kao problem pakovanja: svaki tip molekula mora da zadovolji odredena prostorna
ograni¢enja u skladu sa geometrijom sistema i udaljeno$éu atoma iz razli¢itih molekula koji
moraju biti veéi od definisanog praga kako ne bi doSlo do njihovog preklapanja.
Zadovoljavanjem tih uslova se osigurava da simulacija ne¢e “puéi” i da na rezultate necée uticati
velike vrednosti Van der Valsovih odbojnih interakcija.

lako je struktura dobijena na ovaj nacin dobra poc€etna konfiguracija za simulacije
molekulske dinamike, minimizacija strukture tokom same simulacije je neophodna. Nakon ovog
koraka, dobijeni sistem dodatno treba rastvoriti u vodi (ili nekom drugom rastvaracu) i prilagoditi
polju sila koje ée se koristiti. U nekim slu€ajevima ovi koraci mogu dovesti do toga da se atomi iz
razli¢itih molekula preklapaju.

Ulazne datoteke za Packmol su:

.pdb datoteka jezgra od zlata,

.amber.pdb datoteka svakog tipa liganda kojim Zelimo da funkcionalizujemo zlatno
jezgro,

3. Ulazna skripta.

N —

U ulaznoj skripti definiSemo:

1. Koji je (centralni) fragment sistema na koji cemo vezati ostale elemente strukture. U
ovom slucaju, centralni fragment je uvek zlatno jezgro, Ciji centralni atom ima koordinate
0.0 0.0 0.0.

2. DefiniSemo broj tih fragmenata koji ¢e se graditi u sistemu. U ovom slucaju, to je 1.

3. Zatim se pojedinacno definiSu svi fragmenti koji ¢e biti izgradeni, koje su dimenzije tih
fragmenata, koja je njihova duzina, preko kog atoma se vezuju za centralni fragment, i
koliko fragmenata odredenog tipa treba da bude u sistemu.

Na primer, da bi zlatno jezgro imalo 100% pokrivenost povrSine, za njega treba da bude
vezano 420 liganada — 5 liganada po nm? U zavisnosti od toga da li je nanocestica
funkcionalizovana homogeno ili meSovito, 420 liganada moze biti istog ili drugacijeg tipa. U
skladu sa tim treba definisati koliko liganada kog tipa treba da se rasporedi po povrsini. Takode
treba definisati zeljenu distribuciju (da li ¢e ligandi biti nasumiéno rasporedeni po povrsini, da li
¢e formirati “pruge” (stripes), da li Zelimo janus konfiguraciju gde je jedan tip liganada
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rasporeden na jednoj strani nanoCestice, a drugi tip liganada sa suprotne strane itd.). Kod
nasumicne distribucije dovoljno je u skripti upotrebiti komandu random seed kako bi softver
nasumiéno redao ligande po povrsini. U slu€aju janus konformacije, neophodno je definisati
razliCite ravni i definisati koji tip liganda moze da se rasporedi na koju ravan.

U eksperimentima su simulirana dva tipa konformacije: nasumi¢na i janus.

# Spherical AuNP functionalized with PegGEM and Pz2
# random configuration

tolerance 2.0

filetype pdb

output GEM11Pz2.pdb

add _amber ter

seed 1659638

structure ico shell 9 5.1768.pdb
number 1

fixed 0. 0. 0. 0. 0. O.

radius 1.7

end structure

structure PegGEM.amber.pdb
number 210

atoms 1

inside sphere 0. 0. 0. 26.884
end atoms

atoms 64

outside sphere 0. 0. 0. 51.025
end atoms

end structure

structure Pz2.amber.pdb

number 210

atoms 1

inside sphere 0. 0. 0. 26.884

end atoms

atoms 36

outside sphere 0. 0. 0. 40.371

end atoms

end structure

Slika 3.7. Primer ulazne skripte za Packmol za gradenje pocetne konfiguracije sa nasumicnim
rasporedom liganada na povrSini zlatne Cestice.

# Spherical AuNP functionalized with PegGEM and Pz2
# janus configuration

tolerance 2.0

filetype pdb

output GEM11Pz2janus.pdb
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Add amber ter

structure ico shell 9 5.1768.pdb
number 1

fixed 0. 0. 0. 0. 0. O.

radius 1.7

end structure

structure PegGEM.amber.pdb
number 210

atoms 1

inside sphere 0. 0. 0. 26.884
below plane 0. 26. 26. 26.

end atoms

atoms 64

outside sphere 0. 0. 0. 51.025
end atoms

end structure

structure Pz2.amber.pdb

number 210

atoms 1

inside sphere 0. 0. 0. 26.884
over plane 0. 26. 26. 26.

end atoms

atoms 36

outside sphere 0. 0. 0. 40.371
end atoms

end structure

Slika 3.8. Primer ulazne skripte za Packmol za gradenje pocetne janus konfiguracije.

Da bi strukture dobijene na ovakav nacin mogle da se koriste za simulacije molekulske
dinamike u Amberu, neophodno je pripremiti dodatnu datoteku. S obzirom na to da GAFF polje
sila ne sadrzi opis za atome metala, nezavisno treba definisati Au-S vezu. Da bi se ona
definisala, napravljena je posebna skripta gde je definisan potencijal koji ova dva tipa atoma drzi
na specificnoj udaljenosti. Vrednost za ovu udaljenost je preuzeta iz literature i to je standardna

praksa za ovaj tip sistema.

3.1.4. Priprema celog sistema i njegova parametrizacija

Nakon sto je pripremljena struktura celog sistema, treba uraditi nekoliko dodatnih koraka

pre samih simulacija:

- Detaljna provera strukture koris¢enjemTLEARP programa,

- Definisanje grani¢nih uslova,
- Rastvaranje sistema u vodi,
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- Dodavanje jona,

- Provera ukupnog naelektrisanja sistema (bez obzira na naelektrisanje nanocestice, ceo
sistem (nanocestica + molekuli vode * joni) mora da bude elektroneutralan),

- Priprema ulaznih datoteka za simulaciju (topologija (.prmtop), koordinate (.inpcrd), Au-S
potencijal (restraint file), ulazna skirpta za pustanje simulacije i datoteke koje definiSu
razliite faze simulacije i uslove pod kojima se vrsi simulacija).

Sve simulacije su izvedene u eksplicitnom rastvaraCu i unutar definisanih periodi¢nih
grani¢nih uslova (PBC-Periodic boundary conditions).

Pod periodi¢nim grani¢nim uslovima se podrazumeva da je modelovani sistem (ispitivan
molekul + molekuli rastvaraca) postavljen u jediniénu celiju (unit cell) - simulacionu kutiju koja
moze da se ponavlja beskonaéno puta u trodimenzionalnom prostoru. U toku simulacije, Cuvaju
se (i prate) samo koordinate jedne jedini¢ne celije.

Uslov periodi¢nosti je definisan tako da svi atomi i molekuli koji dodu do “zida” kutije,
izlaze sa jedne strane, i ponovo ulaze sa suprotne. Na ovaj nacin je garantovano da je sadrzaj
jediniéne ¢elije uvek isti. Bez PBC uslova, molekul bi se npr. sudario sa zidom $to bi dovelo do
stvaranja numerickih artefakta, koji mogu da naruSe rezultate simulacije. Na taj nacCin se, preko
jedini¢ne celije, vrdi zadovoljavaju¢a aproksimacija velikih sistema Cije ponaSanje bi bilo
nemoguce izracunati.

Da bismo izbegli bilo koji grani¢ni efekat, veli¢ina jedini¢ne celije treba da je dovoljno
velika. Dimenzije kutije zavise od grani¢ne vrednosti koja se koristi za Van der Valsove
interakcije i od pokretljivosti rastvorene supstance. Razumna veliina ¢Celije ukljuCuje ispitivani
molekul rastvoren sa najmanje 10 A slojeva molekula vode. U simulacijama uradenim u ovoj
disertaciji, korié¢eno je 12 A.

Na prvi pogled moZe se uciniti da je ova metoda veoma racunski intenzivna i da zahteva
procenu beskonaénog broja interaktivnih parova. Ovaj problem se prevazilazi koris¢enjem
grani¢ne vrednosti za raCun interakcija dugog dometa (cut-off). To se radi tako Sto se se
potencijalna energija postavlja na nulu nakon odredenog rastojanja r. Za proracune produkcije
korid¢eno je ograni¢enje vrednosti za radun interakcija dugog dometa od 10 A2 Medutim,
uvodenjem ove aproksimacije, zanemarujemo interakcije dugog dometa nakon odabranog
rastojanja r $to moze dovesti do stvaranja drugih nezeljenih artefakta u simulaciji. Ovo se
reSava koris¢enjem tehnike poznate kao Evaldova suma, (Ewald sum) ili njenog modernijeg
ekvivalenta PME (Particle-mesh Ewald - PME) gde se uvodi nova aproksimacija svih nevezivnih
interakcija. Za koris¢enje PME tehnike jedan uslov mora biti ispunjen, a to je da je sistem kao
celina neutralan. Ako je sistem naelektrisan, naelektrisanje ¢e se ponavljati u svim kopijama sto
bi dovelo do besmisleno velikih energija i verovatno “pucanja” simulacije. Neutralnost sistema
se postiZze dodavanjem odredenog broja jona suprotnog naelektrisanja.

Geometrija simulacione kutije se bira zavisno od geometrije rastvorene supstance kako
bi se §to viSe smanijilo prisustvo molekula vode u sistemu. S obzirom na to da su simulirane
sferne nanocestice, najoptimalniji oblik je oktaedar.
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3.1.4.1. Model vode

Slededi korak je rastvaranje nanocestice u rastvaracu, u ovom slu€aju u vodi.

Postoji vise razli¢itih modela vode koji se mogu Kkoristiti za simulacije. Neki modeli su
pogodniji za simuliranje dipolnih efekata jer je moguce definisati viSe od tri lokacije za interakcije
dok drugi modeli gube malo preciznosti (fiksiranjem nekog parametra) radi ubrzavanja
proracuna.

U svim simulacijama koris¢en je model vode TIP3P [97]. Ovaj model koristi ukupno ftri
mesta za elektrostatiCke interakcije (delimi¢no pozitivna naelektrisanja na atomima vodonika
koja su uravnotezena odgovarajuéim negativnim naelektrisanjem na atomu kiseonika).

Van der Valsove interakcije izmedu dva molekula vode se racunaju koriS¢enjem
Lennard-Jonesove funkcije i one ne ukljuuju interakcije izmedu atoma vodonika. Ugao izmedu
dva atoma vodonika je konstantan, pa ovaj model vode ima krutu geometriju. Za koris¢enje
TIP3P modela neophodna je upotreba SHAKE algoritma kako bi se ogranicile sve veze koje
uklju€uju atome vodonika. Ova aproksimacija omogucéava ubrzavanje proracuna.

Vremenski korak u simulacijama molekulske dinamike treba da bude kraéi od trajanja
najbrze frekvencije vibracija u sistemu. U ovom slu€aju to su frekvencije koje poti¢u od kretanja
vodonika (1 fs). Koris¢enje SHAKE algoritma uvodi ograni€enje na kretanje vodonika, odnosno
na sve veze koje uklju€uju vodonik. To omogucéava da se vremenski korak pove¢a sa 1 fs na 2
fs ¢ime se smanijuje racunarski troSak i ubrzavaju simulacije.

3.1.4.2. Joni

U zavisnosti od naelektrisanja ispitivane nanocestice ili uslova pod kojim zZelimo da je
simuliramo, nakon rastvaranja nanocestice u vodi, ponekad je neophodno dodavanje jona u
sistem. Nanocestica moZe biti naelektrisana, ali ceo sistem koji se simulira mora da bude
elektroneutralan. Razlog za to je uvodenje uslova PBC. Ako nanocestica nosi npr. negativno
naelektrisanje, ono ¢e se ponavljati u svim kutijama (u svim dimenzijama, beskonacno) §to bi
dovelo do besmisleno velikih energija. Takode, joni mogu da utiCu na mogucnost kretanja
molekula $to ima uticaj na konacnu trajektoriju dinamike. Koliko jona (i kojih jona) treba dodati u
sistem zavisi od naelektrisanja nanocCestice, zapremine vode u kutiji i uslova pod kojim zelimo
da pustimo simulaciju (da li zelimo da radimo simulacije u vodenom ili fizioloSkom rastvoru -
0,15 M [NaCl]). Na* i CI joni se dodaju u TLEAP programu, i ubacuju se u sistem prateci
elektrostatiCki potencijal povrsine nanocestice.

Ako se tokom dodavanja protivjona javi konflikt (superpozicija) sa molekulima vode, ceo
molekul vode se zamenijuje jonom koji se smesta na poziciju centra mase uklonjenog molekula
vode. S obzirom na to da je broj molekula u simulacionoj kutiji priliéno veliki, skoro svi protivjoni
zamenjuju po molekul vode. Ovo moZe da dovede do neuniformnosti u kutiji jer jedan atom Na*
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ili CI" jona zamenijuje tri atoma koji ¢ine molekul vode. To je jedan od razloga zbog ¢ega se npr.,
tokom prvog dela simulacije koriste uslovi konstantnog pritiska i temperature (NPT ansambl) koji
dozvoljava da se promeni zapremina vodene kutije kako bi se prilagodila gustina kutije (gustina
vode u kutiji treba da reflektuje stvarnu gustinu vode).

Simulacije su pustane ili u vodenom rastvoru gde su joni dodati samo da kompenzuju
naelektrisanje nanocestice, ili su pustane u fizioloSkom rastvoru gde je koncentracija Na* i CI
jona izraCunata na osnovu nanocestice, zapremine i gustine simulacione kutije, kako bi konacan
rastvor bio 0,15 M.

Ovaj korak se radi u TLEAP programu, gde se, kao izlazne datoteke, dobijaju kona¢na
topologija (.prmtop) i koordinate (.incprd).

Datoteka .prmtop koja opisuje topologiju celog sistema sadrzi izuzetno veliki broj
informacija kao $to su npr. ukupan broja atoma, broj atoma razli¢itog tipa, tipovi atoma, broj
veza koje (ne) sadrze vodonik, broj uglova koji (ne) sadrze vodonik, broj jedinstvenih tipova
veza itd. Potpuni opis .prmtop datoteke je dat u okviru Amber programa i mozZe se pronadi u
referenci [98].

3.1.5. Procedura simulacije

Ovde c¢e ukratko biti opisana uopS$tena procedura koriS¢ena za simulacije. Sva
odstupanja ce biti posebno nagladena.

3.1.5.1. Minimizacija

lako je minimizacija strukture veé¢ uradena u prethodnim koracima, i dalje postoji
mogucnost preklapanja atoma u strukturi izmedu razliCitih ostataka. Zbog toga se dodatno radi
minimizacija pre samog zapocinjanja molekulske dinamike kako bi se eliminisali svi “losi”
kontakti i kako bi se ispitivani sistem prilagodio polju sila koje se koristi. Da bi se to postiglo,
koris¢ena su dva algoritma: Steepest Descent i Conjugated Gradient. Steepest descent je brZi
algoritam, ali manje precizan i sluzi za grubu minimizaciju sistema, nakon &ega se Koristi
Conjugated Gradient za finija podeSavanja. Minimizacija se prvo radi sa ograni¢enjem na
nanocestici od 5.0 kcal/(mol*A? ) kako bi se relaksirao rastvara¢. Primer je dat u skripti ispod
(slika 3.9).

&cntrl

ntpr = 10 ! how often to print mdout

ioutfm = 1 ! use netCDF

ntxo = 1 ' [1] use formatted txt for restart
iwrap = 0 ! wrap coordinates to original box
cut = 10.0 ! nonbonded cutoff, in A

imin = 1 ! min
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maxcyc = 2000 ! max cycles of min

ncyc = 1000 ! SteepestDesc (SD) to ConjGrad (CG)
ntmin = 1 ! [1, def] ncyc of SD, then CG
ntr = 1 ! cartesian restraint

restraint wt = 50,

restraintmask = ‘!:WAT,Na+,Cl-',

nmropt = 0

/
Slika 3.9. Primer skripte za minimizaciju energije sistema sa ograni€enjem na nanocestici.

Zatim se ogranienje na nanocCestici uklanja kako bi se elimisali svi loSi kontakti u celom sistemu
$to je prikazano na slici 3.10.

&cntrl

ntpr = 10 ! how often to print mdout

ioutfm =1 ! use netCDF

ntxo = 1 ! [1] use formatted txt for restart
iwrap = 0 ! wrap coordinates to original box
cut = 10.0 ! nonbonded cutoff, in A

imin = 1 ! min

maxcyc = 2000 ! max cycles of min

ncyc = 1000 ! SteepestDesc (SD) to ConjGrad (CG)
ntmin = 1 ! [1, def] ncyc of SD, then CG
nmropt = 0

/

&wt type=’END’

/

DISANG=restraint.txt
Slika 3.10. Primer skripte za minimizaciju energije celog sistema (ograni¢enje na nanocestici je
uklonjeno).

3.1.5.2. Zagrevanje i relaksacija gustine

Nakon minimizacije mozZze da se krene sa konkretnom molekulskom dinamikom. Prvi
korak jeste zagrevanje sistema na zeljenu temperaturu (300/310,15 K). S obzirom na to da se
sistem postepeno zagreva, za prve korake koriséen je vremenski korak od 1 fs kako bi se
izbegle velike devijacije usled porasta temperature i velike fluktuacije kretanja molekula
rastvarata. Velike fluktuacije u ovoj fazi su oCekivane jer se sistemu “dodaje” velika koli€ina
kinetiCke energije kako bi se sistem zagrejao na zeljenu temperaturu. Kao i kod minimizacije u
prvom koraku se prvo radi sa ograniéenjem na nanocestici od 5.0 kcal/(mol*A?). Ova faza
zagrevanja trajala je 50 ps i uradena je pri uslovima konstantne zapremine i temperature (NVT
ansambl). Za regulaciju temperature u sistemu koris¢éen je Langevin-ov termostat sa
frekvencijom sudara od 2 ps™.
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&cntrl

ioutfm = 1, ! use netCDF
ntxo = 2, ! use netCDF for restart
iwrap = 0, ! wrap coordinates to original box
cut = 9.0, ! nonbonded cutoff, in A
ntc = 2, ! SHAKE (1 no, 2 H, 3 all)
tol = 0.000001, ! geom tolerance (max <0.00005, def 0.00001)
ntf = 2, ! force evaluation, to use 2 with SHAKE
ntpr = 500, ! every NTPR steps print to out-info
ntwx = 1000, ! every NTWX to mdcrd-nc
ntwr = 50000, ! every X rst; anyway at nstlim...
nstlim = 10000, ! nstep (in remd nstep between exchanges)
dt = 0.001, ! dt, in psec
ig = -1, ! random seed
ntt = 3, ! 3(Langevin)
gamma ln = 1.0, ! collision frequency
tempO0 = 150.0, !' T at which the system is to be kept
ntr = 1, ! crtesian restraint
restraint wt = 10,
restraintmask = '!:WAT,Na+,Cl-",
/
&wt TYPE='TEMPO',
valuel=0.1, valuez2=150.0,
istepl=0, istep2=10000,
/
&wt TYPE='END'
/

Slika 3.11. Zagrevanje sistema na Zeljenu temperaturu.

U narednih 50 ps zagrevanje je radeno pri uslovima konstantnog pritiska i temperature
(NPT ansambl) kako bi se uradila ekvilibracije vodene kutije (odnosno kako bi se gustina vode
dovela na “realnu” vrednost).

Kontrola pritiska je postignuta koriS¢enjem Berendsendovog termostata (sa vremenom
relaksacije pritiska od 1 ps). Relaksacija gustine radena je u dve faze - sa i bez ograni¢enja na
nanocestici.

&entrl

ioutfm = 1, ! use netCDF

ntxo = 2, ! use netCDF for restart

iwrap = O, ! wrap coordinates to original box

cut = 9.0, ! nonbonded cutoff, in A

irest = 1, ! restart, req velocities in input

ntc = 2, ! SHAKE (1 no, 2 H, 3 all)

tol = 0.000001, ! geom tolerance (max <0.00005, def 0.00001)
ntf = 2, ! force evaluation, to use 2 with SHAKE
ntx = 5, ! 5(read all velocities)

ntb= 2, ! PBC, 2(const P)

ntpr = 500, ! every NTPR steps print to out-info
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ntwx = 5000, ! every NTWX to mdcrd-nc

ntwr = 100000, ! every X rst; anyway at nstlim...
nstlim = 20000, ! nstep (in remd nstep between exchanges)

dt = 0.001, ! dt, in psec

ig = -1, ! random seed

ntt = 3, ! 3(Langevin)

gamma 1n = 1.0, ! collision frequency

tempO0 = 310.15, ! T at which the system is to be kept

ntp = 1, ! pressure (1l)isotropic

barostat = 1, ! [1]Berendsen, (2)Monte Carlo barostat
mcbarint = 50, ! interval steps to MC volume changes
taup = 5.0, ! pressure relaxation time in psec (1-5)
ntr = 1, ! crtesian restraint

restraint wt = 5,

restraintmask = '!:WAT,Na+,Cl-",

/
&wt TYPE='TEMPO',
valuel=150.1, value2=310.15,
istepl=0, istep2=20000,
/
TYPE="END'
/

Slika 3.12. Relaksacija gustine sa ograni¢enjem na nanocestici.

&cntrl

ioutfm = 1, ! use netCDF

ntxo = 2, ! use netCDF for restart

iwrap = 0, ! wrap coordinates to original box

cut = 9.0, ! nonbonded cutoff, in A

irest =1, ! restart, req velocities in input

ntc = 2, ! SHAKE (1 no, 2 H, 3 all)

tol = 0.000001, ! geom tolerance (max <0.00005, def 0.00001)
ntf = 2, ! force evaluation, to use 2 with SHAKE
ntx = 5, ! 5(read all velocities)

ntb= 2, ! PBC, 2(const P)

ntpr = 500, ! every NTPR steps print to out-info
ntwx = 5000, ! every NTWX to mdcrd-nc

ntwr = 100000, ! every X rst; anyway at nstlim...
nstlim = 20000, ! nstep (in remd nstep between exchanges)

dt = 0.001, ! dt, in psec

ig = -1, ! random seed

ntt = 3, ! 3(Langevin)

gamma 1ln = 1.0, ! collision frequency

tempO0 = 310.15, ! T at which the system is to be kept

ntp = 1, ! pressure (1)isotropic

barostat = 1, ! [1]Berendsen barostat

mcbarint = 50, ! interval steps to MC volume changes

taup = 3.0, ! pressure relaxation time in psec (1-5)
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nmropt = 1,

/

&wt type='END'

/

DISANG=restraint.txt

Slika 3.13. Relaksacija gustine bez ograni¢enja na nanocestici.

U fazi ekvilibracije sva ograni€enja su postupno uklonjena i sistemi su ekvilibrisani pod
uslovima konstantnog pritiska i temperature (NPT ansambl) sa vremenskim korakom od 1 fs. U
zavisnosti od konformacije molekula, ova faza traje od nekoliko ns do nekoliko desetina ns i radi
se postupno. U simulacijama koje su izvrSene u ovoj disertaciji, ta faza trajala je oko 8 ns.
Nakon toga, sistem je ekvilibrisan dodatnih 5 ns koriS¢enjem Monte Carlo barostata. Razlog za
promenu barostata koji kontroliSe pritisak u sistemu je taj $to je Berendsen barostat otporniji na
velike fluktuacije pritiska u sistemu koje se javljaju u prvim koracima ekvilibracije sistema, dok je
Monte Carlo barostat precizniji. Monte Carlo se koristi kada se fluktuacije male, jer u suprotnom

dolazi do “pucanja” simulacije.

&cntrl
ioutfm = 1,
ntxo = 2,
iwrap = O,
cut = 9.0,
irest 1

’
ntc =
tol =
ntf =
ntx =
ntb= 2,
ntpr

14

a N o N

4

10000,
10000,

ntwx

ntwr

dt = 0.002,
ig = -1,
ntt = 3,

gamma 1ln = 1.0,
tempO = 310.15,

ntp = 1,
barostat = 1,
taup = 2.0,

1

nmropt = 1,

4
.000001,

1000000,
nstlim = 100000, !

use netCDF for restart

3.1.5.3. Ekvilibracija

use netCDF

wrap coordinates to original box

nonbonded cutoff,
restart,

geom tolerance

every X rst;

nstep
!
|

SHAKE (1 no,

force evaluation,

in A

req velocities in input
2 H,
(max <0.00005,

3 all)
def 0.00001)
to use 2 with SHAKE

5(read all velocities)

PBC, 2(const P)

every NTPR steps print to out-info

every NTWX to mdcrd-nc

anyway at nstlim...

(in remd nstep between exchanges)

dt, in psec
random seed
3 (Langevin)

collision frequency

T at which the system is to be kept

pressure
[1]Berendsen

pressure relaxation time in psec
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&wt type='END'

/
DISANG=restraint.txt
Slika 3.14. | faza ekvilibracije.

&cntrl

ioutfm = 1, ! use netCDF

ntxo = 2, ! use netCDF for restart

iwrap = O, ! wrap coordinates to original box

cut = 9.0, ! nonbonded cutoff, in A

irest = 1, ! restart, req velocities in input

ntc = 2, ! SHAKE (1 no, 2 H, 3 all)

tol = 0.000001, ! geom tolerance (max <0.00005, def 0.00001)
ntf = 2, ! force evaluation, to use 2 with SHAKE
ntx = 5, ! 5(read all velocities)

ntb= 2, ! PBC, 2(const P)

ntpr = 10000, ! every NTPR steps print to out-info
ntwx = 50000, ! every NTWX to mdcrd-nc

ntwr = 1000000, ! every X rst; anyway at nstlim...

nstlim = 500000, ! nstep (in remd nstep between exchanges)

dt = 0.002, ! dt, in psec

ig = -1, ! random seed

ntt = 3, ! 3(Langevin),

gamma ln = 2.0, ! collision frequency

tempO = 310.15, ! T at which the system is to be kept
ntp = 1, ! pressure (l)isotropic
barostat = 1, ! [1]Berendsen barostat

taup = 1.5, ! pressure relaxation time in psec (1-5)
nmropt = 1,
/

&wt type='END'

/

DISANG=restraint.txt
Slika 3.15. Il faza ekvilibracije - Berendsen barostat.

&cntrl

ioutfm = 1, ! use netCDF

ntxo = 2, ! use netCDF for restart

iwrap = O, ! wrap coordinates to original box

cut = 9.0, ! nonbonded cutoff, in A

irest = 1, ! restart, req velocities in input

ntc = 2, ! SHAKE (1 no, 2 H, 3 all)

tol = 0.000001, ! geom tolerance (max <0.00005, def 0.00001)
ntf = 2, ! force evaluation, to use 2 with SHAKE
ntx = 5, ' 5(read all)

ntb= 2, ! PBC, 2(const P)

ntpr = 10000, ! every NTPR steps print to out-info
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ntwx

ntwr

50000, ! every NTWX to mdcrd-nc
1000000, ! every X rst; anyway at nstlim...
nstlim = 500000, ! nstep (in remd nstep between exchanges)

dt = 0.002, ! dt, in psec

ig = -1, ! random seed

ntt = 3, ! 3(Langevin)

gamma 1ln = 2.0, ! collision frequency

tempO0 = 310.15, ! T at which the system is to be kept
ntp = 1, ! pressure (1l)isotropic
barostat = 2, ! (2)Monte Carlo barostat

taup = 1.2, ! pressure relaxation time in psec (1-5)
nmropt = 1,
/

&wt type='END'

/

DISANG=restraint.txt
Slika 3.16. Il faza ekvilibracije - Monte Carlo barostat.

3.1.5.4. Produkcija

Trajanje faze produkcije varirano je u zavisnosti od osobina koje su ispitivane (obi¢no
izmedu 200-300 ns). Ova faza nema fiksirano trajanje. Takode, trajanje ekvilibracije se ne moze
predvideti unapred, $to znaci da ekvilibracija moze da se nastavi i u fazi produkcije. Simulacija
se produzava dokle god se ne postigne konvergencija parametra kojeg ispitujemo. Faza
produkcije se pusta pod istim uslovima kao i poslednja faza ekvilibracije, i sluzi za prikupljanje
podataka (trajektorije) koji ¢e biti kasnije analizirani. Prvih n nanosekundi faze produkcije se
odbacuje zbog minimalnih perturbacija do kojih moze doci pri promeni uslova (ansambla) i

eventualno produzene faze ekvilibracije.

&cntrl
ioutfm = 1,
ntxo = 2,
iwrap = O,
cut = 9.0,
irest = 1,
ntc = 2
tol = 0
ntf = 2,
ntx = 5
ntb= 2,

ntpr = 10000,
ntwx = 50000,

ntwr

dt = 0.002,

1000000,
nstlim = 5000000,

use netCDF

use netCDF for restart

wrap coordinates to original box

nonbonded cutoff, in A

restart, req velocities in input

SHAKE (1 no, 2 H, 3 all)

geom tolerance (max <0.00005, def 0.00001)

force evaluation, to use 2 with SHAKE
5(read all)

PBC, 2 (const P)

every NTPR steps print to out-info
every NTWX to mdcrd-nc

X rst; anyway at nstlim...

nstep (in remd nstep between exchanges)
dt, in psec
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ig = -1, ! random seed

ntt = 3, ! 3(Langevin)

gamma 1n = 2.0, ! collision frequency

tempO = 310.15, ! T at which the system is to be kept

ntp = 1, ! pressure (l)isotropic

barostat = 2, ! (2)Monte Carlo barostat

taup = 1.2, ! pressure relaxation time in psec (1-5)
nmropt = 1,
/

&wt type='END'

/

DISANG=restraint.txt
Slika 3.17. Produkcija molekulske dinamike.

3.1.5.5. Pustanje simulacija

Pored gore opisanih ulaznih datoteka (topologija, koordinate, Au-S potencijal, datoteke
koje definiSu razlicite faze simulacije i uslove pod kojima se simulacija pusta) neophodno je
pripremiti i skriptu za samo pustanje simulacija. Primer skripte pokazan je na slici 3.18. Sve
simulacije pustane su na superkompjuteru Sisu u Finskoj.

export syn='PAN 1lv3.solv'
export inpcrd='PAN 11lv3.solv'
export CUDA VISIBLE DEVICES=1
export NCPU=20

mkdir -p equil
mkdir -p prod
mkdir -p pre equil

mpirun -np SNCPU -mca btl “openib pmemd.MPI -0 -p "S$syn".prmtop -i
./mdin/min sol.in \

-0 ./pre _equil/min sol "S$syn".out \

-x ./pre_equil/min sol "S$syn".nc \

-r ./pre _equil/min sol "S$syn".rst \

e "S$Sinpcrd".inpcrd \

-ref "S$inpcrd".inpcrd
mpirun -np SNCPU -mca btl “openib pmemd.MPI -0 -p "S$syn".prmtop -i
./mdin/min _all.in \

-0 ./pre equil/min all "$syn".out \

-x ./pre_equil/min all "S$syn".nc \

-r ./pre_equil/min all "S$syn".rst \

-c ./pre_equil/min sol "$syn".rst \

-ref ./pre equil/min sol "$syn".rst
mpirun -np S$SNCPU -mca btl “openib pmemd.MPI -0 -p "S$syn".prmtop -i
./mdin/heat.in \
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-0 ./pre_equil/heat "$syn".out \
-x ./pre_equil/heat "$syn".nc \
-r ./pre_equil/heat "S$Ssyn".rst \
-c ./pre_equil/min all "$syn".rst \
-ref ./pre equil/min all "$syn".rst
mpirun -np $NCPU pmemd.MPI -O -p "$syn".prmtop -i ./mdin/density.in \
-0 ./pre_equil/density "S$syn".out \
-x ./pre_equil/density "$syn".nc \
-r ./pre equil/density "S$syn".rst \
-c ./pre_equil/heat "S$syn".rst \
-ref ./pre equil/heat "S$syn".rst
mpirun -np $NCPU pmemd.MPI -0 -p "$syn".prmtop -i ./mdin/density2.in \
-0 ./pre_equil/density2 "S$syn".out \
-x ./pre_equil/density2 "$syn".nc \
-r ./pre_equil/density2 "$syn".rst \
e ./pre_equil/density "$syn".rst \
-ref ./pre equil/density "S$syn".rst

pmemd.cuda -0 -p "$syn".prmtop -i ./mdin/equil.in \
-o ./equil/equill "$syn".out \
-x ./equil/equill "$syn".nc \
-r ./equil/equill "$syn".rst \
e ./pre _equil/density2 "S$syn".rst \
-ref ./pre equil/density2 "$syn".rst

export x=2

while [[ $x -le 10 ]] ; do

let y=x-1

pmemd.cuda -0 -p "S$syn".prmtop -i ./mdin/equil.in \
-o ./equil/equil"$x" "S$syn".out \
-x ./equil/equil"$x" "$syn".nc \
-r ./equil/equil”$x" "Ssyn".rst \

-C ./equil/equil"Sy" "S$syn".rst \
-ref ./equil/equil"$y" "S$syn".rst
let x+=1
done

pmemd.cuda -O -p "$syn".prmtop -i ./mdin/NPT BER.in \
-0 ./equil/NPT BER1 "$syn".out \
-x ./equil/NPT BER1 "$syn".nc \
-r ./equil/NPT BER1 "$syn".rst \
-c ./equil/equill0 "$syn".rst \
-ref ./equil/equill0 "Ssyn".rst
export x=2
while [[ $x -1le 8 ]] ; do
let y=x-1 -o ./equil/NPT BER"$x" "Ssyn".out \
-x ./equil/NPT BER"Sx" "S$syn".nc \
-r ./equil/NPT BER"S$x" "S$syn".rst \
-c ./equil/NPT BER"S$y" "S$syn".rst \
-ref ./equil/NPT BER"Sy" "S$syn".rst
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let x+=1
done
pmemd.cuda -0 -p "S$syn".prmtop -i ./mdin/NPT MCeq.in \
-0 ./equil/NPT MC1l "$syn".out \
-x ./equil/NPT MC1l "$syn".nc \
-r ./equil/NPT MC1l "$syn".rst \
-c ./equil /NPT BER8 "S$syn".rst \
-ref ./equil/NPT BER8 "S$syn".rst
export x=2
while [[ $x -le 5 ]] ; do
let y=x-1
pmemd.cuda -0 -p "$syn".prmtop -i ./mdin/NPT MCeqg.in \
-0 ./equil/NPT MC"$x" "S$syn".out \
-x ./equil/NPT MC"$x" "S$syn".nc \
-r ./equil/NPT MC"$x" "S$syn".rst \

-c ./equil /NPT MC"$y" "$syn".rst \
-ref ./equil/NPT MC"Sy" "S$syn".rst
let xt+=1
done

pmemd.cuda -0 -p "$syn".prmtop -i ./mdin/NPT MC.in \
-0 ./prod/NPT MCl "$syn".out \
-x ./prod/NPT MCl "$syn".nc \
-r ./prod/NPT MCl "$syn".rst \
-c ./equil /NPT MC5 "Ssyn".rst \
-ref ./equil/NPT MC5 "S$syn".rst
export x=2
while [[ $x -le 30 ]] ; do
let y=x-1
pmemd.cuda -0 -p "S$syn".prmtop -i ./mdin/NPT MC.in \
-0 ./prod/NPT MC"$x" "S$syn".out \
-x ./prod/NPT MC"$x" "Ssyn".nc \
-r ./prod/NPT MC"$x" "Ssyn".rst \

-c ./prod/NPT MC"Sy" "$syn".rst \
-ref ./prod/NPT MC"$y" "S$syn".rst
let x+=1
done

Slika 3.18. Primer skripte za pustanje simulacija.

3.2. Analiza podataka

Analiza trajektorija uradena je koriS¢enjem Amberovog programa cpptraj, VMD1.9.3
programa [102] i koris¢enjem Python skripti specijalno napravljenih za konkretne analize.

Pre analize trajektorija, potrebno je sredivanje i objedinjavanje svih datoteka trajektorija.
To je uradeno korid¢enjem cpptraj programa i sledeée skripte:
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set sysname = PAN31 27 ions
parm Ssysname.solv.prmtop

trajin equil/equil? $Ssysname.solv.nc 1 last 1

trajin equil/equil?? Ssysname.solv.nc 1 last 1

autoimage

trajout equil/equil 2ns 100psf.$sysname.solv.nc offset 5
go

strip :WAT outprefix noWAT

trajout equil/equil 2ns 20psf.$sysname.noWAT.nc

go

clear trajin

trajin equil/NPT BER? S$sysname.solv.nc 1 last 1

autoimage

trajout equil/NPT BER 8ns 500psf.S$sysname.solv.nc offset 5
go

strip :WAT outprefix noWAT

trajout equil/NPT BER 8ns 100psf.S$sysname.noWAT.nc

go

clear trajin

trajin equil/NPT MC? S$sysname.solv.nc 1 last 1

autoimage

trajout equil/NPT MC 5ns 500psf.Ssysname.solv.nc offset 5
go

strip :WAT outprefix noWAT

trajout equil/NPT MC 5ns 100psf.S$sysname.noWAT.nc

go

clear trajin

set ProdRange = 000-100ns
for i=1;1i<11;i++
trajin prod/NPT MC$i $sysname.solv.nc 1 last 1
done
autoimage
trajout prod/NPT MC $SProdRange Insf.S$sysname.solv.nc offset 10
go
strip :WAT outprefix noWAT
autoimage
trajout prod/NPT MC $ProdRange 100psf.S$sysname.noWAT.nc
go
clear trajin

set ProdRange = 101-200ns
for i=11;i<21;i++

trajin prod/NPT MC$i $Ssysname.solv.nc 1 last 1
done
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autoimage
trajout prod/NPT MC $ProdRange Insf.S$sysname.solv.nc offset 10

go
strip :WAT outprefix noWAT
autoimage

trajout prod/NPT MC $SProdRange 100psf.S$sysname.noWAT.nc

go
clear trajin

set ProdRange = 201-300ns
for 1=21;i<31;i++
trajin prod/NPT MCS$i $sysname.solv.nc 1 last 1
done
autoimage
trajout prod/NPT MC $ProdRange Insf.S$sysname.solv.nc offset 10
go
strip :WAT outprefix noWAT
autoimage
trajout prod/NPT MC $ProdRange 100psf.S$sysname.noWAT.nc
go
clear trajin
Slika 3.19. Primer skripte za sredjivanje i objedinjavanje datoteka trajektorija.

3.2.1. Funkcija radijalne distribucije (RDF - Radial distribution function)

Funkcija radijalne distribucije opisuje variranje gustine Cestica (atoma/molekula/delova
molekula) kao funkciju udaljenosti od referentne Cestice. Ovo je korisna alatka za opisivanje
atomske strukture simuliranog sistema. Ona opisuje lokalnu organizaciju oko bilo kog atoma i
daje informacije o dinamickoj promeni strukture. UopSteno, raCuna se koji broj Cestica se nalazi
unutar udaljenosti r i r+dr od referentne Cestice. Skripta kori§¢ene za proracun u cpptraj
programu prikazana je ispod na slici 3.20.

set sysname = PAN13 27 ions

parm $sysname.solv.prmtop

trajin prod/NPT MC 000-100ns_ 1nsf.PAN13 27 ions.solv.nc 1 last 1
trajin prod/NPT MC 101-200ns_ 1nsf.PAN13 27 ions.solv.nc 1 last 1
trajin prod/NPT MC 201-300ns 1nsf.PAN13 27 ions.solv.nc 1 last 1
autoimage

radgyr RG !:WAT,Na+,Cl- out RadGyr all.txt tensor

rdf out rdf.txt 0.5 90.0 :Cl1,0CC,0CB,OCP,OCN,PAN,ONC :NP rdf Lig rawrdf
rdf raw.txt center2

rdf out rdf.txt 0.5 90.0 :PAN :NP rdf PAN rawrdf rdf raw.txt center2

rdf out rdf.txt 0.5 90.0 :ONC :NP rdf ONC rawrdf rdf raw.txt center2

rdf out rdf.txt 0.5 90.0 :WATQO :NP rdf WAT rawrdf rdf raw.txt center2
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go
quit
Slika 3.20. Primer skripte za racunanje funkcije radijalne distribucije

3.2.2. Veli¢ina funkcionalizovane nanocestice

Veli¢ina funkcionalizovane nanocestice je jedan od klju¢nih parametara za procenu
njenog efekta. Veli¢ina nanocestice uti€e na duzinu cirkulacije, brzinu izbacivanja iz organizma,
mehanizam ulaska u Celiju itd.

S obzirom na to da funkcionalizovane nanocestice ispitivane u ovoj disertaciji nisu savsenog
sfernog oblika, za procenu veli¢ine korid¢ene su dve veli€ine:

1. Maksimalna veli¢ina nanocestice,
2. Prosecna veli¢ina nanocestice.

Maksimalna veli¢ina nanocestice

Maksimalna veli€ina nanocestice (d,.,) racunata je na osnovu funkcije radijalne
distribucije kao najveca udaljenost terminalnog kraja liganada u odnosu na centralni atom jezgra
od zlata.

Prosecna veli¢ina nanocestice

Zbog fleksibilnost liganada, veli¢ina funkcionalizovane nanocestice u rastvoru moze da
se razlikuje od veli€ine “predvidene” na osnovu molekulske formule (u vakuumu). Prosecna
veliina nanocCestice (d,) je raCunata nakon simulacije kao prose¢na udaljenost terminalnih
grupa od centra mase jezgra od zlata [103].

ProraCun veliCine nanoCestice potvrden je eksperimentalno. Naj¢eSée koriséena
eksperimentalna metoda za odredivanje veliine nanocCestica je DLS - Diffusion light scattering.
S obzirom na to da su nanocCestice zlata polidisperzne, one se u rastvoru javljaju u odredenom
opsegu veli€ina, a kao rezultat dobija se proseéna vrednost sa odstupanjem. S druge strane, u
molekulskoj dinamici simulira se samo jedna nanocestica i ona predstavlja idealizovan sistem.
Rezultati su dati u tabeli ispod:

Tabela 3.2. Uporedivanje dobijenih vrednosti veliCine nanoCestice izmedu molekulske dinamike i
eksperimenta.

Izvor Analiza Veli€ina (nm)
Molekulska dinamika max 12,45
Molekulska dinamika dm 10,05

Eksperiment DLS 13,31 £3
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Sinteza i eksperimentalna karakterizacija nanocestica radena je u okviru projekta
EVO-NANO od strane kompanije ProChimia Surfaces (Poljska).

3.2.3. ProsecCna debljina monosloja

Prosecna debljina monosloja je, pored veli¢ine, dodatni aspekt koji upotpunjuje sliku o
strukturi nanocestice. Karakteristike monolsoja imaju kljuénu ulogu u dinamici i interakcijama
izmedu nanodCestica, i izmedu nanoclestica i sredine u kojoj se nalaze. ProseCna debljina
monosloja raCunata je kao debljina sloja koja sadrzi 97% atoma u monosloju [24]. Pogetna
taCka za proracun je prethodno izraCunat RDF.

Da bi se prikazalo odstupanje u odnosu na teorijske vrednosti takode je raCunata i
teorijska debljina monosloja - Rs-n (sa potpuno izduzenim ligandima). Ona se racuna kao
proseCna udaljenost pozicije sumpora od terminalnog kraja potpuno izduZenih liganada (u
vakuumu).

3.2.4. Florijev radijus i konformacija monosloja

Florijeva teorija polimera se sve CeSce koristi u karakterizaciji strukture nanosistema.
Razlog za to je funkcionalizacija nanoCestica polimernim ligandima, uglavnom polietilenglikolom
(PEG). Cilj upotrebe PEG liganada je postizanje “nevidljivosti” nanocestica u organizmu. U
trenutku kada se lek, funkcionalizovana nanocestica ili neki drugi molekuli injektuju u krvotok,
dolazi do adsorpcije proteina krvi na povrSinu tih struktura, odnosno, dolazi do formiranja
proteinske korone. Adsorpcija proteina menja veli¢inu, oblik i naelektrisanje §to utiCe na
fizicko-hemijske karakteristike i bioloSku aktivnost injektovanih nanosistema. PEG smanjuje
nespecificne interakcije i smanjuje verovatnoéu adsorpcije proteina. Ovo takode znacajno utice i
na vreme koje nanocestica provodi u cirkulaciji [99, 104,105].

S obzirom na to da polimerni molekuli mogu da zauzmu veliki broj polozaja u prostoru, to
direktno utiCe na konformaciju monosloja nanocestice. RazliCite konformacije javljaju se kao
posledica rotacije lanca, u ovom sluc¢aju liganda, oko jednostrukih hemijskih veza. Kakav ¢ée
polozaj lanac zauzeti u prostoru zavisi od ugla izmedju hemijskih veza, ugla rotacije susednih
segmenata, duzine lanca, i fleksibilnosti segmenata.

Dva opsta tipa konformacije koja se javljaju usled gustine liganada na povrSini
nanocestice su “nasumicno klupko” (eng. “mushroom”) i “konformacije ¢etke” gde su poptuno
opruzeni lanci (eng. “brush”). Najoptimalnija konformacija monosloja je izmedu ove dve
konformacije [99].

Konformacija nasumic¢nog klupka javlja se u slu¢aju kada je gustina liganada vezanih za
povrdinu nanoclestica mala (kada je udaljenost izmedu dve taCke vezivanja liganada na
povrsinu, D, veca od Florijevog radijusa, R, ili kada je debljina monosloja, L, jednaka Florijevom

47



radijusu). Konformacije Cetke javlja se u suprotnom slu€aju, kada je D manje od R
Najoptimalnija konformacija monosloja je izmedu konformacije nasumicénog klupka i
konformacije Cetke (R~/D = 1) jer je izbegavanje adsorpcije proteina smanjivanjem nespecifi¢nih
interakcija sa njima najvece.

Florijev radijus predstavlja udaljenost terminalnog kraja lanca od tacke vezivanja.
Racuna se kao:

R = aN*"®
F

(3.2)
gde je a - duzina jednog monomera, N je broj monomernih jedinica po lancu, a koeficijent 3/5
(koji se najceScée koristi) sluzi da opiSe da se polimerni lanac nalazi u “dobrom” rastvaracu,
odnosno, pokazuje da je rastvorljivost polimera u ovom rastvara¢u dobra. U drugim slu¢ajevima,
koriste se drugi koeficijenti.

Udaljenost izmedu dve tacke vezivanja liganada na povrsinu, D, moze se izraCunati
aproksimiranjem AuNP kao sferne Cestice sa precnikom d i povrS§inom S. Pretpostavljajuci da je
prosecna povrsina po ligandu A = S/N pgg:

(3.3)

Teorijska debljina monosloja (sa potpuno izduzenim ligandima) i debljina monosloja
dobijenim iz simulacija racunaju se na nacin koji je opisan ranije, u sekciji 3.2.3.

lako ligandi koriséeni u ovoj disertaciji nisu Cisto polimerni, srediSnji deo liganada se
sastoji iz ponavljaju¢ih PEG jedinica. S obzirom na vaznost uticaja konformacije monosloja na
ponasanje funkcionalizovane nanocestice u fizioloSkoj sredini, jednadina za odredivanje
Florijevog radijusa je prilagodena kako bi se uzela u obzir heterogenost fragmenata koji ¢ine
jedan ligand.

S obzirom na to da je sredi$nji deo liganda svakako sacinjen od PEG monomera,
akcenat je bio na definisanju ostalih fragmenata koji se mogu aproksimirati kao monomerne
jedinice. Da bi se do toga doSlo, kroz simulacije je posmatrana struktura ostalih fragmenata. S
obzirom na to da je sastavni deo svakog liganda alkilni niz od 11 C atoma, primeéeno je da
dolazi do zna€ajnog savijanja fragmenta na njegovoj sredini. Niz od 5-6 C atoma je dovoljno
krut da moZe da se posmatra kao jedna monomerna jedinica. Takode, ono §to je zajednicko
svim ligandima koris¢enim u ovoj disertaciji jeste to da je na krajnju PEG monomernu jedinicu
vezan lek koji je ujedno terminalni kraj liganda. Ovaj terminalni kraj je aproskimiran kao
poslednja monomerna jedinica liganda.

Na primer:
Ligand koji nosi antitumorski lek Gemcitabin (GEM) sastoji se iz slede¢ih monomernih jedinica:

C5-C6-(PEG),-GEM
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Jedinice C5 i C6 su ugljovodoniéni nizovi od 5 i 6 ugljenikov atoma. Ove jedinice su
aproksimirane kao jedan tip (C5*) tako $to su prvo izraCunate duzine tih fragmenata (L(C5) =
6.6 A, L(C6)=6.4 A). S obzirom na malo odstupanje u duzini (i ponasanju fragmenta C11 tokom
simulacija gde je primeceno da dolazi do zna¢ajnog savijanja fragmenta skoro isklju€ivo na
njegovoj sredini izmedu atoma C5 i C6) kao duzina monomerne jedinice uzeta je srednja
vrednost duzine ovih fragmenata. PEG jedinice su ponavljaju¢e O-C-C strukture, dok je GEM
terminalni kraj liganda odnosno noseni lek Gemcitabin.

Da bi se izradunao Florijev radijus za ovakav heterogeni ligand, prvo je izracunat Florijev
radijus za jedan tip fragmenta.

U slu€aju liganda koji nosi Gemcitabin izraCunat je Florijev radijus za C5* monomernu
jedinicu (2 jedinice), zatim zasebno Florijev radijus za 6 PEG jedinica i konaéno Florijev radijus
za 1 GEM jedinicu. Konacan, tj. ukupan Florijev radijus dobijen je sabiranjem svih izraCunatih
vrednosti.

S obzirom na to da su neki od korid¢enih liganada hidrofobni (oni koji nose lekove), a
neki hidrofilni (pozadinski ligandi), a da su simulacije radene u vodi, koris§¢ena su dva razliCita
koeficijenta u jednacini. U slu¢aju hidrofobnih liganada koriséen je koeficijent od Vs, a u slu€aju
hidrofilnih liganada koeficijent od % .

Da bi se potvrdila tatnost proraduna, vrednost Florijevog radijusa koris¢ena za
izraCunavanje prose¢ne veli€ine nanoestice, i ovaj rezultat uporeden je sa prosecnom
veli¢inom nanocestice izracunate preko trajektorija na ranije opisan nacin.

Tabela 3.2. Uporedivanje veli¢ine nanoCestica izraCunatih preko Florijevog radijusa i preko trajektorija za
heterogene sisteme gde je odnos liganada koji nose lek naspram pozadinskih liganada 1:1.

Sistemi GEM11 NCL11 oQL11 PAN11
Veli¢ina nanocestice preko
Florijevog radijusa (nm) 10,14 9,87 9,45 10,32
Veli¢ina nanocestice preko
trajektorija (nm) 10,85 10,25 10,05 10,95
Odstupanje (nm) 0,71 0,38 0,6 0,63

Tabela 3.3. Uporedivanje veli€ine nanoCestica izraunatih preko Florijevog radijusa i preko trajektorija za
homogene sisteme gde je nanoCestica 100% pokrivena samo jednim tipom liganda koji nosi lek

Sistemi GEM100 NCL100 oQL100 PAN100
Veli¢ina nanocestice preko
Florijevog radijusa (nm) 10,44 9,60 9,56 10,40
Veli¢ina nanocestice preko
trajektorija (nm) 10,85 9,55 9,85 11,35
Odstupanje (nm) 0,41 0,05 0,29 0,95
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Eksperimentalno odredivanje veliCine funkcionalizovanih nanoCestica zlata DLS
metodom ima preciznost od £3 nm. Vrednosti u tabelama 3.2. i 3.3. ukazuju na to da je
odstupanje izmedu dva tipa prorauna minimalno i zadovoljavaju¢e. U slu€aju heterogeno
funkcionalizovanih  nanocCestica najve¢e odstupanje je 0,71 nm. Kod homogeno
funkcionalizovanih nanocestica najveée odstupanje kod Panobinostat sistema od 0,95 nm, dok
je u drugim sistemima manje od pola nanometra.

3.2.5. PovrsSina dostupna rastvaracu (SASA - Solvent Accessible
Surface Area)

PovrSina dostupna rastvaracu (SASA) opisuje deo povrsine sistema koji je dovoljno
izloZen rastvaracu tako da ispitivani molekuli mogu da interaguju sa molekulima rastvara¢a. Ove
interakcije imaju klju€¢nu ulogu u stabilizaciji strukture, rastvorljivosti molekula i imaju veliki uticaj
na ispoljavanje biolodke aktivnosti.

PovrSina dostupna rastvaraCu se racuna koris¢enjem algoritma “kotrljajuce lopte”
(“rolling ball” algorithm). Na ovaj nacin se molekul rastvarata aproksimira kao sfera koja se
kotrlja po Van der Valsovoj povrSini i mapira povrsinu kojoj moze da pristupi. S obzirom na to da
je u svim simulacijama rastvarac¢ voda, za veliginu sfere je uzeta tipi¢na vrednost od 1.4 A.

Ovaj parametar je izraCunat i za celu funkcionalizovanu nanocesticu, kao i za pojedine
fragmente kako bi se utvrdilo da li su oni adekvatno izlozeni, odnosno, da li su oni dostupni za
interakcije sa svojom okolinom. Ovo je posebno vazno za molekule leka koje nosi nanocestica.

3.2.6. IzloZenost leka / Dostupnost leka

Kako bi se pronasao optimalan dizajn, u smislu dostupnosti leka i izvodljivosti sinteze,
najbolje reSenje bi bilo da se tezi maksimalnoj koncentraciji leka dostupnoj rastvara¢u u odnosu
na ukupnu koncentraciju leka vezanog za nanocesticu, tako da je Sto veci broj molekula leka
dostupan za interakciju sa okolinom. Na taj nadin se omogucava da se maksimalno izrazi
bioloska aktivnost. Ovaj parametar se izraCunava kao odnos povrsine leka dostupne rastvaracu
i ukupne teorijske dostupne povrsine istog molekula leka.

Dostupnost leka je izuzetno vazna za procenu efikasnosti funkcionalizovane
nanocestice. Ligandi koji su kori¢eni za funkcionalizaciju zlatnih nanocestica su sintetisani u
projektu u okviru kog je radena disertacija. Lekovi su vezani na terminalnim krajevima liganada i
povezani su sa pH-osetljivim linkerima. Lek koji nije dostupan (sakriven je od rastvaraca i
generalno sredine u kojoj se nalazi) ne mozZe da se oslobodi niti da interaguje sa svojom
okolinom. Da bi se potvrdio teorijski proraéun, rezultat dobijen na ovaj nacin uporeden je sa
eksperimentalnom vredno$c¢u procenta leka koji se oslobada sa funkcionalizovane nanocestice.
Ovi eksperimenti su uradeni od strane kompanije ProChimia Surfaces. S obzirom na to da se u
simulacijama molekulske dinamike modeluje idealizovan sistem, i da se modeluje samo jedna
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nanocestica, rezultat dobijen na ovaj nacin predstavlja maksimalni procenat leka koji moze da
se oslobodi. Eksperimentalne vrednosti mogu biti jednake ili manje od toga.

Na primer, u slu€aju Kvinolinol sistema gde je nanoCestica funkcionalizovana ligandima
koji nose lek Kvinolinol i cviterjonskim pozadinskim ligandom u odnosu 1:1, pocetni broj
molekula u sistemu je 210. Teorijski izracunata vrednost dostupnosti leka uravnotezenog
sistema u vodi je 14.4 %, odnosno ~ 30 molekula leka. Eksperimentalno je odredeno da se
procenat leka koji se otpusta u sistemu od 4-10 % (~ 9-21 molekula leka).

3.2.7. Intramolekulske interakcije

Da bismo dobili detaljniji uvid u strukturu nanocestica, ispitivane su intramolekulske
interakcije koriS¢enjem softvera Discovery studio [106].
Interakcije su razvrstane u dva osnovna tipa:

- Povoljne: interakcije koje doprinose _stabilizaciji _strukture (vodoni¢ne veze,
elektrostatiCke interakcije izmedu parova suprotno naelektrisanih grupa, hidrofobne

interakcije i druge kao $to su interakcije sa halogenim elementima, interakcije izmedu
metalnih katjona i akceptora vodoni¢ne veze, interakcije sa atomima sumpora itd.).

- Nepovoljne: interakcije koje utiCu na destabilizaciju strukture (sterne smetnje (koje
nastaju usled interakcija atoma/grupa u bliskom kontaktu), odbijanje naelektrisanja

(izmedu isto naelektrisanih grupa), interakcije izmedu metalnog katjona i donora
vodoni¢ne veze, interakcije izmedu para donora ili akceptora u bliskom kontaktu).

3.2.8. Energija sistema

U svakom koraku simulacije raCunaju se ukupna energija, potencijalna energija i
kineticka energija.

Praéenje ovih vrednosti takode ukazuje na to da li je sistem uravnotezen (u ravnotezi,
promene energije treba da su male i ustaljene). Ako se javljaju iznenadni pikovi, to mozZe ukazati
na probleme sa protokolom simulacije, na loSu pocetnu strukturu, previse velik vremenski korak,
neprikladno odabrane parametre, itd.

Takode, medusobnim uporedivanjem ukupnih energija izmedu sistema moZe se dobiti
uvid u njihovu relativnu stabilnost, pod pretpostavkom da su sve simulacije pustane na isti
nacin, sa istim pocetnim uslovima.
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3.3. Procedura pripreme specifiCnih sistema i simulacija
odabranih funkcionalizovanih nanocCestica

3.3.1. Priprema sistema za ispitivanje strukture nanocCestica zlata
funkcionalizovanih homogenim monoslojem u vodenom rastvoru

U okviru ove disertacije, akcenat je bio na nanolesticama funkcionalizovanim
heterogenim monoslojem. Medutim, uvodenje viSe razliCitih tipova liganada unosi vecu
kompleknost u sistem i dovodi do novih tipova interakcija koje je teSko izolovati. Zbog toga je
prvi korak bio da se simuliraju nanoCestice sa homogenim monoslojem kako bi se jasnije video
uticaj uvodenja novog tipa liganda u sistem.

U ovoj grupi eksperimenata modelovana su dva tipa sistema:

1. nanocdestice zlata prec¢nika 5.5 nm funkcionalizovane samo API ligandom koji nosi lek
a) N-Kvinolinol (Kvinolinol je vezan za ligand preko azota) - NHQ
b) O-Kvinolinol (Kvinolinol je vezan za ligand preko kiseonika) - OQL
c) Vik-WYC
d) Niklozamid - NCL
e) Zileuton - ZIL
f) Gemcitabin - GEM
g) Panobinostat - PAN

2. nanocestice zlata funkcionalizovane samo pozadinskim ligandom razli¢itih duzina:
a) Pz2 - kratki
b) PegZ - sredniji
c) Pz4 - dugacki

Svi sistemi modelovani su na 310,15 K u vodenoj sredini (temperatura od 310,15 K
predstavlja fizioloSku temperaturu). Simulacije sistema koji nose lek pustane su 300 ns, dok su
simulacije sistema funkcionalizovanih samo pozadinskim ligandom pustane 200 ns. Strukture
ispitivanih liganada prikazane su u tabelama 3.4 i 3.5.

Tabela 3.4. Strukture ispitivanih API liganada.

TL _Nazw Struktura
Liganda

HS-C11-Peg X OH
6 j:‘gﬂ

API o O N0 on
-GemCItabln HSW\M/O\/\D/\\/O\/\O/\\/O\/\O/\\JO\/U\XHQ/&D

[GEM]
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HS-C11-Peg

O 0
6 HS/W\\/\/\/\O/\\/O\/\O/\/O\,/\O/\\/O\/\O/[LNHJLN S
API Zileuton on |
[ZIL]
0
HS-C11-Peg [{SW\N\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\W | 2
6 =
S
APL| Vike1s h
[WYC] i
HS-C11-Peg T N
API 6 Z
-N-KV'nOIanI HS\/\\/\/\M/O\/\O/\/O\/\O/\\/O\/\OAO/\H/:\—H
[NHQ] !
Cl
HS'C1 1 'Peg HgWWO/\/O\/\O/\/O\ﬁO/WO\ﬁo’@/
6 07 “NH
AP Niklozamid “
[NCL] g
oo
HS-C11-Peg _
API 6 "y
-O-Kvinolinol HSWOAV()%OAV()\/\OAV()%O
[oaL]
CI)H
O NH
HS-C11-Peg r
6
API | -Panobinost ‘ T
at HS\/\\/\/W\/O\/\O/\\/O\/\O/\/O\/\O/‘\/O\)LN
[PAN]
-z
NH
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Tabela 3.5. Strukture ispitivanih pozadinskih liganada.

TL Naziv Struktura
Liganda
PL P22 0 T
L N N N N -
z HS 0~ \/\f\\/ko
o] 0 ;9
PL PegZ HS o o /N\)LO_
, O
PL Pz6 I]S/\/\/\N\J\()/\\JO\,/\()/\/O\/\O/\/O\/\NQJ\ _
/ O

3.3.2. Priprema sistema za ispitivanje uticaja promene koncentracije
liganada na strukturu nanocestice funkcionalizovane heterogenim
monoslojem u vodenom rastvoru

Jedna od prednosti koriS¢enja nanoCestica kao nosaca antitumorskih lekova je Siroka
mogucnost njihovog funkcionalizovanja razli¢itim tipovima liganada. Odabirom liganada sa
razli¢itim fizicko-hemijskim karakteristikama moze se povecati hidrofilnost sistema, produziti
vreme cirkulacije itd. Ligandi koji ne nose lek, ve¢ sluze za modifikovanje ovih parametara zovu
se pozadinski ligandi. Dodavanjem viSe tipova liganada u jedan sistem gradi se heterogeni
monosloj. Medutum, ovo dodatno komplikuje sistem jer dovodi do stvaranja velikog broja novih
interakcija Ciji je uticaj na strukturu teSko predvideti.

Da bi se sistematski pristupilo ovoj problematici, grupe eksperimenta su osmidljene na
takav nacin da se u $to vecoj meri izoluje i ispita svaki pojedinacni uticaj zasebno.

Za ispitivanje uticaja promene koncentracije liganada na strukturu funkcionalizovane
nanocestice, simulirane su nanocestice zlata sa mesovitim monoslojem, odnosno, nanocestice
funkcionalizovane sa dva tipa tiolatnih liganada:

a) ligand koji sluZi kao nosac za lek (API)
b) cviterjonski pozadinski ligand (PL).

Modelovani su heterogeni sistemi sa cviterjonskim pozadinskim ligandom i API ligandom
u razli¢itim odnosima (API:PL+5:1-1:5). API ligandi su nosili antitumorske lekove Zileuton i
Gemcitabin. Strukture koriS¢enih liganada prikazane su u tabeli 3.6.

Cviterjonski pozadinski ligand je odabran zbog Sirokog opsega korisnih parametara kao
Sto su produzavanje vremena cirkulacije, smanjivanje verovatnoce adsorpcije proteine,
regulisanje povrsinskog naelektrisanja nanoCestice itd. [99-101]. Cviterjonski pozadinski ligandi
su koriS¢eni za najvecCi broj simulacija u okviru ove disertacije. U slu€ajevima gde postoji
odstupanje, bi¢e posebno naglaseno.
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Tabela 3.6. Strukture ispitivanih liganada.

L .Nazw Struktura
Liganda
HS-C11-Pegb o o
AP -Zileutong HSWO[\VO\/\O/\VO\/\Of\/O\/\OJ\NHU\IYJ\Eb
OH
I [ZIL]
HS-C11-Peg6 F oH
AIP -Gemcitabin o N\j:;}joH
[GEM] HSW\MO\/\O/\\/O\/\O/\\/OWO/\\/O\/U\XHQ/&O
o 0 . ©
e e e e T i
PL PegZ s 0~ O g~ \/\}N\)LO—

3.3.3. Priprema sistema za ispitivanje stabilnosti funkcionalizovane
nanocestice pod razli€itim uslovima

Funkcionalizovane nanocCestice moraju biti stabilne u fizioloSkim uslovima kako bi
ispunile svoju funkciju. Medutim, takode treba uzeti u obzir i jednostavnost njihove pripreme i
transporta. Stabilnost nanoCestica u vodenoj sredini i na sobnoj temperaturi je izuzeno pozeljna.
Stoga, u ovoj grupi eksperimenata, funkcionalizovane nanocestice su simulirane pri razli¢itim
uslovima:

1. Na 300 K u vodenoj sredini;

2. Na 300 K u fizioloSkoj sredini;

3. Na 310,15 K u vodenoj sredini;

4. 4. Na 310,15 K u fizioloSkoj sredini.

Detaljno modelovanje fizioloSke sredine bi bilo previse zahtevno i u ovom trenutku je
nemoguce simulirati je kao takvu. Za simulacije se koristi pojednostavljen sistem gde se
modeluje fizioloski rastvor koji sadrzi 0,15 M rastvor NaCl.

S obzirom na to da su neki od koris¢enih liganada naelektrisani, prvi korak je da se
ubace joni kako bi se kompenzovalo njihovo naelektrisanje. A kasnije je preracunato koliko Na* i
CI' jona treba dodati u rastvor da bi se postigla Zeljena koncentracija.
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Tabela 3.7. Strukture ispitivanih liganada.

TL .Nazw Struktura
Liganda
HS-C11-Peg6 F%{’:
APl | -Gemcitabin o N0 by
[GEM] HSWW\/ON/\O/\/O\/\O/\VOK/\O/\/O\/[Lxﬂq’gO
HS-C11-Pegb6 7
-O-Kvinolinol Ny
API
[OQL] HS/W/\/\/“O/\/O%O/“\/O&/\O/\VOK/\O
OH
0. NH
=
HS-C11-Peg6
API | -Panobinostat o
[PAN] HS\/‘\/\/\/\//\/O\/\O/\/O\/’\O/\/O\/\O/\/O\)LN
=
NH
0 0 ;9
P N N N N a
PL Pegz HS 0/\/ ‘\/\O/\\/ \/\}N\)LO_

3.3.4. Priprema sistema za ispitivanje uticaja veliCine, hidrofobnosti i
koncentracije leka u funkcionalizovanom monosloju na strukuturu

1.

2.

nanocCestice u vodenoj sredini

Za ispitivanje uticaja veli€ine, hidrofobnosti i koncentracije leka u funkcionalizovanom
monosloju na strukturu nanoCestice u vodenoj sredini, simulirane su nanoCestice zlata
funkcionalizovane sa dva tipa sistema:

NanocCestice zlata funkcionalizovane API ligandom koji nosi mali

Kvinolinol (API-OQL) | cviterjonskim pozadinskim ligandom PL),

Nanodestice zlata funkcionalizovane API

ligandom koji nosi veliki

Panobinostat (API-PAN) cviterjonskim pozadinskim ligandom (PL).
Kako bi se osiguralo da su sve razlike u strukturi monosloja isklju€ivo rezultat
fizicko-hemijskih osobina leka, veli€ina jezgra zlatnih nanocestica (5,5 nm), API ligandi koji nose
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lekove i pozadinski ligandi su bili identiéni u svim sistemima. Varirani su samo koriSc¢eni lek i
relativne koncentracije liganada kako bi se ispitao i efekat manjih promena u sastavu
monosloja. Sistemi su simulirani u vodenom rastvoru. Da bi se ispitao uticaj promene
koncentracije, odnosi liganada na povrsini nanocCestice varirani su u slede¢im odnosima:
API:PL=3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3. Strukture ispitivanih liganada prikazane su u tabeli 3.8.

Tabela 3.8. Strukture ispitivanih liganada.

Naziv

TL Liganda Struktura

HS-C11-Peg =
6 N
-O-Kvinolinol | gg—~ o~~~ O O g O

[oaQL]

API

OH

HS-C11-Peg
6

APl | -Panobinost o

at HS\/\\/\/\/\/\/O\/\O/\\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\)LN

[PAN]

, 0
PL PegZ N N e T N B
g HS o o /\I\)LO

3.3.5. Uticaj duzine pozadinskog liganda na strukturu

Kako bi se ispitao uticaj duzine pozadinskog liganda na strukturu monosloja u vodenoj
sredini, modelovane su nanocCestice zlata koje nose lekove razliCitih fiziCko-hemijskih
karakteristika u kombinaciji sa pozadinskim ligandima razli¢itih duzina.

Skracivanje/produzavanje liganda svakako dovodi do promena njegovih fizicko-hemijskih
osobina zbog toga Sto se time menja i njihova struktura. S obzirom na to da je cilj da se ispita
uticaj duzine, teznja je bila da se ove promene svedu na minimum. Drugim rec¢ima cilj je bio da
se odaberu takvi ligandi gde ¢e promene u strukturi funkcionalizovane nanocestice biti isklju€ivo
rezultat variranja duZine pozadisnkog liganda. Kako bismo to postigli, prilagodavanje duZine je
postignuto menjanjem broja ponavljaju¢ih O-C-C jedinica u sredini strukture (tabela 3.9.) Sto je
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dovoljno daleko i od mesta vezivanja na nanoCesticu i od terminalnog kraja liganda. Takode, s
obzirom na to da svi ligandi imaju ovu ponavljajucu jedinicu u svojoj strukturi, pretpostavlja se
da ta jedinica ima isti efekat kroz sve simulirane sisteme.

Lekovi koji su modelovani u ovoj grupi simulacija su Kvinolinol, Gemcitabin, WYC, Zorak,
Zileuton i Doksorubicin.

Tabela 3.9. Strukture ispitivanih liganada.

TL _Nazw Struktura
Liganda

HS-C11-Peg
4
API -Doksorubici HS. e~ Oy e O
0 0 o’\r
[DOX]

HS-C11-Peg
APl | -Vik215
[WYC]

HS-C11-Peg
API -Zorak
[ZOR] HS\/\/\/\/\\/“\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/:\—H

HS-C11-Peg 7 9
. P NN S 0 0 0 s E
APl | -Zileuton | 07T 0 0 g}g\{@

[ZIL]
PL Pz2 O + °
Z 3 N N TN N TN O TN T TN
HS 0 /rx\/go
o] o] ; ¢
PL Pegz M e e e NP ¢ M T v e N N Nl
eg HS 0 0 /N\)LO_
, O
PL Pz6 I]SW()WO\/\\()MO\/\()/\JO\/\\N-:’)J\ B
/ O
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3.3.6. Uticaj razli€itih konfiguracija monosloja na strukturu

funkcionalizovanih nanocestica

lako se tokom funkcionalizacije pazljivo razmatra detaljna struktura celog liganda i

njegove fiziCko-hemijske karakteristike, onog trenutka kada se nanoclestica nade u organizmu,
najvazniji aspekt je povrSina nanocestice jer je to deo sistema koji ¢elija “vidi” i sa kojim delom
interaguje. S obzirom na veliki broj razli¢itih konfiguracija koje monosloj moze da zauzme, u ovoQj
grupi eksperimenata akcenat je bio na uporedivanju ekstrema gde su razlike najvece:
nasumicne i janus konformacije.

Kako bi se ispitao ovaj uticaj, modelovani su sistemi koji nose izrazito hidrofoban lek

Kvinolinol, i hidrofilniji lek Gemcitabin. Oni su modelovani u kombinaciji sa cviterjonskim
ligandima razli¢itih duzina u nasumicnoj i u janus konformaciji. Lekovi razliCite hidrofobnosti i
veliine, i pozadinski ligandi razli¢itih duzina su modelovani kako bi se ovi uticaji eliminisali,
odnosno, kako bi se ispitale promene koje nastaju samo usled promene konformacije.

Tabela 3.10. Strukture ispitivanih liganada.

TL .Nazw Struktura
Liganda
OH
HS-C11-Peg F%ﬂﬁ
API 'GemCitabin O =N O Ol
[GEM] HSW\/‘\/\\/\/O\/\D/XVO\/\OA\/O\/\'OAVO\/[L'XHQAD
HS-C11-Peg a
API | -O-Kvinolinol Ny
[OQL] HSWWO/\WO‘\/\O/\VO\/\O/\VO‘/\O
PL Pz2 0 - 9
Z e e e e ey A g
HS 0 /rx\/go
0 0 ; 9
R L i N Y S e g N
PL PegZ HS 0 ) /N \)J\o"
, 0O
PL Pz6 I]S/\\/WW\O/\/O\/\D/\\/O\/\O/\UO\//\Ni)L -
/ O
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3.3.7. Uticaj veli€ine jezgra od zlata na strukturu funkcionalizovanih

nanocestica

Kako bi se ispitao uticaj veli€ine jezgra na strukturu monosloja modelovane su

funkcionalizovane nanocestice sa razli¢itim veli¢inama jezgra od zlata od 1 nm, 2,5 nm, 4 nmii
5,5 nm u precniku.

U prvoj grupi simulacija, modelovani su sistemi sa homogenim monoslojem (API

ligandom koji nosi lek WYC). Nakon toga modelovani su sistemi i sa heterogenim monoslojem
gde su koriS¢eni fluorescentni API i pozadinski ligand. S obzirom na veli€inu ovih sistema i
racunarski troSak ovih simulacija, za ovu grupu eksperimenta modelovane su veli€ine jezgra od
zlata od 2,5 i 5,5 nm. Strukture ispitivanih liganada prikazane su u tabeli 3.11.

Tabela 3.11. Strukture ispitivanih liganada.

L Lir:]aaz':\‘;a Struktura
(0]
HS-C11'P396 ”SWD/\/O\/\O/\/O\/\D/\/OW}\@
API -Vik215 N
[WYC] S
i
H o}
HSWD%OWO%OWO%OWOW:\'W}I\
0 H
CY5
F | .
VO
FPL CY5-PL HSW()/\/O\/&)”\/O\/\O/\/O\/’\O/YOH
0
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3.3.8. Fluorescentne nanocestice kao model sistemi u in vitro i in vivo

ispitivanjima

S obzirom na to da eksperimentalne metode koje se koriste u in vitro i in vivo

ispitivanjima ne poseduju dovoljnu rezoluciju i osetljivost, standardna praksa je da se za ovaj tip
eksperimenata koriste fluorescentne nanocestice koje je moguce ispitivati spektrofluorometrijom
ili drugim metodama zasnovanim na emisiji zraCenja u vidljivoj oblasti. Medutim, fluorescentni
molekuli imaju strukturu koja se znacajno razlikuje od molekula koji nemaju fluorescenciju. Zbog
toga se javlja pitanje, da li je ovo validan model? Odnosno, koliko se menjaju parametri celog
sistema uvodenjem fluorescentnog molekula? Kako bismo to ispitali, uporedili smo sisteme u
kojima je jedina razlika u terminalnom kraju API liganda, gde su lekovi vezani za ligand
zamenjeni fluorescentnim CY5 terminalnim krajem. Strukture uspitivanih liganada prikazane su

u tabeli 3.12.

Tabela 3.12. Strukture ispitivanih liganada

Nazi
TL . azlv Struktura
Liganda
H 0
HSAJWD%O\/“O%OMO/\VOMO’\T:(W}I\
o H
F CY5 )]
O
FPL CY5-PL IIS/\\/\\/\‘\/\\/\\/\O/\/O\/\O/‘\/O\/\()/\/O\/\O/YOH
(8]
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3.4. Ispitivanje fizioloSkog efekta stohastiCkim
reakciono-difuzionim simulacijama

Nakon simuliranja molekulske dinamike nanosistema i karakterizacije njihove strukture,
ispitivan je njihov fiziolo3ki efekat. Da bi se to postiglo, prvo je simuliran rast tumora. Kada tumor
naraste do zeljene veli€ine, uzimaju se odsecci tumora koji predstavljaju realisticne histoloske
scenarije. Pored parametara dobijenih iz Molekulske dinamike, ovi iselci sluze kao ulazni
parametri za stohasticke simulacije Sto ¢e biti opisano u narednoj sekciji.

3.4.1. Virtuelni tumor i iseCci tumora koji predstavljaju realisticne
histoloSke scenarije

Kao Sto je pomenuto, da bi se simulirao fizioloSki efekat, prvi korak je simuliranje
heterogenog tumora proZetog vaskulaturom.

Rast tumora u simulacijama se inicijalizuje od jedne c¢elije raka. Tumor raste dok ne
dostigne veli€inu od ~500000 celija i tada se simulacija zaustavlja. Zatim se iz takvog tumora,
uzimaju odsecci koji predstavljaju realistiChe histoloSke scenarije i koriste se kao ulazni
parametri za stohasticke simulacije. Da bi bilo odredeno koliko ¢elija treba da sadrzi svaki
iseCak, prvo je izraCunata minimalna udaljenost od krvnog suda za sve celije simuliranog
tumora, i ova vrednost je zatim koriS¢ena da se izraCuna udaljenost koja je dovoljna kako bi
nanosistemi stigli do 95% diferenciranih i matiCnih Celija raka, u odnosu na datu, maksimalnu
(neophodnu) dubinu prodiranja u tumor. | za homogen i za heterogen tumor, dobijeno je da je
ova vrednost 22 ¢elije [48]. Sli¢no je dobijeno u eksperimentalnom radu Jaina i Stylianopoilosa
[108].

3.4.2. Ispitivanje fizioloSkog efekta Kvinolinol nanosistema

Nanocestice funcionalizovane API ligandima koji nose Kvinolinol su eksperimentalno
sintetisane i okarakterisane (ProChimia Surfaces, Poljska), i njihova efikasnost je ispitivana u in
vitro (IMDEA, Spanija) i in vivo (VHIR, Spanija) modelima. In silico karakterizacija je uradena u
okviru ove disertacije. Na osnovu dobijenih podataka, in silico dobijeni rezultati su uporedeni sa
eksperimentalnim vrednostima.

Nazalost, eksperimentalno je pokazano da ovi nanosistemi nemaju zadovoljavajuc
fizioloSki efekat. Pretpostavka je bila da je uzrok tome to $to ne dolazi do njihovog ulazenja
nanosistema u Celije. Da bismo to proverili, simulirani su Kvinlinol sistemi gde je konstanta
asocijacije izmedu nanosistema i Celije postavljena na izuzetno malu vrednost (pretpostavka je
da nanosistem ne ulazi u ¢éeliju, ili ulazi u zanemarljivo maloj koncentraciji, Ka<<Kd), i simulacije
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gde nanosistemi ulaze u ¢eliju. Takode, simulirani su sistemi sa dve razli€ite injektovane doze.
Svi kori§¢eni parametri i njihove vrednosti dati su u tabeli 3.13.

Tabela 3.13. KoriSéene vrednosti parametara.

ID Injektovana doza 43.5/435
UM
PID Procenat injektovane doze koja stize do tumora 1%
W TeZina misa 20g
S Karakteristi¢na duZzina celije 10 um
L Neophodna dubina penetracije u tumor kako bi se postigao efekat 220 um
V; Zapremina tumora 125 mm?
M Molarna masa API liganda 596 g/mol
E Ukupan broj noSenih lekova po nanosistemu 210
D Koeficijent difuzije 4.2e-7
cm?/s
E, Dostupan broj lekova po nanosistemu 30
K, Konstanta asocijacije 10e2/10e5
NPO Koli¢ina nanosistema koja se oslobada iz vaskulature i dospeva do 43916
tumora
NPyax (€elija . . . . . e _
raka) Broj nanosistema neophodnih da ubiju jednu ¢eliju raka (IC50= 34 uM) 682
NPyax (mati€na Broj nanosistema neophodnih da ubiju jednu mati¢nu Celiju raka 381
¢elija raka) (IC50= 19 uM)

3.4.3. Najmanja injektovana doza i vaznost parametra dostupnosti
leka - primer Niklozamid sistema

Najoptimalnija doza bi bila najmanja doza dovoljna da ubije sve ¢elije raka i mati¢ne
Celije raka. Da bi se ta vrednost utvrdila, simulirani su Niklozamid sistemi sa po¢etnom
injektovanom dozom 150 pL intravenozno gde je koncentracija nanoCestica 1,2E+14/mL sa
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koncentracijom liganada od 1 yM. Koncentracija je poveéavana postupno do trenutka kada je
ubijeno 95% celija raka i mati¢nih ¢elija raka. Simulacije sa odredenom dozom ponavljane su
pet puta i broj ubijenih ¢elija izraCunat je kao prosek u svim simulacijama.

Za odredivanje eksperimentalne injektovane doze uzima se teorijska, apsolutna
koncentracija leka u sistemu. Apsolutna koncentracija odnosi se na ukupnu koli€inu leka u
sistemu, odnosno pretpostavlja se da je dostupnost leka 100%. S druge strane, simulacijama
molekulske dinamike je utvrdeno da nije sva koli€ina leka u sistemu dostupna za interakcije sa
sredinom. Da bi se utvrdilo koliko je vazno precizno odredivanje ovog parametra, simulacije su
pustane na sledeéi nacin:

1. Utvrdena je minimalna injektovana doza za sisteme sa apsoluthom koncentracijom leka
u sistemu.

2. Dobijena injektovana doza je koriS¢ena za ispitivanje efekta nanosistema sa
vrednostima broja noSenih lekova dobijenih iz simulacija molekulske dinamike (%,
Dostupnost leka).

3. Utvrdena je najmanja injektovana doza za sistem sa vrednostima nosenih lekova
dobijenih iz simulacija molekulske dinamike.

3.4.4. Relativan uticaj parametara nanosistema na krajnji fizioloski
efekat

U uvodu je re€eno da je eksperimentalna karakterizacija nanocestica Cesto tedka i
zahtevna. Simulacijama molekulske dinamike je takode pokazano da na molekulskom nivou €ak
i male promene u sastavu mogu prouzrokovati velike promene u konacnoj strukturi
nanosistema. Medutim, postavlja se pitanje, koliki je uticaj promena ovih parametara na krajniji
fizioloSki efekat. Da bi se to ispitalo, uradena je analiza osetljivosti modela.

Ako se pogledaju jednacine 1.2 i 1.3 u sekciji 2.3.2. moze se videti da se svi parametri
nanosistema koriste za proracun ili NPO ili NP,y S obzirom na to da oba parametra figuriraju u
krajnjem rezultatu, njihov doprinos se ne moze izolovati i okarakterisati individualno. Zbog toga
su pustane simulacije gde su varirani odnosi ova dva parametra kako bi se ispitao njihov uticaj
na konacani efekat.

NPuax vrednost je bila konstanta (NP,,.x =100), dok su se NPO vrednosti menjale (NPO =
1000, 2000, 3000, 4000,...,10000). Kod obe grupe simulacija je posmatrano koliko ima ubijenih
Celija raka na kraju simulacije. Analiza je uradena na primeru homogenog tumora.

Nakon toga je radena analiza osetljivosti NPO i NP,,.x jednacina tako $to su svi parametri
osim jednog drzani konstantnim. Cilj je bio da se ispita koliko promena vrednosti jednog od
parametara ima uticaj na promenu vrednosti NPO ili NP,,.x. Vrednosti parametara menjane su
postupno za 1% u opsegu od 0-10%, i za 10% u opsegu od 10-100%. Nakon toga je izraCunata
standardna devijacija dobijenih rezultata. Ispitivani su samo oni parametri koji se odnose na
opis nanosistema.
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3.5. Rezistentnost tumora i optimizacija tretmana koriS¢enjem
vestacke inteligencije

Svi eksperimenti u ovoj disertaciji do sada su imali istu teorijsku pozadinu: zna se krajniji
cilj (tip tumora) Sto daje informacije o leku koji treba primeniti. Takode su poznate prepreke koje
lek treba da savlada da bi do$ao do ciljnog mesta. U skladu sa tim, eksperimenti su osmisljeni
sa ciliem da se dobije odgovor na pitanje kako funkcionalizovati nanoc€esticu da bi se dobila
Zeljena struktura koja bi omogucila kontrolu ponaSanja nanosistema u organizmu, odnosno,
kako funkcionalizovati nanocesticu da se savladaju bioloSke prepreke i lek dostavi na ciljno
mesto. U okviru ove disertacije ispitano je nekoliko razli¢itih uticaja (hidrofobnost, relativha
koncentracija liganada u sistemu, duzZina liganada, veli€ina jezgra od zlata, uticaj pocetne
konfiguracije) kako bi se doslo do korisnih smernica za dizajn nanosistema. Proces ispitivanja
ovih uticaja zahtevao je Ccetiri godine pusStanja simulacija molekulske dinamike na
superkompjuteru. Eksperimentalno, trajalo bi zna€ajno duze, i takode bi bilo izuzetno skupo, sve
pod uslovom da eksperimentalne tehnike uopste imaju zadovoljavaju¢u rezoluciju. Medutim,
iako ovaj tip simulacija zna€ajno ubrzava proces, postoji izuzetno veliki broj razli€itih parametara
i kombinacija parametara koji nisu ispitani, i ispitivanje svih njih bi trajalo godinama. A sve je to
u sluaju da nasSa meta, odnosno ciljno mesto ostaje nepromenljivo u vremenu.

U uvodu je pomenuto da su tumori heterogene strukture i mogu brzo da steknu
rezistenciju na primenjenu terapiju. Terapije mogu dovesti do znacajne regresije tumora, ali
efekat je Cesto kratkotrajan i rak evoluira i postaje otporan u roku od nekoliko meseci [109,110].
Rezistencija na tretman se razvija preko dva glavna mehanizma: (i) selekcijom ve¢ postojecih
rezistentnih ¢&elija i (ii) pojavom rezistentnih ¢éelija raka koje nastavljaju da evoluiraju pod
selektivnim pritiskom [111]. Ukratko, da bismo dizajnirali efikasan tretman prilagoden
specificnom tumoru, suoavamo se sa ogromnim prostorom mogucih stanja koje stvaraju: (i)
razliiti lekovi za ciljanje specifiCnih Celija raka, (ii) nanosistemi koji mogu da modifikuju
fizicko-hemijska svojstva tih lekova (iii) heterogen i visoko prilagodljiv tumor koji moze brzo da
postane otporan na primarnu terapiju, i (iv) pojedinosti specific(ne za tretman, kao $to su
koncentracija i raspored doza. lako nam simulacije molekulske dinamike sigurno mogu pomodi
da donosimo informativne odluke, testiranje svih mogucénosti na ovaj nacin je nemoguce. Nacin
da se pristupi reSavanju problema je koriScenja algoritama vesStacke inteligencije, konkretno
evolutivhog pristupa otvorenog tipa sto je uradeno u narednim eksperimentima. Takode, za ove
eksperimente koris¢eno je modelovanje zasnovano na agentima. Ova razmatranja, kao i
rezultati eksperimenta objavljeni su u ¢asopisu BioSystems [112]. Ovo istrazivanje uradeno je u
saradnji naSe grupe sa istrazivackim grupama iz Bristola (University of West England i Bristol
University).

Evolutivni algoritmi koriste reSenja zasnovana na bioloSkoj evoluciji kao Sto su
reprodukcija, mutacija, rekombinacija i selekcija. U evolutivhim algoritmima, svaka jedinka u
populaciji simuliranih agenata varira (koris¢enjem razli€itih raCunarskih rutina za mutacija i
rekombinacije), skup promenljivih parametara kojima je definisana. Vrednosti tih parametara
definidu trenutni poloZaj agenta u N-dimenzionalnom adaptivnhom prostoru. Adaptivni prostor se
definiSe na takav nacin da predstavlja skup svih teorijski mogucih reSenja problema za koiji je
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dizajniran evolutivni algoritam. Mutacijama i rekombinacijama svaki simulirani agent pretrazuje
adaptivni prostor i na taj nacin predstavlja potencijalno resenje datog problema. Za svaku
individuu u sistemu se raCuna adaptivna vrednost (fitnes) funkcija (pogodnost) koja odreduje
kvalitet reSenja, odnosno, selektuju se najpogodnije individue za sledeéu generaciju, dok one
loSe umiru. U klasi€nom pristupu fithes se odreduje predefinisanom formulom koja obuhvata
parametre koji treba da evoluiraju. Za re$avanje navedenog problema to nije optimalno reSenje.
Umesto toga, ovde je fitnes funkcija definisana iskljucivo preko efekta kojeg treba ostvariti.

3.5.1. Arhitektura modela

Kreiran je sistem nano-agenata koji ne intereaguju medusobno i mogu da evoluiraju u
toku simulacije. Oni se nalaze u okruzenju i zdravih Celija i Celija raka. S obzirom na to da tumor
moZze da se prilagodi i samim tim postane otporan na nano-agente, adaptivni prostor
nano-agenata je pod stalnim modifikacijama, tako da se kontekst u kom se deSava njihova
evolucija kontinualno menja. Kao rezultat, populacija nano-agenata se preoblikuje i stvara
heterogenu populaciju specijalizovanih grupa jedinki optimizovanih za pracenje i ubijanje
razli€itih fenotipa Celija raka. Za ove eksperimente koriS¢ena je Mesa, platforma za modelovanje
zasnovano na agentima [113]. Simulacije su se odvijale u 2D mrezi naseljenoj sa tri tipa ¢elijskih
agenata (Celije raka — CC (Cancer Cell); mati¢ne celije raka — CSC (Cancer Stem Cell);
zdrave Celije — HC (Healthy Cell)) i nano-agentima (nanosistemima) — NA. ViSe agenata moze
zauzeti istu lokaciju u mrezi.

Opis agenata:

Celijski agenti: Svi ¢elijski agenti su nepomi¢ni. CC i CSC mogu da mutiraju sa malom
verovatno¢om. Mutiranjem oni menjaju svoja "vidljiva" svojstva preko kojih ih nano-agenti mogu
prepoznati. Tumor moze da raste kroz deobu CC i CSC. U scenarijima sa tumorom koji raste,
nakon svakog vremenskog koraka, ¢elije tumora se dele odredenom verovatno¢om (koja se u
daljem tekstu naziva ,stopa rasta®) ako u njihovom neposrednom okruzenju postoje slobodna
mesta. Zdrave celije (HC) mogu biti ubijene, ali ne mutiraju ili rastu.

Nano-agenti (nanosistemi): Nano-agenti mogu da se krec¢u, napadaju, posmatraju i pamte
svoje okruzenje. Mogu pokazati dve vrste ponasanja. Oni mogu ili pokuSati da ubiju celijske
agente ili da inhibiraju njihovu deobu. Broj svakog tipa agenata se odreduje na pocetku
simulacije (tabela 3.12). Na poc&etku simulacije, nano-agenti nemaju nikakvo znanje o okruZenju
tako da oni ne prepoznaju nijednu vrstu celijskih agenata. Kretanje: U svakom vremenskom
koraku svaki nano-agent se nasumic¢no krece unutar 2D mrezZe. Parametar brzine odreduje
koliko daleko moze i¢i. Posmatranje i uéenje: Nakon pomeranja, nano-agent posmatra svoje
okruzenje, koje je, u ovoj verziji, ograniCeno samo na celiju do koje je nano-agent doSao.
Posmatranjem, nano-agent proverava vidljiva svojstva Celijskog agenta sa kojim deli lokaciju i
uporeduje ih sa onima uskladiStenim u svojoj memoriji. Ako naide na nepoznatu celiju,
nano-agent pamti njena svojstva. Memorija je kona¢na i njena veli€ina se nasumi¢no bira u
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opsegu 1-3 (npr. ako je veliCina memorije 3, to omogucava skladiStenje do tri vidljiva svojstva).
Ako je memorija puna, nova informacija istiskuje najstariju postoje¢u. Napad na tumor i zdrave
¢elije: Kada je NA na istoj lokaciji kao i ¢elija, prolazi kroz niz stanja opisanih na slici 3.21. NA
¢e pokusati da ubije ili inhibira deobu celije samo ako je nau€io da je prepoznaje. Posto je cilj da
se virtuelno razviju potencijalne strategije le€enja, nakon poku$aja da napadnu celiju, NA ne
nestaju ve¢ nastavljaju sa kretanjem u slede¢em vremenskom koraku. Da bi razlikovao relativnu
vaznost celija, NA dobija +1 poen za ubijanje ili zaustavljanje deobe CC, -1 poen za HC i +5
poena za CSC. Ako NA naide na ve¢ memorisanu cCeliju, vezivanje je definisano odredenom
verovatno¢om p,. U suprotnom, verovatno¢a vezivanja se smanjuje mnozenjem sa faktorom ¢
kojim mozemo fino podesiti ,radoznalost® NA u istrazivanju okruzenja.

pomerio se na praznu
celiju

Kretanje
NA

stao na éeliju koju
je prepoznao

stajanje na
¢eliji

Slika 3.21. Dijagram stanja koji opisuje ponaSanje nano-agenata nakon prepoznavanja cCelije raka: p, -
verovatnoc¢a vezivanja za celiju; py - verovatno¢a odvajanja od ¢elije; pi - verovatno¢a internalizacije
(ulaska) u ¢eliju.

Rezistencija tumora: Nasumi¢no odabrana subpopulacija tumorskih celija je delimi¢no
rezistentna na NA, dodavanjem modifikatora rezistencije na njih. Podrazumevana veli€ina
subpopulacije je 10% od ukupnog broja tumorskih éelija. Nakon interakcije sa NA, rezistentna
Celija moze da modifikuje jedno od sledecih svojstava NA: vezivanje (p,), disocijacija (p,),
internalizacija (ulazak u celije) (p;), ubijanje (p,) i inhibicija deobe (p,,). Tano svojstvo na koje je
Celijski agent rezistentan se nasumiéno odreduje na poc¢etku simulacije. Jacina rezistencije se
nasumic¢no bira u intervalu 30-80%. To znaci da se pri interakciji izmedu rezistentne cCelije i
nano-agenta, odgovarajuce svojstvo nano-agenta smanjuje za izabrani procenat. Ako se celije
podele, rezistentnost se prenosi na sledeéu generaciju. Sve matic¢ne celije raka (CSC) su
delimiéno otporne na ubijanje i inhibiciju deobe, nasumi¢no biraju¢i jaCinu rezistencije u
zadatom intervalu od 50-80%, na poCetku simulacije.
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Evolucija nano-agenata: Kada NA ubije Celijskog agenta, dodeljuju mu se pozitivni ili negativni
poeni (opisano gore). Ucinak svakog NA se meri nakon 10 vremenskih koraka uporedivanjem
prikuplienih poena. Pet procenata najboljih individua se duplira, a isti procenat najlosijih
eliminiSe. Stoga, veli€ina populacije NA ostaje konstantna. Srednjih pet procenata preostalih NA
je mutirano. Promenljiva svojstva su brzina, veli€ina memorije, verovatnoée asocijacije,
disocijacije i internalizacije (ulaska u celije), kao i ponaSanje (inhibiraju deobu celije ili ubijaju
¢eliju). Da bi se uporedile razli¢ite simulacije, definisana je opSsta fintes funkcija:

F(NA) = S HC/(rY. CSC + ¥ CC) (3.4)

Gde je r=5 relativna vaznost, §to daje prednost nano-agentima koji ubijaju mati¢ne celije raka.

Metastaze: S obzirom na to da mati¢na ¢elija raka (CSC) pokreée metastazu [114], primenjena
je pojednostavljena mera metastaze kao dodatno numeri¢ko svojstvo ,odvajanja“ agenta CSC
(d). U svakom koraku, CSC ¢e napustiti tumor sa verovatnoéom od 10%. Ako CSC ode, ocena
metastaza se povecava za 1.

3.5.2. PodeSavanje simulacija

Dva glavna cilja kod ovog tipa modelovanja su:
1. Dallisu, i u kojoj meri NA sposobne da se nose sa tumorom koji evoluira (mutira);
2. Da li spontano evoluirana kombinovana terapija moze biti efikasnija u odnosu na
uopstenu terapiju.

Da bi se to ispitalo, napravljene su tri klase NA:

1. NA? - nano-agenti koji ne mogu da uce. Oni mogu da prepoznaju i napadnu samo
inicijalne (nemutirane) ¢elije raka. Ekvivalent u realnosti je le€enje pojedinacnim
antitumorskim lekovima koji su specijalizovani za jedan tip tumora;

2. NAE - nano-agenti koji evoluiraju;

3. NA® - nano-agenti koji napadaju sve celije (i zdrave i Celije raka), sa blagom
pristrasnoséu ka ¢elijama raka. Ekvivalent u realnosti je leCenje citostaticima.

Da bi se predstavilo oslobadanje nanoclestica kroz krvotok, NA se ubrizgavaju n

nasumic¢no odabranih lokacija u mrezi. Nakon injektovanja, agenti disperguju kroz mrezu
brzinom s.
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Tabela 3.14. Parametri koriS¢eni u simulacijama. p, - verovatnoa asocijacije, py - verovatnoca
disasocijacije, p; - verovatnoéa ulaska u celiju, p, - verovatno¢a ubijanja, psy - verovatnoc¢a inhibiranja
Celijske deobe

Opis Vrednost
Veli¢ina mreze 35x35
Pocetni broj ¢elija raka (CC) 297
Pocetni broj maticnih celija raka (CSC) 3
Pocetni broj zdravih celija (HC) 925
Veli€ina populacije nano-agenata (NA) 500
Verovatno¢a mutacija za CC i CSC 0,1
Brzina rasta CC i CSC 0,01; 0,005; 0,001
Radoznalost (c) 0,5
Odvajanje (d) 10%
Broj mesta injektovanja (n) 5
Opseg brzina 1-5
Pas Pa» Pis Pxs Psg Za NAC koje napadaju CC 0,7;0,5;0,7;0,7;0,7; 0,7
Pa» Pa» Pis P Psa Z8 NA® koje napadaju HC 0,5; 0,5; 0,5; 0,5; 0,5; 0,5

Kako bi se izbegla nestabilnost koja proizilazi iz stohasti¢kih modela, uradena je analiza
konzistentnosti, ¢ime je utvrdeno koliko puta treba ponoviti svaki eksperiment (oznaceno kao
€*). Analizirani su uzorci od 1, 5, 50, 100, 150 i 200 ponavljanja. Za svaku veli¢inu uzorka
napravljene su grupe distribucija veliCine 20, koje su generisane koriS¢enjem istog fiksnog
skupa vrednosti parametara i koje sadrZe identiCan broj simulacionih uzoraka. Tako, na primer,
veliCina uzorka 100, znaci da je za svaku od 20 grupa distribucija izracunato 100 ponavljanja
(8to daje ukupno 2000 ponavljanja). Zatim, da bi se uporedile distribucije unutar jedne grupe,
uraden je Vargha—Delaney A test [115] koji meri jadinu efekta nasumiénih varijacija. A test
uporeduje distribucije dve populacije i daje vrednost u opsegu 0-1 koja opisuje verovatnoéu da
je nasumi¢no odabran uzorak uzet iz populacije A veéi od nasumi¢no odabranog uzorka iz
populacije B. Vrednost od 0,5 ukazuje da izmedu njih nema razlike, dok vrednosti od 0,71
ukazuju na “veliku” razliku izmedu distribucije. Kao prihvatljiv nivo vrednosti za “male razlike”
koriséena je vrednost od 0,56. Minimalna veli¢ina uzorka gde je max A veligina ispod 0,56 za
sva testirana ponavljanja (do 1000 koraka) i za oba scenarija (static¢ki tumor i tumor koji raste) je
e*=200 (slika 3.22). Stoga, svi rezultati predstavljaju prosek 200 ponavljanja.
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Slika 3.22. Rezultati A testa za do 1000 ponavljanja. Za svaku veli¢inu uzorka uraden je A test nakon 50,
100, 250, 300, 500 i 1000 vremenskih koraka (crne tacke).

3.5.2.1. Homogeni tumor koji ne evoluira

Da bi se testirala osnovna dinamika nano-agenata, prvo je simulirano njihovo ponasanje
u najjednostavnijem scenariju tumora: homogeni tumor koji ne evoluira. Ovde ¢elije raka ne
mogu da mutiraju i nemaju modifikatore rezistencije. U kombinaciji sa NA agentima ovo
predstavlja minimalno podeSavanje naseg modela.

3.5.2.2. Rezistencija tumora

Prethodni scenario tumora je krajnje nerealan. Pravi tumori nisu homogene mase
identi€nih ¢elija. Zapravo, glavni ograniCavajuéi faktor u le€enju pacijenata sa rakom jeste
rezistencija na lekove, koja potiCe od heterogenosti tumora [116]. Rezistentnost tumora se moze
podeliti u dve kategorije: 1) inherentna rezistentnost (kao rezultat ve¢ postojec¢ih rezistentnih
Celija u tumoru, pre tretmana lekovima) i 2) steCena rezistentnost (razvijena tokom ili posle
terapije ili genetskim promenama u mikrookruzenju tumora). Zbog toga su uradeni eksperimenti
da ispitaju u kojoj meri evolucija nano-agenata otvorenog tipa moze da se Koristi za
modelovanje oba tipa rezistencije.

U ovoj grupi eksperimenata simulirane su evolucije sve tri klase nano-agenata u ftri
scenarija tumora:

1) Heterogeni tumor koji ne evoluira (¢elije raka ne mogu da mutiraju) i 10% celija raka je
delimiéno rezistentno);

2) Homogeni tumor koji evoluira (Celije raka mogu da mutiraju i nemaju modifikatore
rezistentnosti);

3) Heterogeni tumor koji evoluira (¢elije raka mogu da mutiraju i 10% ¢elija je delimi¢no
otporno).
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U modelu, mutacije éelija raka menjaju njihov fenotip, tako da mogu da izbegnu
prepoznavanje od strane NA. Stoga, prvi scenario predstavlja tumor samo sa inherentnom
rezistencijom, drugi scenario predstavlja homogeni tumor samo sa ste¢enom rezistencijom, dok
treCi scenario predstavlja realistiniji scenario tumora sa inherentnom i ste€enom rezistencijom.

3.5.2.3. Tumor koji raste

Da bi se ispitalo da li ¢e tumor koji raste zna¢ajno promeniti ishod tretmana sa NA,
simuliran je heterogen, evoluirajuci tumor sa sledeéim stopama rasta: 0,01, 0,005 i 0,0001.
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4. Rezultati i diskusija

4.1. Simulacije molekulske dinamike

4.1.1. Ispitivanje uticaja veli€ine, hidrofobnosti i koncentracije leka u
funkcionalizovanom monosloju na strukturu nanocestica u vodenoj
sredini

Da li funkcionalizovane nanocestice zlata mogu biti univerzalni nosaci lekova?

U uvodu je pomenuto da je jedna od prednosti koriS8¢enja zlatnih nanocestica Sirok
opseg mogucénosti njihovog funkcionalizovanja (dodavanjem velikog broja razli¢itih liganada i/ili
razli€itih tipova liganada). Funkcionalizacija stvara monosloj koji menja fiziCko-hemijske osobine
Zlatne povrsine. To zna€i da najveci uticaj na ponasanje nanocestice zlata u organizmu nema
samo zlato, ve¢ stvoreni monosloj. U teoriji, ova Cc&injenica omogucava “programiranje”
fizioloSkog efekta nanocestica u organizmu: biranjem liganada sa specifi¢nim fizicko-hemijskim
osobinama mozemo sintetisati nanogesticu koja na ocekivani nacin intereaguje sa svojom
sredinom i dostavlja lek isklju€ivo na ciljno mesto. Tako se npr. cviterjonski ligandi koriste radi
produzavanja vremena cirkulacije, smanjivanja nespecifi¢nih interakcija sa proteinima ¢ime se
smanjuje verovatnoca stvaranja proteinske korone, regulisanja povrsinskog naelektrisanja
nanocCestice, itd. S obzirom na to da je vecina antitumorskih lekova hidrofobna, polarni
pozadinski ligandi mogu se uvesti za povec¢anje rastvorljivosti sistema. Medutim, ono $to se
ovde zanemaruje su interakcije izmedu liganada kao i interakcije izmedu liganada i sredine u
kojoj se nalazi nanoCestica, a one ¢e definisati uravnotezenu strukturu i samim tim biolosku
aktivnost datih nanosistema. Namece se pitanje, da |i se ‘“izolovano” poznavanje
fizicko-hemijskih svojstava odabranog liganada moze univerzalno Koristiti za dostavu bilo kog
leka?

Prva grupa simulacija u okviru ove disertacije je posvecena istrazivanju ovog pitanja.
Rezultati ovih simulacija su objavljeni u ¢asopisu BioSystems [107].

Da bi se osiguralo da su sve razlike u strukturi monosloja isklju€ivo rezultat
fizicko-hemijskih osobina leka, modelovani su sistemi koji su sastavljeni od jezgra od zlata istog
pre¢nika, funkcionalizovani identiénim API i pozadinskim ligandima (strukture i detalji su dati u
sekciji 3.3.1, u tabeli 3.14). Jedina promenljiva u strukturi bio je no3eni lek: koriséen je ili mali
hidrofobni lek Kvinolinol ili dosta vecéi i hidrofilniji lek Panobinostat. Kako bi se ispitao uticaj
relativne koncentracije vezanih APl i pozadinskih liganada (PL) na povrsini, dodatno su
simulirani sistemi medu kojima je jedina razlika njihov poCetni odnos, i to u slede¢im odnosima:
API:PL=3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3.

Radi lakSe identifikacije, u tekstu ¢e sistemi koje sadrZze Panobinostat biti obeleZeni sa
“PAN”, a sistemi sa Kvinolinolom sa “OQL". Ove oznake ¢e biti pracene brojevima koji opisuju
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API:PL odnos. Na primer, PAN31 opisuje zlatnu nanocesticu funkcionalizovanu API ligandom
koji nosi Panobinostat i cviterjonskim pozadinskim ligandom u odnosu 3:1.

Kvinolinol sistemi - uticaj relativhe koncentracije liganada na povrsini
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Slika 4.1. Slike simulacija i RDF grafici OQL sistema. Slike uravnotezenih struktura iz simulacija za
OAQL sisteme gde je API:PL odnos 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3 i RDF grafici za (s leva na desno): monosloj, lek,
terminalni kraj pozadinskog liganda. Na slikama je API ligand koji nosi lek obojen sivo, Kvinolinol je
obojen crveno, pozadinski ligand obojen je svetlo plavo sa tamno plavim terminalnim krajem.

RDF analiza pokazuje da se distribucija gustine monosloja ne razlikuje zna¢ajno medu
sistemima (slika 4.1). Ovo je oclekivan rezultat s obzirom na to da su svi sistemi
funkcionalizovani istim ligandima. U u slu€aju cviterjonskog terminalnog kraja, najvec¢a gustina
se nalazi na oko 55 A od centralnog atoma jezgra od zlata, odnosno, nalazi sa na samoj
povrSini nanocCestice u kontaktu sa rastvaraCem. PovrSina ispod krive se proporcionalno
povecava sa porastom koncentracije pozadinskog liganda. Slike simulacija (slika 4.1) se slazu
sa ovim zapazanjima. OCcigledno je da hidrofilni pozadinski ligandi imaju tendenciju da
-Pokrivaju“ hidrofobni lek. Za manje koncentracije leka (npr. OQL12, OQL13), povrSina u
kontaktu sa rastvaratem je gotovo u potpunosti prekrivena pozadinskim ligandima. Dodatna
potvrda je RDF grafik za manje koncentracije leka gde se mozZe videti da je njegova prosecna
gustina locirana blizu povrsine zlata. | ovo je u skladu sa oCekivanjima: hidrofobni lek tezi da se
“sakrije” od vode. Fleksibilni API ligand ovo omoguéava savijanjem ka povrsini, dok se hidrofilni
pozadinski ligand izduZuje ka rastvaracu.

S druge strane, sa povecanjem koncentracije Kvinolinola, na RDF grafiku se moze videti
da se pikovi Sire i javlja se novi ,maksimum® koji je blize rastvaracu. Mogucéi razlog mogao bi biti
taj Sto savijeni ligandi zauzimaju vecu zapreminu blizu povrsine zlata u odnosu na izduzene
ligande. Dakle, sa povecanjem koncentracije API liganda, nema dovoljno mesta za sve ligande
u blizini povrSine zlata. Kao rezultat, neki od njih su prisilieni da se istegnu ka povrsini u
kontaktu sa rastvaraem. Pored toga, iako polarni pozadinski ligandi teze da “pokriju” hidrofobni
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lek, u simuliranim sistemima oni su dosta kra¢i od API liganada i samim tim pri nizim PL
koncentracijama to fizi¢ki nije moguce.

— Q:PL=3:1

1.0 4

RDF

Udaljenost_(Ang)

Slika 4.2. RDF grafik vode za simulirane sisteme. Radi preglednosti grafika, API ligand koji nosi
Kvinolinol je obelezen sa OQL.

Na koji nacin odnos API i pozadinskog liganda uti€e na dubinu prodiranja vode u
monosloj prikazano je na slici 4.2. Prodiranje vode se povecava sledeéim redosledom: OQL31 <
0QL21 < OQL11 < 0QL12 < OQL13. Posto savijeni API ligandi zauzimaju vecu zapreminu od
izduzenih, manja koncentracija API liganada moze ,ostaviti“ dovoljno prostora da molekuli vode
produ kroz monosloj. Povecavanjem njihove koncentracije hidrofobna povrSina se takode
povecava, ¢ime se ne dozvoljava da se voda priblizi. Ovo ukazuje na to da je dubina do koje
voda moze prodreti u monosloj odredena odnosom APl i pozadinskog liganda. Promena odnosa
takode uti¢e na izmerenu debljinu monosloja - CT (tabela 4.2). Smanjenje koncentracije dovodi
do blagog smanjivanja debljine monosloja sve dok ne postane stabilna za niske API:PL odnose.
Ova relativna stabilnost se mozZe objasniti malom koli¢inom API liganada koja se mozZe saviti
prema povrsini bez narudavanja ukupne konformacije pozadinskih liganada koji su gotovo u
potpunosti u kontaktu sa rastvaraCem. U ovom slucaju, pozadinski ligand ima dominantnu ulogu
u definisanju povrSine funkcionalizovane nanocestice u OQL-sistemu.

Tabela 4.1. Dostupnost leka za Kvinolinol sisteme.
Sistem | OQL31 | OQL21 | OQL11 | OQL12 | OQL13

% 20,81 20,14 14,41 11,64 8,74

Kako odnos ova dva tipa liganada utiCe na dostupnost leka moZze se videti u tabeli 4.1.
lako uvodenje vece koncentracije pozadinskog liganda povecCava rastvorljivost sistema,
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dinamika interakcija dovodi do male dostupnosti leka koji je slobodan da interaguje sa svojom
okolinom. Povecanje koncentracije API liganada povecCava ovaj procenat, medutim, on dostize
samo nesto viSe od 20% cak i pri najvecem API:PL odnosu (OQL31). Ovaj procenat bi bilo
teSko dodatno povecati bez ugrozavanja rastvorljivosti sistema.

Panobinostat sistemi - uticaj relativne koncentracije liganada na povrsini
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Slika 4.3. Slike simulacija i RDF grafici PAN sistema. Slike uravnotezenih struktura iz simulacija za
Panobinostat sisteme gde je API:PL odnos 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3 i RDF grafici za (s leva na desno):
monosloj, lek, terminalni kraj pozadinskog liganda. Na slikama je API ligand koji nosi lek obojen sivo,
panobinostat je obojen roze, pozadinski ligand obojen je svetlo plavo sa tamno plavim terminalnim
krajem.

U grupi simulacija Panobinostat sistema, pikovi na ukupnom RDF grafiku (slika 4.3)
postaju Siri sa porastom koncentracije API liganda. To takode dovodi do poveéanja debljine
monosloja kao i koli€ine leka dostupne rastvaraCu (tabele 4.2-3). Ovo je takode vidljivo na
slikama simulacija (slika 4.3). Zbog veli€ine leka, moguce je da su sa poveé¢anjem koncentracije,
API ligandi primorani da se distribuiraju dalje od povrSine zlata kako bi se izbegle sterne
smetnje. Na RDF grafiku Panobinostata i cviterjona moze se videti da se sa smanjenjem
koncentracije API liganada, pik Panobinostata Siri i pomera ka povrsini AuNP §to ukazuje na
njihovu fleksibilnost, dok se pik cviterjona pomera ka rastvaracu.

Objasnjenje za ovo bi bilo da su cviterjoni polarniji i imaju veci afinitet prema rastvaracu,
tako da se pruzaju ka njemu. Dok je koncentracija API liganada relativho niska, oni se mogu
saviti i distribuirati na takav nacin da se ne pokriju pozadinski ligandi. Sa veCom koncentracijom
molekula leka, zbog duzeg lanca i veli€ine leka, API ligandi imaju tendenciju da pokrivaju
povrdinu u kontaktu sa vodom, pritiskaju¢i pozadinske ligande da se distribuiraju ispod njega.
Ovo se moze primetiti sa RDF grafika za veéu koncentraciju leka i manju koncentraciju
pozadinskog liganda, a takode se ogleda i u debljini monosloja (tabela 4.2). Izmerena debljina
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odstupa od vrednosti Rs-n, ali u mnogo manjem stepenu nego u slu€aju Kvinolinola. To je
mozda zbog vece polarnosti cviterjonskog pozadinskog liganda. lako bi debljina monosloja
trebala da se smaniji proporcionalno koncentraciji API liganada, iz rezultata simulacija moZemo
videti da se to ne deSava. U opsegu odnosa od 2: 1 do 1: 2 debljina monosloja kao i dostupnost
leka se drastitno menjaju, ali poveéanje ili smanjenje koncentracije leka iznad tih vrednosti
nema znacCajan uticaj na ukupnu strukturu. Uz veée koncentracije API, Panobinostat ima
dominantan uticaj na rezultujuée strukture, dok je suprotno tacno za veée koncentracije
pozadinskog liganda.

Tabela 4.2. Uporedivanje izraCunate debljine monosloja i teorijske debljine monosloja Rs-n za Kvinolinol i
Panobinostat sisteme.

Prosek OQL | OQL [ OQL | OQL | OQL | PAN | PAN | PAN | PAN | PAN
(A) 31 21 11 12 13 31 21 11 12 13
CT 237 | 243 | 233 | 22,7 | 22,7 34 34 33 30 29.5
Rs-n 38.7 | 38.1 36.7 | 354 | 348 | 432 | 393 | 39.7 | 374 | 335
Devijacije CTod| 149 | 13.8 | 135 | 12,7 | 12,0 9.2 5.3 6.7 7.4 4
Rs-n

Sliéno Kvinolinol sistemima, koli¢ina leka koja je dostupna rastvaraCu se povecava sa
povecanjem koncentracije API liganada (tabela 4.3). Ali je vazno napomenuti da je, za razliku
od OQL sistema, dostupnost leka mnogo veca u PAN sistemima za svaki ispitani odnos liganda.
Dok je za OQL sisteme maksimalna dostupnost leka neSto veca od 20%, za hidrofilni
Panobinostat mnogo veéi procenat je dostignut veé pri najmanjem ispitivanom odnosu (PAN13),
i raste do skoro 53% (PAN31).

Tabela 4.3. Dostupnost leka za panobinostat sisteme.
Sistem | PAN31 | PAN21 | PAN11 | PAN12 | PAN13

% 52,84 | 49.35 | 43.28 36.09 34.41
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Uticaj fizicko-hemijskih osobina leka

Q:PL=1:3
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Slika 4.4. RDF grafici i slike simulacija. Slike simulacija: U svakom panelu, prvi kadar prikazuje
nanocCestice sa potpuno izduZenim ligandima pre ekvilibracije, dok drugi kadar prikazuje uravnotezenu
strukturu u vodi sa savijenim ligandima. Ispod slike nalazi se odgovaraju¢i RDF grafik. API ligandi su
obojeni sivo sa razli€ito obojenim lekovima: Kvinolinol je obojen crveno, a Panobinostat roze. Pozadisnki
ligand je obojen svetlo plavom bojom sa tamno plavim terminalnim krajem. Voda nije prikazana radi
jasnije slike. Prvi red (s leva na desno): OQL31, OQL11, OQL13. Drugi red (s leva na desno): PAN31,
PAN11, PAN13.

| za OQL i za PAN sisteme, bez obzira na razli¢it API:PL odnos (Slika 4.4) mozZemo
uoditi isti trend - veéa pocetna koncentracija leka korelira sa ve¢om koli¢inom leka dostupnog na
povrdini u kontaktu sa rastvaracem. Medutim, u slu€aju Kvinolinola, pozadinski ligand ostaje
dominantan na povrSini za sve ispitivane odnose. Ovaj trend je vidljiv na slikama simulacija, ali
je takode potvrden RDF analizom (slika 4.4), gde je prose&na gustina Kvinolinola bliza povrSini
zlata od prosecne gustine Panobinostata. Ova razlika se moze objasniti hidrofobnoséu OQL
sistema. Sa slike struktura, sekcija 3.3.1, tabela 3.14 se vidi da je API ligand koji nosi lek
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fleksibilan. To potvrduje i RDF gde su pikovi liganda prili€éno Siroki (Slika 4.4), 8to ukazuje na
njihovu fleksibilnost. S obzirom na to da je Kvinolinol hidrofoban, on tezi da smanji svoju
povrSinu koja je u kontaktu sa polarnim rastvaracem. Ovo se postiZe savijanjem fleksibilnog API
liganda ka zlatnom jezgru. Istovremeno, polarni pozadinski ligand se proteze prema rastvaracu
koji pokriva lek ispod povrsine. S druge strane, Panobinostat je hidrofilan, stoga ne treba da se
.Krije“ od vodenog okruzZenja.

Savijanje liganada takode uti€e na veli€inu cele funkcionalizovane nanodcestice i debljinu
monosloja (tabele 4.4 i 4.2). Odstupanja veli€ine izmerene nakon simulacije (d,,) od d.,; (Tabela
4.4) povecavaju se sa povecanjem API:PL odnosa. Takode, odstupanja su veca za sisteme sa
hidrofobnim lekom gde je savijanje liganada izrazenije. To ukazuje na to da je do devijacija
doslo zbog savijanja API, a ne pozadinskog liganda.

Tabela 4.4. Proseéna veli¢ina funkcionalizovanih nanoc&estica

Prose¢na | OQL | OQL [ OQL | OQL | OQL | PAN | PAN [ PAN | PAN | PAN
veligina 31 21 11 12 13 31 21 11 12 13
NC (A)

A 120 | 120 | 120 | 1195 | 1195 | 1285 | 1275 | 127 | 1265 | 126
et 132,4 | 1311 | 1285 | 125.9 | 124.5 | 1414 | 139.1 | 1345 | 129.8 | 127.6

Devijacije | 12,4 | 11,1 8.5 6.4 5 129 | 116 | 75 3.3 1,6

ex 0d diy

Sli¢an trend se moze uoditi uporedivanjem vrednosti debljine monosloja pre (Rs-n) i
nakon simulacija (CT) (Tabela 4.2). Devijacije su vece u slu€aju Kvinolinola $to ukazuje na to da
je savijanje dosta izrazenije kod API liganada koji nose hidrofoban lek.

Koliko duboko molekuli vode mogu da prodru u monosloj? Na slici 4.2 se vidi da se u
OQL sistemima voda moze pribliziti povrSini zlata vise nego u PAN sistemima. lako bi bilo
logi€no pretpostaviti da bi vise molekula vode moglo prodreti u slu€aju hidrofilnog
Panobinostata, to se ne deSava u simulacijama. Moguce objasnjenje bi mogli biti sterni efekti
usled volumminoznosti molekula Panobinostata, i veca polarnost cviterjonskog pozadinskog
liganda. Zbog vece polarnosti, cviterjoni imaju veéi afinitet za polarni rastvara€. Stoga,
pozadinski ligandi imaju tendenciju da se proteZzu prema rastvaracu, dok istovremeno uzrokuju
da se API-PAN savija u suprotnom smeru: dalje od rastvarac¢a, prema povrsini zlata, iako u
znatno manjem stepenu u poredenju sa OQL sistemima. API-PAN takode ima ogranienu
rotaciju oko svog centralnog amidnog azota (strukture su date u sekciji 3.3.1, tabela 3.14), pa
veca rigidnost i sama veli€¢ina Panobinostata mogu spreciti prodiranje vode dublje u monosloj.
Dublje prodiranje vode za OQL sistem je prethodno objasnjeno. S obzirom na to da se API-OQL
ligandi savijaju prema povrSini zlata, hidrofilni deo lanca postaje izlozen rastvaracu
omogucavajuci molekulima vode pristup.

PovrSina dostupna rastvaraCu je izraCunata zasebno za a) celu funkcionalizovanu
nanocCesticu (ukupna SASA), b) samo za lek, i ¢) samo za cviterjonski terminalni kraj
pozadinskog liganda (slika 4.5). Glavna razlika izmedu OQL i PAN sistema je da se ukupna
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povrSina dostupna rastvaraCu za OQL sisteme povelava sa povecanjem koncentracije
pozadinskog liganda (povecava se sa otprilike 600 nm? na 750 nm?), dok ukupna povrsina
dostupna rastvaradu za PAN sisteme pokazuje suprotan trend (opada sa 820 na 750 nm?). Ovo
se ponovo objasnjava hidrofobnoscu leka i fleksibilnoS¢u liganada. Hidrofobni API-OQL ligandi
se savijaju prema povrsini zlata, dok se polarni pozadinski ligand ponasa na potpuno suprotan
nacin protezuéi se prema rastvaraCu i time povecéavajuéi rastvorljivost sistema. Stoga,
dodavanje viSe pozadinskog liganda u OQL sistem povecava sveukupnu povrSinu dostupnu
rastvaraCu. S druge strane, Panobinostat je veliki hidrofilni molekul Cija je velika povrSina
odgovorna za vecu vrednost ovog parametra. PovecCavanjem koncentracije pozadinskog
liganda, smanjujemo ukupnu veli¢inu i povrSinu cele funkcionalizovane nanocestice, a kao
posledica smanjuje se ukupna povrSina dostupna rastvaratu. U oba sistema, SASA
cviterjonskog terminalnog kraja se povecava sa njegovom koncentracijom (za oba sistema
povecava se u opsegu od =100-400 nm?). Ovo je ocekivano s obzirom na polarnost
pozadinskog liganda.

l:] Ukupna :| Ukupna
- Kvinolinol - I:l Panobinostat
800+ - Cviterjonski kraj 800 | — - . - Cviterjonski kraj
700 - M 700
600 - 600
500 4 500 4
4004 4004
300 4 300
200 4 200
100 4 100
o4 0 T T T T
& F & P F & N Y ®
a) b)

Slika 4.5. SASA za OQL i PAN sisteme. Radi preglednosti tabele oznaka za kvinolinol sistem je “Q”
umesto OQL, a za PAN “P”. a) OQL sistemi, b) PAN sistemi.

Zakljucak eksperimenta

Rezultati pokazuju da za OQL sisteme hidrofobnost leka ima glavni uticaj na strukturu
monosloja u vodenoj sredini. Tendencija hidrofobnog leka da smanijuje svoju povrsinu dostupnu
polarnom rastvaraCu rezultuje smanjenjem veli¢ine nanoCestice i debljine monosloja. PovrSina
dostupna rastvaraCu sistema se proporcionalno povecava sa porastom koncentracije
pozadinskog liganda. To ide u prilog praksi dodavanja hidrofiinog pozadinskog liganda za
povecanje rastvorljivost sistema. Medutim, to dovodi i do toga da se zna€ajno smanjuje koli€ina
dostupnog leka. Takode se moze zaklju€iti da relativni odnos API i pozadinskog liganda ima
kljunu ulogu u odredivanju strukture u vodenom, a ekstrapolacijom i u fizioloSkom rastvoru.
Varirajuéi odnos ovih liganada, granica izmedu rastvorljivosti i dostupnosti leka se moze
pomerati. Ali postoji o€igledna granica. lako se dostupnost leka moze povecati poveéanjem
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poletne koncentracije API liganada, rastvorljivost sistema mozZe biti ugroZena ili potpuno
izgubljena.

U slu€aju hidrofilnog leka, ligand u viSku ima dominantnu ulogu u odredivanju strukture
nanosistema u rastvoru. Ako je API-PAN u viSku, zbog svoje veli€ine i voluminoznosti on se
izduzuje i pokriva povrsinu u kontaktu sa rastvaracem, potiskuju¢i pozadinski ligand da se savije
i zauzme raspolozivo podrucje ispod. Ako je pozadinski ligand u viSku, zbog vece polarnosti, on
ima sli¢an uticaj na konformaciju API liganada. Dostupnost leka je znacajno veéa nego u
hidrofobnim sistemima za bilo koji dati odnos. Ovo je o€ekivano zbog ukupne hidrofilne prirode
PAN sistema. Ovo podrazumeva da se moze ocCekivati veca efikasnost hidrofilnog sistema.

lako su neki trendovi vidljivi iz dobijenih rezultata za ispitivane sisteme, u daljem radu
dosli smo do zaklju¢ka da ovo ne mora biti i opSte pravilo za sve sisteme. Simulirani sistemi su
previse kompleksni i moguce je da postoje i drugi uticaji koje je nemoguce izolovati i
okarakterisati na ovakvim sistemima, a koji zna¢ajno doprinose strukturi monosloja kao Sto su
npr. duzina liganada i veliCina nanoCestice. Takode, ova dva leka su na razliCitim krajevima
skale hidrofobnosti i razlika u njihovoj veli€ini je znaCajna. Dodatno se postavlja pitanje da li bi
isti trend postojao i ako su razlike u fiziCko-hemijskim karakteristikama izmedu lekova suptilnije.
Zbog toga su u narednim grupama simulacija sistemi zna€ajno pojednostavljeni. Kompleksnost
sistema se povecavala postepeno i sistematski kako bi se izolovali i okarakterisali specifi¢ni
efekti.

4.1.2. Ispitivanje strukture zlatnih nanocestica funkcionalizovanih
homogenim monoslojem

U okviru ovog istrazivanja, akcenat bio na nanoCesticama funkcionalizovanim
heterogenim monoslojem (osnovni razlog za to je je Cinjenica da su sistemi sintetisani u okviru
projekta na kom je radena disertacija heterogeni, tako da su samo na njima mogli biti
eksperimentalno potvrdeni nalazi ovog istrazivanja). Medutim, kao 3to je pomenuto u prethodno;j
sekciji, uvodenje vise razli€itih tipova liganada unosi veéu kompleksnost u sistem i dovodi do
novih tipova interakcija koje je teSko izolovati i objasniti njihov uticaj. Zbog toga su u prvoj grupi
simulacija modeli pojednostavljani i simulirane su nanocestice sa homogenim monoslojem kako
bi bile dobijene referentne vrednosti i kasnije jasnije videli uticaj uvodenja novog tipa liganda u
sistem. U daljem radu simulirane su nanolestice sa heterogenim monoslojem koji su
kombinacija ovih liganada. Uvodenje viSe razliCitih tipova liganada u sistem treba da omoguci
vecu kontrolu nad ponaSanjem krajnjeg proizvoda u biolodkim uslovima. Na primer, ako je API
ligand previSe hidrofoban, uvodenjem polarnog pozadinskog liganda moZe se povecati
rastvorljivost sistema $to je nemogucée posti¢i homogenom funkcionalizacijom nanocestica.

Stoga su u ovom setu eksperimenata modelovana dva tipa sistema:

1. Nanocestice zlata funkcionalizovane samo API ligandom koji nosi lek (ispitivani lekovi:
NHQ - Kvinolinol koji je vezan za API ligand preko azota, OQL - Kvinolinol koji je vezan
za API ligand preko kiseonika, WYC-215 (u nastavku obelezen kao WYC) - Vik-215,
NCL - Niklozamid, ZIL - Zileuton, GEM - Gemcitabin, PAN - Panobinostat)

80



2. Nanocestice zlata funkcionalizovane samo pozadinskim ligandom (Pz2, PegZ, Pz6 -
pozadinski ligandi razli€itih duzina)
API ligandi su isti u svim sistemima. Strukture liganada date su u sekciji 3.3.1, u tabeli
3.14.
Simulacije homogenih sistema pokazale su jasnu razliku u strukturama izmedu
nanosistema koji nose izrazito hidrofobne i onih koji nose hidrofilnije lekove. Radi preglednosti,
rezultati su grupisani na takav nacin.

GEM100 PAN100 WYC100
= Monosloj = GEM - Voda = Monosloj = PAN - Voda = Monosloj = Wyc - Voda

Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang)

Slika 4.6. RDF grafici. S leva na desno: sistem funkcionalizovan API ligandom koji nosi Gemcitabin, API
ligandom koiji nosi Panobinostat, API ligandom koji nosi WYC.

Pomenute sliénosti medu strukturama evidentne su sa gore prikazanih RDF grafika
(Slika 4.6). Na RDF graficima sistema koji nosi hidrofilnije lekove (Gemcitabin, Panobinostat i
Vik-215) moze se videti da je proseCna gustina lekova u sistemu pomerena blize povrsini u
kontaktu sa rastvaraem. Pik monosloja nanosistema koji nosi Panobinostat je najsiri, $to se
moze objasniti Cinjenicom da je ovaj molekul veci od drugih ispitivanih lekova, po ¢emu se on
najvise razlikuje od druge dve strukture (slika 4.7).

o
NH, o Hoj\[/‘lw
OH
SN NN NN
HO PN N "
o N0
F \ I
N o)
H
OH F
a) b) c)

Slika 4.7. Strukture lekova. a) Gemcitabin, b) Panobinostata, c) Vik-215.

Bez obzira na to $to su pikovi krivih svakog leka pomereni blize rastvaracu, na osnovu
Sirine pika takode se mozZe primetiti i da se proteZu ka povrSini jezgra od zlata. To ukazuje da
nije sva koli¢ina leka dostupna za interakciju za sredinom. S obzirom na Sirinu pikova monosloja
koji ukazuje na fleksibilnost API liganda, moze se zakljuiti da se odredeni procenat ovih API
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liganada savija i izlaze hidrofilnije delove svog lanca rastvaraCu Cime “sakriva” odreden
procenat leka.

Tabela 4.5. PovrSina dostupna rastvaraCu (SASA) i procenat dostupnog leka za sisteme koji nose
Panobinostat (PAN), Vik-215 (WYC), Gemcitabin (GEM).

Sistem PAN100 WYC100 GEM100
SASA (A?) 123621 99024 107215
% 55 55 55

Dodatna potvrda moze se formulisati iz izraCunatih vrednosti dostupnosti leka (tabela
4.5) koji pokazuju da je samo polovina (55%) molekula leka dostupna rastvara¢u. Ono §to je
posebno interesantno u ovoj grupi simulacija je to da je uprkos razlikama u strukturi samih
lekova, procenat dostupnosti identiCan kroz sve sisteme.

NCL100 ZIL100
= Monosloj = NCL - Voda = Monosloj = ZIL ~ Voda
4 4
3 3
2 2
1 1
n /\ n /\\
10 20 30 40 a0 60 10 20 30 40 50 60
Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang)
NHQ100 OaQL100
= Monosloj = NHQ - Voda = Monosloj = OQL - Voda
. 4
4 3
2 2
1 1
. /—\\ . /‘__—A\

10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60

Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang)

Slika 4.8. RDF grafici. Gornji red, s leva na desno: sistem funkcionalizovan: API ligandom koji nosi
Niklozamid, API ligandom koji nosi Zileuton, Doniji red, s leva na desno: API ligandom koji nosi Kvinolinol
vezan preko azota, API ligandom koji nosi Kvinolinol vezan preko kiseonika.

Kod RDF grafika funkcionalizovanih nanocestica koje nose hidrofobne lekove (Slika 4.8),
najvise se istiCe razlika izmedu Kvinolinola vezanog preko azota (NHQ) i Kvinolinola vezanog
preko kiseonika (OQL). Prose¢na gustina NHQ pomerena je dosta bliZze rastvaracu, dok je kod
OQL-a prose¢na gustina ravnomerno rasporedena kroz citav monosloj. Ako se pogleda
struktura Kvinolinola (slika 4.9, ¢) moze se videti da u slu€aju NHQ, OH grupa ostaje slobodna
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8to olak3ava interakciju sa vodom, dok se u slu€aju OQL ta mogucénost gubi. lako se na prvi
pogled moze uciniti da je u pitanju suptilnija razlika u strukturi celog API liganda sa vezanim
lekom, ocigledno je da i male promene znacajno uti€u na krajnju strukturu, a samim tim i na

fizioloski efekat ovih nanosistema.
Q
N® o
WO )
Cl 0
N Y/, _
Cﬁk” cl N "
OH HO NH-» OH
a) b) c)

Slika 4.9. Strukture lekova. a) Niklozamid, b) Zileuton, ¢) Kvinolinol

Sto se tiGe dostupnosti leka u ovim sistemima, situacija je sliéna prethodno opisanoj. S
obzirom na dinamiCku prirodu ovih sistema, preciznost odredivanja dostupnosti je oko 3%.
Preciznost odredivanja dobijena je tako Sto je pusteno je pet simulacija istog sistema sa
razliitim pocCetnim nasumicnim konfiguracijama. Uradene su analize svakog sistema i
izracunato je odstupanje medu rezultatima.

Kada se to uzme u obzir, na osnovu vrednosti iz tabele 4.6 moZe se videti da dostupnost
leka unutar ove grupe varira oko sli¢ne vrednosti. Dostupnost leka za NCL, ZIL i NHQ sisteme
varira oko 35+ 4%, dok su odsupanja za OQL veca za nekoliko procenata.

Tabela 4.6. Povrsina dostupna rastvaraCu (SASA) i procenat dostupnog leka za sisteme koji nose
Niklozamid (NCL), Zileuton (ZIL), Kvinolinol vezan za API ligand preko azota (NHQ), Kvinolinol vezan za
API ligand preko kiseonika (OQL).

Sistem ZIL100 NCL100 NHQ100 OQL100
SASA (A?) 100240 102778 91048 86134
% 39 33 32 26

Pz2100 PegZ100 Pz6100
- Monosloj = ONC - Voda = Monosloj = ONC - Voda

4 4 4

= Monosloj = ONC - Voda

Udalienost_(Ang) Udalienost_(Ang) Udaljenost_(Ang)

Slika 4.10. RDF grafici sistema funkcionalizovanih pozadinskim ligandima razli€itih duzina. Duzina
liganda se povecava sa leva na desno.

U slu€aju simulacija nanosistema sa pozadinskim ligandima trend je sledeci: sa
povecanjem duzine lanca, povecavaju se fleksibilnost liganda (5to je evidento iz Sirine pika
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monosloja na RDF graficima), veliCina nanoCestice i debljina monosloja (Slika 4.10, tabela
4.7-8).

lako ovi sistemi ne nose ni jedan lek, izraCunata je dostupnost terminalnog cviterjonskog
kraja rastvaraCu. Rezultati su dati ispod u tabeli 4.7.

Tabela 4.7. SASA i dostupnost terminalnog kraja pozadinskog liganda.

Sistem Pz2 PegZ Pz6
SASA (A?) 76560 84577 89574
% 56 55 55

Vrednosti u tabeli 4.7. pokazuju da se povrSina dostupna rastvaracu (SASA) povecava
srazmerno sa duzinom liganda (sa poveéanjem veli€ine nanoCestice), dok dostupnost
terminalnog kraja ostaje identi¢na $to ukazuje na to da se dinamike strukture ne menja,
odnosno, da produzavanje liganda ne dovodi do novog tipa interakcija i promena u strukturi.
Takode, Cinjenica da je samo oko ~55% terminalnog kraja dostupno rastvaracu ukazuje da i
ovaj tip liganda ima veliku mobilnost i da dolazi do njegovog savijanja prema povrsini jezgra od
zlata.

Tabela 4.8. Maksimalna veli¢ina nanocestice (MAXveli€ina), prose¢na veli¢ina nanocestica (AVG
veli¢ina), debljina monosloja (CT)

Tip liganda Sistem MAXveli¢ina [A] | AVGuveli¢ina [A] CT[A]
API WYC100 140,5 113,5 30,75
API PAN100 140,5 113,5 30,75
API GEM100 136,5 108,5 25,25
API ZIL100 133,5 105,5 26,75
API NCL100 126,5 95,5 21,75
API NHQ100 126 101,5 24,75
API oQL100 126,5 98,5 23,25

PL Pz6 124,5 103,5 25,75
PL PegZ 114,5 97,5 22,75
PL Pz2 103,5 90,5 19,25

S obzirom na to da su API ligandi koji nose lekove identi¢ni u svim sistemima, a da je
jedina razlika u strukturi vezani lek, mozZe se zakljuCiti da na veli€inu nanocCestice i debljinu
monosloja najveci uticaj ima hidrofobnost/hidrofilnost vezanog leka. API ligandi koji nose
hidrofobne lekove imaju tendenciju da se savijaju ka povrsini jezgra od zlata kako bi “sakrili”
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lekove od rastvara¢a, dok se oni koji nose hidrofilne lekove izduZuju u pruzaju ka rastvaracu. U
slu€aju pozadinskih liganada, s obzirom na to da se sastoje od istih gradivnih elemenata, ali da
se razlikuju u duzini, duzina liganda odreduje konacnu veli€inu nanoCestice i debljinu monosloja.

Tabela 4.9. Ukupna, kineti¢ka i potencijalna energija [Mcal/mol] ispitivanih sistema

Ukupna Kineti¢ka Potencijalna
Tip liganda Sistem energija energija energija
API WYC100 -560,7 157,1 -717,8
API PAN100 -355,1 124,9 -480,1
API GEM100 -422,2 127,6 -549,8
API ZIL100 -439,2 1271 -566,2
API NCL100 -290,6 95,9 -386,5
API NHQ100 -381,5 118,9 -500,4
API OoQL100 -387,9 119,7 -507,6
PL Pz6 -396,8 108,77 -505,5
PL PegZ -314,1 80,7 -394,7
PL Pz2 -244,3 55,99 -300,3

U tabeli 4.9 date su energije sistema. Uporedivanjem ukupnih energija moZzemo doéi do
zakljuCka o relativnoj stabilnosti ispitivanih sistema. Sistemi sa hidrofilnijim lekovima su
generalno dosta stabilniji od onih koji nose hidrofobne lekove, medutim unutar tih grupa ne
postoji jasan trend uticaja na konkretne rezultate. Moguée objasnjenje je da savijanje liganada
unosi “nestabilnost” u sistem tako §to povecava vrednost potencijalne energije. Ako se uporede
npr. WYC i PAN sistemi, iz tabele 4.8 moze se videti da je njihova veliina ista. Medutim, sa
slike 4.7, gde su prikazane strukture lekova, ocigledno je da je Panobinostat vec¢i molekul. Ovo
ukazuje na to da je savijanje liganada izrazenije kod Panobinostat sistema. Ako se, s druge
strane, uporede Niklozamid i Kvinolinol, situacija je sli¢na. Veli€ina celog sistema je sli¢na, ali je
Kvinolinol dosta manji molekul (slika 4.9). A konacno, Kvinolinol sistem je stabilniji od
Niklozamid sistema.

Tabela 4.10. RF/D cija vrednost opisuje zauzetu konformaciju, Rs-n - teorijska debljina monosloja, D -
Udaljenost izmedu dve taCke vezivanja liganada na povrSinu, RF - Florijev radijus, CT - izraCunata
debljina monosloja, izraCunata i predvidena veliina nanoc¢estice [nm].

Izraéunata |Predvidena
100 RF/D Rs-n [nm] D RF CT [nm] veli€ina velié¢ina
PegWyc 0,81 4,80 3,40 2,75 3,10 11,35 11,00
PegGEM 0,73 4,55 3,40 2,47 2,53 10,85 10,44
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PegPAN 0,72 4,53 3,40 2,45 3,08 11,35 10,4
PegZIL 0,71 4,60 3,40 2,40 2,70 10,55 10,00
Pz6 0,71 4,00 3,40 2,40 2,58 10,35 10,00
PegZOR 0,68 4,90 3,40 2,30 X X 10,10
PegNCL 0,60 4,13 3,40 2,05 2,18 9,55 9,60
PegOQL 0,60 4,11 3,40 2,03 2,33 9,85 9,56
PegDOX 0,60 3,60 4,20 2,50 X X 10,5
PegZ 0,56 3,28 3,90 2,20 2,28 9,75 9,90
Pz2 0,42 2,58 4.55 1,90 1,93 9,05 9,30

Do sada su ispitani razli¢iti efekti koji utiCu na strukturu nanocestice. Kakva je “makro”
posledica, odnosno, kakvu konformaciju konaéno zauzima monosloj mozemo videti iz tabele
4.10. Kao &to je pomenuto u prethodnoj sekciji 3.2.4, najoptimalnija konformacija monosloja bila
bi izmedu konformacije nasumi¢nog klupka i konformacije Cetke (R</D =1). U ovoj konformaciji
izbegavanje adsorpcije proteina smanjivanjem nespecificnih interakcija sa njima je najvece. U
navedenoj tabeli (tabela 4.10) rezultati pokazuju da su nanolestice homogeno
funkcionalizovane API ligandima koji nose lekove Wyc, Gemcitabin i Panobinostat najpribliznije
optimalnoj konformaciji (RF/D za Wyc iznosi 0,81, za Gemcitabin 0,73 i za Panobinostat 0,72).
To je u skladu sa prethodno opisanim rezultatima gde je objasnjeno da zbog vece hidrofilnosti
lekova ovi ligandi nemaju toliku tendenciju da se sakrivaju od rastvara¢a. Takode, prilicno su
voluminozni i njihovim savijanjem ka povrsini zlata javljale bi se sterne smetnje. Kao posledica
toga javlja se skoro optimalna konformacija monosloja. Ostali nanosistemi zauzimaju
konfiguraciju nasumiénog klupka to je takode u skladu sa prethodno opisanom mobilnos¢u
datih API liganada. Situacija je slina i kod pozadinskih liganada. Dostupnost terminalnog kraja
je pokazala da je ponasanje ovih liganada slicno API ligandima koji nose hidrofilnije lekove
(~55%) Sto ukazuje na savijanje liganada (tabela 4.7). Zbog zakrivljenosti povrdine nanocestice
zlata relativno malog prec¢nika i kratke duzine ovih liganada, moguce je da postoji dovoljno
slobodnog prostora §to im omogucava ve¢u mobilnost i time dovodi do ove konformacije.

Da bi se potvrdio proradun Florijevog radijusa za ovaj tip liganada, izraCunata je
prosecna veli¢ina nanoCestice na osnovu dobijenog rezultata i ta vrednost je uporedena sa
prose¢nom veliCinom dobijenom preko simulacija. Kao Sto se iz tabele 4.10 moze videti,
odstupanje je minimalno i u proseku iznosi manje od 0,5 nm. Najvece odstupanje je u slucaju
Panobionstat sistema (0,95 nm) Sto je zna¢ajno manje od eksperimentalne greske (x 3 nm).
Florijev radijus je dodatno izracunat za sisteme koji nose Doksorubicin i Zorak. lako homogeno
funkcionalizovane nanocestice datim ligandima nisu simulirane, kasnije su simulirani heterogeni
sistemi koji ih sadrze.
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Zakljucak eksperimenta

U ovoj grupi simulacija, cilj je bio dolazenje do referentnih vrednosti svih ispitivanih
parametara kako bi se u kasnijem radu, pazljivim i postepenim uvodenjem razli€itih pozadinskih
liganada mogao izolovati i objasniti njihov efekat i uticaj na konanu uravnotezenu strukturu
funkcionalizovanih nanocestica u rastvoru.

Rezultati analize nanodestica sa homogenim monoslojem ukazali su na trend u
ponaSanju nanosistema koji nose hidrofobne u odnosu na sisteme koji nose hidrofilne lekove.
Unutar svake grupe zauzima se takva konformacija monosloja koja rezultuje istim “tipom”
strukture, gde se ligandi rasporeduju na takav nacin da terminalni kraj, tj. lek bude dostupan na
povrsini oko 35% u slu€aju hidrofobnih, i oko 55% u slu€aju hidrofilnih lekova.

Pozadinski ligandi pokazuju slicno ponaSanje, odnosno “tip” strukture i dinamika
monosloja ostaje identiCna kroz razliCite sisteme, a sve razlike poticu iskljuivo od duzine
simuliranih liganada. Njihovo pona$anje najsli¢nije je API ligandima koji nose hidrofilne lekove.

Jasni trendovi koji se javljaju unutar svake grupe ispitivanih sistema su odlicne
referentne tacke, jer na taj nacin u kasnijem radu mozemo doci do jasnih zaklju¢aka u vezi
efekata koji se javljaju kombinacijom liganada i pojavom novih interakcija.

4.1.3. Ispitivanje uticaja promene koncentracije liganada na strukturu
nanocestica funkcionalizovanih heterogenim monoslojem

Nakon $to su dobijeni rezultati simulacija homogeno funkcionalizovanih nanocestica,
simulirani su heterogeni sistemi gde su postepeno i sistemati€éno uvodeni pozadinski ligandi
kako bi se ispitao njihov uticaj na strukturu funkcionalizovanih nanocestica u rastvoru.

Za ispitivanje uticaja promene koncentracije liganada na strukturu funkcionalizovane
nanocestice, simulirane su nanocestice zlata sa meSovitim monoslojem, odnosno, nanocestice
funkcionalizovane sa dva tipa tiolatnih liganada:

a) ligand koji sluzi kao nosac za lek (API),
b) cviterjonski pozadinski ligand (PL).

API ligandi u ovoj grupi simulacija nosili su antitumorske lekove Zileuton (ZIL) i
Gemcitabin (GEM). U svim sistemima, odnos dva tipa liganada bio je variran u opsegu od
API:PL=5:1-1:5. Radi utvrdivanja uticaja pozadinskog liganda na strukturu, pored rezultata iz
ove grupe simulacija, takode su prikazani i rezultati relevantnih homogenih struktura. Strukture
liganada date su u sekciji 3.3.2. u tabeli 3.16.
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Zileuton sistemi

Vrednosti u tabeli 4.11. pokazuju da dostupnost leka opada srazmerno povecanju
koncentracije pozadinskog liganda. Medutim, ukupna energija ovih sistema (tabela 4.12) opada
8to sugeriSe da stabilnost sistema raste. Rast se odvija postepeno sve do sistema ZIL14 gde je
pozadinski ligand u znacajnom viSku (ukupna energija se smanjuje sa -439,2 na -563,8
Mcal/mol), i stabilnost pocinje da opada. Moguce objasSnjenje je da je pri visokim
koncentracijama API liganda njihovo kretanje ograni¢eno (sterne smetnje usled velikog broja
liganada). Medutim, pri smanjenju API, a povec¢anju koncentracije pozadinskog liganda
“oslobada” se prostor §to omogucava API ligandima slobodnije kretanje ¢ime se povecava
kineticka energija i destabilizuje sistem. S obzirom na to da je najnestabilniji sistem zapravo
homogeni sistem sa pozadinskim ligandom, moze se zakljuciti da interakcije izmedu njega i API
liganda imaju pozitivan doprinos stabilizaciji sistema.

Tabela 4.11. SASA Zileuton sistema i dostupnost leka

Sistem SASA (A?) %
ZIL100 100240 39
ZIL 51 87723 38
ZIL 41 84539 38
ZIL 31 83545 36
ZIL 21 75923 35
ZIL 11 65408 26
ZIL 12 47687 22
ZIL 13 38004 19
ZIL 14 29583 16
ZIL 15 27776 14
PL100 84577 0

U sistemima gde je API ligand u viSku (API:PL=5:1-2:1), dostupnost leka varira oko 35%.
To je u skladu sa rezultatima homogenih sistema koji nose hidrofoban lek. Sa daljim
povecanjem koncentracije pozadinskog liganda, dostupnost leka po€inje znacajnije da opada. U
kombinaciji sa rezultatima ukupne energije sistema, moZe se zakljuCiti da je dodavanje
pozadinskog liganda u manjim koncentracijama povoljno, odnosno, iako se dostupnost leka ne
menja znacajno, stabilnost sistema raste. Nasuprot tome, dodavanje pozadinskog liganda u
viSku dovodi do smanjenja dostupnosti leka i destabilizacije sistema. Ovi rezultati navode na
zakljuCak da API:PL interakcije poCinju da budu znacajne tek pri visokim koncentracijama
pozadinskog liganda. Pri manjim koncentracijama heterogen monosloj ne pokazuje znacajno
odstupanje od homogeno funkcionalizovanih nanocestica.
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Tabela 4.12. Ukupna, kineticka i potencijalna energija [Mcal/mol] ispitivanih sistema
Ukupna
Sistem energija Kineticka Potencijalna
ZIL100 -439,2 1271 -566,2
ZIL 51 -471,8 125,3 -597,1
ZIL 41 -474,2 125,3 -599,5
ZIL 31 -474,5 124,7 -599,1
ZIL 21 -480,1 124,9 -604,9
ZIL 11 -500,5 127,2 -627,7
ZIL12 -525,7 130,6 -656,4
ZIL13 -563,8 137,6 -701,4
ZIL 14 -541,2 133,1 -674,3
ZIL 15 -500,4 122,6 -623,1
PL100 -314,1 80,7 -394,7

U grupi simulacija Zileuton sistema, pikovi na RDF grafiku monosloja (Slika 4.11) postaju
uzi sa porastom koncentracije pozadinskog liganda. 1z toga se moze zakljuciti da uvodenjem
pozadinskog liganda dolazi do smanjenja ukupne veli€ine nanoCestice kao i do smanjenja
debljine monosloja $to se moze videti i iz tabele 4.13. prikazane nize. Objasnjenje za to je
duzina korid¢enih liganada: pozadinski ligand je kraci od API liganda.

Medutim, ako se obrati paznja na RDF krive Zileutona, moze se primetiti da se sa
povecanjem koncentracije pozadinskog liganda prose¢na gustina leka pomera blize povrsini
zlata. Pikovi leka takode postaju Siri, dok je slu€aj suprotan za terminalni kraj pozadinskog
liganda. Sirenje pikova leka ukazuje na fleksibilnost API liganada, dok se pomeraj objasnjava
hidrofobno3¢u Zileutona. Zbog vece hidrofilnosti pozadinskog liganda, sa poveéanjem njegove
koncentracije on zauzima prostor blize rastvaracu, dok se API ligand savija ka zlatu kako bi se
smanijila dostupna hidrofobna povrsina. Slike simulacija (slike 4.12-13) su u skladu sa ovim
zaklju€cima i jasno pokazuju da pozadinski ligand dominira na povrsini sa porastom njegove
koncentracije.

Tabela 4.13. Maksimalna veli¢ina nanocestice (MAXveli¢ina), prosec¢na veli¢ina nanocestica (AVG
veli¢ina), debljina monosloja (CT).

Sistem  [MAXveligina [A] | AVGveligina [A] CTIA]
ZIL100 133,5 105,5 26,75
ZIL 51 132,5 106,5 27,25
ZIL 41 134,5 108,5 28,25
ZIL 31 140,5 107,5 27,75
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ZIL 21 131,5 106,5 27,25
ZIL 11 135,5 104,5 26,25
ZIL12 130,5 104,5 26,25
ZIL13 127,5 100,5 24,25
ZIL14 130,5 101,5 24,75
ZIL 15 129,5 100,5 24,25
PL100 114,5 97,5 22,75
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API ligand u visku

API:PL=1:0 API:PL=5:1 API:PL=4:1

API:PL=3:1 API:PL=2:1 API:PL=1:1

Slika 4.12. Slike simulacija Zileuton sistema gde je API ligand u viSku. APi ligand koji nosi Zileuton je
tirkizne boje, dok je pozadinski ligand plave.

Pozadinski ligand u visku

API:PL=1:1 API:PL=1:2 API:PL=1:3

API:PL=1:4 API:PL=1:5 API:PL=0:1

Slika 4.13. Slike simulacija Zileuton sistema gde je pozadinski ligand u viSku. APi ligand koji nosi
Zileuton je tirkizne boje, dok je pozadinski ligand plave.

Promena koncentracije pozadinskog liganda ne uti€e znaCajno na veli€inu
funkcionalizovane nanocestice i debljinu monosloja. Manje razlike u veli¢ini nanoCestica izmedu
sistema primetne su tek pri velikim promenama koncentracije pozadinskog liganda.
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Gemcitabin sistemi
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Kao i u slu€aju Zileuton sistema, na RDF graficima Gemcitabina (Slika 4.14) moZe se
primetiti suZavanje pikova monosloja sa poveéanjem koncentracije pozadinskog liganda.
Takode, pod istim uslovima (pri istim API:PL odnosima), proseCna gustina leka pomera se blize
zlatnom jezgru, dok se terminalni kraj pozadinskog liganda izduzuje ka rastvaracu. Gemcitabin
spada u grupu hidrofilnijih antitumorskih lekova. To omoguéava da pri veéim koncentracijama
API liganda u sistemu vecéi procenat leka (oko 55%) bude u kontaktu sa rastvaraCem 3&to se
ogleda i u piku krive na RDF grafiku koja je pomerena blize rastvaratu. Medutim, sa
povecanjem koncentracije pozadinskog liganda, zbog njegove vecée polarnosti API ligand se
potiskuje ispod povrsine u kontaktu sa rastvaraem zbog €ega se moZze primetiti pomeranje pika
leka blize povrsini nanogestice zlata. Cinjenica da se fleksibilniji API ligand savija ka jezgru, a
kraci PL izduZuje ka rastvaraCu ogleda se u suzavanju pika monosloja.

Tabela 4.14. SASA i dostupnost leka za Gemcitabin sisteme.

Sistem SASA (A?) %
GEM100 107215 55
GEM 51 94131 55
GEM 41 92536 54
GEM 31 88868 53
GEM 21 80562 52
GEM 11 65312 46
GEM 12 46035 44
GEM 13 38136 38
GEM 14 31235 38
GEM 15 27041 35
PL100 84577 0

Tabela 4.15. Ukupna, kineticka i potencijalna energija [Mcal/mol] Panobinostat sistema

Ukupna
Sistem energija Kineti¢ka Potencijalna
GEM100 -422,2 127,6 -549,8
GEM 51 -448,7 123,6 -572,3
GEM 41 -432,1 119,2 -551,3
GEM 31 -463,1 125,4 -588,5
GEM 21 -468,8 125,2 -593,9
GEM 11 -494,7 128,1 -622,8
GEM 12 -466,4 118,6 -585,1
GEM 13 -486,9 121,8 -608,7
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GEM 14 -498,2 123,4 -621,6
GEM 15 -494,7 1221 -616,9
PL100 -314,1 80,7 -394,7

U sistemima gde je API ligand u visku dostupnost leka je oko 55% (tabela 4.14). | ovo je
trend koiji je primecen kod simulacija homogenih sistema. Kao i kod Zileutona, dodavanje manjih
koncentracija pozadinskog liganda dodatno stabilizuje sistem i ne utiCe na dostupnost leka
(ukupna energija se smanjuje sa -422,2 na 468,8 Mcal/mol, dok dostupnost leka ostaje oko
55%), dok dodavanje vecih koncentracija nepovoljno uti¢e na dostupnost leka (dostupnost leka
opada na 35%).

lako se i veliCina nanoCestice i debljina monosloja smanjuju sa poveéanjem
koncentracije pozadinskog liganda, ove promene postaju znacajne tek pri velikim promenama
koncentracije, $to se moze videti iz tabele ispod (tabela 4.15).

Tabela 4.16. Maksimalna, prose€na veli€ina nanoCestice i debljina monosloja za Gemcitabin sistem.

Sistem MAXveligina [A] | AVGveligina [A] CT[A]
GEM100 136,5 108,5 25,25
GEM 51 136,5 112,5 30,25
GEM 41 136,5 113,5 30,75
GEM 31 136,5 112,5 30,25
GEM 21 138,5 110,5 29,25
GEM 11 134,5 107,5 27,75
GEM 12 136,5 104,5 26,25
GEM 13 133,5 102,5 25,25
GEM 14 135,5 102,5 25,25
GEM 15 134,5 101,5 24,75
PL100 114,5 97,5 22,75

Zakljucak eksperimenta

I kod hidrofilnih i kod hidrofobnih sistema, uvodenje manjih koncentracija pozadinskog
liganda dovodi do stabilizacije sistema i nema znacajnog uticaja na dostupnost leka. Takode, u
oba slucaja je primecéeno da su razlike u veli€ini nanoCestice i debljini monosloja neznatne, a da
dostupnost leka varira oko vrednosti dobijenih za homogene sisteme. Na osnovu ovih rezultata
moze se zaklju€iti da manje koncentracije pozadinskog liganda povoljno utiC¢u na stabilizaciju
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sistema, a da interakcije izmedu API i PL ne doprinose znacajno promeni strukture. (Odstupanje
od homogenih sistema je minimalno).

U slu€aju kada je pozadinski ligand u viSku, dostupnost leka naglo opada i sistem se
destabilizuje 8to ukazuje na to da treba paziti na ravnotezu izmedu API i pozadinskih liganada
kako bi se povecala i/ili o€uvala efikasnost sistema.

4.1.4. Ispitivanje uticaja duzine pozadinskog liganda na strukturu
nanocestica

Nakon uticaja koncentracije, ispitivan je uticaj duzine pozadinskog liganda na strukturu
monosloja u vodenoj sredini. Za ovu grupu eksperimenata modelovane su nanoCestice koje
nose lekove razliCitih fizicko-hemijskih karakteristika u kombinaciji sa pozadinskim ligandima
razli€itih duzina.

Lekovi koji su modelovani u ovoj grupisimulacija su Wyc-215 - WYC, Zorak - ZOR,
Zileuton - ZIL i Doksorubicin - DOX. Svaki API ligand koji nosi lek simuliran je u kombinaciji sa
tri pozadinska liganda razliitih duzina - Pz2, PegZ i Pz6. Strukture liganada date su u sekciji
3.3.5. u tabeli 3.19.

Dox11Pz2 DOX11PegZ DOX11Pz6
= Monosloj = Dox ~ ONC - Voda = Monosloj = Dox =~ ONC = Voda = Monosloj = Dox =~ ONC = Voda

+ 4
3 3
2 2 2
1 1
0 0

Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang)

Slika 4.15. RDF grafici Doksorubicin sistema sa pozadinskim ligandima razli¢ite duzine. Duzina
liganada rasta s leva na desno.

Sa RDF grafika (Slike 4.15-18) moze se primetiti da je u slu€aju najkra¢eg pozadinskog
liganda (Pz2) pik leka za vecinu sistema pomeren bliZze rastvaracu nego pik terminalnog kraja
pozadinskog liganda Pz2. Jedini izuzetak je Zileuton sistem. S obzirom na to da je Pz2
znacajno kraci od API liganada, prvi slu€aj je oekivan. S obzirom na Sirinu pika leka jasno je da
se API ligand koji ga nosi savija ka povrsini zlata izlazuéi pritom hidrofilniji deo liganda
rastvaraCu. Zileuton se Cini najhidrofobnijim od svih sistema. U prilog toj €injenici idu i vrednosti
dostupnosti leka u kombinaciji sa svakim pozadinskim ligandom koje su najmanje u poredenju
sa ostalim ispitivanim API ligandima (tabela 4.17)
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Wye11P22 WYC11PegZ Wyc11Pz6
= Monosloj = ONC -~ WYC = Voda = Monosloj = WYC -~ ONC = Voda = Monosloj = ONC ~ WYC - Voda

Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang) Udalienost_(Ang)

Slika 4.16. RDF grafici WYC sistema sa pozadinskim ligandima razli¢ite duzine. Duzina liganada
rasta s leva na desno.

Sa povecanjem duzine pozadinskog liganda, pikovi leka pomeraju se blize zlatu, dok se
pikovi terminalnih krajeva liganada pomeraju ka rastvaracu. S obzirom na to da je u svakom
ispitivanom sistemu API ligand hidrofobniji od pozadinskog liganada, moguée objasnjenje za
ovakvo ponas$anje je, kao i ranije, tendencija leka da se sakrije od rastvaraCa. Za razliku od
najkraceg PL, druga dva ispitivana pozadinska liganda su dovoljno dugacka da se rasporede na
povrsini u kontaktu sa rastvaracem.

ZOR11Pz2 ZOR11PegZ ZOR11Pz6
- Monosloj = ZOR ONC - Voda = Monsloj = ZOR ONC = Voda = Monosloj = ZOR ONC = Voda

Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang)

Slika 4.17. RDF grafici Zorak sistema sa pozadinskim ligandima razli¢ite duzine. Duzina liganada
raste s leva na desno.

ZIL11Pz2 ZIL11PegZ ZIL11P26
= Monosloj = ZIL ~ ONC - Voda = Monosloj = ZIL ~ ONC = Voda = Monosloj = ZIL ~ ONC - Voda

Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang)

Slika 4.18. RDF grafici Zileuton sistema sa pozadinskim ligandima razli€¢ite duzine. Duzina liganada
raste s leva na desno.

Na osnovu vrednosti prikazanih u tabeli 4.17 moze se uoditi jasan trend gde se sa
povecanjem duzine liganda smanjuje dostupnost leka, ali i raste nestabilnost celog sistema
(tabela 4.18). Dostupnost leka kod Doksorubicin nanosistema opada sa 58 na 47%, kod Wyc
Nanosistema sa 49 na 39%, kod Zorak nanosistema sa 41 na 30%, i kona¢no kod Zileuton
sistema sa 30 na 23%. S druge strane, ukupna energija kod svih sistema raste sa povecanjem
duzine pozadinskog liganda: kod Doksorubicin nanosistema raste sa -415,5 na 369,8 Mcal/mol,
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kod Wyc Nanosistema sa 632,7 na 599,5 Mcal/mol, kod Zorak nanosistema sa -594,5 na 564,4
Mcal/mol, i konac¢no kod Zileuton sistema sa -502,7 na -465,3 Mcal/mol.

Tabela 4.17. SASA i dostupnost leka ispitivanih sistema.

Sistem SASA (A?) %
DOX11Pz2 83423 58
DOX11PegZ 87980 52
DOX11Pz6 89377 47
WYC11Pz2 60589 49
WYC11PegZ 65704 44
WYC11Pz6 68030 39
ZOR11PZ2 56780 41
ZOR11PegZ 62486 34
ZOR11Pz6 65445 30
ZIL11PZ2 59695 30
ZIL11PegZ 65407 23
ZIL11Pz6 65417 23

Tabela 4.18. Ukupna, kineti¢ka i potencijalna energija [Mcal/mol] ispitivanih sistema.

Ukupna
Sistem energija Kineti¢ka Potencijalna

DOX11Pz2 -415,5 117,7 -533,2
DOX11PegZ -398,1 117,3 -515,4
DOX11Pz6 -369,8 114,3 -484,1
WYC11Pz2 -632,7 163,2 -795,9
WYC11PegZ -609,3 161,4 -770,7
WYC11Pz6 -599,5 162,9 -762,5
ZOR11Pz2 -594,5 157,6 -752,1
ZOR11PegZ -574,2 155,1 -723,9
ZOR11Pz6 -564,4 157,9 -722,4
ZIL11Pz2 -502,7 131,4 -634,1
ZIL11PegZ -487,4 131,4 -618,9
ZIL11Pz6 -465,3 129,9 -595,2
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Ono Sto je neoCekivan rezultat je da se sa povecanjem duzine pozadinskog liganda
veliCina ukupne nanocestice i debljina monosloja ne menjaju znacajno (tabela 4.19). Ako se
pogleda prosecna veli€ina nanocestice, vidi se da su razlike izmedu sistema minimalne. Polarni
pozadinski ligand uvek ima tendenciju da se pruza ka rastvaracu. Medutim, u slu¢aju kada je PL
znacajno kraéi od API liganda, moguce je da je dovoljno daleko tako da ta tendencija nema
priliku da se izrazi u istoj meri kao i kod duzih pozadinskih liganada. S obzirom na to da oni
onda zauzimaju prostor blize povrsini zlata, moguée je da rezultujuc¢a sila dovodi do smanjenja
potencijalne energije, pa se API ligandi pruzaju ka rastvaraCu u vec¢oj meri. Kada su pozadinski
ligandi dovoljno dugi, oni potiskuju API ligand ispod povrsine. Tako da, iako dolazi do promene u
dinamici interakcija izmedu ova dva tipa liganada, makroskopski rezultat (veli€¢ina nanoCestice i
debljina monosloja) ostaje nepromenjen.

Tabela 4.19. Maksimalna veli€ina nanocestice (MAXveli€ina), prosena veli¢ina nanolestica (AVG
veli¢ina), debljina monosloja (CT) ispitivanih sistema.

Sistem MAXveligina [A] | AVGveligina [A] CT[A]
DOX11Pz2 130,5 105,5 26,75
DOX11PegZ 132,5 104,5 26,25
DOX11Pz6 131,5 106,5 27,25
WYC11Pz2 137,5 105,5 26,75
WYC11PegZ 138,5 104,5 26,25
WYC11Pz6 138,5 106,5 27,25
ZOR11Pz2 133,5 104,5 26,25
ZOR11PegZ 140,5 102,5 25,25
ZOR11Pz6 136,5 103,5 25,75
ZIL11Pz2 127,5 98,5 23,25
ZIL11PegZ 132,5 99,5 23,75
ZIL11Pz6 132,5 103,5 25,75

Tabela 4.20. RF/D &ija vrednost opisuje zauzetu konformaciju, Rs-n - teorijska debljina monosloja, D -
Udaljenost izmedu dve taCke vezivanja liganada na povrsinu, RF - Florijev radijus, CT - izraCunata
debljina monosloja, izraCunata i predvidena veli€ina nanoc¢estice [nm].

Izra€unata |Predvidena
11 P22 RF/D Rs-n [nm] D RF CT [nm] veli€¢ina veli¢ina
WYC 0,63 3,74 3,97 2,52 2,67 10,55 10,90
ZIL 0,54 4,09 3,97 2,15 2,32 9,85 10,10
ZOR 0,53 4,25 3,97 2,10 2,62 10,45 10,70
DOX 0,50 4,51 4,37 2,20 2,67 10,55 10,90
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Kod heterogenih sistema sa kratkim pozadinskim ligandom Pz2 odnos R¢/D je najmaniji
(Tabela 4.20). To ukazuje da svi ispitivani nanosistemi zauzimaju konformaciju nasumiénog
klupka. Ovo je takode u skladu sa prethodno opisanom mobilno3¢u ispitivanih liganada. Kao i
kod homogenih liganada, i ovde su uporedene vrednosti proseéne veliine nanoCestice dobijene
preko simulacija i preko dobijenih vrednosti Florijevog radijusa. Za sve sisteme, slaganje ovih
vrednosti je dobro.

Tabela 4.21. RF/D ¢ija vrednost opisuje zauzetu konformaciju, Rs-n - teorijska debljina monosloja, D -
Udaljenost izmedu dve tacke vezivanja liganada na povrsinu, RF - Florijev radijus, CT - izraCunata
debljina monosloja, izraunata i predvidena veliina nanoCestice [nm].

Izradunata |Predvidena
11 PegZ RF/D Rs-n [nm] D RF CT [nm] veli¢ina veli¢ina
WYC 0,67 3,29 3,70 2,48 2,63 10,45 10,46
ZIL 0,62 3,64 3,70 2,30 2,38 9,95 10,10
ZOR 0,61 3,80 3,70 2,25 2,53 10,25 10,00
DOX 0,58 4,06 4,05 2,35 2,63 10,45 10,76

Podaci prikazani u tabelama 4.20-22. ukazuju na to da se sa povecanjem duZine
pozadinskog liganda, konfromacija monosloja ispitivanih sistema postepeno priblizava
optimalnoj konformaciji izmedu Cetke i nasumiénog klupka. Na primer, Re/D za Doksorubicin
sistem raste sa 0,50 na 0,64, za Zileuton sistem sa 0,54 na 0,71, itd. Medutim, iako trend
postoji, promene koje se javljaju sa produzavanjem PL su minimalne, a zauzeta konformacija je
u svim slu€ajevima i dalje konformacija nasumi¢nog klupka.

Tabela 4.22. RF/D &ija vrednost opisuje zauzetu konformaciju, Rs-n - teorijska debljina monosloja, D -
Udaljenost izmedu dve taCke vezivanja liganada na povrsinu, RF - Florijev radijus, CT - izraCunata
debljina monosloja, izraCunata i predvidena veli€ina nanoc¢estice [nm].

Izracunata |Predvidena
11 Pz6 RF/D Rs-n [nm] D RF CT [nm] velicina veli¢ina
WYC 0,76 3,36 3,40 2,58 2,70 10,65 10,66
ZIL 0,71 3,64 3,40 2,40 2,60 10,35 10,30
ZOR 0,69 3,87 3,40 2,35 2,60 10,35 10,20
DOX 0,64 4,12 3,80 2,45 2,70 10,65 10,40
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Zakljucak eksperimenta

Sistemi sa kra¢im ligandima su se pokazali kao najoptimalniji. Dostupnost leka je
najveca i ti sistemi su najstabilniji. Sa pove¢anjem duzine pozadinskog liganda, dostupnost leka
opada. To se moZe objasniti ve¢im afinitetom pozadinskog liganda ka rastvaradu $to dovodi do
toga da se taj tip liganda izduzuje ka njemu i potiskuje API ligande ispod povrsine. To takode
objasnjava i destabilizaciju sistema. lako se sa produzavanjem pozadinskog liganda
konformacija monosloja priblizava optimalnoj, to se ne deSava u dovoljnoj meri. Tako da uprkos
ovom trendu, opsti zaklju€ak je prednost koriS¢éenja kratkih pozadinskih liganada.

4.1.5. Ispitivanje uticaja razli€itih konfiguracija monosloja na strukturu
funkcionalizovanih nanocCestica

U prethodnim sekcijama opisani su eksperimenti Ciji cilj je bio ispitivanje uticaja promene
kompozicije sistema na strukturu funkcionalizovanih nanoCestica u rastvoru. S obzirom na to,
sledeca grupa simulacija je osmisljena sa ciliem da se ispita uticaj razli€itih po€etnih kofiguracija
monosloja, dok se kompozicija sistema drzi konstantnom. Kao S§to je pomenuto u uvodu,
monosloj nanogestica moze zauzeti veliki broj razliCitih konfiguracija. Ispitati svaku bi bilo
previse raCunarski i vremenski zahtevno. Zbog toga su ovde odabrane dva ekstrema -
najneuredenija (nasumic¢na) i najuredenija (janus) konfiguracija.

U ovoj grupi sistema modelovane su nanocCestice funkcionalizovane API ligandima koji
nose hidrofilan (Gemcitabin) ili hidrofoban lek (Kvinolinol) i pozadinskim ligandom u odnosu 1:1.
Strukture liganada prikazane su u sekciji 3.3.6. u tabeli 3.20.

Gemcitabin sistemi

GEM11Pz2_nasumi¢na GEM11PegZ_nasumiéna GEM11Pz6_nasumicna
= Monosloj = GEM - ONC = Voda = Monosloj = GEM - ONC = Voda = Monosloj = GEM -~ ONC = Voda
4 4 4
3 3
2 2
1 1 1
=
0
o
Udalienost_(Ang) Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang)
GEM11Pz2_janus GEM11PegZ_janus GEM11Pz6_janus
= Monosloj = GEM ~ ONC - Voda = Monosloj = GEM - ONC - Voda = Monosloj = GEM -~ ONC = Voda
4 4
3
2 2 2
1
10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Udalienost_(Ang) Udalienost_(Ang) Udaljenost_(Ang)

Slika 4.19. RDF grafici Gemcitabin sistema.
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Na RDF graficima sistema sa Gemcitabinom (slika 4.19) mozZe se uoCiti da su pikovi
nanocCestica sa monoslojem u nasumi¢noj konfiguraciji uvek Siri od svog janus para. To ukazuje
da pod ovim uslovima fleksibilnost API liganada viSe dolazi do izraZaja. Vece vrednosti kineti¢ke
energije u odnosu na janus sisteme idu u prilog tome. Takode, kod kracih liganada (Pz2 i PegZ)
prosedna gustina terminalnog kraja pozadinskog liganda je na oko 45-47 A. S obzirom na to da
zbog svoje duzine ne mogu dovoljno da se priblize rastvaracu, API ligandi su primorani da budu
na povrsini. Ovakva dinamika nepovoljno utiCe i na dostupnost leka i na stabilnost sistema
(tabele 4.23-24).

Slika 4.20. Slike simulacija Gemcitabin sistema. Nasumi¢na konfiguracija nanocCestice
funkcionalizovane a) Gemcitabinom i kratkim ligandom (Pz2), b) Gemcitabinom i srednjim ligandom
(Peg2), ¢) Gemcitabinom i dugackim ligandom (Pz6). Janus konfiguracija nanoCestice funkcionalizovana
d) Gemcitabinom i kratkim ligandom (Pz2), e) Gemcitabinom i srednjim ligandom (PegZ), f)
Gemcitabinom i duga¢kim ligandom (Pz6).

Tabela 4.23. SASA i dostupnost leka za Gemcitabin sisteme. “R” ozna¢ava nasumi¢nu konfiguraciju, dok
“J” oznaCava janus konfiguraciju.

Sistem SASA (A?) %
GEM11Pz2 R 63556 49
GEM11Pz2J 54593 55

GEM11PegZ R 66635 44
GEM11PegZ J 56553 53
GEM11Pz6 R 68482 41
GEM11Pz6 J 54863 52
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Tabela 4.23. pokazuje vrednosti dostupnosti leka za Gemcitabin sisteme. MoZe se
primetiti da je ona uvek veéa u janus konfiguraciji, a da je najviSe izrazena u kombinaciji sa
kratkim ligandom gde je dostupnost leka u janus konfiguraciji 55%, a u nasumic¢noj 49%.. Ova
struktura je takode i najstabilnija od svih ispitivanih sistema u ovoj grupi simulacija (tabela 4.24).

Tabela 4.24. Ukupna, kinetiCka i potencijalna energija [Mcal/mol] Gemcitabin sistema. “R” oznacava
nasumicnu konfiguraciju, dok “J” oznacava janus konfiguraciju.

Ukupna
Sistem energija Kineticka Potencijalna
GEM11Pz2 R -478,9 128,1 -606,9
GEM11Pz2J -494,6 131,8 -626,4
GEM11PegZ R -486,7 133,7 -620,4
GEM11PegZ J -437,5 121,8 -559,3
GEM11Pz6 R -458,2 130,6 -588,8
GEM11Pz6 J -436,6 125,4 -561,9

Tabela 4.25. Maksimalna i prosecna veliina nanocestica i debljina monosloja za Gemcitabin sisteme. “R”
oznaCava nasumicnu konfiguraciju, dok “J” ozna€ava janus konfiguraciju.

Sistem MAXveligina [A] | AVGveligina [A] CT[A]
GEM11Pz2 R 134,5 105,5 26,75
GEM11Pz2J 134,5 112,5 30,25

GEM11PegZ R 137 107,5 27,75
GEM11PegZ J 136,5 11,5 29,75
GEM11Pz6 R 135,5 108,5 28,25
GEM11Pz6 J 137,5 11,5 29,75

VeliCina nanocestice i debljina monosloja veée su u janus konfiguraciji (tabela 4.25). S
obzirom na to da su dva tipa liganda prostorno relativho daleko, uticaj polarnosti pozadinskog
liganda na strukturu API liganda nije toliko izrazen koliko u nasumiénoj konfiguraciji. Kada se
ova dva tipa liganda nadu u neposrednoj blizini, osobine pozadinskog liganda pokazuju vedi
uticaj. Kao $to je ranije opisano, zbog veceg afiniteta ka rastvaracu, PL u nekoj meri potiskuje
API ligand unutar monosloja i utiCe na njegovo savijanje ka povrsini zlata. U prilog objasnjenju
ide i Cinjenica da je dostupnost leka u janus konfiguraciji oko 55%, isto koliko i kod homogenih
sistema, dok u nasumiénoj konfiguraciji dostupnost leka opada (tabela 4.23).

Dodatno, hidrofilna priroda Gemcitabina olak8ava da se on nade blizu povrSine u
kontaktu sa rastvaracem.
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Kvinolinol sistemi

0QL11Pz2_nasumiéna 0QL11PegZ_nasumiéna OQL11Pz6_nasumiéna
= Monosloj = OQL ~ ONC = Voda = Monosloj = OQL ~ ONC = Voda = Monosloj = OQL -~ ONC = Voda
4 4 4
3 3 3
2 2 2
1 1 1
0 0 0
10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 50 80 10 20 30 40 50 80
Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang)
OQL11Pz2_janus OQL11PegZ_janus 0QL11Pz6_janus
= Monosloj = 0QL -~ ONC = Voda = Monosloj = OQL ~ ONC = Voda = Monosloj = ogl ~ ONC = Voda
4 4 n
3 3 3
2 2 2
9 1 1
0 0 [
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50 60 10 20 30 40 &0
Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang) Udaljenost_(Ang)

Slika 4.21. RDF grafici Kvinolinol sistema.

Kod Kvinolinol sistema situacija je nesto drugacija. Sa RDF grafika (slika 4.21) odmah se
moze primetiti da je proseCna gustina Kvinolinola pomerena vie ka jezgru zlatne nanocestice u
odnosu na Gemcitabin sisteme, dok je terminalni kraj pozadinskog liganda pomeren ka povrsini
u kontaktu sa rastvaracem, €ak i u slu€aju najkraceg liganda. Pik krive za Kvinolinol se nalazi na
~35 A od centralnog atoma zlata, dok je u slu¢aju Gemcitabina izmedu 47-50 A (slika 4.19).
Takode se mozZe videti da je pik Kvinolinola u janus konfiguraciji nizak i razvuéen, i daleko od
rastvaraCa Sto upucCuje na ekstremno savijanje API liganda.

Slika 4.22. Slike simulacija Kvinolinol sistema. Nasumi¢na konfiguracija nanocestice
funkcionalizovana a) Kvinolinolom i kratkim ligandom (Pz2), b) Kvinolinolom i srednjim ligandom (PegZ),

104



c) Kvinolinolom i dugackim ligandom (Pz6). Janus konfiguracija nanoCestice funkcionalizovana d)
Kvinolinolom i kratkim ligandom (Pz2), e) Kvinolinolom i srednjim ligandom (PegZ), f) Kvinolinolom i
dugackim ligandom (Pz6).

Tabela 4.26. SASA i dostupnost leka Kvinolinol sistema. “R” oznagava nasumi¢nu konfiguraciju, dok “J”
oznacava janus konfiguraciju.

Sistem SASA (A?) %
OQL11Pz2 R 48866 15
OQL11Pz2J 43045 26
OQL11PegZ R 49185 14
OQL11PegZ J 45256 22
OQL11Pz6 R 50945 14
OQL11Pz6 J 45266 23

Dostupnost Kvinolinola je relativno niska u svim ispitanim sistemima (tabela 4.26). U
navedenoj tabeli moze se uoditi da je dostupnost leka u nasumicnoj konfiguraciji priblizno 15%,
dok je u janus konfiguraciji nesto visa, ali ne prelazi 26%. lako je dostupnost ve¢a u janus
konfiguraciji, ovi sistemi su nestabilniji od svog para u nasumicnoj konfiguraciji (tabela 4.27).

Tabela 4.27. Ukupna, kineti¢ka i potencijalna energija [Mcal/mol] Kvinolinol sistema. “R” ozna¢ava
nasumicnu konfiguraciju, dok “J” ozna¢ava janus konfiguraciju.

Ukupna
Sistem energija Kineticka Potencijalna
OQL1MPz2 R -460,7 110,5 -521,9
OoQL11Pz2J -411,3 110,5 -521,9
OQL11PegZ R -436,7 121,8 -558,4
OQL11PegZ J -412,5 115,9 -528,4
OQL11Pz6 R -413,9 123,7 -584,4
OQL11Pz6 J -421,9 122,1 -543,9

Tabela 4.28. Maksimalna i prose€na veli¢ina nanoCestica i debljina monosloja za Kvinolinol sisteme. “R”
oznacava nasumicnu konfiguraciju, dok “J” ozna€ava janus konfiguraciju.

Sistem MAXveligina [A] | AVGveligina [A] CT[A]
OQL11Pz2 R 121,5 94,5 21,25
OQL11Pz2J 126,5 102,5 25,25

OQL11PegZ R 124,5 100,5 24,25
OQL11PegZ J 125,5 101,5 24,75
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OQL1MPz6 R 125,5 105,5 26,75
OQL11Pz6 J 127,5 105,5 26,75

U vecini sistema veli€ina nanoCestice se ne menja u velikoj meri (tabela 4.28). |zuzetak
je sistem sa najkra¢im ligandom u nasumicnoj konfiguraciji. S obzirom na to da je RDF (slika
4.21) pokazao da je prose€na gustina terminalnog kraja u ovom sistemu bliza rastvaracu od
prosecne gustine leka, API ligand se verovatno savija u najvecoj meri kako bi se “sakrio” od
rastvaraca ispod pozadinskog liganda $to kao posledicu ima i smanjenje veli¢ine nanocestice.

Zakljucak eksperimenta

lako je dostupnost leka uvek vec¢a u janus konfiguraciji, osobine leka imaju naznacajniji
uticaj na konacnu stabilnost funkcionalizovane nanocestice u rastvoru. API ligandi koji nose
hidrofilne lekove mogu da zauzmu “slobodniju” konformaciju i da izloze svoj terminalni kraj
rastvaraCu, dok to nije sluaj za hidrofobne lekove. Njihova tendencija da smanje izloZzenu
hidrofobnu povrSinu uti¢e na savijanje liganada i destabilizaciju cele strukture.

4.1.6. Ispitivanje uticaja veliCine jezgra od zlata na strukturu
funkcionalizovanih nanocCestica

Promenom prec¢nika sferne nanocestice zlata menja se zakrivljenost i ukupna povrsina
nanocCestice. To znacCi da se menja i mogu¢ broj liganada koji se mogu Kkoristiti za
funkcionalizaciju, ali i uglovi koje oni mogu zauzeti jedni prema drugima $to moZze uticati na
interakcije izmedu liganada. Da bismo ispitali koliko to utiCe na strukturu, modelovane su
nanocCestice razli€itih veli€¢ina (pre¢nika) funkcionalizovane homogenim i heterogenim
monoslojem.

Homogeni sistemi su modelovani sa API ligandima koji nose WYC i simulirani su sa
zlatnim jezgrima od 1 nm, 2.5 nm, 4 nmi 5,5 nm.

Heterogeni sistemi su modelovani sa fluorescentnim ligandima i simulirani su sa zlatnim
jezgrima od 2.5 nm i 5,5 nm. Kao posledica velikog broja atoma u ovim sistemima, racunarski
resursi potrebni za njihove simulacije bi bili preveliki. Zbog toga je modelovan maniji broj sistema
nego u slu¢aju homogenih nanocestica.
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Homogeni sistemi - WYC
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Slika 4.23. RDF grafici WYC sistema sa razlic¢itim veli€inama jezgra od zlata.

RDF grafici monosloja (slika 4.23) sa jezgrima od 1 i 2 nm ukazuju na dinami¢nost API
liganada. Nepravilan oblik sa viSe pikova ukazuje na to da su oni stalno u pokretu i da ne
zauzimaju stabilnu konformaciju. U prilog tome idu i vrednosti ukupne energije sistema koje
ukazuju na to da su ovi sistemi nestabilniji od zlatnih nanoCestica veceg precnika.

S druge strane, na RDF graficima monolsoja sa jezgrima veé¢im od 2 nm moze se
primetiti pravilniji oblik krive leka $to ukazuje na stabilniju konformaciju.

Tabela 4.29. SASA i dostupnost leka WYC sistema.

Veli€ina jezgra SASA (A?) %
1nm 6168 53
2.5nm 29934 49

4 nm 67193 53
5.5nm 99024 56
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Rezultati analize povrSine dostupne rastvaracu (tabela 4.29) pokazuju da se ona
poveava srazmerno povecanju jezgra, a samim tim i veliine cele funkcionalizovane
nanocestice, dok je dostupnost leka prilicno sli¢na u svim sistemima, i iznosi ~50-55%.

Tabela 4.30. Ukupna, kineti¢ka i potencijalna energija [Mcal/mol] ispitivanih sistema.
Ukupna
Veli€ina jezgra energija Kineticka Potencijalna
1nm -358,3 89,8 -448,1
2.5nm -422,2 110,2 -532,2
4 nm -483,9 128,1 -612,1
5.5nm -560,7 157,1 -717,8

Analiza ukupne energije pokazuje da stabilnost sistema raste sa povec¢anjem precnika
jezgra od zlata (Tabela 4.30).

2.5 nm

1 nm

4 nm 5.5 nm

Slika 4.24. Slike simulacija WYC sistema sa razli€¢itim veli¢inama jezgra od zlata.

Tabela 4.31. Maksimalna veli€ina nanocestice (MAXveli¢ina), prose¢na veli¢ina nanolestica (AVG
veli¢ina), debljina monosloja (CT) ispitivanih sistema.

Veligina jezgra |MAXveligina [A] | AVGveligina [A] CT[A]
1 nm 61,5 41,5 15,75
2.5nm 105,5 70,5 22,75

4 nm 122,5 95,5 27,75
5.5nm 138,5 113,5 30,75

Veli¢ina funkcionalizovane nanocestice i debljina monosloja povec¢avaju se srazmerno

povecaniju pre€nika jezgra od zlata (Tabela 4.31).
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Slika 4.25. RDF grafici CY5 sistema sa razlic¢itim veli€éinama jezgra od zlata.

Na RDF graficima heterogenih sistema (slika 4.25) moze se videti da pik monosloja
postaje pravilniji, dok se pik leka pomera desno blize povrSini u kontaktu sa rastvaracem.
Pozadinski ligand je u slu€aju fluorescentnih nanoCestica potisnut dublje u monosloj, ali je ovaj
efekat manje izraZzen kod vecCeg jezgra zlatne nanocestice. Mogucée objasnjenje za ovakvo
ponasanje moze biti voluminoznost terminalnog kraja i duzina fluorescentnog API liganda. Sa
smanjenjem preénika zlatnog jezgra znacajno se smanjuje dostupna povrSine same
nanocestice. Pretpostavka je da uprkos vecoj polarnosti pozadinskog liganda, zbog vecée duzine
i voluminoznosti API liganda nema dovoljno prostora blizu povrSine za njihovo rasporedivanje
zbog Cega se pozadinski ligandi rasporeduju blize jezgru, a API ligandi blize rastvaracu. Taj
efekat se smanjuje sa jezgrom veéeg prec¢nika jer u tom slu€aju veca je i povrSina same zlatne

nanocestice.

2.5 nm

5.5 nm

Slika 4.26. Slike simulacija CY5 sistema sa razli¢itim veli¢inama jezgra od zlata.

Tabela 4.32. SASA i dostupnost terminalnog kraja CY5 sistema.

Veli¢ina jezgra SASA (A?) %
2.5 nm 35615 52
5.5 nm 120721 64
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U sluéaju heterogenih sistema, dostupnost leka (tabela 4.32) raste znacajnije sa
povecanjem prec¢nika jezgra od zlata, za razliku od homogenih sistema gde je uticaj promene
veli¢ine bio zanemarljiv.

Tabela 4.33. Maksimalna veliCina nanocestice (MAXveli¢ina), prosecna veli¢ina nanocestica (AVG
veli¢ina), debljina monosloja (CT) ispitivanih sistema.

Veligina jezgra |MAXveli¢ina [A]|AVGveligina [A] CT[A]
2.5 nm 119,5 74,5 24,25
5.5nm 169,5 123,5 35,75

Tabela 4.34. Ukupna, kineti¢ka i potencijalna energija [Mcal/mol] ispitivanih sistema.

Ukupna
Veli¢ina jezgra energija Kineti¢ka Potencijalna
2.5nm -633,6 166,1 -799,7
5.5 nm -831,6 2245 -105,6

Stabilnost sistema takode raste sa povecanjem veliine jezgra od zlata (tabela 4.34).

Zakljucak eksperimenta

U slu€aju homogeno funkcionalizovanih zlatnih nanoCestica, promene veli¢ine jezgra u
ispitivanom opsegu nemaju znacajan uticaj na dostupnost leka, ali sa druge strane povecéava se
stabilnost sistema.

Kod heterogenih sistema, povecavaju se i dostupnost i stabilnost.

Zaklju€ak je da kod malih funkcionalizovanih nanocestica (do ~15 nm) najoptimalnije je
koristiti veCe precnike jezgra od zlata za funkcionalizaciju.

4.1.7. Ispitivanje stabilnosti funkcionalizovanih nanocCestica pod
razliCitim uslovima

Stabilnost nanoCestica moze zna€ajno da utiCe na proces sinteze, distribucije,
skladistenja i primene. Npr. Pfizer-BioNTech kovid-19 vakcine koje sadrze lipidne nanocestice
zahtevaju skladistenje na temperaturama od -90 do -60 stepeni celzijusa. Kako bi se ispitala
stabilnost funkcionalizovanih nanoCestica pod razli¢itim uslovima, pustane su simulacije
heterogenih sistema:

1. Na sobnoj temperaturi (300 K) u vodenoj sredini,
2. Na sobnoj temperaturi (300 K) u fiziolodkoj sredini (sa jonima),

110



3. Na fizioloskoj temperaturi (310,15 K) u vodenoj sredini,
4. Na fizioloSkoj temperaturi (310,15 K) u fizioloSkoj sredini (sa jonima).

Kao Sto je navedeno u metodologiji, ideja je bila da se simuliraju nanoCestice na sobnoj
temperaturi u vodenim uslovima $§to predstavlja model uslova njihove sinteze, i na fizioloskoj
temperaturi sa jonima to je model fizioloSke sredine. S obzirom na to da detaljno modelovanje
fizioloSke sredine nije tehnicki mogucée, za simulacije se koristi pojednostavljen sistem gde se
modeluje fizioloSki rastvor koji sadrzi 0,15 M rastvor NaCl.
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= Monosloj = OQL ~ ONC = Voda = Monosloj = OQL ~ ONC = Voda
4 4
3 3
2 2
1 1
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N
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Slika 4.27. RDF grafici Kvinolinola pri razli€¢itim uslovima (na 27 i 37 stepeni Celzijusa (300, 310,15
K) sa ili bez jona).
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GEM11_37 GEM11_37_joni
= Monosloj = GEM —~ ONC - Voda = Monosloj = GEM ~ ONC - Voda
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Slika 4.28. RDF grafici Gemcitabina pri razli¢itim uslovima (na 27 i 37 stepeni Celzijusa (300, 310,15
K) sa ili bez jona).
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Kao Sto se moze videti sa RDF grafika svih sistema (slike 4.27-4.29) promena u
strukturama ispitivanih nanocestica prakticno nema. Najznacajnije promene mogu se videti na
RDF graficima Panobinostat sistema (slika 4.29) gde je proseCna gustina leka malo drugacije
rasporedena kroz monosloj. Medutim, ako se ti rezultati uporede sa vrednostima dostupnosti
leka (tabela 4.33) moze se videti da su varijacije koje se javljaju medu sistema i dalje u opsegu

preciznosti ovih analiza (~3%, objadnjenje je dato u sekciji 4.2, iznad tabele 4.6).
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RDF grafici Panobinostata pri razli€itim uslovima (na 27 i 37 stepeni (300, 310,15 K) saili

Tabele 4.35-37 prikazuju vrednosti povrSine dostupne rastvaraCu i dostupnosti leka
ispitivanih sistema. Kao &to se iz svake tabele moZe primetiti, vrednosti ostaju konstantne pri
razliCitim uslovima. U navedenim tabelama se mozZe uocCiti da dostupnost leka za Kvinolinol
sisteme pri svim uslovima ostaje konstanta na 14%, za Gemcitabin sisteme na 45% i za
Panobinostat sisteme oko 45%.

Tabela 4.35. SASA i dostupnost leka Kvinolinol sistema.

Sistem 0QL11_27 |0QL11_27 joni| ©0QL11_37 [0QL11_37 joni
SASA (A?) 49106 48268 50201 49533
% 14 14 14 14

Tabela 4.36. SASA i dostupnost leka Gemcitabin sistema.

Sistem (A?) | GEM11_27 |GEM11_27 joni| GEM11_37 |GEM11_37_joni
SASA 65312 63854 64189 64242
% 45 45 45 45
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Tabela 4.37.SASA i dostupnost leka Panobinostat sistema.

Sistem PAN11_27 |PAN11_27_joni| PAN11_37 |PAN11_37_joni
SASA (A?) 79345 78803 78302 79728
% 43 46 44 44

Tabele 4.38-4.40 prikazuju zastupljenost interakcija u ispitivanim sistemima. Razliita
zastupljenost odredenog tipa interakcija u razli€itim sistemima posledica je fiziCko-hemijskih
osobina lekova koji su vezani za API ligande. Medutim, unutar jednog sistema, pri poredenju
zastupljenosti interakcija pri razli¢itim uslovima, moze se videti da ovde, kao i ranije, promena
praktiéno nema. Ova konzistentnost rezultata ukazuje na stabilnost struktura.

Tabela 4.38. Zastupljenost interakcija u Kvinolinol sistemima (API:PL=1:1) pri razli¢itim uslovima.

Kvinolinol oQL11_27 OQL11_27_joni oQL11_37 OQL11_37_joni
Vodonic¢na veza
(%) 23,2 23,5 234 23,5

Elektrostaticke
interakcije (%) 0,8 1,1 0,8 0,6

Hidrofobne
interakcije (%) 74,9 74,2 74,7 74,7

Ostale (%) 1,1 1,2 1.1 1,3

Tabela 4.39. Zastupljenost interakcija u Gemcitabin sistemima (API:PL=1:1) pri razliitim uslovima.

Gemcitabin GEM11_27 GEM11_27_joni GEM11_37 GEM11_37_joni
Vodoni¢na veza
(%) 39,1 39,2 39,5 39,1
Elektrostaticke
interakcije (%) 3,8 3.4 3,4 4.4
Hidrofobne
interakcije (%) 56,2 56,6 56,3 55,7
Ostale (%) 0,9 0,8 0,8 0,9

Tabela 4.40. Zastupljenost interakcija u Panobinostat sistemima (API:PL=1:1) pri razli¢itim uslovima
Panobinostat PAN11_27 PAN11_27_joni PAN11_37
Vodoniéna

veza (%) 27,6 27,7

PAN11_37_joni

27,6 27,5
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Elektrostaticke

interakcije (%) 1,1 1,5 1,2 1,4
Hidrofobne

interakcije (%) 70,4 69,9 70,4 70,2
Druge (%) 0,9 0,9 0,8 0,9

Zakljucak eksperimenta

Rezultati svih uradenih analiza pokazuju da su promene strukture funkcionalizovanih
zlatnih nanocestica pod razliitim uslovima minimalne, odnosno, struktura ovih sistema
praktino ostaje identi¢na pod svim ispitanim uslovima.

Pored inertnosti zlatnih nanocCestica, koja omogucava Sirok spektar moguénosti njihove
funkcionalizacije, ovo predstavlja jo$ jednu prednost koriS¢enja zlatnih nanoCestica kao nosaca
antitumorskih lekova. Stabilno skladiStenje zlatnih nanocestica na sobnoj temperaturi znac¢ajno
olakSava njihovu sintezu i distribuciju i smanjuje finansijske troSkove.

4.1.8. Ispitivanje intramolekulskih interakcija

Kako bi se dobio bolji uvid u strukturu simuliranih sistema, takode su ispitivane
intramolekulske interakcije u monosloju nanocCestica.

4.1.8.1. Zastupljenost interakcija sa promenom koncentracije liganada u
sistemu

U prvoj grupi simulacija, praéene su interakcije u sistemima gde su postepeno menjane
koncentracije API i pozadinskih liganada. Interakcije su ispitane prvo za homogene sisteme
(nanocestice funkcionalizovane samo API ligandom i nanocestice funkcionalizovane samo
pozadinskim ligandom), a zatim i za heterogene sisteme gde je odnos ova dva tipa liganada bio
postepeno variran.

Tabela 4.41. Interakcije Gemcitabin sistema.

Interakcije GEM100 GEM31 GEM11 GEM13 PL100
Vodoni¢na
veza (%) 40,2 40,2 39,4 38,2 33,1
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Elektrostaticke

Interakcije (%) 0 0,2 0,6 1,3 2,8
Hidrofobne

Interakcije (%) 59.1 58,9 59,2 59,6 63
Ostale (%) 0,7 0,7 0,8 0,9 1,2

Na osnovu vrednosti iz tabele 4.41. moze se videti da u slu¢aju homogeno
funkcionalizovane nanocCestice APl ligandom koji nosi Gemcitabin prakticno nema
elektrostatiCkih interakcija. lako su hidrofobne interakcije malo zastupljenije, odnos hidrofobnih
interakcija i vodoni¢nih veza je prilicno izjednaen (u odnosu na druge ispitivane sisteme). Za
ovako visok procenat vodoni¢nih veza zasluzan je veci broj proton donora i akceptora u strukturi
API liganda koji omogucavaju formiranje veceg broja vodoni¢nih veza nego kod drugih sistema.
Detaljnije objasnjenje bi¢e dato u narednoj sekciji gde su uporedeni dopinosi interakcija medu
razlicitim sistemima. Dodavanjem pozadinskog liganda u sistem zastupljenost elektrostatickinh
interakcija raste. lako je njihov procenat relativno mali. Na osnovu simulacija homogenih
sistema moze se lako zaklju€iti da je to posledica uvodenja cviterjonskog pozadinskog liganda.
lako se moze videti blag pad zastupljenosti vodoni¢nih veza, odnosno blag porast hidrofobnih
interakcija, ove promene zastupljenosti su prakticno zanemarljive.

Ako se uporede interakcije homogenog sistema sa API ligandom i homogenog sistema
sa pozadinskim ligandima, moze se uvideti velika slicnost. Male promene do kojih dolazi kod
heterogenih sistema ukazuje na uravnoteZavanje izmedu ova dva stanja, gde je API-GEM
dominantniji. Drugim re€ima, doprinos prisustva pozadinskog liganda je minimalan.

Tabela 4.42. Interakcije Niklozamid sistema.

Interakcije NCL100 NCL31 NCL11 NCL13 PL100
Vodoni¢na
veza (%) 28 29,8 30,1 30,8 33,1
Elektrostaticke
Interakcije (%) 0 0,2 0,6 1,2 2,8
Hidrofobne
Interakcije (%) 71,3 69,3 68 66,9 63
Ostale (%) 0,6 0,7 0,8 1 1,2

lako je u slu€aju homogenog Niklozamid sistema pocCetna situacija malo drugacija u
odnosu na Gemcitabin (NCL100) gde je zastupljenost hidrofobnih interakcija znacajnija u
odnosu na zastupljenost vodoniénih veza, na osnovu vrednosti iz tabele 4.42 moZze se uoditi da
se zastupljenost interakcija takode ne menja zna€ajno sa uvodenjem pozadinskog liganda.
Zastupljenost vodoni¢nih veza ostaje konstantna na oko ~30%, dok je zastupljenost hidrofobnih
interakcija ~70 %.
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Tabela 4.43. Interakcije Panobinostat sistema.

Interakcije PAN100 PAN31 PAN11 PAN13 PL100
Vodonic¢na
veza (%) 23,1 25,3 27,6 30,3 33,1
Elektrostaticke
Interakcije (%) 0 0,5 1,2 1,9 2,8
Hidrofobne
Interakcije (%) 76,2 73,5 70,4 66,8 63
Ostale (%) 0,7 0,7 0,8 1 1,2

Kod homogenih sistema funkcionalizovanih API ligandima koji nose Panobinostat i
Kvinolinol (tabele 4.42-43) takode se mozZe videti dominantnost hidrofobnih interakcija u
sistemu. Na osnovu strukture (slike 4.8, 4.10) moze se pretpostaviti da je razlog za to zajednicki
element ovih struktura (aromati¢ni prstenovi) koji omogucavaju formiranje -1 interakcija.
Zastupljenost hidrofobnih interakcija je najve¢a kod Kvinlinol sistema koji ima dva konjugovana
aromatic¢na prstena. Za razliku od Gemcitabin i Niklozamid sistema, sa uvodenjem cviterjonskog
pozadinskog liganda, zastupljenost hidrofobnih interakcija opada, a zastupljenost vodoni¢nih
veza raste. S obzirom na to da su ispitivani sistemi u nasumiénim konfiguracijama, moguce je
da uvodenje cviterjona spreCava API ligande da se dovoljno medusobno priblize ¢ime se
naruSava mogucnost formiranja 1-1r interakcija. Takode, pozadinski ligand ima veci broj proton
donora i akceptora od API liganada Sto dovodi do povecanja procenta vodoni¢nih veza u
sistemu.

U odnosu na Gemcitabin i Niklozamid sisteme gde je uticaj uvodenja pozadinskog
liganda na zastupljenost interakcija prakticno zanemarljiva, u ostalim sistemima to nije slucaj,
posebno u slu€aju Kvinolinol sistema ¢ija je hidrofobnost najveca.

Tabela 4.44. Interakcije Kvinolinol sistema.

Interakcije oQL100 oQL31 oQL11 OoQL13 PL100
Vodonic¢na
veza (%) 17,7 20,5 23,4 26,4 33,1
Elektrostaticke
Interakcije (%) 0 0,4 0,8 1,4 2,8
Hidrofobne
Interakcije (%) 81,5 78,2 74,7 70,9 63
Ostale (%) 0,9 0,9 1,1 1,4 1,2
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4.1.8.2. Poredenje interakcija medu nanosistemima koji nose razlicite
lekove pri istim koncentracijama

S obzirom na to da je jedina razlika u simuliranim sistemima u terminalnom kraju API
liganda (lek), takode je uporedena zastupljenost interakcija izmedu sistema kako bi se izolovao
uticaj samog leka.

Tabela 4.45. Interakcije u homogeno funkcionalizovanim sistemima.

Interakcije GEM100 NCL100 PAN100 oQL100 PL100
Vodonic¢na
veza (%) 40,2 28 23,1 17,7 33,1
Elektrostaticke
Interakcije (%) 0 0 0 0 2,8
Hidrofobne
Interakcije (%) 59,1 71,3 76,2 81,5 63
Ostale (%) 0,7 0,6 0,7 0,9 1,2

Ako se obrati paznja na rezultate iz tabela 4.45-4.48 moze se uoditi isti trend bez obzira
na odnos koriS¢enih liganada. Procentualno, najvise vodoni¢nih veza ima u Gemcitabin
sistemima, dok je najmanji uvek kod Kvinolinol sistema. Situacija je suprotna kada su u pitanju
hidrofobne interakcije. Ovaj trend se moze objasniti strukturom lekova. Gemcitabin ima najveéi
broj proton donora i akceptora, dok je taj broj najmanji kod Kvinolinola. U skladu sa tim, ovakva
distribucija interakcija u sistemima je i o¢ekivana.

Tabela 4.46. Interakcije u heterogeno funkcionalizovanim sistemima gde je odnos izmedu API i
pozadinskog liganda 3:1.

Interakcije GEM31 NCL31 PAN31 oQL31
Vodonic¢na
veza (%) 40,2 29,8 25,3 20,5
Elektrostaticke
Interakcije (%) 0,2 0,2 0,5 0,4
Hidrofobne
Interakcije (%) 58,9 69,3 73,5 78,2
Ostale (%) 0,7 0,7 0,7 0,9
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Elektrostaticke interakcije poti€u isklju€ivo od prisustva pozadinskog liganda u sistemu.
To je i o€ekivano s obzirom na to da je koriSéen cviterjonski pozadinski ligand. Ovaj zaklju¢ak se
moze potvrditi uporedivanjem tabela 4.45 sa tabelama 4.46-4.48. U tabeli 4.45 se moze videti
da elektrostatickih interakcija nema, dok se u tabelama 4.46-4.48 njihov procenat poveéava, sa
povecanjem koncentracije pozadinskog liganda u sistemu.

Tabela 4.47. Interakcije u heterogeno funkcionalizovanim sistemima gde je odnos izmedu API i
pozadinskog liganda 1:1.

Interakcije GEM11 NCL11 PAN11 oQL11
Vodoni¢na
veza (%) 39,4 30,1 27,6 23,4
Elektrostati¢ke
Interakcije (%) 0,6 0,6 1,2 0,8
Hidrofobne
Interakcije (%) 59,2 68 70,4 74,7
Ostale (%) 0,8 0,8 0,8 1,1

Tabela 4.48. Interakcije u heterogeno funkcionalizovanim sistemima gde je odnos izmedu API i
pozadinskog liganda 1:3.

Interakcije GEM13 NCL13 PAN13 oQL13
Vodonic¢na
veza (%) 38,2 30,8 30,3 26,4
Elektrostaticke
Interakcije (%) 1,3 1,2 1,9 1,4
Hidrofobne
Interakcije (%) 59,6 66,9 66,8 70,9
Ostale (%) 0,9 1 1 1,4

4.1.9. Fluorescentne nanocestice kao model sistemi u in vitro i in vivo
ispitivanjima

S obzirom na to da je koris¢enje fluorescentnih nanodestica u in vitro i in vivo
ispitivanjima neophodno, simulirali smo razli¢ite fluorescentne sisteme kako bismo ispitali da li
one mogu biti univerzalan model nanocestica.

Da bi se to ispitalo, simulirani su sistemi sa istim API ligandom kao i u prethodnim
simulacija, gde je jedina razlika terminalni kraj - umesto leka vezan je fluorescentni molekul.
Takode su simulirani sistemi sa razli¢itim API:PL odnosima (API:PL=5:1-1:5), kako bi se ispitao
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dovoljno 8irok opseg parametara koje bismo na kraju mogli da uporedimo sa svim simuliranim
sistemima i damo odgovor na postavljeno pitanje.

U sluCaju simulacija nanosistema sa fluorescentnim ligandima, sa RDF grafika (slika
4.30) se moze videti da je proseCna gustina terminalnog, fluorescentnog kraja API liganda
pomerena desno, u kontaktu sa rastvaracem. Pri velikim po¢etnim koncentracijama API liganda,
a malih pozadinskog liganda, pozadinski ligand je potisnut, odnosno rasporeden kroz Citav
monosloj, sa prose€nom gustinom blize zlathom jezgru. Sa povecanjem koncentracije
pozadinskog liganda, pik se pomera blize rastvaracu, dok se pik API liganda pomera blize
povrsini zlata. Pri odnosu ova dva liganda API:PL=1:5, ligandi pokazuju sli€¢no ponasanje.

Ovakav trend je uoCen kod nanocestica koje nose hidrofilne lekove, dok one koje nose
hidrofobne nisu pokazale slicho ponaSanje. Treba napomenuti da fluorescentni terminalni kraj
predstavlja model sistem nosenih lekova. Opisano pona$anje je posledice njegove polarnosti i
strukture, a ne svojstva fluorescencije, Sto treba uzeti u obzir u daljem razmatranju ovakvih
sistema kao in vitro i in vivo modela razli€itih nanonosaca.
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Slika 4.30. RDF grafici fluorescentnih nanocestica sa razli¢itim odnosima API i PL.
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Tabela 4.49. SASA i dostupnost terminalnog kraja fluorescentnog API liganda.
Sistem | CY551 | CY541 | CY531 | CY521 | CY511 | CY512 | CY513 | CY514 | CY515

SASA
(A?) 179140 | 172007 | 164789 | 150539 | 120721 | 89231 75347 | 62163 53327
% 71 71 71 69 64 57 51 50 46

Dostupnost terminalnog kraja fluorescentnog liganda treba da reflektuje dostupnost leka
u drugim sistemima (tabela 4.49). Opsti trend pokazuje da sa povecanjem koncentracije
pozadinskog liganda opada dostupnost terminalnog kraja. Medutim, iz uzastopnih simulacija vidi
se da malo povecéanje koncentracije pozadinskog liganda nema veliki uticaj na dostupnost. Pri
API:PL odnosima od 5:1 do 2:1, dostupnost se prakticno ne menja. Malo znacajnija promena se
vidi tek kada je odnos 1:1, ali je i tu promena neznatna. Sa daljim povecanjem koncentracije,
dostupnost opada drastiénije, ali se odrzava na vrednosti od oko 50%. Ovo takode ide u prilog
tome da fluorescentne nanodcestice bolje odrazavaju karakteristike hidrofilnih sistema. Medutim,
pod istim uslovima (istim odnosima API i pozadinskih liganada) ¢ak ni najhidrofilniji sistemi nisu
dostigli dostupnost leka od 70%. Ovo ukazuje na to da treba voditi racuna o njihovim relativnim
koncentracijama kako bi se eksperimentalni rezultati mogli pripisati stvarnim sistemima.

Tabela 4.50. Ukupna, kineti¢ka i potencijalna energija [Mcal/mol] ispitivanih sistema.

Ukupna

Sistem energija Kineticka Potencijalna
CY5 51 -751,6 219,1 -970,7
CY5 41 -760,1 219,7 -979,9
CY5 31 -784,1 223,3 -1007,4
CY5 21 -798,6 223,4 -1022,14
CY5 11 -831,6 224.6 -1056,2
CY512 -899,4 2342 -1133,7
CY513 -912,8 2341 -1146,8
CY5 14 -938,5 238,1 -1176,5
CY515 -929,6 2347 -1164,4

U tabeli 4.50 koja pokazuje rezultate energija ispitivanih sistema, vidi se pozitivan uticaj
uvodenja pozadinskog liganda na stabilnost sistema. Sa poveéanjem njegove koncentracije,
srazmerno se povecava i stabilnost.
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Tabela 4.51. Maksimalna veli€ina nanocestice (MAXveli¢ina), prosena veli¢ina nanolestica (AVG
veli¢ina), debljina monosloja (CT) ispitivanih sistema.

Sistem |CY551|CY541|CY531[CY521[CY511|CY512|CY513|CY514|CY515
CT[A] 4475 | 44,75 | 45,25 | 43,75 | 41,25 | 37,25 | 31,25 | 30,25 | 29,25

MAX
Veli¢ina [A]| 1754 | 171,5 | 178,5 | 174,5 | 169,5 | 169,5 | 154,5 | 156,5 | 152,5

AVG
veligina[A] | 141,5 | 141,5 | 1425 | 139,5 | 134,5 | 126,5 | 114,5 | 112,5 | 110,5

Tabela 4.51 pokazuje izraCunate vrednosti veli€ina nanoclestica funkcionalizovanih
fluorescentnim ligandima. Nanocestice kod kojih je API ligand u vidku su zna¢ajno veée od svih
ispitivanih sistema. Tek pri nizim koncentracijama API, a ve¢im koncentracijama pozadinskog
liganda, veliCina nanoCestice i debljina monosloja postaju uporedive sa vrednostima ranije
ispitanih sistema.

Zakljuc¢ak eksperimenta

Simulacije fluorescentnih nanocestica su pokazale da ovi sistemi mogu biti dobar model
sistem nanocestica funkcionalizovanih API ligandima koji nose hidrofiine lekove. Ligandi
pokazuju slicno ponaSanje u kontekstu kretanja i savijanja. lako nisu u pitanju isti API:PL
odnosi, u slu€ajevima kada je pozadinski ligand u visku, vrednosti dostupnosti terminalnog kraja
su uporedive sa dostupno&c¢u leka hidrofilnijih sistema. S druge strane, odstupanja od vrednosti
dobijenih za sisteme funkcionalizovane API ligandima koji nose hidrofobne lekove su znacajna.
lako postoje znacajna odstupanja od svih sistema po pitanju veli€ine i debljine monosloja, ove
razlike, dokle god se imaju na umu pri tumacenju rezultata, u slu€aju eksperimenata mogu biti
zanemarene. PreviSe su male kako bi uticale znaCajno npr. na koeficijent difuzije.

Najvaznija napomena jeste da “najvernije preslikavanje” Zeljene strukture nije
najoptimalnije. Drugim reCima, sama zamena terminalnog kraja fluorescentnim molekulom
menja znacajno strukturu i parametre fluorescentne nanocestice, tako da, iako mogu biti dobar
model sistem, treba voditi rauna o relativnoj koncentraciji liganda kako bi se moglo imati
poverenje u eksperimentalne rezultate.
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4.2. Ispitivanje fizioloSkog efekta stohastiCkim
reakciono-difuzionim simulacijama

Do sada je simulirana molekulska dinamika nanosistema i uradena je njihova
karakterizacija. Cilj prethodnih simulacija bio je da se dodje do korisnih strukturnih i energetskih
parametara ispitivanih nanosistema. lako dobijeni rezultati mogu biti korisni za poboljSanje
dizajna nanonosaca, nisu dovoljni da bi se realno procenila njhova efikasnost. Za procenu
efikasnosti nanosistema neophodna je dodatna karakterizacija, kao Sto su je ispitivanje
interakcija izmedu nanosistema i ¢elija, kao i kretanje nanosistema kroz tkivo. Zbog toga se u
ovoj sekcijii prelazi se na sledec¢i nivo simulacija - nivo ¢&elije, gde je ispitivan njihov fizioloSki
efekat.

4.2 1. Ispitivanje fizioloSkog efekta Kvinolinol nanosistema

U prvom eksperimentu, konstanta asocijacije postavljena je na izuzetno malu vrednost (
Ka=100; prose¢ne vrednosti Ka iz literature su reda velicine 10°) kako bismo modelovali
nanosistem koji ne ulazi, odnosno, ulazi u celiju u zanemarljivo malim koncentracijama
(Kd>>Ka). Rezultati dobijeni iz simulacija pokazuju da Kvinolinol nanosistem ne ubija ni jednu
celiju u ise€¢ku simuliranog heterogenog ise¢ka tumora.

Sa slika 4.31 i 4.32 se moze videti da iako nanosistemi uspevaju da dodu do svake
Celije, njihova internalizacija (ulazak u celije) se prakticno ne deSava. U celije ulazi do
dvadesetak nanosistema, Sto je znacajno manje od NPy.x vrednosti i za diferencirane i za
matiCne ¢Eelije raka (NPyax (diferencirane Eelije raka) = 682, NPy« (mati¢ne ¢elije raka) = 381).

Mala internalizacija nije jedino potencijalno objasnjenje nezadovoljavajuce efikasnosti
Kvinolinol sistema. U simulacijama molekulske dinamike, utvrdeno je da je dostupnost leka u
ovom sistemu izuzetno niska (Sto je takode potvrdeno eksperimentalno preko merenja procenta
oslobodjenog leka (viSe detalja u sekciji 3.2.6).
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Slika 4.31. Prva kolona prikazuje broj slobodnih receptora po celiji u toku vremena (R), druga kolona
prikazuje broj kompleksa nanosistem-receptor (C), tre¢a kolona prikazuje broj nanosistema koji su usli u
¢eliju (NPi). Redovi oznacavaiju tip ¢elije (CC - diferencirane ¢elije raka, CSC - mati¢ne ¢elije raka) kao i
redni broj koji pokazuje njihovu udaljenost od vaskulature (npr. celija 1 je prva ¢elija do krvnog suda). Na
slici je prikazano prvih 11 celija.
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Slika 4.32. Prva kolona prikazuje broj slobodnih receptora po celiji u toku vremena (R), druga kolona
prikazuje broj kompleksa nanosistem-receptor (C), tre¢a kolona prikazuje broj nanosistema koji su usli u
¢eliju (NPi). Redovi oznacavaiju tip ¢elije (CC - diferencirane ¢elije raka, CSC - mati¢ne ¢elije raka) kao i
redni broj koji pokazuje njihovu udaljenost od vaskulature (npr. ¢elija 1 je prva ¢elija do krvnog suda). Na
slici je prikazano drugih 11 celija.
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Da bismo utvrdili da je neulazak nanosistema u celiju zaista uzrok posmatranog efekta,
takode je simuliran nanosistem sa istim parametrima kao i ranije, osim sa promenjenom
konstantnom asocijacije koja omogucava njegov ulazak u ¢éeliju.
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Slika 4.33. Prva kolona prikazuje broj slobodnih receptora po celiji u toku vremena (R), druga kolona
prikazuje broj kompleksa nanosistem-receptor (V), tre¢a kolona prikazuje broj nanosistema koji su usli u
¢eliju (NPi). Redovi oznacavaju tip ¢elije (CC - diferencirane ¢elije raka, CSC - mati¢ne ¢Eelije raka) kao i
redni broj koji pokazuje njihovu udaljenost od vaskulature (npr. ¢elija 1 je prva ¢elija do krvnog suda). Na
slici je prikazano prvih 11 ¢Celija.

Na osnovu grafika 4.33 se moZe zakljuéiti da je Kvinolinol nanosistem neefikasan i u
ovom slu€aju. Nanosistemi dolaze do celije, ulaze u nju, ali ne u dovoljnoj koncentraciji da
izazovu celijsku smrt.

Da bi se osiguralo da je glavni uzrok nezadovoljavaju¢e efikasnosti ovog sistema
Cinjenica da ne ulaze u ¢eliju, a ne nedovoljna injektovana doza, pustane su dodatne simulacije
gde je injektovana doza povec¢ana 100 puta (ID=435 pM).
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Slika 4.34. Prva kolona prikazuje broj slobodnih receptora po ¢eliji u toku vremena (R), druga kolona
prikazuje broj kompleksa nanosistem-receptor (C), tre¢a kolona prikazuje broj nanosistema koji su usli u
Celiju (NPi). Redovi oznagavaju tip ¢elije (CC - diferencirane ¢éelije raka, CSC - mati¢ne ¢éelije raka) kao i
redni broj koji pokazuje njihovu udaljenost od vaskulature (npr. ¢elija 1 je prva ¢elija do krvnog suda). Na
slici je prikazano prvih 11 Celija.
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Slika 4.35. Prva kolona prikazuje broj slobodnih receptora po ¢eliji u toku vremena (R), druga kolona
prikazuje broj kompleksa nanosistem-receptor (C), tre¢a kolona prikazuje broj nanosistema koji su usli u
¢eliju (NPi). Redovi oznacavaju tip ¢elije (CC - diferencirane ¢elije raka, CSC - matic¢ne ¢elije raka) kao i
redni broj koji pokazuje njihovu udaljenost od vaskulature (npr. ¢elija 1 je prva ¢elija do krvnog suda). Na
slici je prikazano drugih 11 celija.

Sa slika 4.34-35 se moze primetiti da pod ovim uslovima (velika injektovana doza gde
Ka omogucava da nanosistemi udu u celije) Kvinolinol nanosistem ubija sve celije u
reprezentativnom iseCku tumora.

| konagno, da bi se ispitalo da li ovako velika poletna injektovana doza moze da
kompenzuje za malu vrednost Ka, odnosno, da li problem slabe internalizacije nanosistema
moze da se prevazide povecanjem koncentracije, simuliran je Kvinolinol sistem sa istom
injektovanom dozom, i malom vrednosti Ka (Kd>>Ka).
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Slika 4.36. Prva kolona prikazuje broj slobodnih receptora po ¢eliji u toku vremena (R), druga kolona
prikazuje broj kompleksa nanosistem-receptor (C), tre¢a kolona prikazuje broj nanosistema koji su usli u
¢eliju (NPi). Redovi oznacavaju tip ¢elije (CC - diferencirane ¢éelije raka, CSC - mati¢ne ¢Eelije raka) kao i
redni broj koji pokazuje njihovu udaljenost od vaskulature (npr. ¢elija 1 je prva ¢elija do krvnog suda). Na
slici je prikazano prvih 11 ¢Celija.

Sa slike 4.36. moze se videti da iako pri velikoj poCetnoj injektovanoj dozi postoji veci
broj nanosistema koji ulazi u ¢elije u odnosu na maniju injektovanu dozu (slike 4.31-32 ), taj broj
i dalje nije dovoljan da izazove cCelijsku smrt. lako bi u teoriji injektovana doza mogla jos da se
poveca, treba imati na umu da bi to dovelo do pojave toksi¢nosti, i samim tim do ozbiljnih
nuspojava kod pacijenata.
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Zakljucak eksperimenta

Rezultati simulacija su pokazali da je objaSnjenje za neefikasnost Kvinolol sistema uzrok
mala/nepostojeca internalizacija u éelije. U slu€aju da ovi nanosistemi ulaze u ¢elije, pri dovoljno
velikoj injektovanoj dozi pokazali bi Zeljeni bioloSki efekat. Neefikasnost ovog sistema je
pokazana i eksperimentalno. Takode, eksperimentalno je potvrdeno da ne dolazi do
internalizacije ovog sistema, odnosno, rezultati simulacija su u skladu sa rezultatima
eksperimenata.

4.2.2. Najmanja injektovana doza i vaznost parametra dostupnosti
leka - primer Niklozamid sistema

4.2.2.1. Odredivanje minimalne injektovane doze sa apsolutnom
koncentracijom leka u sistemu

Prvi eksperimenti odnosili su se na odredivanje minimalne injektovane doze Niklozamid
sistema na osnovu apsolutne koncentracije leka u sistemu. Apsolutna koncentracija odnosi se
na ukupnu koli¢inu leka u sistemu, bez obzira na njegovu dostupnost. Drugim rec€ima
pretpostavlja se da je dostupnost leka 100%.

Da bi se odredila minimalna injektovana doza, primenjivane su simulacije gde je po¢etna
injektovana doza 1 yM (koncentracija API liganada u rastvoru). Doza je postepeno povecavana
sve dok se nije postigla zadovoljavaju¢a efikasnost, odnosno, dok nanosistem ne ubije 295%
Celija raka i mati¢nih Celija raka. Svaka injektovana doza simulirana je 5 puta, i efikasnost je
izraunata na osnovu prosecnih vrednosti svih simulacija.

B Ubijene celije raka B Ubijene matiéne telije raka
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Slika 4.37. Grafik efikasnosti Niklozamid sistema. Crvene linije na grafiku pokazuju prag broja ubijenih
diferenciranih i mati¢nih ¢éelija koji je neophodno dosti¢i kako bi se sistem okarakterisao kao efikasan.
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Sa grafika 4.37 moze se videti da je zadovoljavajuéa efikasnost dostignuta pri
koncentraciji API liganada u sistemu od 6,5 uyM. Objasnjenje ovako niske doze lezi u IC50
vrednosti prema celijama raka i mati¢nim éelijama raka. Drugim re€ima, potentnost Niklozamida
je izuzetno visoka, i u slu€aju selektivhe dostave na ciljno mesto, optimalna doza je mala.

Na slika 4.38-39. prikazanim ispod moZe se videti da dovoljan broj Niklozamid
nanosistema stiZze do ¢elija i ulazi u njih (Na osnovu IC50 vrednosti i pretpostavkom dostupnosti
od 100%, NPM, (diferencirane celije raka ) = 3, NPM,x (diferencirane ¢elije raka ) = 14).
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Slika 4.38. Prva kolona prikazuje broj slobodnih receptora po celiji u toku vremena (R), druga kolona
prikazuje broj kompleksa nanosistem-receptor (C), tre¢a kolona prikazuje broj nanosistema koji su usli u
¢eliju (NPi). Redovi oznacavaiju tip ¢elije (CC - diferencirane ¢elije raka, CSC - mati¢ne ¢Eelije raka) kao i
redni broj koji pokazuje njihovu udaljenost od vaskulature (npr. ¢elija 1 je prva ¢elija do krvnog suda). Na
slici je prikazano prvih 11 Celija.
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Slika 4.39. Prva kolona prikazuje broj slobodnih receptora po celiji u toku vremena (R), druga kolona
prikazuje broj kompleksa nanosistem-receptor (C), tre¢a kolona prikazuje broj nanosistema koji su usli u
¢eliju (NPi). Redovi oznacavaiju tip ¢elije (CC - diferencirane ¢elije raka, CSC - mati¢ne ¢éelije raka) kao i
redni broj koji pokazuje njihovu udaljenost od vaskulature (npr. ¢elija 1 je prva ¢elija do krvnog suda). Na
slici je prikazano drugih 11 ¢elija.

Radi poredenja, na slici 4.40 ispod se mogu videti grafici za injektovanu dozu od 1 uM.
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Slika 4.40. Prva kolona prikazuje broj slobodnih receptora po celiji u toku vremena (R), druga kolona
prikazuje broj kompleksa nanosistem-receptor (C), tre¢a kolona prikazuje broj nanosistema koji su usli u
¢eliju (NPi). Redovi oznacavaiju tip ¢elije (CC - diferencirane ¢elije raka, CSC - mati¢ne ¢elije raka) kao i
redni broj koji pokazuje njihovu udaljenost od vaskulature (npr. ¢elija 1 je prva ¢elija do krvnog suda). Na
slici je prikazano prvih 11 Celija.

Sa grafika 4.40. se moze videti da je u slu¢aju kada je injektovana doza suvie niska,

broj nanosistema koji ulazi u ¢eliju zanemarljiv (<5). S obzirom na ove podatke, prikazano je
samo prvih 11 ¢éelija od vaskulature.
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4.2.2.3. Testiranje efikasnosti odredene minimalne injektovane doze sa
izraCunatim procentom dostupnog leka u sistemu

Koliko je vazna dostupnost leka ispitano je u narednoj grupi simulacija. Ukupan broj
molekula Niklozamida u ispitivanom sistemu je 210. S druge strane, u simulacijama molekulske
dinamike dobijeno je da je dostupnost takva da je samo 50 molekula dostupno za interakcije sa
sredinom. S obzirom na to da ova vrednost direktno utiCe na parametar NPy« (jednacina 1.4,
sekcija 2.3.2), odnosno na broj nanosistema koji mora uci u celiju da izazove celijsku smrt,
ispitana je efikasnost sistema sa 50 dostupnih molekula, i injektovanom dozom dobijenom u
prethodnoj grupi simulacija (Sa 50 dostupnih molekula po nanosistemu NPy (diferencirane
celije raka)=12, NPy.x (mati¢ne ¢&elije raka)=60).

M Ubijene éelijeraka B Ukijene matiéne celije raka
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Slika 4.41. Grafik efikasnosti Niklozamid sistema. Crvene linije na grafiku pokazuju prag broja ubijenih
celija koji je neophodno dosti¢i kako bi se sistem okarakterisao kao efikasan. Pod ovim uslovima
Niklozamid sistem ne ubija maticne celije raka (donja crvena linija pokazuje prag koji mora da se
dostigne).

Sa grafika 4.41 je ocigledno da nije postignuta zadovoljavajuca efikasnost. Pod ovim
uslovima, Niklozamid sistem ubija samo deo celija raka, dok nema nikakav uticaj na mati¢ne
Celije raka (nije ubijena ni jedna). Minimalna injektovana doza bi bila zna¢ajno podcenjena, ako
se u obzir ne uzme i stvarna dostupnost leka u sistemu.
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Slika 4.42. Prva kolona prikazuje broj slobodnih receptora po celiji u toku vremena (R), druga kolona
prikazuje broj kompleksa nanosistem-receptor (C), tre¢a kolona prikazuje broj nanosistema koji su usli u
Celiju (NPi). Redovi oznagavaju tip Celije (CC - diferencirane ¢éelije raka, CSC - mati¢ne ¢éelije raka) kao i
redni broj koji pokazuje njihovu udaljenost od vaskulature (npr. ¢elija 1 je prva celija do krvnog suda). Na
slici je prikazano prvih 11 ¢elija.

Grafici prikazani na slici 4.42. su u skladu sa prethodno dobijenim rezultatima. lako

nanosistemi ulaze u celije, njihov broj nije dovoljno znacajan da izazove celijsku smrt ni
diferenciranih ni mati¢nih ¢elija raka.
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4.2.2.4. Odredivanje minimalne injektovane doze sa izraCunatim procentom
dostupnog leka u sistemu

Da bi se utvrdilo u kojoj meri je potcenjena minimalna injektovana doza u prethodnoj
grupi simulacija, odredena je minimalna injektovana doza za Niklozamid sisteme sa 50
dostupnih molekula leka po nanosistemu. Kao i ranije, za svaku dozu pusteno je 5 simulacija i
efikasnost je izraCunata kao njihova prosecna vrednost. Da bi se sistem pokazao kao efikasan,
odnosno, da bi se utvrdila optimalna doza, uslov je bio da nanosistem ubije =95% celija raka i
mati¢nih Celija raka. Rezultati simulacija su prikazani na slici 4.43.

B Ubijene celije raka B Ubijene matiéne éelije raka
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Slika 4.43. Grafik efikasnosti Niklozamid sistema. Crvene linije na grafiku pokazuju prag broja ubijenih
Celija koji je neophodno dosti¢i kako bi se sistem okarakterisao kao efikasan.

lako se sa grafika 4.43 moze videti da Niklozamid sistem ubije sve Celije raka vec pri
injektovanoj dozi od 9 uM, ne pocne uopste da ubija maticne Celije raka sve do 24 uM.
Zadovoljavaju¢a efikasnost injektovane doze (295%), deSava se tek pri koncentracijama od 26
pMM. Do ovog efekta dolazi jer je IC50 vrednost Niklozamida prema njima izuzetno visoka, $to
znaci da je neophodno da mnogo veci broj nanosistema stigne i ude u celiju, da bi dosSlo do
Celijske smrti. Posledica toga je da se minimalna injektovana doza povecava 3 puta (sa 9 na 26
MM). Radi poredenja, u prethodnoj grupi simulacija gde je pretpostavljeno da je dostupnost leka
100%, odredena minimalna injektovana doza bila je 6,5 uM, odnosno, ona je 4 puta manja
(NPuax je nizi kada se pretpostavlja dostupnost leka od 100%, odnosno, u tom slu€aju NPy« za
mati¢ne ¢&elije raka je 14, a za diferencirane celije 3).
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Slika 4.44. Niklozamid sistem. Injektovana doza = 26 uM. Prva kolona prikazuje broj slobodnih receptora
po celiji u toku vremena (R), druga kolona prikazuje broj kompleksa nanosistem-receptor (C), treca
kolona prikazuje broj nanosistema koji su usli u celiju (NPi). Redovi oznaCavaju tip celije (CC -
diferencirane celije raka, CSC - matic¢ne ¢elije raka) kao i redni broj koji pokazuje njihovu udaljenost od
vaskulature (npr. ¢elija 1 je prva Celija do krvnog suda). Na slici je prikazano prvih 11 éelija.

Na slikama 4.44-45 prikazan su grafici za injektovanu dozu od 26 pM. U ovom sluéaju se
moze videti da pri ovoj injektovanoj dozi, dovoljan broj nanosistema stize do svih ¢elija i ulazi u
njih u dovoljnoj koncentraciji da izazove Celijsku smrt i diferenciranih i mati¢nih celija raka.
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Slika 4.45. Prva kolona prikazuje broj slobodnih receptora po celiji u toku vremena (R), druga kolona
prikazuje broj kompleksa nanosistem-receptor (C), tre¢a kolona prikazuje broj nanosistema koji su usli u
Celiju (NPi). Redovi oznagavaju tip Celije (CC - diferencirane ¢elije raka, CSC - mati¢ne Celije raka) kao i
redni broj koji pokazuje njihovu udaljenost od vaskulature (npr. ¢elija 1 je prva ¢elija do krvnog suda). Na
slici je prikazano dugih 11 ¢elija.
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Zakljucak eksperimenta

Rezultati simulacija su pokazali da je dostupnost leka u ovakvom tipu nanosistema
izuzetno vazan parametar. Bez znanja o dostupnosti leka injektovana doza je znacajno
potcenjena, odnosno, efikasnost nanosistema je zna€ajno manja.

4.2.3. Relativan uticaj parametara nanosistema na krajnji fizioloSki
efekat

Da bi se ispitao relativan uticaj parametara nanosistema na krajnji fizioloSki efekat
uradena je analiza osetljivosti modela.

U prvom koraku ispitano je koliko efikasnost sistema zavisi od odnosa NP,.x/NPO.
Rezultati su prikazani u tabeli 4.52.

Tabela 4.52. Uticaj promene odnosa NPy.x / NPO na efikasnost nanosistema. % predstavlja procenat
vrednosti NPMAX od ukupnog broja nanosistema koji stizu do tumora (NPO), #C predstavlja broj ubijenih
¢elija raka tokom simulacije (Ukupan broj ¢elija raka u iseCku tumora = 22).

NPmax| 100 | % | #C | #G | #6 |#6 | #6 | #6 | #¢ | #¢ | #¢ |Prosek | 7 UPUenog
tumora
1000 (10 [ o |o|of[o|lofo|o|o]of o 0
2000 | 5 |0 |16|0|ofo]o|10]0|1] 3 13,64
3000 (333 5 |20 6 [20] 4|7 |3 |4af16] o 40,91
4000 |25 |13 |21 |21 |7 [ o8 |9 [17] o] 13 59,09
\po |5000 | 2 [ 11131015 |12]12] 11 14|15] 13 59,09
6000 |1,66| 15 |20 [ 14 [16 [ 16 |20 [ 18 [17 [ 15[ 17 77,27
7000 |1,42] 20 |14 [ 18 |21 [ 19| 20|20 [21 [ 20| 19 86,36
8000 |1,25] 19 [17 [20 [22 [ 22 [ 22 [ 22 [21 [ 17| 20 90,91
9000 |1,11] 21 [20 [ 21 [19 |21 |22 |21 |16 [ 21| 20 90,81
10000 [ 1 [22 (2214 [19]1a[21 182222 19 86,36

S obzirom na to da NPy.x predstavlja broj nanosistema neophodnih da izazovu smrt
jedne ¢elije, broj nanosistema koji stigne do tumora, NPO, mora biti znaajno veci. Rezultati
pokazuju da njihov odnos ima izuzetno veliki uticaj na efikasnost. Kada se procenat koji Cini
NPuax menja u malom opsegu vrednosti od 1-10%, procenat ubijenog tumora varira u opsegu
od 0-91%.
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Zatim je ispitana pojedinacna osetljivost ovih parametara sa promenom vrednosti
parametara Koji opisuju nanosisteme.

Tabela 4.53. Osetljivost parametra NP0 sa promenom vrednosti injektovane doze, procenta injektovane
doze koja stigne do tumora i broja molekula leka po nanosistemu.

NPO ID PID E
STDEV 3,35E+05 3,31E+05| 2,41E+04

Na osnovu dobijenih rezultata (tabela 4.53) gde je standardna devijacija najveca u
slu¢aju promena vrednosti injektovane doze, moze se zakljuiti da ovaj parametar ima najveci
uticaj na vrednost NPO od svih ispitivanih parametara, a u skladu sa prethodnim rezultatima
(tabela 4.52) i veliki uticaj na efikasnost nanosistema. lako u proradunu za NPO figurira i
molarna masa, ona nije uklju¢ena u ove rezultate. Razlog za to je uporedivost sa ostalim
rezultatima. Opsezi u kojima su menjane ostale vrednosti ne predstavljaju moguéi opseg
vrednosti za ovaj parametar i samim tim rezultati bi bili obmanjujuci. Medutim, kroz prakti¢an rad
je ustanovljeno da je promena ovih vrednosti u realnom opsegu ima zanemarljiv uticaj na
promenu vrednosti NPO.

Tabela 4.54. Osetljivost parametra NPy.x sa promenom IC50 vrednost (P) i broja molekula leka po
nanosistemu.

NPMAX P E
STDEV 4,80E+05 7,25E+03

Na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 4.54 moZe se videti da iako i P i E zna€ajno uti¢u
na NPyx, doprinos potentnosti leka (IC50) je znacajniji.

4.3. Rezistentnost tumora i optimizacija tretmana koriS¢enjem
vestacke inteligencije

U prethodnim sekcijama, fokus je bio na ispitivanjima specifi¢nih nanosistema. Medutim,
kao Sto je pomenuto u sekciji 3.5. kod dizajna nanosistema treba imati u vidu da postoji izuzetno
veliki broj razli¢itih parametara i kombinacija parametara koji utiCu na krajnji fizioloski efekat i
njihovo ispitivanje bi trajalo jako dugo. Problem se dodatno komplikuje kada se uzme u obzir i
¢injenica da se tumor stalno menja. Zbog toga se u ovoj sekciji fokus pomera se specifi¢nih
detalja na apstraktniji nivo, gde se ne ispituju hemijski detalji ve¢ 3&iri problem pristupa
dizajniranju nanosistema. S obzirom na to da je cilj eksperimenata u ovoj sekciji bio da se
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demonstrira pristup reSavanju problema dizajniranja nanosistema, model treba dalje razvijati jer
trenutno nedostaju neophodni detalji koji bi omogucili da se ovaj model koristi u klini¢koj praksi.
Da bi se to postiglo, i simulirani agenti i simulirani tumor moraju biti zasnovani na stvarnim
parametrima dobijenim na osnovu fiziCko-hemijskog ispitivanja nanocCestica i fiziologije tumora.
Nastavak ovog rada u okviru nase grupe (koji nije ukljuCen u disertaciju) moze se pronaci u
referenci gde su evoluirani parametri mapirani u realne [117].

Takode, iako u ovom modelu nedostaju realni parametri, ovo istraZivanje je deo Sireg
evropskog projekta H2020 FET OPEN EVO-NANO u okviru kog je kreirana simulaciona
platforma za vesStacku evoluciju i validaciju novih nanoCestica kao nosac¢a antitumorskih lekova
(nanosistema)[48]. U okviru navedene platforme koja uzima u obzir viSe vremenskih i prostornih
skala uzimaju se u obzir parametri koji nedostaju u ovom modelu. Ova platforma kori§éena je za
eksperimente opisane u prethodnim poglavljima (opisani u sekcijama 2.3.1i 2.3.2).

4.3.1. Homogeni tumor koji ne evoluira

Ovde je testirana osnovna dinamika nano-agenata. Simulirano je njihovo pona$anje na
najjednostavnijim modelu tumora - homogenom tumoru koji ne evoluira.

homogen tumor koji ne evoluira
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Slika 4.46. Fitnes evolucija Na° (nano-agenti koji ne mogu da uce), NAE ( nano-agenti koji evoluiraju) i
NAC ( nano-agenti koji napadaju sve celije (i zdrave i ¢elije raka), sa blagom pristrasno$éu ka c¢elijama
raka) agenata.

U ovakvom scenariju, ponaSanje svih tipova nano-agenata je identiCno (i onih koji

evoluiraju i onih koji ne evoluiraju). Nano-agenti uspevaju da eliminiSu ceo tumor i dostizu pik
fitnesa u prvim vremenskim koracima. NA° agenti (nano-agenti koji ne uce) imaju najlosiji
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ucinak. lako uspevaju da ubiju ceo tumor, oni takode ubijaju i sve zdrave Celije. S obzirom na
visok podsticaj da se eliminiSu matiéne celije raka - CSC (Sto je definisano fitnes funkcijom) i
nizak broj CSC, sva tri tipa nano-agenata eliminiSu celokupnu populaciju CSC u prvih 40-60
generacija, tako da metastaticni rezultat ostaje nizak.

lako rezultat izgledaju obecCavajuce, ovaj scenario tumora nije realistiCan, ali predstavlja
dobru osnovu za ispitivanje osnovne dinamike modela.

4.3.2. Rezistentnost tumora

U ovoj grupi eksperimenata simulirane su evolucije sve tri klase nano-agenata u tri
scenarija tumora:
1. Tumor sa inherentnom rezistencijom;
2. Tumor sa steCenom rezistencijom;
3. Tumor i sa inherentnom i sa steCenom rezistencijom koji predstavlja najrealniji scenario

tumora.
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Slika 4.47. Fitnes evolucija nano-agenata za razli¢ite scenarije tumora. Na° (nano-agenti koji ne mogu da
uée), NAE ( nano-agenti koji evoluiraju) i NA® ( nano-agenti koji napadaju sve ¢elije (i zdrave i ¢elije raka),
sa blagom pristrasnosScu ka ¢elijama raka) agenata. Hetetogeni tumori imaju 10% rezistentnih celija.
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U svim ovim izazovnijim scenarijima, nano-agenti koji evoluiraju, NA® pokazuju sli¢nu
efikasnost. U prvih 400-500 generacija nau¢e da prepoznaju i ubiju sve ¢&elije raka (slika 4.47
b,c,d), dok zdrave ¢elije odrzavaju uglavhom netaknute, $to je prikazano na slici 4.48. U
scenariju gde tumor ne evoluira, NA° agenti (koji ne mogu da uce) pokazuju sli¢cno ponasanje
kao i NAE agenti. Jedina razlika je u tome $to NA° agenti brze dostiZzu vrhunac fitnesa od NAE
agenata, bez obzira na pocetni procenat rezistentnih tumorskih celija (slika 4.49). Razlog za to
je funkcija algoritma uéenja kod NAF agenata. Kao $to je pomenuto, NA® agenti ne uc¢e tokom
simulacije, tako da oni odmah kre¢u sa ubijanjem cellija raka. Nasuprot tome, NAE agenti koji
evoluiraju imaju ograni¢enu memoriju (maksimalnu memoriju) i mogu da “zaborave” stare
informacije. U skladu sa tim, kako bi ubili sve celije raka, neki NAF agenti moraju da ponovo
nauce da prepoznaju razliCite Celije raka. Proces zaboravljanja i ponovnog ucenja stvara
kasnjenje. Kasnjenje nestaje kada se ograni¢enje memorije poveca na 10.
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Slika 4.48. Efikasnost sve tri klase nano-agenata u scenariju heterogenog tumora koji evoluira. a) broj
¢elija raka u funkciji vremena, b) broj zdravih c¢elija u funkciji vremena, c) odnos izmedu broja zdravih
Celija i broja ¢elija raka.
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Slika 4.49. Fitnes evolucija NA® i NAE agenata za scenario heterogenog tumora koji ne evoluira. Procenat
rezistentnosti ukazuje na inicijalni broj ¢elija raka sa modifikatorima rezistentnosti.

U scenarijima gde imamo homogen i heterogen tumor koji evoluiraj, NAF agenti pokazuju
svoj puni potencijal u poredenju sa NA® i NA® agentima. U oba evolutivha scenarija, tumor je
uspeo kroz evoluciju da “izbegne” NA° agente tako $to je postao poptuno sacinjen od mutiranih
¢elija (za heterogene tumore videti sliku 4.50). Ovo nije sluCaj kada se tumor tretira sa NAF i
NA® agentima. Procenat mutiranih ¢elija raste na pocetku simulacije, ali zatim naglo opada. NA®
agenti mogu da eliminiSu sve Ccelije raka odmah na pocCetku simulacije, bez ucenja i
prepoznavanja, pa je maksimalni dostignuti procenat mutiranih celija prili€no nizak. Medutim,
kada se oba tipa tumora (homogen i heteregen) tretiraju sa NAF agentima, broj mutiranih éelija
dostize 40% i njihov pik se javlja otprilike 100 vremenskih koraka kasnije nego u slu¢aju NA®
agenata. S obzirom na to da ovo kasnjenje dostize vrhunac fithesa u scenariju tumora koji ne
evoluira, objasnjenje je u procesu uéenja. Nasuprot NA® agentima, da bi NAF agenti eliminisali
sve mutirane celije raka, oni moraju kontinualno da uce, pamte i kona¢no, ponovo uce svoje
okruzenje. Zbog toga su u ovom scenariju NAE agenti nesto sporiji u eliminisanju ¢elija raka od
NAC agenata.
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Slika 4.50. Pona3anje heterogenog tumora koji evoluira u razli€itim reZimima le€enja. a) Vremenska
evolucija odnosa fenotipa mutiranih ¢éelija i ukupnog broja ¢elija raka, b) vremenska evolucija odnosa
rezistentnih Celija raka i ukupnog broja ¢éelija raka, ¢) Pokrivenost tumora je odnos broja tipova ¢elija raka
koje nano-agenti mogu da prepoznaju i ukupnog broja ¢elija raka. NA® agenti nisu pokazani jer oni uvek
prepoznaju sve tipove ¢elija, pa je njihova pokrivenost uvek 1.

U scenariju heterogenog rezistentnog (koja je predstavljana pomocu heterogenosti
rezistentnosti ¢elija) tumora koji evoluira, moze se videti slian trend za NAE i NA® agente (slika
4.50b). Procenat rezistentnih celija prvo raste zbog selektivhog pritiska: nano-agenti mogu
mnogo lakSe da ubiju nerezistentne ¢elije, tako da se one prve eliminiSu. Ovo ostavlja viSe
prostora za deobu rezistentnijin celija. Sa NAE i NA® tretmanima, procenat rezistentnih éelija
raste do otprilike 40%, ali su pik i trajanje rezistentnosti tumora dosta nizi za NA® tretman. Kao
$to je pomenuto, NA® agenti ne moraju da tro$e vreme da nauce da se adaptiraju na nove
tipove rezistentnih ¢elija raka koje nastaju kao $to je to sluaj kod NAF agenata. Bez obzira na
to, NAF agenti su veoma efikasni u procesu ucenja prepoznavanja skoro svih fenotipa koji
nastaju (slika 4.50c). Treba im manje od 100 generacija da nauCe da prepoznaju sve
novonastale fenotipe celija raka. U sli¢aju NA° tretmana, samo deo inicijalnih ¢elija raka koje su
prepoznate su eliminisane, dok ostatak tumora uspeva da izbegne prepoznavanja preko
mutacija fenotipa. Nerezistentne ¢elije imaju vecu verovatnoc¢u da prve budu eliminisane tako
da se procenat rezistentnih ¢elija samo malo poveca i onda ostaje konstantan.

lako NA® agenti uvek najbrze eliminiu ¢elije tumora, i mogu da napadaju i mutirane i
rezistentne celije, njihova efikasnost je konstantno najloSija. Najvise zbog toga $to pored éelija
raka, ubiju i zdrave celije (slika 4.48b). Dodatno je testirano nekoliko scenarija gde je ispitan
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afinitet ovog tipa agenata za ubijanje celija raka povecanjem verovatnoce napada na celije raka,
i smanjenjem verovatnoée napada na zdrave ¢elije (slika 4.51).
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Slika 4.51. a) Fitnes i b) odgovor tumora mutiranjem na tretman NA® agentima sa razli¢itim
afinitetimaprema celijama raka. U dodatku na osnovnu vrednost iz tabele 3.24, sekcija 3.5.2. (ovde
oznacenom kao NAC 07/05) za koje su p,, P, P« i Psg Vrednosti 0,7 (kada napadaju ¢elije raka) i 0,5 (kada
napadaju zdrave celije), takode su testirane vrednosti NA® 08/04 i NA® 09/03.

Kao $to je i oCekivano, veci afinitet prema ¢elijama raka dovodi do oStrijeg povecanja

fitnesa, ali na kraju, zbog ubijanja zdravih ¢elija, fitnes konvergira ka nuli za sve ispitane
slucajeve.
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4.3.3. Tumor koji raste

Da bi se ispitalo da li ¢e tumor koji raste zna€ajno promeniti ishod tretmana sa NA,
simuliran je heterogen, evoluirajuci tumor sa sledeéim stopama rasta: 0,01, 0,005 i 0,0001.
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Slika 4.52. PonaSanje heterogenom tumora koji evoluira i raste u razli¢itim rezimima tretmana (stopa
raste = 0,01). a) Vremenska evolucija ukupnog broja ¢elija raka, b) vremenska evolucija rezistentnosti
tumora, definisana kao suma efekata rezistencije svih Zivih éelija raka, c) vremenska evolucija odnosa
mutiranih fenotipa ¢elija raka i ukupnog broja celija raka.

Kao $to je i oCekivano, za veée stope rasta, nano-agentima treba viSe vremena da
eliminiSu sve celije raka. Za stopu rasta od 0,001, NAF agentima treba oko 500 generacija (u
poredenju sa otprilike 300 generacija za tumor koji ne raste (slika 4.48a)), dok za stopu rasta od
0,005 neophodno vreme je mnogo duze (skoro 5000 generacija). Samo u slu€aju najbrzeg rasta
tumora (stopa rasta = 0,01), nakon inicijalno naglog opadanja, populacija preostalih ¢elija raka
pocinje da raste (slika 4,52a) i na kraju postaje veéa od originalnog tumora.

Za sve testirane stope rasta, rezistentnost tumora polako raste (primer je slika 4.52b),
najviSe kao rezultat uveéanja verovatnoée disocijacije od 50 puta. Ovo je suprotno od slucaja
kada imamo tumor koji ne raste gde verovatnocée asocijacije, disocijacije i internalizacije ostaju
konstantne tokom (¢itave simulacije. Takvo neslaganje jer rezultat drugacijih strategija
prezivljavanja. U tumoru koji ne raste, broj ¢elija je fiksiran pa ne postoji moguénost za odabir
bilo kog svojstva koje ¢e proliferirati, evoluirati i postati dominantno svojstvo kroz generacije.
Medutim, u slu¢aju tumora koji raste, Cinjenica da moze doci do celijske deobe daje tacno tu
priliku rezistentnijim ¢elijama. lzgleda da je svojstvo celija raka koje je najviSe favorizovano
verovatnoc¢a disocijacije (verovtnoca internalizacija je uglavhom konstantna, dok se verovatnoc¢a
asocijacije malo povecéava).
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Istovremeno, procenat mutiranih éelija raka pokazuje ocekivan trend: pri NA° tretmanu,
populacija cCelija raka kroz mutiranje polako uspeva da izbegne tretman, dok evolucija
otvorenog-tipa kod NAF agenata mozZe kontinualno da pronalazi novonastale mutirane celije i da
ih drzi pod kontrolom (slika 4.52a).

Zakljuc¢ak eksperimenata

U ovom modelu, cilj je bio da se demonstrira da evolucija nano-agenata otvorenog tipa
moze da dovede do kreiranja adaptivne i kombinatorne terapije koja mozZe da eliminiSe
heterogen tumor koji raste i evoluira.
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5. ZakljuCak

Glavni cilj ove doktorske disertacije bio je razvijanje modela odabranih nanosistema i
racunarsko simuliranje njihove strukture i fizioloSkog efekta.

Za istraZivanja su koriS¢eni modeli koji obuhvataju vise vremenskih i prostornih skala
(nivo molekula - molekulska dinamika, nivo ¢&elije - stohasti¢ke reakciono-difuzione rekacije, nivo
tumora - modelovanje zasnovano na agentima).

Opsti  zakljuCak ovog istrazivanja je da je teorijski pristup komplementaran
eksperimentima jer na ovaj naCin moZemo detaljno ispitati aspekte koje je nemoguce
eksperimentalno testirati. Simulacije na vise razli€itih nivoa mogu povezati razliCite vremenske i
prostorne rezolucije ¢ime se moze dati preliminarna procena efikasnosti nanosistema u
fizioloSkim uslovima. Ovaj pristup je znatno brzi i zahteva mnogo manje resursa od isklju¢ivo
eksperimentalnog pristupa $to moze dovesti do povecanja uspesnosti i brzine dovodenja novih
nanosistema u klini¢ku praksu.

Opsti zaklju€ak izveden je osnovu dole navedenih pojedinacnih zaklju€aka dobijenih na
osnhovu opisanih rezultata:

Hidrofobnost no3enog leka ima dominantan uticaj na strukturu funkcionalizovanih
nanocCestica. Tendencija sistema da smanji hidrofobnu povrSinu dostupnu rastvaracu direktno
utiCe na konfiguraciju liganada, debljinu monosloja, stabilnost sistema, dostupnost leka na
povrsini i veli€inu cele funkcionalizovane nanocestice.

Kod heterogeno funkcionalizovanih nanosistema pokazano je da uticaj pocetne
konfiguracije (janus ili nasumi¢ne) zavisi od hidrofobnosti sistema. Za sisteme koji nose
hidrofilnije lekove, janus konfiguracija je optimalnija, dok je za hidrofobne nasumicna.

Simulacije nanocestica funkcionalizovanih homogenim monoslojem su ukazale na to da
svi ispitani hidrofobni sistemi zauzimaju isti “tip” konfiguracije gde je dostupnost leka na povrsini
oko 35%, dok je u slu€aju hidrofilnijih oko 55%.

Simulacije sistema homogeno funkcionalizovanih cviterjonskim ligandima su takode u
skladu sa ovim rezultatima. “Tip” strukture i dinamika monosloja bili su konzistentni kroz sve
sisteme i dostupnost terminalnog kraja liganda je bila oko 55%, kao i kod hidrofilnijih sistema.

Kod heterogenih sistema, uvodenje manjih koncentracija pozadinskog liganda dovodi do
stabilizacije sistema i nema znacajnog uticaja na dostupnost leka, odnosno, interakcije izmedu
liganada koji nose lek i pozadinskih liganada ne doprinose znacajno promeni strukture.
Medutim, pri uvodenju vecih koncentracija pozadinskog liganda, dostupnost leka naglo opada i
sistem se destabilizuje. Opsti zakljuCak je da iako pozadinski ligandi imaju veliku ulogu u
funkcionalizaciji (stabilizuju strukturu, poveéavaju rastvorljivost, smanjuju verovatnoc¢u formiranja
proteinske korone), treba biti izuzetno paZzljiv po pitanju ravnoteze izmedu ova dva tipa liganada,
jer pri ve¢im koncentracijama pozadinskog liganda dolazi do naruSavanja strukture kompleksa a
time i do umanjivanja njegove fizioloSke efikasnosti.
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DuZina liganada koriséenih za funkcionalizaciju takode ima znacajan uticaj na strukturu
nanosistema (konformaciju, konfiguraciju, stabilnost i dostupnost lekova). Sistemi sa kratkim
ligandima su se pokazali kao najoptimalniji.

Kod ispitivanja uticaja veliCine jezgra od zlata pokazano je da je kod malih
funkcionalizovanih nanocestica (~15 nm) najoptimalnije koristiti veCe precnike jezgra od zlata jer
su se ti sistemi pokazali kao stabilniji i dostupnost leka je bila veca.

Tip intramolekulskih interakcija koji se javlja u nanosistemima se moZe objasniti
strukturom liganada. U nanosistemima koji su funkcionalizovani molekulima koji imaju veliki broj
proton donora i akceptora pretezno se javljaju vodoni¢ne veze, dok u slu€aju sistema sa manjim
brojem donora i akceptora, i dodatno sa T-sistemima dominiraju hidrofobne interakcije.
Predvidanje dominantnog tipa interakcija u monosloju mozZe biti izuzetno korisno za dizajn
nanosistema kako bi uspeSno savladali prepreke sa kojima se susrecu u organizmu (npr.
izbegavanje formiranja proteinske korone).

Simulacije fluorescentnih nanoCestica su pokazale da ovi sistemi mogu biti dobar model
sistem nanocestica funkcionalizovanih API ligandima koji nose hidrofiine lekove. Ligandi
pokazuju sli¢no pona$anje u kontekstu kretanja i savijanja. lako postoje zna¢ajna odstupanja od
svih sistema po pitanju veli€ine i debljine monosloja, ove razlike, dokle god se imaju na umu pri
tumacenju rezultata, u slu€aju eksperimenata mogu biti zanemarene. Najvaznija napomena
jeste da “najvernije preslikavanje” Zeljene strukture nije uvek najbolji pristup (zamena leka na
terminalnom kraju liganda fluorescentnim molekulom). Zbog veliine ovih molekula, kona¢na
struktura model sistema se moZe razlikovati od konacne strukture sistema kog Zelimo da
ispitamo. Ali to se moze prilagoditi koris¢éenjem drugacijih relativnih koncentracija liganada na
povrsini nanocestice zlata.

U simulacijama nanosistema pri razliitim uslovima, svi sistemi su se pokazali kao
stabilni, odnosno, promene u strukturi nanosistema su minimalne. Pored inertnosti zlatnih
nanolestica, osobina povrSine koja omogucava Sirok spektar moguénosti njihove
funkcionalizacije, ovo predstavlja joS jednu prednost koriS¢enja zlatnih nanocestica kao nosaca
antitumorskih lekova.

Kroz stohasti¢cke simulacije pokazano je da je precizna karakterizacija strukture od
izuzetne vaznosti kod ispitivanja fizioloSke efikasnosti nanosistema. Precizno odredivanje
dostupnosti leka u sistemu pokazano je kao kriticno. Ovaj nivo preciznosti je teSko dobiti
eksperimentalno $to ukazuje na vaznost koriS¢enja teorijskih metoda (konkretno simulacija
molekulske dinamike) kao komplementarnih eksperimentalnom pristupu.

U ovim simulacijama je takode pokazano da se matiCne celije raka moraju uzeti u obzir i
pri dizajnu nanosistema, i pri proceni njihove fizioloSke efikasnosti. Odnosno, nije dovoljno kao
cili odabrati samo specifi¢ne, diferencirane Celije raka, jer ¢e efikasnost sistema zavisiti u velikoj
meri od potentnosti prema mati¢nim c¢elijama raka.

Kroz analizu osetljivosti modela pokazano je da na efikasnost nanosistema najveci uticaj
ima odnos broja nanosistema koji stizu do tumora (NPO) i broja nanosistema neophodnih da
izazovu celijsku smrt (NPyax). Detaljnijim ispitivanjem ovih parametara zaklju¢ak se proSiruje na
injektovanu dozu i IC50 vrednost leka.

U modelu rezistentnosti tumora koriséenjem vestacke inteligencije demonstrirano je da
evolucija nano-agenata otvorenog tipa moze da dovede do kreiranja adaptivne i kombinatorne
terapije koja moZe da eliminiSe heterogen tumor koji raste i evoluira. Medutim, model treba dalje
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razvijati jer nedostaju neophodni detalji koji bi omogucili da se ovaj model Kkoristi u klinickoj
praksi. Da bi se to postiglo, i simulirani agenti i simulirani tumor moraju biti zasnovani na
stvarnim parametrima dobijenim na osnovu fizicko-hemijskog ispitivanja nanoCestica i fiziologije
tumora. Ovo istrazivanje je deo Sireg evropskog projekta H2020 FET OPEN EVO-NANO u
okviru kog je kreirana simulaciona platforma za veStacku evoluciju i validaciju novih nanoCestica
kao nosaCa antitumorskih lekova (nanosistema)[48]. Cilj platforme je da ubrza testiranje i
optimizuje dizajn novih terapijskih nanosistema. U okviru navedene platforme uzimaju se u obzir
parametri koji nedostaju u ovom modelu (parametri nanosistema kao i fiziologija tumora).

U uvodu je pomenuto da nanosistemi imaju veliki potencijal u oblasti dostave lekova, ali
da uprkos napretku i potencijalno velikim prednostima nad klasi€nom terapijom, samo je mali
broj tretmana raka zasnovanih na nanoCesticama odobren. Dizajn nanosistema mora biti
kompleksan kako bi savladali sve prepreke u organizmu koje sam lek ne moze, medutim, to
znacajno oteZava njihovu karakterizaciju i predvidanje njihove efikasnosti. Sam eksperimentalni
pristup reSavanju ovog problema je dugotrajan i skup. Takode, zbog neophodne rezolucije za
ispitivanje nekih aspekata, eksperimentalni pristup u nekim slu¢ajevima tehnicki nije mogué.
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[1naH TpeTmaHa rojaraka

Ha3uB npojekra/ucrpakuBama

PauyHapcko MofenoBane CTPYKType (DYHKLMOHa/IM30BaHNX HAHOUYeCTMLAa Kao Hocadya aHTUTYMOPCKMX
nekosa y oU3MO0JIOLLIKOj CPeEANHM

Ha3uB uHCTHTYLHje/MHHCTUTYIHja Y OKBHPY KOjUX Ce CIIPOBOAM HCTPAXXKUBaHe

a) MpupogHo-matematunuky dakynteT, Hosu Cag
6) MossonpuepegHn thakyntet, Hoen Cag,

Ha3up nporpama y 0KBHPY KOT Ce pea/iu3yje HCTPa)XKHBaHe

IokTopcke akazieMcke cTyauje xemuje Ha [IpupogHo-Matematuukom ¢akynrety, Yuusep3utera y HoBom Cany.

HcrpaxuBama o0yxBaheHa 0BOM JOKTOPCKOM AucepTaijoM ypaljeHa cy y okeupy mporpama H2020 Fet Open
niof;, HasuBoM ,,Evolvable platform fro programmable nanoparticle-based cancer therapies — EVO-NANO*.

1. Onuc mogaTaka

1.1 Bpcra cryauje

YKpaiuko otiucaitiu tull citlyguje y oK8upy Koje ce tlogayu Upukyibajy
JloKTopcKa ucepraiuja

1.2 Bpcre noparaka

a) KBaHTUTaTHBHU

0) KBa/IMTATUBHHA

1.3. HauuH npukynsbama nojaTtaka

a) aHKeTe, YIIUTHULIY, TeCTOBU

6) K/IMHWYKe TpoLeHe, MeIMLIUHCKU 3alliCH, €JIeKTPOHCKHU 3/1IDABCTBEHU 3allCH

B) F€HOTHUIIOBU: HaBeCTH BPCTY

1") dAMHUHHUCTPATUBHU II0AALIN: HaBECTU BPCTY

) Y30pILM TKMBa: HaBeCTH BPCTY

) caumiy, doTtorpaduje: HaBeCTH BPCTY.
€) TeKCT, HaBeCcTH BPCTy: PDB (Protein data bank), mol, prmtop, inpcrd

K) Maria, HaBeCTH BPCTY

3) 0CTaJI0: OMMCATU: TPajeKTopHje CHMyJIaLija MOJIeKY/ICKe JUHAMHUKE, Pe3y/ITaTH PEAKL{HOHO-
Audy3HoHHX CUMYyJ/Ialija, pe3y/ITaTH MO/ie/I0Bamkha 3aCHOBAHOT Ha areHTUMa

1.3 dopmar nojiaTaka, yrnoTpebd/beHe ckae, konuurHa nojatakad®opmar: NetCDF, CSV (~4TB)

1.3.1 Ynotpebrsenu codtBep u hopmar aatoreke: CodrBep: Avogadro, Chimera, VMD, STEPs,
PhysiCell

a) Excel ¢aj, gpaTtoreka: .xlsx; .csv
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b) SPSS dajn, maTtoreka

c) PDF dajs, faroreka
d) Tekcrt ¢ajn, faroreka: NetCDF

e) JPG dajs, maToreka

f) Ocrano, garoreka

1.3.2. Bpoj 3anuca (Koj KBaHTUTAaTUBHUX MOJaTaKa)

a) bpoj Bapujabm

0) 6poj Mepema (HCIUTAaHHUKA, MPOLIEHA, CHUMaKa H c/1.): 300
1.3.3. IloHOB/EEHA Mepera

a) ga

0) He

YKO/IMKO je oAroBOp [ia, OATOBOPUTH Ha ciefeha muTama:

a) BpeMeHCKM pa3Mak u3Mel)y OHOB/beHHX Mepa je 7-21 gaH
0) Bapujab/ie Koje ce BUIIIE ITyTa MepPe OHOCE Ce HA MpOMeHe y CTPYKTYPH HaHOYeCTULa
B) HOBe Bep3uje ¢aj/ioBa Koju caJprke IOHOB/beHA Meperha Cy MMeHOBaHe Kao

Bep3dja_peaHU_0poj_noHaB/bamba

Haromewe: /
Ja au popmaiuu u cogpiusep omoiyhagajy gemerbe u gylopouHy 8aaugHocil tiogaitiaka?
a) Ja
6) He

Ako je ogioeop He, 0bpasznoxcuitiu

2. Ilpukyn/bame mojaraka

2.1 Metoponoryja 3a IpUKyI/bambe/TeHepucame NojjaTaka
PauyHapcke cumynauuje
2.1.1. Y OKBUpY KOT UCTPaXXMBAUKOT HAL|pTa Cy MOZALN NPUKYI/BEHU?

a) eKCIepuMeHT, HABeCTH THIL: CUMYyJIALje MOJIEKYJ/ICKe JHHAMHUKE, PeakHoHo-udy3noHe
cuMyJianuje, CuMyJIanMje 3aCHOBaHe Ha areHTHMa

0) Kope/arioHO UCTPAXKUBAkLe, HABECTH THII

1) aHA/TN3a TeKCTa, HABeCTH THUIL: NPUKYIUbame M0/jaTaKa U3 IuTepaType

,E[) 0CTaJ/10, HaBeCTH IITa

2.1.2 Haseciliu 8pcilie MepHUX UHCILpYMeHaila uau ciuaHgapge tiogaiuaxa ciieyuguyHux 3a ogpeheny
HayuHy gucyuiliuHy (ako tiociuoje).
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2 KBanuTeT nojaTaka v CTaHjapau

2.2.1. TpermaH HeiocTajyhux rozaraka

a) [la nu matpuua cazip>xu Hegoctajyhe nozatke? la He

AKo je oAroBOp /13, OATOBOPUTH Ha ciiefieha nuTamba:

a) Kosuku je 6poj HegocTajyhux mogaraka?
0) [a 1 ce KOPUCHUKY MaTpHlie TIperopyuyje 3aMeHa HefjocTajyhux rogaraka? [la He
B) Axo je ofroBop 4, HABeCTU CyrecTHje 3a TpeTMaH 3aMeHe HeZlocTajyhux rnojaTaka

2.2.2. Ha KOju Hau¥H je KOHTPOJIMCaH KBa/JIWTeT rnojartaka? Omnvcatu
KonTpo/a kBanuTeTa no/jjata/bKa je KOHTpo/IMCcaHa IPUMEHOM CTaHAAPAHUX MporeAypa.
2.2.3. Ha Koju HaumH je U3BpIlleHa KOHTPOJ/Ia YHOCA TI0faTaka y MaTpuLly?

ITopeljemem 100MjeHNX eKCIIEPUMEHTA/THHX MOAATAKA €A PeaTHUM M JIMTepaTypHUM.

3. TpermaH nmojaraka u npareha fokymeHTanuja

3.1. TpeTmaH ¥ yyBamwe rojaTaka

3.1.1. IMogayu he buitiu gelioHOBAHU Y peuto3utiopujym.

3.1.2. URL agpeca

3.1.3. DOI

3.1.4. /Ta au he tiogayu buiuu y oiisopeHom Upuctyity ?

a) Ha
6) Ha, anu tiocne embapia koju he tipajaitiu go
8) He

Ako je ogiosop He, Hageciiu pasnol

3.1.5. IMogayu Hehe buitiu gelioHo8aHu y peilo3uitiopujym, aiu he 6uitiu 4yeaHu.
Obpasnodicerse

CkaguiHu npocrop ode3deljeH y oKBUPY MpPojeKTa je J0B0/baH 3a UyBamhe CBUX I00MjeHHX mojaTaka
(Zenodo, GitHub)
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3.2 Mertanoganu U JOKyMeHTallyja nojaraka

3.2.1. Koju cranzap/ 3a MeTaroiaTke he OMTH NMPUMeLeH?

3.2.1. HaBecTr MeTanofaTKe Ha OCHOBY KOjUX Cy MOJaly JelOHOBaHU Y PETIO3UTOPUjYM.

KO je lioitipebHO, Hageciliu Melioge Koje ce Kopucille 3a tipey3umarbe 10gaitiaka, aHaauiiuyke u
lipoyegypanHe uHgopmayuje, HUXo80 Kogupare, geilid/bHe olluce gapujabau, 3aliuca uitg.

3.3 Crpateryja v cTaHAapAu 3a UyBame rojaraka

3.3.1. o kor neprofa he nmojauy 6UTH YyBaHH y PENO3UTOPHjyMY?

3.3.2. a i he nozarm 6uty ferioHoBaH| nof mrgpom? Ta He

3.3.3. la yiu he mmmdpa 6utu goctymnHa ogpeljeHoM Kpyry ncTpakuBaua? la He

3.3.4. Ja 1 ce moAany Mopajy YKJIOHWTHA U3 OTBOPEHOT TIPUCTYTa MOC/ie U3BECHOT BpeMeHa?
Ha He

O06pa3znoxxutu

4. Be30eJHOCT MO/jaTaKa M 3aIITHTA NMOBeP/HUBUX UH(OpPMaIHja

Ogaj ogebak MOPA 6UTH TOTTyH-€H aKo Balllv IO/l YK/bYUYjy JTMYHe MoJaTKe KOju ce 0JHOCe Ha
yUeCcHHKe Y UCTPa)KUBamy. 3a pyra UCTPa)KuBama Tpeba Takol)e pasMOTPUTH 3aIITUTY U CUTYPHOCT
rojiaTaka.

4.1 dopmasHM CTaHAap/Y 3a CUTYPHOCT MH(OPMalyja/moaTaka

NcrpakvBauu KOjU CIIPOBOJE UCIIUTHBAaKkA C /bYAUMa MOpajy Jia ce NpUJpkaBajy 3akoHa O 3alUTUTU
rojiataka o uuHocTH (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka o _licnosti.html) n
oarosapajyher MHCTUTYLIHOHATHOT KO/IeKCa O aKaJ|leMCKOM UHTETPUTETY .

4.1.2. Ta v je ucTpaXkvBarbe 0j00peHo of] cTpaHe eTUuke KomucHje? Jla He

Axo je oaroBop [la, HaBeCTH ZJaTYM W Ha3WUB eTUUKe KOMHUCH]je KOja je 0Zjl00pu/ia UCTPaXKiBarbe

4.1.2. Ja v nojany yK/by4yjy JIMUHe II0JaTKe y4eCHUKa y ucTpaxxusawy? Jla He

AKo je oAroBOp /13, HaBeUTe Ha KOjU HAUWH CTe OCUT'YPaJi TIOBEPJBUBOCT M CUTYPHOCT MH(MOpMalyja
Be3aHUX 3a UCTIUTAHUKE:

a) [Tozary HUCY Y OTBOPEHOM TIPUCTYITY
0) [Mogaiy cy aHOHUMU3UPaHU
1) Ocraro, HaBeCTH IITa

5. /locTynHOCT mojaTaKka
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5.1. Ilogayu he buitu
a) jasHo gociuyiiHu
6) gocityliHu camo ycKom Kpyly ucilipascugaua y ogpeheHoj HayuHoj obaacitiu

Uy) 3aitisopeHu

Ako cy tiogayu gocilyiiHu camo YCKOM KpyLy UCtpaxcugayd, Hagecitu tog Kojum ycao8uma mMoly ga ux
Kopuctuue:

AKo cy togayu gocilyuHU camo YCKOM KpylLy Uclipaxcueaud, Hagecuiu Ha KOju Ha4uH MoLy
Upuctuyuutuu togayuma:

5.4. Haeecitiu auyeHyy tiog kojom he tipukyii/beHu iogayu 6uitiu apxusupaHu.

6. Y/iore v 0JTOBOPHOCT

6.1. Hasecitiu ume u iipe3ume u meja agpecy eaacHuka (ayiiopa) iogaiiaka

Mapuna Koeaueeuh, marinak@dh.uns.ac.rs
6.2. Haegecitiu ume u iipe3ume u Meja agpecy ocobe Koja ogpacasa matpuyy ¢ iiogayuma
Mapuna Koeauesuh, marinak@dh.uns.ac.rs

6.3. Hagecitiu ume u fpesume u Meja agpecy ocobe Koja omoiyhyje Upucityli ogayuma gpyium
uctupascusauuma

Mapuna Koeauesuh, marinak@dh.uns.ac.rs

HaryoHa/iHY 1IOpTan OTBOpeHe HayKe — Open.ac.Is



