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IZVOD

U radu je predstavljena sinteza 1 karakterizacija novog fulerenol/doksorubicin
nanokompozita, sintetisanog sa ciljem dobijanja potencijalne nove nanoformulacije
postojeceg antineoplastika doksorubicina, koja bi pokazala vecu bioloSku aktivnost uz
smanjenje nezeljenih sporednih efekata koje sam lek izaziva, na prvom mestu
kardiotoksi¢nosti.

Nanokompozit fulerenol/doksorbicin je okarakterisan brojnim metodama prate¢i dva osnovna
eksperimentalna pristupa: molekulsko-spektroskopske metode (XPS, denzitometrija 1
transportne osobine, NMR, UPLC, Ramanska 1 UV-spektroskopija, SFM) 1 metode
nanokarakterizacije (DLS, AFM, TEM), kao i racunske simulacije (RDF). Osnovni cilj
ispitivanja je bila detekcija postojanja nekovalentnog nanokompozita koji ostvaruju
doksorubicin i fulerenolske nanocestice u vodenom rastvoru. Rezultati karakterizacije jasno i
nedvosmisleno ukazuju na postojanje nekovalentnih interakcija unutar nanokompozita, $to
dalje uti¢e na organizaciju i udruzivanje Cestica, a Sto uslovljava i drugaciju biolosku
aktivnost takvog sistema u odnosu na pojedinacne komponente. Rezultati bioloskih
ispitivanja na in vitro modelu razli¢itih tumorskih ¢elijskih linijja pokazuju znacajan
antiproliferativni efekat nanokompozita, kao i selektivnost prema tumorskim u odnosu na
zdravu Celijsku linijju. Eksperimenti na in vivo modelu zebrica potvrduju smanjenje
toksicnosti nanokompozita u poredenju sa lekom, primarno kardiotoksi¢nosti. Racunske
simulacije, mikroskopski 1 spektroskopski podaci, kao 1 rezultati in vitro 1 in vivo studija
ukazuju na to da nekovalentne interakcije izmedu fulerenola i doksorubicina mogu biti
kljucni korak u stvaranju sinergisti¢kog sistema za dostavu leka u bioloski sistem.
Multipotentnost fulerenola kao nanonosaca lekova i nespecifi¢nost strukture doksorubicina
kao leka, ukazuje na to da bi fulerenol mogao biti efikasan nanonosac i drugih
antineoplastika, §to daje prostora za unapredenje antitumorskih osobina lekova posredstvom

istovremene administracije leka.
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SUMMARY

The focus of this thesis was the synthesis and characterization of a novel
fullerenol/doxorubicin nanocomposite, with the aim to obtain a potential nanoformulation of
antineoplastic drug doxorubicin, which would express greater biological activity and lower
level of adverse effects than the drug itself, in the first place cardiotoxicity.

Nanocomposite fullerenol/doxorubicin was characterized by means of numerous methods
following two main experimental approaches: molecular-spectroscopic methods (XPS,
densitometry and transport properties, NMR, UPLC, Raman and UV spectroscopy, SFM) and
mehods of nanocharacterisation (DLS, AFM, TEM), as well as computer simulations (RDF).
The goal of characterization was detection of non-covalent interactions within nanocomposite
that are established between fullerenol nanoparticles and doxorubicin in aqueous solution.
The results clearly indicate the existence of non-covalent interactions within nanocomposite
that affect the organization and assembling of the particles, which further exhibit different
biological activity of such a system in comparison to components themselves. Results of
biological activity on in vitro model of different tumor cell lines show significant
antiproliferative effect of nanocomposite, as well as selectivity towards tumor cell lines.
Experiments conducted on in vivo zebrafish model confirm the lowering of the adverse
effects of the drug, especially cardiotoxicity, in case when nanocomposite was applied.
Computer simulations, microscopic and spectroscopic results combined with encouraging in
vitro and in vivo results point out that non-covalent interactions between fullerenol
nanoparticles and doxorubicin may present the keyrole in formation of a synergistic system
for nanodrug delivery into biological system. Multipotential of fullerenol nanoparticles as a
nanocarrier and non-specific structure of doxorubicin as a drug imply that fullerenol may
serve as a efficient nanocarrier of numerous other antineoplastics, which further allows the

improvement of antitumor properties of drugs with simultaneous drug administration.
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iUVOD

Primena nanotehnologije u medicini dovela je do razvoja nove naucne discipline-
nanomedicine, koja se bavi ispitivanjem nanomaterijala u cilju poboljSanja dijagnoze,
kontrole, prevencije i tretmana razli¢itih bolesti (Jain, Mehra, & Jain, 2014; O’Malley, 2010).
Nanotehnologija u polju medicine se intenzivno istrazuje sa ciljem poboljSanja trenutnih
terapeutskih strategija i1 istovremenim smanjenjem nezeljenih sporednih efekata terapeutika.
Istrazivanja su dostigla izuzetan napredak, no za klini¢ku primenljivost neophodno je
sprovesti dalja ispitivanja uzimaju¢i u obzir promenljivo biolosko okruzenje, fizioloske
barijere, kao i1 fizicko-hemijska svojstva novih nanolekova, posebno uzimajuéi u obzir
jedinstvene fizicke, hemijske, mehanicke i opticke osobine koje ispoljavaju nanocestice

(Florence, 2012; Muthu & Feng, 2010).

Nanocestice kao nosa¢i lekova mogu imati nekoliko uloga tokom dostave lekova:
enkapsulacija slabo rastvorljivih lekova (Kipp, 2004; Zhang i dr., 2008), zastita terapeutskih
molekula (Whitehead, Langer, & Anderson, 2009), i promena distribucije leka i njegovog
cirkulisanja u krvi (Alexis, Pridgen, Molnar, & Farokhzad, 2008; Bertrand & Leroux, 2012),
Sto je u onkologiji veoma bitno jer omogucava enkapsulaciju citotoksi¢nih agenasa koji

ispoljavaju neselektivnu toksicnost.

Nanocestice koje se primenjuju za isporuku lekova u tumore i dijagnostiku mogu biti na bazi
polimera, lipozoma, peptidnih konjugata, ciklodekstrina, magnetnih, zlatnih, ugljeni¢nih i
silicijumskih nanocestica (Dong i dr., 2018; Knezevi¢ & Kaluderovi¢, 2017; Ramya i dr.,
2017; Teixeira, Carbone, & Souto, 2017; Chen, Chen, Duan, Jia, & Kong, 2016; Yu i dr.,
2015; Ang i dr., 2014; Pouponneau, Soulez, Beaudoin, Leroux, & Martel, 2014;) i dr.

Da bi se razvio bezbedan nanolek neophodno je razmotriti sporedne efekte koji bi mogli biti
ispoljeni usled specifi¢nih osobina nanomaterijala. Upravo zbog toga je veoma bitno detaljno
ispitati interakcije izmedu nanoleka 1 fizioloSkog sistema, gde se posebna paznja posvecuje
vezi strukture i veli¢ine sa efikasnoSc¢u i toksi¢nosti nanoleka. Nanonosaci koji se primenjuju
u medicinske svrhe moraju biti biokompatibilni, §to znac¢i da ne dovode do pobudivanja
imunog sistema ili bilo kojeg drugog nezeljenog efekta. Pored toga, moraju biti netoksicni, t;.

bezopasni za dati bioloski sistem (Wilczewska, Niemirowicz, Markiewicz, & Car, 2012).
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Za ispitivanje aktivnosti nanocestica u in vivo uslovima, kao i1 za utvrdivanje in vitro
aktivnosti nanoCestica na razliCitim tipovima c¢elija, neophodno je da se nanocestice
disperguju u razlicitim fizioloskim sredinama. Osobina nanocestica je da se u razliitim
fizioloskim sredinama mogu aglomerirati u veée Cestice koje ponekada dostizu
mikrometarske dimenzije (Buford, Hamilton, & Holian, 2007; Deguchi, Yamazaki, Mukai,
Usami, & Horikoshi, 2007; Murdock, Braydich-Stolle, Schrand, Schlager, & Hussain, 2008),
u kom slucaju pokazuju drugacije bioloske efekte u poredenju sa dobro dispergovanim
nanocesticama (Foucaud, Wilson, Brown, & Stone, 2007; Sager i dr., 2007; Wick i dr.,
2007).

Rezultati pretrage literature ukazuju da postoji svega nekoliko studija koje su ispitivale
osobine derivata fulerena, fulerenola, kao nosaca antineoplastika (Blazkova i dr., 2014; Jovi¢
i dr., 2016; Liu i dr.,, 2010; Ye i dr., 2014). Sa druge strane, veliki broj istrazivanja
protektivnog efekta fulerenola tokom terapije antineoplastikom doksorubicinom (DOX)
obiluje rezultatima koji ukazuju da fulerenol, odnosno fulerenolske nanocestice (FNP),
smanjuje nezeljene sporedne efekate nastale tretmanom ovim antraciklinskim citostatskim
antibiotikom (Injac i dr., 2009; Injac, Perse, i dr., 2008; Injac, Perse, i dr., 2008; Injac, Perse,
1 dr., 2008, 2009; Injac, Radic, 1 dr., 2009; Torres 1 dr., 2010).
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1. TEORIJSKI DEO

1.1.INTERAKCIJA NANOMATERIJALA SA CELIJAMA

Interakcije celija sa nanocesticama u velikoj meri zavise od hemijskog sastava, veliCine,
morfologije, povrSine i naelektrisanja ¢estica (Rauch, Kolch, Laurent, & Mahmoudi, 2013).
Po unosu u bioloski sistem, nanocestice mogu da intereaguju sa brojnim molekulima kao §to
su proteini, DNK, RNK, ugljeni hidrati, lipoproteini, razli¢iti metaboliti 1 drugi. Proteini
vezani za nanocestice mogu podle¢i strukturnim promenama, ukljucuju¢i 1 denaturaciju
(Sanvicens & Marco, 2008; Vertegel, Siegel, & Dordick, 2004). Adsorpcija proteina za
posledicu moze imati i aglomeraciju nanocestica koja dovodi do aktivacije komplementnog
imunoloskog sistema, tj. preuzimanja agregata od strane fagocita, adheriranje agregiranog
materijala za zidove krvnih sudova, aktivaciju trombina usled povrede tkiva, anafilaksusa
moguc¢im fatalnim ishodom.

Stoga, kljucno u razvoju nanocestica sa maksimalnom biokompatibilno$¢u je pazljiv dizajn in
vitro studija, ¢ime se dobija uvid u Celijski odgovor odabranih linija na dati sistem, dozu,
vreme izlaganja i unutarcelijsku sudbinu nanocestica. Da bi se dizajnirale bezbedne i efikasne
nanocestice neophodno je razumevanje odnosa fizicko-hemijskih osobina nanocestica i
bioloskog efekta koji izazivaju. Efekti nanocCestica, kako Zeljeni tako 1 oni nezeljeni, zavise
od njihove hidrodinamicke veli¢ine, oblika, doze, povrSine, naCina administracije, reakcije
imunog sistema i zadrzavanja u cirkulaciji (Wilczewska, Niemirowicz, Markiewicz, & Car,

2012).

1.1.1. USVAJANJE U CELIJE I OSOBINE NANOCESTICA

Imajuéi u vidu razlicite bioloske efekte koje mogu izazvati Cestice razlicitih veli¢ina, veoma
je bitno definisati nacin pripreme uzorka i okarakterisati njegovu stabilnost u fizioloskim
uslovima. Disperzije se mogu stabilizovati na viSe nacina. NajceS¢e koriS¢eni postupci su
ultrazvuénim tretmanom i/ili dodatkom disperzionih stabilizatora (Mandzy, Grulke, &
Druffel, 2005). Pluéni surfaktant (lipidno-proteinska smesa koja oblaze zidove alveola u
plu¢ima), Tween (surfaktant), albumin ili serum se uglavnom primenjuju kao stabilizatori
disperzija u fizioloSkim rastvorima (Buford i dr., 2007; Murdock i dr., 2008; Sager i dr.,
2007). Bihari i saradnici (2008) su detaljno analizirali vaznost nacina pripreme nanocestica i
postavili optimizovani metod pripreme stabilnih disperzija nanocestica u fizioloSkim

uslovima za in vitro i in vivo primene.
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Stabilnost Cestica zavisi od odnosa privla¢nih 1 odbojnih sila izmedu Cestica. Generalno se
smatra da je disperzija stabilna ako je vrednost zeta potencijala Cestica viSa od +30 mV ili
niza od -30 mV, medutim ovo nije jedini parametar koji se posmatra u cilju odredivanja
stabilnosti Cestica (Buford i dr., 2007; Deguchi i dr., 2007; Murdock i dr., 2008).

Termini agregat i aglomerat se Cesto poistovecuju, no po standardu ISO/TS 27687:2008(en)
agregat predstavlja grupaciju Cestica koje su vezane snaznim interakcijama, kao $to je npr.
kovalentna veza, gde je ukupna spoljasnja povrSina agregata znaCajno manja od zbira
povrsina pojedinacnih Cestica. Aglomerat predstavlja grupaciju Cestica i/ili agregata, vezanih
slabim npr. van der Valsovim (van der Waals) interakcijama, ¢ija je ukupna spoljasnja
povrsina priblizno jednaka zbiru povrsina pojedinacnih Cestica. Nichols i saradnici (2002) su,
na primer, predlozili da se aglomeratima nazivaju grupacije Cestica koje se primenom
odredene sile (npr. soniciranje) raspadaju na manje grupe/Cestice. Predlog je da se agregatima
nazivaju strukture koje nastaju asocijacijom molekula u manje supramolekularne strukture,
koje se dalje mogu udruZiti u aglomerate.

Kako veli¢ina nanocestica varira od svega nekoliko nanometara pa do nekoliko stotina
nanometara, preuzimanje od celija ukljucuje i razli¢ite moguce mehanizme: pinocitoza,
endocitoza, fagocitoza i druge (Rauch i dr., 2013). Veli¢ina Cestica u velikoj meri uti¢e na
preuzimanje od celija. Pored veli€ine, bitnu ulogu prilikom preuzimanja ima i povrSinsko

naelektrisanje Cestica (Dausend i dr., 2008).

Dokazano je uops$teno da ¢estice manje od 100 nm mogu u¢i u ¢elije, manje od 40 nm ulaze u
jedro, dok Cestice manje od 35 nm mogu pro¢i krvno-moZzdanu barijeru (Dawson, Salvati, &
Lynch, 2009). Rejman i saradnici su na ¢elijama melanoma B-16 ispitivali unos nanocestica
lateksa veli€ine 50-500 nm i dokazali da je moguce celijsko usvajanje ¢ak 1 najvecih ispitanih
Cestica velic¢ine 500 nm (Rejman, Oberle, Zuhorn, & Hoekstra, 2004). Mehanizmi unosa
Cestica u ¢eliju pomenutim putevima su predstavljeni na slici 1.1. Endocitoza je osnovni
¢elijski proces kojim se u Celiju unose razli€iti sadrzaji. S obzirom na to da se osobine
molekula 1 Cestica koji se unose u c¢eliju razlikuju, tako se i nacin njihovog unosa u istu
razlikuje. Makropinocitoza je pretezno aktin-zavisni mehanizam endocitoze kojim se u ¢eliju
unose velike koli¢ine tecnosti i faktora rasta posredstvom vezikula ve¢ih od 500 nm.
Fagocitoza je takode aktin-zavisni oblik endocitoze, posredovan membranskim produZecima
oblika caSe, kojim se u celiju unose velike Cestice (Mayor & Pagano, 2007). Klatrin- i
kaveolin-posredovana endocitoza predstavlja unos Cestica posredstvom

klatrinskih/kaveolinskih vezikula, kojim se u ¢eliju unose nanocestice veli¢ine 100-150 nm i
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50-80 nm, respektivno (Laurent, Burtea, Thirifays, Hifeli, & Mahmoudi, 2012). Slika 1.1.
slikovito predstavlja moguce nacine unosa nanocestica u ¢eliju, bez vernog prikaza odnosa
dimenzija nanocestica koje se unose kaveolin i klatrin-posredovanom endocitozom.

Makropinocitoza

Fagocitoza

Klatrin Kaveolin Kaveolin i klatrin
posredovana posredovana nezavisna

endocitoza endocitoza endocitoza

1 Kaveolin

Lizozom

Slika 1.1. Prikaz mogucih nacina unosa nanocestica u ¢eliju. Preuzeto uz izmene iz (Mayor &

Pagano, 2007)

Nekoliko publikacija ukazuje na to da je optimalni dijametar nanocestica (nanocestice zlata,
silikatne nanocestice, ugljenicne nanocestice) za povecani intracelularni unos u nekim
¢elijama sisara 50 nm (Chithrani & Chan, 2007; Jin, Heller, Sharma, & Strano, 2009; Fang
Lu, Wu, Hung, & Mou, 2009).

Grupa Cabral i saradnici (2011) su takode ispitivali uticaj veli¢ine polimernih Cestica (30, 50,
70 1 100 nm) na depoziciju u tumorima 1 zakljucili da sve ove cestice mogu dospeti do
hiperpermeabilnih tumora (adenokarcinom kolona miSeva), ali da se samo one manje od 70
nm mogu efikasno akumulirati u slabo permeabilnim tumorima (humani adenokarcinom
pankreasa). U slucaju humanog adenokarcinoma pankreasa zakljueno je da vaskularni
zidovi, Sto se propustljivosti ti¢e, funkcioniSu po principu ,,sve ili nista” sa pragom 30-70 nm,
gde se gornja granica moze povecati iznad 70 nm ukoliko se tumor tretira TGF-B
(transformirmiSuci faktor rasta-beta) inhibitorom.

Akumulacija manjih nanocestica zlata (50 nm) u tumorima je potvrdena i od grupe Huo i

saradnika (Huo i dr., 2013).



Doktorska disertacija Danica Jovi¢

Wong i saradnici (2011) su razvili zelatin nanocestice veli¢ine 90 nm koje se dejstvom tumor
proteinaza degradiraju u kvantne tacke (engl. quantum dots) veli¢ine 10 nm. Ova studija
takode naglasava vaznost veli¢ine nanocestica na intersticijalnu difuziju cestica posSto su
kvantne tacke pokazale da imaju Siru distribuciju i dublje prodiranje u tumor nego silikatne

nanocestice (oko 90 nm) koje ne podlezu dejstvu proteinaza.

Jiang i saradnici su in vitro primenom zlatnih i srebrnih nanocestica sa vezanim anti-HER?2
(HER2: humani epidermalni faktor rasta 2) antitelima utvrdili da je optimalno celijsko
preuzimanje u ¢elijama adenokarcinoma dojke postignuto sa cesticama veli¢ine 25-50 nm (sa

antitelima: 45-80 nm) (Jiang, Kim, Rutka, & Chan, 2008).

U in vivo eksperimentu, Lee i saradnici su ispitivali uticaj aktivno ciljaju¢ih blok-
kopolimernih micela kao nanocestica (25 1 60 nm) na unutarcelijsko nakupljanje nanocestica
(H. Lee, Fonge, Hoang, Reilly, & Allen, 2010). Potvrdeno je da je akumulacija Cestica od 25
nm unutar tumora bila manja usled brzeg uklanjanja tih Cestica od strane limfnog sistema, ali
i da je distribucija ovih Cestica u citoplazmi i jedru bila mnogo veca u poredenju sa ¢esticama
od 60 nm. U in vivo eksperimentu na miSevima Dreher i saradnici (2006) su pratili kinetiku
intratumorske akumulacije tokom 30 minuta i zakljucili da manje nanocestice (2 i 3 nm) brze
1 dublje akumuliraju u tumor nego vece cCestice (7 1 25 nm), no isto tako brzo difunduju i u

vaskularne prostore, zbog ¢ega se akumulacija u tumoru smanjuje.

Oblik nanocestica je takode od veoma velikog znacaja za ulazak u ¢elije. Graton i saradnici
su dokazali da Stapicaste Cestice imaju najvece preuzimanje od HeLa cCelija, a zatim sferne,
cilindri¢ne 1 kockaste Cestice (Gratton i dr., 2008). Druge studije ukazuju na to da kod Cestica
manjih od 10 nm prednost ima sferni oblik nad $tapi¢astim (Chithrani & Chan, 2007; Qiu i
dr., 2010).

Poput ostalih fizicko-hemijskih parametara, naelektrisanje nanocestica (Alexis i dr., 2008;
Bertrand & Leroux, 2012) uti¢e na duzinu sistemske cirkulacije i intratumoralne procese
(Dellian, Yuan, Trubetskoy, Torchilin, & Jain, 2000). Prisustvo naelektrisanja na povrSini
nanocestice moze promeniti opsonizaciju, prepoznavanje od Celija i tok cirkulisanja plazmom
(Alexis i dr., 2008; He, Hu, Yin, Tang, & Yin, 2010). Potvrdeno je da se pozitivne Cestice u
ve¢oj meri nego neutralne i1 negativne unose u celiju endocitozom, jer negativno

naelektrisanje Celijskih membrana olakSava prolaz pozitivnih Cestica (Marano, Hussain,
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Rodrigues-Lima, Baeza-Squiban, & Boland, 2011). Pozitivno naelektrisanje verovatno
favorizuje interakcije nanoCestica sa krvnim sudovima tumora, zbog c¢ega ne postoji
mogucnost dubljeg prodiranja u tumor, dok je ocuvana moguénost redistribucije takvih
nanocestica u sistemsku cirkulaciju. Ovaj fenomen je iskoriS¢en u terapeutske svrhe za
ciljanje endotelijuma tumorskih krvnih sudova sa angiogeneznim lekovima u preklini¢kom
modelu (Schmitt-Sody i dr., 2003; Strieth i dr., 2004), a nedavno i na humanom modelu
(Fasol i dr., 2012; Lohr i dr., 2012). Nomura 1 saradnici (Nomura, Saikawa, i dr., 1998;
Nomura, Koreeda, Yamashita, Takakura, & Hashida, 1998) su ispitivali interakciju neutralnih
1 naelektrisanih koloida sa tumorom davanjem intratumoralne injekcije i zakljucili da
pozitivno naelektrisani koloidi duze intereaguju sa tumorom nego neutralni i negativni.

Ono $to treba napomenuti je da nanocestice u ¢elije ne stizu u nativnom obliku, ve¢ u
dinamickoj razmeni sa bioloskim okruzenjem prezivljavaju promene i bivaju brzo obmotane
biomolekulima i proteinima, koji se zajedni¢kim nazivom nazivaju korona (Lynch, Salvati, &
Dawson, 2009), §to utice na dalju sudbinu nanocestica.

Ovo je veoma bitno kada se nanocestice primenjuju u in vivo sistemima. Dok se neutralne
Cestice najduze zadrzavaju u cirkulaciji, one pozitivne se veoma brzo eliminisu iz krvi i
dovode do komplikacija kao Sto je hemoliza i agregacija trombocita (Albanese, Tang, &
Chan, 2012). Proteinska korona izgleda da je klju¢ni faktor ovih razlika, jer drugacije
povrSinske karakteristike Cestica (morfologija 1 naelektrisanje) privlace razliCite proteine
(imunoglobuline, lipoproteine i koagulacione faktore) tokom nastajanja korone (Cedervall i
dr., 2007). Interakcija nanoCestica sa proteinima krvi se smatra najkriti¢nijim korakom u
odredivanju biodistribucije, toksicnosti i efikasnosti nanocestica (Fenoglio, Fubini, Ghibaudi,
& Turci, 2011).

Bihari i saradnici (2008) su ustanovili da albumin humanog seruma, nakon §to se doda
dispergovanim nanocesticama TiO,, adherira za povrSinu Cestica, Sto se moZe pratiti
merenjem promene dimenzija Cestica dinamic¢kim rasejanjem svetlosti. Ovo je u saglasnosti
sa teorijom o nastajanju tzv. nanocestica-protein korone do Cijeg stvaranja dolazi nakon
inkubacije nanocestice sa proteinima (Lynch & Dawson, 2008). Sli¢no, Lindman 1 saradnici
su utvrdili da Cestice vece od 120 nm bivaju obavijene jednoslojnim proteinskim omotacem,
odnosno da nanocestice nakon ulaska u cirkulaciju prvo dolaze u kontakt sa albuminom i

ostalim proteinima seruma grade¢i tako proteinsku koronu (Lindman i dr., 2007).

Do sada je primena razli¢itih nanocestica in vitro za posledicu imala indukciju oksidativnog

stresa, stvaranje citokina i apoptozu, medutim, nije neuobicajeno da su rezultati in vitro i in
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vivo istrazivanja za iste Cestice neusaglaseni (Laurent, Burtea, Thirifays, Hifeli, &
Mahmoudi, 2012; Mahmoudi, Laurent, Shokrgozar, & Hosseinkhani, 2011). Temeljna
fizicko-hemijska karakterizacija Cestica i bolje razumevanje njihovih interakcija sa ¢elijskim
membranama i unutarcéelijskim sadrzajem bi doprineli razjaSnjavanju razlika in vivo i in vitro
rezultata. Rezultati studija kojima je ispitano preuzimanje razli¢itih nanocestica od celija se
razlikuju zbog razli¢itih osobina celija, kao S§to je fluidnost membrane, celijski ciklus,

prisustvo receptora itd.

S obzirom na brojne faktore koji mogu usloviti toksi¢nost nanocestica, veoma je teSko
pretpostaviti njihovo delovanje, stoga su potrebne detaljne toksikoloske studije za svaku novu
formulaciju. Medutim, uzimajuéi u obzir brojna ispitivanja, mogu se izvesti neki generalni
zakljucci po pitanju odnosa: osobina-toksi¢nost nanocestice. U pogledu veli¢ine nanocestica,
Cestice hidrodinami¢kog dijametra 10-100 nm su pokazale optimalne farmakokineti¢ke
osobine za in vivo primenu. Manje Cestice podlezu renalnom klirensu, dok vecée bivaju brzo
opsonizovane i uklonjene iz cirkulacije delovanjem makrofaga retikuloendotelijalnog sistema

(Ai1dr., 2011).

1.2. OSOBINE TUMORSKE VASKULARIZACIJE

Usled farmakokineti¢kih 1 farmakodinamickih svojstava leka, ne moZe se sa velikom
sigurnos¢u tvrditi da ¢e ciljane Celije ili tkiva primiti optimalne koli¢ine terapeutika.
Distribucija leka u tumor se u velikoj meri pripisuje postojanju fenestracija u krvnim
sudovima tumora, kao 1 slaboj limfnoj drenazi u tumorskom tkivu, $to se naziva efektom
povecane permeabilnosti 1 retencije. Ovi efekti zavise od tipa tumora, ali i od individualnih
zdravstvenih karakteristika pacijenata (Bertrand & Leroux, 2012).

Kada solidni tumori dostignu odredenu veli¢inu, normalna vaskulatura koja se nalazi u blizini
nije dovoljna da obezbedi dovoljne koli¢ine kiseonika koji je potreban za dalju proliferaciju.
Posledicno, ¢elije odumiru i luce faktore rasta koji su ,,okidaci” za stvaranje novih krvnih
sudova iz okolnih kapilara (Bates, Hillman, Williams, Neal, & Pocock, 2002). Ovaj proces,
angiogeneza, podsti¢e brzi razvoj novih nepravilnih krvnih sudova koji imaju diskontinualni
epitel i nedostatak bazalne membrane koja postoji u normalnim vaskularnim strukturama
(Jain, 1998; Jain & Stylianopoulos, 2010). Kako je u tumorima limfna drenaza veoma

umanjena (Padera i dr., 2004) i kako fenestracije omogucuju laksi ulazak komponenata u
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tumorsko tkivo, ¢estice manje od 4 nm mogu da difunduju u tkivo, a zatim 1 u cirkulaciju
(Jain, 1987; Noguchi i dr., 1998; Swartz, 2001), za razliku od vecih Cestica ¢ija je difuzija u
krvotok usled vecih dimenzija otezana, zbog Cega se vece nanoCestice akumuliraju u
tumorskom tkivu.

Smatra se da postoji nekoliko makromolekulskih puteva kroz vaskularizaciju tumora
medutim, koji od njih je u najvecoj meri odgovoran za hiperpermeabilnost tumora i
makromolekularni transvaskularni transport nije u potpunosti razjasnjeno (Brigger, Dubernet,
& Couvreur, 2012; Hobbs i dr., 1998). Nevezano za transportni mehanizam, Hobs i saradnici,
kao i1 Yuan 1 saradnici, su dosli do zakljucka da je kod nekoliko modela tumora maksimalna
veli¢ina pora u opsegu 380 - 780 nm (Hobbs i dr., 1998; Yuan i dr., 1995), §to je u saglasnosti
i sa istrazivanjima Unezaki i saradnika, koji su in vivo fluorescentnom mikroskopijom

potvrdili da je maksimalna veli¢ina pora oko 400 nm (Unezaki i dr., 1996).

1.3.HEMOTERAPIJA I TRENDOVI U NANOFORMULACIJAMA
LEKOVA

1.3.1. SKLADISTENJE, PRENOS I OTPUSTANJE LEKA 1Z
NANOFORMULACIJE
Platforme bazirane na nanocCesticama pruzaju alternativni pristup smanjenju neZeljenih
efekata antineoplastika. Jedna od najvecih prednosti ovog pristupa je velika koli¢ina leka po
nanonosacu, odnosno veliki lek/nosa¢ odnos. SkladiStenje leka u nanoformulacije se
uglavnom postize kovalentnim vezivanjem leka za dostavnu platformu (nanonosac) ili
enkapsulacijom leka (npr. lipozomi). Kovalentno vezivanje podrazumeva raskidivi linker koji
¢e efikasno osloboditi lek. U slucaju enkapsulacije leka postoji nekoliko razli€itih strategija u
zavisnosti od permeabilnosti leka. U najjednostavnijem slucaju lek se moze pasivno
skladistiti u porozne Cestice kao Sto je neki polimer ili neorganski materijal, npr. silikatne
Cestice (Knezevic i dr., 2015; Knezevi¢ i dr., 2016). Kod ovih sistema lek kontinuirano
difunduje iz platforme, stoga je neophodno da platforma bude osmisljena tako da obezbeduje
dovoljne koncentracije leka preferencijalno u obolelom tkivu. Otpustanje leka u cirkulaciji
moze biti poboljSano stvaranjem platforme koja bi nakon preuzimanja od c¢elija povecala
brzinu otpustanja leka. Ovo podstaknuto otpustanje se moze posti¢i ili koriS¢enjem
biohemijskih uslova u tumoru ili nekim spoljaSnim podsticajem, na primer ozracivanjem

(Dawidczyk i dr., 2014; Knezevi¢ i dr., 2011).
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Transport nanocCestice u ¢eliju uglavnom ukljucuje vezivanje za povrsinu Celije, translokaciju
kroz ¢elijsku membranu i unutarcelijsko kretanje. Nanocesti¢ne platforme za dostavu lekova
se uglavnom preuzimaju endocitozom (Slika 1.1.). U slucaju aktivnog ciljanja, grupe
odgovorne za prepoznavanje u istrazivanjima Doherty i saradnika i Paulos i saradnika su
transferin i folna kiselina (Doherty & McMahon, 2009; Paulos, Reddy, Leamon, Turk, &
Low, 2004).

Dok se transport nanocestice sa lekom u ¢eliju efikasno odvija endocitozom, oslobadanje leka
iz lizozoma ili endozoma moze predstavljati izazov. PoSto endozomi i lizozomi imaju nisku
pH vrednost i1 sadrze proteoliticke enzime, smatra se da se te osobine mogu iskoristiti kao

klju¢ni podsticaj za otpustanje leka iz platforme kojom se prenosi.

1.3.2. OSNOVNA PRAVILA ZA DIZAJN NANOCESTICNE PLATFORME ZA
DOSTAVU LEKA

Mali broj nanoplaformi za dostavu leka koje je odobrila Uprava za hranu i lekove (engl. Food

and Drug Administration, FDA) ukazuju na to da postoji potreba za poboljSanjem

razumevanja fizioloski postavljenih prepreka, kao i odnosa strukture i osobina nanoplatformi.

Generalne preporuke (Dawidczyk i dr., 2014) za dizajn nanoplatformi za dostavu lekova su
sledece:

Stabilnost u cirkulaciji

Nanoplatforma bi trebalo da bude stabilna u cirkulaciji i ne bi trebalo da se degradira ili
destabilizuje tokom protoka i na fizioloSkoj temperaturi. Dalje, optimalno bi bilo da su
Cestice neutralnog ili blago negativnog zeta potencijala. Pored toga, Cestice ne bi trebalo da se

vezuju za komponente krvi, endotel ili mononuklearni fagocitni sistem (Ai 1 dr., 2011).

Selektivnija distribucija

Distribucija nanoplatformi bi trebalo da bude ograni¢ena na dobro prokrvljena tkiva, kao §to
je tumorsko dok bi distribucija u normalna tkiva trebalo da je manja. Da bi se smanjila
mogucnost nespecificnog vezivanja za endotel, smatra se da Cestice treba da imaju neutralne
ili blago negativne vrednosti zeta potencijala, kao i da bi trebalo da budu hidrofilne. Cesto se
Cestica, da bi joj se povecalo vreme cirkulacije i smanjila moguénost klirensa od
mononuklearnog fagocitnog sistema, povrSinski modifikuje najceS¢e polietilen-glikolom

(Barenholz, 2012; Gabizon, Shmeeda, & Barenholz, 2003).
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Poveéanje akumulacije u tumoru
Da bi se maksimalno iskoristio efekat povecane retencije i propustljivosti kod tumorskih
tkiva, Cestice ne bi trebalo da budu vece od 200 nm. Sa druge strane, trebalo bi da budu vece

od 8 nm da bi se izbegla brza eliminacija (Ai i dr., 2011).

SkladiStenje leka

Nacini skladiStenja leka u nanoplatformi predstavljaju brojne prepreke u dizajnu nanonosaca
lekova. Konstantna difuzija leka iz pasivno napunjenih nanoplatformi otezava isporuku
terapeutske doze do tumora i1 povecava toksic¢ne efekte na normalnom tkivu. Sa druge strane,
lekovi koji su kovalentno vezani za dostavljacku nanoplatformu moraju biti oslobodeni na
mestu tumora da bi ispoljili dejstvo. Pored ovoga, bitno je da se po nanoplatformi nalaze
dovoljne koli¢ine leka, jer bi 1 u manjim dozama takve formulacije imale ve¢i u¢inak nego

slobodni lek (Dawidczyk 1 dr., 2014).
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1.4.FULERENOLI: SINTEZE, MEHANIZMI NASTAJANJA, FIZICKO-
HEMIJSKE OSOBINE VODENIH RASTVORA

1.4.1. SINTEZE

Od otkri¢a 1985. godine fulerenima i njihovim derivatima su posvecena mnoga istrazivanja,
kako iz oblasti sinteze i karakterizacije materijala, tako 1 iz primene, koja ima zaista Sirok
spektar, a od koje se bioaplikacija fulerenola izdvojila kao najinteresantnija i sa najveéim
brojem nauc¢nih publikacija u oblasti. Fulereni (C, n>60) su slabo rastvorni u vodi, zbog ¢ega
se dovodi u pitanje njihova biokompatibilnost. Nerastvorljivost fulerena je jedan od izazova
koji se mora premostiti da bi se oni mogli primenjivati u bioloSkim sistemima, tako da je
funkcionalizaciji ovih molekula posvecen veliki broj istrazivanja. Polihidroksilni derivati
fulerena, fulerenoli, su rastvorni u vodi 1 odlikuju se biokompatibilnos¢u i
biofunkcionalnos¢u (Kokubo, Shirakawa, Kobayashi, Aoshima, & Oshima, 2011).
Vodorastvorni derivati fulerena su ispitivani na mnogim bioloSkim eksperimentalnim
modelima, a hidroksilovani derivati, fulerenoli su nesumnjivo jedna od najispitivanijih grupa

derivata Cgp.

Sintetski putevi za dobijanje fulerenola se mogu klasifikovati na nekoliko nacina, a neki od
njih su po stepenu hidroksilacije finalnog proizvoda, pH vrednosti sredine, polaznom
reagensu (fuleren ili derivat fulerena), prisustvu katalizatora itd. Vecina sintetskih puteva
fulerenola ne zavrSava Cistim hidroksilovanim derivatom Cgo(OH),, ve¢ smeSom proizvoda
Ce0(OH)x.y, Cs0Ox(OH)y ili Cso(OH)x(ONa), (Djordjevic i dr., 2015; Semenov 1 dr., 2016;
Silion 1 dr., 2013). Fulerenoli se mogu sintetisati oksidacijom u kiselim ili alkalnim uslovima,
pri ¢emu se u baznim uslovima dobijaju proizvodi sa ve¢im brojem hidroksilnih grupa, koji
se uglavnom odlikuju vecom rastvorljivosti u vodi (Wang, Wang, Lu, & Gao, 2015). Kratki
pregled sinteza i1 karakterizacije sintetisanih fulerenola predstavljen je u tabeli 1.1.

Sinteza u kiseloj sredini je razvijena od strane Chiang i saradnika, uz primenu sumporne i
azotne kiseline pri ¢emu nastaju derivati sa 14-16 hidroksilnih grupa i ,,ne€isto¢ama” u vidu
karbonilne, karboksilne i hemiacetalne grupe (Chiang, Swirczewski, i dr., 1992; Chiang i dr.,
1993). Fulerenole sa manjim brojem hidroksilnih grupa, te nizom rastvorljivos¢u, ali bez
prisustva drugih funkcionalnih grupa je isti tim sintetisao 1994 (Chiang, Wang, Swirczewski,

Soled, & Cameron, 1994) hidrolizom ciklosulfonovanog prekursora.
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Dalje, elektrofilnom adicijom nitronijum jona i NO, radikala na fuleren, za kojom je sledila

bazna hidroliza, dobijeni su proizvodi sa viSe hidroksilnih grupa (Chiang i dr., 1996).

Tabela 1.1. Pregled sintetskih razli¢itih fulerenola. Preuzeto uz izmene iz: (Djordjevic i dr.,

2015)
Fulerenol Sinteza Karakterizacija Reference
Ceo/70, H,SO4S0;, 3424, 1595, 1392, 1084, 593 cm '
C¢0(OH),0,, KNO;, 5 °C, pH>9, &=170,3;140,3;100,0; 79,0 ppm (Chiang i dr., 1993)
MeOH 6 =175,0; 141,1; 103,1; 78,3 ppm (&vr.stanje)
NaOH, TBAH, 0,, 23 3430, 1400, 1070, 1600 cm ' B
Ce0(OH)24.26 (Liidr., 1993)
°C & =3,35 ppm, 6 = 140 ppm
3426, 1596, 1359, 1062 cm ™'
Ceo(OH) Br/FeBrs, NaOH, 42 ppm: 6= 107.0: 1588 (Mirkov i dr., 2004)
=4, m; 0 = U5 s m; irkov 1dr.,
60 24 EtOH. 23 °C Pp! pp
t = 4,49 min, 10-50 nm, —49.8 mV
Cg(OH),,;0,2(ONa),3 3420, 1590, 1450, 1040 cm™*
NaOH, benzen (Semenov i dr., 2011)
Ceo(OH) .24 t = 6,1 min; m/z 1094-1128
. (Zhang, Yang, He, & Zhu,
C¢(OH), NaOH, PEG400 3432, 1063, 1600 cm ', § = 3,35 ppm 2004)
(Kokubo, Matsubayashi,
Ceo(OH)348H,0 H,0,, 2-propanol, ) Y
o 3400, 1080, 1370, 1620 cm !, 50-100 nm Tategaki, Takada, &
Cs(OH)49H,0 dietiletar, heksan, 60 °C :
Oshima, 2008)
H,0,, 2-propanol, . .
C¢(OH)448H,0 3400, 1080, 1370, 1620 cm ', 1,46 + 0,38 nm (Kokubo i dr., 2011)
dietiletar
3430, 1631, 1385, 1090, 450-550 cm ! (Schneider, Darwish, Kroto,
Cg(OH), X BH;-THF, NaOH, H,0,
6 =5,88; 6,08; 6.03 ppm Taylor, & Walton, 1994)

U uslovima u kojima se koristi smeSa kiselina HNO3/H,SOy stvara se derivat Ceo(OH);5.20 (
Chiang, Upasani, & Swirczewski, 1992). Sinteza fulerenola posredstvom hemiketalnih grupa
se moze odvijati na dva naina. U prvom, smeSa fulerena Cgy i C79 podleze reakciji sa
oleumom (H;SO4-SO3) u prisustvu KNOj;. Reakciona smeSa se zatim dalje obraduje:
filtriranjem, neutralizacijom kiselog medijuma, centrifugiranjem, ispiranjem natrijum-
hidroksidom i metanolom (Chiang i dr., 1993). Spektralne karakteristike na ovaj nacin
dobijenih fulerenola su sledece: IR = 3424 (-OH), 1595, 1392, 1084, i 593 cm™'; °C NMR
(D,0) § = 170,3; 140,3; 100,0 i 79,0 ppm; °C NMR & = 175,0; 141,1; 103,1 i 78,3 ppm.
Elemenatalnom analizom je ustanovljen slede¢i sadrzaj: C 43,5; H 3,1; O 46,9; N 0,52; Na
2,31 S 1,6%.

Drugi nacin sinteze podrazumeva tretman smeSe fulerena koncentrovanom sumpornom i
azotnom kiselinom, pra¢eno postepenim zagrevanjem do 115 °C uz magnetno meSanje.

Nakon ¢ega je smeSa dalje obradivana po koracima navedenim u prethodnom postupku.
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XPS (engl. X-ray Photoelectron Spectroscopy) tj. analiza rendgenskom fotoelektronskom
spektroskopijom, dobijenog fulerenola ukazuje na prisustvo monooksigenovanih ugljenikovih
atoma (287,9 eV, 23%) kao S$to su etarski ili hidroksilovani ugljenik; zatim dioksigenovanih
(289,7 eV, 9%) kao §to su karbonilni, ketalni ili hemiketalni ugljenici i neoksigenovanih
ugljenika kojih je najvise (286,1 eV, 68%). Procenjeni prose¢ni broj hidroksilnih grupa je 14-
16, sa 6-7 hemiketalnih grupa po molekulu. B3C NMR spektar pokazuje signale na § = 79,0
ppm; (hidroksilovani ugljenici), § = 100,0 ppm (hemiketalni ugljenici), § = 140,3 ppm
(olefinski ugljenici) i § = 170,3 ppm (vinil-etarski ugljenici).

Za postizanje alkalne sredine tokom sinteze fulerenola u razli¢itim sintetskim putevima
primenjivani su rastvor natrijum-hidroksida ili ¢vrst natrijum- i kalijjum-hidroksid, a
sintetisani su slede¢i derivati: Cgo(OH)2426, Co0(OH)10, Ceo(OH)272 1 Ceo(OH) 64 (Arrais &
Diana, 2003; Li i dr., 1993; S. Wang, He, Zhang, Jiang, & Zhu, 2005; Zhang i dr., 2003).

Li i saradnici su 1993. sintetisali fulerenolske nanocestice (engl. Fullerenol Nanoparticles,
FNP) na sobnoj temperaturi uz prisustvo kiseonika i natrijum-hidroksida, kao i tetra-n-
butilamonijum hidroksida (TBAH) kao katalizatora koji pokazuje visoku efikasnost pri
sobnim uslovima, nakon Cega je radeno ispiranje i taloZzenje dobijenog proizvoda metanolom
(Li i dr., 1993). Elementarnom analizom odredeno je prisustvo 26,5 hidroksilnih grupa po
molekulu fulerenola. Ponavljanje reakcije u atmosferi argona je dovelo do usporavanja
reakcije 1 dobijanja niZe hidroksilovanog fulerenola sa najviSe 10 hidroksilnih grupa po
molekulu. Na IR spektru su okarakterisane sledeée apsorpcione trake: 3430 cm™' (—OH),
1400, 1070 cm™' (C-0), i 1600 cm™' (C=C). '"H NMR spektar u DMSO-d6 ukazuje na signal
na & =3.35 ppm, dok se u D,O d6 signal nalazi na vrednosti § =3.10 ppm; *C NMR spektar
pokazuje jedan Siroki signal na § =140 ppm.

Semenov i saradnici (2010) su sintetisali fulerenol polaze¢i od nize hidroksilovanog
fulerenola u prisustvu benzena, NaOH i TBAH uz meSanje tokom 12-15 sati. Isoljavanje
braon pahuljastog taloga je postignuto dodatkom metanola, nakon ¢ega je talog odvojen i
uzastopno ispiran metanolom do neutralne pH vrednosti rastvora, te osusen. FTIR spektar
pokazuje sledece pikove: 3420 cm ', 1590cm ', 1450cm ' i 1040 cm™'. Na osnovu masenog
spektra, prose¢na formula ovako dobijenih fulerenola je Cgo(OH)22 24.

Zang i saradnici (2004) su predlozili sintezu u kojoj su kao katalizator koristili polietilen-

glikol 400 (PEG) umesto TBAH, u prisustvu oksidujuceg agensa i vodenog rastvora NaOH.
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Promenom reakcionih uslova je mogucée dirigovati da li ¢e se dobiti vodorastvoran ili
vodonerastvoran derivat. Naime, sa povecanjem koncentracije PEG i1 NaOH, fuleren se
mahom prevodi u vodonerastvorni fulerenol, dok se visoki procenat vodorastvornog derivata
dobija kada se vodeni rastvor NaOH doda benzenskom rastvoru fulerena Cgy. Oba fulerenola
pokazuju sli¢ne IR spektre: 3432 cmfl, 1063cm71, and 16()()cm71, kao i '"H NMR spektre koji
pokazuju snazan signal na § = 3,35 ppm, koji odgovara protonima hidroksilne grupe.

Chiang i saradnici su razvili metod dobijanja fulerenola Cgo(OH)0.12 u visokom prinosu u
kojem se vrsi hidroliza policiklosulfonovanog derivata fulerena u prisustvu vode/vodenom
rastvoru NaOH (Chiang i dr., 1994).

Direktnom reakcijom fulerena i smeSe vodonik-peroksida i natrijum-hidroksida se takode
moze sintetisati fulerenol (Wang i dr., 2005).

Nedostatak sinteze fulerenola u baznoj sredini u prisustvu natrijum-hidroksida je taj $to se u
proizvodu neizbezno nalaze ostaci jona natrijuma, te odvajanje istih od fulerenola predstavlja
izazov. Prisustvo natrijumovih soli kod vodorastvornih fulerenola se moze naci kao posledica
primene NaOH tokom sintetskog puta za potrebe hidroksilacije ili neutralizacije, kao 1
otezanog potpunog uklanjanja jona natrijuma iz slabo-kiselih rastvora fulerenola (Husebo,
Sitharaman, Furukawa, Kato, & Wilson, 2004; Vileno i dr., 2006). Osim primene
jonoizmenjivackog i hromotografskog tretmana, jone natrijuma je tesko u potpunosti ukloniti
iz rastvora fulerenola.

U cilju dobijanja fulerenola oslobodenog od prisustva jona natrijuma, Kokubo i saradnici
(2011) su kao oksidativni agens primenili vodonik-peroksid koriste¢i 1 za proizvod dobili

Ceo(OH)36x8H,0 (Kokubo i dr., 2008), odnosno Cgy(OH)44x8H,0).

Sinteza fulerenola Cgo(OH)44 u jednom koraku je predlozena od Kokubo i saradnika (2011).
Fuleren Cg u toluenskom rastvoru se hidroksiluje vodonik-peroksidom u prisustvu
katalizatora TBAH uz meSanje na vazduhu na 60 °C. Vodeni rastvor se zatim odvaja, odakle
se smeSom rastvaraca: 2-propanol, dietil-etar i heksan taloZi proizvod. V1si se ponovno
ispiranje etrom, nakon Cega se talog osusi. Ostaci TBAH se uklanjaju propustanjem vodenog

rastvora dobijenog fulerenola kroz magnezijum-silikat.

S obzirom na to da niska rastvorljivost nehidroksilovanih fulerena smanjuje brzinu direktne
reakcije fulerena i vodonik-peroksida, Kokubo i saradnici su predlozili sintetski put visoko
hidroksilovanih fulerena u kojem se umesto sa fulerenom kre¢e sa hidroksilovanim

fulerenom sa 12 hidroksilnih grupa Ceo(OH);2, koji je nakon dodavanja 30% vodonik-
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peroksida me$an na 60 °C 4 dana. Nakon toga je postignuto postepeno izdvajanje taloga
dodavanjem sledecih rastvaraca: 2-propanola, dietil-etra i heksana, nakon cega je u suvom
ostatku zaostao proizvod Cgo(OH)36x8H,0. Promena vremena trajanja sinteze sa 4 dana na 2
nedelje pri istim ostalim uslovima kao proizvod daje fulerenol Cg(OH)40x9H,0, Sto je
potvrdeno elementalnom i1 TG analizom. IR spektri ovih fulerenola pokazuju sledece pikove:

3400, 1620 1370, 1080 cm .

Hidroboracioni postupak sinteze fulerenola se ogleda u sledeCem: na toluenski rastvor
fulerena je dodat visak BH; u THF, nakon cega se talog reakcione smesSe u kojoj se nalazi
intermedijer tretira vodonik-peroksidom, a zatim 1 natrijum-hidroksidom (Schneider 1 dr.,
1994). Ovaj nacin sinteze rezultuje derivatom sa promenljivim brojem hidroksilnih, ali i
ostalih funkcionalnih grupa. IR spektar ¢vrstog uzorka pokazuje sledece signale: 3430, 1631,
1385, 1090 i 450-550 cm ™" trake koje pripadaju neizreagovanom fulerenu. U drugom naéinu
sinteze su reakcioni uslovi malo promenjeni, a intermedijer je tretiran glacijalnom sir¢etnom
kiselinom i ispiran rastvorom natrijum-hidrogenkarbonata. IR spektar Cvrstog uzorka u
toluenu pokazuje sledece karakteristicne signale C-H istezanja i -OH grupa; dok 1H NMR
spektar u C¢Dg pokazuje signale na § = 5,88 ppm (C—H), kao i dva neidentifikovana pika na &
=6,0816,03 ppm.

Put kataliticke sinteze fulerenola bromovanjem fulerena Cgy elementarnim bromom u
prisustvu FeBr; kao katalizatora je opisan u radu Pordevi¢ i1 saradnika (1998), ujedno to je
sinteza kojom je sintetisan fulerenol za potrebe eksperimentalnog dela ovog doktorata.

Pretpostavljeni mehanizam katalitickog bromovanja fulerena Cg je predstavljen na slici 1.2.
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Br-Br + FeBry ——= [1EIr—EIr—FeEr3q—p ér:Er—l-:EBrg ]

Slika 1.2. Pretpostavljeni mehanizam katalitickog bromovanja fulerena Cey (Djordjevi¢ i dr.,

1998)

Ovim sintetskim putem se dobija samo jedan reakcioni proizvod, CeoBrys bez okludovanih
molekula Br;, Sto je potvrdeno TG/MS analizom. Blagim zagrevanjem uz meSanje se
eliminiSe neizreagovani Br,, a ispiranjem u vodenom rastvoru kiseline (pH<2) se uklanja
katalizator FeBr;. Dalje, polihidroksilni polianjonski derivat Cgo(OH)24.,0,Na," je dobijen iz
polibromnog derivata CgoBrys potpunom supstitucijom (Sy2 mehanizmom) atoma broma
hidroksilnim grupama u alkalnom (pH=12) vodenom rastvoru (Mirkov i dr., 2004).
Reakciona smesa je ispirana 98% etanolom, zatim obradena na jonoizmenjivackoj koloni i
uparena pod sniZenim pritiskom do tamno-braon amorfnog fulerenola Cgo(OH)24.,0, Na,".

Rastvorljivost ovako dobijenog fulerenola u vodi je 11 mg/cm?®, a u smesi DMSO/voda (9/1)
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rastvorljivost je vise od 37 mg/cm’. FTIR analiza dobijenog proizvoda ukazuje na
karakteristi¢ne pikove: 3426 cm ', 1596 cm ', 1359 cm ™', 1062 cm ™. "H NMR spektar (D,0)
pokazuje singlet na 8= 4,2 ppm koji odgovara H-atomima hidroksilne grupe; dok '*C NMR
spektar pokazuje signale na § = 107,0 ppm i § = 158,8 ppm, Sto je u saglasnosti sa

literaturnim podacima za sp2 i sp3 hibridizovan C atom.

Mehanizmi nastajanja fulerenola
Sn2 mehanizam nukleofilne supstitucije (Slika 1.3.) generalno favorizuju voluminozne
odlazece grupe, kao $to je Br' (March J., 1992) u slucaju supstitucije atoma broma

hidroksilnim grupama:

o T

Slika 1.3. Mehanizam Sy supstitucije (March J., 1992)

Supstitucija broma hidroksilnom gupom (Slika 1.4.) mogla bi se prikazati slede¢im

mehanizmom:

Slika 1.4. Mehanizam supstitucije atoma Br hidroksilnim grupama

Karakteristi¢ni infracrveni apsorpcioni pikovi fulerenola Cgy su: 1080 (mC-0), 1370 (dSC-
O-H), 1620 (mC=C) i 3400 cm™ (mO-H), &ime se potvrduje hidroksilacija fulerena (Chiang
1 dr., 1996; Chiang 1 dr., 1993; Kokubo 1 dr., 2008). Prisustvo apsorpcionog pika na 1720 cm
' koji poti¢e od mC=0 (Husebo i dr., 2004; Wang i dr., 2005) se primeéuje po obradi

proizvoda sinteze hlorovodoni¢nom kiselinom, dok nakon tretiranja reakcione smese

18



Doktorska disertacija Danica Jovi¢

natrijum-hidroksidom ovaj pik nestaje. Ova pH-zavisna strukturna konverzija je i predmet
istrazivanja, a nekoliko grupa (Chiang i dr., 1993; Husebo i dr., 2004; Kokubo i dr., 2008;
Wang, Lu, Zhao, & Gao, 2015) je objasnilo ove rezultate (Slika 1.5.) .

0 T < I d
(vi) @

O,
(sl

(ii) .8. 1—H‘-+— %’ + H0

Slika 1.5. Mehanizmi pH-zavisne konverzije karbonilne grupe fulerenola (i-v); predloZeno
objasnjenje radikalanjonskih osobina fulerenola (vi); strukturni model fulerenola (vii) (Wang,

1dr., 2015)

Chiang i saradnici (1993) su predloZili postojanje hemiacetalne strukture i tautomerizam
izmedu hemiacetala i ketona (Slika 1.5. i, ii), ali su obe reakcije nezavisne od pH vrednosti.
Xing i saradnici su predlozili reSenje koje je predstavljeno na slici 1.5. iii, medutim u tom
slu¢aju karbonilni ugljenik ima pet veza (Xing i dr., 2004). Reakcija koja je na slici 1.5.
predstavljena pod (iv) je moguca iako ne obezbeduje dalje informacije o tome kako je
karboksilna grupa formirana (Kokubo i dr., 2008), §to je klju¢ za razumevanje strukture
fulerenola.

Sto se elektronskih osobina ti¢e, Husebo i saradnici (2004) su otkrili da su fulerenoli dobijeni

razli¢itim sintetskim putevima stabilni radikalski anjoni. Ova osobenost moze poticati od
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prisustva ciklopentadienskih centara koji postoje u fulerenolima (Slika 1.5. vi). Medutim,
ciklopentadienil ne moze istovremeno biti 1 anjon i radikal zbog toga §to pentagoni prsten sa
Sest m-elektrona ima stabilnu nemagnetnu elektronsku strukturu neradikalske prirode.

Wang i saradnici (2015) su predlozili strukturni model fulerenola predstavljen na slici 1.6.
vii. U alkalnim uslovima, model na tri mesta ima negativna naelektrisanja, jednu radikalsku i
nijednu keto funkciju, $to je u saglasnosti sa nestajanjem IR apsorpcionog pika karbonilne
grupe na 1720 cm™. Nakon dodatka hlorovodoni¢ne kiseline karbonilna grupa se nagraduje
po reakciji koja je predstavljena reakcijama na slici 1.5. iv, v, i ovim se objaSnjava pH-
zavisno pojavljivanje ovog apsorpcionog pika, a strukturni model prikazan na slici 1.5. vii

detaljno objasnjava radikalsko-anjonsku prirodu fulerenola.

set Bl cce Eadbele

(iii) l OH~

) /(OH)H _ o,
I& =2 (0 o QO

Slika 1.6. Pretpostavljeni mehanizam nastajanja fulerenola u prisustvu NaOH 1 kiseonika

(Wang i dr., 2015)

Razli¢iti putevi sinteze ukljucuju razli¢ite mehanizme nastajanja fulerenola. Pretpostavljeni
mehanizam prikazan na slici 1.6. predloZen od Husebo i saradnika (2004) je u prisustvu
natrijum-hidroksida i kiseonika. Reakcija se odvija u Cetiri koraka: (i) fuleren Cg reaguje sa
OH’, stvaraju¢i CeOH’, (ii)) CeOH predaje jedan elektron kiseoniku, pri ¢emu nastaju
CeOH' i O,", (iii) adicija jo§ jedne hidroksilne grupe dovodi do nastajanja Ce(OH),", (iv)
kiseonik vezuje jedan elektron iz C¢o(OH)," §to rezultuje stvaranjem Cgo(OH), i novog O,
Kako reakcija napreduje, fulerenoli koji sadrze jone natrijuma se formiraju. Pomenutim
mehanizmom se ne moze interpretirati nastajanje karbonilnih i1 ostalih grupa koje nastaju u

anjon radikalskim fulerenolima dobijenim u prisustvu NaOH/O, (Wang, i dr., 2015).
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Sa druge strane, fulerenoli sintetisani u prisustvu HyO,/TBAH nemaju IR apsorpcioni pik na
1720 cm™, veé¢ se kao intermedijeri reakcije dobijaju Cey epoksidi. Tokom reakcije,
koncentracija epoksidnih grupa (CgpO, Ce0O, 1 Ce0O3) raste, da bi se kako reakcija odmice
smanjivala (Kokubo i dr., 2011). Mehanizam hidroksilacije fulerena u sistemu H,0,/TBAH
je predstavljen na slici 1.7. U prvom koraku, vodonik-peroksid se usled vece kiselosti u
odnosu na vodu deprotonuje i daje HOO™ anjon, nakon ¢ega —OOH jon sa fulerenom gradi
fuleren-epoksid CgO, koji je podlozan uzastopnim nukleofilnim napadima —OH i —OOH: (i)
nukleofilna adicija HOO™ na fuleren Cg pri ¢emu nastaje CgOOH’, (ii) strukturna
preraspodela C¢0OOH™ na CgO uz oslobadanje OH" i konac¢no (iii) adicija hidroksilne grupe
na epoksidni intermedijer, Sto je praceno strukturnom izomerizacijom. Na slici 1.7. b) je
predstavljen energetski profil ovih reakcija, po kojem je prvi korak u reakcijama egzoterman,

a sve zbog elektron-defictarne prirode fulerena Cg (Hirsch, 1999).
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Slika 1.7. Pretpostavljeni mehanizam nastajanja fulerenola sintezom u prisustvu H,O,/TBAH

(Wang i dr. 2015)

Strukturno prerasporedivanje intermedijera 1 preko epoksida do intermedijera 2 po misljenju
grupe Wang i saradnika nije osnovan te postoji potreba za boljim predlozenim mehanizmom

sinteze fulerenola u prisustvu H,O,/TBAH (Kokubo i dr., 2011; Wang, i dr., 2015).
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1.4.2. FIZICKO-HEMIJSKE OSOBINE VODENIH RASTVORA FULERENOLA
Dobijanje vodorastvornih derivata fulerena omogudilo je ispitivanje ovih jedinjenja u
vodenim rastvorima, a samim tim i istrazivanje i primenu u bioloskim in vitro i in vivo
sistemima.

Molekul fulerenola Cgo(OH),4, dijametra oko 1 nm, ¢ine simetri¢no rasporedene hidroksilne

grupe oko sfere Cgp, kako je predstavljeno na slici 1.8.

Slika 1.8. Struktura fulerenola Cgo(OH),4 (Bogdanovi¢ & Djordjevic, 2008)

Fulerenol je smeda, amorfna, higroskopna praskasta supstanca, rastvorljiva u vodi i
dimetilsulfoksidu (DMSO) i nerastvorna u etanolu, metanolu 1 acetonitrilu. Stabilan je pri
dnevnoj svetlosti na sobnoj temperaturi u ¢vrstom stanju, dok je u vodenom rastvoru
fotosenzitivan. Sa jonima metala, osim alkalnih, formira smed talog. U kiseloj sredini je
stabilan, dok je u alkalnoj u jonizovanom obliku Cg(OH),4.,(ONa),. Fulerenol rastvoren u
vodi gradi polianjonske nanoagregate (Slavic i dr., 2013; Vileno i dr., 2006), ¢ija veli€ina 1
naelektrisanje zavise od eksperimentalnih uslova (koncentracije, pH-vrednosti 1 temperature).
Rastvorljivost fulerenola zavisi od stepena hidroksilacije, tako su fulerenoli Cgo(OH)0-12
rastvorljivi u rastvara¢ima kao $to su THF, DMF, DMSO; dok se fulerenoli Ceo(OH);6 i1
Co0(OH)2024 lako rastvaraju u vodi. Specificne osobine fulerenola su posledica njihove

strukturne fleksibilnosti, rotacija —OH grupa, kao 1 rasporeda istih po sferi molekula Ceo.

Organizacija, agregacija/aglomeracija fulerenola u vodenim rastvorima

Poznato je da neorganski joni manjeg radijusa i ve¢eg naelektrisanja, odnosno joni koji imaju
ve¢u gustinu naelektrisanja, jace privlace molekule vode, odnosno da su ti joni jace
hidratisani. To uti¢e na promene u strukturi i nacinu povezivanja molekula vode u okruzenju
jona (ne mora da bude iskljucivo u hidratacionoj sferi) u odnosu na Cistu vodu. Potrebno je da

se napomene, da se ova osobina ne odnosi na ja¢inu vodoni¢nih veza, kao i da ne dolazi do
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dramati¢ne promene u strukturi vode po dodatku jona, odnosno da molekuli vode ne prelaze
velika rastojanja da bi usli u hidratacionu sferu, ve¢ samo do blage distorzije vodoni¢ne
mreze u okolini jona. Ukoliko dodati jon jace privlaci molekule vode nego §to bi to Cinio
drugi molekul vode u ¢istoj vodi, odnosno ako je rastojanje izmedu centra naelektrisanja
nekog, na primer, katjona (K) 1 atoma kiseonika u molekulu vode krace nego Sto je rastojanje
izmedu dva atoma kiseonika u molekulima vode u odsustvu katjona (r(K—Oyoda)<r(Oyoda—
Oyoda)), onda za te katjone kazemo da su structure makers (cosmotropes). To prakti¢no znaci
da ti joni povecavaju stepen povezivanja molekula vode u svom okruzenju.

Sa druge strane, ukoliko je (7(K—Oyoda)>7(Ovoda—Ovoda), Onda se ti joni nazivaju structure
breakers (chaotropes), odnosno da ti joni ,,guraju* molekule vode od sebe i ¢ine vodu manje
uredenom.

Structure making/breaking osobine se ogledaju i na makrosopskom nivou, odnosno uti¢u na
brojne fizicko-hemijske karakteristike rastvora, kao Sto su viskoznost, provodljivost,
volumetrijske osobine 1 sl. Tako, na primer, dodatkom structure making jona u vodu
povecava se viskoznost u odnosu na cistu vodu, dok dodatkom structure breaking jona
viskoznost opada (Marcus, 2009).

Osobina jona da uti¢e na uredenost molekula vode u svojoj okolini moze da se poveze sa
promenom entropije sistema. Tako na primer, joni koji ispoljavaju structure making osobine,
odnosno koji su u vodi jako solvatisani imaju negativhu promenu entropije solvatacije
(ASs01<0), dok structure breakers joni imaju ASs,;>0. Medutim kako se entropija solvatacije
odnosi isklju¢ivo na interakciju izmedu jona i molekula vode, a structure breaking/making
osobina se odnosi na uredenost molekula vode u celoj zapremini odnosno na promenu nacina
vezivanja molekula vode van solvatacione sfere, ona sama nije dovoljan indikator uticaja

jona na strukturu vode (Zhao, 2006).

Mehanizam kojim fulerenol smanjuje potrebni rad za umetanje u mrezu vodoni¢nih veza
izmedu molekula vode je udruzivanje u agregate, jer se tako kida manji broj vodoni¢nih veza
nego u slucaju umetanja pojedinacnih molekula fulerenola. Pored ovog, postoji jo§ jedan
razlog zbog kojeg molekuli fulerenola agregiraju, a koji prozilazi iz Cinejnice da svaki
molekul poseduje istovremeno privla¢na (C-OH) i repulzivna mesta na molekulu (C-O-).

Hidroksilne grupe na fulerenolskim nanocesticama pomazu rastvaranje angazovanjem
vodoni¢nih veza sa molekulima vode. Ukoliko je hidroksilna grupa vezana za Sestoclani
prsten na povrsini fulerenola, ona se moze ponasati kao fenolna grupa i odajuéi proton postati

negativno naelektrisana. Generisani fenoksidni jon se moZze stabilizovati kao rezultat
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delokalizacije naelektrisanja koju podrzavaju m-veze u SestoClanom prstenu fulerenola.
Minimalne promene u agregaciji fulerenolskih nanocestica sa promenom pH vrednosti
medijuma se upravo ovom c¢injenicom objasnjavaju (Assemi i dr., 2010). Vileno i saradnici
su pretpostavili strukturu fulerenolskih klastera, gde su vodoni¢ne veze izmedu molekula
odgovorne za kohezivne sile smeStene u unutrasnjosti jezgra klastera, dok se repulzivne
negativno naelektrisane grupe nalaze na povrSini klastera, kako je prikazano na slici 1.9.
(Vileno i dr., 2006). Agregacija se smatra odgovornom i za otpusStanje malog broja protona
tokom titracione analize. Naime, titrimetrijskim pra¢enjem pH vrednosti rastvora fulerenola
Ce0(OH)36 milimolarnih koncentracija, ustanovljeno je da je samo 10 protona od mogucih 36
hemijski aktivno, dok ostatak ucestvuje u formiranju mreze medumolekulskih vodoni¢nih

veza u unutras$njosti klastera.
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Slika 1.9. Pretpostavljena struktura Ceo(OH)x(O")y klastera u vodenom rastvoru (Vileno i dr.,

2006)

Brant i saradnici (2007) su dokazali da fulerenolski klasteri u prisustvu elektrolita tokom
vremena formiraju velike i1 srednje nanocestice ili slabe asocijacije. Distribucija je Siroka i
pokazuje intenzivan pik na oko 106 nm, kao i jedan manje intenzivan na oko 68 nm, Sto
ukazuje da fulerenoli grade polidisperzne rastvore. TEM snimci fulerenolskih klastera
pokazuju srednju vrednost preénika od oko 100 nm. Povecanjem pH-vrednosti rastvora
naelektrisanje molekula fulerenola raste i moglo bi se o¢ekivati smanjenje srednje vrednosti
veli¢ine klastera, medutim to nije slucaj. Iznenadujuce je da se klasteri ne razaraju u manje
jedinice kako uslovi postaju bazni, a elektrostaticke repulzije jace, Sto se moze desiti kada su
klasteri formirani relativno slabim vezama, kao S§to su vodoni¢ne veze. Rezultati ovog

istrazivanja, stoga, predlazu jak vezuju¢i mehanizam na koji ne uti¢u promene pH-vrednosti.
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Sonikacijom rastvora fulerenola se pospeSuje njihova aglomeracija, usled Cega se stvaraju
klasteri dimenzija oko 10 i oko 100 nm, kao najstabilniji i energetski favorizovani (Assemi i
dr., 2010; Djordjevic i dr., 2015; Jovi¢ i dr., 2016; Vileno i dr., 2006), medutim istrazivanja
ukazuju i na postojanje aglomerata opsega dijametra od svega nekoliko desetina do 250 nm.

AFM studije (Jovic i dr. 2016; Assemi i dr. 2010) fulerenola Cgo(OH).4 potvrduje da oni
mogu postojati i kao veoma mali klasteri od svega nekoliko molekula pri baznoj pH vrednosti
sredine i1 niskoj koncentraciji soli, $to nije u saglasnosti sa rezultatima dobijenim metodom
rasejanja svetlosti gde se prosecna veli€ina Cestica meri sa oko 100 nm (Brant i dr., 2007).
Ova razlika u rezultatima se mozZe objasniti time Sto se intenzitet rasejane svetlosti menja sa
Sestim stepenom precnika Cestice (Jednacina 1.1.), prisustvom artefakta u rastvoru, te otud i

tolike varijacije u veli€ini ¢estica dobijenim razli¢itim metodama.

1=1, 25 () () () L)

I=intenzitet rasejane svetlosti

gde je:

I,=intenzitet upadne svetlosti
f=ugao rasejanja

R=udaljenost od Cestice
JA=talasna duZina upadne svetlosti
n=refraktivni indeks Cestice

d= dijametar Cestice

U prisustvu soli alkalnih metala razliite koncentracije (Assemi i dr., 2010), veli¢ina Cestica
fulerenola moze da varira od 1,8 do 6,7 nm. Ovi rezultati ukazuju na to da se molekuli
udruzuju u tzv. ,,dublete” koji mogu biti umnozeni. Raspodela Cestica fulerenola sa porastom
koncentracije soli se Siri 1 pik maksimuma se pomera ka veéim vrednostima 1 po
istrazivanjima ove grupe, interakcije izmedu nanocestica fulerenola su vodene silama
elektri¢nog dvosloja i na veliinu agregata se moze uticati promenom pH vrednosti rastvora i
jonske jaCine. Agregacija nanocestica fulerenola je supresovana niskom jonskom jacinom i
baznim vrednostima medijuma, te ne dolazi do stvaranja vecih agregata, a sve kao rezultat
elektrostatickih repulzija. Pri veéim jonskim ja¢inama medijuma, elektri¢ni dvosloj se
komprimuje 1 dolazi do agregacije.

Grupa Semenov i saradnici (2011) nudi idejna reSenja o nainu udruzivanja hidratisanih

molekula fulerenola, $to je 1 prikazano na slici 1.10. Molekuli fulerenola se udruzuju po
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jednom od dva moguca principa: u klastere razli¢itog nepravilnog broja molekula (slika 1.10.
levo), S$to nije primeceno u rastvorima, kao i na slede¢i nacin: molekuli se udruzuju u

primarne klastere, koji se zatim udruzuju u sekundarne i tercijarne (slika 1.10. desno).

Monomerni moleloul

Seloundarni
perkolacioni klaster

Slika 1.10. Nacini udruzivanja fulerenolskih nanocestica (Semenov i dr., 2011)

Ova grupa je ispitivala razliCite uticaje na agregaciju/aglomeraciju fulerenola, tako je ispitan
koncentracioni opseg vodenih rastvora fulerenola 0,0137-18,3 g/dm3. Na osnovu rezultata
izveden je zaklju€ak da sa porastom koncentracije fulerenola raste srednja vrednost dijametra
asocijata, kao i da se agregati stvaraju ¢ak i pri veoma visokim razblaZenjima. Sto se
organizacije ti¢e, monomerni molekuli stvaraju primarne perkolacione klastere, koji se dalje
udruzuju u sekundarne, koji udruzivanjem grade tercijarne perkolacione klastere.

Raspodela €estica fulerenola dobijena od strane Kokuba i saradnika (2011) je uska i obuhvata
dimenzije oko 1-2 nm. Mala veli¢ina Cestica i1 njihova uska raspodela ukazuju na visoko
dispergovan fulerenol u vodi, kao i da agregacija Cestica u ovom slu¢aju nije dominantna.
Ovo se objasnjava time Sto su molekuli okruzeni vodom, te postoji jaka vodoni¢na veza sa
hidroksilnim grupama. Prosec¢na veli¢ina Cestica je takode odredena, 1,46 nm + 0,38 nm, Sto
je u saglasnosti sa teorijskim modelom grupe Semenov i saradnici (2011). Piatek 1 saradnici
su postavili teoretski model koji kao najstabilniji klaster predstavljaju malo udruzenje 7
molekula fulerenola Ceo(OH),4 (Pigtek, Dawid, & Gburski, 2011).

Rezultati grupe Semenov i saradnika (2016) ukazuju na kompleksno ponasanje fulerenola u
vodenim rastvorima, koje je posebno izrazeno pri niskim koncentracijama fulerenola. Pri

niskim koncentracijama fulerenola, oni se javljaju u obliku hidratisanih monomer, dok se pri
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koncentracijama koje se dobijaju kada je maseni udeo fulerenola visi od 0,00015, dolazi do
samoagregacije molekula fulerenola, Sto za posledicu ima manji efektivni kontakt sa vodom,

a samim tim i manji efekat na strukturnu uredenost molekula vode oko agregata.

1.4.3. BIOLOSKA AKTIVNOST FULERENOLA

Bioloska aktivnost fulerenola je tema mnogih istrazivanja (Bogdanovi¢ & Djordjevi¢, 2016;
Djordjevic, Injac, Jovic, Mrdjanovic, & Seke, 2014; Djordjevic i dr., 2015; Grebowski,
Kazmierska, & Krokosz, 2013; Petrovi¢, Seke, Srdjenovic, & Djordjevic, 2015; Semenov i
dr., 2016) poslednjih decenija zbog toga Sto fulerenol ispoljava raznovrsnu biolosku
aktivnost, od koje je do sada najviSe ispitana mogucnost ,,hvatanja” slobodnih radikala i
prevencija toksi¢nosti nekih hemoterapeutika. Sa druge strane, sferni oblik, Supljina u
molekulu, hidrofilnost i nanoveli¢ina ovih molekula, kao i njihovo specificno ponaSanje u
vodenim rastvorima (Vranes i dr., 2017) omogucuju brojne obecavajuce bioloski aktivne
uloge, od kojih je jedna od znacajnijih nanonosa¢ lekova (Bogdanovi¢ & Djordjevi¢, 2016;
Chaudhuri, Paraskar, Soni, Mashelkar, & Sengupta, 2009; Djordjevic i dr., 2014; Djordjevic i
dr., 2015; Grebowski, Kazmierska, i dr., 2013; Jovi¢ i dr., 2016).

Antioksidativna aktivnost

Jedinstveni sistem elektrona koji postoji kod fulerena 1 njegovih derivata, ¢ini ih
potencijalnim fotosenzitajzerima nakon apsorpcije UV ili vidljivog zrafenja, pod cijim
dejstvom fulerenol stvara reaktivne kiseoni¢ne vrste (Pickering & Wiesner, 2005).

Jedan od mogu¢ih mehanizama antioksidativne aktivnosti fulerenola Cg(OH),4 je dozno-
zavisna radikalsko-adiciona rekacija hidroksilnih radikala na preostale dvostruke veze
fulerenolskog jezgra, $to rezultuje stvaranjem Ceo(OH)2a10n, m=1-12), proizvoda. Drugi
mehanizam podrazumeva sposobnost hidroksilnog radikala da veZe vodonik iz fulerenola, pri
¢emu nastaje relativno stabilan radikal Ceo(OH)230 (Djordjevic i dr., 2004). Pored toga,
hidroksilni radikal moZe vezati jedan elektron iz fulerenola, stvarajué¢i tako Ceo(OH)as".
Buduéi da fulerenol ima brojne slobodne elektronske parove koji poticu od kiseonika
rasporedenih oko fulerenolske nanocestice, ova anjonska nanocestica ima veliki kapacitet za
gradenje koordinativnih veza sa jonima metala, koji se ponasaju kao prooksidansi (Anderson

& Barron, 2005).
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Nakon izlaganja fulerenola Cgo(OH),4 svetlosti talasne duzine od 400 nm, primeceno je
stvaranje superoksid anjon radikala. Potencijalni mehanizam reakcije fotosenzitivnog
stvaranja slobodnih kiseoni¢nih radikala fulerenola Cg)(OH),4 (Pickering & Wiesner, 2005)

se moze predstaviti slede¢im reakcijama:

Ce0(OH)24 =+ Coo(OH)24
Ceo(OH)os"+ 02 = Ceo(OH)o4 + 'O,
Coo(OH)2s + € (aq) —* Ceo(OH)24™

Co0(OH)24 4+ Oz =+ Cgo(OH)as+ Oy

Poredeci fototoksi¢nost fulerenola i fulerena Cgy okruzenog ciklodekstrinima prema HaCaT
(zdravi humani keratinociti), Zhao 1 saradnici su dobili rezultate koji ukazuju na nizu
fototoksicnost fulerenola (B. Zhao i dr., 2009). Sposobnost fulerenola da u vodenom rastvoru
stvara agregate navodno dovodi do smanjenja fotohemijske reaktivnosti u smislu stvaranja
superoksida i singletnog kiseonika (B. Zhao, Bilski, He, Feng, & Chignell, 2008).

Zahvaljujuci prisustvu velikog broja konjugovanih dvostrukih 7 veza koje veoma lako mogu
preuzeti elektron, fulereni i1 derivati se generalno smatraju izuzetno efikasnim hvata¢ima
slobodnih radikala (Djordjevic i dr., 2015). Antioksidativne osobine fulerenola Ceo(OH)24 su
ispitane elektron spin rezonancom (ESR) (Djordjevic, Canadanovic-Brunet, Vojinovic-
Miloradov, & Bogdanovic, 2004; Kato, Aoshima, Saitoh, & Miwa, 2009), a merena je i
sposobnost hvatanja stabilnog DPPH (2,2,-difenil-1-pikrilhidrazin) 1 hidroksi radikala
(Djordjevic 1 dr., 2004). Rezultati ukazuju da su visoke koncentracije fulerenola (0,71-0,88

mmol/dm”) efikasnije u hvatanju hidroksi radikala u poredenju sa DPPH.

Sposobnost fulerenola za hvatanje kiseoni¢nih radikalskih vrsta je ispitana i potvrdena in vivo
na modelu psa tokom transplantacije tankog creva (Lai, Chen, Chen, Chang, & Chiang, 2000)
tokom koje oksidativni stres nastaje kao posledica ishemi¢no-reperfuzione povrede (Lai,
Chen, & Chiang, 2000).

Fulerenol Cgo(OH)2,24 povecavajuéi antioksidativni kapacitet hepatocita pacova ispoljava
protektivno dejstvo tokom tretmana ugljen-tetrahloridom (Xu 1 dr., 2010).

Pored hvatanja kiseoni¢nih radikalskih vrsta, fulerenol ispoljava zna¢ajnu aktivnost i prema
azot(Il)-oksidu (Mirkov i dr., 2004), koji predstavlja signalni molekul uklju¢en u mnoge

fizioloske procese, ali koji pri viSim koncentracijama ispoljava citotoksicni efekat. Mirkov 1
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saradnici (2004) su ispitali aktivnost fulerenola Cey(OH),4 in vivo na modelu pacova koristeci
predtretman fulerenolom pre aplikacije natrijum-nitroprusida, donora NO. Rezultati
eksperimenta ukazuju da fulerenol u potpunosti sprecava smanjenje aktivnosti odredenih
antioksidativnih enzima intersticijalnih ¢elija testisa pacova (Nielsen, Roursgaard, Jensen,
Poulsen, & Larsen, 2008), a do ¢ega inaCe dolazi nakon primene natrijum-nitroprusida.

Antioksidativna svojstva fulerenola Ceo(OH),4 su dovedena u vezu sa Nrf2 faktorom,
transkripcionim faktorom koji reguliSe ekspresiju gena nekoliko antioksidativnih enzima (Ye
idr., 2014). Smatra se da fulerenol moze povecati nuklearnu translokaciju ovog faktora, §to u
¢elijama A549 dovodi do povecane ekspresije antioksidativnih enzima kao Sto su hem
oksigenaza-1, NAD(P)H:kinin oksidoreduktaza i 7y-glutamat-cistein ligaza. Pored toga,

predtretman fulerenolom je umanjio apoptozu indukovanu vodonik-peroksidom.

Novosintetisani glukozamin-fulerenol konjugati (GIcN-F) ispoljavaju protektivni efekat
tokom cerebralne inflamacije 1 oSte¢enja celija uzrokovanih sr€anim udarom na modelu
pacova (normo i hipertenzivne grupe), a $to je dokazano pra¢enjem Zzivotinja magnetnom
rezonancom, $§to ovo jedinjenje ¢ini atraktivnim izborom za leCenje pacijenata koji su

pretrpeli infarkt miokarda (Fluri 1 dr., 2015).

lako je skoro kompletna antioksidativna aktivnost fulerenola zasnovana na sposobnosti
hvatanja slobodnih radikala, detaljni mehanizmi joS uvek nisu u potpunosti razjasnjeni (Wang
idr. 2015).

Za neutralisanje hidroksi radikala moguca su dva mehanizma, gde niZe hidroksilovani
fulerenoli podlezu adicionom mehanizmu, a oni vise hidroksilovani vodonik-akceptorskom
mehanizmu. ,,Opredeljenost” za mehanizam se moZe objasniti time Sto fulerenoli sa manjim
brojem hidroksilnih grupa imaju veci broj sp” ugljenikovih atoma, za razliku od druge grupe
fuelrenola koji obiluju hidroksilnim grupama, §to dovodi do veceg napona ugljeni¢nog
kaveza. Eliminacijom *OH vezivanjem sa vodonikom dovodi do reorganizacije skeletne
strukture ugljeni¢nog kaveza, te smanjivanja napona (Djordjevic i dr., 2004; Ueno,

Yamakura, Arastoo, Oshima, & Kokubo, 2014).

Radioprotektivni efekat

Tokom tretmana zraCenja u procesu leCenja malignih oboljenja zastita okolnog zdravog tkiva
1 organa od Stetnog delovanja zracenja je veoma bitna. Potencijalno protektivni agensi bi
omogucili poveéanje radijacione doze, ¢ime bi se mogao poboljSati ishod radioterapije
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(Grebowski, Kazmierska, i dr., 2013). Jonizujucée zracenje indukuje ekspresiju proapoptotskih
gena, kao 1 kiseoni¢ne slobodne radikale, koji dalje dovode do apoptoze. Fulerenoli
ispunjavaju sve uslove dobrog radioprotektora: prisustvo dvostrukih veza, visok afinitet ka
elektronu, spospobnost radikalskog vezivanja, kao 1 reaktivnost ka nukleofilnim
supstituentima (Grebowski & Krokosz, 2010).

Procena radioprotektivnog dejstva fulerenola Ceo(OH),4 je izvrSena na in vitro modelu
¢elijskih linija podvrgnutih zra¢enju u visokim dozama (Bogdanovi¢ i dr., 2008), gde je
povrdeno da efikasnost radioprotekcije zavisi od <¢elijske linije, kao i koncentracije
fulerenola. Pored toga, fulerenol je inhibirao inaktivaciju antioksidativnih enzima kao $to su
superoksid dismutaza i glutation peroksidaza, a koja nastaje kao posledica zracenja. Dalje,
fulerenol je uticao na smanjenje aktivnosti enzima gama-glutamil transferaze. Zastitna uloga
fulerenola tokom zracenja se oslanja na njegovu antioksidativnu spospobnost, te moguénost
hvatanja ROS, §to svrstava fulerenol u potencijalne radioprotektore.

Na in vivo modelu ozracenih miSeva i pacova je takode ispitana i dokazana radioprotekcija
fulerenola Cgo(OH)»4 (Trajkovié i dr., 2007; Trajkovic, Dobric, Djordjevic, Dragojevic-Simic,
& Milovanovic, 2005). Zivotinje su pre zradenja (6-8 Gy) pretretirane intraperitonealno
razli¢itim dozama fulerenola (10 i 100 mg/kg), a rezultati ukazuju na vecu telesnu masu
miSeva tretiranih viSom dozom fulerenola, kao i produzetak srednjeg letalnog vremena
ozrac¢enith miSeva, posebno pri vi§im dozama zracenja (Trajkovic i dr., 2005).

U studijama (Jacevi¢ i dr. 2016; Trajkovi¢ i dr. 2007) u kojima je poreden efekat
radioprotektora amifostina (WR-2721) sa radioprotektivnim efektom fulerenola na in vivo
modelu ozracenih pacova pokazana je protektivna selektivnost, gde fulerenol ispoljava bolju
radioprotektivnost na nivou prevencije smanjenja broja limfocita i granulocita, kao i u
pogledu inhibicije histopatoloskih promena na slezini, tankom crevu 1 plu¢ima, dok je
amifostin pokazao bolju protektivnost po pitanju ocuvanja srca, jetre i bubrega. Obe
supstance su produzile postradijacioni Zivotni vek pacova nakon izlaganja letalnoj dozi
radijacije od 8 Gy. Zakljucak koji proizilazi iz ovih istrazivanja ukazuje na to da fulerenol
moze imati dvojaku ulogu-omoguciti viSe doze zracenja, kao 1 ublaziti sporedne nezeljene
efekte zracenja.

Cai i saradnici potvrduju prethodne rezultate eksperimentom na miSevima pretretiranim
fulerenolom (40 mg/kg) tokom 14 dana pre izlaganja letalnoj dozi zracenja od 8 Gy (Cai i dr.,
2010). U poredenju sa kontrolnom grupom u kojoj je stopa prezivljavanja 0%, u grupi
pretretiranoj fulerenolom je stopa prezivljavanja 73%. Pored toga, fulerenol je imao pozitivni

uticaj na enzim superoksid-dismutazu, zatim sprecio je oksidaciju glutationa, kao i smanjio
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lipidnu peroksidaciju u jetri. Dalje, fulerenol je pokazao protektivnho dejstvo i prema
mitohondrijalnim proteinima.

Koncentraciona zavisnost protektivnog dejstva fulerenola (Ceo(OH);522) je dokazana i u
istrazivanju Zhao i saradnika (Q. Zhao, Li, Xu, Liu, & Li, 2005) sprovedenom na bakterijama
Stylonychia mytilus, gde je u koncentracijama 0,06-0, mg/cm’ fulerenol ispoljio
radioprotektivno dejstvo od gama-zracenja pri dozama do 1500 Gy, za razliku od
koncentracije 0,25 mg/cm3, pri kojoj se pokazao kao radiosenzitajzer, te doveo do promena u

aktivnosti superoksid-dismutaze i katalaze, kao i povecane lipidne peroksidacije.

Organoprotektivni efekat

Fulerenol na modelu pacova aplikovan u predtretmanu ugljen-tetrahlorida se pokazao kao
efikasan u smanjenju hepatotoksic¢nosti i nefrotoksi¢nosti izazvane ovim agensom (Xu i dr.,
2010), a zaStita se, po rezultatima, zasnivala na povecanoj spospobnosti antioksidativne
odbrane.

Dimetil-sulfoksid (DMSO) je u Sirokoj primeni kao rastvara¢ i krioprezervativni agens, koji
moze negativno uticati na protok krvi, pluéni edem, zastoj srca, bronhijalni spazam (Santos,
Figueira-Coelho, Martins-Silva, & Saldanha, 2003). Iako su nezeljeni efekti DMSO retki
kada se primenjuje u klini¢ki ispitanim koncentracijama, u slucaju predoziranja ne postoji
bezbedan antagonist. Slavi¢ 1 saradnici (Slavic i dr., 2013) su tretirali izolovane uteruse
pacova DMSO-om i Cg(OH),4 fulerenolskim nanocesticama. Rezultati ukazuju da DMSO
smanjuje kako spontane, tako i kalcijum-indukovane kontrakcije, dok fulerenol smanjuje
samo spontane kontrakcije. Fulerenol smanjuje aktivnost Cu-Zn superoksid-dismutaze i
sprecava DMSO-izazvano povecanje aktivnosti glutation-reduktaze. Ovi rezultati ukazuju na
to da fulerenol moze biti dobar izbor za modulaciju aktivnosti DMSO, ¢ime se umanjuju
sporedni Stetni efekti DMSO.

Potvrda kardioprotektivnog efekta fulerenola Cgy(OH),4 na doksorubicinom-izazvanu
kardiotoksi¢nost je dobijena u in vivo eksperimentu na pacovima, gde je administracija
fulerenola (u dozama 50, 100 i 200 mg/kg) izvrSena 30 min. pre jednokratne administracije
doksorubicina (8 mg/kg). Istrazivanja su dalje nastavljena na pacovima kod kojih je bio
hemijski-indukovan (1-metil-1-nitrozourea; 50 mg/kg; ip) kolorektalni 1 kancer dojke (Injac,
Perse, i dr., 2008; Injac, Boskovic, i dr., 2008; Injac, Perse, i dr., 2009; Injac, Radic, i dr.,
2009), gde su zivotinje pre tretmana doksorubicinom podvrgnute predtretmanu fulerenolom
(100 mg/kg ip, 30 minuta pre DOX, 8 mg/kg ip). Dokazan je uticaj fulerenola na smanjenje

doksorubicinom-izazvanih sporednih efekata, kao S§to su: oksidativni stres, lipidna
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peroksidacija i poremecaj odnosa GSH/GSSH u bubrezima pacova (Injac & Boskovic, 2008),
¢ime je potvrden nefroptotektivni efekat fulerenola u akutnoj fazi toksicnosti. Pored toga,
potvrdeno je i smanjenje doksorubicinom-izazvanog osteéenja jetre i pluéa (Injac, Perse, i dr.,
2008, 2009; Injac, Radic, i dr., 2009). Primena samog fulerenola u dozi 100 mg/kg je izazvala
samo reverzibine vaskularne promene.

Pored intraperitonealnog predtretmana fulerenolom, sli¢ni rezultati koji ukazuju na
protektivno dejstvo fulerenola se dobijaju i nakon oralne aplikacije fulerenola kod pacova
tretiranih doksorubicinom (I¢evi¢ i dr., 2011).

Tokom ispitivanja hepatoprotektivne uloge fulerenola na doksorubicinom-izazvanu
toksicnost na in vivo modelu pacova i in vitro (humani hepatocelularni karcinom, kolorektalni
adenokarcinom) dobijeni su rezultati koji ukazuju na protektivni efekat fulerenola, ali i na
pojavu zadrzavanja crnih/braon Cestica u abdomenu, na jetri Sto moze dovesti do sekundarnih
promena na tkivu jetre (Injac, Perse, 1 dr., 2008), pankreasu, slezini i testikularnim

ovojnicama.

Imajué¢i u vidu da je toksi¢nost doksorubicina jednim delom zasnovana na stvaranju
slobodnih radikala, moze se zakljuciti da se protektivna uloga fulerenola oslanja na njegov
visoki antioksidativni potencijal, gde se ponaSa kao hvata¢ slobodnih radikala i/ili gde
uklanja slobodne jone gvozda ¢ime sprecava Fenton/Haber-Vajsovu reakciju (Torres i dr.,
2010). Srdenovi¢ 1 saradnici su pracenjem antioksidativnih enzima kod pacova tretiranih
samim doksorubicinom, kao 1 kod pacova intraperitonealno (i.p.) tretiranih fulerenolom u
dozama 50 i 100 mg/kg pre tretiranja doksorubicinom u dozi 10 mg/kg, zakljucili da
primenom predtretmana dolazi do prevencije oksidativnog stresa u bubrezima, testisima i
plu¢ima pacova (Srdjenovic i dr., 2010). Sa druge strane, grupa pacova pretretirana
fulerenolom u dozi od 100 mg/kg je u poredenju sa kontrolnom grupom pokazala veci stepen
lipidne peroksidacije, no u manjoj meri nego grupa tretirana samim doksorubicinom.

Protekcija ¢elija fulerenolom je potvrdena i rezultatima in vitro eksperimenata na humanim
malignim kontinualnim celijskim linijjama dojke (MCF-7 i MDA-MB-231) tretiranim
fulerenolom, kao i kombinacijom sa nekim antineoplasticnim lekom (doksorubicin,
cisplatina, taksol, tiazofurin). Sam fulerenol je u maloj meri inhibirao rast ¢elijskih linija, dok
je u simultanom tretmanu sa antineoplasti¢nim lekovima (doksorubicin, cisplatina, tiazofurin,
taksol) u najvecoj meri smanjio citotoksi¢nost izazvanu doksorubicinom, pri ¢emu rezultati
ukazuju i na to da fulerenol u ispitanim koncentracijama ne ispoljava genotoksi¢nost (Koji¢,

Jakimov, Bogdanovi¢, & Djordjevi¢, 2005; Mrdanovi¢ i dr., 2009). Utvrdeno je da je
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protektivni efekat fulerenola izraZzen u slucaju primene antineoplasticnih lekova ¢ija se
aktivnost uglavnom zasniva na stvaranju slobodnih radikala. Cinjenica da fulerenol smanjuje
citotoksi¢nost i tiazofurina i taksola, lekova koji svoju aktivnost ostvaruju mehanizmom koji

nije slobodno-radikalski, ukazuje na dualnu protektivnu sposobnost fulerenola.

Chadhuri i saradnici (Chaudhuri i dr., 2009) su iskoristili fulerenol kao nanonosac i
sintetisani konjugat fulerenol-doksorubicin, iz kojeg se aktivni princip oslobada po inkubaciji
sa lizatom tumorske Celije, ispitali na slede¢im celijskim linijama: mi$ji melanom, misji
karcinom pluca, metastazne humane celije kancera dojke. Rezultati ukazuju na supresiju
proliferacije svih ispitanih ¢elijskih linija, sa tim da je pokazana veca efikasnost kod misjih
¢elijskih linija, Sto se povezuje sa razli¢itom podloznoséu c¢elijskih linija ka unoSenju
konjugata lek-nanonosa¢ u ¢elije i lizozome. U in vivo modelu na miSevima je ispitana
efikasnost doksorubicina i konjugata fulerenol-doksorubicin, gde je u slucaju primene
konjugata pokazana uporediva antitumorska efikasnost uz smanjenje sistemske toksi¢nosti

koja nastupa pri primeni samog doksorubicina.

Brojne hidroksilne grupe po povrsini fulerenola omogucéuju ne samo vezivanje razlicitih
aktivnih principa, nego 1 stvaranje mnogih vodoni¢nih veza sa razli¢itim komponentama
bioloskih sistema, kao $to su domeni membranskih proteina ili hidrofine lipidne glave
(Grebowski, Krokosz, & Puchala, 2013). Istrazivanja (Krantz, 1997) pokazuju da se fulerenol
moze adsorbovati na protein citoskeleta, kao i da se ova interakcija moZe iskoristiti za

transportni mehanizam lekova.

Antiproliferativni efekat fulerenola Cg(OH)»4

Ispitivanje antiproliferativnog efekta odnosno citotoksi¢nosti novih jedinjenja je nezaobilazan
segment u analizi bioloske aktivnosti. Ono podrazumeva tretman Celijskih linija u
kontrolisanim uslovima supstancom od interesa tokom razli¢itth vremenskih perioda,
najcesce 24, 48 ili 72h. Antiproliferativna aktivnost na ¢elijskim linijama se moZe pratiti na
dva nacina: procenom vijabilnosti ¢elija pri ¢emu se primenjuje bojenje bojama ili
odredivanjem relativnog odnosa netretiranih i tretiranih celija tako da se dobije kriva
prezivljavanja u zavisnosti od koncentracije ispitivane supstance. Parametri koji se najceSce
primenjuju za odredivanje citotoksi¢nosti su: Celijska smrt koja nastaje najceSce kao

posledica oSte¢enja membrane (Borenfreund & Puerner, 1985), zatim oslobadanje laktat-
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dehidrogenaze (Decker & Lohmann-Matthes, 1988) ili pracenje sadrzaja proteina (Balls &
Bridges, 1984, Skehan i dr. 1990).

Osetljivost citotoksicnih eseja se moze povecati pracenjem ranih promena u homeostazi
¢elija, koje pod dejstvom toksi¢ne supstance pre smrti ispoljavaju odredene biohemijske
promene (Jondeau, Dahbi, Bani-Estivals, & Chagnon, 2006). Stoga, dejstvo agenasa koji
uti¢u na Celijski rast se moze pratiti kroz promenu u preuzimanju nutrijenata (Koren, 1980),
odnosno kroz promenu brzine sinteze RNK ¢elija.

Postoje brojni testovi citotoksi¢nosti, a neki od najcesce primenjivanih su:

Sinteza RNK je proporcionalna kvadratu ¢elijskog rasta (Kjeldgaard N.O., 1963), a sam test
se zasniva na kvantitativnoj inhibiciji sinteze RNK ¢elija izloZenih toksi¢nim supstancama.
Naime, radioobelezeni uridin se dodaje u celijski medijum, nakon cega se meri koli¢ina
inkorporiranog uridina u ¢elijsku RNK. Brzina sinteze RNK se zatim odreduje racunskim
putem 1 poredi sa rezultatima dobijenim na istim celijama samo u prisustvu medijuma.
Rezultat se izrazava procentualno u odnosu na kontrolu (Valentin-Severin, Laignelet,
Lhuguenot, & Chagnon, 2002). Ovaj esej, kao i ATP i Alamar Blue, pripada grupi subletalnih
diferencijacije mehanizma delovanja razli¢itih toksi¢nih jedinjenja.

ATP i Alamar Blue testovi su veoma osetljivi testovi koji mere morbiditet éelija. Celije
koriste ATP za odrzavanje Zivota 1 odvijanje mnogih ¢elijskih procesa, te se ovaj test koristi
za procenu funkcionalnog integriteta zivih celija. Test je ponovljiv 1 pouzdan, moze se
primeniti za karakterizaciju efekata lekova ili citotoksi¢nih supstanci na humanim ¢elijskim
linijjama ili uzorcima tumora. Alamar Blue se usvaja od ¢elija pasivnom difuzijom, gde se
redukuje, usled Cega menja boju iz plave u fluorescentnu crvenu. Primenjuje se za
odredivanje relativne citotoksic¢nosti agenasa unutar odredenih hemijskih klasa (Jondeau i dr.,
2006).

MTT esej je kolorimetrijski esej za merenje aktivnosti enzima koji redukuju zuti MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromid) do ljubiCastog formazana. Osnovna
primena ovog eseja je odredivanje vijabilnosti 1 proliferativnosti celija, te se moze koristiti za
odredivanje citotoksi¢nosti jedinjenja od potencijalnog medicinskog znac¢aja. Prednosti testa
su preciznost, kao i jednostavno izvodenje jer u postupku nema nijednog koraka ispiranja.
SRB (Sulforodamin B) test je brz, osetljiv i ekonomi¢an nac¢in za merenje ukupne koli¢ine
proteina adheriranih ¢elija u suspenziji u mikrotitar plo¢ama. Sulforodamin B je anjonska
boja koja se u blago-kiseloj sredini elektrostaticki vezuje za pozitivno naelektrisane

aminokiselinske ostatke Ccelijskih proteina. U blago baznoj sredini se SRB rastvara,
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kvantitativno ekstrahuje i1z ¢elije nakon cCega ga je moguce odrediti kvantitativnim
kolorimetrijskim testom po Skehan-u (Skehan i dr. 1990), te utvrditi relativni Celijski rast ili
vijabilnost ¢elija jer je zavisnost rezultata SRB testa i broja ¢elija linearna. Iako je SRB test u
poredenju sa MTT testom kompleksniji po pitanju naina izvodenja, velika prednost SRB
testa je veca osetljivost.

Antiproliferativni 1 citotoksi¢ni efekat vodorastvornih derivata fulerena, fulerenola
Ce0(OH)a4, je ispitivan na razli¢itim eksperimentalnim modelima. Brojne studije ukazuju na
odsustvo citotoksi¢nosti fulerenola (Saathoff, Inman, Xia, Riviere, & Monteiro-Riviere,
2011, Isakovic i dr., 2006; Sayes i dr., 2004). Sa druge strane, u radu Jiao i saradnika (2010)
ispitana je antiproliferativna aktivnost fulerenola prema tri humane celijske linije kancera
dojke, a rezultati ukazuju na inhibiciju ¢elijskog rasta koja pokazuje vremensku i
koncentracionu zavisnost. Komparativne studije citotoksi¢nosti fulerena Cgg i vodorastvornog
derivata ukazuju na niZu, skoro zanemarljivu, citotoksi¢nost derivata, ¢ime se potvrduje da se
derivatizacijom povrSine fulerena moze znafajno uticati na smanjenje citotoksi¢nosti

(Isakovic i dr., 2006; Sayes i dr., 2004).

Neuroprotektivnost fulerenola

Nervne c¢elije su bogate lipidima, sa aerobnim mehanizmima i relativno niskom aktivnos$cu
antioksidativnih enzima koji neutraliSu reaktivne kiseoni¢ne vrste, $to zajedno €ini ove Celije
glavnim mestom slobodno-radikalskih reakcija (Buonocore, Perrone, & Bracci, 2001), a ¢ije
se posledice povezuju sa nekim patoloskim stanjima kao S$to su cerebralna ishemija,
Alchajmerova bolest 1 sl. (Calissano, Matrone, & Amadoro, 2009; Dragunow 1 dr., 1995).
Toksicnost jona nekih metala, kao npr. jona gvozda, se u velikoj meri zasniva na
spospobnosti da iniciraju procese kao S§to je lipidna peroskidacija, tokom koje
dekompozicijom lipidnih peroksida dolazi do stvaranja slobodnih radikalskih vrsta. Povec¢an
nivo jona gvozda je primecen u sivoj masi pacijenata koji boluju od Parkinsonove bolesti
(Fahn & Cohen, 1992; Halliwell, B., & Gutteridge, 1999). S obzirom na to da ne postoje
efikasni tretmani neurodegenerativnih bolesti, bitno je pronaci nacine kojima bi se negativni
efekti oksidativnog stresa u mozgu sprecili u §to vecoj meri. Jedan od pristupa je primena
antioksidanasa, medu koje se ubraja i fulerenol, za sprecavanje nastajanja amiloidnog plaka
karakteristi¢nog za Alchajmerovu bolest (Kim & Lee, 2003; Lee i dr., 2011; Podolski i dr.,
2007), kao i u svojstvu protektivnog jedinjenja za tretiranje drugih neurodegenerativnih stanja
1 bolesti, a koja nastaju kao rezultat oksidativnog disbalansa u ¢elijama. Hidrofilni derivati

fulerena, koji pokazuju viSu antioksidativhu zaStitu u poredenju sa konvencionalnim
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antioksidantima (Ali, Hardt, & Dugan, 2008; Dugan, Gabrielsen, Yu, Lin, & Choi, 1996;
Lotharius, Dugan, & O’Malley, 1999; Ye i dr., 2014) su obecavaju¢i kandidati za
neuroprotektivnu 1 antioksidativnu primenu.

Cai 1 saradnici (Cai i1 dr., 2008) su ukazali na potencijal fulerenola kao efektivnog

neuroprotektora na celularnom modelu Parkinsonove bolesti.

Nanocdestice fulerenola kao teranostici

Pod nanocesti¢nim teranosticima se podrazumevaju one nanocestice koje istovremeno
ispoljavaju viSe od jedne funkcionalnosti, kao npr. targetiranje, ,,imidzing” i dostava leka.
Metalofulerenol [Gd @ Cg,(OH),;], je ispitan u in vivo istrazivanju na miSevima sa malignom
neoplazmom dojke i jetre, a rezultati pokazuju znacajno smanjenje rasta tumora (X. Ma,
Zhao, & Liang, 2011). Inhibicija rasta tumora se ostvaruje stimulacijom T-limfocita i
makrofaga, kao 1 smanjenjem tumorske mikrocirkulacije, ¢ime se usporava dotok krvi u
tumorsko tkivo bez uticaja na zdrave kapilare. Toksi¢nost teranostika moze biti smanjena u
poredenju sa samim lekom. Koadministracija nanocestica sa lekom cisplatinom je uticala na
aktivaciju endocitoze u humanim cisplatina-rezistentnim malignim delijama, ¢ime se
povecala intracelularna koncentracija leka 1 stvaranje cisplatina-DNK kompleksa.
[Gd@Cs(OH)2]n je ,hvatanjem” slobodnih kiseoni¢nih radikala i inhibicijom lipidne
peroksidacije in vivo S§titio zdrave celije 1 time doprineo nizoj toksi¢nosti teranostika u
poredenju sa samim lekom.

U istrazivanju Liu i saradnika (2015) je ispitana antineoplasti¢na aktivnost Gd@Cg,(OH)», na
zdravoj ¢elijskoj liniji epitelijalnih ¢elija dojke prema kojoj je ispoljio netoksi¢nost, kao i na
kontinualnim malignim c¢elijama dojke prema kojima je ovaj metalofulerenol pokazao

inhibitornu aktivnost.

Farmakokinetika, toksi¢nost i biokompatibilnost fulerenola

Toksi¢nost ugljeni¢nih nanomaterijala, kao i njihov Stetni efekat na zdravlje ljudi 1 Zivotnu
sredinu su teme kojim je potrebno posvetiti dosta istrazivanja i1 koje do sada nisu dovoljno
istrazene, posebno zbog toga Sto se odredene fizi€ko-hemijske osobine nanocestica mogu

povezati sa potencijalnom Stetnosti po zdravlje.

Farmakokineticko istraZivanje vodenih rastvora fulerenola i njihovog metabolizma je
preduslov za dalje ispitivanje procene njihove aktivnosti kao potencijalnih lekova/nosaca

lekova. Da bi se pratila apsorpcija, raspodela i ekskrecija, u eksperimentalnim studijama
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fulereni su radioobeleZeni tehnecijumom (Djordjevi¢ i dr., 2011; Maksin, Djokic, Jankovic,
Djordjevic, & Neskovic, 2007). S obzirom na to da izloZenost fulerenima moze biti preko
razli¢itih puteva (oralno, dermalno, pulmonarno, injekciono) toksi¢nost na mestu izlozenosti
je veoma bitna. Scintigrafskim prac¢enjem radioobeleZenog [*™Tc(CO)3(H20)3]-Coo(OH)a4 u
in vivo modelu psa dobijeni su podaci o biodistribuciji, koji ukazuju na prisustvo
radiofarmaceutika tokom prvih 30 minuta u srcu, jetri i slezini. Nakon sat vremena, prisustvo
je primeceno u srcu, jetri, slezini, crevima, kao i pljuva¢nim zlezdama nakon 4 sata. 21 sat
nakon administracije, radiofarmaceutik je detektovan u slezini, jetri, pljuvacnim zlezdama,
bubrezima i urinarnom traktu, ali ne i u tankom crevu. 24 Casa nakon administracije, y-
aktivnost je primecena samo u jetri, slezini 1 urinarnom traktu, a tim putem se i eliminiSe
(Chiang, Wang, Tseng, Wu, & Hsieh, 1995; Chiang, Lee, & Kuo, 1995; Djordjevi¢ i dr.,
2011).

Okularna toksicnost. Fotosenzitivni aspekt toksicnosti fulerenola je takode ispitan i
potvrdeno je da dovodi do okularne toksi¢nosti koju podstice izlaganje UVA i vidljivom
zracenju.

Dermalna toksicnost. Potencijalna toksi¢nost fulerenola je ispitana i na ¢elijama humanih
epidermalnih keratinocita, koji su bilo izlozeni fulerenolima razli¢itog stepena hidroksilacije:
Ces0(OH)20, Cs0(OH)24 1 Cep(OH)32 u koncentracijama 0,000544-42,5 mg/cm3 tokom 24 1 48h
(Saathoff, Inman, Xia, Riviere, & Monteiro-Riviere, 2011). Statisti¢ki zna¢ajno smanjenje
vijabilnosti ¢elija je primeceno samo kod tretmana Cgo(OH)s; u najvisoj koncentraciji nakon
24-Casovnog tretmana. Rezultati ukazuju da do koncentracija 8,55 mg/cm3 fulerenoli

razli¢itog stepena hidroksilacije ne ispoljavaju citotoksi¢nost, niti dovode do inflamacije.

Genotoksicna svojstva vodorastvornih fulerena. Za razliku od mutagenih i fototoksi¢nih
efekata fulerena Cgp, fulerenol do miligramskih koncentracija ne pokazuje mutagene niti
genotoksicne efekte (Nielsen i dr., 2008). Genotoksicni efekat fulerenola Ceo(OH),4 je ispitan
in vitro na ovarijalnim ¢elijama hréka (CHO) u opsegu koncentracija 11-221 pmol/dm’
(Mrdanovi¢ i dr. 2009), kao i na humanim limfocitima iz periferne krvi (PBL) u opsegu
koncentracija 5,54-221,60 pmol/dm’® i u svim eksperimentima je potvrdeno odsustvo

genotoksicnosti fulerenola (Mrdanovic i dr. 2012) uz genoprotektivno dejstvo istog.

Pulmonarna toksic¢nost fulerenola je ispitana od Xu 1 saradnika na modelu pacova tokom 3-

dnevnog inhalacionog eksperimenta pri kojem su zivotinje izlagane dozama od 1, 5 ili 10 mg
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fulerenola po pacovu (Xu i dr., 2009). Izlaganje najnizoj dozi fulerenola nije dovelo do
pulmonarne toksi¢nosti, dok su dve viSe koncentracije izazvale oksidativni stres i inflamaciju,

ukazujuéi time na dozno-zavisnu pulmonarnu toksi¢nost fulerenola.

Povrede Ccelijske membrane. Sposobnost fulerenola Ceo(OH);3 da nakon fotoaktivacije
uzrokuje povredu celijske membrane je ispitana na mikrozomima jetre pacova (Kamata,
Devasagayama, Priyadarsinib, & Mohan, 2000). Rezultati istrazivanja govore da dolazi do
dozno- i vremenski-zavisnog oksidativnog oStec¢enja lipida i proteina celijskih membrana
posredstvom radikalskih vrsta. S obzirom na to da se fulerenol moze potencijalno aplikovati
intravenozno, Grebowski 1 saradnici (Grebowski & Krokosz, 2015) su ispitali interakciju
fulerenola Ceo(OH)36 sa membranama eritrocita, te dobili rezultate koji ukazuju da fulerenol
posebno pri viSim koncentracijama moze ulaziti u hidrofobni deo lipidnog dvosloja.
Fulerenol povecava fluidnost lipidnog dvosloja u hidrofobnoj regiji interreagujuci sa

proteinima membrane eritrocita preko proteinskih sulthidrilnih grupa.

Povrede Celijskih organela. Fulerenol u milimolarnom opsegu doza, se smatra da dovodi do
disrupcije citoskeleta, zatim aktivacije autofagije i naruSavanja integriteta mitohondrija, Sto
rezultuje smréu ¢elija (Johnson-Lyles i dr., 2010). U studiji Liu i saradnika (Yang Liu, Wang,
& Wang, 2015) je ispitana promena morfologije i biomehanickih svojstava humanih malignih
¢elija jetre nakon tretmana fulerenolom gde se ispoljilo smanjenje Cvrstoce celija, Sto se
povezuje sa naruSavanjem citoskeletne mreze, a §to moZe biti koristan parametar pri proceni

efekta fulerenola na ¢elije, kao 1 pri otkrivanju €elijske dinamike.
Hematotoksi¢nost. Negativan efekat fulerenola (u koncentraciji 10-100 mg/cm®) na eritrocite

se ispoljava kroz odlaganje maturacije, diferencijacije, kao i kroz supresiju ponovnog

ukljucivanja makrofaga u eritroblastna ostrva (Tishevskaya i dr., 2014).
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1.5.DOKSORUBICIN

Doksorubicin je antraciklinski antibiotik koji je zajedno sa daunorubicinom 60-ih godina
proslog veka izolovan iz bakterije Streptomyces peucetius subsp. Caesius. Antraciklini su po
hemijskoj strukturi glikozidi iz grupe hinona. Pored doksorubicina i daunorubicina, u grupu

antraciklina se ubrajaju jos i idarubicin, epirubicin, aklarubicin i mitoksantron.

OH

0 O OH O\LOJ/
-~ "OH

NH,

Slika 1.11. Strukturna formula doksorubicina

Struktura doksorubicin hidrohlorida, predstavljena na slici 1.11. je planarna i sastoji se iz
tetraciklinskog jezgra, aglikona adriamicinona, za koje je glikozidnom vezom na C-7 u
prstenu A vezan monosaharid daunozamin. U tetraciklinskom aglikonu se u prstenovima C 1
B nalaze hinonske, odnosno hidrohinonske grupe, zatim na polozaju C-4 u prstenu D metoksi
supstituent, a u polozaju C-9 prstena A kratki bo¢ni lanac sa karbonilnom grupom u polozaju
C-13 (Minotti, 2004). Zahvaljujuéi prisustvu tri glavne jonizujuée grupe, DOX ispoljava tri
razli¢ite pK, vrednosti: pK; = 8,15 (amino grupa Se¢erne komponente), pK, = 10,16 (fenolna
grupa na Cy;) i pKj3 = 13,2 (fenolna grupa na Cg) (Bouma, Beijnen, Bult, & Underberg, 1986;
Fiallo, Tayeb, Suarato, & Garnier-Suillerot, 1998). Doksorubicin se nalazi u obliku crvenih
igliCastih prah kristala, dobro se rastvara u vodi, dok se u hloroformu, etru i drugim
organskim rastvaraima ne rastvara. Na sobnoj temperaturi je stabilan, ali se degradira u

prisustvu UV/VIS zraka.

Uprava za hranu i lekove (engl. Food And Drug Administration, FDA) je 1974. godine
odobrila DOX za le€enje slede¢ih neoplasti¢nih stanja: akutna limfoblastna leukemija, akutna
mijeloblastna leukemija, sarkomi mekog i1 koStanog tkiva, karcinom dojke, karcinom jajnika,
tireoidni karcinom, gastricni karcinom, HodZkinov sindrom, maligni limfom 1 bronhogeni

karcinom (mikrocelularni tip) (C. Carvalho i dr., 2009). Moze se na¢i pod nekoliko razli¢itih
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zati¢enih naziva, odnosno komercijalnih preparata: Adriacin®, Adriblastina®, Adriamycin®,
Caelyx®, Myocet®, Doxorubicin Teva®, Sindroxocin®.

Iako su jedni od najefikasnijih antineoplasti¢nih lekova, primena antraciklina je ograni¢ena
zbog nezeljenih efekata koje izazivaju, a to su: kardiotoksi¢nost, pulmotoksicnost,
hepatotoksi¢nost, nepovoljno dejstvo na gastrointestinalni trakt i mijelosupresija (Carvalho i

dr., 2014).

1.5.1. FARMAKOKINETIKA DOKSORUBICINA

Rezultati farmakokinetickih istrazivanja ukazuju da se izmedu 50-85% doksorubicina i
njegovog glavnog metabolita doksorubicinola vezuje za protein plazme, nakon cega brzo
prelazi u tkiva sa najve¢im koncentracijama leka u bubrezima, slezini i plu¢ima. Hepaticki
metabolizam i bilijarni klirens su glavni putevi ekskrecije. Vise od 40% aplikovane doze se
izluCuje putem Zuci u roku od 5 dana, dok se 5-12% leka i njegovih metabolita izlucuje
urinom. (Greene, Collins, Jenkins, Speyer, & Myers, 1983). Oko 50% primenjene doze se
zadrzava u organizmu (Advani i dr., 1994). Poluvreme eliminacije je oko 30 ¢asova (Wisher,
2012), a iz organizma se izlucuje nakon 5-7 dana. Razvoj osetljivih i pouzdanih analitickih
metoda za detekciju i determinaciju doksorubicina i njegovih metabolita omogucuje
potencijalnu primenu istih za pracenje ekskrecije leka, ali i njegovog metabolizma, ¢ime bi
bilo omoguceno personalizovano doziranje terapijom doksorubicinom i optimizovana
individualna terapeutska doza (Alvarez-Cedrén, Sayalero, & Lanao, 1999; Anderson, Gergen,
& Arriaga, 2002; Oliveira-Brett, Piedade, & Chiorcea, 2002; Vajdle i dr., 2014).

Lek se brzo metaboliSe, uglavnom u jetri, u svoje aktivne metabolite od kojih je najpoznatiji
doksorubicinol. Poput doksorubicina svi nastali metaboliti imaju sposobnost stvaranja
slobodnih radikala, sto dovodi do akutne 1 hroni¢ne toksi¢nosti leka.

Do rezistencije na doksorubicin moze do¢i zbog nekoliko razloga. Jedan od njih je
prekomerna ekspresija P-170 glikoproteina u membranama malignih ¢elija, koji predstavlja
jonsku pumpu i1 odgovoran je za ubrzanu eliminaciju doksorubicina iz ¢elije. U pojedinim
malignim ¢elijama je aktivnost enzima topoizomeraze II (TOPII), pomocu koga se ostvaruje

jedan od osnovnih mehanizama antitumorskog dejstva doksorubicina, smanjena.
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1.5.2. MEHANIZMI ANTINEOPLASTICNOG DEJSTVA DOKSORUBICINA

Smatra se da svoju aktivnost doksorubicin duguje sadejstvu vise razli¢itih mehanizama (J.
Fang, Nakamura, & Iyer, 2007), od kojih su najistaknutiji inhibicija enzima topoizomeraze 11
1 I, interkalacija u molekul DNK i stvaranje slobodnih radikala.

Za kombinovani citotoksicni efekat doksorubicina odgovorna je njegova struktura (Slika
1.12.), u kojoj se mogu prepoznati dva dela sa razliitim mehanizmom delovanja.
Semihinonski deo leka interkalira u DNK umetanjem izmedu susednih baznih parova DNK.
Ovaj hromoforni deo molekula DOX je ukljucen i u proces stvaranja slobodnih radikala, te
moze dovesti do oSte¢enja DNK 1 lipidne peroksidacije. Medutim, glavni bioloski efekat
odgovoran za citotoksi¢nost ovog leka je interakcija sa enzimom TOPII (Cagel, Grotz,
Bernabeu, Moretton, & Chiappetta, 2017).

DNK -interkalirajuca

Domen vezivanja za
hromofora g

topoizomerazu II

Slika 1.12. Prikaz odnosa aktivnost-struktura DOX sa oznac¢enim delovima molekula

odgovornim za razli¢itu citotoksi¢nu aktivnost. Preuzeto uz izmene iz: (Cagel i dr., 2017)

Uticaj doksorubicina na DNK

Doksorubicin ulazi u ¢elije kancera prostom difuzijom, gde se velikim afinitetom vezuje za
proteazome u citoplazmi formiraju¢i doksorubicin-proteazom kompleks koji se translocira u
jedro kroz jedarne ATP-zavisne pore. U jedru se doksorubicin odvaja od proteazoma i vezuje
za DNK zahvaljujuéi vec¢em afinitetu za vezivanje za DNK, nego za proteazom, §to dovodi
do apoptoze, na ¢emu se 1 zasniva antitumorska terapija (Kiyomiya, Matsuo, & Kurebe,
2001; Minotti, 2004).

Delovanje DOX na nukleinske kiseline celija u deobi se moZe svesti na dva osnovna

mehanizma:
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(1) interkalaciju izmedu baznih parova u DNK lancu, ¢ime se inhibira sinteza DNK 1
RNK blokiranjem replikacionih i transkripcionih procesa (Thorn, Caroline; Oshiro,
Connie; Marsh, Sharon; Hernandez-Boussard, Tina; McLeod, Howard; Klein, Teri;
Altman, 2010);

(2) stvaranjem slobodnih radikala, uzrokuju¢i oksidativno oSte¢enje na celijskim

membranama, proteinima i DNK.

Jedan od mehanizama kojim doksorubicin ispoljava svoju genotoksi¢nost je stvaranje
metabolita, pri ¢emu istovremeno dolazi do nastajanja slobodnih radikala. Hinonska struktura
DOX ucestvuje u redoks reakcijama kao elektron akceptor, pri ¢emu se prevodi u
semihinonski slobodni radikal dejstvom nekoliko enzima: mitohondrijalne NADH
dehidrogenaze, citosolne NAD(P)H dehidrogenaze, ksantin oksidaze i endotelijalne azot(Il)-
oksid sintaze (La Ferla 1 dr., 2011; Thorn, Caroline; Oshiro, Connie; Marsh, Sharon;
Hernandez-Boussard, Tina; McLeod, Howard; Klein, Teri; Altman, 2010). Ovaj nestabilni
metabolit moze direktno ostetiti DNK ili se moze prevesti ponovo u hinonski oblik, pri ¢emu
se stvaraju reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. Reactive Oxygen Species, ROS), kao §to su
superoksid, hidroksi radikal 1 peroksid (Gewirtz, 1999). ROS mogu uzrokovati oksidativni
stres, lipidnu peroksidaciju, oSte¢enje membrane 1 DNK 1 biti okidaci apoptoze (Doroshow,
1986). Proces lipidne peroksidacije iniciraju slobodni radikali, a kao rezultat nastaje nekoliko
relativno stabilnih produkata medu kojima je i malonildialdehid, MDA (Janero, 1990;
Minotti, 2004), koji moZe reagovati sa slobodnim amino grupama deoksiguanozina,
deoksiadenozina i deoksicitidina formirajuci alkilovane proizvode datih baza. Ove reakcije
pokazuju njegovo mutageno dejstvo koje se najviSe uoCava na parovima baza guanina i
citozina brojnim insercijama i delecijama (Niedernhofer, Daniels, Rouzer, Greene, &

Marnett, 2003).

Doksorubicin kao inhibitor topoizomeraze

Osnovni toksic¢ni efekat delovanja doksorubicina je, prema literarnim podacima 1 rezultatima
istrazivanja, inhibicija enzima topoizomeraze II, zbog Cega je onemogucena relaksacija
superzavojnice DNK, ¢ime se sprecava replikacija i transkripcija DNK, kao i njena popravka
(Tewey, Rowe, Yang, Halligan, & Liu, 1984).

Topoizomeraze igraju veoma vaznu ulogu u procesu transkripcije 1 replikacije DNK u
periodu celijske deobe i1 aktivnost im je poviSena kod proliferiSu¢ih celija, kakve su i

tumorske. Ovi enzimi dovode do privremenog isecanja jednog (topoizomeraza I) ili oba lanca
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DNK (topoizomeraza II), Sto omogucuje odvijanje navedenih procesa bez promena u
strukturi i sekvenci nukleotida u DNK molekulu.

Antraciklini, u koje se ubraja i doksorubicin, stabilizuju kompleks koji nastaje u reakciji
topoizomeraze II i DNK, u kojem su prese¢eni DNK lanci kovalentno vezani za tirozinske
ostatke topoizomeraze II. Na osnovu ovoga se potvrduje hipoteza da su za aktivnost
antraciklina vaznija gen specificna oSteCenja nego masivno oSteCenje DNK. Ponovno
povezivanje lanaca DNK je usled stabilizacije kompleksa antraciklinom onemoguceno, $to
dovodi do zaustavljanja Citavog procesa replikacije, ¢elijskog rasta u G; i G, fazi ¢elijskog
ciklusa 1 na kraju dolazi do programirane Celijske smrti, apoptoze (Binaschi i dr., 2001;
Binaschi, Farinosi, Borgnetto, & Capranico, 2000; Lage, Helmbach, Dietel, & Schadendorf,
2000; Yiidr., 2007).

Uloga slobodnih radikala

Stvaranje slobodnih radikala i oksidativni stres su u tesnoj vezi sa antitumorskom aktivno$éu

doksorubicina, ali isto tako i toksicnim efektima koje izaziva primena ovog citostatika.

Postoji nekoliko nacina nastanka slobodnih radikala dejstvom doksorubicina (Minotti, 2004):
1) Nastajenjem semihinona: DOX se redukcijom transformiSe u semihinonski
slobodni radikal u prisustvu razli¢itih NAD(P)H zavisnih reduktaza. Semihinon dalje
reaguje sa kiseonikom daju¢i superoksid anjon radikal, koji se dalje dejstvom
superoksid dismutaze prevodi u vodonik-peroksid, dok se semihinon vra¢a u hinonsku
strukturu.
2) Neenzimskim mehanizmom: DOX ulazi u neenzimske metabolicke reakcije
u kojima ucestvuju joni gvozda, usled Cega dolazi do stvaranja nove koli¢ine
slobodnih radikala (semihinon, superoksid anjon radikal i vodonik-peroksid). Ovo
dovodi do oslobadanja gvozda iz feritina 1 citoplazmatske akonitaze, ¢ime se utie na
metabolizam gvoZda. Pored toga, u toku ovih procesa nastaje i hidroksi radikal.
3) Metabolizmom DOX-a: redukcijom karbonilne grupe DOX u polozaju C13
nastaje metabolit doksorubicina-sekundarni alkohol doksorubicinol, koji moZe
osloboditi gvozde iz citoplazmatske akonitaze, uticuéi tako na metabolizam gvozda i
prouzrokujuéi oksidativni stres. Pored ovoga, DOX mozZe biti metabolisan i u lipofilni
aglikon koji se pod dejstvom sukcinat-dehidrogenaze redukuje, postaje lipofilniji i
ugraduje u membranske strukture celije, gde se 1 akumulira stvarajuci slobodne
radikale i naruSavaju¢i funkcionalni integritet respiratornog lanca (Licata, Saponiero,

Mordente, & Minotti, 2000).
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Tako i superoksid anjon radikal, O," i vodonik-peroksid, H,O, mogu dovesti do oSteéenja
pojedinih ¢elijskih struktura, od veceg je znaCaja njihova medusobna interakcija u kojoj
dolazi do nastanka hidroksilnog radikala, za koju je nephodno prisustvo metala sa
promenljivom valencom, §to su najceS¢e slobodni joni gvozda (Richardson, 2005). Uticaj
antraciklina na homeostazu gvozda je prilicno kompleksan proces jer ova grupa lekova i
njihovi metaboliti uti¢u na ¢elijski metabolizam gvozda na mnoge nac¢ine (Minotti, Cairo, &

Monti, 1999).

Hidroksilni radikali dovode do lipidne peroksidacije i stvaranja lipidnih radikala, Sto oStecuje
¢elijske membrane. Pored toga, reaktivni oblici kiseonika remete funkciju mnogih proteina
(od kojih su veoma znacajni jonski kanali i transporteri) intereaguju¢i sa njihovim aktivnim

centrima. Krajnji ishod delovanja slobodnih radikala je apoptoza (Minotti 1 dr., 1999).

1.5.3. NEZELJENA DEJSTVA I TOKSICNOST

Jedno od najizrazenijih nezeljenih dejstava doksorubicina koje ograni¢ava klinicku primenu
je kardiotoksi¢nost (Singal, Li, Kumar, Danelisen, & Iliskovic, 2000), dok je mijelosupresija
glavni dozno-limitiraju¢i nezeljeni efekat ovog leka i to najéeS¢e u obliku leukopenije i/ili
granulocitopenije. Kao posledice mijelosupresije mogu se javiti temperatura, infekcija, sepsa,
septicki Sok, hemoragije, tkivna hipoksija i u najgorem slucaju smrt (Hoekman, Van der
Vijgh, & Vermorken, 1999). Oste¢enje bubrega, nastalo najverovatnije usled oksidativnog
stresa 1 lipidne peroksidacije, je takode jedan od neZeljenih efekata antraciklinskih antibiotika
(Giri i dr., 2004; Venkatesan, Punithavathi, & Arumugam, 2000).

Citostatici deluju podjednako na sve celije koje brzo proliferiSu, ukljucujuéi i1 celije
reproduktivnog sistema. Na eksperimentalnim Zivotinjama pokazano je da doksorubicin
dovodi do smanjene pokretljivosti spermatozoida, njihove apoptoze i1 na kraju do sterilnosti i
potpunog gubitka funkcije testisa, a sve kao posledica oksidativnog stresa (Hou 1 dr., 2005;
Prahalathan, Selvakumar, & Varalakshmi, 2005; Yeh i dr., 2007).

Dejstvo doksorubicina na sluznicu gastrointestinalnog trakta za posledicu ima apoptozu
epitelijalnih ¢elija. Moguca je pojava mukozitisa, Sto moze izazvati ozbiljne ulceracije 1 biti
poreklo opasnih infekcija.

Intenzivni metabolizam doksorubicina u jetri dovodi do stvaranja slobodnih radikala koji

mehanizmom lipidne peroksidacije oSte¢uju membrane hepatocita (Injac, Perse, i dr., 2009).
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Doksorubicinol, metabolit doksorubicina, pored toga Sto stvara slobodne radikala (u manjoj
meri nego doksorubicin), utiCe 1 na enzim citosolnu akonitazu remetec¢i tako homeostazu
gvozda. Smatra se da je doksorubicinol odgovoran za razvoj hroni¢ne kardiomiopatije, dok
doksorubicin  produkcijom velike koli¢ine slobodnih radikala uzrokuje akutnu

kardiotoksi¢nost (Licata i dr., 2000; Minotti 1 dr., 1998).

Osnovi kardiotoksi¢nosti doksorubicina
Ostecenje sréanog miSi¢a tokom primene doksorubicina se usko povezuje sa povecanjem
oksidativnog stresa u sréanom miSi¢u, koji dovodi do smanjenog stvaranja energije,
oksidacije mitohondrijalne DNK 1 gubitka potencijala mitohondrijalne membrane usled
stvaranja permeabilnih tranzitnih pora. Doksorubicin ima moguénost da menja hemijski
sastav, strukturu i funkciju bioloskih membrana, uglavnom na mitohondrijalnom nivou, $to
rezultuje akumulacijom ovog leka unutar sréanih ¢elija, koje obiluju mitohondrijama.
Postoji nekoliko objasnjenja koja obrazlazu veliku podloznost srca oksidativhom stresu
prouzrokovanom primenom antraciklina (Simtinek i dr., 2009):

e Antraciklini se u kardiomiocitima zadrzavaju duze nego u drugim ¢elijama

e Usled nedostatka enzima katalaze, sr¢ano tkivo ima slabiju antioksidativnu zastitu

e Kardiomiociti obiluju mitohondrijama, koje su 1 izvor 1 meta slobodnih radikala

e Veliki afinitet kardiolipina, mahom kardiospecifi¢nog fosfolipida, ka antraciklinima.

Istrazivanja ukazuju na znacajnu akumulaciju pozitivnho naelektrisanog DOX u
mitohondrijama miocita zbog visokog afiniteta ka negativno naelektrisanom lipidu
kardiolipinu, koji se u najvecoj meri nalazi u mitohondrijalnim membranama u sréanom
tkivu. Ovo dalje dovodi do smanjenja aktivnosti kardiolipin-zavisnih mitohondrijalnih
enzima (Ichikawa i dr., 2014).

lako ta¢an mehanizam kardiotoksi¢nosti DOX jo§ uvek nije u potpunosti razjaSnjen, smatra
se da je u tesnoj vezi sa stvaranjem slobodnih radikala i kompleksa doksorubicina sa jonom
gvozda u mitohondrijalnoj membrani, $to povecava permeabilnost unutraSnje membrane
mitohondrija u srcu, narusavaju¢i membranski potencijal i oslobadajuéi preakumulirane jone
kalcijuma, zbog ¢ega dolazi do disfunkcije mitohondrija i sr€anog oSte¢enja (Rahman, Yusuf,
& Ewer, 2007). Oste¢enje miofibrila i intracelularni poremecaj regulacije kalcijumovih jona
su vazni mehanizmi u oSte¢enju sr¢anog miSi¢a primenom doksorubicina (Octavia i dr.,

2012). Oksidativni stres, koji nastaje kao posledica tretmana doksorubicinom, oStecuje
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izoenzime kreatin kinaze usled Cega oni gube svoju funkciju. Stimulativni efekat kreatina na
respiraciju se prekida, Sto se verovatno desava i u mitohondrijama ¢elija sr¢anog miSica, ¢ime

se moZze objasniti toksi¢nost ovog leka na srce (Tokarska-Schlattner i dr., 2007).

1.54. STRATEGIJE ZA POBOLJSANJE EFIKASNOSTI I/ILI SMANJENJE
TOKSICNOSTI DOKSORUBICINA
Neke od strategija koje se primenjuju u cilju smanjenja sistemske toksi¢nosti doksorubicina
uz zadrzavanje efikasnosti leka su: izmena nacina doziranja, sinteza hemijskih analoga leka,
razvoj novih tumor-ciljaju¢ih derivata, razli¢itih farmaceutskih formulacija, kao 1 primena
nanonosaca 1 protektivnih agenasa.
Hemijskim modifikacijama molekula doksorubicina sintetisani su brojni analozi, ali je samo
nekoliko njih dospelo do klinic¢kih faza ispitivanja. Vec¢ina novosintetisanih analoga izaziva
rezistentnost tumorskih ¢elija u manjoj meri nego doksorubicin, medutim istovremeno
ispoljavaju i vecu kardiotoksi¢nost (Minotti, 2004).
Vezivanjem jona gvozda, koji se ponasaju kao prooksidansi, heliraju¢im agensima se
zaustavlja dalja produkcija slobodnih radikala, ¢ime se sprecava oksidativno oStecenje
okolnog tkiva (Lipshultz i dr., 2004).
Imaju¢i u vidu da toksi¢ni efekti doksorubicina poticu uglavnom od produkcije ROS u
¢elijama, najCeS¢e se kao protektivni agensi ispituju antioksidansi. In vivo ispitivanja na
zivotinjskom modelu pokazala su da nanocestice fulerenola Cg(OH),4 ispoljavaju
antioksidativnu aktivnost i zbog toga je ukljucen u in vivo istraZivanja kao potencijalni
organoprotektor pri doksorubicinskoj terapiji (Injac, Perse, 1 dr., 2008; Injac, Boskovic, 1 dr.,
2008; Injac, Perse, i dr., 2008; Injac, Radic, i dr., 2009; Torres i dr., 2010, Srdjenovic i dr.,
2010).
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1.5.5. FORMULACIJE I NANOFORMULACIJE DOKSORUBICINA

Prvi nanosistemi za tretman neoplasticnih promena su razvijeni u cilju poboljSanja
dijagnostickih metoda, efikasnosti i bezbednosti odredenih lekova koje karakteriSe niska
biodostupnost i dozno-zavisni sporedni efekti. Ovi novi pristupi terapiji kancera su zasnovani
na efektu povecane permeabilnosti i zadrzavanja (engl. Enhanced Permeability and
Retention, EPR) koji je karakteristiCan za solidne tumore i1 koji ith zbog anatomije i
fiziopatoloskih specifi¢nosti odvaja od zdravog tkiva. Naime, endotelijalne ¢elije u krvnim
sudovima malignih tkiva imaju veoma velike Supljine veli¢ine od 100 nm pa sve do nekoliko
stotina nanometara, za razliku od zdravog tkiva gde su veli¢ine ovih Supljina mnogo manje
(5-10 nm). Zatim, u zdravom tkivu se nanosistemi ispunjeni lekovima dalje metabolisu
posredstvom limfnog puta, dok je limfni sistem kod solidnih tumora izmenjen, te dolazi do
selektivnog zadrZzavanja nanonosaca (Maeda, Nakamura, & Fang, 2013; A. Z. Wang, Langer,
& Farokhzad, 2012). Prva komercijalno dostupna formulacija DOX je bio Adriamycin®, koji
je FDA odobrila 1974. godine (https://dtp.cancer.gov/ timeline/flash/FDA.htm).

Pasivni ,targeting”/ciljanje ukljucuje razvoj dostavnih sistema lekova sposobnih da izbegnu
mehanizme eliminacije iz organizma (metabolizam, ekskrecija i opsonizacija pracena
fagocitozom) povecavajuci tako vreme cirkulacije i selektivnu akumulaciju u ciljanom tkivu.
Ovo se moze posti¢i promenom odredenih osobina, kao $to su molekulska tezina i veli¢ina
nanonosaca, njegovo povrSinsko naelektrisanje, hidrofilna ili hidrofobna priroda. Ugradnja
DOX u lipozome predstavlja vode¢i metod za pasivni unos antraciklina u tumore
(Andreopoulou i dr., 2007).

Aktivni ,targeting”/ciljanje podrazumeva konjugaciju specificne grupe (antitela, folna
kiselina, monosaharidi ili neki ligandi) na povrSinu nosaca. Idealno, ove grupe bivaju
prepoznate od specificnih receptora koji se nalaze na povrSinama celija odredenog tkiva i

dostavljene na mesto za koje je nosa¢ namenjen.

Glavni ciljevi nanomaterijala kao nosaca lekova su: aktivni prenos do specifi¢nog tkiva ili
tipa ¢elija, razvoj novih kontrolisanih dostavnih sistema lekova, razmatranje koenkapsuliranja
viSe od jednog aktivnog principa u nanonosa¢, poboljSanje farmakokinetickih 1
farmakodinamickih parametara, bezbednosti lekova, kao i umanjenje nezeljenih sporednih
efekata (Minotti, 2004). Pregled formulacija doksorubicina zasnovanih na nanotehnologiji

koje se nalaze u upotrebi ili su u fazi klinickih ispitivanja je dat u tabeli 1.2.
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Tabela 1.2. Pregled formulacija doksorubicina zasnovanih na nanotehnologiji koje se nalaze

u upotrebi ili su u fazi klini¢kih ispitivanja Preuzeto uz izmene iz: (Cagel i dr., 2017)

Nanosistem Naziv Veli¢ina Primena Status
(nm)
Lipozomi Doxil®/Caelyx®™  80-90 AIDS-povezan _ Kaposijev  sarkom; Odobren
ovarijalni kancer; metastazni kancer
dojke; multipli mijelom Odobren
Myocet® 190 Kancer dojke (metastaze) b
Odobren
Lipo-Dox® Nema podataka  AIDS-povezan Kaposijev sarkom; . -
aza
ovarijalni kancer; kancer dojke
(metastaze)
ThermoDox® 100 Primarni kancer jetre
Nanodestice Livatag® 100-300 Primarni kancer jetre Faza 111
Konjugati FCE28068/PK1 Nema podataka  Kancer dojke, nemikrocelularni kancer Faza II
. luca, kolorektalni k:
polimer-lek pluca, kolorektalni kancer Faza II
FCE28069/PK2 Nema podataka  Kancer jetre (primarni ili metastaze)
Polimerne SP1049C 20-27 Adenokarcinom ezofagusa Faza 111
micele Faza Il
NKO911 40 Kancer pankreasa (metastaze)

*Formulacija je u SAD komercijalizovana kao Doxil®, u EU kao Caelyx®

® Odobren u Tajvanu

Lipozomi

Lipozomi su vezikule formirane od koncentricnog lipidnog dvosloja (fosfolipidi, lecitin 1/ili

holesterol) koji ima hidrofilno jezgro. Hidrofobni lekovi se mogu inkorporirati u lipidni

dvosloj, dok se hidrofilnim lekovima mogu napuniti jezgra ovih vezikula. Biodegradibilnost,

biokompatibilnost, niska toksi¢nost, veli¢ina i hidrofobni/hodrofilni karakter su osobine

lipozoma koje ih svrstavaju u obecavajuce dostavne sisteme za lekove (Muthu & Feng,

2010). Lipozomalna inkorporacija lekova predstavlja vode¢i nain za pasivno ciljanje

antraciklina do mesta tumora. Antraciklini enkapsulirani lipozomima se odlikuju slede¢im

osobinama:

Duzi poluzivot u odnosu na €ist lek

Ogranicena transformacija u aglikon ili sekundarni alkoholni metabolit

Zeljena akumulacija u tkivima koje odlikuje propustljiva vaskulatura (tumori) ili u

organima u kojima se nalaze makrofagi retikuloendotelijalnog sistema (jetra, slezina)
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e Produzeno otpustanje leka u tumorskom okruzenju
e Ograni¢ena akumulacija u zdravim tkivima (npr. srce) sa normalnim endotelijalnim

barijerama

Uspesno ostvarenje svih ovih ciljeva zavisi od veli¢ine lipozomalnog nosaca, njegovog
klirensa iz plazme, kao i1 od stabilnosti lipozom-lek formulacije u krvotoku ili tumorskom
okruzenju. Akumulacija lipozoma u tumorima je favorizovana ne samo propustljivom
mikrovaskulaturom, nego i nedovoljnom limfnom drenazom. Mehanizmi kojima se postize
oslobadanje doksorubicina iz lipozoma i preuzimanje od ¢elija tumora su jos§ uvek nedovoljno
detaljno istrazeni, medutim postoji nekoliko mehanizama kojim se ovi procesi mogu
objasniti: disrupcijom fosfolipidnog dvosloja dejstvom fosfolipaze, narusavanjem gradijenta
amonijumove soli ili preuzimanjem i osobadanjem od makrofaga na mestu tumora
(Barenholz, 2012; Gabizon, Shmeeda, & Barenholz, 2003). Mikrookruzenje tumora doprinosi
destabilizaciji lipidnog nosaca usled blago kisele sredine intersticijalnih fluida, oslobadanjem
lipaza iz odumiru¢ih tumorskih ¢elija, kao i1 oslobadanjem enzima i oksidujuéih agenasa od
strane inflamatornih celija.

Omotaci kao Sto je polietilen-glikol (PEG) koji se mogu vezati za povrSinu lipozoma ¢ine ove
nosace ,,nevidljivim” za retikuloendotelijalni sistem, onemoguéuju adheziju proteina i
obezbeduju duze vreme cirkulacije, §to je od osnovnog znacaja da bi se postigla pasivna
akumulacija na mestu tumora. Pegilacija, odnosno povrSinsko modifikovanje polietilen-
glikolom, §titi lipozome od prepoznavanja od mononukleranog fagocitnog sistema, smanjuje
se opsonizacija 1 preuzimanje od fagocita, ¢cime se produzava poluvreme eliminacije leka
(Boers-Sonderen i dr., 2014). Lipozomi su dovoljno mali da produ kroz vaskularizaciju koja
ima povecanu propustljivost, kao npr. u kozi i tumorima sa poveanom neoangiogenezom,
rezultujué¢i akumulacijom u intersticijalnom prostoru tumora (Barenholz, 2012; Gabizon i dr.,
2003). Istrazivanja Gabizon i saradnika i Mross i saradnika (Gabizon i dr., 2003; Mross i dr.,
2004) ukazuju da zdrava tkiva ispoljavaju minimalno preuzimanje lipozoma, za razliku od
samog leka, koji biva u znacajnoj meri preuzet i od zdravih tkiva (Gustafson, Rastatter,

Colombo, & Long, 2002).
Doxil® (Sequus Pharmaceuticals, Menlo Park, CA, USA )/Caelyx® (Janssen Australia)
Ovu dugozivecu formulaciju ¢ine lipozomalne Cestice veli¢ine 80-90 nm koje po lipozomu

sadrze 10.000-15.000 molekula doksorubicina. SkladiStenje leka u lipozome se ostvaruje
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posredstvom mehanizma izmene baza. Naime, lipozomi sadrze visoku koncentraciju
amonijum-sulfata, odakle se amonijum joni zamenjuju lekom koji se ponaSa kao baza
(Barenholz, 2012). Koncentracija doksorubicina u doksil lipozomima je oko 45 nmol/dm’, §to
prevazilazi granicu rastvorljivosti, usled c¢ega se kristali doksorubicin-sulfata taloze u
lipozomu. SpoljasSnja povrSina cestica je "presvucena" hidrofilnim polietilen-glikolom,
odnosno pegilovana. Pegilacijom je unapredena ve¢ postojeca lipozomalna formulacija, kod
koje je farmakokinetika leka pokazala da se lek iz lipozoma u plazmi oslobadao veoma brzo,
Sto je dovodilo do nezeljene kardiotoksicnosti, a pored toga i do brze eliminacije lipozoma od
retikuloendotelijalnog sistema u jetri, slezini 1 koStanoj srzi. Uprkos tome $to je postignuto
dugozivuce cirkulisanje doksila u humanoj plazmi, novi sporedni dozno-zavisni efekti su se
javili u vidu dlan-stopalo sindroma. Ovaj sindrom obuhvata crvenilo, osetljivost i1 ljustenje
koze. Nakon administracije hemoterapeutika, male koli¢ine leka izlaze iz kapilara dlanova i
stopala. Izlaganje ovih delova tela toploti i1 trenju povecava koli¢inu leka u kapilarima i
izaziva crvenilo, otoke i1 bol na dlanovima i stopalima, nekada dovodi ¢ak i1 do pojave plikova
(Yokoyama, 2005). Studijom kojom je ispitana biodistribucija ove formulacije utvrdeno je da
je akumulacija znatno veca u slucaju tumora mozga u poredenju sa zdravim mozgom, §to se
objasnjava prolaskom lipozomalnog doksorubicina kroz krvno-mozdanu barijeru u
tumorskim predelima (Koukourakis 1 dr., 2000), za razliku od doksorubicina koji sam ne
prolazi krvno-mozdanu barijeru.

Komponente doksila su ispoljile i sporedne efekte poznate kao pseudoalergiju povezanu sa
aktivacijom komplementa, koja se ogleda u plitkom disanju i1 kratkom dahu. U poredenju sa
primenom samog DOX, ova formulacija je pokazala znaCajno niZu toksi¢nost i vecu
efikasnost (Northfelt, 1998; O’Brien 1 dr., 2004; Stewart i dr., 1998), a odredeni sporedni
efekti, medu kojima je 1 ,,curenje” leka i stabilnost u cirkulaciji, se mogu ublaZziti/izbe¢i
(Haran, Cohen, Bar, & Barenholz, 1993; Lasic, Frederik, Stuart, Barenholz, & McIntosh,
1992; Szebeni & Barenholz, 2012).

Myocet® (Teva UK Limited)

Miocet je nepegilovana formulacija koja u poredenju sa konvencionalnim doksorubicinom
pokazuje poboljSanja po pitanju farmakokinetickog i profila toksi¢nosti, a koji u poredenju sa
pegilovanim formulacijama izaziva slabije izraZzene sporedne efekte tipa ,,dlan-stopalo
sindrom” (Banerjee, 2001; Y. Fan & Zhang, 2013; Minotti, 2004). Miocet lipozomi nisu
pegilovani 1 osmisljeni su da budu fagocitovani od monocita u cirkulaciji, ¢ime se dobija

efekat spore infuzije, odnosno obezbeduje se postepeno oslobadanje leka iz lipozoma
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(Immordino, Dosio, & Cattel, 2006). Ovu formulaciju ¢ine fosfatidilholin 1 holesterol
organizovani kao lipozomalna membrana veli¢ine 190 nm, u koju je fizi¢ki ,,zarobljen” lek.
Rezultati istrazivanja sprovedenih na pacijentima kojima je uporedo aplikovana terapija
doksorubicinom i miocetom ukazuju na znacajno nizu kardiotoksi¢nost ove lipozomalne
formulacije uz poredivu efiksanost (Batist i dr., 2001; Harris i dr., 2002). Medutim, u
klini¢kom ispitivanju (faza III) Cen i saradnika, grupa koja je primila miocet je imala losije
hematoloske rezultate, znacajno visi nivo neutropenije, dok je kardiotoksi¢nost i procenat

prezivljavanja u obe grupe sli¢na (Chan i dr., 2004).

Lipo—D0x® (Sun Pharma Global FZE)

Zahvaljujuéi prisustvu zasi¢enih masnih kiselina postignuta je veca stabilnost i smanjeno
,curenje” leka iz ove pegilovane lipozomalne formulacije u poredenju sa doksilom. Iako
studije koje su obuhvatale ispitivanje Lipo-Dox®-a nisu dospele do III faze klinickih
ispitivanja, rezultati aplikacije ovog leka u poredenju sa doksilom ukazuju na duze in vivo
cirkulaciono vreme, bez drugih znacajnijih poboljsanja (Y. Fan & Zhang, 2013; Hong &
Tseng, 2001).

ThermoDox® (Celsion Corporation)

Termosenzitivna lipozomalna doksorubicinska formulacija, koja jo§ uvek nije odobrena, je
pokazala ohrabruju¢e rezultate u klinickim ispitivanjima u slucajevima tretiranja
mikroskopskih lezija na jetri koje zaostaju i1 nakon terapije radiofrekventnom ablacijom
(Goldberg i dr., 2002; Poon & Borys, 2009). Ovi lipozomi veli¢ine 100 nm sadrze tri
sintetiCka fosfolipida koji su temperaturno osetljivi, te pri blagom zagrevanju (40-45 °C)
dolazi do oslobadanja leka u ciljnom tumorskom tkivu usled otvaranja lipozoma (Swenson i
dr., 2015). Farmaceutska kompanija koja proizvodi ovu formulaciju je sprovela fazu III
klini¢kog ispitivanja terapije termodoksom u kombinaciji sa radiofrekventom ablacijom i
ukazala na bolji klini¢ki i1shod prezivljavanja pacijenata sa pojedina¢nim lezijama (http://

celsion.com/thermodox/).
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Polimerne nanocestice

Ovoj grupi nanonosaca pripadaju polimerne Cestice veli¢ine 100-1000 nm, koje mogu biti
prirodnog ili sintetskog porekla, od kojih su neki odobreni kao biokompatibilni, npr.
polimlecna kiselina, poliglikolna kiselina, polimetilmetakrilat. Lekovi se na nanonosa¢ mogu
fizicki inkorporisati, hemijski vezati, ili ad/absorbovati. Prednost nanocestica u poredenju sa
nekim drugim sistemima karakteriSe stabilnost nakon administracije, naroCito u telesnim

tenostima (Cagel i dr., 2017; Koo, Rubinstein, & Onyuksel, 2005; Kreuter, 1994).

Livatag® (Onxeo orphan oncology products)

Livatag doksorubicinom napunjene nanocestice veli¢ine 100-300 nm su u fazi III klinickih
ispitivanja na pacijentima sa hepatocelularnim karcinomom kod kojih je prethodna terapija
sorafenibom bila neuspe$na ili na koju je postojala intolerancija. Rezultati ispitivanja
pokazuju znacajno poboljSanje vremena prezivljavanja pacijenata u poredenju sa
standardnom citostatskom terapijom (Alphandéry, Grand-Dewyse, Lefevre, Mandawala, &

Durand-Dubief, 2015).

Polimer-lek konjugati

Polimer-lek konjugati se sastoje od tri glavne komponente: polimernog nosaca, leka i linkera
koji povezuje lek 1 nosac¢. Pored ovoga, ovoj kompleksnoj strukturi je moguce dodati targetne
rezidue ili rezidue koje bi omogucile ,,imidZing”. U pogledu dostavnih osobina nanonosaca
uglavnom postoje dve glavne strategije dostave hemoterapeutika do mesta tumora:
umetanjem leka u hidrofobno jezgro -elektrostatiCkim/hidrofobnim interakcijama ili
konjugacijom antineoplasti¢nog leka sa hidrofilnim/amfifilnim polimerom kovalentnim
vezivanjem. Konjugati polimer-lek se, u poredenju sa drugim formulacijama, odlikuju
solidnom in vivo stabilnos¢u 1 sprecavaju brzo oslobadanje leka u cirkulaciji (Cagel i dr.,
2017; Fang 1 dr., 2016). Vezivanje doksorubicina za polimere se smatra pristupom koji bi
poboljsao ciljanu dostavu do odredenog tumora gde bi polimeri bili prepoznati od strane

receptora koji su ekspresovani u slucaju odredenih tumora.

FCE28068/PK1
PK1 je prvi neciljajuéi doksorubicin-polimer konjugat koji je dospeo do faze II klini¢kog
ispitivanja na pacijentima sa razli¢itim tipovima refraktornih ili rezistentnih kancera. Sastoji

se od N-(2-hidroksipropil)metakrilat kopolimera kovalentno vezanog za doksorubicin
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peptidnim ,,linkerom”. Na mestu ovog linkera se dejstvom lizozomalnih enzima veza cepa po
preuzimanju pinocitozom od malignih ¢elija, ¢ime se favorizuje oslobadanje aktivnog leka na
mesto tumora. U poredenju sa doksorubicinom, ova formulacija ima znac¢ajno manji klirens.
Pored toga, nije primeceno kongestivno osStecenje srca, a dozno-ogranicavajuca toksic¢nost se
ogledala u mukozitisu i febrilnoj neutropeniji (Vasey i dr., 1999). Rezultati faze II klinickih
ispitivanja na pacijentima sa kolorektalnim nemikrocelularnim kancerom i kancerom dojke
ukazuju da kod pacijenata sa kolorektalnim kancerom nije bilo odgovora na terapiju ovom

formulacijom (Seymour i dr., 2002).

FCE28069/PK2

PK2 je jedini ciljaju¢i doksorubicin-polimer konjugat. To je formulacija u kojoj je
doksorubicin vezan preko lizozomalno degradabilne tetrapeptidne sekvence za kopolimer (N-
(2-hidroksipropil)metakrilamid), koji za sebe ima vezan ostatak galaktozamina koji bi trebalo
da je prepoznat od glikoproteinskih receptora jetre (Julyan 1 dr., 1999). U krvotoku se veoma
male koli¢ine slobodnog doksorubicina mogu detektovati, a studija koja je ispitivala
biodistribuciju polimera ukazuje na selektivnu akumulaciju u jetri, za razliku od neciljajuce
formulacije (Seymour i dr., 2002), dok je eksperimentima na pacovima utvrdeno da je
kardiotoksi¢nost PK2 znacajno umanjena u poredenju sa ekvivalentnom dozom samog

doksorubicina (Hopewell, Duncan, Wilding, & Chakrabarti, 2001).

Antitelo-lek konjugati

Prednost terapije ciljajuéim antitelima smanjuje toksicne efekte antikancernih lekova na
zdrave Celije 1 tkiva na taj nacin §to ciljano reaguju sa povrSinskim receptorima na ciljnim
¢elijama, nakon Cega direktno ili indirektno ubijaju maligne ¢elije (Dawidczyk i dr., 2014).
Indirektne strategije ukljuuju imuni odgovor koji vodi do apoptoze malignih ¢elije ili do
inhibicije angiogeneze (Firer, 2012; Galluzzi 1 dr., 2012; Scott, Allison, & Wolchok, 2012).
Kombinovanjem antitela i citotoksi¢nog leka dobija se sistem u kojem je antitelo zaduzeno za
ciljanje, odnosno prepoznavanje molekula koji su u velikoj meri ekspresovani na malignim
¢elijama, dok lek dovodi do smrti ¢elija (Chari, Miller, & Widdison, 2014; Scott i dr., 2012).
Konjugaciono mesto na antitelu je uglavnom neka aminokiselinska rezidua, kao npr. lizin sa
reaktivnom amino grupom u bo¢nom nizu. Na ovaj nacin se po antitelu moze vezati nekoliko
molekula leka. Medutim, mana ovog pristupa je $to moze do¢i do blokiranja antigen—

vezujuceg mesta na antitelu. Pored ovoga, mnogi lekovi imaju ograni¢enu rastvorljivost, te se
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za ,linker” Cesto vezuje polietilen-glikol. Jo$ jedno ogranienje ovog pristupa je S$to se po

antitelu mogu vezati 1 isporuciti tek nekoliko molekula leka do ciljanog mesta.

Polimerne micele

Ova grupa nanonosaca je veli¢ine 20-200 nm i sastoji se od amfifilnih kopolimera koji se
samoudruzuju u sferne strukture. U hidrofobnu unutra$njost micele se mogu smestiti lekovi
slabo rastvorljivi u vodi, dok spoljasnja hidrofilna korona stabilizuje enkapsulirani lek, a
moze dodatno biti funkcionalizovana razliitim grupama u cilju postizanja ciljaju¢eg nosaca,
pH- i/ili temperaturne osetljivosti (Torchilin, 2001, 2002; Z. Zhang i dr., 2014). Postoji veliki
broj polimera koji se primenjuju za formiranje micela, medutim za ispitivanje u klinickim
studijama polimeri moraju zadovoljiti odredene kriterijume, a jedan od najvaznijih je

biokompatibilnost.

SP1049C

Micelarna formulacija SP1049C ispunjena doksorubicinom je stigla do faze III klinickog
ispitivanja. U njen sastav ulaze polietilen-oksid (PEO) koji ¢ini hidrofilnu koronu, i
polipropilen-oksid (PPO) koji formira hidrofobni segment u koji se smesta doksorubicin.

Velic¢ina Cestica ove formulacije je u opsegu 22-27 nm (Sutton, Nasongkla, Blanco, & Gao,

2007).

NK9I11
Ova micelarna formulacija je prva iz svoje grupe koja je dospela u fazu klinickih ispitivanja.
Sastoji se od doksorubicin-konjugovane poliaspartamske kiseline kao nosaca i veli€ine je 40

nm (Nakanishi i dr., 2001). Trenutno je fazi II klini¢kog ispitivanja.

Ekstracelularno tumorom aktivirani prolekovi

Alternativa lipozomalnim formulacijama ukljucuje sintezu prolekova koji kao takvi ne ulaze
u ¢eliju, sve dok se proteoliticki ne aktiviraju peptidazama koje lu¢e maligne ¢elije. Jedan od
primera je doksorubicin kovalentno vezan za N-glutaril-(4-hidroksiprolil)-Ala-Ser-
cikloheksaglicil-Glu-Ser-Leu koji se aktivira u prisustvu malignih ¢elija prostate, koje luce
serin proteazu prostata-specificni antigen (PSA), nakon ¢ega se doksorubicin unosi do ciljnih
¢elija. Prolek pokazuje znacajniju toksi¢nost 1 manje nezeljenih sistemskih 1 kardiotoksi¢nih

sporednih efekata nego doksorubicin (Nakanishi i dr., 2001).
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Jos jedan prolek iz ove grupe je tetrapeptidni derivat doksorubicina (N-sukcinil-Ala-L-Leu-L-
Ala-L-Leu-DOX) pod nazivom CPI-0004Na, koji se aktivira peptidazama tumora. Na
eksperimentu sa miSevima je potvrdena niza toksi¢nost u poredenju sa doksorubicinom, i to
kao posledica manje akumulacije u srcu i ostalom zdravom tkivu (Nakanishi i1 dr., 2001).
Zahvaljujuci vecoj selektivnosti, moguca je primena vecih doza u slucaju nekih tumora, kao

npr. tumora debelog creva.

Nanokonjugati i derivati fulerena i DOX

Makromolekularni prolekovi Cesto pokazuju prednosti u poredenju sa lekovima manjih
molekulskih masa, i to produzeni poluzivot u plazmi, selektivna akumulacija u tumorima, kao
i kontrolisano otpustanje leka tokom produzenog perioda (Dai i dr., 2008; Kaneda i dr., 2004;
Veronese i dr., 2005). Jedan od glavnih izazova pri dizajnu makromolekularnih prolekova je
efikasno intracelularno oslobadanje leka sa nanonosaca. Za razliku od malih molekulskih
lekova, makromolekularni lekovi ulaze u ¢eliju endocitozom 1 bivaju obuhvacéeni
endozomom 1 lipozomom. Upravo je razumevanje intracelularnog puta leka nakon

preuzimanja putokaz pri dizajnu i razvoju efikasnih nanonosaca lekova.

Mnogi citostatici, kao 1 doksorubicin, su fluorescentni §to omogucuje pracenje leka
primenom razli¢itth mikroskopskih vizualizacionih tehnika. Ono §to se javlja kao problem
prilikom vizualizacije samog leka 1 leka sa nanonosacem je nemogucnost razlikovanja
slobodnog 1 vezanog leka, medutim, primenom fluorescentne ,lifetime* imidzing
mikroskopije (engl. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy, FILM) i1 konfokalne
mikroskopije se ovaj nedostatak moZe prevazi¢i. Naime, Dai 1 saradnici (Dai i dr., 2008) su u
zivim Hela c¢elijama uspeSno razlikovali slobodan doksorubicin i1 doksorubicin vezan za
pseudopeptidni nosac. Ispitivali su preuzimanje (engl. uptake) slobodnog doksorubicina i
doksorubicina sa nosacem, pri ¢emu su zakljucili da se lek sa nosa¢em preuzima endocitozom
1 dostize maksimalnu koncentraciju 24h nakon inkubacije, nakon Cega opada; dok se sam
doksorubicin preuzima na brzi nacin, difuzijom 1 aktivnim transportom. Jo§ jedna bitna
razlika je lokalizacija nosaca sa lekom i samog leka; doksorubicin se akumulira u ¢elijskom
jedru, dok se doksorubicin sa nosatem zadrzava u citoplazmi sa zanemarljivom
akumulacijom u jedru tokom 72-¢asovnog inkubacionog perioda. Prolek, odnosno lek vezan
za nosac, je pokazao smanjenje citotoksi¢nosti u poredenju sa lekom, kao 1 vecu vijabilnost
¢elija. Citotoksi¢nost enkapsuliranog doksorubicina zavisi od koli¢ine otpusStenog leka, jer

polimerni nosa¢ onemogucava interkalaciju doksorubicina sa DNK. Primeéeno povecanje
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poluzivota nuklearnog doksorubicina u poredenju sa onim u citoplazmi se moze prepisati
interkalaciji leka sa DNK pri ¢emu doksorubicin gradi n-m veze sa aromaticnim grupama
baznih parova DNK, S$to smanjuje izlaganje doksorubicina reagensima kao S$to je npr.
kiseonik. Membranski vezan doksorubicin moze takode u manjoj meri doprineti povecanju
poluzivota zbog toga Sto doksorubicin, kao pozitivno naelektrisan u datim uslovima, tezi da

se veze za membranu.

Fan 1 saradnici (J. Fan, Fang, Zeng, Wang, & Wu, 2013) su objavili sintezu 1 ispitali
multifunkcionlani antineoplasti¢ni prolek zasnovan na vodorastvornim agregatima fulerena,

koji je prikazan na slici 1.12.

H H

Slika 1.12. Struktura proleka (doksorubicin-hidrazin-fulerenol-folna kiselina). Preuzeto uz

izmene iz (Fan i dr., 2013)

Naime, oni su kovalentno vezali prolek na bazi doksorubicina za fulerenol, pri ¢emu je takva
struktura u vodenom rastvoru gradila nanoagregate od 130 nm. Sam funkcionalizovani
nanonosa¢ hidrazin-fulerenol-folna kiselina ne ispoljava negativne efekte na vijabilnost
¢elija, zbog Cega se smatra da nije citotoksic¢an. Doksorubicin se iz agregata oslobadao u
kiseloj sredini usled raskidanja veze izmedu nosaca i leka. Funkcionalizacijom sa folnom
kiselinom favorizivano je ciljano usvajanje od ¢elija sa receptorima za folnu kiselinu (HeLa

¢elije), Sto ovaj prolek ¢ini specifiénim, selektivnim antineoplasti¢nim sistemom sa visokim
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kapacitetom za skladiStenje leka (oko 23% masenih). Pored toga, ovaj nanoagregat nakon
izlaganja svetlosti ispoljava fotodinamicki efekat na HeLa ¢elijama. Kovalentnim vezivanjem
kraceg lanca etilen-glikola (EG) za fulerenol uticalo se na smanjenje pojave nespecificne
interakcije izmedu nanocestice i bioloskih molekula usled neutralnih i hidrofilnih osobina
etilen-glikola, $to omogucava produzeno vreme cirkulacije takvog leka. Veliki broj
hidrofilnih EG linkera, hidrazinskih i amidnih grupa na povrsini fulerena uti¢e na postojanje
jakih medumolekulskih interakcija (npr. vodoni¢ne veze), §to promovise stvaranje agregata u
vodi.

Jedan od glavnih ciljeva u razvoju novih nanoformulacija je poboljSanje vodorastvorljivosti i
kompatibilnosti  fuleren-doksorubicin konjugata. Doksorubicin se koristi u obliku
komercijalne formulacije kao doksorubicin-hidrohlorid i kao takav rastvorljiv je u vodi. Lu i
saradnici (Lu i dr., 2009) su objavili sinteze 1 ispitali antineoplasti¢ne osobine tri kovalentna
konjugata (Slika 1.13.) doksorubicina sa metanoderivatima fulerena Cgp, u kojima je
rastvorljivost, ili kompatibilnost u vodenom sistemu, bila ve¢a u odnosu na sam fuleren, a
antineoplasti¢na aktivnost doksorubicina zadrzana, §to je dokazano rezultatima in vitro

eksperimenta na MCF-7 humanim ¢elijama kancera dojke.

Slika 1.13. Kovalentni derivati metanofulerena i doksorubicina. Preuzeto uz izmene iz (Lu i

dr., 2009)
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PoboljSana kompatibilnost u vodenom sistemu je postignuta uvodenjem hidrofilnog etilen-
glikola u strukturu konjugata, dok je antineoplasticno dejstvo doksorubicina zadrzano
vezivanjem doksorubicina i metanoderivata fulerena preko amidne veze.

Grupa Chaudhuri i saradnici isticu da moguénost podeSavanja veliCine cestica, kao i
potencijal fulerenolskih konjugata za povecano deponovanje leka olaksavaju dostavu aktivnih
agenasa do tumora uz smanjene gubitke leka u retikuloendotelijalnom sistemu (Chaudhuri i
dr., 2009). Pored toga, produzeno otpustanje leka omogucéuje duzu izloZenost tumorskih
¢elija aktivnom agensu. Takode, prisustvo hidroksilnih grupa utice na hidrofilnost, §to moze
biti korisno za dostavu kako vodorastvornih, tako i hidrofobnih citotoksi¢nih agenasa.
Multivalentnost fulerenola omogucava kombinatornu terapiju koja bi se postigla tretmanom
istom Cesticom, ili Cesticom koja se moze funkcionalizovati grupama koje bi omogucile
ciljanu dostavu leka. Chaudhuri i saradnici su primetili da fulerenoli teze da grade
monodisperzne agregate veli¢ine 50-80 nm. Smatraju da ti agregati nastaju udruzivanjem
cestica medumolekulskim interakcijama tipa vodoni¢nih veza.

Ono $to je posebno istaknuto je da je velicina svih agregata bila manja od 100 nm, $to je
bitno sa farmakokineti¢ke tacke gledista. Naime, pegilovane nanocestice koje su manje od
100 nm se uglavnom dopremaju u tumore putem propustljive tumorske neovaskulature usled

povecane permeabilnosti i1 retencionog efekta (Peer i dr., 2007).

1.5.6. NEDOSTACI I PREDNOSTI NANOFORMULACIJA DOX
Pregled nedostataka 1 prednosti razlicitih terapeutskih strategija koje za cilj imaju smanjenje

toksicnosti 1/ili pospesivanje efikasnosti odredenog leka su predstavljene u tabeli 1.3.

Tabela 1.3. Prednosti 1 nedostaci razlicitih terapeutskih strategija primene nanomedicinskih
antineoplasti¢nih terapeutika. Preuzeto uz izmene iz (Wicki, Witzigmann, Balasubramanian,

& Huwyler, 2015))

Nanoterapeutska strategija Prednosti Nedostaci/Izazovi
Pasivno ciljanje Veliko klini¢ko iskustvo Nespecificna dostava lekova
Produzeno vreme cirkulisanja Anatomske i fizioloske
barijere
Aktivno ciljanje Povecano preuzimanje od ciljnih ¢elija Izostanak pokuSaja masovne
Manje neZeljenih efekata proizvodnje
Prevazilazenje rezistencije na lek Potrebno specificno ciljanje

Blokada vezuju¢ih mesta

Sistemi zavisni od stimulusa Visoka specifi¢nost Visoko- sofisticirana
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Povecano oslobadanje leka proizvodnja

Neophodnost specificnog

ciljanja
Konjugati leka U klinickoj su upotrebi Ograni¢enog kapaciteta za
Manjih dimenzija prenos leka
Antitelo-lek Aktivni targeting Strategija kuplovanja
konjugati Neophodnost specificnog
targetiranja
Polimer-lek Usmerena biositribucija leka Uglavnom pasivni targeting
konjugati
Lipidni nanonosaci U klinickoj su upotrebi
Biokompatibilni/biodegradabilni
Konvencionalni Smanjeni nezeljeni efekti leka Brza eliminacija preko RES
lipozomi
Pegilovani Pasivni targeting Nedovoljna efikasnost
lipozomi Smanjenje toksi¢nosti Zavise od EPR efekta
Proteinski nanonosaci U klinickoj su upotrebi Imunogeni
Metabolicki nestabilni
Polimerni nanonosaci Hemijska raznolikost Potrebno odobrenje za
aplikaciju
Degradacioni proizvodi
nanonosaca
Neorganske nanocestice Mogu poboljsati vizualizaciju Nemoguénost dostave leka
Degradacioni proizvodi
nanonosaca

Potraga za ,,boljim antraciklinom” se 1 dalje nastavlja (Weiss, 1992). Do sada su lipozomalne
formulacije ostale najbolja poznata alternativa za poboljSanje terapeutskog indeksa 1 spektra
aktivnosti doksorubicina u klinickim postavkama (Gabizon i dr., 2003). Visoki troskovi
polaznih materijala, potreba za dugotrajnim, ¢esto kompleksnim, procesima ¢ine proizvodnju
nanomedicinskih terapeutika skupom. Na primer, proizvodnja komercijalno dostupne
formulacije doksorubicina Doxil® je mnogo skuplja u odnosu na proizvodnju samog leka
(Resnik & Tinkle, 2007). Iako je kardiotoksi¢nost u slucaju primene ovih formulacija
smanjena, ostaje pitanje da li dostava leka moze biti produktivnija, a da pri tome ne dolazi do
promene strukture leka, te promene aktivnosti leka u malignim ¢elijama. S obzirom na dug
put od sinteze novog leka do odobrenja njegove primene, stvaranje novih lekova crpi mnoge

resurse, od kojih je za pacijente mozda najbitnije vreme.

59



Doktorska disertacija Danica Jovi¢

Panchuk i saradnici (2015) su ispitivali novosintetisani i okarakterisani stabilni nekovalentni
Ce0-DOX kompleks u vodenom rastvoru (Prylutskyy i dr., 2015) u in vitro i in vivo studiji
(Panchuk 1 dr., 2015), gde je dokazano da nekovalentna interakcija doksorubicina sa
fulerenom dovodi do znacajnog povecanja toksi¢nosti leka prema razli¢itim humanim
tumorskim c¢elijskim linijjama, ukljuuju¢i i one kod kojih se javljaju razliciti mehanizmi
rezistencije na lek. Tretman miSeva sa karcinomom pluéa kompleksom Cg-DOX je
rezultovao znacajnom inhibicijom rasta tumora (2,5x), kao i produzenjem duzine Zivota
tretiranih Zivotinja u odnosu na tretman samim doksorubicinom ili doksorubicinom
primenjenim nakon predtretmana fulerenom. Pored toga, in vitro (Panchuk i dr., 2015;
Skamrova 1 dr., 2014) 1 in vivo (Prylutska 1 dr., 2014; Skamrova i dr., 2014) studije su
potvrdile da imobilizacija doksorubicina na fuleren smanjuje toksi¢ni efekat ovog leka kod
zdravih ¢elija, dok je akumulacija u tumorskim ¢elijama povecana. Ovi rezultati su
ohrabrujuéi po pitanju razvoja novih hemoterapeutika za klini¢ku primenu. Nedostaci ovog
kompleksa bi se mogli ogledati u njihovoj veli¢ini. Naime, autori (Panchuk i dr., 2015;
Prylutskyy i dr., 2015) u uzorku nekovalentnog Cg-DOX kompleksa navode veli¢inu Cestica

od oko 600 nm, ¢ime se dovodi u pitanje efikasan unos istog u ¢eliju (Ai i dr., 2011).

Pored brojnih nezeljenih sporednih efekata, jedan od glavnih problema u terapiji malignih
neoplazmi je Sto tokom primena vecine antineoplastika ve¢ u toku prve godine terapije dolazi
do razvijanja rezistencije na lek, koja moze biti rezultat nekoliko razli¢itth mehanizama kao
Sto su: overekspresija ABC-transportnih proteina (P-glikoprotein, MRP-1, bcrp), mutacija
gena ukljuenih u regulaciju Celijskog ciklusa i apoptozu i drugi (Gottesman, Fojo, & Bates,
2002).

Dobar bioloski sinergizam je primecen pri istovremenom unosa nanonosaca i doksorubicina.
Bioloski sinergizam razli¢itih aromati¢nih molekula (ukljucujué¢i i DOX) i npr. nanonosaca,
koji potice od nekovalentnih interakcija, poznat je u literaturi (Maxim P. Evstigneev, 2014;
Traganos, Kapuscinski, & Darzynkiewicz, 1991) i ukazuje na to da nacini bioloSke
interakcije ispitivanog leka u vecoj meri zavise od fizicko-hemijskih parametara udruzenih
molekula, nego hemijskih osobina (antioksidativna/prooksidativna uloga) svakog
pojedinacnog molekula. Ova ¢injenica postavlja jedan Siroki poligon za ispitivanje fulerenola
kao nanonosaca razli¢itih, 1 ne iskljuivo aromati¢nih, lekova. Spospobnost stvaranja
uredenih nanocesti¢nih struktura koje bi sadrzale molekule fulerena sa umetnutim
aromati¢nim molekulima izmedu sebe je poznata u hemiji fulerena (Boyd & Reed, 2005). I

zasniva se na pretpostavci da bi aromati¢ni molekuli izmedu fulerena mogli posluziti kao
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»lepak” drze¢i ih na okupu zahvaljuju¢i van der Waalsovim interakcijama smanjujuci
elektrostaticka odbijanja u rastvoru. Prednost jednog ovakvog sistema je u tome S$to je
koli¢ina doksorubicina koja se dostavlja na ovaj nacin ,,zarobljena” u klasteru fulerenola
znacajno veca.

Povecana senzitivnost malignih ¢elija na nanokompozit se moze objasniti pove¢anim unosom
leka u citosol tumorskih ¢elija posredstvom nanonosaca, usled ¢ega je P-glikoprotein, inace
odgovoran za izbacivanje leka iz celije, onemoguéen da ,ispumpa” svu koli¢inu
doksorubicina iz tumorskih c¢elija (Panchuk i dr., 2015). Pored toga, fluorescentnom
mikroskopijom MCF-7humanih malignih ¢elija dojke pokazano je da je unos doksorubicina u

jedro znacajno veci u slucaju tretmana kompleksom, u odnosu na slucaj kada se primenjuje

sam lek (Panchuk i dr., 2015).
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ii CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj ove doktorske disertacije je sinteza, fizicko-hemijska karakterizacija, kao i testiranje
antikancerogene aktivnosti novog nanokompozita FNP/DOX. Ocekuje se da novosintetisani
nanokompozit pokaze bolju biolosSku aktivnost u odnosu na komercijalni antineoplasti¢ni lek
¢ija je aktivna komponenta DOX, uz istovremeno smanjenje toksi¢nosti na zdrave celije.
Primarni efekat se ocekuje na smanjenju kardiotoksi¢nosti, koja je jedan od nezeljenih

sporednih efekata i glavni limitiraju¢i faktor primene leka DOX.

Taksativno, ciljevi istrazivanja se mogu predstaviti kroz sledece stavke:

1. sinteza stabilnog nanokompozita komercijalnog antineoplastika doksorubicina sa
nanonosacem fulerenolom

2. fizicko-hemijska karakterizacija i ispitivanje stabilnosti novog nanokompozita
fulerenol/doksorubicin

3. uporedivanje citotoksi¢ne aktivnosti komercijalnog antineoplastika doksorubicina i
novog nanokompozita fulerenol/doksorubicin in vitro na 4 maligne humane ¢elijske linije i
jednoj zdravoj humanoj ¢elijskoj liniji

4. ispitivanje efekta fulerenola, doksorubicina 1 nanokompozita

fulerenol/doksorubicin na in vivo modelu zebrica.
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2. MATERIJAL I METODE
2.1. MATERIJAL

2.1.1. SINTEZA FULERENOLA Cgy(OH)24

Polihidroksilni vodorastvorni derivat fulerena Cg(OH),4 je sintetisan potpunom supstitucijom
atoma broma u molekulu CgyBr,4 hidroksilnim grupama sintezom koja se moze podeliti u dva
koraka: sinteza polibromnog derivata CgoBr4 1 dobijanje hidroksilnog derivata supstitucijom
u alkalnoj sredini uz zavr$nu obradu reakcionog proizvoda.

CeoBry4 je dobijen katalitickim bromovanjem fulerena Cey (99,8 %, MER) sa elementarnim
bromom u prisustvu FeBr; kao katalizatora kako je opisano i okarakterisano u radu Pordevié¢
i saradnika (Djordjevi¢ i dr., 1998). Katalizator FeBr; je sintetisan dodatkom elementarnog
broma na opiljke gvozda uz meSanje na sobnoj temperaturi tokom lh. Nakon sinteze
katalizatora, fuleren Cg je dodat i reakciona smesa je meSana na magnetnoj mesalici naredna
3 h na sobnoj temperaturi. Visak broma je uklonjen otparavanjem na sobnoj temperaturi
tokom no¢i. Proizvod je ispiran rastvorom HCI (pH = 1) do potpunog uklanjanja gvozda.
Kiseo rastvor je zatim ispiran demineralizovanom vodom do dobijanja pH vrednosti rastvora

pH=26,5.
FeBr3
Ceo + 12Br, —— CgBroy

Prah simetri¢nog polibromnog derivata CeoBrs (50 mg) je tretiran rastvorom NaOH (pH =
10, 5 cm’), nakon &ega je reakciona sme$a meSana na magnetnoj meSalici na sobnoj
temperaturi u trajanju od 2 sata, sve do nastajanja homogene smeSe. Nakon zavrSetka
reakcije, rastvara¢ je uparen na 40 °C, a smesa pet puta isprana etanolom (10 cm’) (Mirkov i
dr., 2004). U vodeni rastvor fulerenola (20 cm3) sa rezidualnim koli¢inama NaOH, NaBr i
FeBr; je dodato 0,3 g jonoizmenjivacke kolone (20 g DOWEX MB50 QC121815 RI1).

Rastvor je ostavljen da stoji 24h uz povremeno meSanje na magnetnoj mesalici.

2.1.2. PRIPREMA RASTVORA DOX

U bocicu sa prahom komercijalnog leka (Adriblastina® RD Pfizer: doksorubicin — hidrohlorid
10 mg, laktoza 50 mg, metil-p-hidroksibenzoat 1 mg) je ubrizgano 5 cm’® vode za injekcije,
pri Gemu je dobijena koncentracija DOX ¢ = 2 mg/cm’. Alikvot V = 2 cm’ je zatim razblaZen
sa 2 cm’ bidestilovane vode, pri ¢emu je dobijena koncentracija DOX 1 mg/cm’. 4 cm’

takvog rastvora je uzeto za pripremu uzorka nanokompozita FNP/DOX.

63



Doktorska disertacija Danica Jovi¢

2.1.3. PRIPREMA FNP/DOX NANOKOMPOZITA

Prah fulerenola Cgp(OH),4 je rastvoren u prokuvanoj demineralizovanoj vodi, soniciran
(Bandelin Sonorex RK100H, Germany, 80/320 W, 35 kHz) u trajanju od 20 minuta pri
ambijentalnim uslovima, a zatim propusten kroz filter veli¢ine pora 450 nm (Rotilabo®
Spritzenefilter, PVDF). 0,8 cm’ rastvora fulerenola koncentracije 0,125 mg/cm3 (pH 6,5) je
dodato rastvoru doksorubicina (4 cm’, 1 mg/cm3), nakon Cega je smesa sonicirana u trajanju
od 3 minuta, a zatim ¢uvana u mraku na sobnoj temperaturi tokom 48h, posle ¢ega je fizicko-

hemijski okarakterisana i kori$¢ena za bioloSka istrazivanja.
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2.2. METODE

2.2.1. RENDGENSKA FOTOELEKTRONSKA SPEKTROSKOPIJA

Rendgenska fotoelektronska spektroskopija (engl. X-ray Photoelectron Spectroscopy, XPS)
poznata i pod nazivom elektronska spektroskopija za hemijsku analizu (ESCA), je analiticka
tehnika koja se primenjuje za dobijanje podataka o kvantitativnom atomskom sastavu i
hemijskim osobinama elemenata ispitivanog materijala. Ovom metodom se mogu analizirati

kako izolatori, tako i provodnici.

Cu
2p3

Rendgenska fotoelektronska
spektroskopija—XPS

Cu
2pl

840

Energija vezivanja (eV)

Slika 2.1. Sematski prikaz rada XPS uredaja (B. Vincent Crist, Ohio, USA)

Tokom XPS eksperimenta, uzorak se ozracuje x-zracima koji interreaguju sa elektronima
atoma materijala izazivaju¢i emisiju elektrona, koji se nazivaju fotoelektroni (slika 2.1.). Pod
dejstvom upadnog snopa x-zraka, na povrSini ispitivanog uzorka dolazi do OZeovog (Auger)
procesa u kome ucestvuju tri elektrona. Energije elektrona (jednacina 2.1.) su karakteristi¢ne

za svaki hemijski element u uzorku.
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Eveze = Efotona — (Ex + ) (2.1.)

gde je:

E,...=energija vezivanja elektrona

Ejfoona = energija fotona rendgenskog zracenja

E\ = kineticka energija elektrona merena instrumentom

¢ = radna funkcija spektrometra

Emitovani fotoelektroni se pomocu sistema ekstrakcionih sociva fokusiraju i upucuju na
ulazni otvor analizatora. Da bi se odredila raspodela elektrona po energijama, elektroni se
posle prolaska i fokusiranja u ekstrakcionim socivima, izlazu zako¢nom polju koje tokom
eksperimenta linearno raste od nule do maksimalne energije jednake ili vece energiji kvanata
snopa X- zraCenja. Tako svi elektroni iz ofekivanog intervala energija u jednom trenutku
dobijaju onu energiju koja im omogucuje da produ kroz analizator i registruju se na izlaznom
detektoru u vidu jacine struje detektora. Primena XPS omogucava kvalitativnu analizu na
osnovu polozaja maksimuma intenziteta fotoelektrona. S obzirom na to da je energija veze
valentnih elektrona poznata karakteristika elemenata, analizom fotoelektronske emisije, ili
prosto poredenjem spektra sa tablicnim spektrima moguce je identifikovati element.

Broj fotoelektrona u jedinici vremena, I, koji je nosilac informacija o ispitivanom elementu se

odreduje primenom izraza:

I = NfoOPAAe (2.2.)

gde je:

N = broj atoma datog elementa u uzorku

f = fluks fotona upadnih X-zraka

o = fotoelektricni poprecni presek atomske orbitale od interesa

0 = faktor efikasnosti analizatora detektora (razlika uglova upadnih i emitovanih zraka)
P = verovatnoca formiranja fotoelektrona u fotoelektronskom procesu

A = slobodni put fotoelektrona u uzorku

A = povrsina uzorka sa kojih su fotoelektroni detektovani

¢ = efikasnost detekcije emitovanih fotoelektrona
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Mada je vec¢ina navedenih clanova slozena funkcija, kako ispitivanih materijala tako i
karakteristika analizatora, njihov proizvod se moze iskazati kao konstantna vrednost koja se
naziva atomskim faktorom osetljivosti S:

I =NS (2.3.)

odakle je broj atoma N (u 1 cm” ispitivanog uzorka) proporcionalan intenzitetu fotoelektrona,

I:
N=1/ (2.4))

Ukoliko se u lem® uzorka nalaze dve razliGite vrste atoma a i b, njihov relativni odnos je

srazmeran odnosu intenziteta njihovih signala Ia i Ib:

la/S
Ny =/ a)/ (Ib/Sh) 2.5

odatle je molski udeo, x, pojedinog konstituenta ispitivanog materijala, pri ¢emu je Sy

odreden na bazi povrSine najizrazenijih energetskih linija Cistih materijala:

la/S
xa =%/ a)/ (Ia/Sa + Ib/Sh) (2.6.)

Ako se ispitivani element nade u sastavu nekog hemijskog jedinjenja, njegov XPS spektar se
menja zbog hemijskog pomaka. Do hemijskog pomaka dolazi zbog izmena elektronske
konfiguracije usled formiranja hemijskog jedinjenja/neke interakcije sa drugim atomima,
zbog Cega se menja energija orbitale. Stoga je XPS jedna od najboljih metoda ispitivanja
strukture elektronskog omotaca 1 izmena koje se deSavaju prilikom formiranja hemijskih
jedinjenja. Tipi€an XPS spektar predstavlja se kao dijagram broja detektovanih elektrona (y-
osa) u odnosu na energiju vezivanja registrovanih elektrona (x-osa). Svaki element proizvodi
karakteristican skup XPS pikova kojima odgovaraju karakteristicne vrednosti energija
vezivanja, koje direktno identifikuju svaki element koji postoji u/na povrsini materijala koji
se analizira. Ovi karakteristi¢ni pikovi odgovaraju elektronskoj konfiguraciji elektrona unutar

atoma (1s, 2s, 2p, 3s, itd.). Broj registrovanih elektrona u svakom od karakteristicnih pikova
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direktno je povezan sa koli¢inom elementa u oblasti (zapremini), koja je ozracena. Da bi se
dobile atomske vrednosti izrazene u procentima, svaki izvorni XPS signal mora biti
ispravljen, tako Sto se intenzitet datog signala (broj detektovanih elektrona) deli sa faktorom
»relativne osetljivosti” 1 normalizuje u odnosu na sve elemente koji su registrovani.
Prebrojavanje broja elektrona kod XPS za svaku vrednost kineticke energije, uz minimalnu
greSku, mora biti izvedeno u uslovima ultra-visokog vakuuma, jer je detektor za brojanje
elektrona u XPS instrumentu udaljen za oko Im od materijala izlozenog rendgenskim
zracima. XPS otkriva samo one elektrone koji su ,,izbegli” vakuum instrumenta. Foto-
emitovani elektroni koji su ,,izbegli” vakuum instrumenta su elektroni koje poticu iz dubine
prvih 10-12 nm materijala. Svi dublje foto-emitovani elektroni bivaju ponovo zahvaceni ili
zarobljeni u razli¢itim pobudenim stanjima unutar datog materijala.

Ova nedestruktivna tehnika omogucuje definisanje hemije povrSine bilo kog materijala. XPS
detektuje sve elemente sa rednim brojem ve¢im od 3 (litijum). Ova metoda ne moze da se
koristi za detekciju vodonika (Z = 1) ili helijuma (Z = 2), jer je prec¢nik njihovih orbitala
toliko mali, da smanjuje verovatnocu interakcije rendgenskog zracenja sa elektronima koji se
nalaze u njihovim orbitalama skoro na nulu. Granice detekcije za veéinu elemenata su reda
ppm, pri ¢emu, da bi se postigao takav nivo detekcije neophodno je ispuniti odredene
posebne uslove, kao npr. da je dati element koncentrisan na gornjoj povrsini ili da je na
raspolaganju tokom veoma dugog vremena prikupljanja signala (prikupljanje signala tokom
cele noc¢i). XPS se rutinski koristi za analizu neorganskih jedinjenja, metalnih legura,
poluprovodnika, polimera, elemenata, katalizatora, keramika, boja, zuba, kosti, medicinskih
implanata, bio-materijala, viskoznih ulja, lepkova, jonski modifikovanih materijala itd.
Ogranicenja koja se javljaju kod primene XPS su granica odredivanja, koja moZe dosegnuti
ppm samo u specijalnim eksperimentalnim uslovima, kao i uslovi vakuuma u kojima se
analiza uzorka mora izvrs$iti, $to predstavlja problem kod analize bioloskih uzoraka. Za sve
druge vrste uzoraka, XPS je efikasna i nedestruktivna metoda koja ¢e dati hemijske podatke o
povrsini bilo kog ispitivanog materijala (Handbook Of Analytical Methods For Materials,
2010).

U ovom istrazivanju, uzorak u formi tablete debljine oko 1 mm i pre¢nika oko 10 mm se
nekoliko dana pre stavljanja uzorka u komoru nalazio u eksikatoru, nakon €ega je prenet u
uvodnu komoru u trajanju od 48h pri pritisku od oko 1:107 mbar.

Uzorci fulenerola (fulerenol kompanije Merck — fulerenol M 1 fulerenol sintetisan za potrebe

ovog doktorata — fulerenol NS) su analizirani metodom rendgenske fotoelektronske
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spektroskopije na UHV (ultra-visoko vakuumskom) sistemu SPECS, koji ¢ine PHOIBOS 100
spektrometar sa poziciono osetljivim detektorom (kombinacija dva channelplate-a, fosfornog
ekrana i CCD kamere), monohromatski izvor rendgenskog zracenja sa Al i Ag anodama i
izvor sporih elektrona za kompenzaciju naelektrisanja u slucaju analize neprovodnih uzoraka.
Spektri su snimani pomo¢u monohromatske Al Ka linije energije fotona 1486,74 eV.
Pregledni XPS spektri su snimani u rezimu FAT 40 (enegija prolaza elektrona u analizatoru
je 40 eV, energijska rezolucija oko 1 eV) sa korakom od 0,5 eV i vremenom akvizicije od 0,2
s po kanalu. Detaljni spektri fotoelektronskih linija su snimani u rezimu FAT 20 (energijska
rezolucija od oko 0,5 eV), sa korakom od 0,1 eV i vremenom akvizicije od 2 s po kanalu.
Kvantitativni sastav povrSine uzoraka odredivan je na osnovu intenziteta karakteristicnih
fotoelektronskih linija detektovanih elemenata (definisanih povrSinama ispod linija posle
oduzimanja pozadine), primenom odgovarajué¢ih faktora osetljivosti koje je dostavio
proizvoda¢ XPS sistema. Uzorci fulerenola u formi praha su bili utisnuti u indijum, kako bi

se obezbedio elektri¢ni kontakt, kao 1 mehanicko fiksiranje.

2.2.2. DENZITOMETRIJA. VISKOZNOST. ELEKTRICNA PROVODLJIVOST

U cilju dobijanja uvida o medumolekulskim interakcijama izmedu vode i fulerenolskih
nanocestica primenom eksperimentalnog pristupa ispitan je proces gradenja nanoaglomerata
na razli¢itim temperaturama. Gustina, elektricna provodljivost 1 dinamicka viskoznost
vodenih rastvora FNP su merene eksperimentalno, a na osnovu rezultata ovih merenja
izraunate su termodinamicke veli¢ine kao §to su prividna molarna zapremina i parcijalna
molarna zapremina vode i fulerenola.

Struktuiranje 1 samoudruzivanje FNP u vodenim rastvorima je od velikog znaaja, ne samo
zbog toga Sto su brojne formulacije lekova u obliku vodenh rastvora, ve¢ i zbog toga Sto
nakon aplikacije u vaskularni sistem, u zavisnosti od osobina Cestica, one dalje bivaju

metabolisane na razli¢ite nafine (Longmire, Choyke, & Kobayashi, 2008).
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Denzitometrija

Za potrebe odredivanja gustine primenjivan je Rudolph Research Analytical DDM 2911
denzitometar sa ta¢nod¢u i precizno§éu + 0.00001 g/cm’. Standardna nesigurnost merenja je
manja od 8,210 g/cm’. Odredivana je gustina rastvora FNP molaliteta do 0,01311 mol/kg u
temperaturnom opsegu (293,15-313,15) K. Instrument je termostatiran unutar opsega + 0,01
K, 1 rezultati merenja automatski korigovani. Kalibracija instrumenta je vrSena pre svake
serije merenja na atmosferskom pritisku i vazduhu sa bidestilovanom vodom visoke €istoce u
temperaturnom opsegu (293,15-313,15) K. Svaka vrednost eksperimentalno odredene gustine
je srednja vrednost tri merenja na odredenoj temperaturi. Rezultati ponovljenih merenja

ukazuju na ponovljivost od 0,01%.

Viskoznost

Merenja viskoznosti binarnih smeSa fulerenol-voda su izvrSena Ubbelohde viskozimetrom
merenjem protoka u uzorcima opsega molaliteta fulerenola do 0,03724 mol/kg.

Viskozimetar je kalibrisan rastvorom KCI (NIST standard) koncentracije 0,1000 mol/dm’ i
bidestilovanom dejonizovanom vodom u temperaturnom opsegu (293,15-313,15) K.

Merenja su izvrSena tako Sto je viskozimetar napunjen ispitivanim rastvorom i postavljen
uspravno u stakleni termostat (= 0,01 K) sa standardnom nesigurno$éu kotrolisanja
temperature = 0,02 K. Nakon uspostavljanja toplotne ravnoteze pracen je protok tecnosti
pomocu digitalne Stoperice tacnosti = 0,01 s. Rezultati predstavljaju srednju vrednost deset
merenja viskoznosti. Relativna standradna nesigurnost Ubbelohde viskozimetrom je manja od

1%.

Elektricna provodljivost

Merenja elektri¢éne provodljivosti vodenih rastvora fulerenola molaliteta (0,00098-0,04894)
mol/kg u temperaturnom opsegu (293,15-313,15) K su izvedena u Pyrex celiji sa platinskim
elektrodama na konduktometru Jenco 3107 primenom jednosmerne struje. Relativna
standardna nesigurnost ove metode je niza od 1,5 %. Eksperimentalna celija je kalibrisana
rastvorom KCI koncentracije 0,1000 mol/dm’ prethodno pomenutom eksperimentalnom
procedurom. Konduktometrijska éelija zapremine 14 cm’ je prethodno osuSena u atmosferi
azota 1 termostatirana u trajanju od 20 minuta sa ta¢nos¢u + 0,01 K. U intervalima od 5s

uradeno je deset merenja. Svi predstavljeni rezultati su srednja vrednost merenja.
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2.2.3. NUKLEARNA MAGNETNA REZONANCA (NMR)

Nuklearnom magnetnom rezonancom ("H NMR) na uredaju Varian Unity Inova 300 MHz,
ID/PFG su dobijeni NMR spektri ispitivanih uzoraka. Hemijski pomeraji izrazavani su u ppm
(engl. parts-per-million) koristeé¢i tetrametilsilan kao standard. Ovom metodom su ispitani
efekti razli¢itog molarnog odnosa FNP i DOX u nanokompozitu na hemijski pomeraj
aromati¢nih protona i metil grupe doksorubicina. Uzorak molarnog odnosa (nFNP : nDOX =
1 : 13) kod kojeg je pracen pomeraj metil grupe je pracen sat vremena nakon pripreme, kao i
mesec dana nakon pripreme, dok je pracenje pomeraja aromati¢nih protona doksorubicina

posmatrano u koncentrovanijem i razblazenijem uzorku.

2.2.4. TECNA HROMATOGRAFIJA VISOKE REZOLUCIJE UPLC/MS/MS; TOF
MS ES+

UPLC/MS/MS predstavlja tecnu hromatografiju visoke rezolucije sa tandem masenim
detektorom. Ova tehnika visoke senzitivnosti i selektivnosti kombinuje fizicko odvajanje
primenom te¢ne hromatografije i masenu analizu uzoraka primenom masene spektrometrije.
Uspesno se moze primenjivati za detekciju i potencijalnu identifikaciju komponenata u
kompleksnoj smesi. TOF MS ESI+ (engl. Time-of-Flight Mass Spektrometry Electrospray
Ionization/pozitivni mod) predstavlja vrstu masene spektrometrije gde dolazi do jonizacije
uzorka do pozitivnih jona propuStanjem rastvora uzorka kroz usku zagrejanu kapilaru (protok
1-10 dm*/min) u elektriéno polje, nakon &ega fine kapljice i gde joni iz uzorka razli¢itih masa
bivaju ubrzani do iste kineticke energije. Ono $to se meri je vreme potrebno svakom od jona
da stigne do detektora na poznatoj udaljenosti. Ovaj podatak se predstavlja kao odnos mase i
naelektrisanja, odnosno m/z. Osobenost ESI koja je iskoriS¢ena je moguénost da se ovom
jonizacionom tehnikom uzorak analizira direktno u vodenom rastvoru u uslovima sli¢nim

onima u bioloSkim fluidima.

Konfiguracija Waters uredaja primenjenog za analizu uoraka za potrebe doktorata se sastojala
iz: pumpe Acquity BSM (binary solvent manager), autosemplera Acquity SM (sample
manager), detektora Acquity TUV (tunable Ultra violet), masenog detektora Q-Tof Micro
(Quadrupole - Time of flight), kolone CSH C18 (1,7 pum, 2,1 mm x 50 mm).

Temperatura kolone je bila 40 °C, kao rastvaraC je koriS¢ena smesa voda:acetonitril (90:10,
40:60, 20:80). TOF MS parametri: Polarity ES+, Mass range: 50 to 1000/1500, Scan duration
0,20 s, Interscan delay 0,10 s, TOF Flight Tube 5630,0 V; TDC Start 700,0000 mV, TDC
Stop 200,0000 mV. TUV parametri: A 215 nm i1 476 nm.
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Eksperiment kvantifikacije DOX u nanokompozitu FNP/DOX u razli¢itim vremenskim
intervalima (Oh/24h/48h):

Kalibracione krive su dobijene injektovanjem uzorka doksorubicina (u obliku komercijalnog
leka Adriablastina®) koncentracije 1 mg/cm3 varijabilnih zapremina: 0,5 pl; 1 pl; 1,5 pl; 2 pl i
2,5 ul, dok je injektovana zapremina uzorka nanokompozita FNP/DOX bila 1 pl.

2.2.5. RAMANSKA SPEKTROSKOPIJA

Ramanska spektroskopija se zasniva na rasejanju zracenja na uzorku. To je neelasti¢no
rasejanje koje potiCe od interakcije upadnog monohromatskog zracenja (najces¢e UV/VIS) sa
elektricnim dipolom molekula. Pri neelasticnom sudaru dolazi do razmene unutrasnje
energije molekula i fotona upadnog zracenja, te foton gubi ili dobija energiju u zavisnosti od
toga da 1li je molekul pre sudara bio u osnovnom ili pobudenom stanju. Stoga, ramanski
rasejano zracenje moze biti niZze (Stoksovo ramansko rasejanje) ili viSe frekvencije (ani-
Stoksovo ramansko rasejanje) u odnosu na upadno zracenje. Ova razlika se naziva ramanski
pomeraj i izrazava se u cm™'. Nezavisan je od frekvencije upadnog zradenja i karakteristika je
molekulske vrste.

Ova tehnika daje informacije o sastavu 1 vrsti hemijskih interakcija u materijalu koji se
ispituje. Na osnovu specificnog polozaja traka funkcionalnih grupa kod organskih jedinjenja i
traka anjona kod neorganskih jedinjenja moguca je kvalitativna karakterizacija uzorka.
Prednosti ove spektroskopije su: nedestruktivnost, minimalna priprema uzorka i moguénost
ispitivanja uzorka u sva tri osnovna agregatna stanja. Posebnu primenu nalazi u ispitivanju
neorganskih uzoraka niskih vibracionih frekvencija koji su van mernih opsega infracrvene
spektroskopije. Jedna od glavnih prednosti ove metode je S$to se moze primenjivati na
bioloske uzorke u vodenom rastvoru zato $to su molekuli vode slabi ramanski ,,rasejaci” (Lin,
Lin, Wang, & Sridhar, 2014a). Nedostatak ove metode se ogleda u velikoj fluorescenciji, koja
ili onemogucava ili otezava tumacenje dobijenih spektara.

Ramanski spektri na kojima je predstavljena zavisnost fulerenola od snage lasera, kao i od
koncentracije fulerenola su snimljeni Horiba XploRA Ramanskim spektrometrom sa x10
objektivom i ekscitacionom talasnom duzinom 523 nm (Hajdelberg).

Za potrebe ispitivanja interakcija izmedu fulerenola i doksorubicina u nanokompozitu
FNP/DOX pripremljeni su rastvori nanokompozita razliitog odnosa fulerenola 1
doksorubicina, gde je koncentracija leka zadrzana kao konstantna i bila je 0,01383 mg/cm’,

dok su koncentracije fulerenola bile 347107 mg/cm3 (FNP/DOX1), 3,4710™ mg/cm3
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(ENP/DOX2), 3,47'10° mg/cm’ (FNP/DOX3). Spektri su snimani na uredaju Thermo
Scientifique DXR Raman Microscope, koji je opremljen laserom talasne duzine A=780nm.
Ozracivanje uzorka, koji su pre merenja ¢uvani u mraku na sobnoj temperaturi (22+2 °C)
tokom 48h, je vrSeno 5 puta sa trajanjem od 30s. Snop laserskog zracenja je na uzorak bio
fokusiran objektivom sa uvecanjem od 10 puta. Blenda uredaja je podeSena na kruzni otvor
(pinhole) veli¢ine 50um. Kao detektorski sistem koriS¢ena je CCD kamera zajedno sa
difrakcionom resetkom koja ima 400 zareza/mm. Primenjena snaga zraCenja lasera je 10 mW.
Pripremljeni rastvori su nakon 48h stajanja u mraku na sobnoj temepraturi snimljeni na
zlatnoj plocici odmah nakon nanoSenja uzorka automatskom pipetom, kao i 3h i 24h nakon

suSenja na plocici.

2.2.6. UV SPEKTROSKOPIJA

U cilju prouc¢avanja moguc¢ih nekovalentnih interakcija izmedu doksorubicina 1 fulerenola
izvrSeno je UV/VIS spektroskopsko ispitivanje vodenih rastvora sa razli¢itim odnosima ove
dve komponente. U svim ispitivanim rastvorima koncentracija doksorubicina je bila
konstantna i iznosila je 0,01383 mg/cm’, dok su koncentracije fulerenola rasle redosledom
3,47'10” mg/em’, 3,47'10* mg/cm’, 3,47°107 mg/cm’. Snimanja UV/VIS spektara uradena su
na aparatu Spectrophotometer UV-1800 u kvarcnim kivetama duZine 1 cm i opsegu talasnih
duzina 200-600 nm pri rezoluciji od 0,2 nm. Kao uzorci ,,background” pozadine snimani su
rastvori fulerenola onih koncentracija koje odgovaraju koncentracijama fulerenola u

ispitanim uzorcima. Spektri su obradeni u softveru Origin 8.0.

2.2.7. SPEKTROFLUOROMETRIJA

Spektrofluorometrija je primenjena sa ciljem da se prouce interakcije izmedu doksorubicina i
fulerenola. U tu svrhu ispitani su vodeni rastvori nanokompozita FNP/DOX konstantne
koncentracije doksorubicina (0,01383 mg/cm3) 1 promenljive koncentracije FNP (347107
mg/cm’, 3,47°10* mg/cm’, 3,47'10° mg/cm?). Fluorescentni spektri uzoraka su snimljeni na
fluorescentnom spektrofotometru Cary Eclipse (Agilent) u standardnim fluorimetarskim
¢elijama sa poklopcem AMTAST, sa talasnom duzinom ekscitacije 470 nm i emisije 450 nm

u opsegu 470-800 nm.
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2.2.8. DINAMICKO RASEJANJE SVETLOSTI (DLS)

Dinamicko rasejanje svetlosti (engl. Dinamic Light Scattering, DLS) je tehnika koja se koristi
za merenje veliCine Cestica manjih od 1 mikrometra. Primena ove tehnike omogucava
ispitivanje stabilnosti, agregacije, kao i formiranje kompleksa. Uobicajena DLS tehnika se
odnosi na merenje veli¢ine Cestica suspendovanih u tecnosti, izgled uredaja, kao i Sematski
prikaz njegovog rada je predstavljen na slici 2.2. DLS se zasniva na pracenju vremenske
fluktuacije intenziteta rasejane svetlosti pod odredenim uglom sa Cestica koje se braunovski
krecu 1 ¢ija je veliina znac¢ajno manja u odnosu na talasnu duzinu lasera. Veli¢ina Cestica,
odnosno hidrodinamicki dijametar, se izvodi iz podataka vremenske fluktuacije rasejane

svetlosti primenom Stoks-Ajns$tajnove formule predstavljene jednac¢inom 2.7.:

d(H) = ’<T/3m7 D (2.7.)
gde je:
d(H) = hidrodinamicki dijametar (nm)
D = translacioni difuzioni koeficijent (cm2~ sec'l)
k = Bolcmanova konstanta (1,38054 103 J/K)
T = apsolutna temperatura (K)

n = viskoznost (Pa-sec)

Laser | I
- "’\

Atenuator
'(;’
~/ Detektor

B" Detektor
[ Obrada
= 90°
“ns : | signala
Uzorak

Slika 2.2. Izgled (levo) i Sematski prikaz rada (desno) uredaja Malvern Zetasizer Nano ZS
(https://www.malvern.com/en/products/product-range/zetasizer-range/zetasizer-nano-

range/zetasizer-nano-zs, https://www.azonano.com/article.aspx?ArticleID=3662)
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Prednosti ove metode su: neinvazivnost, brzo dobijanje rezultata i kratko trajanje merenja,
preciznost pri odredivanju veli¢ine Cestica monodisperznog uzorka, merenje u tecnim
uzorcima velikog raspona koncentracija.

Sa druge strane, prisustvo Cestica praSine koje interferiraju u rasejanju svetlosti i relativno

mali opseg veliine Cestica koje meri (1 nm — 3 pm) su neke od slabosti ove metode.

Zeta potencijal Cestica

Naelektrisanje cCestica je od velikog znacaja zbog toga Sto determiniSe mnoge osobine
rastvora. Pojava naelektrisanja na povrSini Cestice uti¢e na distribuciju jona u okolnom
meducesticnom prostoru, Sto rezultuje povecanom koncentracijom jona suprotnog

naelektrisanja u blizini povrSine Cestice.

k—)@ s 9
@ae @@@

Povrsinsko naelektrisanje

) (negativno)
*® ) . e A @ © Stemov sloj ®
Wy ARV TR
@ Difuzioni sloj )
e S
® ®
- e
e
. @
------------------------------------------------------ Povrsinski potencija
© ® ° |-
*® v e Sternov potencijal
@ = R — ¢ potencijal
@ —~ @ ...........................................

Udaljenost od povrsine Cestice

Slika 2.3. Ilustrativni prikaz dvojnog elektricnog sloja negativno naelektrisane Cestice
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Zato oko svake Cestice postoji dvojni elektri¢ni sloj kako je ilustrativno prikazano na slici
2.3.: unutrasnji (Sternov sloj), u kojem su joni snazno vezani, i spoljasnji slabije asocirani
difuzioni sloj. Unutar difuzionog sloja postoji zamisljena granica unutar koje joni i Cestice
formiraju stabilnu celinu. Kada se Cestica krece, joni koji se nalaze unutar te granice se
pokrecu zajedno sa njima. Joni van te granice ostaju dispergovani u rastvaracu. Potencijal
koji se javlja na ovoj granici (povrsina hidrodinamickog omotaca) naziva se zeta potencijal.
Vazna posledica postojanja elektricnog naelektrisanja na povrSini Cestica jeste njihova

interakcija sa primenjenim elektri¢nim poljem.

Energetska barijera koja postoji izmedu cCestica zahvaljuju¢i odbojnim silama onemogucava
da se one priblize jedna drugoj i adheriraju medusobno. Ukoliko su repulzivne sile dovoljno
jake Cestice ¢e se medusobno odbijati, medutim ukoliko su slabe, Cestice ¢e se grupisati i tako
graditi rastuce agregate. Cestice koje imaju vrednosti zeta potencijala koje su pozitivnije od
+30 mV ili negativnije od —30 mV se smatraju stabilnim, te da bi se obezbedila stabilnost
sistema 1 izbeglo talozenje agregata, potrebno je odrzavati zeta potencijal iznad/ispod tih
vrednosti. Sistem je stabilan ukoliko su repulzione sile medu Cesticama dovoljno jake da

prevazidu van der Waals-ove interakcije, §to se moze posti¢i na nekoliko nacina:

o podesavanjem pH vrednosti rastvora
o dodatkom surfaktanta ili naelektrisanog polimera
o dodatkom nekog visoko adsorptivnog jona

U ovom radu merenje raspodele Cestica po veli¢ini i zeta potencijala je vrSeno na uredaju
Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, koji kao izvor svetlosti koristi helijum-neonski
laser (HeNe) talasne duzine 633 nm, koji se pomocu optickih sociva fokusira na uzorak.
Detektor pomocéu kojeg se svetlost rasuta na ¢esticama prikuplja je pozicioniran na 173° u
odnosu na pravac upadne svetlosti. Za merenje elektroforetske pokretljivosti, odnosno
odredivanje zeta potencijala, koriS¢ene su kapilarne Celije sa elektrodama oznake DTS1060,
na koje se primenjuju elektri¢na polja koja dovode do kretanja Cestica.

Sve supstance su bile u vidu bistrog obojenog vodenog rastvora, svaki uzorak je meren u
triplikatu (veli¢ina) i duplikatu (naelektrisanje). Rezultati su interpretirani uz pretpostavku da

je viskoznost rastvora jednaka viskoznosti vode na 25 °C.
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2.2.9. MIKROSKOPIJA ATOMSKIH SILA (AFM)
Jedna od tri glavne tehnike koja se koristi za karakterizaciju nanomaterijala, nanocestica i

nanokomponenti je Mikroskopija atomskih sila (engl. Atomic Force Microscopy, AFM).

=
Ugibanje mikronosaca

_‘ Fotodiodni detektor

Slika 2.4. Sema AFM uredaja. Preuzeto uz izmene iz: (Gruszecki i dr. 2015)

AFM omogucava dobijanje slike i 3D profila posmatrane povrSine na nanometarskom nivou.
Moze se primeniti za ispitivanje veliine, oblika, strukture, sorpcije 1 agregacije
nanomaterijala. Mikroskop (Slika 2.4.) koristi posebno dizajnirane sonde koje se sastoje od
Siljka (vrha, tip) pre¢nika manjeg od 10 nm postavljenog na mikronosac/drza¢ (obi¢no od
silikona 1ili silicijum-nitrida). Topografska slika uzorka se dobija tako Sto se mere sile
interakcije izmedu Siljka 1 povrSine uzorka prevlacenjem Siljka po povrsini uzorka na veoma
maloj udaljenosti (0,2 - 10 nm). Kako je Siljak postavljen na slobodan kraj fleksibilnog
drzaca, pri interakciji Siljka i uzorka dolazi do ugibanja drzaca, tako da drza¢ mozemo
posmatrati kao oprugu odredenog koeficijenta elasticnosti. Sila interakcije izmedu Siljka 1

uzorka zavisic¢e od elasti¢nosti drzaca 1 od njihove medusobne udaljenosti. Ja¢ina sila izmedu
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igle uredaja i uzorka se uglavnom kre¢e u opsegu od 10" do 10 N. Poredenja radi, jatina
interakcija izmedu dva kovalentno vezana atoma na rastojanju od oko 0,1 nm je reda veli¢ine
107N, stoga AFM predstavlja nedestruktivni ,,imidZing“ (engl. imaging) (Meyer, Amer i dr.,
& Meyer, 1992).
Ugib, odnosno defleksija, se odreduje merenjem snopa laserskog zraka reflektovanog sa
poledine drzaca koji se detektuje na fotodiodama.
Povratni mehanizam odrzava rastojanje uzorak-igla konstantnim pomeranjem skenera duz z-
ose. Bez delovanja ovog povratnog mehanizma, igla bi se sudarila sa uzorkom, usled ¢ega bi
moglo doc¢i do oSte¢enja uzorka, ali i Siljka. OdrZavanje rastojanja igla-uzorak konstantnim i
Hukov zakon (jednacina 2.8.) po kojem je:

F = —kx (2.8.)
gde je:
F =sila
k = konstanta elasti¢nosti

x = povijanje drzaca

omogucuju da se izracuna jacina sile izmedu igle i uzorka, nakon cega se generiSe
topografska slika povrSine ispitivanog uzorka. Veli¢ina povrSine uzorka koja se moze meriti

moze biti veli¢ine i do 100 pm?*, odnosno manja od 100 nm®.

ReZimi rada AFM

o Kontaktni mod - vrh drzaca je u direktnom kontaktu sa povrS§inom uzorka

. Bezkontaktni mod - vrh drZaca se nalazi na odredenoj udaljenosti od povrSine uzorka
o Polukontaktni, ,,tapping” ili tapkaju¢i mod - vrh drZaca tapka po povrSini uzorka u

odredenim tackama

Svakom rezimu rada odgovaraju odredene promene sila interakcija i one predstavljaju

sustinsku razliku izmedu modova.
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“Tapping” odbojna sila
Sila o 4
\ 4 Iy
<4 ”
=

odvajanje sonde iz uzorka

> I
ﬁ =
Kontaktni Nekontaktni ‘
mod mod privla¢na sila

Slika 2.5. Rezimi/modovi rada AFM - dijagram Lenard-Dzonsovog potencijala, zavisnost sila

interakcija od udaljenosti Siljka 1 uzorka (http://mee-inc.com/afm.html)

Kao sto se vidi na slici 2.5., pri velikim udaljenostima ne postoje sile koje deluju izmedu vrha
Siljka 1 povrSine uzorka. Kako je povrSina bliza vrhu $iljka tako pocinju da deluju privlaéne,
Van der Valsove, sile koje vuku vrh drZa¢a ka povrSini uzorka. Nakon §to je kontakt
ostvaren, javljaju se odbojne sile. Dominantne sile interakcija u AFM su Van der Valsove
sile, dok se magnetne 1 elektrostaticke sile javljaju na ve¢im udaljenostima od uzorka. U
kontaktnom rezimu rada na vrh drZzaca deluju odbojne Van der Valsove sile. Kako se vrh
udaljava od povrSine uzorka, u bezkontaktnom reZimu, na savijanje drZaca ¢e uticati
privlacne Van der Valsove sile, dok u polukontaktnom reZimu naizmeni¢no deluju i privlacne
i odbojne sile.

Za razliku od drugih mikroskopija, AFM daje trodimenzionalni profil povrSine 1 ne zahteva
prethodnu pripremu uzorka, provodljive povrSine uzorka, kao ni specijalno okruZenje tipa
vakuuma, ve¢ se merenja mogu vrsiti u atmosferskim uslovima, §to omogucava proucavanje
bioloSkih makromolekula 1 zivih organizama. Pored toga, rezolucija AFM-a se moZe porediti
sa rezolucijom transmisione elektronske mikroskopije (TEM).

Neki od nedostataka ove tehnike bi bili manja brzina skeniranja, zatim greske merenja koje
poti€u usled neadekvatno odabrane tehnike ili neadekvatnog S$iljka, kao i nemoguénost
merenja strmih zidova i1 izboCina zbog Cega se javlja greska dimenzije vrha sonde.
Morfologija i struktura FNP i FNP/DOX nanokompozita u vodenom rastvoru su ispitivani u
ambijentalnim uslovima aparatom za mikroskopiju atomskih sila AFM (Multimode quadrex

SPM with a Nanoscope Illa controller, Veeco Instruments, Inc.NanoScience-Team Nanotec
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GmbH), tapkaju¢im modom uz primenu SNC (Solid Nitride Cone) Siljka sa radijusom
manjim od 10 nm, sa visoko-orijentisanim pirolitickim graftom kao podlogom. Rastvori FNP
i FNP/DOX nanokompozita su pre merenja ¢uvani na sobnoj temperaturi (22 + 2 °C) u mraku
tokom 48 h. Snimanje uzoraka je ponovljeno nakon 30 dana, tokom kojih su uzorci ¢uvani

pod istim uslovima.

2.2.10. TRANSMISIONA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA (TEM)

U transmisionoj elektronskoj mikroskopiji (TEM) snop elektrona, za razliku od SEM-a,
prolazi kroz uzorak koji mora biti veoma tanak. Elektroni, rasejani ili nerasejani, se zatim
usmeravaju serijom elektromagnetnih sociva i projektuju na ekranu pri ¢emu se dobija
difrakcija elektrona, amplitudno-kontrastna slika, fazno-kontrastna slika ili osencena slika
razli¢itog intenziteta osencenosti, §to zavisi od gustine nerasejanih elektrona (Lin, Lin, Wang,
& Sridhar, 2014b). TEM moze raditi u svetlom ili tamnom polju. Prvi nacin je uglavnom
primenjivan i u ovom modu slika se formira direktno absorpcijom elektrona od strane uzorka.
Gusci regioni bivaju tamniji, dok regioni manje gustine (i u smislu kristalne resetke ili
atomskog broja) ili bez uzorka na putu elektrona bivaju svetliji. Ovaj nacin predstavlja
dvodimenzionu projekciju uzorka. Veoma mala talasna duzina elektrona koji se usmeravaju
kao izvor elektromagnetnog zracenja omogucuje da se postigne veoma visoka rezolucija.
Mod tamnog polja koristi elektrone koji se odbijaju od jednog ili vise kristalografskih slojeva
uzorka. U ovom modu slika se formira tako Sto delovi na kojima nema uzorka ostaju tamni.
Ova dva moda se mogu kombinovati 1 tada se dobija TEM visoke rezolucije (HR-TEM). Iako
TEM nije specificno povrSinska metoda, neophodna priprema preseka masivinih uzoraka
uglavnom moze obezbediti informacije o karakteristikama povrSine, elementalnog sastava,
kontaminaciji, oSte¢enjima, modifikacijama kristalne reSetke, kao 1 amorfnosti povrSine
uzorka (Fenoglio 1 dr., 2011). Mane ove metode su prisustvo visokog vakuuma, potreba za
tankim uzorkom i provodljivim uzorkom, priprema uzorka usled koje moze do¢i do

oneciS¢enja uzorka, kao 1 moguénost ostecenja uzorka visoko-voltaznim snopom elektrona.

U radu je za odredivanje morfologije i strukture uzoraka koriS¢en uredaj za transmisionu
elektronsku mikroskopiju (JEM 2010F, STEM unit, BF, DF STEM detector, Oxford
instruments ISIS 300 EDXS, Gatan PEELS 677, Gatan off-axis TC camera, Auto-alignment
system Jeol Motor driven OA). Vodeni rastvor FNP (0,111 mmol/dm’ ) je nanet na bakarnu

mreZzicu, osuSen na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je podvrgnut merenju. Uzorci su mereni
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odmah nakon sonikacije, kao i nakon 48-Casovnog stajanja u mraku na sobnoj temperaturi

(22 £2°C).

2.2.11. RACUNARSKE SIMULACIJE

Simulacija molekulske dinamike i funkcija radijalne raspodele

U cilju boljeg razumevanja eksperimentalno dobijenih rezultata, samoorganizacije fulerenola
u rastvorima FNP, kao i interakcija FNP sa vodom, sprovedene su simulacije na nivou
molekulske dinamike (MD) na osnovu kojih su izraunate radijalne distributivne funkcije

(RDF).

Postavka racunarske simulacije

Za MD simulacije koris¢en je program Desmond, implementiran u programski paket
Schrodinger Materials Science Suite 2015-4 (SMSS) (Guo 1 dr., 2010; Shivakumar 1 dr.,
2010; K. J. Bowers, E. Chow, H. Xu, R. O. Dror, M. P. Eastwood, B. A. Gregersen, J. L.
Klepeis, I. Kolossvary, M. A. Moraes, F. D. Sacerdoti, J. K. Salmon, Y. Shan and D. E.
Shaw, Presented at: SC 2006 Conference, Proceedings of the ACM/IEEE. Tampa, Florida,
2006; Schrodinger Release 2015-4: Desmond Molecular Dynamics System, version 4.4, D. E.
Shaw Research, New York, 2015. Maestro-Desmond Interoperability Tools, version 4.4,
Schrédinger, New York, 2015).

Sistem za MD simulaciju modeliran je postavljanjem jednog molekula fulerenola u kubi¢nu
kutiju sa 3000 molekula vode. Prethodno je upotrebom programa Jaguar 9.0 iz SMSS paketa
izvrSena geometrijska optimizacija fulerenola koriS¢enjem B3LYP hibridnog izmensko-
korelacionog funkcionala (Becke, 1993) sa 6-31G(d) bazisnim skupom. Nakon geometrijske
optimizacije sprovedena je vibraciona analiza na istom nivou teorije, koja je odsustvom
imaginarnih frekvencija potvrdila pravo ravnoteZno stanje fulerenola.

Za MD simulaciju iskoriS¢eno je OPLS 2005 polje sila (Banks i dr., 2005). Sistem je
posmatran kao NPT tip ansambla, dok je za vreme simulacije odabrana vrednost od 5 ns.
Ostali parametri MD simulacije podrazumevaju pritisak u vrednosti od 1,01325 bar i
temperaturu u vrednosti od 300 K. Proracuni dalekoseznih interakcija su vrSeni Evaldovim
metodom (Essmann i dr., 1995), ograni¢enjem radijusa interakcije na 12 A. Tokom prvih 100
ps simulacije sistem je najpre optimizovan poput NVT tipa ansambla, u svrhe relaksacije.
Naelektrisanja su bila genericki regulisana potencijalom sila, dok je rastvara¢ bio regulisan
modelom prostih tackastih naelektrisanja (engl. Single Point Charge, SPC) (Van Gunsteren &

Hermans, 1999). Geometrijski parametri fulerenola dobijeni optimizacijom klasi¢nim
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(potencijalom sila OPLS 2005) i DFT metodom su medusobno uporedeni, ¢ime je
ustanovljeno izuzetno dobro slaganje (za duZine veza RMSE je iznosio 0.0315 A) i izvrSena
validacija upotrebe OPLS 2005 potencijala sila u sluc¢aju fulerenola. Za geometrijsku
optimizaciju fulerenola potencijalom sila koriS¢en je program MacroModel (Schrodinger
Release 2015-4: MacroModel, version 11.0, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2015.
Schrodinger Release 2015-4: MacroModel, version 11.0, Schrodinger, LLC, New York,
2015), takode iz SMSS paketa. Za ispitivanje uticaja temperature na organizaciju FNP,

sprovedene su simulacije sistema od 32 molekula fulerenola na dve razlicite temperature.
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2.2.12. ISPITIVANJE TOKSICNOSTI IN VITRO NA CELIJSKIM LINIJAMA
Ispitivanje antiproliferativnog efekta, odnosno citotoksi¢nosti, podrazumeva tretman celijskih
linija u kontrolisanim uslovima supstancom od interesa tokom razli¢itih vremenskih perioda,

najcesce 24, 48 ili 72h.

Gajenje i pregled celijskih linija

Za odredivanje uticaja ispitivanih supstanci na rast ¢elija koriS¢ene su humane tumorske
¢elijske linijje MDA MB-231, MCF-7, Hs-294 T i U-251, kao 1 linija humanih zdravih ¢elija
MRC-5 (Tabela 1). Celijske linije su odrzavane u flaskovima povrine 25¢cm? (Costar, USA)
u 10 cm® DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) medijuma, obogaéenog sa 4,5%
glukoze, 5% FCS (Fetal calf serum, PAA), sa dodatkom antibiotika 100 IU/cm® penicilina i
100 pg/em’ streptomicina na 37 °C, u vlaznoj atmosferi sa 5% CO,. Pun sloj Celija je
odlepljen od podloge sa 0,25% tripsinom i 0,05% EDTA (Sigma-Aldrich), a odgovarajuci

alikvoti su kori§¢eni za pasaziranje.

Tabela 2.1. Pregled ¢elijskih linija koriS¢enih u eksperimentima

; Vrsta Vreme
Celijska linija Pun naziv Kataloski broj Organ .
(Species) udvajanja (h)
Hlumant fibroblast ECACC 84101801 Plu¢ 27
uca
MRC-5 pluéa (zdravo tkivo)
2
Humani kareinom ATCC® HTB-26" 3 Dojk: 38 (41,9)
- s OjKa >
MDA-MB-231 dojke ER- a )
Q
Humani karcinom © . §
MCF-7 : ATCC™ HTB-22 s Dojka 35
. dojke ER+ vt
()
>
Hs-294 T Humani melanom ATCC® HTB-140" S Koza 29
U-251 Humani glioblastom  ECACC 09063001 Mozak 23,8

"Vreme potrebno da se broj ¢elija uve¢a dva puta
ECACC - European Collection of Authenticated Cell Cultures
ATCC - American Type Culture Collection

Tretman celija

U svaki otvor mikrotitar ploCe (Sarstedt, Newton, USA) je posejano 180 ul celijske
suspenzije razliCite gustine u medijumu sa 5% FCS na 37 °C. Za 24 h tretman je za sve
éelijske linije sejano po 1x10* ¢elija po otvoru, za 48 h tretman 5x10° ¢elija, dok je za 72 h

tretman posejano 2,5x10° ¢elija. Pre tretmana, Celije su preinkubirane u trajanju od 24h.
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Duzina tretmana je bila 24h, 48h 1 72h na 37 °C uz 5% CO,. U naSim eksperimentima je broj
¢elija bio 2.500-10.000, u zavisnosti od vremena trajanja tretmana, a Sto je odabrano na
osnovu vremena udvajanja celija, odnosno vremena koje je potrebno da se broj celija
dvostruko uveca.

Celije, osim kontrole, su tretirane sa po 20 pl doksorubicina i nanokompozita
fulerenol/doksorubicin u 5 razli¢itih finalnih koncentracija (10; 1; 0,1; 0,01 1 0,001 umol/dm3
racunato na DOX), dok je u kontrole dodata ekvivalentna zapremina medijuma. Nakon

tretmana je izvrSen protokol za SRB test i o¢itane su apsorbance na spektrofotometru.

Ispitivanje citotoksi¢nosti

Rast ¢elijskih linija je pra¢en kolorimetrijskim SRB testom prema Skehan-u (Skehan i dr.
1990). Celije su nakon tretmana doksorubicinom i nanokompozitom fiksirane 50%
trihlorsir¢etnom kiselinom (1 h, +4 °C), isprane 4 puta bidestilovanom vodom (Wellwash 4,
Labsystems; Helsinki, Finland) i1 bojene 0,4% SRB bojom (Sigma-Aldrich) 30 min na 22 °C.
Mikrotitar plo¢e su zatim isprane 1% sir¢etnom kiselinom radi uklanjanja nevezane boje.
Boja vezana za proteine je ekstrahovana 10 mmol/dm’ TRIS  bazom
(tris[hidroksimetil]Jaminometan). Apsorbanca je ocitavana na spektrofotometru (Multiscan
Ascent, Labsystems; Helsinki, Finland) na talasnim duZinama 540 nm (specificna talasna
duzina za SRB) 1 620 nm (referentna talasna duzina za uklanjanje apsorbance pozadine).
Absorbanca je dobijena kao razlika apsorbance pozadine i apsorbance na 540 nm.
Eksperimenti su uradeni u kvadriplikatu za svaku ispitivanu ¢elijsku liniju, koncentraciju
supstance 1 vreme izloZenosti supstancama. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost 4

nezavisna merenja.

Obrada i predstavljanje rezultata
Efekat na Celijski rast je prikazan kao procenat u odnosu na kontrolu, §to je raCunato prema
formuli:

K = (At/Ak) x 100% (2.9,
gde je:
K = procenat od kontrole
A, = apsorbanca testirane supstance

Ay = apsorbanca kontrole
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Antiproliferativna aktivnost ekstrakta izrazena je kao ECsy vrednost, gde ECsy predstavlja
polovinu maksimalne efektivne koncentracije, odnosno koncentraciju koja dovodi do
polovine maksimalnog odgovora. Vrednosti ECsy su racunate primenom softvera Biosoft
CalcuSyn, a na osnovu krivih koje predstavljaju odnos izmedu koncentracije supstance i
efekta na celijski rast.

Statisticka obrada rezultata antiproliferativne aktivnosti, koje su graficki predstavljene, je
uradena u programu Microsoft Excel 2007 primenom t-testa razlike izmedu aritmetickih
sredina dva mala nezavisna uzorka sa istaknutim statisticki znac¢ajnim razlikama (p<0,05) za
rezultate dobijene pri primeni samog DOX i nanokompozita FNP/DOX.

U cilju odredivanja selektivnosti ispitivane supstance prema tumorskim u odnosu na zdrave
¢elijske linije, odreden je ne-tumor/tumor odnos (NT/T).

Odnos NT/T predstavlja koli¢nik ECsy vrednosti dobijenih za netumorsku i tumorske ¢elijske
linije i ukoliko je >1, ispitivana supstanca je selektivnija za tumorske u poredenju sa zdravim

¢elijjama.
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2.2.13. ISPITIVANJE TOKSICNOSTI IN VIVO NA MODELU ZEBRICE

Odrasle jedinke zebrica (Danio rerio) su nabavljene od komercijalnog dobavljaca (Pet
Centar, Beograd, Srbija) i gajene pod odgovaraju¢em zivotnim uslovima: ISO voda sastava (2
mmol/dm® CaCly; 0,5 mmol/dm® MgSO,; 0,7 mmol/dm® NaHCOj3; 0,07 mmol/dm® KCI)
temperatura 28 + 1 °C i svetlosni rezim 14 h svetlo/10 h mrak. Zivotinje su hranjene dva puta
dnevno komercijalnom suvom hranom (TetraMinTM flakes; Tetra Melle, Germany) kao i
sveze pripremljenim kulturama artemija (Artemia nauplii). Dan pre mresta, muzjaci i Zenke,
u odnosu 2:3, su odvojeni u posebne akvarijume za mrest. Mrest je indukovan sledeé¢eg dana,
neposredno nakon paljenja svetla. PoloZena jaja su sakupljena, isprana nekoliko puta ISO
vodom za gajenje zebrica, nakon cega su neoplodena jaja uklonjena. Oplodena jaja
(embrioni) u stadijumu 4 hpf (engl. hours post fertilization, hpf) su tretirana razli¢itim
koncentracijama ispitivanih supstanci, kao i 0,25% dimetil-sulfoksidom (DMSO) kao
negativnom kontrolom. Tretmani su vrSeni u mikrotitar plo¢ama sa 24 bunarci¢a, pri ¢emu je
svaki bunarci¢ sadrzao 1 ml ispitivane supstance rastvorene u ISO vodi i 10 embriona. Svaka
supstanca je ispitivana u $est razli¢itih koncentracija (2,3; 4,6; 9,2; 46; 92 i 920 pmol/dm’,
odnosno uM) koje su pripremljene razblazivanjem rastvora u ISO vodi. Eksperimenti su
ponovljeni tri puta, sa po 30 embriona po koncentraciji.

Procena embriotoksi¢nosti (letalni 1 teratogeni efekat) je pracena na svakih 24h tokom 4
uzastopna dana pomocu invertnog mikroskopa (CKX41; Olympus, Tokyo, Japan) prema
standardizovanom protokolu za ispitivanje hemikalija na zebricama (OECD (236) 2013). 96h
nakon fertilizacije, embrioni su anestezirani dodatkom 0,1% (w/v) rastvora trikaina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), fotografisani i usmréeni smrzavanjem na -20 °C tokom 24h.
Morfoloske abnormalnosti su tabelarno prikazane. Letalne koncentracija koja izaziva letalni
efekat kod 50% embriona (LCsy) je odredena pomoéu ToxRatPro programa (ToxRat®,
Software for the Statistical Analysis of Biotests, ToxRat Solution GmbH, Alsdorf, Germany,
Version 2.10.05) primenom ,,maximum likelihood” regresione analize.

Svi eksperimenti na zebricama su realizovani u Laboratoriji za molekularnu genetiku i
ekologiju mikroorganizama na Institutu za molekularnu genetiku 1 geneti¢ko inZenjerstvo
(IMGGI) u Beogradu, Univerzitet u Beogradu, a u skladu sa evropskom direktivom

2010/63/EU i etickim pravilima o brizi i upotrebi laboratorijskih Zivotinja IMGGI-ja.
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3. REZULTATI

Fulerenol kao molekul i nanocestica, kao i nanokompozit FNP/DOX, se mogu okarakterisati
prate¢i dva razli¢ita pristupa: molekulsko-spektralne metode (XPS, FTIR, MS, NMR, UV,
SFM) i metode nanokarakterizacije (AFM, TEM, DLS).

3.1. KARAKTERIZACIJA UZORAKA PRIMENOM XPS METODE

Budu¢i da su uzorci neprovodni, njihovo ozracivanje rendgenskim zracenjem je dovodilo do
naelektrisanja povrsine usled elektronske emisije, $to za posledicu ima pomeraj svih poloZaja
prema vecim energijama veze. Ovaj tehnicki problem je reSavan istovremenim ozracivanjem
uzorka rendgenskim zracenjem i izvorom sporih elektrona kako bi se kompenzovao manjak
elektrona u uzorku. Kriterijum za intenzitet fluksa sporih elektrona je bio da glavna
fotoelektronska linija ugljenika, C 1s, bude pozicionirana na 284,8 eV, §to je ocekivana
pozicija ove linije za fulerenole (Wang 1 dr., 2012; Friedrich 1 dr., 2011).

Na slici 3.1. je prikazan pregledni XPS spektar uzorka fulerenol M, na kome se jasno
uocavaju najintenzivnije fotoelektronske i Auger (Oze) linije ugljenika, kiseonika i natrijuma,
kao i osnovna fotoelektronska linija indijuma (In 3d), koja potice od podloge uzorka.
Pregledni XPS spektar uzorka sintetisanog fulerenola S izgleda kvalitativno isto. Na osnovu
intenziteta fotoelektronskih linija C 1s, O 1s, Na 1s i1 In 3d, utvrden je sastav uzoraka koji je

predstavljen u Tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Hemijski sastav uzoraka fulerenola u atomskim procentima izmeren metodom

XPS

Uzorak C (at. %) O (at. %) Na (at. %) In (at. %)
Fulerenol M 50,5 47,2 1,7 0,6
Fulerenol S 54,0 41,3 2,5 2,2

Razlika u koli¢inama detektovanog indijuma dva uzorka je isklju¢ivo posledica njihove
pripreme i ne nosi nikakvu dodatnu informaciju. Iz rezultata se vidi da fulenerol S ima nesto
vi$e natrijuma i manje kiseonika, no u oba uzorka se uocava daleko vise kiseonika nego $to bi
se na prvi pogled ocekivalo: sastav Cg(OH)y4 bi trebalo da bude 71,4% C i 28,6% O buduci
da se vodonik ne moZe detektovati ovom metodom. Najverovatniji razlog povisene
koncentracije kiseonika je adsorbovana voda, koja relativno lako gradi vodoni¢nu vezu sa

OH grupama fulerenola. Ovo je i osnovni razlog zasto se XPS karakterizacija fulerenola vrsi
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gotovo isklju¢ivo na osnovu detaljne analize C 1s linije. Prisustvo natrijuma najverovatnije
predstavlja posledicu sintetskog puta fulerenola (Djordjevi¢ i dr. 1998; Mirkov i dr. 2004).
Rezultati atomske apsorpcione spektrometrije takode ukazuju na prisustvo natrijuma od 7,3%
u uzorku fulerenola (rezultati nisu prikazani).

Prema (Friedrich, Henkel, Richter, & Schmeifer, 2011), C 1s se fituje na 4 doprinosa koje
interpretiramo kao C-C veze (doprinos 1 na 284,8 eV), C-OH veze (doprinos 2 na oko 286,6
eV), C-O, koje u radu Wang i saradnika (Fang Fang Wang, Wang, Liu, Tian, & Li, 2012)
interpretiraju kao C-ONa veze (doprinos 3 na oko 288,0 eV) i C=0 veze na (288,9 eV). Sve
energije veze su pomerene za 0,3 eV prema niZim energijama veze u referenci (Friedrich i
dr., 2011) zato Sto se osnovna linija nalazi na 284,8 eV, umesto na 285,1 eV. Tafan polozaj
prvog doprinosa nema mnogo znacaja zato $to je on podeSavan izborom intenziteta fluksa

sporih elektrona pri kompenzaciji naelektrisanja.

O 1s
1800 - ]
1600 - C1s
G 1400
a Na 1s
£ 12004 CKLL | OKLL
~ 1 1
L 1000 - l l
g | Na KLL
L 8004 l In 3d
=
600 - l
400 -
200 -
1 ' I ! 1 I 1 'L*ﬁhﬂml
1200 1000 800 600 400 200 0

Energija veze (eV)

Slika 3.1. Pregledni XPS spekatar uzorka fulerenol M sa poloZajima najintenzivnijih linija

oznacenim strelicama

Uvedeno je 1 fizicki potpuno opravdano ogranicenje da sve linije imaju jednaku poluSirinu.
Primenom navedenog modela objaSnjenog u uvodnom delu metode, dobija se rezultat

fitovanja C 1s linije uzorka fulerenol M, koji je prikazan na slici 3.2.
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Eksperiment

6000 +
5000 4 Anvelopa
4000 4
3000 H

2000 H

Intenzitet (impulsi)

1000 4

25:2 I 2&10 I 28|8 I 28IB I 28|4 I 2é2 I 28|U
Energija veze (eV)
Slika 3.2. C 1s fotoelektronska linija snimljena sa uzorka fulerenol M na osnovu modela

predlozenog u (Friedrich i dr., 2011)

Rezultat fitovanja je kranje nezadovoljavajuci, posebno u oblasti manjih energija veze gde
nedostaje bar jo$ jedan doprinos. Medutim, dodavanje ovakvog doprinosa ne bi imalo
fizickog smisla, jer se na energijama veze od oko 283 eV nalaze doprinosi za karbide
razli¢itih metala. Stvarni razlog neuspelog modelovanja C 1s linije je u prisustvu efekta
nehomogenog naelektrisanja uzorka: razli¢iti delovi uzorka se nalaze na razli¢itim
potencijalima, tako da ¢e elektroni emitovani iz atoma koji se nalaze u istom hemijskom
okruZenju, ali u razli¢itim delovima uzorka, imati pri detekciji razlicitu kineticku energiju §to
se vidi kao razliita energija veze. Efekat nehomogenog naelektrisanja povrSine je verovatno
najsloZeniji problem pri XPS karakterizaciji. UzevSi pomenuto u obzir, problemu se dalje
pristupa na originalan nacin, polaze¢i od analize Na 1s fotoelektronske linije. Anvelopa
predstavlja rezultujucu krivu u spektru koja obuhvata modeliranu krivu koja obuhvata sve
preklapajuce pikove rezlicitih energija koji se pojavljuju u odredenoj oblasti spektra.

Na slici 3.3. je prikazan XPS spektar Na 1s linije snimljene sa uzorka fulerenol M. Za
ocekivati je da natrijum, koji je uvek u oksidacionom stanju +1, ima samo jedan doprinos. U
ovom pristupu pretpostavlja se da je prisustvo drugog doprinosa (Na 1s(2)) iskljucivo
posledica neuniformnog naelektrisanja povrsSine, odnosno u pitanju je jedan vid sistematske
greske pri merenju. Sistemske greSke nastaju zbog nesavrSenosti ili neispravnosti mernih
instrumenata; tokom viSe merenja iste merene veli¢ine ostaju stalne ili se menjaju na

predvidiv nacin. Po$to nema interpretacije vezane za hemijsko okruZenje emitujué¢eg atoma,
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ovaj doprinos zove se replika osnovne linije. Polozaj, poluSirina i relativan intenzitet (u
odnosu na intenzitet glavne linije) replike su definisani raspodelom naelektrisanja u uzorku.
Prema tome, bilo koji doprinos svake linije u XPS spektru ¢e imati potpuno istu repliku,
jednake polusirine, jednakog pomaka u odnosu na original i jednakog relativnog intenziteta u
odnosu na original. U ovom slucaju koristi se Na 1s linija radi utvrdivanja parametara replike
koji su navedeni u Tabeli 3.2., a koja ¢e se koristiti pri fitovanju C 1s linije. Vrednosti
polusirine trake mogu biti vazni indikatori koji ukazuju na promene, odnosno, veca prosirenje
pika moze ukazivati na: promenu broja hemijskih veza, stanja uzorka i/ili promenljivog

naelektrisanja povrsine.

4000 -
Eksperiment Anvelopa

3800
=
o
3 3600
e
= 3400 4
v
=
N
=
5 3200
=
=

3000

2800

' I ' I ' I ' I ' 1
1076 1074 1072 1070 1068 1066

Energija veze (eV)

Slika 3.3. Na 1s fotoelektronska linija uzorka fulerenol M, i njen fit na dva doprinosa

Na slici 3.4. je prikazan XPS spektar C 1s linije uzorka fulerenol M zajedno sa fitom na 4
doprinosa od kojih se svaki sastoji od originala i replike definisane na osnovu fita Na 1s linije
(ukupno osam pikova). Vazno je napomenuti da je broj slobodnih parametara za fitovanje ove
linije potpuno isti kao i u slucaju fita prikazanom na slici 3.2., budu¢i da je svaka replika u
potpunosti determinisana originalom. Na osnovu relativnih intenziteta svake od linija, koji su
dati u Tabeli 3.3., moze se proceniti srednji broj OH grupa, ONa grupa i C=0 grupa po
jednom molekulu fulerenola. Na osnovu rezultata fitovanja C 1s linije (Slika 3.4.) molekul
fulerenola u uzorku fulerenol M ima u proseku 21 OH grupu, jednu ONa grupu i 3 C=0

grupe, Sto je relativno blizu ocekivanom Cg(OH),4. Samim tim, izvodi se zakljucak da je
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predlozeni model karakterizacije fulerenola dovoljno dobar za procenu karakteristika uzorka

fulerenol S.

6000 4
5000 4
4000 4

3000 H

Intenzitet (impulsi)

2000 -+

1000

T T T T T T T ;
292 290 288 286 284 282 280

Energija vezivanja (eV)

Slika 3.4. XPS spektar C 1s linije uzorka fulerenol M, i odgovaraju¢i fit na osnovu modela

definisanom fitovanjem odgovarajuce Na Is linije

Na slici 3.5. je prikazan XPS spektar Na 1s linije uzorka fulerenol S, zajedno sa
odgovaraju¢im fitom, odakle se mogu definisati parametri replike za svaki doprinos bilo koje

linije ovog uzorka. Ovi parametri su dati u Tabeli 3.2.

5200 A
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Slika 3.5. Na 1s fotoelektronska linija uzorka fulerenol S, i njen fit na dva doprinosa
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Sada se model definisan na osnovu fita Na 1s linije primenjuje na fitovanje C 1s linije na isti

nacin kao 1 u slucaju uzorka fulerenol M. Rezultat je prikazan na slici 3.6.
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Energija veze (eV)
Slika 3.6. XPS spektar C 1s linije uzorka fulerenol S, i odgovaraju¢i fit na osnovu modela

definisanom fitovanjem odgovaraju¢e Na 1s linije

Replika prvog doprinosa (C-C) je prevelikog intenziteta, ali se radi doslednosti veza izmedu
originala i replike ipak zadrzava. Sto se same linije ti¢e, u ovom sluéaju je jasno izraZeniji
doprinos C-OH nego u slucaju uzorka fulerenol M (Slika 3.4). Osim toga, doprinosi C=C, C-
OH, C-ONa su pomereni ka ve¢im energijama veze za oko 0,5 eV u odnosu na vrednosti
navedene u (Friedrich i dr., 2011). S druge strane, treba imati u vidu da su poloZaji ovih
doprinosa u drugim radovima zaista na nesto viS§im energijama u odnosu na rad Friedrich i

saradnika.

Tabela 3.2. Rezultati parametara replike u odnosu na original usled nehomogenog

naelektrisanja na osnovu fita Na 1s linije

Uzorak Pomeraj polozaja (eV) Relativni intenzitet PoluSirina (eV)
Fulerenol M -1,3 0,4 2,1
Fulerenol S -2,3 0,150 2,2
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Tabela 3.3. Rezultati fitovanja C 1s linije uzoraka fulerenol M i fulerenol S

C-C C-OH C-ONa C=0
eV % eV % eV % eV %

Uzorak

Fulerenol M 284.,8 60,9 286,6 26,5 288,0 5.4 2889 | 7,0

Fulerenol S 284.,8 71,5 287,0 20,8 288,6 6,5 289,5 1,2
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3.2. DENZITOMETRIJA I TRANSPORTNE OSOBINE

Eksperimentalno dobijene vrednosti gustine su predstavljene graficki na slici 3.7. i u
tabeli P1 (Prilog). Ove eksperimentalno dobijene vrednosti su iskoriS¢ene za
izraCunavanje slede¢ih termodinamickih veli¢ina: prividna molarna zapremina Vg,
parcijalna molarna zapremina vode V; i parcijalna molarna zapremina fulerenola V, na

nacin kako je predstavljeno u radovima Vranes i saradnika (2016; 2015).
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Slika 3.7. Zavisnost gustine sistema {fulerenol + voda} od molalnosti fulerenola na razli¢itim
temperaturama: T = () 293,15; (O) 295,15; (A) 298,15; (V) 303,15; () 309,15; (<)
310,15 K; (>) 313,15 K (Vranes i dr., 2017)

Viskoznost
Dinamicka viskoznost je izraCunata primenom jednacine 3.1. i eksperimentalno dobijene

vrednosti su predstavljene graficki na slici 3.8., kao 1 u tabeli P2:

n=(Kt— L/t)d (3.1)
gde je:
K, L = konstante viskozimetra
t = vreme protoka

d = eksperimentalno odredena gustina tecnosti
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Slika 3.8. Zavisnost viskoznosti sistema {fulerenol + voda} od koncentracije fulerenola pri
razli¢itim temperaturama: T = (l) 293,15; (O) 298,15; (A) 303,15; (V) 309,15 ; (@)
310,15; (») 313,15 K (Vranes i dr., 2017)

Elektri¢na provodljivost
Vrednosti koje su eksperimentalno dobijene su predstavljene u tabeli P3, a zavisnost

elektri¢ne provodljivosti od koncentracije fulerenola je graficki prikazana na slici 3.9.
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Slika 3.9. Zavisnost elektri¢cne provodljivosti od kvadratnog korena koncentracije fulerenola
na temperaturama: T = () 293,15; (O) 298,15; (A) 303,15; (V) 309,15; (@) 310,15; (>)
313,15 K (Vranes i dr. 2017)
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3.3. RACUNARSKE SIMULACIJE

Interakcija izmedu posmatranog molekula i rastvaraca se moze efikasno ispitati RDF
analizom. RDF, g(r), opisuje verovatnocu nalazenja Cestice na udaljenosti » od druge Cestice
(Vaz, Gomes, & Silva, 2016). U cilju dobijanja uvida u raspodelu molekula vode oko
fulerenola, izraunate su odgovaraju¢e RDF. Profil krive, kao i udaljenost pika dobijene krive
ukazuje na afinitet nekog od atoma molekula ka uspostavljanju interakcija sa molekulima
vode. Ostriji pikovi sa maksimalnim vrednostima g(r) na Sto kra¢im udaljenostima ukazuje
na izrazenije interakcije sa molekulima rastvaraca.

RDF u odnosu na rastojanje izmedu centra mase (CM) fulerenola i atoma kiseonika u
molekulima vode pokazuje da se maksimalne vrednosti g(r) nalaze na udaljenost od 0,67 nm

(6,7 A) (slika 3.10.).

3.0+
2:54] Ceso(OH)24

2.0

g(r)

T Tl L. .
0 WZ2ZW 4 S5 6 7 8 9 10 11 12

Slika 3.10. RDF u odnosu na CM fulerenolai atoma kiseonika iz vode 1 naznaceni

poluprec¢nik fulerenola (Vranes i dr. 2017)

Detaljniji uvid u interakcije fulerenola sa molekulima vode je dobijen racunanjem RDF
izmedu atoma iz fulerenola i atoma kiseonika iz vode, Sto je predstavljeno na slici 3.11. U
slu¢aju atoma vodonika, maksimalne vrednosti g(r) su locirane na rastojanjima znatno ispod
2 A. Pored toga, primeéuje se pojava dve odvojene solvatacione sfere, gde se pik udaljenije
sfere nalazi na udaljenosti od oko 3,2 A. Udaljenost pika atoma kiseonika iznosi nesto vise od
2,5 A. Kako u slucaju atoma kiseonika, tako i vodonika, RDF imaju maksimalne g(r)
vrednosti u iznosu od oko 1,2. Sto se ti¢e pika atoma ugljenika u fulerenolu, rastojanje

maksimalne vrednosti g(r) je oko 3,5 A.
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1 Coeo(OH)24: H-atomi

n Ceo(OH)24: O-atomi .
Coo: C-atomi
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Slika 3.11. RDF izmedu atoma iz fulerenola i atoma kiseonika iz vode (Vranes i dr. 2017)

Uzimajuéi u obzir vaznost struktuiranja fulerenola u zavisnosti od temperature, ispitane su
RDF sistema 32 molekula fulerenola na dve razliite temperature, 295 i 315 K. RDF je
posmatrana u odnosu na rastojanje CM jednog molekula fulerenola od CM preostalih
molekula fulerenola, slika 3.12., gde se moze videti da pri temperaturi od 315 K g(r) ima
prakti¢no upola manju maksimalnu vrednost, lociranu na priblizno istom rastojanju, u odnosu

na temperaturu od 295 K.

—T=295K
—T=315K

g(r)

Slika 3.12. RDF u odnosu na rastojanje CM jednog molekula fulerenola od CM preostalih
molekula fulerenola na tempearturama od 295 (crna boja) 1 315 K (crvena boja) u sistemu od

32 molekula fulerenola (Vranes i dr. 2017)
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3.4. ISPITIVANJE I KARAKTERIZACIJA UZORAKA PRIMENOM
UPLC/MS/MS

Fulerenol

Hromatogrami i maseni spektar fulerenola Ceo(OH)4 su predstavljeni na slici 3.13.
Hromatogram (Slika 3.13.b) ukazuje na retenciono vreme 4,49. Pregledom masenih spektara
svakog pika utvrdeno je da hromatografski pik koji se nalazi na 4,49 min potice od fulerenola
¢ijja je masa 1128,8196 Da. MS spektar predstavlja potomke (m/z 282,2471) nastale
fragmentacijom polianjonskog molekula fulerenola sa 24 hidroksilne grupe (m/z 1128,8196/4
= 282,205).

a FNF2 280 {4 402 -"f_‘rr -5;.:? 862 TOF MS .::.:-:_-_
) 100 282,247 508
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h |
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Slika 3.13. TOF ES+ Maseni spektar a) i hromatogram i b) fulerenola C¢o(OH)»4 (Preuzeto i
modifikovano iz: (Seke i dr., 2016)
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Doksorubicin

Na slici 3.14. je predstavljen hromatogram komercijalnog leka Adriblastina®/Adriamycin®
Pfizer sa aktivnim principom doksorubicinom, dok slike 3.15. i 3.16. predstavljaju MS i
MS/MS spektar doksorubicina, redom, gde je propustaju¢i samo jon doksorubicina i izlazuci
ga gasu u kolizionoj Celiji 1 odgovarajucoj energiji dobijena njegova fragmentacija i
skeniranjem snimljen spektar njegovih potomaka. ESI izvor je bio operativan u pozitivhom
jonizacionom modu po ugledu na literaturne podatke (Ma i dr. 2015).

U spektrima komercijalnog proizvoda u kojem se nalazi doksorubicin, fragment koji se nalazi
na vrednosti 544,1166 predstavlja molekulski jon ¢ija masa je umanjena za jedan elektron. Ta

informacija je dalje kori§¢ena pri MS/MS eksperimentima.

doxonubicin? TOF M5 ES+
1.24 TIC
100 '| - 2ie3
|
-a
| I
0.25 | 1.35 a77
i i - .":‘:, T T S RREREE —,“J e e
1.00 2.00 3.00 4.0 £.00 .00 700

Slika 3.14. Hromatogram ADRIBLASTINA®RD (aktivni princip doksorubicin; RV=1,24)
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Slika 3.15. TOF ES+ MS spektar ADRIBLASTINA®RD (aktivni princip: doksorubicin)
(Seke i dr. 2016)
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Slika 3.16. TOF ES+ MS/MS spektar ADRIBLASTINA®RD (aktivni princip: doksorubicin)
(Seke i dr. 2016)
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Nanokompozit

Danica Jovic

Na slikama 3.17. i 3.18. predstavljeni su hromatogram i MS spektar nanokompozita

FNP/DOX, redom.

100

0.26

141001D0XY_FNF2

454

TOF MS ES+
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Slika 3.17. Hromatogram nanokompozita FNP/DOX
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Slika 3.18. TOF ES+ MS spektar nanokompozita FNP/DOX
a) spektar pika na 4,457 min (FNP)
b) spektar pika na 1,228 min (DOX)

U cilju ispitivanja stabilnosti, kao 1 utvrdivanja mogucih kovalentnih interakcija izmedu FNP
i DOX u nanokompozitu FNP/DOX uradena je kvantifikacija uzoraka na dve talasne duzine
(215 1 476 nm) tako Sto je pracen samo fragment 544,1122. Rezultati ovog eksperimenta su

priloZeni u Prilogu ove disertacije.
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3.5. ISPITIVANJE 1 KARAKTERIZACIJA NANOKOMPOZITA

FNP/DOX PRIMENOM NMR SPEKTROSKOPIJE

'"H NMR spektri uzoraka razli¢itih molskih odnosa nFNP:nDOX (8:13, 4:13 i 1:13) su
snimljeni u cilju istrazivanja medumolekulskih interakcija izmedu fulerenola i doksorubicina
u nanokompozitu FNP/DOX. Porast molskog udela FNP vodi do smanjenja i gubitka signala
aromatic¢nih protona na 8 7,76 ppm (t), 7,64 ppm (d), 7,48 ppm (d), i signala asigniranog kao
metil grupa Se€erne komponente doksorubicina na & 1,32 ppm (d) (Slika 3.19.). Pored toga,
primetno je i nestajanje signala na slede¢im ppm: 2,0; 2,2; 2,3; 2,7; 3,0; 5,5.

I
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{
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Slika 3.19. Uticaj razli¢itog molskog odnosa fulerenola i doksorubicina (Jovi¢ i dr., 2016)

a) 8:13 b) 4:13 ¢) 1:13 na hemijski pomeraj aromati¢nih protona i metil grupe doksorubicina

Sa ,,starenjem” uzorka (slika 3.20.) oblik i poloZzaj signala metil grupe Secerne komponente
doksorubicina se znacajno menjaju. Odmah nakon pripreme uzorka primecuje se dublet na 6
1,32 ppm. Nakon sedam dana od pripreme se primecuje triplet, dok mesec dana nakon

pripreme predominantni signal postaje triplet na é 1,18 ppm.
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a)
1.50 1.45 1.40 135 1.30 1.25 1.20 11§ 110 ppm
b)
1.50 1.45 1.40 1.35 1.30 1.25 1.20 LIS L10 ppm
c)
1.50 1.45 1.40 135 1.30 1.25 1.20 LIS .10 ppm

Slika 3.20. Hemijski pomeraj signala metil grupe Se¢erne komponente doksorubicina u
uzorku molskog odnosa ngnp:npox = 1:13 nakon mesec dana b) nakon sedam dana c) nakon

pripreme (Jovi¢ i dr. 2016)

Druga familija detaljnije ispitivanih signala su aromati¢ni protoni doksorubicina, €iji su

hemijski pomeraji prikazani na slici 3.21.
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Ve

Slika 3.21. Hemijski pomeraj aromati¢nih protona u uzorku molskog odnosa ngnp:npox =

1:13 a) u koncentrovanom uzorku b) u razblazenom uzorku (1:6) (Jovi¢ i dr. 2016)

Kod koncentrovanijeg uzorka dominantni signali su slede¢i: 6 7,34 ppm (t) i 6 7,62 (t). Sa
razblazenjem uzorka dolazi do transformacije pikova i pomeraja ka nizem magnetnom polju

te su signali slede¢i: 7,46 (d), 7,60 (d) i 7,74 (t).
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3.6. RAMANSKA SPEKTROSKOPIJA

Pre pristupanja karakterizaciji ugljeni¢nih nanomaterijala Ramanskom spektroskopijom,
neophodno je razumeti uticaj jacine lasera na jedan takav uzorak (Hodkiewicz & Scientific,
bez dat.). Pored mogucnosti oSte¢enja uzorka moguce je i pregrevanje uzorka, Sto bi dovelo
do neadekvatnih spektara. Stoga, da bi se uzorkom bezbedno rukovalo i merenja bila
pouzdana, potrebno je ispitati gornje granice snage lasera, zbog cCega je prvi korak bio
ispitivanje odgovora fulerenola na razliCite jaCine lasera. Rezultat je predstavljen na slici
3.22. Meren je uzorak fulerenola Ceo(OH)24 u €vrstom stanju, a primenjene snage lasera su

bile sledece: 1, 10, 50 mW.

oitecenje 1zazvano
laserom
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£
|
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I I L) L] | ) L) I r L) 1 I I 1 1 ) 'I I ) L) I I L) T r

1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600
Ramanski pomeraj (cm™)

Slika 3.22. Ramanski spektar praha fulerenola Co(OH)24 na razli¢itim snagama lasera

Snimanjem fulerenola Cgy(OH),4 dobijaju se Ramanski spektri na kojima se uocavaju
maksimumi traka na slede¢im pribliznim vrednostima talasnih brojeva: 1460, 1520, 1560,
1650, 1770, 1930, 2110 i 2450 cm™. Uveli¢ani deo spektra na slici 3.22. ukazuje na pojavu
maksimuma na oko 1600 cm™, okarakterisanih kao degradacija uzorka usled primene

neodgovarajuce snage lasera (Hodkiewicz & Scientific, bez dat.).
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Pored utvrdivanja odgovarajuce snage lasera, ispitana je i zavisnost Ramanskih spektara od
koncentracije fulerenola u vodenim rastvorima (A: 12 mg/cm’, B: 125 mg cm’, C: 625 mg/

em’iD: 5 g/cm3) i rezultati su predstavljeni na slici 3.23.
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Slika 3.23. Zavisnost Ramanskih spektara od koncentracije fulerenola,g)

Snimanjem vodenih rastvora razli¢itih koncentracija fulerenola Cgo(OH),4 dobijaju se
Ramanski spektri na kojima se uocCavaju maksimumi traka na sledeé¢im pribliznim

vrednostima talasnih brojeva: 1560, 1650, 1770, 1930, 2110 1 2450 em’™

Vodeni rastvori predstavljaju najpogodnije okruZenje za proucavanje interakcija fulerenola sa
doksorubicinom, gde je Ramanska spektroskopija jedna od retkih koja daje uvid u strukturne
detalje. S obzirom na snaznu fluorescenciju doksorubicina pri ekscitaciji laserom talasne
duZine 488 nm, koja onemogucuje dalje tumacenje Ramanskih spektara, ispitivanje vodenih
rastovora nanokompozita FNP/DOX, kao i samog leka, je izvrSeno primenom lasera talasne
duzine 785 nm.

Na slikama prilozenim u Prilogu P7-9 su predstavljeni uporedni Ramanski spektri
doksorubicina i nanokompozita FNP/DOX razli¢itth odnosa komponenti snimljeni u
vodenom rastvoru odmah po nanoSenju na podlogu, kao i nakon 3h i 24h suSenja na podlozi,
redom. Veéina traka se javlja u opsegu 300-500 cm™, kao i u opsegu 1000-1700cm™, gde su
najintenzivniji maksimumi na slede¢im pribliznim vrednostima talasnog broja: 440, 760,

1210-1240, 1330, 1450, 1630 cm™.
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3.7. ISPITIVANJE UZORAKA PRIMENOM UV/VIS
SPEKTROSKOPIJE

U cilju proucavanja mogucih nekovalentnih interakcija izmedu doksorubicina i fulerenola
izvrSeno je UV/VIS spektroskopsko ispitivanje vodenih rastvora sa razli¢itim odnosima ove
dve komponente. Pretpostavka je da doksorubicin kao derivat antraciklina i molekul sa
nekoliko elektron-donorskih (karbonilne grupe, elektronski m-sistemi aromati¢nih prstenova)
i elektron-akceptorskih grupa (hidroksilna i amino grupa) moze graditi molekulske
komplekse povezane slabim nekovalentnim interakcijama. Sa druge strane, fulerenol takode
poseduje sli¢ne donorsko-akceptorske grupe i kao takav moze graditi agregate nekovalentnog
tipa. Promena polozaja i oblika traka ovih funkcionalnih grupa ukazivala bi na gradenje

pretpostavljenih molekulskih kompleksa.

Doksorubicin, kao 1 ostali derivati antraciklina, u UV/VIS spektralnoj oblasti u opsegu
talasnih duzina 290-480 nm pokazuju trake elektronskih prelaza n-n” i 7-n tipa. Naime, traka
(rame) u opsegu od 320-350 nm pripada asociranim prelazima n-w tipa karbonilnih grupa
doksorubicina. Traka na 480 nm pripada ©-n prelazima konjugovanih elektrona planarnog
aromaticnog sistema antraciklina. Ova traka najceS¢e se ispituje kod agregacije
antraciklinskih jedinjenja, karakteristike ove trake veoma zavise od samoagregacije,
agregacije i pH vrednosti (Samori i dr., 1987). U ovom ispitivanju posmatrane su promene

spektralnih karakteristika ove trake.

Na slici 3.24. prikazani su spektri koji predstavljaju zavisnost apsorbancije doksorubicina na
razli¢itim talasnim duzinama u prisustvu razli¢itih koncentracija fulerenola, takode dati su i
prvi izvodi spektara. Absorpcioni spektar doksorubicina u vidljivoj oblasti pokazuje tri trake:

479,496 1 529 nm.
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Slika 3.24. Zavisnost apsorbancije doksorubicina na razli¢itim talasnim duzinama u prisustvu
fulerenola razli¢itih koncentracija (levo): 3,47'10” mg/cm’ (FNP/DOX 1); 3,47°10"* mg/cm’
(FNP/DOX 2); 3,47'10° mg/cm3 (FNP/DOX 3) 1 prvi izvodi krivih (desno)

Kako se na slici moze uociti, sa povecanjem koncentracije fulerenola dolazi do hipohromnog
efekta i blagog crvenog pomeranja traka. Takode, izobesticka tacka moze se uociti na talasnoj
duzini od 538 nm. U odnosu na trake nanokompozita dobijene za koncentracije 3,47°107

3

mg/cm’ i 3,4710% mg/cm’, traka nanokompozita sa 3,47°10° mg/cm’ znadajno je niZe

apsorbancije 1 pomerena je ka viS§im vrednostima talasnih duZzina.
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3.8. ISPITIVANJE UZORAKA PRIMENOM
SPEKTROFLUOROMETRIJE

Doksorubicin po ekscitaciji izvorom svetlosti talasne duzine od 480 nm pokazuje dva
maksimuma fluorescentnog pika, na oko 560 nm i na oko 590 nm, $to je iskoriS¢eno za
pracenje gradenja nekovalentnih interakcija izmedu doksorubicina i fulerenolskih nanocestica
u vodenim rastvorima razli¢itih odnosa ove dve komponente. Sa slike 3.25. na kojoj je
predstavljena zavisnost fluorescencije doksorubicina na razliitim talasnim duzinama u
prisustvu fulerenola razli¢itih koncentracija (3,47'10'5 mg/cm3 ; 3,47'10'4 mg/cm3; 3,47‘10'3
mg/cm’®) se moZe primetiti da sa porastom koncentracije fulerenola u nanokompozitu
FNP/DOX, pri istoj koncentraciji DOX, dolazi do smanjenja intenziteta oba maksimuma (560

nm i 590 nm) DOX, i pojave novog maksimuma na nesto visoj talasnoj duzini, oko 610 nm.

1000+
800 - FNP/DOX 3

—— /
2 600-
S| DOX FNP/DOX 1
c AN
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= /

200

500 600 700 800
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Slika 3.25. Zavisnost fluorescencije doksorubicina na razli¢itim talasnim duZinama u
prisustvu fulerenola razligitih koncentracija: 3,47°10° mg/cm® (ENP/DOX 1); 3,47°10*
mg/cm’ (FNP/DOX 2); 3,47°10° mg/cm® (FNP/DOX 3)
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3.9. KARAKTERIZACIJA UZORAKA PRIMENOM DLS

Danica Jovic

U cilju ispitivanja uticaja pH vrednosti sredine na veli¢inu fulerenolskih nanocestica uradena

su DLS merenja veliCine Cestica i zeta potencijala Cestica vodenih uzoraka FNP u rastvorima

slede¢ih pH vrednosti: 5,28; 5,99; 6,48; 7,66; 8,70 i rezultati merenja su predstavljeni na slici

3.26. 1 tabeli 3.4. (zeta-potencijal).
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Slika 3.26. Zavisnost raspodele veli¢ine Cestica po broju u vodenom rastvoru FNP (¢=0,125

mg/cm’) od pH medijuma

Rezultati DLS merenja na slici 3.26. prikazuju raspodelu Cestica po broju i ukazuju na to da

je u svim ispitivanim rastvorima najveci broj Cestica srednje veli¢ine dijametra oko 5-6 nm,

sa opsegom veli¢ina Cestica 2-10 nm.

Tabela 3.4. Zeta potencijal ¢estica u vodenim rastvorima FNP razli¢ite pH vrednosti pri

koncentraciji FNP ¢=0,125 mg/cm3

pH medijuma

C-potencijal Cestica

Detaljni prikaz (—potencijala Cestica

[mV]
5,28 -15.9 39,8%: -31,2+6,92 27%: -50,4+9,37 6,2%: -5,13+4,74
5,99 -22,4 69,8%: -37,7+9,18 8,7%: -14+4,61 5,7%: -65,8+5,38
6,48 -10,3 96,8%: -9,64+4,03 3,2%: -32,34£3,56 /
7,66 =222 99,8%: -22,1+8,83 0,2%: -112+1,53 0,1%: 45,9+0,871
8,70 -28 55,5%: -18,1+8,27 33,4%: -36,8+5,13 3,9%: -61,3£7,45

Veli¢ina nanonosaca, kao 1 nove nanoformulacije leka imaju klju¢nu ulogu u njihovoj

bioaktivnosti 1 biodostupnosti. Nanocestice vec¢e od 300 nm aktiviraju komplementni sistem

koji uklanja cestice iz organizma (Dobrovolskaia, Aggarwal, Hall, & Mcneil, 2009), zbog

cega je fokus bio na odabiru FNP nanokompozita manjih dimenzija od ovih. Da bi se ispitale

osobine sistema FNP/DOX u vodenom rastvoru, tj. njihova aglomeracija, veli¢ina Cestica 1
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zeta potencijal, pripremljena su tri sistema FNP/DOX pri ¢emu je koncentracija DOX
zadrzana konstantnom, dok je koncentracija FNP bila promenljiva. Raspodele veli¢ina Cestica
vodenih rastvora FNP i FNP/DOX po broju su predstavljeni na slici 3.27., dok su zeta

potencijali uzoraka predstavljeni u tabeli 3.5.

Broj (%0)

100 1000

Veli¢ina (nm)

Slika 3.27. Raspodela veli¢ine Cestica po broju u vodenim rastvorima nanokompozita

FNP/DOX 1 FNP pri inicijalnoj koncentraciji FNP ¢=0,0125 mg/cm3

Pri ispitivanju rastvora dobijenog me$anjem rastvora FNP koncentracije ¢=0,0125 mg/cm”’ sa
rastvorom DOX (Slika 3.28.) dobijeni su rezultati koji ukazuju na postojanje familija Cestica
opsega 30-100 nm, gde je najveci procenat Cestica veli¢ine 50-60 nm. Raspodela Cestica po
broju u uzorku vodenog rastvora FNP se proteze od 4-30 nm, sa najve¢em brojem Cestica

veli¢ine od oko 6, 81 10 nm.

Tabela 3.5. Zeta potencijal ¢estica u vodenim rastvorima nanokompozita FNP/DOX i FNP pri

koncentraciji FNP ¢=0,0125 mg/cm3

FNP0,0125 mg/cm3 [mV] FNP0,0125 mg/cm3/DOX [mV]
-19,9 +28

Pri inicijalnoj koncentraciji FNP od 0,125 mg/cm’ na slici 3.28. primecuje se postojanje
familije Cestica opsega veli¢ina Cestica 2-10 nm, sa najve¢im procentom Cestica veli¢ine 2 1 5
nm, dok se u rastvoru nanokompozita FNP/DOX javlja familija Cestica opsega veli¢ina

Cestica 60-150 nm, sa najve¢im brojem cestica nanokompozita FNP/DOX veli¢ine 80-100

nm.
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Broj (%)
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0.1 1 10 100 1000
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Slika 3.28. Raspodela veli¢ine ¢estica po broju u vodenim rastvorima nanokompozita

FNP/DOX 1 FNP pri inicijalnoj koncentraciji FNP ¢=0,125 mg/cm3

Zeta potencijal rastvora nanokompozita u kojem je koncentracija FNP 0,125 mg/cm’ 48 h
nakon pripreme rastvora ima vrednost +35 mV; a 7 dana kasnije +40,1 mV (Tabela 3.6.). Ove
vrednosti su viSe u poredenju sa vrednostima zeta potencijala +28 mV 1 +28,9 mV za

nanokompozite u kojima je c(FNP)=0,0125 mg/cm3 1 ¢(FNP)=1,25 mg/cm3 , redom.

Tabela 3.6. Zeta potencijal ¢estica u vodenim rastvorima nanokompozita FNP/DOX i FNP pri

koncentraciji FNP ¢=0,125 mg/cm3

10000

FNPO,]ZS mg/cm3 [mV] FNPO’125 mg/cm3/DOX [mV] FNPO’125 mg/cm3/DOX [mV] nakon 7 dana

274 +35 +40,1

U slucaju kada je koncentracija FNP 1,25 mg/cm”, veli¢ina estica u rastvoru FNP se proteze
od nepunih 2 nm do skoro 20 nm, sa najve¢im brojem cestica veli¢ine oko 2, 4 1 8 nm, dok je
najveci procenat Cestica nanokompozita FNP/DOX, ¢ije se familije Cestica javljaju u opsegu
250-700 nm, veli¢ine 400-500 nm (slika 3.29.), dok je zeta potencijal Cestica u vodenim
rastvorima nanokompozita FNP/DOX i FNP pri koncentraciji FNP c=1,25 mg/cm’
predstavljen u tabeli 3.7.
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Slika 3.29. Raspodela veli¢ine ¢estica po broju u vodenim rastvorima nanokompozita

FNP/DOX i FNP pri inicijalnoj koncentraciji FNP ¢=1,25 mg/cm’

Tabela 3.7. Zeta potencijal Cestica u vodenim rastvorima nanokompozita FNP/DOX 1 FNP pri

koncentraciji FNP c=1,25 mg/cm3

FNPI,ZS mg/cm3 [mV]

FNP; 35 mg/em3/DOX [mV]

-23,7

+28,9

Sumarni prikaz raspodela veliine Cestica po broju u vodenim rastvorima nanokompozita

FNP/DOX pri razli¢itim koncentracijama FNP je predstavljen na slici 3.30.

50
40

Broj (%)

FNP/DOX 1

20k e L .

IO T » v T T T I R TR o A

FNP/DOX 2 FNP/DOX3

FO T s .................. e e

0.1 1

Veli¢ina (nm)

1000

10000

Slika 3.30. Pregled raspodele veli¢ine Cestica po broju u vodenim rastvorima nanokompozita

FNP/DOX pri razli¢itim koncentracijama FNP

Celijske linije se kultivisu u odgovaraju¢im éelijskim medijumima, stoga da bi se mogao na

validan nacin objasniti odgovor ¢elija na primenu odredene nanoformulacije, uradena su DLS

merenja raspodele veliine ¢estica FNP i nanokompozita FNP/DOX u ¢elijskom medijumu

DMEM sa dodatkom 5% FCS. Rezultati merenja su predstavljeni na slici 3.31. i tabeli 3.8.
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Slika 3.31. Raspodela veli¢ine cestica FNP i nanokompozita FNP/DOX po broju u ¢elijskom
medijumu DMEM sa 5% FCS pri inicijalnoj koncentraciji FNP ¢=0,125 mg/cm3

Tabela 3.8. Zeta potencijal ¢estica medijuma, nanokompozita FNP/DOX i FNP u ¢elijskom
medijumu DMEM sa 5% FCS pri inicijalnoj koncentraciji FNP ¢=0,125 mg/cm’

DMEM+5% FCS [mV] FNP , pmem+5% res [MV] FNP/DOX , pmem+5% rcs [mV]

-7,83 -11,2 -8,62

Rezultati raspodele veliine Cestica po broju u celijskim medijumima za sva tri merena
uzorka, medijum DMEM+5% FCS, FNP u medijumu, kao i FNP/DOX u medijumu,
pokazuju skoro istovetni trend raspodele Cestica (Slika 3.31.). U samom medijumu najveci
broj Cestica je veli¢ine oko 8 nm, dok je u ostala dva uzorka najveci broj Cestica veli¢ine oko
6 nm.

Zeta potencijal FNP u medijumu (-11,2 mV) je, kako bi se i1 ocekivalo, najniZi. Zeta
potencijal nanokompozita FNP/DOX u celijskom medijumu se ocekivano povecava u
poredenju sa zeta potencijalom FNP i dostize vrednost -8,62 mV, §to je u saglasnosti sa
rezultatima Seke i saradnika (Seke i dr., 2016). S obzirom na to da su vrednosti zeta
potencijala sva tri uzorka u opsegu +30 mV, moze se sa vremenom ocekivati dalja
aglomeracija i udruzivanje ovih manjih Cestica u vece.

Ukoliko bi se rezultati merenja predstavili tako da se posmatra raspodela veli¢ine Cestica po
intenzitetu, moguce je dobiti bolju predstavu o porodicama cCestica koje postoje u ispitanim

rastvorima (Slika P10).
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3.10. KARAKTERIZACIJA UZORAKA PRIMENOM AFM

Nanokarakterizacija uzoraka FNP i FNP/DOX nanokompozita je uradena primenom
mikroskopije atomskih sila. Uzorci su snimani 48 sati nakon pripreme, kao i nakon mesec

dana, a u meduvremenu su ¢uvani na temperaturi od 22 °C u mraku.

9170m B T

0.00 nm 000 nm

§34m

Zfun)

000

Slika 3.32. AFM rezultati merenja vodenog rastvora FNP nakon 48-Casovnog stajanja u
mraku na 22 °C na HOPG-u a) skala 2000 x 2000 nm? b) skala 710 x 710 nm? c)
odgovarajuci presek d) 3D prikaz (Jovi¢ i dr. 2016)

Na slici 3.32. su predstavljeni rezultati AFM merenja vodenog rastvora FNP (pH 6,5).
Primecuje se nehomogenost uzorka, kao i1 prisustvo nanocestica, od kojih je analizirana
Cestica dijametra 79 nm, a sastavljena je od dve manje nanocestice veli¢ina 29 1 50 nm 1
visine 5,1 nm. Ovi rezultati su poredivi sa rezultatima grupe Assemi i saradnika (Assemi i dr.,
2010).

Vece Cestice u uzorku su sacinjene od udruzenih Cestica (2-4) veli¢ine 30 nm, pri ¢emu nije

primeceno prisustvo Cestica ve¢ih od 150 nm. Fulerenolske nanocestice su rasporedene po
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terasama, $to ukazuje na njihovu polarnost, Sto je u skladu sa merenjima zeta potencijala i

literaturnim podacima (Vileno i dr. 2006).

Slika 3.33. predstavlja rezultat AFM merenja nanokompozita FNP/DOX snimljenog 48 h

nakon pripreme i stajanja u mraku na 22 °C.

A

580 am

Y [pm]

000 nm

Slika 3.33. AFM rezultati merenja FNP/DOX nanokompozita nakon 48-Casovnog stajanja u
mraku na 22 °C a) skala 2000 x 2000 nm” b) skala 670 x 670 nm” ¢) odgovarajuéi presek d)

3D prikaz; Cestice se nalaze na terasama HOPG a, $to ukazuje na polarnost (Jovi¢ i dr. 2016)

Analizirane Cestice u ovom uzorku su dijametra 37,5 nm, 39,2 nm i 86 nm i za razliku od
FNP uzoraka ne moze se jasno odrediti da li su sastavljene od viSe manjih Cestica. Slika 3.33.
¢ prikazuje odgovarajuci presek analiziranih Cestica, gde se vidi da je maksimalna visina 2,5
nm, dok je na slici 3.33. d predstavljen 3D prikaz Cestica.

Slika 3.34. predstavlja AFM rezultate merenja FNP/DOX nanokompozita nakon 30-dnevnog
stajanja u mraku na 22 °C. Morfoloskom analizom je utvrdeno prisustvo dominantnih
nanocestica veli¢ine 30-40 nm, koje nanizane jedna do druge Cine ukrStenu vlaknastu

strukturu mikronskih dimenzija. Na d odeljku slike je predstavljen 3D prikaz FNP/DOX
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uzorka, gde se pored ukrStene vlaknaste strukture primecuje prisustvo Cestica veliine i

morfologije koja odgovara Cesticama starim 48 h.

B

A

Y [pm]

Slika 3.34. AFM rezultati merenja FNP/DOX nanokompozita nakon 30-dnevnog stajanja u
mraku na 22 °C a) skala 2000 x 2000 nm? b) skala 670 x 670 nm? ¢) odgovaraju¢i presek d)

3D prikaz (Jovi¢ i dr. 2016)
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3.11. KARAKTERIZACIJA UZORAKA PRIMENOM TEM

Rezultati TEM merenja vodenog rastvora FNP nakon sonikacije su predstavljeni na slici

3.35., gde se mogu uociti Cestice veli¢ine oko 2 nm.

Slika 3.35. Rezultati TEM merenja vodenog rastvora FNP nakon sonikacije (Jovi¢ i dr. 2016)

Na slici 3.36. se moZe videti TEM uzorka nanokompozita FNP/DOX, gde se mogu izdvojiti

Cestice razli¢itih dijametara: 6,3; 7,6; 8,91 5,7 nm.
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50 nm

|Magnification|
200000 x

261.2 nm
Slika 3.36. Rezultati TEM merenja vodenog rastvora FNP/DOX (Seke i dr. 2016)
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3.12. ISPITIVANJE TOKSICNOSTI IN VITRO NA CELIJSKIM
LINIJAMA

Ispitivanje antitumorske aktivnosti vodenih rastvora DOX 1 nanokompozita FNP/DOX je
uradeno na jednoj zdravoj (MRC-5, humani fibroblasti pluc¢a) 1 Cetiri tumorske celijske linije
(MDA MB-231, humani karcinom dojke ER-; MCF-7, humani karcinom dojke ER+; Hs-294
T, humani melanom i U-251, humani glioblastom). Za odredivanje intenziteta ¢elijskog rasta
koris¢en je sulforodamin B (SRB) test (Skehan i dr., 1990). Antiproliferativna aktivnost
izrazena je kao ECsy vrednost, a efekat na celijski rast je prikazan kao procenat u odnosu na

kontrolu. Dobijeni rezultati su prikazani graficki na Slikama 3.37.-3.51.
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Slika 3.37. Graficki prikaz zavisnosti ¢elijske proliferacije MRC-5 (humani fibroblasti pluca)
od koncentracije FNP/DOX (ra¢unato na DOX) i DOX u 24-h tretmanu
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MDA-MB-231 24h
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Slika 3.38. Graficki prikaz zavisnosti ¢elijske proliferacije MDA-MB-231 (humani karcinom
dojke ER-) od koncentracije FNP/DOX i DOX u 24-h tretmanu
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Slika 3.39. Graficki prikaz zavisnosti ¢elijske proliferacije MCF-7 (humani karcinom dojke

ER+) od koncentracije FNP/DOX i DOX u 24-h tretmanu
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Slika 3.40. Graficki prikaz zavisnosti ¢elijske proliferacije HS-294 T (humani melanom) od

koncentracije FNP/DOX 1 DOX u 24-h tretmanu
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Slika 3.41. Graficki prikaz zavisnosti ¢elijske proliferacije U-251 (humani glioblastom) od

koncentracije FNP/DOX 1 DOX u 24-h tretmanu
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Slika 3.42. Graficki prikaz zavisnosti ¢elijske proliferacije MRC-5 (humani fibroblasti pluca)
od koncentracije FNP/DOX i DOX u 48-h tretmanu

MDA-MB-231 48h

._
~n
(e

._
[\*]
S

3+

100

e ENP/DOX

®©
()

@el=D0OX

(o))
o

N
o

%* Celijske proliferacije

e}
(e}

(=)

Kontrola 0,001 0,01 0,1 1 10
Koncentracija pmol/dm3

* % u odnosu na kontrolu
# statisticki znadajna razlika odgovora éelija tretiranih DOX i FNP/DOX, p<0,05
Slika 3.43. Graficki prikaz zavisnosti ¢elijske proliferacije MDA-MB-231 (humani karcinom
dojke ER-) od koncentracije FNP/DOX i DOX u 48-h tretmanu
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MCF-7 48h
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Slika 3.44. Graficki prikaz zavisnosti ¢elijske proliferacije MCF-7 (humani karcinom dojke
ER+) od koncentracije FNP/DOX i DOX u 48-h tretmanu
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Slika 3.45. Graficki prikaz zavisnosti ¢elijske proliferacije HS-294 T (humani melanom) od
koncentracije FNP/DOX 1 DOX u 48-h tretmanu
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U-251 48h
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Slika 3.46. Graficki prikaz zavisnosti Celijske proliferacije U-251 (humani glioblastom) od
koncentracije FNP/DOX 1 DOX u 48-h tretmanu
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Slika 3.47. Graficki prikaz zavisnosti ¢elijske proliferacije MRC-5 (humani fibroblasti pluca)
od koncentracije FNP/DOX i DOX u 48-h tretmanu
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MDA-MB-231 72h
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Slika 3.48. Graficki prikaz zavisnosti ¢elijske proliferacije MDA-MB-231 (humani karcinom
dojke ER-) od koncentracije FNP/DOX i DOX u 72-h tretmanu
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Slika 3.49. Graficki prikaz zavisnosti ¢elijske proliferacije MCF-7 (humani karcinom dojke

ER+) od koncentracije FNP/DOX i DOX u 72-h tretmanu
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Slika 3.50. Graficki prikaz zavisnosti ¢elijske proliferacije HS-294 T (humani melanom) od

koncentracije FNP/DOX 1 DOX u 72-h tretmanu
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Slika 3.51. Graficki prikaz zavisnosti ¢elijske proliferacije U-251 (humani glioblastom) od
koncentracije FNP/DOX 1 DOX u 72-h tretmanu
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Uporedni pregled antitumorskog efekta

Doksorubicin i nanokompozit su u ispitanim koncentracijama (0,001-10 umol/dm’, ratunato
na DOX) pokazali znacajnu aktivnost u pogledu inhibicije ¢elijskog rasta.

Poredeci senzitivnost ¢elijskih linija uoc¢ava se da DOX ispoljava najveéi citotoksi¢ni efekat
na HS-294 T (ECso = 0,05 umol/dm3) u 72-h tretmanu, zatim na HS-294 T (ECsy = 0,18
umol/dm?) u 48-h tretmanu i prema MCE-7 (ECso = 4,04 pmol/dm®) u 24-h tretmanu.
Ukoliko se poredi senzitivnost ¢elijskih linija po pojedinacnim duzinama tretmana FNP/DOX
nanokompozit ispoljava najveéi citotoksi¢ni efekat na HS-294 T (ECso = 0,04 pmol/dm’) u
72-h tretmanu, zatim na U-251 (ECso = 0,16 umol/dm3) u 48-h tretmanu i prema MCF-7
(ECsp = 2,20 pmol/dm’) u 24-h tretmanu. Primenom serije razli¢itih koncentracija DOX i
FNP/DOX dobijen je vremenski- i koncentraciono-zavistan efekat. Uporednom analizom
ECsp vrednosti za nanokompozit i DOX (Tabele 3.9.-3.11.) evidentno je da je antitumorska
aktivnost nanokompozita FNP/DOX veca u poredenju sa efektom samog DOX na svim
¢elijskim linijama (ECsy vrednosti FNP/DOX su bile nize od ECsy za DOX) pri svim
duzinama tretmana, osim:

24-Casovnog tretmana na HS-294 T, ( ECso gnpipox = 18,65 umol/dm3, ECs0pox = 6,16);
48-Casovnog tretmana na HS-294 T, (ECso enppox = 0,22 pmol/dm3, ECsppox =0,18) 1
72-asovnog tretmana na U-251, (ECs enppox = 0,47 umol/dm3, ECsppox = 0,20).

U cilju odredivanja selektivnosti za tumorske u odnosu na zdravu ¢elijsku liniju odreden je
NT/T odnos, koji predstavlja kolicnik ECsy vrednosti dobijenih za netumorsku i tumorske

¢elijske linije. Rezultati su prikazani u Tabelama 3.9.-3.11., uM predstavlja pmol/dm”.

Tabela 3.9. Pregled NT/T odnosa za FNP/DOX i DOX u 24-¢asovnom tretmanu celija

FNP/DOX 24h DOX 24h
Celijska linija ECs) pM NT/T™ Celijska linija ECs) pM NT/T™
MDA-MB-231 10,00 1,16 MDA-MB-231 >10,00 <1,54
MCF-7 2,20 525 MCF-7 4,04 3,80
HS-294 T 18,65 0,62 HS-294 T 6,16 2,49
U-251 3,52 3,28 U-251 4,86 3,16

: NT_]C EC50(MRC-5), ECSO ENP/DOX (MRC-S) = 11,56, EC50 DOX (MRC-S) = 15,35
T je: ECs, ispitivanih tumorskih ¢elijskih linija
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Tabela 3.10. Pregled NT/T odnosa za FNP/DOX i DOX u 48-Casovnom tretmanu ¢elija

FNP/DOX 48 h DOX 48h

Celijska linija ECso pM NT /T Celijska linija ECso pM NT /T
MDA-MB-231 1,49 0,52 MDA-MB-231 3,32 0,33
MCF-7 0,35 2,23 MCF-7 0,84 1,30
HS-294 T 0,22 3,55 HS-294 T 0,18 6,06
U-251 0,16 4,88 U-251 0,38 2,87

¥ NTJC EC50(MRC-5), EC50FNP/D0x(MRC-5) = 0,78; EC50Dox(MRC-5) = 1,09

T je: ECs ispitivanih tumorskih ¢elijskih linija

Tabela 3.11. Pregled NT/T odnosa za FNP/DOX i DOX u 72-¢asovnom tretmanu celija

FNP/DOX 72h DOX 72h
Celijska linija ECso pM NT /T Celijska linija ECso pM NT /T
MDA-MB-231 0,38 1,40 MDA-MB-231 0,44 2,14
MCF-7 0,23 2,30 MCF-7 0,35 2,69
HS-294 T 0,04 13,25 HS-294 T 0,05 18,80
U-251 0,47 1,13 U-251 0,20 4,70

. NT_]C EC50 (MRC-S), EC50 FNP/DOX (MRC-S) = 0,53, EC50 DOX (MRC-S) = 0,94

T je: ECs ispitivanih tumorskih ¢elijskih linija

Odnos NT/T ukazuje na to da i u slu¢aju primene DOX i nanokompozita FNP/DOX postoji

selektivna antiproliferativna aktivnost prema svim tumorskim cdelijama u poredenju sa

netumorskim (odnos NT/T ve¢i od 1), osim u slucaju: 24-Casovnog tretmana na HS-294 T

(NT/T gnpipox = 0,62) 1 48-Casovnog tretmana na MDA-MB-231 (NT/T gnppox = 0,52; NT/T

DOX = 0’33)

Antitumorski efekat DOX

Najosetljivija tumorska ¢elija na dejstvo DOX u 72-h tretmanu bila je HS-294 T (ECso = 0,05
umol/dm?), zatim U-251 (ECso = 0,20 pmol/dm?), pa MCF 7 (ECs = 0,35 pmol/dm”), dok je
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najmanju antitumorsku aktivnost DOX ispoljio prema MDA-MB-231 (ECsy = 0,44
umol/dm”).

Pri 48-h tretmanu, redosled osetljivosti ¢elijskih linija na DOX je isti kao u slucaju 72-h
tretmana: HS-294 T (ECso = 0,18 pmol/dm?), U-251 (ECs = 0,38 pmol/dm®), MCF-7 (ECs
= 0,84 umol/dm’) i MDA-MB-231 (ECso = 3,32 umol/dm?). U 24-h tretmanu, najosetljivija
je bila ¢elijska linija MCF-7 (ECso = 4,04 umol/dm?), zatim U-251 (ECs, = 4,86 pmol/dm?),
pa HS-294 T (ECsy = 6,16 umol/dm®) i najmanje osetljive u 24-asovnom tretmanu su bile
éelije MDA-MB-231 (ECso > 10,00 pmol/dm?).

Kako S$to je 1 ocekivano, sa povecanjem koncentracije DOX raste i inhibicija celijske
proliferacije. Odredena odstupanja od ove zavisnosti, odnosno veca inhibicija Celijske
proliferacije u odnosu na visu koncentraciju, se primecuju kod primene najnize koncentracije
DOX (0,001 pmol/dm®) na U-251 i zdravu MRC-5 (24-h tretman), kao i na MDA-MB-231 i
zdravu MRC-5 (72-h tretman).

Pored koncentracione zavisnosti, postoji 1 vremenska zavisnost, odnosno uticaj duzine
trajanja tretmana tokom kojeg je Celijska linija bila izlozena dejstvu DOX na ¢elijsku
proliferaciju. Celijska linija HS-294 T pokazuje najveéu promenu inhibicije éelijske
proliferacije sa vremenom, gde je pri 72-h tretmanu vrednost ECs (0,05 pmol/dm®) priblizno
120 puta niza od ECs vrednosti (6,16 umol/dm3) za 24-h tretman.

Sto se selektivnosti prema tumorskim éelijama u odnosu na netumorske ti¢e, poredeéi NT/T
odnose, u 24-h tretmanu se DOX pokazao najselektivnijim za MCF-7 ¢€elijsku linijju (NT/T =
3,80), medutim znacajna selektivnost je iskazana i za ostale Celijske linije: U-251 (NT/T =
3,16), HS-294 T (NT/T = 2,49) i MDA-MB-231 (NT/T < 1,54). Izostanak selektivnosti se
primecuje u 48-h tretmanu u slu¢aju MDA-MB-231 ¢elija gde je odnos NT/T nizi od 1 (NT/T
= 0,33). Prema ostalim celijskim linijjama u 48-h tretmanu DOX je pokazao znaCajnu
selektivnost u odnosu na zdravu ¢elijsku liniju: MCF-7 (NT/T = 1,30), U-251 (NT/T = 2,87),
dok je najvecu selektivnost u ovom tretmanu DOX ispoljio prema HS-294 T (NT/T = 6,06).
U 72-h tretmanu, doksorubicin je pokazao najvecu selektivnost prema HS-294 T celijama
melanoma (NT/T = 18,80), dok je redosled selektivnosti za tumorske u odnosu na zdrave
¢elije bio sledec¢i: U-251 (NT/T = 4,70), MCF-7 (NT/T = 2,69) i MDA-MB-231 (NT/T =
2,14).

Antitumorski efekat nanokompozita FNP/DOX

Za nanokompozit FNP/DOX u 72-h tretmanu redosled tumorskih ¢elija u pogledu osetljivosti

je bio sledeéi: HS-294 T (ECso = 0,04 umol/dm®), MCE-7 (ECsy = 0,23 pmol/dm’), MDA-
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MB-231 (ECso = 0,38 pmol/dm’), U-251 (ECsy = 0,47 pmol/dm’). U 48-h tretmanu,
nanokompozit je u najvecoj meri inhibirao ¢elijsku proliferaciju kod U-251 (ECsy = 0,16
umol/dm?), zatim HS-294 T (ECsy = 0,22 pmol/dm’), pa MCF-7 (ECsy = 0,35 pmol/dm?),
dok je najmanje citotoksican bio za c¢elije MDA-MB-231 (ECsp = 1,49 urnol/dm3).
Najosetljivija ¢elijska linija u 24-h tretmanu na dejstvo FNP/DOX je bila MCF-7 (ECsy =
2,20 umol/dm3), zatim U-251 (ECso = 3,52 umol/dm3), pa MDA-MB-231 (ECsyp = 10,00
umol/dm?) i na kraju HS-294 T (ECs = 18,65 pmol/dm”).

Kako je i ocekivano, sa povecanjem koncentracije FNP/DOX nanokompozita raste i
inhibicija ¢elijske proliferacije. Odredena odstupanja od ove zavisnosti, odnosno veca
inhibicija celijske proliferacije u odnosu na viSu koncentraciju, se primecuju kod primene
najnizih koncentracija nanokompozita (0,001 pmol/dm’, raunato na DOX) na U-251 (24-h i
72-h tretman), MCF-7 (24-h i 48-h tretman), kao i na MDA-MB-231 (24-h tretman), gde je
pomenuto odstupanje najizrazenije.

Pored koncentracione zavisnosti, postoji i vremenska zavisnost, odnosno uticaj duzine
trajanja tretmana tokom kojeg je ¢elijska linija bila izlozena dejstvu nanokompozita, na
éelijsku proliferaciju. Celijska linija HS-294 T, kao i u sludaju tretmana samim DOX-om,
pokazuje najvecu promenu inhibicije ¢elijske proliferacije sa vremenom, gde je pri 72-h
tretmanu vrednost ECsy (0,04 umol/de) priblizno 470 puta niza od ECsy vrednosti (18,65
umol/dm’) za 24-h tretman.

Najveci efekat nanokompozita u poredenju sa DOX po vrednostima ECsy se uo€ava pri 48-h
tretmanu kod U-251, MCF-7 1 MDA-MB-231 gde je efikasnost nanokompozita 2,4; 2,4 1 2,2
puta, redom, veca u odnosu na sam DOX.

Najizrazenija selektivnost nanokompozita FNP/DOX je iskazana u odnosu na HS-294 T
¢elijsku linijju u 72-h tretmanu (NT/T = 13,25). Vrednosti odnosa NT/T za ostale celijske
linije u 72-h tretmanu: MCF-7, MDA-MB-231 i U-251 su bile sledece: 2,30; 1,40 i 1,13,
redom. U 48-h tretmanu, FNP/DOX nanokompozit se pokazao kao neselektivan prema
MDA-MB-231 ¢elijama (NT/T = 0,52), dok je za ostale Celijske linije pokazana znacajna
selektivnost u odnosu na zdravu celijsku linijju: U-251 (NT/T = 4,88), Hs-294 T (NT/T =
3,55) 1 MCF-7 (NT/T = 2,23). Rezultati selektivnosti 24-h testa se veoma razlikuju od
prethodnih, pa tako u ovom slucaju FNP/DOX se pokazao kao neselektivan prema HS-294 T
¢elijskoj liniji (NT/T = 0,62), dok je najvecu selektivnost ispoljio prema MCF-7 ¢elijama
(NT/T = 5,25) 1, u poredenju sa ovim vrednostima, umerenu selektivnost je iskazao prema:

U-251 (NT/T = 3,28) 1 MDA-MB-231 (NT/T = 1,16).
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3.13. ISPITIVANJE TOKSICNOSTI IN VIVO NA MODELU ZEBRICE

U ovom radu, zebrice su koriS¢ene kao model sistem za evaluaciju in vivo toksi¢nosti
nanokompozita u odnosu na doksorubicin i fulerenol. Praceni su letalnost, morfoloske
abnormalnosti i kardiovaskularne funkcije kod tretiranih embriona. Tokom cetvorodnevnog
ispitivanja, testirane supstance su ispoljile razli¢it dozno- i vremenski-zavisan toksicni efekat.
Rezultati ispitivanja su predstavljeni na slikama 3.52-3.55., kao i u tabelama P8-P11, koje su

date u prilogu.
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Slika 3.52. Sr€ani ritam embriona zebrica starih 96h nakon tretmana razli¢itim
koncentracijama DOX i FNP/DOX; ***statisti¢ki znacajna razlika posle tretmana DOX 1
FNP/DOX, p < 0,001 (Jovi¢ i dr. 2016)

Na slici 3.52. graficki su predstavljeni rezultati merenja sr¢anog ritma embriona zebrica koji
su bili izloZeni razli¢itim koncentracijama FNP, samog DOX i nanokompozita FNP/DOX
tokom 96-&asovnog tretmana. Embrioni izlozeni 8,9 pmol/dm® FNP (odgovarajuéa
koncentracija FNP u nanokompozitu koncentracije 92 pmol/dm?), kao i DOX i FNP/DOX u
koncentracijama 4,6 i 9,2 pmol/dm’ nisu imali izmenjen sréani ritam u odnosu na netretirane
embrione (KNT). Medutim, kod embriona koji su bili izlozeni koncentracijama supstanci 46
umol/dm’ i 92 umol/dm’ (ra¢unato na DOX) je vidan uticaj supstanci na smanjenje sréanog

ritma, pri ¢emu je pri obe koncentracije nanokompozit FNP/DOX ispoljio blazi efekat u

133



Doktorska disertacija Danica Jovi¢

odnosu na DOX. U slu¢aju primene koncentracije 46 umol/dm’, razlika u uticaju na sréani
ritam izmedu samog DOX 1 FNP/DOX nanokompozita je najizrazenija.

100
80:
60:

40 ;

Letalnost %

20 1
0- i4

4,6 9,2 46 92 uM

Slika 3.53. Dozno-zavisna kriva letalnosti embriona zebrica za fulerenol (FNP A),

doksorubicin (DOX m) i nanokompozit (FNP/DOX A) 96 hpf (Jovi¢ i dr. 2016)

Dozna-zavisnost letalnosti embriona zebrica od koncentracija FNP, DOX i nanokompozita
FNP/DOX 96 hpf je graficki predstavljena na slici 3.53. Primenom serije koncentracija na
embrione zebrica ustanovljena je dozna-zavisnost letalnosti embriona od primenjene
koncentracije supstanci u sva tri slucaja. Letalnost prouzrokovana primenom FNP, ¢ak 1 pri
tretmanu najviSom koncentracijom, dostize tek 5%, dok su te vrednosti za DOX 1
nanokompozit znatno viSe. Naime, pri primeni najvise koncentracije DOX i1 nanokompozita
(racunato na DOX) od 92 umol/dm3, detektovana je letalnost od 70% 1 50%, respektivno.
Najveca razlika u letalnosti, kada se porede DOX i1 nanokompozit FNP/DOX, se primecuje
pri koncentracije od 46 umol/dm3, koja je imala letalni ishod kod oko 20% embriona u
sluc¢aju nanokompozita 1 vise od 60% embriona pri primeni samog DOX, §to ¢ini razliku od
¢ak 40% u korist nanokompozita.

Pregled toksi¢nih efekata (teratogenost i mortalitet) na embrionima zebrica 96 hpf izazvanih
dejstvom FNP, DOX i FNP/DOX je predstavljen na slici 3.54. U rezultate ukupne toksi¢nosti
se ubrajaju kako mrtvi, tako 1 embrioni sa abnormalnostima. Pri primeni najnize doze (4,6
umol/dm’), jedino se u grupi tretiranoj samim DOX javila toksi¢nost kod nekoliko %
embriona. Pri duplo vecoj koncentraciji (9,2 pmol/dm®) 10% embriona je bilo mrtvo i 10%
teratogeno, dok je u grupi tretiranoj FNP/DOX duplo manje embriona imalo negativne
posledice i to bez teratogenih znaka. Na tretman koncentracijom 46 pmol/dm’ je grupa
tretirana FNP ostala potpuno ocuvana, u grupi tretiranoj FNP/DOX je bilo priblizno 80%

abnormalnih embriona i oko 20% mrtvih embriona, dok je u grupi tretiranoj samim DOX
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procenat abnormalnih embriona oko 45%, a procenat mrtvih embriona priblizno 55%, skoro

trostruko visi u odnosu na mortalitet izazvan nanokompozitom.
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Slika 3.54. Toksicni efekti (mortalitet i1 teratogenost) na embrionima zebrica uzrokovani
fulerenolom (FNP), doksorubicinom (DOX) i nanokompozitom (FNP/DOX) 96 hpf;
StatistiCki znacajne razlike u ukupnoj toksi¢nosti (zbir mrtvih i abnormalnih embriona)
izmedu ispitivanih supstanci je oznacena: *p < 0,05; **p < 0.01; ***p < 0,001 (Jovi¢ i dr.

2016)

Koncentracija supstanci pri kojoj je FNP pokazao toksi¢ni efekat je bila 92 pmol/dm’,
procenat abnormalnih embriona je u ovoj grupi bio oko 5%, isto koliko 1 mrtvih embriona.
Grupa tretirana nanokompozitom je rezultirala sa priblizno 50% embriona sa
abnormalnostima i oko 50% mrtvih embriona, dok je procenat u grupi tretiranoj samim DOX

30% i 70%, respektivno.
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Slika 3.55. a) Efekti fulerenola FNP, doksorubicina DOX 1 nanokompozita FNP/DOX na
prezivljavanje embriona zebrica i razvoj perikardijalnog edema 48-96 hpf pri tretmanu
koncentracijom 46 pmol/dm’ (ra¢unato na DOX)

b) Dozno-zavisni efekat ispitanih supstanci na morfologiju embriona zebrica i veli¢ina
perikardijalnog edema 96 hpf; Perikardijalni edem (—), nerazvijena vilica (-») i nepotpuno

razvijene o€i (*) su oznaceni na slikama (Jovi¢ i dr. 2016)
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Uticaj duzZine tretmana (48-96 hpf), odnosno izloZenosti embriona zebrica FNP, DOX i
nanokompozitu FNP/DOX u koncentraciji 46 pmol/dm’, na preZivljavanje i razvoj
perikardialnog edema je prikazan na slici 3.55. a).

FNP u primenjenoj koncentraciji nije pokazao letalni efekat, dok su rezultati za sam DOX i
FNP/DOX drugaciji. Pri 48-h i 72-h tretmanu DOX-om, priblizno 65% embriona je
prezivelo, gde je pri 48-h tretmanu samo 20% embriona bilo znakova kardiovaskularne
toksi¢nosti, odnosno bez perikardialnog edema. 96 hpf procenat zivih embriona je bio oko
45% 11 svi preziveli embrioni su imali veoma velike perikardijalne edeme.

S druge strane, efekat nanokompozita FNP/DOX na prezivljavanje 1 kardiotoksi¢nost
tretiranih embriona je bio znaajno bolji u odnosu na DOX. Naime, dok je vecina embriona
bila ziva u 48-h tretmanu (stopa prezivljanja je 95%) i bez znakova kardiotoksi¢nosti,
procenat prezivelih embriona 96 hpf je bio znacajno vecéi nego embriona tretiranih samo
DOX-om. Mada je 96 hpf veéina embriona imala kardiotoksi¢ne sporedne efekte, vidljive u
vidu perikardijalnog edema, veli¢ina samih edema pod FNP-DOX tretmanom je bila znacajno
manja u odnosu na veli¢inu edema kod embriona tretiranih DOX-om. Komparacijom veli¢ine
perikardijalne duplje i prezivljavanja jasno se vidi da je postignuto viSestruko smanjenje
kardiotoksi¢nosti u kombinaciji FNP/DOX u odnosu na DOX, a koja inace predstavlja
najveci problem tokom ili posle terapije doksorubicinom kod pacijenata obolelih od kancera.
Smanjenje kardiotoksicnosti nanokompozita FNP/DOX u odnosu na DOX, manifestovano je
kroz daleko manji edem 1 bolje prezivljavanje.

Na slici 3.55. b). je predstavljen dozno-zavisni efekat ispitivanih supstanci na morfologiju
embriona zebrica i izraZzenost edema 96 hpf. Pracene morfoloske promene su oznacene
simbolima (edem-punom strelicom, nerazvijena vilica-isprekidanom strelicom, oci-
zvezdicom).

Nijedna ispitana koncentracija FNP nije dovela do vidnih morfoloskih promena na
embrionima. Slika embriona nakon tretmana DOX je neSto drugacija. Naime, usled
primenjene koncentracije 46 i 92 pmol/dm’ kod embriona se javlja malformacija oéiju,
nerazvijenost vilice, kao 1 izrazeni perikardijalni edem. Pri primeni nanokompozita
FENP/DOX u koncentracijama 46 i 92 pmol/dm’ pomenute malformacije su izrazene zna¢ajno

manje nego nakon primene DOX.
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4. DISKUSIJA

4.1. XPS ANALIZA

Literaturni izvori koji se bave XPS analizom fulerenola su u nedovoljnoj meri zastupljeni.
Pored toga, imaju¢i u vidu da je XPS analiza ugljeni¢nih jedinjenja izuzetno zahtevna, kao i
da je uzorak neprovodan Sto implicira naelektrisanje povrSine (a ovo pak pomeranje
energijske ose), analiza je veoma sloZena i sa ograni¢enom pouzdanoscu.

Kada je u pitanju pouzdanost kvantitativne karakterizacije XPS, treba napomenuti da XPS
daje informaciju o prvih nekoliko nanometara uzorka (po dubini) i sastav na povrsSini se moze
razlikovati od onog u zapremini uzorka. Pored toga, sastav je odreden pod pretpostavkom da
je uzorak homogen po dubini do 5-6 nm za neprovodne uzorke. Formiranje tankog sloja
kontaminanata debljine par nanometara je uobicajen za gotovo sve uzorke i ovaj tanak sloj
menja intenzitete linija koje poti¢u iz dubljih slojeva. Ova izmena ¢e biti utoliko izrazenija
ukoliko je kinetiCka energija fotoelektrona manja. Dakle, prisustvo tankog sloja
kontaminanata ¢e dovesti do porasta intenziteta linije ugljenika u odnosu na intenzitete linija
kiseonika i posebno natrijuma.

Po pravilu, kontaminirajuéi sloj se sastoji od adsorbovanih ugljovodonika i eventualno
vodene pare. Kako su to sve jedinjenja ugljenika 1 kiseonika, sve ovo dodatno otezava analizu
naseg uzorka. Obi¢no se smatra da je doprinos kontaminirajuéeg ugljenika koji je u formi
zasi¢enih ugljovodonika na poziciji 284,8 eV, kao 1 glavni doprinos u sluc¢aju fulerenola.
Tre¢i problem je u vezi sa izuzetno kompleksnom hemijom ugljenika §to znacajno otezava
interpretaciju XPS spektara.

Na osnovu relativnih intenziteta doprinosa na koje je linija C 1s fitovana, a koji su dati u
Tabeli 3.3., moZe se proceniti usrednjena struktura molekula fulerenola: 17,5 OH grupa, 5,5
—O'Na® grupa i 1 C=0 grupa. lako se zbog pomenutih razloga rezultati posmatraju sa
ograni¢enom pouzdano$¢u, treba napomenuti da je na osnovu ove analize odnos
koncentracije kiseonika i ugljenika u fulerenolu 24:60, kao §to je i ofekivano. Osim toga,
prisustvo vise O Na* grupa u uzorku fulerenol S u odnosu na uzorak fulerenol M je u

saglasnosti sa analizom sastava (Tabela 3.1).
Indeglia 1 saradnici ukazuju na to da pored kontrolisanih faktora tokom sinteze fulerenola u

laboratoriji, postoje faktori na koje je teze uticati, a koji znacajno mogu uticati na pojavu

razlika u broju hidroksilnih grupa izmedu sintetisanih fulerenola (Indeglia, Georgieva,
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Krishna, & Bonzongo, 2014). Neki od tih faktora na koje je, uprkos svim preduzetim merama
predostroznosti, teSko uticati su Cistoca ili stabilnost reaktanata, kvalitet dejonizovane vode,
temperatura, osvetljenje, izloZzenost vazduhu koji moze u zavisnosti od aktivnosti u
laboratoriji biti razli¢itog sastava. XPS analizom su ispitivani razli¢iti uzorci fulerenola i
vrednosti koje se izdvajaju su sledece: 284 eV, 286 eV i 288 eV (Indeglia i dr. 2014; Husebo
i dr. 2004; Vileno i dr. 2006). Ove vrednosti energija u nacelu odgovaraju razlicitim atomima
ugljenika: neoksigenovani ugljenik, monooksigenovani ugljenik i dioksigenovani ugljenik,
respektivno. Monooksigenovane grupe mogu biti hidroksilne, epoksidne ili etarske grupe,
dok dioksigenovane grupe mogu biti karbonilna, karboksilna ili hemiketalna grupa.
Poredenjem odnosa pikova moguée je odrediti broj razliCitih ugljenika u ispitivanom
molekulu, kao i molarni odnos razli¢itih atomskih vrsta. Po literaturnim podacima (Fang F.
Wang, Li, Tian, Xia, & Xiao, 2010) energije vezivanja za ugljenik, natrijum i kiseonik u
fulerenolu su sledece: 284, 286 i 288 eV (ugljenik); 1070,9 (natrijum); 532,5 i 531,3
(kiseonik vezan kao -O-H i -O Na", respektivno).

Na osnovu relativnih intenziteta svake od linija, koji su dati u Tabeli 3.3., moze se proceniti
srednji broj OH grupa, ONa grupa i C=0 grupa po jednom molekulu fulerenola. Na osnovu
rezultata fitovanja C Is linije (Slika 3.4.) molekul fulenerola u uzorku fulerenol M ima u
proseku 21 OH grupu, jednu ONa grupu i 3 C=0 grupe, §to je relativno blizu ocekivanom
C60(OH)4. Samim tim, izvodi se zakljucak da je predloZzeni model karakterizacije fulerenola
dovoljno dobar za procenu karakteristika uzorka fulerenol S. Nakon fitovanja C 1s linije oba
uzorka dobijaju se doprinosi u slede¢im procentima: C-C (71,5%), C-OH (20,8%), C-ONa
(6,5%) 1 C=0 (1,2%). Doprinos koji poti¢e od C-ONa mozZe oslikavati sintetski put kojim je
fulerenol sintetisan (Djordjevi¢ i dr. 1998; Mirkov i dr. 2004), dok se prisustvo C=0 veze
smatra defektom u strukturi do koje moze do¢i tokom sinteze fulerenola 1 nizi procenat C=0
grupa u fulerenolu S ukazuje na ocuvaniju strukturu fulerenskog kaveza.

FTIR spektar predstavljen u Prilogu na slici P11 je u saglasnosti sa ovim rezultatima
dobijenim z fulerenol S, jer se na spektru, pored karakteristi¢nih signala fulerenola jasno vidi
i signal na 1715 cm™ koji se pripisuje prisustvu karbonilne grupe. Kombinacija FTIR signala
koji nedvosmisleno ukazuju na fulerenol je sledeca: Sirok O—H signal na oko 3400 cm ', kao i
tri karakteristi¢na signala na 1070, 1389 i 1626 cm ' koji se pripisuju vC—O, 8sC-O-H i
vC=C apsorpcijama, respektivno (Kokubo, Matsubayashi, Tategaki, Takada, & Oshima,
2008; Kokubo i dr., 2011; Vileno i dr., 2006; G. Zhang, Liu, Liang, Gan, & Li, 2010).
Prisustvo C=0O grupe u molekulu fulerenola se povezuje sa manjom stabilnoS¢u takvog

proizvoda u odnosu na proizvod bez tzv. necisto¢a u vidu kiseoni¢nih grupa (Long Y. Chiang
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i dr. 1992; Kokubo i dr. 2011, 2008b; Schneider i dr. 1994; Xing i dr. 2004) usled nastajanja

strukture otvorenog kaveza.

4.2. VOLUMETRIJSKE I TRANSPORTNE OSOBINE

U cilju istrazivanja prirode interakcija 1 uticaja molekula fulerenola na strukturnu
organizaciju molekula vode u njegovoj okolini, odnosno ,structure breaking/making”
osobinama fulerenola, u ispitivanom binarnom sistemu {fulerenol + voda} se moze zakljuciti
na osnovu nekoliko bitnih parametara, koji se mogu dobiti iz eksperimentalno dobijenih

rezultata za gustinu, viskoznost i elektri¢nu provodljivost. Primenom Mejsonove jednacdine

Ve = Vg + Syve (4.1.)
gde je:

S, = Mejsonov koeficijent

Uvrstavajué¢i podatke za V, iz tabele iz Priloga P1 u jednacinu 4.1., moguce je dobiti
vrednosti prividne molarne zapremine pri beskonacnom razblazenju Vq? , slika 4.1., a §to je

predstavljeno i u tabeli P4.
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Slika 4.1. Zavisnost prividne molarne zapremine od koncentracije fulerenola pri
temperaturama: T = (H) 293,15; (O) 295,15; (A) 298,15; (\V)303,15 ; (®) 309,15;
(9 310,15 K; () 313,15 K (Vranes i dr., 2017)
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Negativne vrednosti Mejsonovog koeficijenta ukazuju na slabe interakcije izmedu molekula
rastvorka u ispitivanom sistemu. Promena Mejsonovog koeficijenta sa temperaturom je
predstavljena graficki na slici 4.2. i ukazuje na to da se pri temperaturama iznad 309,15 K
vrednost Mejsonovog koeficijenta znacajno smanjuje, $to ukazuje na smanjenje interakcija

1izmedu FNP.
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Slika 4.2. Promena Mejsonovog koeficijenta S, sa promenom temperature (Vranes i dr.,

2017)

[zraCunate vrednosti grani¢ne prividne molarne ekspanzibilnosti, Eg, prikazane u tabeli 4.1.

ukazuju na ,,structure-making” osobine fulerenola.

Tabela 4.1. Vrednosti prividne molarne ekspanzibilnosti na razli¢itim temperaturama (Vranes
idr., 2017)

T [K] 293.15 | 295.15 | 298.15 | 303.15 | 309.15 | 310.15 | 313.15
Eg’ [em>mol K] | -5.15 2.18 2.27 9.68 1858 | 20.06 | 2451

Ove vrednosti se mogu izracunati iz temperaturne zavisnosti prividne molarne zapremine pri
beskona¢nom razblazenju primenom jednaine drugog reda (4.2.) i Heplerovom (4.3.)

jednacinom (Hepler, 1969), a rezultati su graficki prikazani na slici 4.3.:

o anb
p
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Slika 4.3. Zavisnost prividne molarne zapremine od temperature pri beskona¢nom

razblazenju (Vranes i dr., 2017)

Vrednosti Eg polako rastu sa porastom temperature, Sto ukazuje na to da dolazi do uklanjanja

molekula vode iz hidratisane sfere fulerenola.

O ,,structure making/breaking” osobinama fulerenola se mozZe zakljuciti na osnovu promene
parcijalne molarne zapremine sa koncentracijom. Na slici 4.4. je predstavljen grafik koji
ukazuje na to da sa povecanjem koncentracije fulerenola dolazi do smanjenja parcijalne
molarne zapremine, §to ukazuje na kosmotropizam, odnosno ,,structure-making” svojstva.
Pored toga, moZe se primetiti da pri koncentraciji fulerenola 0,007 mol/dm’ V, na razli¢itim
temperaturama ima istu vrednost (presek pravih na slici 4.4.), odnosno moze se zakljuciti da
se sistem drugacije ponasa na razli¢itim temperaturama za koncentracije nize 1 vise od 0,007

mol/dm®.
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Slika 4.4. Promena parcijalne molarne zapremine fulerenola, V,, sa promenom koncentracije
fulerenola na temperaturama: T = (l) 293,15; (O) 295,15; (A) 298,15; (V)303,15 ; (®)
309,15; (<) 310,15 K; (> ) 313,15 K (Vranes i dr., 2017)

Eksperimentalni rezultati viskoznosti kao funkcija molalnosti fulerenola su predstavljeni na
slici 3.8. 1 tabeli P5. Analizom grafika primecuju se dva regiona, pri niZim koncentracijama
fulerenola do 0,1 mol/dm’ viskoznost fulerenola eksponencijalno raste sa povecanjem
koncentracije fulerenola. Nakon dostizanja koncentracije fulerenola 0,1 mol/dm’, ne dolazi
do znacajnijih promena viskoziteta sa promenom koncentracije. Ovakvo ponasanje ukazuje
na razli¢itu strukturnu organizaciju molekula fulerenola u vodenom rastvoru ispod i iznad
pomenute koncentracije, $to je u saglasnosti sa volumetrijskim merenjima.

U cilju primene DZons-Dolove jednacine (Jones & Dole, 1929), redukovana viskoznost je

fitovana u funkciji koncentracije FNP:

n1=1+A\/E+Bc (4.4)
0

gde je:

No = Viskoznost Ciste vode

B = koeficijent, aditivna osobina jona i opisuje jon-solvent interakciju

Avc = ¢lan identi¢an parametru dobijenom iz teorije elektrostati¢kih interakcija dugog

dometa u dielektricnom kontinuumu (Onsager & Fuoss, 1932)
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Kriterijum za dodeljivanje ,,structure-making/breaking” osobina u sistemu je promena
koeficijenta B sa temperaturom, odnosno dB/dT. Negativna vrednost ovog izraza ukazuje na
jake interakcije izmedu rastvorka i molekula vode, koje jacaju sa temperaturom, odnosno
ukazuje na ,,structure-making” osobine.

Rezultati merenja elektricne provodljivosti (k) mogu biti znacajni pri odredivanju jacine jon-
jon interakcija, kao i formiranja jonskih parova u ispitivanom sistemu, medutim uspesno se

mogu primeniti i na analizu interakcija izmedu molekula/jona FNP u vodenom sistemu.

Promena elektri¢éne provodljivosti (tabela P6) u zavisnosti od koncentracije fulerenola je
predstavljena na slici 3.9., dok je molarna provodljivost binarne smeSe fulerenol-voda u
funkciji molaliteta fulerenola merena u temperaturnom opsegu (293,15-313,15) K

predstavljena u tabeli P7.
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Slika 4.5. Promena koncentracije fulerenola sa promenom temperature kroz posmatranje

samoudruzivanja (Vranes i dr., 2017)

Na slici 4.5. su predstavljene koncentracije pri kojima dolazi do promene u trendu elektri¢ne
provodljivosti (Slika 3.9.) na razli¢itim temperaturama. Na grafiku se jasno odvajaju dva
trenda ponasSanja: do temperature 309,5 K gde dolazi do stvaranja aglomerata i iznad te
temperature, gde je aglomeracija manje favorizovana. Ispitivani sistem se nalazi u stanju
dinamicke ravnoteze, $to znaci da su aglomerati razli¢itih veli¢ina medusobno promenljivi.
Primarni perkolacioni klasteri (Semenov 1 dr., 2016) od svega nekoliko nanometara mogu
postojati kao takvi ili se dalje udruzivati u vece sekundarne klastere, kako je i potvrdeno

metodama kao §to su DLS, AFM 1 TEM. Interakcija izmedu molekula fulerenola unutar
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primarnog klastera je mnogo snaznija u odnosu na onu izmedu primarnih klastera
medusobno, $to je 1 u saglasnoti sa rezultatima dobijenim za S,, koja je imala negativni
predznak.
Molarna provodljivost, Ciji su rezultati predstavljeni na slici 4.6., se moze izraCunati iz
jednacine 4.5.:

Ay =K/cC 4.5.)
gde je:
A= molarna provodljivost
Kk = provodljivost rastvora

¢ = koncentracija rastvora
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Slika 4.6. Promena molarne provodljivosti sa kvadratnim korenom koncentracije fulerenola
pri temperaturama: T = () 293,15; (O) 298,15; (A) 303,15; (V) 309,15 ; (#) 310,15; (> )
313,15 K (Vranes i dr., 2017)

Ukoliko bi se linearni deo grafa ekstrapolisao na koncentracije nize od 0,01 mol/dm?, dobija
se vrednost grani¢ne molarne provodljivosti, 4.

Struktuiranje vode i promena sa temperaturom se moze okarakterisati primenom Valdenovog
pravila, koji predstavlja promenu tzv. Valdenovog proizvoda (Aq7n,) sa temperaturom (Jones
& Dole, 1929; Kay & Evans, 1966). Na slici 4.7. je predstavljena promena Valdenovog
proizvoda sa temperaturom, a pozitivni predznak nagiba ukazuje na ,,structure-making”

osobine ispitanog fulerenola.
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Slika 4.7. Promena Valdenovog proizvoda sa promenom temperature (Vranes i dr., 2017)

Pored toga, na grafiku se opet jasno izdvajaju dva razli¢ita trenda-nize 1 viSe od 309,15 K, Sto
bi ukazivalo na razlike u strukturnoj organizaciji na temperaturama ispod i iznad 309,15 K.
Povecéanje temperature dovodi do smanjenja broja molekula vode oko fulerenola, Sto
rezultuje smanjenjem lokalne viskoznosti. Stoga, elektricna provodljivost sistema se

povecava sa povecanjem temperature.
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4.3. RACUNARSKE SIMULACIJE

U cilju dobijanja uvida u raspodelu molekula vode oko fulerenola, izraunate su
odgovaraju¢e RDF. RDF u odnosu na rastojanje izmedu centra mase (CM) fulerenola i atoma
kiseonika u molekulima vode pokazuje da se maksimalne vrednosti g(r) nalaze na udaljenost
od 0,67 nm (6,7 A) (Slika 3.10.). Uzimaju¢i u obzir da poluprecnik fulerenola (izracunat kao
rastojanje od CM fulerenola do atoma vodonika fulerenola) iznosi ~5,6 A, dolazi se do
zakljucka da je verovatnoca pronalaZzenja molekula vode najveca na udaljenosti od fulerenola
od oko 1,1 A. Ovaj rezultat ukazuje na izrazenu interakciju fulerenola sa vodom.

RDF u odnosu na rastojanja atoma kiseonika i vodonika iz C9(OH),4 sa jedne strane i atoma
kiseonika iz molekula vode sa druge strane (Slika 3.11.), ukazuju na ostvarivanje jakih
interakcija izmedu fulerenola i molekula vode. Ovaj zakljucak je posebno izrazen u slucaju
atoma vodonika, &ije su maksimalne vrednosti g(r) locirane na rastojanjima znanto ispod 2 A.
Pored toga, primecuje se pojava dve odvojene solvatacione sfere, gde se pik udaljenije sfere
nalazi na udaljenosti od oko 3,2 A. Udaljenost pika atoma kiseonika iznosi nesto vise od 2,5
A. Kako u slu¢aju atoma kiseonika, tako i vodonika, RDF imaju maksimalne g(r) vrednosti u
iznosu od oko 1,2. Sto se ti¢e pika atoma ugljenika u fulerenolu, rastojanje maksimalne
vrednosti g(r) je oko 3,5 A.

Uzimajuéi u obzir vaznost struktuiranja fulerenola u zavisnosti od temperature, ispitane su
RDF sistema 32 molekula fulerenola na dve razliCite temperature, 295 1 315 K (Slika 3.12.).
Upola manja maksimalna vrednost g(r) na viSoj temperaturi ukazuje na to da je verovatnoca
pronalaZenja molekula fulerenola od odnosu na posmatrani molekul fulerenola upola manja
na tempearturi od 315 K, u odnosu na temperaturu od 295 K. Na viSoj temperaturi se takode
moze uociti 1 formiranje dve solvatacione sfere, Sto je u saglasnosti sa eksperimentalno
dobijenim rezultatima volumetrijskih analiza koji takode ukazuju na razlike u organizaciji

molekula fulerenola sa promenom temperature.
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4.4. UPLC ANALIZA

Grupa Silion i saradnika je jedna od retkih grupa koje su uspesno okarakterisale fulerenol
Ce0(OH)24 primenom elektrosprej masene spektrometrije (ESI-MS) (Silion i dr., 2013). Ova
grupa je demonstrirala da je ESI-MS pogodan metod ispitivanja fulerenola, kako u Cistoj
vodi, tako i u amonija¢nom rastvoru. Pri modu negativne jonizacije kao predominantni pik se
pokazuje pik na m/z 1127, dok je u pozitivnom modu predominantni visestruko naelektrisan
pik na m/z 279.

Hromatogram fulerenola Ceo(OH),4 (Slika 3.13. b) ukazuje na retenciono vreme 4,49 i
pregledom masenih spektara svakog pika utvrdeno je da poti¢e od polianjonskog molekula
fulerenola sa 24 hidroksilne grupe naelektrisanog na 4 mesta, koji fragmentacijom daje jone
m/z 282,2471 (m/z 1128,8196/4 = 282,205), a §to je u saglasnosti sa sintetskim putem
potpunom supstitucijom atoma broma polibromnog derivata CeoBry4 hidroksilnim grupama

(Djordjevié i dr., 1998).

Spektri uzoraka formulacije (Slika 3.15.) u kojima doksorubicin predstavlja aktivnu
komponentu pokazuju osnovni jon (fragment najveceg inteziteta) na m/z vrednosti 396,9879,
koji direktno nastaje fragmentacijom molekulskog jona (544,1166 Da) odvajanjem Secerne
komponente (146 Da) iz molekula doksorubicina. Za dobijanje MS/MS spektra primenjen je
MS/MS rezim pri ¢emu je instrument podeSen da snima samo fragmente koji nastaju od
molekulskog jona (544,1166 Da), pri c¢emu se dobija intezivnija fragmentacija (Slika 3.16.).
Rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima (Kaushik & Bansal, 2015) i u ovom

slucaju ukazuju na glavne fragmentacione produkte doksorubicina (361 Da i 321 Da).

Pregledom hromatograma 1 spektara koji se odnose na smeSe, na osnovu spektara
pojedinaénih komponenti smeSe utvrdeno je prisustvo obe komponente: fulerenola i
doksorubicina. Iz dobijenih rezultata (Slika 3.17.) MS spektara i na osnovu nepromenjenih
retencionih vremena pojedinaénih komponenti koja se javljaju u hromatogramu
nanokompozita, moze se primetiti da ne dolazi do promene usled meSanja doksorubicina sa
FNP nakon pripremanja smeSe, ¢ime se potvrduje da ne dolazi do kovalentnog vezivanja
izmedu fulerenola 1 doksorubicina tokom trajanja eksperimenta.

Detaljnijim pregledom MS spektra nanokompozita FNP/DOX, odnosno spektra pika
doksorubicina, primecuje se signal na m/z 1088 (Slika 3.18.). Ovaj signal se pripisuje

dimerizovanom doksorubicinu, koji je poznat u literaturi i opisan je u istrazivanju Agrawal 1
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saradnika (Agrawal, Barthwal, & Barthwal, 2009). MS-ESI+ analiza stoga pokazuje da u
ispitivanom uzorku postoji antraciklinski lek kako u obliku dimera, tako i u obliku
monomera, §to moze ukazivati na moguénost specificne i multipotentne organizacije ne samo
leka, ve¢ 1 FNP/DOX nanokompozita u celosti. Ovi rezultati su u saglasnosti sa drugim

metodama primenjenim u ovom doktoratu za karakterizaciju nanokompozita FNP/DOX.

U cilju ispitivanja stabilnosti, kao i utvrdivanja mogucih kovalentnih interakcija izmedu FNP
1 DOX u nanokompozitu FNP/DOX uradena je kvantifikacija uzoraka na dve talasne duzine
(215 1 476 nm) tako Sto je pracen samo fragment 544,1122. Rezultati ovog eksperimenta su
priloZeni u Prilogu. Pracenjem koncentracija DOX u uzorcima nanokompozita FNP/DOX
odmah po pripremi uzorka, kao 1 24h i 48h nakon pripreme, dobijaju se skoro identi¢ne
vrednosti koje ukazuju na to da ne dolazi do hemijske promene doksorubicina, odnosno do
promene koncentracije doksorubicina u nanokompozitu tokom 48h od pravljenja uzorka

nanokompozita.

Potencijalnu ,,pretnju” po stabilnost nekovalentnog kompozita FNP/DOX predstavlja upravo
elektrosprej jonizacija u pozitivnom modu, usled koje se moze ocekivati protonacija
hidroksilnih grupa fulerenola koje nisu angazovane u agregaciji, usled Cega bi se
elektrostatiCke interakcije koje kao polianjon u vodenom rastvoru gradi sa protonovanim
doksorubicinom (poseban osvrt na amino grupu SeCerne komponente leka) narusile.
Medutim, pored elektrostatickih interakcija, u ovom kompozitu postoje i medumolekulske
interakcije tipa vodoni¢nih veza, koje tretman prilikom elektrosprej jonizacije u pozitivhom
modu ne naruSava (Rosu, Pirotte, Pauw, & Gabelica, 2006). Stoga, ukoliko bi se pristupilo
detaljnijem analiziranju nanokompozita, te odredivale konstante vezivanja u okviru
nanokompozita, pozeljno bi bilo da se eksperimenti nanokompozitnog leka 1 nosaca izvode u
negativhom jonizacionom modu, uz dodatnu primenu pozitivnog moda koji bi dao vise

informacija o prirodi medumolekulskih interakcija.
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4.5. NMR ANALIZA

Molekulske interakcije izmedu DOX i FNP su posmatrane pracenjem hemijskih pomeraja
aromati¢nih protona, kao i protona metil grupe Se¢erne komponente doksorubicina. Ispitan je
uticaj razli¢itog molskog udela FNP i DOX, kao i ,starenja” uzorka na hemijski pomeraj
pomenutih signala, ¢ime se moze ste¢i uvid u promenu okruzenja delova molekula, Sto
ukazuje na angazovanost u gradenju nekovalentnih interakcija u nanokompozitu.

Sa povecéanjem molskog udela fulerenola 'H NMR signali koji poti¢u od antraciklinskih
protona i metil grupe u Se¢ernoj komponenti doksorubicina (Jovi¢ i dr., 2016; Karagoz i dr.,
2014) menjaju oblik i nestaju (Slike 3.19. i 3.20.), Sto znaci da menjaju svoje okruzenje
tokom formiranja FNP/DOX nanokompozita. Na osnovu rezultata koji pokazuje pomeraj
signala metil grupe Seferne komponente ka nizim vrednostima moZze se pretpostaviti da
okruzenje metil grupe biva zaklonjenije, te manje podloZzno dejstvu magnetnog polja kada se
nade u nanokompozitu sa visim molskim udelom fulerenola, usled dijamagnetne zastite na
povrsini fulerenola.

Pored toga, primetno je i nestajanje signala na slede¢im ppm: 2; 2,2; 2.3; 2,7; 3; 5,5. Ovi
signali su okarakterisani (Agrawal 1 dr., 2009) kao: aksijalni proton C, atoma Secerne
komponente; aksijalni i ekvatorijalni proton na Cg aglikonskog dela DOX; ekvatorijalni i
aksijalni proton na Cj( aglikonskog dela DOX 1 proton C; atoma Secerne komponente, redom.
Na osnovu rezultata se moze zakljuciti da delovi molekula iz prethodnog niza ne uestvuju
direktno u medumolekulskim interakcijama, odnosno da su ti delovi sa spoljasnjosti nastale
strukture, zbog Cega su izloZeni delovanju rastvaraca te im se i signal gubi. Sa druge strane,
nestajanje signala bi moglo da ukazuje 1 na neposredni dodir sa povrSinom FNP, no posto
atomi nisu fiksirani na povrsini, signali ovih protona se Sire 1 nestaju. Na primer, protoni C,
Se¢erne komponente razli¢itih molekula DOX se po malo razlikuju po okruzenju jer su na
razli¢itim pozicijama na povrSini FNP i zato se dobija mnogo razli¢itih signala koji se stapaju

u jedan veoma Siroki, tj. nevidljivi signal.

Takode, ispitivanjem koncentrovanog i razblazenog (6x) uzorka nanokompozita molskog
odnosa 1:13 (u korist doksorubicina) se moZe primetiti transformacija pikova asigniranih kao
antraciklinski protoni doksorubicinskog prstena D na polozajima 1, 2 1 3 (Slika 1.11.) i
pomeraj istih ka nizim vrednostima (Slika 3.2.1.) u slu€aju koncentrovanog uzorka. Ova
promena bi mogla ukazivati na postojanje medumolekulskih interakcija, odnosno agregacije

izmedu molekula doksorubicina (Agrawal i1 dr., 2009), koje dolaze do izrazaja u
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koncentrovanijem uzorku. Mala vrednost pomeraja protona doksorubicina ka nizim
vrednostima usled pretpostavljenog stvaranja nanokompozita ne moze sa sigurnosc¢u da ukaze
na postojanje nanokompozita. Male vrednosti hemijskih pomeraja protona DOX, uprkos
postojanju interakcija sa FNP, bi se mogle objasniti i prisustvom hidratacionih sfera, ¢ime se

udaljenosti izmedu FNP 1 DOX u vodenom rastvoru povecavaju (Prylutskyy i dr., 2014a).

Studija LaPlante i saradnika (Laplante i dr., 2013) prethodno pomenute promene signala
objasnjava agregacionom teznjom materije, Sto jeste osobina kako pojedina¢nih komponenti,
tako i samog nanokompozita FNP/DOX. Naime, spektri neagregiraju¢e materije usled
razblazenja menjaju jedino intenzitet signala, za razliku od materije koja pokazuje teznju ka
agregacijom, &iji se 'H NMR spektri razlikuju ne samo po intenzitetu, veé i po broju, obliku i
pomeraju signala. NMR studija Agrawal i saradnika koja je ispitivala uticaj promene
koncentracije antraciklina i1 temperature na hemijske pomeraje i promene signala NMR
spektara je rezultovala znacajnim saznanjima po pitanju samoudruzivanja antraciklinskih
molekula (Agrawal i dr., 2009). Na osnovu hemijskih pomeraja aromati¢nih protona,
zakljuCeno je da se sa porastom koncentracije leka favorizuje udruzivanje molekula
angaZovanjem interakcija izmedu aromati¢nih prstenova, koje se sa porastom temperature
naruSavaju, zbog cega lek na viSim temperaturama egzistira ponovo kao predominantno
monomerni oblik. Sugerisano je, takode, da pored dimer-monomer ravnoteze, hemijskim
pomerajima sa promenom temperature doprinose 1 vodoni¢ne veze, kao 1 strukturne promene.
Ovi rezultati, koreliraju sa rezultatima dobijenim razli¢itim metodama nanokarakterizacije u
ovom doktoratu, sa kojima upotpunjuju saznanja o ponasanju i organizaciji nanokompozita

FNP/DOX.

Izvedeni su 1 difuzioni eksperimenti (DOSY) uzorka doksorubicina 1 uzorka nanokompozita
FNP/DOX molarnog odnosa 1:13. Sli¢ni difuzioni koeficijenti doksorubicina 1
nanokompozita FNP/DOX (~2,5x10° cm?s) ukazuju na medumolekulske interakcije u
nastajanju FNP/DOX nanokompozita, ali i dimera doksorubicina. Ovi podaci su u saglasnosti
sa literaturnim podacima difuzionih konstanti dobijenih za doksorubicin u istraZivanju
Agrawal i saradnika (Agrawal i dr., 2009). Inace, smanjenje difuzionog koeficijenta ukazuje
na stvaranje kompleksa, ali Prylutskyy i saradnici su odstupanje od znacajno razlicitih
vrednosti koeficijenata difuzije objasnili na primeru kompleksa fulerena i doksorubicina.
Sliéni difuzioni koeficijenti dobijeni u NMR studiji u ovom doktoratu se objaSnjavaju

osobinama klastera u vodenom rastvoru, tj. efektom interakcije. Naime, fulerenoli
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medusobno grade klastere koji medusobno interreaguju i kao takvi se braunovski krecu
povecavajuci svoju srednju vrednost brzine, usled ¢ega ne dolazi do smanjenja vrednosti
difuzionog koeficijenta (Prylutskyy i1 dr., 2014a). Ova pretpostavka je potkrepljena i
rezultatima drugih metoda, koje ukazuju na postojanje Cestica nanokompozita veéih

dimenzija.

4.6. RAMANSKA SPEKTROSKOPIJA

Rezultati na slici 3.22., koji predstavljaju spektre fulerenola nastalih primenom razli¢ite snage
lasera, ukazuju na to da sa promenom jaine lasera dolazi do promene Ramanskog signala
fulerenola kao posledica degradacije uzorka. Pretragom literaturnih podataka ustanovljeno je
da signal na oko 1460 cm™ opisuje vibraciju fulerenskog kaveza (Takaya, Michihata,
Hayashi, Murai, & Kano, 2013; Tung i dr., 2011), §to ukazuje na oCuvanje skeletne strukture
Ceo u uzorku FNP. Dawid i saradnici (Dawid, Gérny, & Gburski, 2017) su u DFT studiji
ispitali uticaj polozaja hidroksilnih grupa na vibracione spektre izomera fulerenola
Cs0(OH)4. Naime, C-C istezanja u Ramanskom spektru ovog molekula su predstavljena kao
potencijalni indikator razli¢ite distribucije hidroksilnih grupa po kavezu fulerena Cgo, no ovi
rezultati nisu uporedivi sa Ramanskim spektrima dobijenim analizom uzoraka u ovom

doktoratu.

Poredenjem Ramanskih spektara vodenih rastvora fulerenola razli¢itih koncentracija
fulerenola prikazanih na slici 3.23. se moZe zakljuciti da se u smislu poloZaja 1 kvaliteta
Ramanske trake fulerenola ne menjaju sa promenom koncentracije fulerenola u

koncentracionom opsegu 12 mg/cm’-5 g/cm’.

Vodeni rastvori predstavljaju najpogodnije okruZenje za proucavanje interakcija fulerenola sa
doksorubicinom, te su rastvori nanokompozita FNP/DOX razli¢itth odnosa FNP 1 DOX
ispitani u cilju razjas$njenja nacina interakcija u okviru nanokompozita (Slike P7-P9).

Vecina traka doksorubicina se javlja u opsegu 300-500 ecm’, kaoiu opsegu 1000-1700 cm™.
Spektri doksorubicina su uporedivi sa spektrima dobijenih od strane drugih grupa i
okarakterisani su po uzoru na literaturne podatke (Hillig & Morris, 1976; Szafraniec i dr.,
2016). Poredenjem spektara vodenog rastvora doksorubicina 1 nanokompozita moze se uociti
da dolazi do promene odredenih intenzivnih traka doksorubicina, §to ukazuje na postojanje

interakcija izmedu ove dve komponente u nanokompozitu FNP/DOX. Naime, izgledi
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maksimuma na 1330 i 1210 cm™” se menjaju i ove najintenzivnije trake su pripisane
deformacionim vibracijama u ravni i skeletnim vibracijama antrahinonskog prstena, kao i
savijanju hidroksilne grupe vezane za aromaticni prsten, redom. Pored toga, istiCe se i traka
istezanja C=0 grupe (1630 cm™) angaZovane u gradenju vodoni¢ne veze. Ovi rezultati se
mogu objasniti ¢injenicom da dolazi do promene u elektronskoj gustini usled prisustva
fulerenolskih nanocestica hromofornom, inade veoma rigidnom, delu molekula

antrahinonskog antibiotika doksorubicina (Szafraniec i dr., 2016).

Spektri uzoraka DOX 1 tri nanokompozita FNP/DOX razli¢itith odnosa komponenti koji se
dobijaju nakon 3h (Slika P8) i 24h suSenja(Slika P9) na zlatnoj podlozi ukazuju na promene
na slede¢im pribliznim vrednostima talasnih brojeva: 1630, 1440-1400, 1330, 1240, 1210,
1083, 450 cm™. Traka na 1630 cm™ odgovara istezanju karbonilne grupe. Maksimum na oko
1440 cm™ se pripisuje vibracijama aromati¢nog prstena; na 1083 cm™ se mogu posmatrati ili
istezanje metoksi C-O veze ili savijanje vodonika vezanih za ugljenike aromati¢nog prstena;
dok intenzivne trake na 450 cm™ karakteri$u vibracije savijanja karbonilne grupe, udruZeno
sa savijanjem prstena doksorubicina (Hillig & Morris, 1976; Szafraniec i dr., 2016).
Hidroksiantrahinoni, u koje se ubraja i doksorubicin, obicno pokazuju dve ili tri trake u
regionu 1200-1300 cm™ usled udruZenog istezanja veze fenolnog ugljenika i kiseonika i
savijanja hidroksilne grupe. Strekal i1 saradnici ukazuju da do promene intenziteta odredenih
maksimuma moze do¢i usled uspravljanja molekula iz planarnog “lezeceg” polozaja (Strekal,
German, Gachko, Maskevich, & Maskevich, 2001), odnosno do reorganizacije molekula
doksorubicina u prisustvu FNP, stoga nasi rezultati u oblasti tzv. dubleta na 1200 cm™, koji
predstavljaju vibracioni odgovor OH grupa ukazuju na angazovanje tog dela molekula
doksorubicina (prsten B/C doksorubicina) u interakcijama u nanokompozitu. Intramolekulska
vodoni¢na veza izmedu fenolne i1 karbonilne grupe je razlog $to se maksimum koji odgovara
fenolnoj grupi doksorubicina nalazi na 1330 cm™ umesto na nizim vrednostima talasnog
broja od oko 1100 cm™ (Szafraniec i dr., 2016). Na osnovu dobijenih Ramanskih spektara,
odnosno promene odgovaraju¢ih maksimuma doksorubicina nakon nastanka nanokompozita,
moglo bi se pretpostaviti da je interakcija izmedu fulerenolskih nanocestica 1 doksorubicina u
nanokompozitu FNP/DOX pra¢ena promenama na nivou n-7 inteakcija, kao i parcijalnom
reorganizacijom intra i intermolekulskih vodoni¢nih veza. Ovo je posebno istaknuto u uzorku
nanokompozita FNP/DOX sa odnosom komponenata koji je primarni predmet istraZivanja

ove doktorske disertacije. Razlika u odnosu na druga dva ispitana uzorka nanokompozita bi,

153



Doktorska disertacija Danica Jovi¢

pored pomenutog, eventualno mogla ukazati i na specificnosti fulerenolskih nanocestica
(Vranes$ i dr., 2017) u vodenom rastvoru, odnosno na odredeno uredenje nanocestica tipa

agregacije/samoagregacije.

4.7. UV SPEKTROSKOPIJA

Jedan od mogucih nacina dokazivanja elektrostatickih interakcija izmedu fulerenolskih
nanocestica i doksorubicina u nanokompozitu FNP/DOX je ispitivanje UV spektroskopijom.
Ovaj pristup je u literaturi poznat i primenjivan je kako na ispitivanje nekovalentnih
interakcija izmedu doksorubicina 1 DNK (Liao, Zhou, & Xiao, 2005), tako i na ispitivanje
interakcije doksorubicina i fulerena (Manet i dr., 2011).

U cilju proucavanja mogucih nekovalentnih interakcija izmedu doksorubicina i fulerenola
izvrSeno je UV/VIS spektroskopsko ispitivanje vodenih rastvora sa razli¢itim odnosima ove
dve komponente. Promena poloZaja i oblika traka odredenih ispitivanih funkcionalnih grupa
ukazivala bi na gradenje pretpostavljenih nanokompozita.

Na osnovu pomeraja traka koji su prikazani na slici 3.24. moglo bi se pretpostaviti da
interakcija doksorbicina sa fulerenolom postaje intenzivnija od neke grani¢ne koncentracije
fulerenola. U prilog ovoj pretpostavci idu rezultati istrazivanja predstavljena u radu Vranes 1
saradnika (Vranes 1 dr., 2017). UV spektroskopska ispitivanja interakcija kod sistema
nanostruktura-lek predmet su ispitivanja znacajnog broja istrazivackih grupa. Manet i
saradnici su ispitivali sistem fuleren—doksorubicin, gde su uoceni hipohromni 1 batohromni
efekat objaSnjavali slabim n-m interakcijama (Manet i dr., 2011). Hipohromni efekat je
potvrden i u studijama koje su ispitivale interakcije izmedu fulerena Cg 1 aromatic¢nih lekova,
gde je ukazano na stvaranje stabilnog nekovalentnog kompleksa Cgp-DOX u razlicitim
vodenim sredinama (Evstigneev, 2014; Evstigneev i dr., 2013; Prylutskyy i dr., 2015). Sli¢an
efekat moze se uociti 1 pri interakciji doksorubicina sa nanocesticama zlata (S. A. Kumar,
Peter, & Nadeau, 2009). Hajian i saradnici za interakciju doksorubicina sa DNK takode
dobijaju sli¢ne spektralne promene na osnovu kojih ¢ak objavljuju vrednost konstante
vezivanja (Hajian, Shams, & Mohagheghian, 2009).

Hipohromne promene apsorpcionog maksimuma sa blago batohromnim pomerajem se mogu
primetiti sa povecanjem koncentracije fulerenola, $to je potvrda nastajanja nanokompozita
FNP/DOX (Slika 3.24.). Ovi rezultati su u saglasnosti sa slicnim interakcijama lek-ugljeni¢ni

sistem (Prylutskyy i dr., 2014a).
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Traka na 480 nm u velikoj meri zavisi od samoagregacije i protonacije aglikonskog dela
molekula, dok se sa protonacijom daunozaminske komponente molekula doksorubicina ne
menja. Pri neutralnim pH vrednostima aglikonski deo je neutralan, dok je Secerna
komponenta protonovana (Agrawal i dr., 2009; Fiallo i dr., 1998; Menozzi, Valentini,

Vannini, & Arcamone, 1984).

Radi sticanja $to boljeg uvida u mehanizam stvaranja nekovalentnih molekulskih kompleksa
istrazivanja mogla bi ukljucivati odredivanje konstante vezivanja, ispitivanje Sireg opsega

koncentracija, uticaj pH medijuma i prisustvo razli¢itih rastvaraca.

4.8. SPEKTROFLUOROMETRIJA

Spektrofluorometrijsko ispitivanje vodenih rastvora razliitog odnosa koncentracija
doksorubicina i fulerenola je uradeno sa ciljem pracenja nekovalentnih interakcija izmedu
ove dve komponente. Doksorubicin po ekscitaciji talasnom duzinom od 480 nm pokazuje dva
maksimuma fluorescentnog pika (560 nm 1 590 nm). Sa porastom koncentracije fulerenola u
nanokompozitu FNP/DOX pri istoj koncentraciji DOX, primecuje se smanjenje intenziteta
oba maksimuma DOX, i pojave novog maksimuma na oko 610 nm (Slika 3.25.). Smanjenje
intenziteta maksimuma DOX (Hajian i dr., 2009) sa povecanjem koncentracije fulerenola se
moZze objasniti angazovanjem doksorubicina u gradenju nanokompozita. Yang i saradnici
(Yang 1 dr., 2008) su smanjenje intenziteta emisionog maksimuma (engl. quenching)
doksorubicina u prisustvu grafen-oksida pripisali stvaranju kompleksa sa prenosom
naelektrisanja posredstvom -7 interakcija, stoga pojava novog maksimuma na vec¢oj talasnoj
duzini moze ukazati na postojanje nanokompozita i to sa prenosom naelektrisanja, u kojem
doksorubicin predstavlja elektron-donor (Singh & Goswami, 2007; Yang 1 dr., 2008).
Rezultati studije u kojoj su ispitivali interakcije izmedu doksorubicina i DNK, Hajian i
saradnici su gaSenje signala doksorubicina takode objasnili interakcijama izmedu ove dve
komponente (Hajian i dr., 2009). Blazkova i saradnici su za novosintetisani konjugat fuleren-
DOX takode objavili smanjenje fluorescencije doksorubicina kao posledicu stvaranja
konjugata (Blazkova i dr., 2014).

U literaturnim podacima se takode, mogu prona¢i 1 rezultati koji gaSenje signala
doksorubicina pripisuju gradenju samoagregata, tj. dimera doksorubicina (Agrawal i dr.,

2009). Naime, hromofore antraciklina kao planarne poseduju neravnomernu raspodelu
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elektrona i kao takve favorizuju formiranje dimera u vodenom rastvoru, a §to je favorizovano
porastom koncentracije leka. Ovo ponasanje dovodi do toga da se intenzitet odgovora sa
porastom koncentracije DOX gasi. Pored angazovanja u nanokompozitu, promena intenziteta
maksimuma doksorubicina moze ukazati i na gradenje dimera doksorubicina. Potencijalna
dimerizacija bi mogla biti objasnjena prisustvom polianjonskih fulerenolskih nanocestica,
koje kao takve mogu favorizovati n-n interakcije izmedu molekula doksorubicina. Imajuéi u
vidu da doksorubicin u svojoj strukturi sadrzi i amino grupu, koja se moze protonovati,
moglo bi se pretpostaviti da doksorubicin postoji kao monomer, ali 1 kao dimer, 1 da svojim
slobodnim amino grupama interreaguje sa fulerenolskim nanocesticama. S obzirom na to da
antraciklini u vodenim rastvorima pokazuju sposobnost asocijacije, peredominantno
dimerizacije u paralelnoj 1 antiparalelnoj orijentaciji (Agrawal i dr., 2009; Evstigneev,
Khomich, & Davies, 2006; Menozzi i dr., 1984), ispitivanje samoasocijacije molekula lekova
je od velikog znacaja. Istrazivanjima Agrawal i saradnika (Agrawal i dr., 2009) je potvrdeno
da strukturne razlike u pakovanju molekula u dimeru dovodi do razli¢itog farmakoloSkog
odgovora. Saznanje o nacinu samoudruZivanja molekula leka bi trebalo da poboljsa
efikasnost leka jer bi omogucéilo razumevanje farmakokinetickog profila, Sto bi za rezultat
imalo dizajn najpogodnije formulacije datog leka.

SamoudruZivanje lekova utice 1 na selektivni transport ovih supstanci kroz celijske
membrane, kao 1 na multirezistenciju na lek izazvanu proteinima koji u membranskom
lipidnom dvosloju stvara kanale (Kumar i dr., 2015; Trent, Marullo, Lin, Black, & Tirrell,
2011). Imajuéi u vidu sposobnost antraciklina da grade komplekse sa razli¢itim molekulima
(Menozzi i dr., 1984) smatra se da bi istovremena aplikacija sa odgovoraju¢im npr. nosacem
mogla biti potencijalna terapija koja bi smanjila posledice predoziranja leka uz antimutageni
efekat na in vivo modelu. U isto vreme, poSto bi tako nagradeni kompleks bio vecih
dimenzija, jednom kada ga c¢elija usvoji, izlazak kroz kanale ¢elijske membrane bi prakti¢no
bio onemogucen, ¢ime bi se povecala efikasnost leka. Metabolizam doksorubicina je pracen
stvaranjem velike koli¢ine slobodnih radikala i raskidanje glikozidne veze izmedu aglikona i
Se¢erne komponente u molekulu doksorubicina se smatra odgovornim za razvijanje
kardiotoksi¢nosti (Wang Ma, Cheetham, & Cui, 2016). Nekovalentne interakcije leka i
nosaca koje bi dozvolile ispoljavanje antineoplasticnih osobina leka 1 istovremeno
onemogucila metabolisanje doksorubicina u smislu odvajanja Secerne komponente od

aglikona bi, stoga, bila obecavajuca terapija visoke efikasnosti uz smanjenu kardiotoksi¢nost.
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4.9. DLS

U cilju ispitivanja uticaja pH vrednosti sredine na veli¢inu fulerenolskih nanocestica uradena
su DLS merenja vodenih uzoraka FNP koncentracije 0,125 mg/cm’ u rastvorima slede¢ih pH
vrednosti: 5,28; 5,99; 6,48; 7,66; 8,70. Ove vrednosti su izabrane na osnovu pH vrednosti
krvi (7,35-7,45), stoga izabrane pH vrednosti rastvora za ispitivanje osobina Cestica
omogucuju simulaciju bioloske sredine.

Rezultati DLS merenja na slici 3.26. prikazuju raspodelu Cestica po broju i ukazuju na to da
je najveci broj Cestica veliine 5-6 nm u svim ispitivanim rastvorima, na osnovu ¢ega se moze
zakljuciti da se pri ispitanim pH vrednostima sredine Cestice ponasaju, tj. organizuju na
veoma sli¢an nacin, odnosno da pH vrednost rastvora u ispitanom opsegu ne utic¢e na veliinu
1 organizaciju Cestica. Pri ovim uslovima i ovoj koncentraciji FNP, ¢estice grade aglomerate
pomenutih veli¢ina kao najstabilnije za date uslove. Prisustvo vecih 1 manjih agregata u
manjoj meri postoji, $to dokazuju i razultati merenja (rezultati nisu prikazani), no oni se
mahom radi postizanja vece stabilnosti ili razlazu na manje ili udruzuju u Cestice vecih
dimenzija §to je energetski favorizovano (Konstantin N. Semenov, Charykov, i Keskinov
2011).

Sa druge strane, rezultati merenja zeta-potencijala predstavljeni u tabeli 3.4. pokazuju
odredenu pH-zavisnost, §to je u saglasnosti sa rezultatima drugih grupa (Assemi i dr., 2010;
Brant 1 dr., 2007; Indeglia i dr., 2014). Iako ne u velikoj meri, srednja vrednost zeta-
potencijala se ipak razlikuje u razli¢itim sredinama, a jednoobrazni trend ponasanja Cestica
nije moguce izvesti. Naime, sa poviSenjem pH vrednosti primecuje se trend rasta zeta
potencijala Cestica, medutim na srednjoj ispitanoj pH vrednosti medijuma (6,48) dolazi do
njegovog pada, nakon Cega zeta potencijal ponovo raste. Razlog viSeg zeta potencijala pri
nizim pH vrednostima bi se mogao objasniti protonacijom polianjonske Cestice FNP, te
lakSom aglomeracijom 1 obratno, pri viSim pH vrednostima je ve¢i broj hidroksilnih grupa u
fulerenolu deprotonovan, usled Cega je 1 zeta potencijal nizi. Ovo bi dalje, sa gledisSta
medumolekulskih interakcija, trebalo da rezultuje i razliitim veli¢inama Ccestica usled
razliitih stupnjeva protonacije Cestica, Sto se moze potvrditi blagim pomerajem raspodele
veli¢ine Cestica za najnizu pH vrednost ka nizim vrednostima veli¢ine Cestica. Odstupanje pri
pH vrednosti 6,48 bi se moglo objasniti razli¢itom organizacijom cestica u ovom u odnosu na
ostale rastvore, gde jedan deo hidroksilnih grupa (protonovanih ili ne) pojedina¢nih molekula
ostaje ,,zarobljen” u centralnom delu aglomerata koji nastaju specficnim udruzivanjem

molekula pri tim uslovima (Vileno i dr.). Samoudruzivanje negativno naelektrisanih molekula
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fulerenola u aglomerate dovodi do unutraSnje nestabilnosti jer su molekuli udruzeni
hidrofobnim interakcijama 1 vodoni¢nim vezama, a po prirodi se razilaze usled
elektrostatickih odbijanja. Detaljniji pregled rezultata zeta potencijala ukazuje na postojanje
razli¢ito naelektrisanih familija Cestica, ¢ime se potvrduje kompleksnost i polimorfnost
uzoraka koji se ispituju. Indeglia i saradnici (Indeglia i dr., 2014) su DLS ispitivanjem
rastvora fulerenola u koncentracionom opsegu 2-2000 mg/dm3 doveli u vezu povecanje
afiniteta ka stvaranju agregata sa porastom koncentracije fulerenola, gde je pri najnizim
koncentracijama rezultat merenja ukazivao na prisustvo ¢ak i pojedina¢nih molekula, dok se
pri najve¢im koncentracijama rastvor ponasa bimodalno, odnosno u rastvoru postoje porodice
Cestica sa najdominantnijim ¢esticama veli¢ine oko 36,1 nm i 102 nm, gde je interval veli¢ina
kod vece porodice Cestica 33,1-315 nm. Brant i saradnici (2007) su objavili sli¢ne podatke,
njihovi rezultati pokazuju pik distribucije oko 100 nm pri koncentraciji fulerenola 44
mg/dm3. Pored ovoga, ova grupa autora tvrdi da je aglomeracija favorizovana interakcijama
kakve su npr. hidrofobne interakcije, a na osnovu izostanka uticaja pH vrednosti sredine na
aglomeraciju Cestica. Sa druge strane, Kokubo i saradnici (2008) za veli¢inu Cestica
fulerenola dobijaju opseg veli¢ina koje bi odgovarale kako pojedinaénim molekulima

fulerenola 1,1 nm, tako 1 aglomeratima od 100 nm.

Pri ispitivanju rastvora dobijenog me$anjem rastvora FNP koncentracije ¢=0,0125 mg/cm” sa
rastvorom DOX (Slika 3.27.) dobijeni su rezultati koji ukazuju na to da je najveci procenat
Cestica veli¢ine 50-60 nm, dok su veli¢ine samih FNP cestica u vodenom rastvoru pri
pomenutoj koncentraciji u najve¢em procentu oko 6, 8 i 10 nm. Sli¢an trend se ponavlja i kod
druga dva sistema. Pri koncentraciji FNP od 0,125 mg/cm’ (Slika 3.28.) veli¢ina Eestica FNP
je oko 2 15 nm, dok je najveci broj ¢estica nanokompozita FNP/DOX veli¢ine 80-100 nm, §to
je u saglasnosti sa rezultatima Seke i saradnika (2016), ¢iji rezultati ukazuju na prisustvo
Cestica nanokompozita FNP/DOX veli¢ine 18—105 nm, kao 1 na pomeranje raspodele veli¢ine
Cestica ka viSim vrednostima sa vremenom (nakon 72h 32—122 nm; nakon 96 h 32—-141 nm).
U slu¢aju kada je koncentracija FNP 1,25 mg/cm’ (Slika 3.29.), veli¢ina &estica u rastvoru
FNP je oko 2, 4 i 8 nm, dok je najveci procenat Cestica nanokompozita FNP/DOX veli¢ine
400-500 nm. Sli¢ni rezultati, ali za kompleks Cgp-DOX su objavljeni u literaturi (Panchuk i
dr., 2015; Prylutskyy i dr., 2015), gde je primec¢eno da je u vodenom rastvoru bez dodatka
soli velic¢ina Cestica fulerena bila oko 100 nm, dok su u fizioloSkom rastvoru Cestice fulerena
bile prosecne veli¢ine oko 33 nm. Ovo smanjenje prosecnih vrednosti veli¢ina Cestica se

objaSnjava prisustvom natrijumovih i hloridnih jona u fizioloskom rastvoru. Sa druge strane,
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u uzorcima kompleksa Cgp-DOX u vodenom rastvoru veli¢ina Cestica je bila oko 600 nm, a u
fizioloSkom rastvoru oko 132 nm i ovo povecanje veli¢ine Cestica u uzorku kompleksa u
odnosu na veli¢inu Cestcica fulerena u oba medijuma ukazuje na stvaranje kompleksa izmedu
doksorubicina i fulerena.

Sumarni pregled raspodele veli¢ine Cestica po broju nanokompozita FNP/DOX pri razli¢itim
koncentracijama FNP je dat na slici 3.30., gde se jasno odvajaju tri grupisane familije Cestica
u zavisnosti od koncentracije FNP u nanokompozitu, gde ¢estice nanokompozita iz rastvora
sa najnizom koncentracijom FNP imaju najmanje veli¢ine. Objasnjenje ovakvog ponasanja bi
mogao biti uticaj rastvaraca koji do izrazaja dolazi u razblaZenijim rastvorima, usled Cega je
moguca pojava ¢ak i monomernih oblika iz agregata. Zeta potencijal rastvora nanokompozita
u kojem je koncentracija NP 0,125 mg/cm’® (+35 mV; a nakon 7 dana +40,1 mV) je veéi u
poredenju sa vrednostima zeta potencijala za nanokompozit u kojima je c(FNP)=0,0125
mg/cm3 (+28 mV) 1 c(FNP)=1,25 mg/cm3 (+28,9 mV). Fulerenolski klasteri u vodenom
rastvoru su negativno naelektrisani, te im je vrednost zeta potencijala negativna. Sa dodatkom
DOX, ova vrednost se znatno pomera ka pozitivnim vrednostima i dostize vrednost +40,1
mV. Sli¢ne rezultate za kompleks fulerena i doksorubicina su objavili i Panchuk i saradnici
(2015). Ova promena vrednosti zeta potencijala vrlo lako moze biti posledica interakcija
fulerenolskih nanocestica doksorubicina, koji obavija ove klastere, te menja povrSinsko
naelektrisanje. S obzirom na to da se sistemi u kojima je zeta potencijal izvan opsega +30
mV smatraju stabilnim (Clogston & Patri, 2011), moZemo zakljuciti da je sistem FNP/DOX
sa koncentracijom FNP 0,125 mg/cm’ najstabilniji. Ovo, medutim, ne moZe objasniti zbog
¢ega dolazi do tolikog raskoraka u dimenzijama Cestica u druga dva sistema nanokompozita.
Objasnjenje za ovakvo ponaSanje bi moglo biti u osobini rastvora viSih koncentracija da
grade vece aglomerate, $to je u saglasnosti sa ranije objavljenim rezultatima (Indeglia i dr.
2014), a Sto opet rada pitanje zbog Cega se rastvori samog FNP razli¢itih koncentracija ne

ponasaju po tom istom principu.

Rezultati raspodele veli¢ine Cestica po broju za sva tri merena uzorka u ¢elijskom medijumu
DMEM+5% FCS, FNP u medijumu, kao 1 FNP/DOX u medijumu, pokazuju skoro istovetni
trend raspodele Cestica (Slika 3.31.). U samom medijumu najveci broj Cestica je veli¢ine oko
8 nm, dok je u ostala dva uzorka najvec¢i broj Cestica veli¢ine oko 6 nm. Blago pomeranje
raspodele veli¢ine Cestica ka nizim vrednostima se moZe objasniti stabilizacijom Cestica

prisustvom proteina koji se nalaze u medijumu.
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Zeta potencijal FNP u medijumu (-11,2 mV) je, kako bi se 1 oCekivalo, najnizi. Zeta
potencijal Cestica (Tabela 3.8.) u rastvoru nanokompozita FNP/DOX se ocekivano povecava
u poredenju sa zeta potencijalom FNP i dostize vrednost -8,62 mV, S$to je u saglasnosti sa
rezultatima Seke 1 saradnika (2016). S obzirom na to da su vrednosti zeta potencijala sva tri
uzorka u opsegu + 30 mV, moze se sa vremenom ocekivati dalja aglomeracija. Ukoliko bi se
rezultati merenja predstavili tako da se posmatra raspodela veli¢ine Cestica po intenzitetu,
moguce je dobiti bolju predstavu o porodicama Cestica koje postoje u ispitanim rastvorima.
Naime, raspodele veli¢ine Cestica po intenzitetu (Slika P10) pokazuju skoro istovetni trend
raspodele Cestica FNP 1 FNP/DOX u ¢elijskom medijumu, gde postoje 3 familije Cestica u
uzorku nanokompozita FNP/DOX, odnosno 4 familije ¢estica u uzorku FNP.

Najmanja familija od Cetiri postoje¢e u FNP uzorku sadrzi Cestice veli¢ine 2,5-5 nm, srednja
Cestice dimenzija 6-25 nm, slede¢a familija sadrzi ¢estice 25-180 nm, dok u nanometarski
najvecu familiju spadaju cCestice veli¢ine 200-600 nm. Slicna podela je 1 u uzorku
nanokompozita FNP/DOX, gde postoje sledec¢e familije Cestica: 4-20 nm, 20-200 nm i 200-
800 nm. Poslednja grupa u oba uzorka moze poticati i od artefakata, a kao posledica
manuelne obrade uzorka, kao i prenosenja uzorka u zeta kivetu u kojoj se odvija merenje. S
obzirom na to da je intenzitet rasejanja svetlosti te porodice u odnosu na veli¢inu Cestica
kojima odgovara veoma mali, kao i to da Cestice tih dimenzionih opsega izlaze iz okvira teme
1 primene ove disertacije, o njima dalje nece biti reci.

Sa druge strane, postojanje familije Cestica opsega veli¢ina 4-20 nm, kao i 20-200 nm, je u
saglasnosti sa rezultatima grupa koje su se bavile karakterizacijom i primenom ovakvih
sistema (BoriSev i dr., 2016; Brant i dr., 2007; Jovi¢ i dr., 2016; Sayes i dr., 2004; Su i dr.,
2010). Pored toga, postojanje ovih familija cCestica je izmedu ostalog, 1 posledica
kompleksnih zeta potencijala ovih Cestica, koji su sada jasniji 1 bolje koreliraju sa raspodelom
Cestica.

Kako Semenov i saradnici (2011) objasnjavaju slika 1.10., a §to je u saglasnosti 1 sa
rezultatima Vranes 1 saradnika (2017), hidratisani molekuli fulerenola se udruzuju u razlicite
tzv. perkolacione primarne, sekundarne 1 tercijarne klastere, koji su razli¢itih veli¢ina, a
izmedu kojih je ostvarena svojevrsna dinamicka ravnoteZa, stoga se prisustvo svakog od

pomenutih klastera moze u odredenoj meri pronaci u ispitivanim uzorcima.
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4.10. AFM ANALIZA

Veli¢inu cestica u rastvorima FNP, kao i1 njihovu topografiju okarakterisao je znatan broj
istrazivaCkih grupa (Assemi i dr., 2010; BoriSev i dr., 2016; Jovi¢ i dr., 2016; Seke i dr.,
2016; Vileno i dr., 2006), gde npr. BoriSev i1 saradnici AFM analizom vodenih rastvora FNP
uocavaju prisustvo Cestica veli¢ine 55-70 nm. Veéina FNP Cestica se nalazila rasporedena po
terasama HOPG, Sto je u skladu sa hidrofilno$¢u ovih cestica, dok je jedan deo stupio u
hidrofobne interakcije sa nepolarnom HOPG podlogom. Sli¢ne rezultate objavljuju dve
istrazivacke grupe (Husebo i dr. 2004; Brant i dr. 2007). Veoma bitno za analizu AFM je
Cinjenica da je lateralna adsorpcija fulerenola na povrsinu visoko-orijentisanog pirolitickog
grafita osobenost koja poti¢e od interakcija povrSine i agregata, te se treba posmatrati kao
veli¢ina za sebe, 1 ne opisuje stanje agregacije fulerenola u rastvoru. Stoga, samo veli¢ina
Cestica po vertikali moze dati uvid u stvarni dijametar agregata koji se kao takvi iz rastvora
taloze na grafitu.

AFM studija nanokompozita FNP/DOX stalozenih na HOPG podlogu (3.33.) ukazuje na
postojanje pravilnih sfernih Cestica. Posmatrana raspodela cestica se u odnosu na istu u
rastvoru fulerenola (3.32.) razlikuje 1 formiranje ovakvih struktura se ne moze pripisati
samom DOX ili FNP, te bi se moglo zakljuciti da DOX kao pozitivno naelektrisani molekul
pri priblizno neutralnoj pH vrednosti medijuma (Agrawal i dr., 2009; Fiallo i dr., 1998;
Menozzi i1 dr., 1984) gradi interakcije sa polianjonskim FNP, smanjujuci time elektrostaticke
repulzije medu njima. Imajuéi ovo na umu, moze se re¢i da se na slici 3.33. vidi struktura
formiranog nanokompozita FNP/DOX.

Pracenjem starenja uzorka FNP/DOX dolazi se do zakljucka da se Cestice veli¢ine 30-40 nm
samoudruzuju u nanovlakna mikronskih duzina (Slika 3.34.), verovatno uzajamnim
privlanim polarnim interakcijama. Slicne rezultate i nacin udruzivanja fulerenoloskih
nanocestica objavljuju Vileno i saradnici (2006). Sa druge strane, rezultati AFM studije
Prylutskyy 1 saradnika (2015) ukazuju na to da molekuli doksorubicina u fizioloSkom
rastvoru grade uredene dugolancane razgranate strukture visine 6-20 nm, a sli¢ne strukture u
fizioloSkom rastvoru gradi 1 kompleks Cgp-DOX. Stoga, vlaknaste strukture na slici 3.34. bi
mogle poticati od samoasocijacije doksorubicina, ali i od nagradenog nanokompozita.
Moguce je i1 da na terasama HOPG, na kojima se zadrzavaju, Cestice medusobno interreaguju
grade¢i nanoniti. Promene u morfologiji uzorka nanokompozita FNP/DOX u poredenju sa
FNP Ccesticama ukazuju na promene u organizaciji Cestica fulerenola u prisustvu

doksorubicina. Pretpostavka je da slobodni molekuli doksorubicina tokom formiranja
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stabilnog FNP/DOX nanokompozita ostaju ,,zarobljeni” unutar nanocestice (Slika 4.8.) i

rasporedeni oko FNP (Jovic i dr. 2016).

Slika 4.8. Hipoteticki prikaz FNP/DOX nanokompozita (Jovic i dr., 2016)

4.11. TEM ANALIZA

Rezultati TEM merenja uzorka FNP nakon sonikacije ukazuju da u uzorku postoji osnovni
motiv FNP, koje imaju potencijal za daljim udruZivanjem u vece aglomerate/Cestice.
Rezultati TEM merenja Vranes$ 1 saradnika (2017) ukazuju na organizaciju Cestica FNP u
aglomerate veli¢ine 6-9 nm, za koje autori pretpostavljaju dalji stepen aglomeracije do vecih
aglomerata, $to je u saglasnosti i sa rezultatima drugih grupa (Cai i dr., 2008; Semenov i dr.,
2011; Semenov i dr., 2016).

Indeglia i saradnici objasnjavaju aglomeraciju kao odgovor na umanjenje razlika u polarnosti
molekula (Indeglia i dr., 2014). Rezultati TEM merenja Seke i saradnika potvrduju prisustvo
manjih Cestica veli¢ina izmedu 5-8 nm, za koje se pretpostavlja da se dalje udruzuju u
aglomerate vecih dimenzija od oko 50 nm (Seke i dr., 2016) sto je u skladu sa radovima

Andrievski i saradnika (Andrievski). Potencijal ka stvaranju aglomerata fulerenola u vodi i
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¢elijskom medijumu je ispitivala grupa Canvas i saradnika ( Semenov i dr., 2016), koja je za
veli¢inu aglomerata u vodi dobila vrednosti oko 30 nm, dok je TEM analiza ukazala na
prisustvo manjih Cestica veli¢ine 12-20 nm. Merenja su ponovljena i nakon inkubacije u
DMEM medijumu, gde su se veli¢ine Cestica povecale na oko 80 nm, usled agregacije Cestica
koja moZe poticati od prisustva nutrijenata u celijskom medijumu, ili proteina u serumu.
Pored toga, u ¢elijskom medijumu dolazi i do pomeraja vrednosti zeta potencijala ka
pozitivnijim vrednostima (od -37,5 mV do -22, 6 mV). Do sli¢nih rezultata su dosli i Su i
saradnici (2010).

Eventualna ,,neslaganja” TEM rezultata sa DLS rezultatima po pitanju veli¢ine Cestica leze u
¢injenici da mikroskopija odreduje veli€inu Cestica na sasuSenom uzorku, dok se DLS analiza
vr$i u rastvorima, gde izmereni rezultat predstavlja hidrodinamicki dijametar Cestica. Stoga,
odstupanja mogu poticati od prisustva hidratacione sfere koja okruzuje Cesticu u vodenom
uzorku. Pored toga, priprema uzoraka za TEM snimanje zahteva veoma visoka razblaZenja,
zbog Cega je izazovno dosti¢i zadovoljavajui i reprezentativni broj Cestica u polju, kao i
dostici visok kvalitet slike.

Poredenjem TEM rezultata homogenog uzorka FNP (Slika 3.35.) sa ¢esticama FNP/DOX
nanokompozita (3.36.), primecuju se razlike po pitanju veli¢ine i oblika agregata. Naime, u
uzorku nanokompozita se manje Cestice udruzuju, te grade aglomerate dijametra do 7 nm, $to
bi moglo ukazivati na postojanje interakcija izmedu FNP 1 DOX, ali i na aglomeraciju samih

molekula fulerenola.
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4.12. ISPITIVANJE TOKSICNOSTI IN VITRO NA CELIJSKIM
LINIJAMA

U ovom radu ispitana je antiproliferativna aktivnost vodenih rastvora DOX i nanokompozita
FNP/DOX prema jednoj zdravoj (MRC-5) i Cetiri tumorske celijske linije (MDA MB-231,
MCF-7, Hs-294 T i U-251). Za odredivanje intenziteta celijskog rasta koriSéen je
sulforodamin B (SRB) test. Za ispitivanje antiproliferativne aktivnosti ispitivanih supstanci
odabran je test sulforodamin B (SRB) jer je potvrdena njegova veca osetljivost u odnosu na
MTT test (Cetojevié-Simin, 2005). Detaljnom optimizacijom SRB metode takode je utvrdeno
da koncentracija tele¢eg seruma od 5% doprinosi najmanjoj gresci prilikom upotrebe SRB
testa, $to je veoma korisno narocito kod ispitivanja nanokompozita zbog potencijalnog uticaja
proteina iz medijuma na bioloski efekat (Cetojevié-Simin, Doktorska disertacija).
Antiproliferativna aktivnost izrazena je kao ECsy vrednost, a efekat na celijski rast je prikazan
kao procenat u odnosu na kontrolu. U cilju odredivanja selektivnosti za tumorske u odnosu na
zdravu celijsku liniju odreden je odnos NT/T, koji predstavlja kolicnik ECsy vrednosti

dobijenih za netumorsku i tumorske ¢elijske linije.

1. Uporedivanje antiproliferativnog uticaja nanokompozita sa efektima samog
DOX

Rezultati dobijeni tokom razli¢itih perioda tretmana celijskih linija pokazuju da
nanokompozit FNP/DOX deluje inhibitorno na rast ¢elija u ve¢oj meri nego sam DOX.
Najveci efekat nanokompozita FNP/DOX u poredenju sa DOX, sude¢i po ECsy vrednostima,
se uo€ava pri 48-h tretmanu kod tumorskih ¢elijskih linija U-251, MCF-7 i MDA-MB-231,
gde je efikasnost nanokompozita bolja i do 2,4 puta od DOX na U-251 i MCF-7 ¢elijskim
linijjama. Vec¢i antiproliferativni efekat nanokompozita u odnosu na sam lek je primecen 1 pri
24h tretmanu na MCF-7 1 U-251 ¢elijskim linijama, gde je efikasnost nanokompozita bolja
1,8 1 1,4 puta, redom. U 72-¢asovnom tetmanu je efikasnost nanokompozita bila ve¢a na svim
¢elijskim linijama osim U-251.
Antitumorska efikasnost se moZe dovesti u vezu sa nacinom 1 brzinom unosa u ¢eliju. Naime,
razlike u nacinu internalizacije 1 opsegu celijskog unosa slobodnog DOX 1 razli¢itih
nanocestica koje nose DOX se mogu na¢i u literaturnim podacima (Upadhyay i dr., 2010;
Zou i dr., 2012). Za razliku od DOX-a, koji u ¢elije ulazi difuzijom ili putem nosaca
rasporeduju¢i se u citoplazmi i jedru, nesSto vece nanocestice se unose endocitozom i

zadrzavaju uglavnom u citoplazmi (Dai i dr. 2008). Prisustvo nanonosaca olakSava unos leka
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u celiju 1 smanjuje moguénost interakcije DOX sa transmembranskim pumpama ¢ime se
zaobilazi pojava rezistencije na lek (Dong i Mumper 2010), odnosno efluksa istog. Sa druge
strane, fulerenolske nanocestice kao polianjonski nanonosa¢ ,,maskiraju” pozitivno
naelektrisanje doksorubicina, ¢ime je unos difuzijom kroz ¢elijsku membranu olaksan (Seke,
Doktorska disertacija). Chithrani i saradnici su ukazali na to da proteini seruma mogu usled
adsorbcije  diktirati preuzimanje nanocestica. Moguca veza izmedu sposobnosti
,kompleksiranja” i bioloskog sinergizma fulerenola Cgy(OH),4 1 doksorubicina moze biti u
vezi sa moguénos¢éu aromaticnog molekula leka da gradi nekovalentne hetero-komplekse,
¢ime dolazi do promene bioloSkog efekta leka, Sto je opisano i1 poznato u literaturi
(Prylutskyy 1 dr., 2014; Skamrova i dr., 2014; Evstigneev i dr., 2013). Imajué¢i u vidu
literaturne podatke, moglo bi se pretpostaviti da nanokompozit FNP/DOX pozitivnog zeta
potencijala posredstvom receptorskog mehanizma ulazi u ¢elije endocitozom (Xie i dr., 2006;
Chithrani i dr., 2006). Povecani citotoksi¢ni efekat FNP/DOX nanokompozita bi se mogao
objasniti pove¢anim celijskim usvajanjem nanokompozita u odnosu na sam lek (Jovi¢ i dr,

2016).

2. Razlike u efektima u odnosu na razlicite vremenske intervale

Poredec¢i rezultate ECsy vrednosti za razlicite vremenske tretmane celijskih linija moze se
zakljuciti da nanokompozit FNP/DOX u ve¢oj meri nego DOX inhibira ¢elijski rast posebno
u 48-Casovnom tretmanu, gde se na dve celijske linije (MCF-7 i U-251) primecuje bolja
aktivnost nanokompozita 2,4 puta. Trend rezultata dobijenih za MCF-7 ¢elijsku liniju su u
saglasnosti sa trendom rezultata dobijenih u istrazivanju Jovi¢ i1 saradnika (2016). Sa druge
strane, poredeci vrednosti ECsg za sve tretmane 1 sve ¢elijske linije, primetno je da se najniza
ECsp vrednost, odnosno najveca antiproliferativna aktivnost, nanokompozita FNP/DOX
belezi pri 72-Casovnom tretmanu na HS-294T celijskoj liniji. Osim toga, poredeci ECsy
vrednosti za 24-Casovni 1 72-¢asovni tretman nanokompozitom na ovoj ¢elijskoj liniji, moze
se primetiti porast antiproliferativne vrednosti sa duzinom tretmana 466 puta.

U istrazivanju Gao 1 saradnika (2011) gde je ispitano oslobadanje doksorubicina sa
mezoporoznih silika nanocestica u dve maligne Celijske linije (DOX-rezistentne MCF-7/ADR
i DOX-osetljive MCF-7) dobijeni su rezultati koji ukazuju na razli¢itu toksi¢nost pri
razli¢itim vremenskim tretmanima. Naime, potvrdeno je da se sa povecanjem vremena
inkubacije povecava i1 unutarcelijska koncentracija leka, ¢ime se ovaj sistem predlaze kao
primer kontrolisanog otpuStanja leka. Gao i saradnici (2011) ovu osobenost objasnjavaju

postepenim oslobadanjem leka sa nanocestica uz istovremeno smanjenje efluksa leka usled

165



Doktorska disertacija Danica Jovi¢

smanjenja ekspresije P-glikoproteina i nivoa ATP, do kojih dolazi zbog prisustva
nanonosaca, a koji su odgovorni za ,,curenje” leka iz ¢elija. Unutaréelijska raspodela samog
doksorubicina i doksorubicina vezanog za nosa¢ potvrdena konfokalnom mikroskopijom
ukazuje na to da tokom 24h dolazi do raspodele leka u citoplazmi, dok se prelazak u jedro
zapaza nakon 48h, ¢ime je potvrdeno efikasno usvajanje ovako formulisanog leka u ¢elije uz
postepeno oslobadanje sa nosaca. Najveca efikasnost nanokompozita FNP/DOX nakon 48h
tretmana bi se, stoga, mogla pripisati tempu unosenja i raspodele samog leka i leka vezanog u
obliku nanokompozita u ¢eliju i jedro, kao i potencijalnom uticaju nanokompozita na
smanjenje efluksa leka iz celija, usled Cega doksorubicin biva ,zatoCen* u celiji duzi
vremenski period, ¢ime je uslovljeno i bolje antiproliferativno dejstvo u 48h tretmanu.

Sa druge strane, imajuci u vidu da je poluzivot DOX oko 30h, da lako izlazi iz ¢elija aktivnim
transportom (Tacar i dr., 2013; Goren i dr, 2000), kao i da se usled tretmana doksorubicinom
u ¢elijskim linijama kancera dojke (MCF-7 i MDA-MB-231) u vec¢oj meri sintetiSu MDR-1
(eng. Multi-drug resistance gene-1) proteini, moze se pretpostaviti da razli¢it odgovor ¢elija
potice i od promenljive koli¢ine doksorubicina usled metabolisanja leka.

Rezultat najveceg efekta nanokompozita FNP/DOX nakon 48 h na ¢elijsku liniju U-251 se
moze objasniti i specificnim steCenim ,,senescence” fenotipom ove celijske linije, odnosno
ispoljavanjem ,,0odlozene smrti”, kako u literaturi objaSnjavaju Rebbaa i saradnici (2003), u
¢ijem istraZzivanju je dokazano da doksorubicin moze izazvati ¢ak tri razli¢ita nacina smrti
¢elija 1 to u zavisnosti od koncentracije leka 1 duzine tretmana. Primeceno je da celije
tretirane niskim dozama leka dobijaju osobine ,senescence” fenotipa, §to je praceno
odlozenom smr¢u celija. ,,Senescence” se moze posmatrati kao ,,sigurni mod” u koji mnoge
eukariotske Celije ulaze posto napuste Celijski ciklus u koji dospevaju kao odgovor na neki
onkogen (Serrano i dr., 1997), i ova pojava se smatra tumor-supresujuc¢im programom celije.
Imajuéi ovo u vidu, razvoj molekula koji bi ¢elije dovodili u ,,zastitni mod”, te u odloZenu
smrt, pre nego vodili u apoptozu se smatra mogucim terapeuskim pristupom za prevenciju
1/ili leCenje kancera. Schmitt i Lowe (2002) su na in vivo modelu misa istakli vecu vaznost
ovakvog odgovora ¢elija u poredenju sa apoptozom u odredivanju ishoda hemoterapeutskih
intervencija. Razli¢ito antiproliferativno dejstvo na razli€itim vremenskim tretmanima bi se,
stoga, moglo pripisati ne samo specificnosti nanokompozita, nacinu unosa nanokompozita,

metabolizmu doksorubicina, ve¢ 1 specifi¢nostima samih ¢elijskih linija.
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3. Selektivnost

Odnos NT/T ukazuje na to da i u slucaju primene DOX i nanokompozita FNP/DOX postoji
selektivna antiproliferativna aktivnost prema tumorskim ¢elijama, osim u 24h na HS-294 T i
48h na MDA-MB-231. Najvecu selektivnost FNP/DOX nanokompozit ispoljava prema Hs-
294T c¢elijskoj liniji u 72h, prema U-251 u 48h i prema MCF-7 u 24h tretmanu. Povecanje
odnosa NT/T pri primeni nanokompozita FNP/DOX u odnosu na DOX u 24h/48h na MCF-7
i 48h na U-251 ¢elijske linije ukazuje na povecanje selektivnosti prema tumorskim céelijskim
linijama pri primeni nanokompozita FNP/DOX. Razlog vece selektivnosti nanokompozita u
48h tretmanu prema U-251 ¢elijama bi se 1 u ovom slu€aju moglapripisati specificnosti U-
251 ¢elija, kod kojih je primeceno da ¢elije tretirane niskim dozama leka dobijaju osobine
,senescence” fenotipa, $to je praéeno odlozenom smrcu ¢elija (Rebbaa i dr., 2003).

Na povecanje senzitivnosti ¢elija moze uticati inhibicija ¢elijskih transportera za lek (Chaisit,
Siripong, & Jianmongkol, 2017), Sto se postize kod npr. prevazilazenja rezistentnosti
malignih ¢elija na lek. Ovi transporteri su od najveéeg znacaja za lekove koji se u celiju
unose pasivhom difuzijom, gde se ubraja i doksorubicin, te bi se veca selektivnost
nanokompozita, odnosno povecana citotoksi¢nost prema MCF-7 ¢elijama, mogla pripisati
upravo pomenutom mehanizmu.

Veca selektivnost prema tumorskim celijama moze biti posledica udruzenog dejstva
specifiCnosti tumorskih celijskih linijja u odnosu na zdrave 1 potencijalnoj osobini

nanokompozita FNP/DOX da uti¢e na inhibiciju transportera za lek.

4. Iznenadenja/pojedine koncentracije

Antitumorska aktivnost kako nanokompozita FNP/DOX i DOX pokazuje vremensku i doznu
zavisnost, odnosno sa povecanjem duzine tretmana 1 Kkoncentracije supstanci
antiproliferativna aktivnost raste. Kod zdrave celijske linijje MRC-5, u 24h tretmanu, sa
porastom koncentracije takode dolazi do smanjenja Celijske proliferacije, gde nanokompozit
to ¢ini u ve¢oj meri nego sam DOX, osim pri najniZzoj koncentraciji.

Na ¢elijskoj liniji MDA-MB-231 u 24h tretmanu se primecuje odstupanje od pomenutog
trenda, odnosno, dobija se uporediv odgovor ¢éelija na tretman najnizom (0,001 pmol/dm®) i
1000x viSom koncentracijom nanokompozita. Sli¢no, u 24h na U-251 odgovor ¢elija pri
primeni najnize koncentracije je uporediv sa odgovorom koji se dobija po primeni
koncentracije izmedu 0,1 pmol/dm® i 0,01 pmol/dm’. Pored toga, u 72h tretmanu na MRC-5

¢elijama je takode primeceno da je odgovor ¢elija na primenu najniZe koncentracije uporediv
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sa odgovorom celija koji graficki odgovara vrednosti koncentracije koja se nalazi izmedu 100
1 1000x vise koncentracije.

U istrazivanju (Chaisit, Siripong, & Jianmongkol, 2017) je MTT-testom utvrdeno
sinergistiCko dejstvo doksorubicina i bioaktivnog naftohinonskog estra prirodnog porekla u
najvecoj meri u 48h tretmanu, koje se postize istovremenim tretmanom MCF-7 ¢elija ovim
komponentama, dok se u pojedinacnim tretmanima citotoksi¢nost ne ispoljava. Veci
antiproliferativni efekat nanokompozita FNP/DOX pri najnizim koncentracijama bi se,
imajuc¢i u vidu literaturne podatke, mogao pripisati sinergistickom dejstvu nanonosaca i
doksorubicina u okviru nanokompozita FNP/DOX i to verovatno zahvaljuju¢i olakSanom
ulasku doksorubicina u ¢elije koji omogucuje prisustvo nanonosaca, usled cega dolazi do
nakupljanja doksorubicina u ¢elijama. Kombinacija citotoksi¢nog leka i netoksicnog
,senzitajzera”, u ovom slucaju nanonosaca leka, bi doprinela tretmanu kancera, posebno s
obzirom na to S$to bi taj pristup omogucio primenu nize koncentracije leka nego Sto bi to bilo
u slucaju primene samog leka (Chaisit, Siripong, & Jianmongkol, 2017).

Najizrazeniji antiproliferativni efekat se pri primeni DOX na U-251 ¢elije dobija pri primeni
najnize koncentracije DOX, §to se razlikuje od rezultata objavljenih u literaturi, gde rezultati
in vitro istraZzivanja Holst 1 saradnika na U-251 ¢elijskoj liniji ukazuju da komercijalni lek sa
doksorubicinom kao aktivnom komponentom prouzrokuje inhibiciju rasta ¢elija srazmerno
povecanju koncentracije leka (von Holst i dr., 1990). Rezultati istrazivanja na pacijentima sa
malignim gliomom ukazuju da je efekat primenjenog leka slab usled nedovoljne akumulacije
leka u tumorskom tkivu (von Holst i dr., 1990). Ovaj nedostatak moze poticati od osobine
tumorskog tkiva (Ai i dr. 2011) 1 promene u veli¢ini Cestica bi mogle doneti promene po
pitanju akumulacije aktivne komponente na mesto tumora, gde do izrazaja dolazi veliCina
nanokompozita FNP/DOX, koji kao ve¢i i1 drugacijeg naelektrisanja od samog leka moze
pokazati drugacije, te obecavajue osobine u in vivo sistemu po pitanju akumulacije u
tumorsko tkivo.

U literaturi (Tarasenko i dr., 2014) se mogu naci tumacenja koja bi objasnila vec¢i efekat
nanokompozita u odnosu na DOX na U-251 C¢elijskoj liniji, a obrazlozenje se nalazi u

sinergizmu/aditivnim efektima leka i nanonosac¢a u zavisnosti od primenjene koncentracije.

In vivo model: uporedno ispitivanje nanokompozita FNP/DOX i DOX u drugim
studijama
FNP/DOX nanokompozit je uporedo sa samim doksorubicinom ispitan i na in vivo modelu

pacova (Seke 1 dr., 2016). Rezultati dokazuju da nanokompozit, primenjen u koncentraciji
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uporedivoj sa samim doksorubicinom, izaziva manje Stetnih efekata na sré¢ano tkivo zdravih
pacova. Naime, nanokompozit smanjuje nivo oksidativnog stresa i apoptozu celija sr¢anog
tkiva. Ova studija obezbeduje znacajne uvide u kompleksnu interakciju doksorubicina,
fulerenola i kardiomiocita, kao i bitne vodilje koje se ti¢u dizajna lekova.

Na istom modelu ispitano je i uporedeno dejstvo doksorubicina i nanokompozita FNP/DOX
na zaStitu tkiva jetre (Seke i dr., in press). Pokazano je da sam DOX prouzrokuje mnogo
Stetnije efekte na jetru u poredenju sa nanokompozitom FNP/DOX, ¢ime se jo$ jednom isti¢e

efikasnost nanokompozita sa istovremeno ostvarenom protektivnoscu.
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4.13. ISPITIVANJE TOKSICNOSTI IN VIVO NA MODELU ZEBRICE

U ovom radu, zebrice su koriS¢ene kao animalni model za procenu in vivo toksi¢nosti
nanokompozita i poredenje sa doksorubicinom i fulerenolom ispitivanjem mortaliteta,
morfoloSkih abnormalnosti 1 srane funkcije tretiranih embriona. U cetvorodnevnom
ispitivanju, testirane supstance su ispoljile razli¢it dozno- i vremenski-zavisni toksic¢ni efekat
(Slike 3.52.-3.55.).

Zbog talozenja u medijumu pri ispitivanju najviSih koncentracija FNP i FNP/DOX (920

umol/dm’ radunato na DOX), ova koncentracija nije uzeta u razmatranje.

Uticaj FNP

FNP nije pokazao nikakve sporedne nezeljene efekte na prezivljavanje ili razvoj embriona
zebrica (Tabela P9) ni u jednoj od niZih ispitanih doza, izuzev 92 umol/dm’, raunato na
DOX). Na osnovu ovih rezultata se moze zakljuciti da FNP u primenjenim dozama nije

toksi¢an, sa izuzetkom koncentracije od 92 pmol/dm’ (ra¢unato na DOX).

Uticaj DOX i FNP/DOX

U slucaju tretmana DOX i FNP/DOX, mortalitet embriona zebrica je porastao sa povecanjem
koncentracije supstanci (Slika 3.53.), pri ¢emu postoje razlike u ukupnoj toksi¢nosti izmedu
ova dva tretmana (Slika 3.54.). Pri koncentraciji < 4,6 pmol/dm’ nijedan od ova dva tretmana
nije pokazao znake toksi¢nosti na embrionima zebrica, dok je pri koncentraciji 9,2 pmol/dm’
DOX ispoljio znacajno vecu toksi¢nost u poredenju sa FNP/DOX (Slika 3.54.), na osnovu
evaluacije celokupnog letalnog i teratogenog efekta. Na slici 3.55. se moze videti da je u
tretmanu sa nanokompozitom (46 ili 92 pmol/dm’) stopa preZivljavanja embriona visa u
poredenju sa tretmanom sa DOX. Dobijene LCso vrednosti od 115,86 pmol/dm’ za
FENP/DOX i 46,25 pmol/dm® za DOX, jasno ukazuju da je preZivljavanje embriona zebrica
bilo 2,5 puta vece u slucaju primene nanokompozita, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da
nanokompozit u velikoj meri smanjuje letalni efekat uzrokovan DOX-om.

Pored znacajnih razlika u letalnom ishodu, tokom eksperimenta su zapaZzeni i razliciti dozno-
i vremenski-zavisni teratogeni odgovori, naro€ito na kardiovaskularnom nivou (Slike 3.52. i
3.55)).

Za razliku od tretmana DOX, koji je pri dozi od 9,2 pmol/dm’ indukovao promene u
kardiovaskularnom sistemu nakon 48 hpf, sa ve¢inom embriona koji su razvili perikardijalni

edem ve¢ pri koncentraciji od 46 pmol/dm’, kardiotoksi¢nost FNP/DOX u ovom stadijumu je
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primecéena tek pri koncentraciji 92 pmol/dm’ (ratunato na DOX). Ono §to je posebno bitno
ista¢i je da je perikardijalni edem kod embriona 96 hpf izazvan primenom nanokompozita
FNP/DOX koncentracije 46 pmol/dm’ znatno manje izraZen nego u sludaju primene samog
DOX u duplo visoj koncentraciji.

Ranije izrazena 1 veca karditoksicnost u DOX-tretiranim embrionima je primecena i
pracenjem srcanih otkucaja, koji su bili znacajno sporiji, kao i loSijom cirkulacijom, $to je
rezultovalo sporijim rastom i brzim letalnim efektom (Slika 3.52.).

Oba tretmana (DOX i FNP/DOX) pri koncentracijama 46 i 92 umol/dm3 su doveli do
usporavanja sréanog ritma nakon 96-Casovnog izlaganja, pri ¢emu nanokompozit to ¢ini u

manjoj meri.

Pri koncentraciji 92 pmol/dm’ DOX spredava kaudalnu cirkulaciju kod svih embriona i
dovodi do akumulacije crvenih krvnih zrnaca u perikardijalnu kesu, verovatno usled veoma
slabe kontraktilnosti srca, dok je pri koncentraciji 46 pmol/dm’ cirkulacija jedva vidljiva. Sa
druge strane, veca ucestalost kontrakcija srca 1 brza cirkulacija kroz srce su bili jasno uocljivi

kod embriona tretiranih nanokompozitom FNP/DOX.

Pored izrazenih kardiovaskularnih efekata, tretirani embrioni zebrica su pokazali i dozno-
P11). Doze DOX i FNP/DOX od 92 pmol/dm’ dovode do smanjenja veli¢ine embriona,
deformisane glave sa malformacijom ociju, malformiranom notohordom i skoliozom.
Dezintegracija miSi¢a, pra¢ena smanjenom kaudalnom cirkulacijom, je posebno bila uocljiva
pri tretmanu 92 pmol/dm’® DOX, u znagajno vecoj meri nego pri tretmanu nanokompozitom

FNP/DOX.

Embrioni zebrica su poslednjih nekoliko godina veoma cesto koriS¢eni kao pouzdan in vivo
model za procenu bezbednosti razli¢itih antikancernih nanosistema (Harper i dr., 2011; Ma &
Mumper, 2013). Stvaranje velikog broja embriona 1 brzi rani embrionalni razvoj €ine zebrice
posebno pogodnim modelom za toksikoloSke i preklinicke studije (Sipes, Padilla, &

Knudsen, 2011).

U naSem istrazivanju (Jovi¢ i dr., 2016), embrioni tretirani 46 i 92 umol/dm3 FNP/DOX

nanokompozitom su imali znacajno veéu stopu prezivljavanja i manje ometanje
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kardiovaskularnih funkcija nego embrioni tretirani istim koncentracijama samog DOX, §to

ukazuje da je ukupna toksi¢nost nanokompozita u poredenju sa DOX manja.

Toksi¢ni efekti doksorubicina i fulerenola na embrionima zebrica su prethodno ispitivani od
strane nekoliko grupa (Han, Zhang, Qian, & Hu, 2015; Usenko, Harper, & Tanguay, 2007).
Kardiotoksi¢nost je jedan od glavnih sporednih neZeljenih efekata dugotrajne terapeutske
primene doksorubicina (Han i dr., 2015), a perikardijalni edem jedan je od glavnih Stetnih
efekata kod tretiranih embriona zebrica, $to je potvrdeno i rezultatima naseg istrazivanja. U
poredenju sa edemom perikarda izazvanim doksorubicinom, edem izazvan nanokompozitom
je znacajno manje izrazen, Sto potvrduje manju kardiotoksi¢nost nanokompozita FNP/DOX
od samog doksorubicina, §to je jedan od glavnih izazova u onkoloskoj praksi kada se

primenjuje terapija doksorubicinom.
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5. ZAKLJUCAK

U ovoj doktorskoj disertaciji je predstavljena sinteza novog nekovalentnog nanokompozita
fulerenol/doksorubicin koji pokazuje znacajnu bioloSku aktivnost-uporedivu ili bolju od
samog leka doksorubicina, uz smanjenje nezeljenih sporednih efekata do kojih primena leka
dovodi, na prvom mestu kardiotoksi¢nosti, a §to je ograni¢avajuci faktor pri klinickoj primeni

doksorubicina.

Nanocestice fulerenola i nanokompozit fulerenol/doksorbicin su okarakterisani brojnim
metodama prate¢i dva osnovna pristupa: molekulsko-spektroskopske metode i metode

nanokarakterizacije.

FNP kao molekul je okarakterisan XPS i MS metodama karakterizacije. Utvrdeno je da

fulerenol Cgo(OH),4 postoji kao polianjonski molekul.

Dinamickim rasejajnem cCestica merene su veli¢ine i1 naelektrisanje Cestica u vodenim
rastvorima FNP, gde rezultati ukazuju na izostanak uticaja promene pH sredine (5,28-8,70)

na samoorganizaciju ¢estica fulerenola koje su u najve¢em broju dijametra izmedu 5-6 nm.

Rezultati ispitivanja volumetrijskih i transportnih osobina fulerenolskih nanocestica ukazuju
na kosmotropizam, odnosno na ,structure-making” svojstva FNP, kao i na specifi¢nosti
samoorganizacije molekula fulerenola u zavisnosti od koncentracije, kao i od temperature.
Razli¢ito ponasanje FNP na temperaturama ispod i iznad 309,15 K ukazuje na razliku u
strukturnoj organizaciji FNP, §to je od velikog znacaja posebno ako se ima uvidu prose¢na

humana telesna temperatura (309-310 K).

Velicina Cestica u rastvorima FNP, kao 1 njithova topografija okarakterisana je mikroskopijom
atomskih sila gde su u najveem broju potvrdene samoorganizacione strukture fulerenola
veli¢ine oko 80 nm, koje se sastoje od manjih Cestica vel€ina 30 i 50 nm, a ¢iju polarnost

potvrduje akumulacija na terasama HOPG.

Sa druge strane, merenja trensmisione elektronske mikroskopije uzoraka FNP ukazuju na

postojanje homogenog uzorka vel¢ine Cestica oko 2 nm.
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Osnovni cilj fizicko-hemijskih ispitivanja je bila detekcija postojanja nekovalentnog

nanokompozita koji ostvaruju doksorubicin i fulerenolske nanocestice u vodenom rastvoru.

MS rezultati ukazuju na specificne nekovalentne interakcije kako izmedu FNP i
doksorubicina, tako i1 izmedu dimera doksorubicina. Prac¢enjem koncentracija DOX u
uzorcima nanokompozita FNP/DOX potvrdeno je da ne dolazi do hemijske promene
doksorubicina, odnosno do promene koncentracije doksorubicina u nanokompozitu tokom

48h od pravljenja uzorka.

NMR studija nanokompozita pruza detaljniji uvid u angazovanje doksorubicina u
interakcijama unutar nanokompozita. Spektralni podaci ukazuju na postojanje
samoagregacije doksorubicina, zahvaljuju¢i angazovanju vodoni¢nih veza i z-interakcija, ali i
na delove molekula doksorubicina koji se smatraju odgovornim za gradenje nekovalentnih

interakcija sa udruzenim nanocesticama fulerenola.

Ramanski spektri vodenih rastvora nanokompozita FNP/DOX razli¢itih molskih odnosa
dveju komponenata daju uvid u interakcije izmedu fulerenolskih nanocestica i doksorubicina
u nanokompozitu FNP/DOX pra¢ene promenama na nivou n-n inteakcija, kao i parcijalnom
reorganizacijom intra i intermolekulskih vodoni¢nih veza. Ovo je posebno istaknuto u uzorku
nanokompozita FNP/DOX sa odnosom komponenata koji je primarni predmet istraZivanja

ove doktorske disertacije.

U cilju proucavanja moguc¢ih nekovalentnih interakcija izmedu doksorubicina 1 fulerenola
izvrSeno je i UV/VIS spektroskopsko ispitivanje vodenih rastvora nanokompozita FNP/DOX
sa razli¢itim odnosima ove dve komponente, gde su sa poveéanjem koncentracije fulerenola
prime¢ene hipohromne promene apsorpcionog maksimuma sa blago batohromnim

pomerajem, $to je potvrda nastajanja nekovalentnog nanokompozita FNP/DOX.

Spektrofluorometrijsko ispitivanje vodenih rastvora razliitog odnosa koncentracija
doksorubicina i fulerenola pokazuje da sa porastom koncentracije fulerenola u
nanokompozitu FNP/DOX dolazi do smanjenja intenziteta signala koji poti¢e DOX, i pojave
novog maksimuma, S$to se moze objasniti angazovanjem doksorubicina u gradenju

nanokompozita. Pored angaZovanja u nanokompozitu, promena intenziteta maksimuma
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doksorubicina moZe ukazati i na gradenje dimera doksorubicina. Potencijalna dimerizacija bi
mogla biti objasnjena prisustvom polianjonskih fulerenolskih nanocestica, koje kao takve

mogu favorizovati n-r interakcije izmedu molekula doksorubicina.

Dinamickim rasejajnem cCestica merene su veli¢ine i1 naelektrisanje Cestica u vodenim
rastvorima nanokompozita FNP/DOX razli¢ite koncentracije FNP, gde rezultati ukazuju na
prisustvo najveceg broja Cestica veli¢ine 50-100 nm, sa izuzetkom nanokompozita sa najvece
koncentracije FNP, gde je veli¢ina najveceg broja Cestica bila 400-500 nm.

Sa dodatkom DOX rastvoru FNP dolazi do promene zeta potencijala ka pozitivnijim
vrednostima, S$to ukazuje na gradenje nanokompozita sa elektrostatiCkim privlacnim
interakcijama u osnovi. Blago pomeranje raspodele veli¢ine ¢estica nanokompozita merenom
u Celijskom medijumu ka nizim vrednostima u odnosu na sam medijum se moZze objasniti

stabilizacijom Cestica prisustvom proteina koji se nalaze u medijumu.

Veli¢ina cestica u rastvorima nanokompozita FNP/DOX, kao i njihova topografija
okarakterisana je i mikroskopijom atomskih sila, koja ukazuje na postojanje pravilnih sfernih
Cestica nanokompozita. Posmatrana raspodela Cestica se u odnosu na istu u rastvoru
fulerenola razlikuje i formiranje ovakvih struktura se ne moze pripisati samom DOX ili FNP,
te bi se moglo zakljuciti da DOX kao pozitivno naelektrisani molekul pri pribliZzno neutralnoj
pH vrednosti medijuma gradi interakcije sa polianjonskim FNP, smanjujué¢i time
elektrostati¢ke repulzije medu njima.

Pracenjem starenja uzorka FNP/DOX dolazi se do zakljucka da se Cestice veli¢ine 30-40 nm
samoudruZzuju u nanovlakna mikronskih duZina, verovatno uzajamnim privla¢nim polarnim
interakcijama. Promene u morfologiji uzorka nanokompozita FNP/DOX u poredenju sa FNP

¢esticama ukazuju na promene u organizaciji Cestica fulerenola u prisustvu doksorubicina.

Poredenjem TEM rezultata homogenog uzorka FNP sa ¢esticama FNP/DOX nanokompozita,
primecuju se razlike po pitanju veli¢ine i oblika agregata. U uzorku nanokompozita se manje
Cestice udruzuju, te grade aglomerate dijametra 5-7 nm, §to bi moglo ukazivati na postojanje
interakcija izmedu FNP 1 DOX, ali 1 na aglomeraciju samih molekula fulerenola u prisustvu

doksorubicina.
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Rezultati karakterizacije jasno i nedvosmisleno ukazuju na postojanje nekovalentnih
interakcija unutar nanokompozita, sto dalje utiCe na organizaciju i udruzivanje Cestica, a Sto
uslovljava i drugaciju biolosku aktivnost takvog sistema u odnosu na aktivnost pojedinacnih

komponenata.

Rezultati bioloskih ispitivanja na in vitro modelu na jednoj zdravoj (MRC-5, humani
fibroblasti pluca) i Cetiri tumorske celijske linije (MDA MB-231, humani karcinom dojke
ER-; MCF-7, humani karcinom dojke ER+; Hs-294 T, humani melanom i U-251, humani
glioblastom) tokom 24-, 48- i 72-€asovnog tretmana ukazuju na znacajnu antiproliferativnu
aktivnost nanokompozita FNP/DOX u koncentracionom opsegu 0,001-10 ;,Lmol/dm3
(ra¢unato na DOX). Rang ECsy vrednosti za FNP/DOX je bio 0,04-18,65 j,tmol/dm3 , dok su
ECs vrednosti za sam DOX bile u opsegu 0,05-10 pmol/dm’.

Bioloska ispitivanja na in vivo modelu zebrica u opsegu koncentracija 2,3-920 pmol/dm’
potvrduju smanjenje toksicnosti, primarno kardiotoksi¢nosti, nanokompozita FNP/DOX u
odnosu na sam lek DOX. FNP u primenjenim dozama nije toksi¢an, sa izuzetkom
koncentracije od 92 umol/dm3 (racunato na DOX). Pri koncentraciji 9,2 ],Lmolldm3 DOX je
ispoljio znacajno vecu toksi¢nost u poredenju sa FNP/DOX. Pri tretmanu nanokompozitom
(46 ili 92 umol/dm®) stopa prezivljavanja embriona je bila visa u poredenju sa tretmanom sa
DOX. Dobijene LCsy vrednosti od 115,86 umol/dm3 za FNP/DOX i 46,25 ;,tmol/dm3 za
DOX, jasno ukazuju da je prezivljavanje embriona zebrica bilo 2,5 puta vece u slucaju
primene nanokompozita, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da nanokompozit u velikoj meri
smanjuje letalni efekat uzrokovan DOX-om. Perikardijalni edem kod embriona 96 hpf
izazvan primenom nanokompozita FNP/DOX koncentracije 46 pmol/dm” je bio znatno manje
izrazen nego u slucaju primene samog DOX u duplo viSoj koncentraciji. Oba tretmana (DOX
i FNP/DOX) pri koncentracijama 46 i 92 pmol/dm’ su doveli do usporavanja sréanog ritma

nakon 96-Casovnog izlaganja, pri ¢emu nanokompozit u manjoj meri.

Racunske simulacije, mikroskopski i spektroskopski podaci, kao i ohrabrujuéi rezultati in
vitro i in vivo studija ukazuju na to da nekovalentne interakcije izmedu fulerenola i
doksorubicina mogu biti klju¢ni korak u stvaranju sinergistickog sistema za dostavu leka u
bioloski sistem. Multipotentnost fulerenola kao nanonosaca lekova 1 nespecifi¢nost strukture

doksorubicina ukazuju na to da bi fulerenol mogao na slican nain vezati i druge
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antineoplastike, Sto daje prostora za unapredenje antitumorskih osobina lekova posredstvom

istovremene administracije leka.

Dalja usavrSavanja ovog sistema po pitanju uniformnosti nanocestica, pravovremenog
oslobadanja leka iz nanokompozita, fizicko-hemijsko ispitivanje i nanokarakterizacija, kao i
ispitivanje na in vitro i in vivo modelima usavrSenog sistema u nizim koncentracionim
opsezima 1 sa razliitim antineoplasticima su svakako potreba i materijal za buduca
istrazivanja nekovalentnih nanokompozita fulerenolskih nanocestica kao multipotentnog

nosaca razli¢itih lekova.
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Tabela P1. Gustina (d), prividna molarna zapremina (Vj), 1 parcijalna molarna zapremina (V)

sistema {fulerenol (2) + voda (1)} na razli¢itim temperaturama i molalitetima fulerenola ()

pri pritisku p = 0,1 MPa. Preuzeto uz izmene iz: (Vranes i dr., 2017)

m d Vi V, Vo
[mol/kg] [g/cm3] [cm’*/mol] [cm’/mol] [cm’/mol]
T=293,15K
0,00000* 0,99821
0,00088 0,99868 18,032 592,36 596,35
0,00283 0,99974 18,033 578,25 585,73
0,00363 1,00018 18,033 574,64 583,11
0,00447 1,00065 18,033 569,85 579,21
0,00692 1,00201 18,034 562,71 574,21
0,00897 1,00317 18,035 556,13 568,94
0,01065 1,00411 18,036 553,24 566,88
0,01311 1,00552 18,037 546,89 561,91
T=29515K
0,00000* 0,99777
0,00088 0,99823 18,040 597,38 601,83
0,00283 0,99929 18,041 580,60 589,08
0,00363 0,99973 18,041 576,05 585,65
0,00447 1,00019 18,041 572,82 583,49
0,00692 1,00155 18,042 563,72 576,89
0,00897 1,00270 18,043 557,32 572,09
0,01065 1,00365 18,044 552,76 568,66
0,01311 1,00507 18,046 545,03 562,45
T=298,15K
0,00000* 0,99705
0,00088 0,99751 18,053 602,36 607,20
0,00283 0,99856 18,054 582,84 592,28
0,00363 0,99899 18,054 580,09 590,85
0,00447 0,99946 18,054 573,41 585,39
0,00692 1,00082 18,056 563,09 577,94
0,00897 1,00196 18,057 557,18 573,95
0,01065 1,00291 18,058 552,05 569,89
0,01311 1,00433 18,059 543,67 563,60
T=303,15K
0,00000° 0,99565
0,00088 0,99609 18,079 622,38 629,45
0,00283 0,99711 18,080 595,55 609,50
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0,00363
0,00447
0,00692
0,00897
0,01065
0,01311

0,00000"
0,00088
0,00283
0,00363
0,00447
0,00692
0,00897
0,01065
0,01311

0,00000"
0,00088
0,00283
0,00363
0,00447
0,00692
0,00897
0,01065
0,01311

0,00000"
0,00088
0,00283
0,00363
0,00447
0,00692
0,00897
0,01065
0,01311

0,99754
0,99799
0,99933
1,00048
1,00143
1,00285

0,99369
0,99409
0,99504
0,99545
0,99590
0,99723
0,99838
0,99933
1,00080

0,99333
0,99372
0,99464
0,99504
0,99550
0,99682
0,99795
0,99892
1,00041

0,99222
0,99254
0,99338
0,99378
0,99419
0,99548
0,99665
0,99765
0,99918

18,080
18,080
18,082
18,084
18,085
18,087
T=309,15K

18,115
18,116
18,117
18,117
18,120
18,123
18,125
18,130
T=310,15K

18,121
18,123
18,123
18,124
18,127
18,130
18,133
18,138
T=313,15K

18,142
18,144
18,145
18,147
18,152
18,157
18,162
18,169

588,19
582,76
568,16
557,00
549,61
538,69

661,17
622,13
609,94
596,08
568,51
549,84
537,85
517,79

670,79
633,09
620,08
600,90
570,52
551,68
535,99
512,74

739,42
665,69
637,95
619,57
570,89
535,12
509,70
475,89

604,11
600,56
590,39
582,26
577,02
569,00

674,91
648,24
639,73
629,30
610,05
597,17
589,36
574,86

686,16
662,55
653,68
638,31
617,27
604,99
593,98
577,01

766,94
716,55
695,70
683,83
650,72
626,23
608,85
585,80
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Tabela P2. Viskoznost (7 ) sistema {fulerenol+ voda} kao funkcija molaliteta fulerenola (m)
u temperaturnom opsegu (293,15 — 313,15) K i pritisku p = 0,1 MPa. Preuzeto uz izmene iz:
(Vranes idr., 2017)

T [K]

" 293,15 298,15 303,15 309,15 310,15 313,15

[mol/kg]
5 [mPa-s]

0,00000* 1,003 0,890 0,797 0,719 0,691 0,653
0,00450 1,236 1,112 1,057 0,974 0,970 0,960
0,00523 1,248 1,124 1,071 0,989 0,986 0,972
0,00680 1,269 1,144 1,090 1,010 1,006 0,990
0,01150 1,315 1,192 1,137 1,050 1,043 1,020
0,01450 1,332 1,205 1,165 1,073 1,066 1,033
0,01724 1,347 1,222 1,180 1,091 1,081 1,044
0,02500 1,373 1,256 1,214 1,130 1,113 1,056
0,03724 1,404 1,301 1,269 1,159 1,140 1,074

Tabela P3. Elektri¢na provodljivost sistema {fulerenol + voda} kao funkcija molaliteta
fulerenola u temperaturnom opsegu (293,15 - 313,15) K 1 pritisku p = 0,1 MPa. Preuzeto uz

izmene iz: (Vranes i dr., 2017)

T K]
(m (::l/kg] 293,15 298,15 303,15 309,15 310,15 313,15
x [mS/cm]
0,00098 0,046 0,054 0,060 0,070 0,077 0,082
0,00150 0,068 0,079 0,089 0,104 0,113 0,121
0,00295 0,127 0,148 0,167 0,193 0,206 0,218
0,00537 0,215 0,252 0,284 0,328 0,345 0,357
0,01046 0,391 0,457 0,521 0,595 0,623 0,649
0,01927 0,682 0,784 0,890 1,021 1,060 1,117
0,02645 0,896 1,030 1,162 1,326 1,382 1,453
0,03431 1,107 1,268 1,434 1,609 1,684 1,805
0,04122 1,291 1,469 1,660 1,855 1,950 2,103

0,04894 1,507 1,698 1,918 2,131 2,223 2,423
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Tabela P4. Parametri Mejsonove jednacine za sistem {fulerenol + voda} u temperaturnom
opsegu (293,15 - 313,15) K sa prikazanom devijacijom (o) i regresionim koeficijentom (RZ).

Preuzeto uz izmene iz: (Vranes i dr., 2017)

T[K] V4 [em*/mol] S, Wem®/mol®] R?
293,15 607,31 -401,07 0,9993
295,15 613,73 -446,79 0,9991
298,15 620,33 -499,82 0,9992
303,15 647,76 -696,28 0,9994
309,15 710,38 -1104,42 0,9991
310,15 728,92 -1324,20 0,9992
313,15 828,41 -2148,10 0,9989

Tabela P5. Parametri fitovanja DZons-Dolove jednacine za viskoznost sistema {fulerenol+
voda} pri temperaturama (293,15 - 313,15) K sa predstavljenim devijacijama (o) i

regresionim koeficijentom (Rz). Preuzeto uz izmene iz: (Vranes i dr., 2017)

T [K] A [Vdm3 /mol] B [dm*/mol™] R’

293,15 4,166 -11,36 0,9991
298,15 4,414 -11,60 0,9993
303,15 6,085 -19,05 0,9989
309,15 7,240 23,51 0,9986
310,15 7,655 24,90 0,9984
313,15 8,797 29,80 0,9977

Tabela P6. Elektri¢na provodljivost binarnog sistema {fulerenol + voda} kao funkcija
molalnosti fulerenola u temperaturnom opsegu (293,15 - 313,15) K i pritisku p = 0,1 MPa.

Preuzeto uz izmene iz: (Vranes i dr., 2017)

T[K
[m (Kllkg] 293,15 298,15 303,15 [ ]309,15 310,15 313,15
x [mS/cm]
0,00098 0,046 0,054 0,060 0,070 0,077 0,082
0,00150 0,068 0,079 0,089 0,104 0,113 0,121
0,00295 0,127 0,148 0,167 0,193 0,206 0,218
0,00537 0,215 0,252 0,284 0,328 0,345 0,357
0,01046 0,391 0,457 0,521 0,595 0,623 0,649
0,01927 0,682 0,784 0,890 1,021 1,060 1,117
0,02645 0,896 1,030 1,162 1,326 1,382 1,453
0,03431 1,107 1,268 1,434 1,609 1,684 1,805
0,04122 1,291 1,469 1,660 1,855 1,950 2,103

0,04894 1,507 1,698 1,918 2,131 2,223 2,423
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Tabela P7. Molarna provodljivost binarnog sistema {fulerenol + voda} kao funkcija

molalnosti fulerenola u temperaturnom opsegu (293,15 - 313,15) K i pritisku p = 0,1 MPa.

Preuzeto uz izmene iz: (Vranes i dr., 2017)

T [K]
(mol/kg] 293,15 298,15 303,15 2 309,15 310,15 313,15
A [S-em”/mol]
0,00000 54,08 62,82 70,62 82,27 92,36 101,41
0,00098 48,87 57,19 64,34 74,70 81,88 88,10
0,00150 47,30 54,98 62,02 72,06 78,62 84,09
0,00295 44,83 52,12 58,96 68,14 72,80 77,15
0,00537 41,60 48,89 55,21 63,83 67,15 69,51
0,01046 38,95 45,62 52,12 59,61 62,43 65,10
0,01927 37,12 42,71 48,57 55,83 57,95 61,20
0,02645 35,64 41,02 46,37 53,02 55,27 58,21
0,03431 34,10 39,12 44,29 49,80 52,15 55,98
0,04122 33,24 37,86 42,84 47,97 50,45 54,48
0,04894 32,80 37,00 41,88 46,62 48,64 53,09

*vrednosti dobijene primenom jednac¢ine A = k/c)
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UPLC/TUV

Kvantifikacija DOX u nanokompozitu FNP/DOX u razli¢itim vremenskim intervalima
Rezultati eksperimenta su na narednim stranicama prilozeni po slede¢em redosledu:

e Kalibraciona kriva za DOX (A =215 nm)

e Rezultati kvantifikacije DOX u vremenskim intervalima: Oh, 24h, 48h (215 nm)

e Kalibraciona kriva za DOX (A =476 nm)

e Rezultati kvantifikacije DOX u vremenskim intervalima: Oh, 24h, 48h (476 nm)



Doxorubicin 2

SAMPLE

INFORMATION

Sample Name:
Sample Type:
Vial:

Injection #:
Injection Volume:
Run Time:

Date Acquired:
Date Processed:

Doxyrub 48, Doxyrub 24,
Unknown

2:C,8, 2:.C,7

1,2,3

1.00 ul

9.0 Minutes

Acquired By:
Sample Set Name
Acq. Method Set:
Processing Method
Channel Name:

Proc. Chnl. Descr.:

System

doxyrub QDA 24h sm, doxyrub
QDA doxorubicin Grad
Doxorubicin

ACQUITY TUV ChA

ACQUITY TUV ChA 215nm

10/6/2014 4:05:34 PM CEST, 10/6/2014 4:15:31 PM CEST, 10/6/2014 4:25:28 PM
10/13/2014 12:33:27 PM CEST, 10/13/2014 12:33:28 PM CEST, 10/13/2014 12:33:29

Vreme Oh
Name: Doxorubicin
Sample Name | Vial | Inj Channel Name RT Area Height | Amount | Concentration | Units
1 Doxyrub 0 2:C,8| 3 | ACQUITY TUV ChA | Doxorubicin | 1.699 3225645 548782 0.898 0.898 | mg/mL
2 Doxyrub 0 2.C,8|1 | ACQUITY TUV ChA | Doxorubicin | 1.715 3229508 549468 0.899 0.899 | mg/mL
3 Doxyrub 0 2C,8|2 | ACQUITY TUV ChA | Doxorubicin | 1.703 3194549 544922 | 0.889 0.889 | mg/mL
Mean 1.705 | 3216567.437 | 547724.058 0.90 0.90
Std. Dev. 0.008 19165.950 2450.918 0.01 0.01
% RSD 0.5 0.6 04 0.6 0.6
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0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
Minutes
SampleName: Doxyrub 0; Vial: 2:C,8; Injection: 3; Channel: ACQUITY TUV ChA; Date
Acquired: 10/6/2014 4:25:28 PM CEST
SampleName: Doxyrub 0; Vial: 2:C,8; Injection: 1; Channel: ACQUITY TUV ChA; Date
Acquired: 10/6/2014 4:05:34 PM CEST
SampleName: Doxyrub 0; Vial: 2:C,8; Injection: 2; Channel: ACQUITY TUV ChA; Date

Acquired: 10/6/2014 4:15:31 PM CEST

Reported by User: System
Report Method: Doxorubicin 2
Report Method 101747

Page: 1 of 3

Project Name: Doxydoxorubicin
Date Printed:
10/13/2014

2:14:27 PM Europe/Belgrade



Vreme 24h
Name: Doxorubicin

Sample Name | Vial | Inj Channel Name RT Area Height | Amount | Concentration | Units
1 Doxrub24 |2:C,8|1 | ACQUITY TUV ChA | Doxorubicin | 1.706 3147056 550921 | 0.876 0.876 | mg/mL
2 Doxrub24 | 2:C,8|2 | ACQUITY TUV ChA | Doxorubicin | 1.704 3151605 552769 | 0.877 0.877 | mg/mL
3 Doxrub24 | 2:C,8|3 | ACQUITY TUV ChA | Doxorubicin | 1.705 3146871 551464 | 0.876 0.876 | mg/mL
Mean 1.705 | 3148510.813 | 551717.934 0.88 0.88
Std. Dev. 0.001 2681.397 949.814 0.00 0.00
% RSD 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1
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Minutes
SampleName: Doxyrub 24; Vial: 2:C,8; Injection: 1; Channel: ACQUITY TUV ChA; Date
Acquired: 10/7/2014 3:22:09 PM CEST
SampleName: Doxyrub 24; Vial: 2:C,8; Injection: 3; Channel: ACQUITY TUV ChA; Date
Acquired: 10/7/2014 3:42:03 PM CEST
SampleName: Doxyrub 24; Vial: 2:C,8; Injection: 2; Channel: ACQUITY TUV ChA; Date

Acquired: 10/7/2014 3:32:06 PM CEST

Reported by User: System
Report Method: Doxorubicin 2
Report Method 101747

Page: 2 of 3

Project Name:

Doxydoxorubicin
Date Printed:
10/13/2014
2:14:27 PM Europe/Belgrade



Vreme 48h
Name: Doxorubicin

Sample Name | Vial | Inj Channel Name RT Area Height | Amount | Concentration | Units
1 Doxyrub 48 2:C,7 |1 | ACQUITY TUV ChA | Doxorubicin | 1.712 3127622 543907 | 0.870 0.870 | mg/mL
2 Doxyrub 48 2:.C,7 |3 | ACQUITY TUV ChA | Doxorubicin | 1.705 3148201 550831 0.876 0.876 | mg/mL
3 Doxyrub 48 2:C,7 |2 | ACQUITY TUV ChA | Doxorubicin | 1.704 3166002 554309 | 0.881 0.881 | mg/mL
Mean 1.707 | 3147274.662 | 549682.161 0.88 0.88
Std. Dev. 0.004 19206.603 5295.337 0.01 0.01
% RSD 0.2 0.6 1.0 0.6 0.6

o

N

1 ?
Doxorubicin

0.20 [
D i ‘ ‘
< .
* i
0.00 T J U \\ /~ .
| — /
/
, /
-0.20- — — N
000 100 200 300 400 500 600 700 800 19,00
Minutes
SampleName: Doxyrub 48; Vial: 2:C,7; Injection: 1; Channel: ACQUITY TUV ChA; Date
Acquired: 10/8/2014 4:03:50 PM CEST
SampleName: Doxyrub 48; Vial: 2:C,7; Injection: 3; Channel: ACQUITY TUV ChA; Date
Acquired: 10/8/2014 4:23:41 PM CEST
SampleName: Doxyrub 48; Vial: 2:C,7; Injection: 2; Channel: ACQUITY TUV ChA; Date
Acquired: 10/8/2014 4:13:46 PM CEST
Reported by User: System Project Name: Doxydoxorubicin
Report Method: Doxorubicin 2 Date Printed:
Report Method 101747 10/13/2014

Page: 3 of 3 2:14:27 PM Europe/Belgrade
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SAMPLE INFORMATION
Sample Name: Doxyrub 48, Doxyrub 24, Acquired By: System
Sample Type: Unknown Sample Set Name doxyrub QDA 24h sm, doxyrub
Vial: 2:C,8, 2:.C,7 Acq. Method Set: QDA doxorubicin Grad
Injection #: 1,2,3 Processing Method Doxorubicin 476nm
Injection Volume: 1.00 ul Channel Name: ACQUITY TUV ChB
Run Time: 9.0 Minutes Proc. Chnl. Descr.. ACQUITY TUV ChB 476nm
Date Acquired: 10/6/2014 4:05:34 PM CEST, 10/6/2014 4:15:31 PM CEST, 10/6/2014 4:25:28 PM
Date Processed: 10/13/2014 12:34:05 PM CEST, 10/13/2014 12:34:06 PM CEST, 10/13/2014 1:44:03

Vreme Oh
Name: Doxorubicin
Sample Name | Vial | Inj Channel Name RT Area Height | Amount | Concentration | Units
1 Doxyrub 0 2:C,8| 3 | ACQUITY TUV ChB | Doxorubicin | 1.690 2378806 408275 0.881 0.881 | ug
2 Doxyrub 0 2:C,8|2 | ACQUITY TUV ChB | Doxorubicin | 1.695 2374263 404825 0.880 0.880 | ug
3 Doxyrub 0 2C,8|1 | ACQUITY TUV ChB | Doxorubicin | 1.706 2388729 400717 | 0.885 0.885 | ug
Mean 1.697 | 2380599.158 | 407605.784 0.88 0.88
Std. Dev. 0.008 7397.845 2514130 0.00 0.00
% RSD 0.5 0.3 0.6 0.3 0.3
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Minutes
SampleName: Doxyrub 0; Vial: 2:C,8; Injection: 3; Channel: ACQUITY TUV ChB; Date
Acquired: 10/6/2014 4:25:28 PM CEST
SampleName: Doxyrub 0; Vial: 2:C,8; Injection: 2; Channel: ACQUITY TUV ChB; Date
Acquired: 10/6/2014 4:15:31 PM CEST
SampleName: Doxyrub 0; Vial: 2:C,8; Injection: 1; Channel: ACQUITY TUV ChB; Date

Acquired: 10/6/2014 4:05:34 PM CEST

Reported by User: System
Report Method: Doxorubicin 2
Report Method 1[1748

Page: 1 of 3

Project Name: Doxydoxorubicin
Date Printed:
10/13/2014

2:16:13 PM Europe/Belgrade



Vreme 24h
Name: Doxorubicin

Sample Name | Vial | Inj Channel Name RT Area Height | Amount | Concentration | Units
1 Doxrub24 |2:C,8|1 | ACQUITY TUV ChB | Doxorubicin | 1.699 2306117 410151 | 0.853 0.853 | ug
2 Doxrub24 | 2:C,8|3 | ACQUITY TUV ChB | Doxorubicin | 1.698 2341023 411332 | 0.867 0.867 | ug
3 Doxrub24 | 2:C,8|2 | ACQUITY TUV ChB | Doxorubicin | 1.697 2343315 410698 | 0.868 0.868 | ug
Mean 1,698 | 2330151.872 | 410727.168 0.86 0.86
Std. Dev. 0.001 | 20846.382 591.226 0.01 0.01
% RSD 0.1 0.9 0.1 09 0.9
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Minutes
SampleName: Doxyrub 24; Vial: 2:C,8; Injection: 1; Channel: ACQUITY TUV ChB; Date
Acquired: 10/7/2014 3:22:09 PM CEST
SampleName: Doxyrub 24; Vial: 2:C,8; Injection: 3; Channel: ACQUITY TUV ChB; Date
Acquired: 10/7/2014 3:42:03 PM CEST
SampleName: Doxyrub 24; Vial: 2:C,8; Injection: 2; Channel: ACQUITY TUV ChB; Date

Acquired: 10/7/2014 3:32:06 PM CEST

Reported by User: System
Report Method: Doxorubicin 2
Report Method 101748

Page: 2 of 3

Project Name:

Doxydoxorubicin
Date Printed:
10/13/2014

2:16:13 PM Europe/Belgrade



Vreme 48h

Name: Doxorubicin

Sample Name | Vial | Inj Channel Name RT Area Height | Amount | Concentration | Units
1 Doxyrub 48 2:C,7|1 | ACQUITY TUV ChB | Doxorubicin | 1.703 2373780 417461 0.879 0.879 | ug
2 Doxyrub48 | 2:C,7 |3 | ACQUITY TUV ChB | Doxorubicin | 1.699 2333684 41106¢ | 0.864 0.864 | ug
3 Doxyrub 48 2:C,7 |2 | ACQUITY TUV ChB | Doxorubicin | 1.698 2346280 411857 0.869 0.869 | ug
Mean 1.700 | 2351247.869 | 413462.164 0.87 0.87
Std. Dev. 0.003| 20504.402 | 3485.604 0.01 0.01
% RSD 0.2 0.9 0.8 0.9 0.9
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Minutes
SampleName: Doxyrub 48; Vial: 2:C,7; Injection: 1; Channel: ACQUITY TUV ChB; Date
Acquired: 10/8/2014 4:03:50 PM CEST
SampleName: Doxyrub 48; Vial: 2:C,7; Injection: 3; Channel: ACQUITY TUV ChB; Date
Acquired: 10/8/2014 4:23:41 PM CEST
SampleName: Doxyrub 48; Vial: 2:C,7; Injection: 2; Channel: ACQUITY TUV ChB; Date

Acquired: 10/8/2014 4:13:46 PM CEST

Reported by User: System
Report Method: Doxorubicin 2
Report Method 101748

Page: 3 of 3

Project

Name:

Doxydoxorubicin
Date Printed:
10/13/2014
2:16:13 PM Europe/Belgrade
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Slika P5. H NMR spektar komercijalnog leka Adriamycin-a (aktivna komponenta
doksorubicin) u DO koncentracije (0,01-8 mmol/dm3) na temperaturi 298 K. Preuzeto uz

izmene iz (Agrawal, Barthwal, & Barthwal, 2009)
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Slika P6. H NMR spektar komercijalnog leka Adriamycin-a (aktivna komponenta

doksorubicin) u D,0 koncentracije 8 mmol/dm’ na temperaturama 275-355 K. Preuzeto uz

izmene iz (Agrawal i dr., 2009)
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Slika P8. Ramanski spektri DOX,q) 1 nanokompozita FNP/DOX,q) nakon 3h suSenja na

zlatnoj plocici
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Slika P9. Ramanski spektri DOX,q) 1 nanokompozita FNP/DOX ,q) nakon 24h suSenja na

zlatnoj plocici
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Slika P10. Raspodela veli¢ine Cestica FNP 1 nanokompozita FNP/DOX po intenzitetu u
¢elijskom medijumu DMEM+5% FCS
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Slika P11. FTIR spektar praha fulerenola Cgo(OH)24
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Tabela P8. Letalnost i teratogenost na embrionima zebrica (Danieo rerio) tokom razli¢itog

vremenskog perioda tretmana. Preuzeto uz izmene iz (Jovi¢ i dr., 2016)

Kategorija Razvojne smetnje Vreme izlaganja (hpf)

24 48 72 96

Letalnost Koagulacija jaja* ° ° ° °
Odsustvo formiranja somita ° ° ° )
Odsustvo odvajanja repa ° ) ° °
Odustvo sréanog ritma ° ° °
Teratogenost Malformacija glave ° ) ° °
Malformacija o&iju® ° ) ° °
Malformacija sakula/otolita® ° ° ° °
Malformacija notohorde ° ° ° °
Malformacija repa® ° ° ) )
Skolioza ° ° ° °
Frekvencija sr¢anog ritma ) ) °
Cirkulacija ° ° °
Perikardijalni edem ° ° ° °
Edem Zumancetne kese ° ° ° °
Deformacija Zumancetne kese ° ) ° °
Retardacija rasta® ° ° ° °

* Odsustvo jasne strukture organa

® Malformacija o¢iju kao retardacija u razvoju o¢iju i abnormalnosti u veli&ini i obliku

¢ Potpuno odsustvo ili prisustvo jednog ili viSe od sva otolita po sakuli, kao i smanjenje ili
uvecanje otolita 1/ili sakula

¢ Malformacija repa kao uvijenost, uvrtanje ili skra¢enje u odnosu na kontrolu optickim
uporedivanjem

¢ Retardacija rasta u poredenju sa kontrolom u vidu veli¢ine (pre izleganja, 24 hpf i 48 hpf) ili
duzine tela optickim uporedivanjem primenom invertnog mikroskopa (CKX41; Olympus,

Tokyo, Japan)
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Tabela P9. Abnormalnosti morfoloskih karakteristika kod zebrica nakon izlaganja fulerenolskim nanocesticama (FNP) izraZzeno u procentima.

Preuzeto uz izmene iz (Jovi¢ i dr., 2016)

'FNP Normalni  Mrtvi Teratogeni Retardacija Notohorda®  O¢&i® Otolite” Somite” Odvojenost  Perikardialni Zumancetni  Sr&ani Cirkulacija®  Izleganje®  Glava® Skolioza® _ Rep |
embrioni®  embrioni®  embrioni® rasta” repa’ edem® edem® ritam®

24 hpf

920 uM 69,8 24,5 5,7 2,5 0,0 0,0 5,0 5,0 0,0 0,0 2,5

92 uM 77,6 19,7 2,6 0,0 0,0 0,0 1,6 0,0 1,6 0,0 0,0

46 uM 75,0 25,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

9,2 UM 75,5 24,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4,6 uM 76,9 23,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

2,3 uM 92,3 7,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

48 hpf

920 uM 67,9 26,4 5,7 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 51,3 0,0 0,0 5,0

92 uM 76,3 21,1 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,7 40,0 0,0 0,0 0,0

46 uM 75,0 25,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 66,7 0,0 0,0 0,0

9,2 uM 75,5 24,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 70,3 0,0 0,0 0,0

4,6 uM 76,9 23,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0

2,3 uM 92,3 7,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0

72 hpt

920 uM 66,0 28,3 5,7 5,3 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0 2,6 2,6 0,0 2,6 92,1 2,9 8,6 5,7

92 uM 72,4 21,1 6,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,7 1,7 1,7 34 96,7 0,0 1,7 1,7

46 uM 72,9 25,0 2,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 94,4 0,0 2,9 0,0

9,2 uM 75,5 24,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 94,7 0,0 0,0 0,0

4,6 uM 76,9 23,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0

2,3 uM 92,3 7,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0




Doktorska disertacija

Danica Jovi¢

96 hpf
920 uM
92 uM
46 uM
9,2 uM
4,6 uM
2,3 uM

32,1
67,1
72,9
75,5
73,1
92,3

30,2
23,7
25,0
245
26,9
1,7

37,7
9,2
2,1
0,0
0,0
0,0

2,7
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
1,7
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
1,7
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

100,0
98,3

100,0
100,0
100,0
100,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

54,1
8,8
2,8
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

Skracenice: (hpf) sati nakon fertilizacije

uM=pmol/dm’
* Procenat morataliteta i teratogenosti racunato po broju svih jaja

® Procenat teratogenosti ra¢unato po Zivim embrionima u vreme procene

“Procenat teratogenosti na osnovu svih izlegnutih embriona u vreme procene
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Tabela P10. Abnormalnosti morfoloskih karakteristika kod zebrica nakon izlaganja doksorubicinu (DOX) izrazeno u procentima. Preuzeto uz

izmene iz (Jovi¢ i dr., 2016)

2,3 uM

DOX Normalni ~ Mrtvi Teratogeni Retardacija ~ Notohorda®  O&°  Otolite” Somite®  Odvojenost  Perikardialni Zumancetni  Sréani  Cirkulacija® Izleganje®  Glava®  Skolioza® Rep®
embrioni®  embrioni®  embrioni® rasta” repa® edem” edem” ritam®

24 hpf
920 uM 74,0 26,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
92 uM 74,7 25,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
46 uM 77,1 22,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
9,2 uM 81,3 18,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
4,6 uM 87,5 12,5 0,0 0,0 0,0 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
2,3 uM 87,5 12,5 0,0 0,0 0,0 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
48 hpf
920 uM 0,0 34,0 66,0 0,0 69,7 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 100,0 100,0  100,0 6,1 100,0  100,0 100,0
92 uM 70,7 25,3 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,8 1,8 1,8 1,8 50,9 0,0 7,1 3,6
46 uM 77,1 22,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 78,4 0,0 0,0 0,0
9,2 uM 81,3 18,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 64,1 0,0 0,0 0,0
4,6 uYM 87,5 12,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 38,1 0,0 0,0 0,0
2,3 uM 87,5 12,5 0,0 0,0 0,0 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 28,6 0,0 0,0 0,0
72 hpf
920 uM 0,0 56,0 44,0 9,1 100,0 0,0 909 0,0 0,0 100,0 100,0 100,0  100,0 81,8 100,0  100,0 100,0
92 uM 68,0 25,3 6,7 0,0 3,6 0,0 00 0,0 0,0 5,5 5,5 5,5 5,5 98,2 0,0 5,6 0,0
46 uM 75,0 22,9 2,1 0,0 2,7 00 00 0,0 0,0 2,7 0,0 0,0 2,7 100,0 0,0 0,0 0,0
9,2 uM 81,3 18,8 0,0 0,0 0,0 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
4,6 UM 87,5 12,5 0,0 0,0 0,0 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0

87,5 12,5 0,0 0,0 0,0 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
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96 hpf
920 uM
92 uM
46 uM
9,2 uM
4,6 uM
2,3 uM

0,0

69,3
75,0
81,3
87,5
87,5

96,0
26,7
22,9
18,8
12,5
12,5

4,0
4,0
2,1
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

100,0
1,8
2,7
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

100,0
1.8
2,7
0,0
0,0
0,0

100,0
1,8
0,0
0,0
0,0
0,0

100,0
1,8
0,0
0,0
0,0
0,0

100,0
1,8
2,7
0,0
0,0
0,0

100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

100,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

100,0
3,6
2,7
0,0
0,0
0,0

100,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

Skracenice: (hpf) sati nakon fertilizacije
uM=pmol/dm’
* Procenat morataliteta i teratogenosti racunato po broju svih jaja

® Procenat teratogenosti radunato po Zivim embrionima u vreme procene

“ Procenat teratogenosti na osnovu svih izlegnutih embriona u vreme procene
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Tabela P11. Abnormalnosti morfoloskih karakteristika kod zebrica nakon izlaganja fulerenol/doksorubicin nanokompozitu (FNP/DOX) izraZzeno

u procentima. Preuzeto uz izmene iz (Jovi¢ i dr., 2016)

2,3 uM

FNP/DOX Normalni Mrtvi Teratogeni Retardacija Notohorda” Q&  Otolite” Somite” Odvojenost  Perikardialni Zumancetni  Sréani  Cirkulacija®  Izleganje®  Glava® Skolioza®  Rep®
embrioni® embrioni® embrioni® rasta® repa® edem” edem” ritam®

24 hpf

920 uM 54,2 27,1 18,8 0,0 0,0 0,0 17,1 0,0 0,0 2,9 5,7

92 uM 64,0 32,0 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0

46 uM 68,8 31,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

9,2 UM 79,2 20,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

4,6 uM 84,0 16,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,0

2,3 uM 83,3 16,7 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,0

48 hpf

920 uM 0,0 31,3 68,8 0,0 0,0 0,0 18,2 0,0 0,0 424 36,4 93,9 424 333 0,0 45,5 9,1

92 uM 61,3 32,0 6,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 60,8 0,0 3,2 6,5

46 uM 68,8 31,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 72,7 0,0 0,0 0,0

9,2 uM 79,2 20,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 92,1 0,0 0,0 0,0

4,6 uM 84,0 16,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 38,1 0,0 0,0 0,0

2,3 uM 83,3 16,7 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0

72 hpf

920 uM 0,0 33,3 66,7 0,0 100,0 0,0 78,1 0,0 0,0 93,8 93,8 93,8 100,0 93,8 36,7 36,7 36,7

92 uM 60,0 33,3 6,7 0,0 2,0 0,0 00 0,0 0,0 4,0 4,0 4,0 4,0 94,0 2,1 4,3 2,1

46 uM 68,8 31,3 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 3,0 3,0

9,2 uM 79,2 20,8 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 97.4 0,0 0,0 0,0

4,6 uM 84,0 16,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
83,3 16,7 0,0 0,0 0,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0
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96 hpf
920 uM
92 uM
46 uM
9,2 uM
4,6 uM
2,3 M

0,0 68,8 31,3
53,3 34,7 12,0
66,7 31,3 2,1
79,2 20,8 0,0
84,0 16,0 0,0
83,3 16,7 0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

86,7
4,1
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

86,7
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

93,3
4,1
0,0
0,0
0,0
0,0

93,3
6,1
0,0
0,0
0,0
0,0

86,7
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

93,3
4,1
0,0
0,0
0,0
0,0

93,3
98,0
100,0
97,4
100,0
100,0

100,0
4,2
0,0
0,0
0,0
0,0

85,7
14,6
3,0
0,0
0,0
0,0

78,6
2,1
3,0
0,0
0,0
0,0

Skracenice: (hpf) sati nakon fertilizacije

uM=pmol/dm’

* Procenat morataliteta i teratogenosti racunato po broju svih jaja

® Procenat teratogenosti radunato po Zivim embrionima u vreme procene

“ Procenat teratogenosti na osnovu svih izlegnutih embriona u vreme procene
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