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1. UVOD

Tumori predstavljaju drugi vode¢i uzrok smrti u svetu, nakon kardiovaskularnih
oboljenja, i procena je, da ¢e ucestalost pojave tumora u buducnosti porasti. U 2015.
godini ustanovljeno je da je sirom planete bilo 17,5 miliona ljudi koji su bolovali od
tumora i da ih je umrlo oko 8,7 miliona (Fitzmaurice i sar., 2016). U poslednjoj
deceniji, leCenje obolelih od tumora je znacajno unapredeno usled rasvetljenih
pojedinih molekularnih, ¢elijskih i fizioloskih mehanizama uklju¢enih u inicijaciju i
progresiju bolesti (Rosenberg, 2014; Bhat i sar., 2015; Malka-Mahieu i sar., 2017).
Hemioterapija predstavlja jedan od uobicajenih i najcesée koris¢enih metoda lecenja
tumora koju Cesto prate sporedni sistemski Stetni efekti koji se pre svega pripisuju
nespecifi¢noj akumulaciji leka (Krishnan i Rajasekaran, 2014). Pri tome je vazno imati
na umu da sigurna doza hemioterapeutskog leka ne postoji. Sistemska oste¢enja organa
se desavaju i pri niskim dozama, §to ukazuje i da drugi faktori poput genetickih
varijanti, mogu imati uticaja na razvoj toksi¢nosti (Armenian i sar., 2013; Armenian i
sar., 2015). Lecenje tumora jednim terapeutskim agensom Cesto rezultuje ograni¢enim
klinickim ishodom wusled heterogenosti tumora i/ili njegove rezistencije na lek.
Kombinovane terapije, koje koriste razli¢ite agense sa razli¢itim modalitetom
delovanja, mogu sinergisticki podi¢i nivo antitumorske aktivnosti pri snizenim dozama
svakog pojedinacnog agensa i na taj nafin umanjiti sporedne efekte i prevazici
rezistenciju na lekove (Morton i sar., 2014). Istovremena aplikacija razlicitih
terapeutskih agenasa zahteva dostavnu platformu kako bi se omogucila normalizacija
farmakokinetike 1 farmakodinamike agenasa, produZeno vreme cirkulisanja, selektivna
akumulacija, specifi¢no vezivanje za ciljno mesto kao i kontrolisano otpusStanje sa
ciljnog mesta. Nanomaterijali, posebno polimerne nanocestice 1 karbonski
nanomaterijali, poseduju neke od prethodno navedenih povoljnih osobina (Morton i
sar.,, 2014; Cheng i Xue, 2016; Jovi¢ i sar., 2020). Prema Evropskoj Komisiji,
nanomaterijali predstavljaju ,,prirodne, slucajno nastale i proizvedene materijale koji
sadrze Cestice u nevezanom stanju ili u obliku agregata ili aglomerata 1 gde vise od 50%
Cestica ima bar jednu dimenziju u opsegu 1-100 nm” (Rauscher i sar., 2012). Medutim,

granice ove definicije su jo$ uvek rastegljive posto se konvencionalna fizicko-hemijska



pravila ne mogu u potpunosti primeniti na nanoskali (Kreyling i sar., 2010). Stoga, u
zavisnosti od polja primene nanotehnologije, veli¢ina Cestice uzeta kao odrednica za
nanoCesticu moze varirati. Stoga se materijali sa dimenzijama do 1000 nm, u

nanomedicini, smatraju nanomaterijalima (Schitz i sar., 2013).

v

U posebnu grupu nanomaterijala koji su danas u Zizi interesovanja nanomedicine jesu
oni koji poseduju antioksidativna svojstva i koji kao takvi mogu obezbediti pozitivan
ishod kod bolesti ili stanja povezanih sa oksidativnim stresom (Forbot i sar., 2020).
Prednosti koriS¢enja nanomaterijala kao antioksidanata nad trenutno dostupnim jesu:
njihova prilagodljiva povrsina na koju se mogu vezati razli¢ite funkcionalne grupe ili
agensi (Cheng i sar., 2013), moguénost prolaza kroz ¢elijsku membranu (Qiao i sar.,
2007; He i sar., 2019), sposobnost vezivanja slobodnih radikala bez pomo¢i drugih
molekula koji imaju funkciju detoksikacije (Markovic i Trajkovic, 2008), vec¢a fizicka
stabilnost u bioloskim medijumima (Lao i sar., 2009). Navedene o0sobine,
nanomaterijalima, omoguéavaju potencijalnu primenu u leCenju o$te¢enja nastalih
oksidativnim stresom. U ovom kontekstu, postoji znatan broj istrazivanja koja opisuju
razli¢ite derivate fulerena (Cgp) izmenjene bilo kovalentnim, bilo nekovalentnim
modifikacijama, a koji su se pokazali kao biokompatibilni i sa izrazenim
antioksidativnim svojstvima u razli¢itim model-sistemima (Ali i sar., 2008; Lao i sar.,
2009; Misirkic i sar., 2009; Djordjevic i sar., 2015; Roursgaard i sar., 2016).

1.1 Fulerenoli

1.1.1 Fizicko-hemijske i nano karakteristike fulerenola

Otkri¢e fulerena datira od pre trideset godina kada su opisani kao tre¢a alotropska
modifikacija ugljenika pored grafita i dijamanta (Kroto i sar., 1985). Nakon nekoliko
godina su okarakterisane nanocevi (lijima i sar., 1991), a deceniju kasnije, grafeni
(Novoselov i sar., 2004). Ugljenik je jedini element u Periodnom sistemu za koje se
vezuju dve Nobelove nagrade: otkrice molekula Cg i grafena. Odmah nakon otkrica,
karbonski nanoalotropi su privukli paznju istrazivaca u nanomedicini (Wilson, 1997;
Wilson i sar., 1999; Dugan i sar., 2001; Bianco i sar., 2005). Naime, jedinstvene fizi¢ke

osobine nanocestica kao S$to su velika povrSina, mala veli¢ina, laka povrSinska



modifikacija, magnetne i opticke karakteristike, Cine ih pogodnim kandidatima za

primenu u biomedicini (Vatansever i sar., 2012).

Fulereni (C, 540 > n > 20) predstavljaju polihedralne zatvorene kaveze izgradene
isklju¢ivo od ugljenikovih atoma. Najpoznatiji medu njima je Cgo (Slika 1A) koji
poseduje savrSenu simetriju. Njegov precnik iznosi 0.710 + 0.007 nm. Fuleren je smeda
kristalna ili amorfna materija nerastvorna u vodi i vecini nepolarnih organskih
rastvaraca. Hidroksilacijom fulerena dobijaju se polihidroksilovani fulereni, poznatiji
kao fuleroli/fulerenoli (Cgo(OH), 44 > n > 2) koji su ratvorljivi u vodi i samim tim
prikladniji za bioloska ispitivanja. Do sada, u bioloskim istrazivanjima je najceSce
koris¢en fulerenol Cgo(OH)24, simetricni derivat Cgo (Slika 1B) koji se u vodenom
rastvoru nalazi u vidu agregata kao fulerenolske nanocestice (FNP, eng. fullerenol
nanoparticles) sa raspodelom veli¢ine 15-90 nm i naelektrisanjem koje se u zavisnosti
od pH i koncentracije krec¢e u rasponu od -20 mV do -58 mV (Johnson-Lyles i sar.,
2010; Slavic i sar., 2013; Xu i sar., 2013; Borisev i sar., 2016; Vranes i sar., 2017).

' B
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Slika 1. Sematski prikaz strukture A) Fulerena Cg (crni krugovi- atomi ugljenika)
i B) Fulerenola Cso(OH)24 (plavi krugovi- atomi ugljenika; crveni krugovi-atomi
kiseonika, beli krugovi-atomi vodonika) (preuzeto iz Pordevi¢ i Bogdanovi¢, 2008)

Eksperimentalne 1 teorijske analize ukazuju da je negativan elektrostaticki potencijal
molekula fulerenola lociran na atomima kiseonika. Vodonikovi atomi hidroksilnih
grupa pokazuju znacajne interakcije sa molekulima vode ukazuju¢i na dominantnost
vodoni¢ne veze, mada se u manjem obimu javljaju i van der Waals-ove interakcije

(Maciel i sar., 2011; Vranes i sar., 2017). Stoga, u vodenim rastvorima molekuli



fulerenola interaguju kako medusobno tako i sa molekulima vode i samoorganizuju se
u stabilne FNP. Mreza vodoni¢nih veza izmedu molekula fulerenola i molekula vode
unutar agregata stabiliSe FNP (Brant i sar.,, 2007). Teorijskim modelovanjem je
ustanovljeno da su najstabilniji mali agregati FNP koji se sastoje od 7 molekula
fulerenola Cgo(OH),4 (Piatek i sar., 2011).

Velic¢ina FNP-a zavisi od uslova sredine. Na temperaturama iznad 309,15 °K (36 °C)
interakcija izmedu molekula fulerenola slabi i nanocestice SU manje, dok se na nizim
temeperaturama favorizuje stvaranje ve¢ih FNP (Vrane$ i sar., 2017). Ova osobina
FNP-a je od znacaja u bioloSkim istrazivanjima s obzirom da se in vitro i in vivo
eksperimenti na Sisarima obavljaju na temperaturama izmedu 36-37 °C. Na strukturnu
organizaciju FNP-a moze uticati i koncentracija fulerenola u vodenom rastvoru. Sa
poveéanjem koncentracije fulerenola, pocevii od 10 mmol/dm?® viskozitet
eksponencijalno raste kao i veli¢ina FNP-a, dok agregacija ostaje u nanometarskim
razmerama (Vranes i sar., 2017). U vrlo razblazenim rastvorima takode dolazi do
formiranja FNP ali su manje veli¢ine, u proseku 2 nm (Semenov i sar., 2011). Promene
pH rastvora takode uti¢u na naelektrisanje i rastvorljivost FNP, ali ne uti¢u znacajno na
distribuciju veli¢ina. Pri pH=3 naelektrisanje FNP-a je oko nule, dok sa porastom pH
vrednosti FNP-a sti¢e negativno naelektrisanje (Brant i sar., 2007). Fulerenol ima i
helatorsku osobinu polidentatnog liganda, te u prisustvu zemnoalkalnih i prelaznih metala
gradi precipitate (Anderson i Barron, 2005). Sa druge strane, alkalni metali nemaju uticaja
na veli¢inu FNP-a, §to fulerenolu daje prednost u biomedicinskim istrazivanjima u kojima

se najéesce koristi fizioloski rastvor (0,9% NaCl) (Djordjevic i sar., 2015).

1.1.2 Hemijske osobine fulerenola

Studije bioloskih osobina fulerena Cgp i njegovih derivata su pocele jo§ pre dve i po
decenije i predstavljaju vazno podru¢je interdisciplinarnih istraZzivanja (Jensen i
Wilson, 1996; Tagmatarchis i Shinohara, 2001; Nakamura i Isobe, 2003; Petrovic i sar.,
2015). Fuleren Cgo je za razliku od grafita i dijamanta veoma hemijski reaktivan i do
sada su publikovani brojni nau¢ni radovi koji opisuju njegove razli¢ite hemijske

reaktivnosti na $ta ukazuju brojni sintetisani derivati (Thilgen i Diederich, 1999; Hirsch



i Brettreich, 2005; Cataldo i Da Ros, 2008; Djordjevic i sar., 20015). Karakteristi¢na
hemijska osobina fulerena Cg je da poseduje delokalizivane = molekulske orbitale koje
se protezu kroz celu strukturu kaveza, dok atomi ugljenika predstavljaju kombinaciju
sp® i sp® hibridizacije. Usled toga se sferi¢ni fuleren Cgo ponasa kao elektrodeficijentni
alken i brzo reaguje sa razli¢itim polarnim funkcionalnim grupama ili molekulima pri
¢emu se prevazilazi njegova skoro potpuna nerastvorljivost u vodi i1 postize znatna
bioloSka dostupnost (Cataldo i Da Ros, 2008; Grebowski i sar., 2013). Do sada je
otkriveno nekoliko puteva sinteze fulerenola sa razliCitim stepenom hidroksilacije
fulerena: Cgo(OH)n, 2 < n < 44, polianjonskih fulerenola Cgo(OH)15(ONa)o,
endohedralnih metalofulerena Gd@Cg>(OH),, 1 drugih fulerenskih derivata (Djordjevic
i sar., 2015). Istrazivanja na humanim i Zivotinjskim, kako zdravim tako i malignim
¢elijskim linijama, su pokazala da fulerenoli poseduju manju, ili ¢ak zanemarljivu,
citotoksi¢nost u odnosu na Cist fuleren Cgo (Sayes i sar., 2004; Isakovic i sar., 2006).
Ove studije podrzavaju stav da vodo-rastvorne funkcionalne grupe na povrsini fulerena

Cso Umanjuju njegovu toksi¢nost (Chavla i Kumar, 2014).

1.1.3 Prooksidativne osobine fulerenola

U zavisnosti od uslova sredine, fuleren 1 njegovi fulerenolski derivati se mogu ponaSati

prooksidativo ili antioksidativno.

Jedinstven m elektronski sistem omoguéava fulerenima fotosenzitajzerski potencijal
nakon apsorpcije ultraljubicastog zracenja ili vidljive polihromatske svetlosti (Vileno i
sar., 2004; lsakovic i sar., 2006). Tako su kod fulerenola Cgo(OH)24 u produkciju
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta ukljucena dva tipa fotohemijskih mehanizama, pri cemu se
formiraju singletni kiseonik (;07) i superoksid anjon radikal (O, ) (Slika 2) (Pickering i
Wiesner, 2005; Kong i sar., 2009). U poredenju sa drugim poznatim senzitajzerima,
fulerenol Cgo(OH),4 produkuje najmanje dva puta vise ROS-a (Pickering i Wiesner,
2005; Lim i sar., 2016).



Cs0(OH)24 — Ceo(OH)24 *
Coo(OH)2s + Op— Ceo(OH)z4 + 10,
Co0(OH)24 + € (aq)— Ceo(OH)24 ™

C60(OH)24 ™+ O2— Ceo(OH)24 + O3

Slika 2. Potencijalni reakcioni mehanizam nastanka ROS-a preko fotosenzitizacije
fulerenola Cgo(OH)24

1.1.4 Antioksidativne osobine fulerenola

Fulerenoli pokazuju jaku antioksidativnu aktivnost kako in vitro tako i in vivo
(Markovic i Trajkovic, 2008; Sachkova i sar., 2017; Chen i sar., 2019) i predloZeno je
nekoliko mehanizama antioksidativnog delovanja FNP-a. Spektroskopija rezonance
elektronskog spina (ESR, eng. electron spin resonance) je pokazala da fulerenol ima
sposobnost da na dozno-zavisan nacin inhibira intenzitet ESR signala koji potic¢e od
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala. Pretpostavlja se da tom prilikom dolazi do
radikalsko-adicione reakcije 2n OH- radikala na olefinske dvostruke veze fulerenolskog
jezgra: Cgo(OH)24 + 2n OH: (n = 1-12). Drugi predloZeni mehanizam je uklanjanje
radikala vodonika iz hidroksilne grupe pri ¢emu dolazi do formiranja relativno
stabilnog fulerenolskog radikala Ceo(OH),30- (Djordjevic i sar., 2004). Dodatno,
hidroksil radikal mozZe oduzeti jedan elektron fulerenolu pri ¢emu se formiranju
radikalski katjoni Cgo(OH)24". Jo§ jedan predlozeni mehanizam uzima u obzir brojne
slobodne elektronske parove oko kiseonika na fulerenolu, koji imaju veliki kapacitet za
formiranje koordinativnih veza sa prooksidativnim metalnim jonima (Anderson i
Barron, 2005). U istrazivanjima efekata fulerenola na kozijim epididimalnim
spermatozoama, kada su izlozene toksi¢nim jonima Fe?*, fulerenol ispoljava svoj
antioksidativni efekat 1 tom prilikom povecava aktivnost antioksidativnih enzima i
smanjuje lipidnu peroksidaciju (Murugan i sar., 2002). Autor pretpostavlja da do
antioksidativnih efekata fulerenola dolazi na membranskom nivou. Na lipozomima, kao

model-sistemu ¢elijske membrane, Mirkov i saradnicu su pokazali da FNP sprec¢ava



proces lipidne peroksidacije (Mirkov i sar., 2004). Isti autori su predlozili i mehanizam

po kome fulerenol uklanja superoksid anjon radikal (Slika 3) i azot oksid radikal.

Slika 3. Hipoteticki mehanizam delovanja fulerenola sa superoksid anjon
radikalom (preuzeto iz Pordevi¢ i sar., 2008)

1.1.5 Bioloske aktivnosti fulerenola

Usled svoje sposobnosti da uklanjaju slobodne radikale kao $to su superoksidanjon
radikal, hidroksil radikal i azot oksid radikal (Djordjevic i sar., 2004; Mirkov i sar.,.
2004; Yin i sar., 2009, Tang i sar., 2018, Chen i sar., 2019), fulerenoli imaju
antiinflamatorne (Roursgaard i sar., 2008; Dragojevic-Simic i sar., 2011; Arifa i sar.,
2016), antiapoptotske (Lao i sar., 2009; Misirkic i sar., 2009), radioprotektivne
(Trajkovi¢ 1 sar., 2007; Bogdanovi¢ i sar., 2008, Stankov i sar., 2013),
kardioprotektivne (Injac i sar., 2008a; Injac i sar., 2008b; Injac i sar., 2008c; Injac i sar.,

2009a; Injac i sar., 2009b; Borovi¢ i sar., 2014, Tang i sar., 2018), hepatoprotektivne


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yin%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18986699

(Jacevic i sar., 2017; Injac i sar., 2008c; Li i sar., 2016; I¢evi¢ i sar., 2011),
neuroprotektivne (Hu i sar., 2010; Zha i sar., 2012) i imunomodulatorne efekte (Liu i
sar., 2009; Xu i sar., 2013). Sli¢ni protektivni efekti FNP su zapaZeni i u plu¢ima i
bubrezima pacova (Injac i sar., 2009b; Icevi¢ i sar., 2011, Tang i sar., 2018), a
ustanovljeno je da fulerenol ima jednak ili viSi nivo antioksidativne aktivnosti u
poredenju sa prirodnim proizvodima kao §to su vitamini A, C i E (Lu i sar., 1998;
Mirkov i sar., 2004; Injac i sar., 2009a; Li i sar., 2016). Pojedina istrazivanja ukazuju
da FNP moze imati i antitumorsku i antimetastatsku aktivnost (Liu i sar., 2009; Jiao i
sar., 2010; Tang i sar., 2018). Antitumorski efekti FNP delimi¢no poticu od inhibicije
angiogeneze (Jiao i sar., 2010; Kang i sar., 2012). Na primer, Cg(OH),, zaustavlja rast
humanih pankreasnih ksenografta preko inhibicije ekspresije vaskularnog endotelijskog
faktora rasta (Kang i sar., 2012). Sli¢ni rezultati su dobijeni i na humanim
ksenograftima tumora dojke (Jiao i sar., 2010). Inhibicija angiogeneze uz pomoc¢
kod endotelnih celija pupcane vene kod miSeva sa transplantom (Chaudhuri i sar.,
2009b; Sun i sar., 2016). Usled svoje odli¢ne biokompatibilnosti, istrazivanja Genga-a i
saradnika sugeriSu da se fulerenol moze koristiti 1 u tretmanima onih bolesti gde dolazi
do gubitka kostanog tkiva, kao §to je na primer osteoporoza (Geng i sar., 2017). Naime,
da bi kosti bile zdrave neophodno je odrzavanje homeostaze izmedu osteoblasta i
osteoklasta, koju fulerenol regulise na dozno-zavisan nacin inhibirajuéi preteranu

aktivaciju osteoklasta.

1.1.6 Farmakokinetika fulerenola

Koncentracija obeleZenog FNP u miSi¢ima ostaje konstantna dok u krvotoku, plu¢ima,
jetri, bubrezima i slezini znacajno opada nakon 24 h tretmana jednokratnom primenom
Cs0(OH)24 obelezenog tehnecijumom-99m (Maksin i sar., 2007; Djordjevic i sar.,
2010). Nasuprot tome, koncentracija obelezenog FNP u kostima i pljuva¢nim Zlezdama
znacajno raste. Prisutnost relativno visoke radioaktivnosti u jetri, bubrezima i crevima
ukazuje da se obelezeni FNP izlucuje putem crevnog i urinarnog trakta. Takode je
istrazivana distribucija FNP u razli¢itim organima obolelih od solidnih tumora nakon

aplikacije Cgo(OH),4 obelezenog jodom-125 (Ji i sar., 2006). Nakon tri dana od



primene, Sto predstavlja eliminacioni poluzivot FNP-a, i dalje je bilo moguce
detektovati veoma visoku koli¢inu obeleZzenog FNP-a u srcu, jetri, slezini, bubrezima,
plu¢ima, kostima i tumorima. Ovaj akumulacioni mehanizam nanocestica se pripisuje
fagocitozi od strane mononuklearnih ¢éelija kao i retencionom efektu. Retencioni efekat
je pojava akumulacije nanoCestica u tumorskom tkivu usled prisustva velikih
fenestracija na krvnim sudovima tumora kao i usled oslabljene limfne drenaze. FNP se

iz organizma elimini$e preko bubrega, urinarnom ekskrecijom (Qingnuan i sar., 2002).

1.1.7 Molekularnobioloski mehanizam antioksidativnog delovanja
fulerenola

Molekularnobioloski mehanizmi antioksidativnog delovanja FNP-a jo$ uvek nisu u
potpunosti rasvetljeni. Poznato je da klju¢nu ulogu ima transkripcioni faktor Nrf2 (eng.
Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) koji reguliSe ekspresiju nekoliko gena
ukljucenih u antioksidativnhu odbranu (Slika 4). Regulacija ekspresije datih gena se
odvija vezivanjem Nrf2 za njihove antioksidativne elemente (ARE, eng. antioxidant
response element) na DNK (dezoksiribonukleinska kiselina) modulisuci aktivnost
antioksidativnih gena. U fiziolo§kim uslovima, Nrf2 je vezan za represor Keapl (eng.
Kelch-like ECH-associated Protein 1) u citoplazmi gde lako podleze degradaciji od
strane ubikvitin-proteazomalnog sistema (Wu i sar., 2012). Nakon aktivacije, Nrf2 se
otpusta sa Keapl proteina 1 translocira u jedro gde gradi heterodimer sa Maf proteinom
1 biva ukljucen u transkripcionu masineriju odgovornu za antioksidativnu odbranu. FNP
pojacava translokaciju Nrf2 u jedro humanih celija pluca i pojacava ekspresiju grupe
antioksidativnih enzima faze Il u koju spadaju hem oksigenaza-1 (HO-1), NAD(P)H:
hinonoksidoreduktaza 1 i y-glutamat cistein ligaza (Ye i sar., 2014). Osim toga, FNP
ucestvuje u fosforilaciji i aktivaciji p38 MAPK (eng. mitogen-activated protein kinase)
kinaze kao i kinaza regulisanih ekstracelijskim signalima i c-Jun-N-terminalnih kinaza.
Pomenute kinaze fosforiliSu Nrf2 1 omogucavaju njegovu translokaciju u jedro celije

(Granado-Serrano i sar., 2012; Rodriguez-Ramiro i sar., 2012; Ye i sar., 2014).



Celijska
H,0, membrana

Apoptoza

Jedro

Antioksidativni enzimi faze
Il: HO-1, NQO, y-GCS

QO ARE AYDDODOVIVVNVINVD

Slika 4. Sematski prikaz hipoteti¢kog mehanizma zastite éelija od vodonik
peroksida posredovan fulerenolom Cgy(OH),4. Transkripcioni faktor Nrf2 regulise
ekspresiju mnogih antioksidativnih enzima. Pretpostavlja se da fulerenol prolazno
povecava intracelijski nivo ROS i/ili aktivira p38 MAPK signalni put koji moze voditi
olakSanoj disocijaciji kompleksa Nrf2/Keap. Rezultuju¢a interakcija Nrf2 sa ARE
regulatornim elementima indukuje aktivaciju antioksidativnih enzima faze II pri cemu
se pojacava odbrambeni potencijal celija od smrti indukovane vodonik peroksidom
(preuzeto i modifikovano iz Ye i sar., 2014)
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1.2 Doksorubicin

Doksorubicin (DOX, eng. doxorubicin) spada u grupu antraciklinskih antibiotika sa
antitumorskom aktivno$¢u i originalno je izolovan iz streptomicete S. peucetius var.
caesius. DOX se na trziStu moze na¢i pod nekoliko komercijalnih naziva: Adriacin®;
Adriablastin®  Adriamycin®; Caelyx®. Sa klinicke tatke gledista smatra se
najefektivnijim terapeutskim agensom koji je ikada razvijen protiv Sirokog spektra
tumora. DOX ima planarnu aromatic¢nu strukturu i sadrzi antrahinonske hromofore i

Se¢ernu komponentu, daunosamin (Slika 5) (Forrest i sar., 2012).

Hromofora koja Domen koji interaguje sa
interkalira u DNK topoizomerazom II

Slika 5. Hemijska struktura DOX-a
(preuzeto i modifikovano iz Cagel i sar., 2017)

Prva komercijalno dostupna formulacija DOX je bila Adriamycin®, odobrena od strane
americke agencije za hranu 1 lekove 1974. godine u obliku rastvora
doksorubicinhidrohlorid i  kao  liofilizirani  prah  doksorubicinhidrohlorid

(https://dtp.cancer.gov/timeline/flash/FDA.htm). U studiji farmakokinetike DOX-a,

izvedenoj na pacijentima sa razli¢itim tipovima solidnih tumora, pokazano je da DOX
nakon intravenske aplikacije ima multifaznu distribuciju (Gil i sar., 1983). Inicijalni

poluzivot DOX-a iznosi u proseku 12 minuta, zatim, 3,3 h, dok je terminalni poluzivot
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30 h (Barpe i sar., 2010). DOX ima najveci efekat na tkiva i organe u treminalnoj fazi
poluzivota kada je koncentracija leka niza od 0,1 uM. Od ukupne koncentracije DOX u
plazmi, samo 25% je slobodno dostupno, dok su ostatak DOX-a kao i njegov glavni
metabolit, doksorubicinol, vezani za protein seruma, albumin. Glavni putevi izlu¢ivanja
DOX-a idu preko metabolizma jetre i zuci. Vise od 40% DOX-a je nadeno u zuci
tokom pet dana od pocetka tretmana, dok se samo 5-12% leka i njegovih metabolita

pojavljuje u urinu (Greene i sar., 1983).

Glavni limitirajuéi faktori terapije DOX su viSestruka rezistentnost na lekove kao i
izrazena sistemska toksi¢nost koja moze dovesti do teske mijelosupresije i pojave
sekundarnih  maligniteta (Bally i sar., 1990). Poseban akcenat se stavlja na
kardiotoksi¢nost (Reeve i sar., 2007; Jing i sar., 2013; Ma i sar., 2013). Direktna
rezistencija Celija na DOX omogucena je njegovim ulaskom u ¢elije putem difuzije i
detoksikacijom putem metalotioneina i aktivnog transporta van c¢elija preko P-
glikoproteina (Goren i sar., 2000; Hui i sar., 2008; Lukyanova i sar., 2009). Dodatni
faktori koji ogranicavaju upotrebu DOX u klinickoj praksi su: kratak poluzivot u
ljudskom organizmu, velika koli¢ina distribucije i uzan terapeutski indeks usled slabe

rastvorljivosti u vodenim sistemima (Manivasagan i sar., 2016).

1.2.1 Mehanizam citotoksi¢nosti DOX-a u tumorskim celijama

Do sada je opisano nekoliko molekularnih mehanizama citotoksi¢nosti DOX koji
dovode do smrti ¢elija tumora i kojima se ostvaruje njegov terapeutskih efekat (Slika
6): a) interkalacija DOX u DNK dovodi do inhibicije replikacije DNK i ¢elijske
deobe (Slika 5) (Cuitts i sar., 2005; Thorn i sar., 2011; Tacar i sar., 2013). Cak 60%
ukupne koli¢ine intracelijskog DOX se nalazi u jedru (Takemura i sar., 2007; Gewirtz i
sar.,; Minotti i sar., 2004). Pored jedarne DNK, DOX interkalira i u mitohondrijalnu
DNK (Ashley i sar., 2009). DOX pre svega interkalira u regionima DNK bogatim GC
baznim parovima, verovatno usled specificnih vodoni¢nih veza koje se formiraju
izmedu DOX i guanina unutar velikog zljeba B-forme DNK zavojnice (Chaires i sar.,
1987; Chaires i sar., 1990; Liao i sar., 2005). Interkalacija DOX u DNK dovodi do
remecéenja strukture hromatina 1 torzije DNK 1 nukleozoma. Odvijanje DNK

indukovano DOX rezultuje u pozitivnom torzionom stresu koji destabilizuje
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nukleozome (Lee i sar., 1991; Pang i sar., 2013). Tom prilikom se izbacuju pojedini
histoni, pojac¢ava obnavljanje nukleozoma i odgovor DNK na stres (Pang i sar., 2013;
Yang i sar., 2013). DOX inhibira i kataliticku aktivnost DNK metiltransferaze §to
dovodi do hromozomske nestabilnosti i deregulacije transkripcije, a kranji ishod je
apoptoza tumorskih ¢elija (Jones i Baylin, 2002). DOX moze interagovati i sa drugim
intracelijskim proteinima i1 to posebno sa aminokiselinskim ostacima tirozina i
fenilalanina, menjajué¢i njihovu konformaciju, a samim tim i funkciju (Guo i sar.,
2009). Destabilizacija hromatina i nukleozoma povecava izlozenost DNK razli¢itim
agensima i procesima koji je mogu oStetiti i inicirati ¢elijsku smrt (Yang i sar., 2013).
Interkalacija i vezivanje DOX za DNK dovodi i do formiranja mostova na DNK i
kroslinkovanje lanaca DNK (Swift i sar., 2006; Coldwell i sar., 2008; Forrest i sar.,
2012). Skoro svi mostovi su udruzeni sa guaninom, bilo da se radi o jednolancanoj ili
dvolan¢anoj DNK (Cullinane i sar., 1994). Za kroslinkovanje lanaca DNK su
odgovorni guanini unutar GpC ostrvaca (Van Rosmalen i sar., 1995). S obzirom da
tokom tretmana samo mala frakcija unetog DOX zavrsi u obliku mostova DNK-DOX,
ovaj vid citotoksi¢nosti ne spada u glavni mehanizam njegovog delovanja (Coldwell i

sar., 2008).

Remecenje hromatinske Inhibicija DNK
strukture metiltransferaze

‘ Interkalacija u DNK ‘

‘ Lipidna peroksidacija

7

Generisanje
oksidativnog stresa

Povecana osetljivost
na lek

T~

Povecavanje nivoa
ceramida

Heliranje gvozda

‘ Inhibicija

. . Vezivanje za DNK
topoizomeraze i ll

/\

Deregulacija Formiranje adukata
reparativnih gena na DNK

DNK kroslinkovanje

Slika 6. Mehanizmi terapeutskih efekata DOX-a na tumorske celije
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b) DOX generise oksidativni stres oksidacijom hinonske strukture do semihinonskih
radikala. Novonastali radikal je veoma nestabilan i brzo se konvertuje nazad u DOX
dok otpusta reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS, eng. reactive oxygen species) (Gewirtz,
1999; Simunek i sar., 2009). ROS su odgovorne za lipidnu peroksidaciju i o§teéenje
¢elijskih membrana i vode ¢eliju u apoptozu (Doroshow, 1986; Dixon i Stockwell,
2014). DOX poseduje i helatorske osobine, te sa gvozdem gradi kompleks koji
posreduje u generisanju veoma reaktivnih radikala (Myers, 1998; Swain i Vici, 2004;
Ishikawa i sar., 2014). Istrazivanje Wang i saradnika je pokazalo da ROS indukovane
DOX-om promovisu apoptozu u endotelnim ¢elijama i kardiomiocitima aktivacijom
NF-kB (eng. nuclear factor-kB) signalnog puta (Wang i sar., 2001). Medutim,
aktivacija istog puta u tumorskim c¢elijama, koje su takode tretirane DOX, inhibira
programiranu Celijsku smrt, ukazuju¢i na razli¢it mehanizam kod =zdravih i

transformisanih ¢elija (Suwei i sar., 2002).

c) DOX inhibira topoizomeraze | i Il ¢ime dovodi do oste¢enja DNK tumorskih ¢elija
(Slika 2) (Tewey i sar., 1984; Foglesong i sar., 1992). Citotoksi¢nost posredovana TOP
ITa podrazumeva deregulaciju gena koji u€estvuju u reparaciji DNK, kao §to su MSH2
(eng. mismatch gene 2) i MLHL1 (eng. MutL homolog 1) (Fedier i sar., 2001) ili kontroli
¢elijskog ciklusa, p53 (eng. protein 53) i XPD (eng. xeroderma pigmentosum group D)
(Robles i sar., 1999).

d) DOX povecava nivo ceramida, lipidnog molekula (Lucci i sar., 1999; Delpy i sar.,
1999; Kawase i sar., 2002), koji je ukljuéen u zaustavljanje rasta Celija i apoptozu
(Senchenkov i sar., 2001). Ceramid predstavlja okida¢ za odvajanje CREB3L1 (eng.
CAMP response element-binding protein 3-likel) proteina od ¢elijske membrane. Na taj
nac¢in CREB3L1 preuzima ulogu transkripcionog faktora i biva uklju¢en u mehanizme
¢elijske osetljivosti na lek. Izmenjena ekspresija gena koji su pod uticajem ovog
transkripcionog faktora moze doprineti citotoksi¢nim efektima DOX (Denard i sar.,
2012).
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1.2.2 Mehanizmi kardiotoksi¢nosti DOX-a

Brojni su mehanizmi putem kojih DOX izaziva kardiomiopatiju (Slika 7). Glavni
mehanizam kardiotoksi¢nosti DOX, koji se jo$ naziva i1 klasiénim mehanizmom
kardiotoksi¢nosti, jeste poviSen oksidativni stres koji se manifestuje povisenim nivoima
ROS i lipidne peroksidacije (Kalyanaraman i sar., 1980; Doroshow1983; Singal i sar.,
1987; Takemura i Fujiwara, 2007; Angsutararux i sar., 2015). Hinonska struktura DOX
moze biti oksidovana do semihinon radikala dodavanjem jednog elektrona, $to je
posredovano sa nekoliko NAD(P)H-oksidoreduktaza. Semihinon radikali brzo reaguju
sa kiseonikom stvarajuéi superokside i vodonik peroksid koji prouzrokuju oste¢enja na
DNK. Kardiotoksi¢nost se pripisuje slobodnoradikalskom oksidativnom stresu
zasnovanom na gvozdu. DOX ima jak afinitet ka vezivanju gvozda (Fe** i Fe** jona)
pri ¢emu se formira kompleks koji moze prouzrokovati lipidnu peroksidaciju
interakcijom sa negativno naelektrisanim membranama. Redukcija DOX-a u prisustvu
slobodnog gvozda omogucava otpocinjanje slobodno-radikalskog ciklusa (Myers,
1998). Mayers i saradnici, su predlozili model po kome oSeéenje eritrocita zavisi od
kapaciteta kompleksa da se veze za celijsku membranu i proizvede visoku lokalnu
koncentraciju ROS, kao §to su superoksidi i vodonik peroksid (Myers et. al., 1982).
Kompleks DOX-gvozde moze prouzrokovati i degradaciju dezoksiriboze (Gutteridge i
sar., 1984). U istrazivanjima Linka i saradnika prvi put je pokazano in vivo, da do
pojacanja antraciklinske toksi¢nosti mozZe do¢i usled prevelikog prisustva gvoZda.
Autori takode isticu da mitohondrije predstavljaju glavne mete ove kombinovane
toksi¢nosti (Link i sar., 1996). S obzirom da mitohondrije koriste vise od 80% celijskog
kiseonika, one predstavljaju glavna mesta nastanka ROS (Manoli i sar., 2007).
Hidroksil radikal (OH), kao najistaknutili predstavnik ROS, direktno je odgovoran za
ostecenja na DNK. 'OH nastaje u reakciji H,O,1 O, koja je katalizovana jonima
gvozda preko Haber-Weiss mehanizma (Haber i Weiss, 1932), sa specijalnim slu¢ajem
gde je degradacija H.O, posredovana Fe?* jonima (Koppenol, 1993). Fentonova
reakcija je kineticki mnogo brZa, s obzirom da prelazni metali, kao §to su gvozde i
bakar, sluze kao katalizatori. Istrazivanja na prekomernoj ekspresiji mitohondrijalnog

proteina ABCBS8, koji olakSava eksport gvozda, su ukazala da dolazi do smanjenja
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mitohondrijalnog gvozda i ¢elijskog ROS, kao i do protekcije kardiomiopatije
indukovane DOX-om (Ichikawa i sar., 2014). Medutim, novija istrazivanja tvrde
suprotno, da preoptereéenje gvozdem ne pojacava kardiotksi¢nost indukovanu DOX-
om, niti kod kardiomiocita in vitro, niti kod kod miSeva in vivo (Guenancia i sar.,
2015). Ovi autori isti¢u da uloga gvozda u kardiotoksi¢nosti indukovanoj DOX-om
treba da bude preispitana, ¢emu je i pristupljeno u ovoj doktorskoj tezi sintetisanjem

novog nanokompozita FNP/Fe®" i njegovim ispitivanjem in vivo.

Takode je pokazano da DOX moZe interagovati sa celijskim gvozdem na mnogo
kompleksniji nacin osim produkcije ROS. Kada se DOX veze za Informacionu
ribonukleinsku kiselinu (iRNK) koja kodira feritin dolazi do modifikacije ekspresije
feritina Sto utice na metabolizam 1 homeostazu gvozda. Stoga, helatori gvozda mogu
interferirati sa DOX-om na mnogo slozeniji nafin nego $to je Fentonova reakcija
(Canzoneri i Oyelere, 2008). Snizeni nivoi antioksidanata i sulfhidrilnih grupa (Singal i
sar., 1985; Singal i sar., 1987; Doroshow i sar., 1979; Olson i sar., 1980), inhibicija
sinteze nukleinskih kiselina i proteina (Arena i sar., 1979; Monti i sar., 1995),
oslobadanje vazoaktivnih amina (Bristow i sar., 1980), izmenjena adrenergicka funkcija
(Tong i sar., 1991) i smanjena ekspresija gena specifi¢nih za srce predstavljaju dodatne
predlozene mehanizme kardiotoksi¢nosti koji mogu delovati kako pojedina¢no tako i u

kombinaciji (Takemura i Fujiwara, 2007).

DOX ispoljava razli¢ite efekate na ekspresiju gena specifi¢nih za srce, Sto utice na
strukturu, funkciju i metabolizam srca. Tako su kod miSeva kod kojih je indukovana
hroni¢na DOX-ska kardiotoksi¢nost, metodom ,,cDNK microarray”, identifikovani geni
sa izmenjenom ekspresijom, uklju¢uju¢i STAR (eng. steroidogenic acute regulatory
protein) gene odgovorne za hipertrofiju, SNF1-kinaze (eng. sucrose non-fermenting 1
protein, modulatore nivoa ATP-a (eng. adenosine triphosphate)) i AXUD1 (eng. Axin-
1 up-regulated gene 1) kao nizvodni target proapoptotskog regulatora AXIN1 (eng.
Axis Inhibition Protein 1) (Yi i sar., 2006). U slicnom eksperimentalnom modelu
detektovane su promene ekspresije gena koje uti¢u na funkcije mitohondrija, glikolizu i

metabolizam masnih kiselina (Berthiaume i sar., 2007).
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U (Celijama srca, TOP Ilb je glavna forma topoizomeraza koju DOX inhibira
formiraju¢i ternarni kompleks: TOP IIb-DOX-DNK. Ovaj kompleks indukuje
dvolan¢ane prekide DNK vode¢i zaustavljanju celijskog ciklusa ili apoptozi,
posredstvom transkripcionog faktora p53. Na viS§im koncentracijama DOX, p53
indukuje apoptozu indukcijom transkripcije Bax gena (Chang i sar., 2011). Do
apoptoze indukovane DOX-om moze do¢i smanjenom ekspresijom transkripcionog
faktora GATA-4 (transkripcioni aktivator koji se vezuje za koncenzusnu sekvencu 5'-
AGATAG-3") (Park i sar., 2010) i degradacijom p300 (Poizat, i sar., 2005). GATA-4
omogucava prezivljavanje 1 diferencijaciju postnatalnih kardiomiocita i uzvodni je
aktivator antiapoptotskog gena Bcl-xL (eng. B-cell lymphoma-extra large) (Aries i sar.,
2004). Inhibicija aktivnosti GATA-4 proteina indukovana antraciklinima je
posredovana inhibicijom transkripcije gena GATA-4, pri ¢emu dolazi do interakcije
CBF/NF-Y (eng. CCAAT-binding factor/nuclear factor-Y) sa p53 kojom se sprecava
vezivanje CBF/NF-Y za CCAAT boks unutar promotorskog regiona gena GATA-4
(Park i sar., 2010). Transkripcioni koaktivator p300 je ukljuen u razlicite celijske
procese kao Sto su: regulacija ¢elijskog ciklusa, diferencijacija, tumorogeneza, apoptoza
(Vo i sar., 2001). U toku apoptoze primarnih neonatalnih kardiomiocita tretiranih
DOX-om dolazi do aktivacije p38 kinaza alfa i beta, asociranih sa fosforilacijom p300
(Yuan i sar., 1999). Farmakoloska blokada p38 sprecava degradaciju p300. Ponovno
uspostavljanje funkcije GATA-4 (Kobayashi i sar., 2010) i p300 (Kawamura i sar.,

2004) inhibira smrt kardiomiocita koja je indukovana DOX.

Drugi vid ¢elijske smrti koji moze biti indukovan DOX-om je nekroza, kojoj prethode
ostecenja mitohondrijalne DNK (mtDNK), remecenje integriteta mitohondrijalnih
membrana, mitohondrijalna disfunkcija i opadanje nivoa ATP (L'Ecuyer i sar., 2006;
Wallace i sar., 2007). Pozitivho naelektrisani DOX se posebno akumulira u
mitohondrijama kardiomiocita, najverovatnije usled visokog afiniteta ka negativno
naelektrisanom kardiolipinu koji se predominatno nalazi u mitohondrijalnim

membranama celija tkiva srca (Ichikawa i sar., 2014).

Autofagija, kao tre¢i vid celijske smrti, takode moze biti indukovana DOX-om
(Kobayashi i sar., 2010). Degradacija ¢eliijskih konstituenata unutar lizozoma i njihova

reciklaza igraju vaznu ulogu u obnavljanju kardiomiocita (Terman i Brunk, 2005).
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Autofagija moze biti pojacana u patoloSskim uslovima kao $to su: hipertrofija srca,
dilatacija, miopatija i slabost, Razli¢ite studije ukazuju da autofagija moze imati
dvostruki efekat u tkivu srca koje se nalazi pod stresom: sa jedne strane autofagijom se
uklanjaju proteinski agregati i oSteCene organele ¢ime se omogucava prezivljavanje
¢elija 1 odrzavanje energetske homeostaze, a sa druge strane prekomeran nivo

autofagije moze voditi ¢elijskoj smrti (Terman i sar., 2008; Zhang i sar., 2009).

Osim celijske smrti, DOX indukuje preranu senescenciju kardiomiocita (Maejima i sar.,
2008; Piegari i sar., 2013). Sa starenjem srca dolazi do strukturnih i funkcionalnih
promena kardiomiocita koje se najviSe odrazavaju na mitohondrije i lizozome i
asocirane su sa oksidativnim stresom (Kajstura i sar., 2006). Najpouzdaniji marker
Celijske senescencije jeste modifikacija ose telomera-telomeraza, zajedno sa
ekspresijom inhibitora celijskog ciklusa pl16INK4a i p53 (Kajstura i sar., 2006;
Bernhard i Laufer, 2008). Neonatalni kardiomiociti tretirani DOX pokazuju
karakteristike kardiomiocita starih pacova kao Sto su povisena ekspresija inhibitornog
proteina ciklin-zavisnih kinaza koji je asociran sa senescencijom, fosforilacija

troponina I, smanjena aktivnost telomeraze i acetilacija p53 (Maejima i sar., 2008).

Kardiotoksi¢nost indukovana DOX moze biti udruzena i sa inflamacijom. DOX
aktivira kako urodeni tako 1 ste€eni imunski odgovor. MozZe da podstakne produkciju
citokina, da poveca aktivnost Celija ,,prirodnih ubica” (Ehrke i sar., 1984), stimuliSe
odgovor citotoksi¢nih T limfocita (Maccubbin i sar., 1992) i diferencijaciju makrofaga
(Haskill, 1981).

Terapeutske doze DOX aktiviraju i proteazomalni sistem zavisan od ubikvitina. DOX
indukuje povecanje aktivnosti ubikvitin ligaza i drugih proteaza 1 moZe dovesti do
dezintegracije miofibrila, smanjenja kardioprotektivnih/kardiomiocitnih  faktora

prezivljavanja, kao i oste¢enja sarkomera (Liu i sar., 2008).

Putevi metabolizma DOX su takode relevantni kada se govori o kardiotoksicnosti.
Doksorubicinol je glavni metaboli¢ki produkt DOX-a. Nastaje karbonilnom redukcijom
na C-13 Sto povecava polarnost DOX i samim tim omoguc¢ava ve¢u akumulaciju u srcu

1 duze zadrZzavanje, povecavajuci kardiotoksi¢nost. Doksorubicinol je mnogo potentniji
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od DOX u inhibiciji kalcijumske pumpe na sarkoplazmati¢nom retikulumu, Na'/K
pumpe na sarkolemi kao i FoF' protonske pumpe na mitohondrijama (Olson i sar.,
1988). Poznato je i da doksorubicinol interaguje sa tiolnim grupama proteina,
doprinoseci ostecenju ¢elija (Blanco i sar., 2008). Sa druge strane, akutno dejstvo DOX
kod pacova povecava ekspresiju nekoliko citohrom P450 enzima, a kao posledica
nastaju promene u metabolizmu arahidonske Kkiseline koje vode progresivnoj

kardiotoksi¢nosti (Zordoky i sar., 2010).

‘ Srcana inflamacija ‘

T

Prirodni i steceni ‘ Senescencija
Apoptoza ‘ ‘ Nekroza ‘ imunski odgovor

Poremecena osa

Produkcija citokina ‘

42
O%tecenje mtDNK i /P telomera-telomeraza
mitohondrijalna disfunkcija 4\
>
p53 —=> Apoptoza
Autofagija ‘
l ‘ Inhibicija TOP2b ‘
Ostecenje lizozoma ,5,_‘< ROS T ‘ ‘ GATA-4 | ‘
‘ Dvolancani prekidi DNK ‘
p38 1
Inhibicija iRNK za feritin
‘ Degradacija p300 ‘
‘ Apoptoza ‘

Slika 7. Mehanizmi ukljuceni u nastanak kardiomiopatije indukovane DOX-om
(p53-protein 53, TOP2b- topoizomeraza 2 beta, p38-protein 38, ROS-reaktivne
kiseoni¢ne vrste, GATA-4 - transkripcioni faktor)

Do akutne DOX-ske kardiotoksi¢nosti dolazi tokom prva 2-3 dana nakon njegove
primene. Ucestalost akutne DOX-ske kardiotksi¢nosti u proseku iznosi 11% (Swai i
sar., 2003; Takemura i Fujiwara, 2007) i manifestuje se kao bol u grudima usled
mioperikarditisa i/ili kao lupanje srca usled sinusne tahikardije. Mehanizam akutnih
promena nije u potpunosti jasan i moze biti posledica edema miokarda indukovanog
DOX koji je reverzibilan (Singal i sar., 1987; Takemura i Fujiwara, 2007). Akutno
otkazivanje leve komore srca je retko ali je takode i reverzibilno ukoliko se primeni
odgovarajuca terapija. Ucestalost hronicne DOX-ske kardiotoksi¢nosti je mnogo niza i

procenjuje se na oko 1,7% (Von Hoff i sar., 1979) i obi¢no se manifestuje u roku od 30
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dana nakon primenjene poslednje doze DOX, ali se moze pojaviti ¢ak i 6-10 godina
nakon zavrSene terapije. Ucestalost DOX-ske kardiomiopatije je primarno povezana sa
njegovom dozom i iznosi oko 4% kada je doza 500-550 mg/m?, 18% kada je doza 551-
600 mg/m?i 36% kada doza dostigne 600 mg/m? (Lefrak i sar., 1973). U ostale rizi¢ne
faktore spadaju kombinovane terapije sa drugim kardiotoksi¢nim antitumorskim
lekovima kao i mediastinalna radijaciona terapija. Terapija tumora (posebno
hemioterapija) u detinjstvu i adolescenciji dodatno predstavlja predispoziciju za razvoj
DOX-ske kardiomiopatije u adultnom dobu (Broder i Gottlieb 2008). Od znacaja je i
starosno doba pacijenata koje moZe imati uticaja na rizik od razvoja prethodno
navedenih komplikacija i njima su podlozniji kako veoma mladi tako i veoma stari
ljudi. Takode, istorija kardiovaskularnih bolesti pre terapije predstavlja rizican faktor za

razvoj komplikacija (Von Hoff i sar., 1979).

Osnovno pitanje koje se namece je, zasto je toliko znacajno posebno zastiti srce tokom
primene leka, kada DOX izaziva sistemsku toksi¢nost organizma. Adultno srce Coveka
ima minimalan kapacitet regeneracije. Kardiomiociti se ne dele jer su terminalno
diferencirani 1 vec¢ina zrelih kardiomiocita se nalazi u GO ili G1 fazi ¢elijskog ciklusa.
Smatra se da populacija kardiomiocita ostaje broj¢ano konstantna sa odnosom 1:1 sa
mikrokapilarima koji dopremaju kiseonik i hranljive materije (Rakusan i sar., 1993).
Konstantan stres dovodi do ultrastrukturnog remodelovanja kod koga smrt
kardiomiocita prevazilazi njihovo obnavljanje, Sto rezultira pogresivnim oSte¢enjem
srca. Skorija istraZivanja su otkrila da kardiomiociti sisara zadrzavaju odredeni

kapacitet za deobu, a identifikovane su i progenitorske ¢elije srca (Leri i sar., 2011).

Sa druge strane, srce je posebno podlozno oksidativnom oStecenju usled specifi¢ne
biologije kardiomiocita. Naime, vazni izvori ROS su prisutni u miokardijumu
(Rochette i sar., 2011) i paradoksalno, antioksidativna odbrana je manje aktivna u srcu
nego u drugim organima, kao Sto je na primer jetra. Aktivnosti tri enzima (superoksid
dismutaza (SOD), katalaza, i glutation peroksidaza (GPx) sposobna da detoksikuju
aktivirani kiseonik je prisutna kako u srcu tako i u jetri. Medutim srce sadrzi 150 puta
manje katalaze i priblizno Cetiri puta manje SOD nego jetra, dok je aktivnost GPx-a

slicna u oba tkiva (Doroshow i sar., 1980; Noeman i sar., 2011). U miokardijumu, kao i
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u nekim drugim tkivima, radikalske reakcije, u prisustvu superoksid anjon radikala ili
singletnog kiseonika, sa pojedinim aminokiselinama, peptidima i proteinima daju
hidroperokside. Ove kiseoni¢ne vrste efikasnije oStecuju i inaktiviraju proteine od
vodonik peroksida. Mogu se detektovati kod kardiomiocita i slabo se uklanjaju
enzimatskim putem (Gracanin i sar., 2007). Iako je jasno pokazano da ROS uti¢u na
kontraktilnost srca, studije njihovih efekata na ekscitabilnost srca su ogranicene.
Ekscitabilnost srca zavisi od funkcije razlicitih jonskih kanala kako na sarkolemi tako i
na mitohondrijama koji obezbeduju ¢elijsku jonsku homeostazu. ROS menjaju funkciju
nekoliko unutrasnjih i spoljasnjih kalijumovih i kalcijumovih kanala, uticuéi na ¢elijski
potencijal u mirovanju kao i na morfologiju akcionog potencijala srca. Redoks balans
reguliSe ekscitabilnost srca i u patoloskim uslovima i moze izmeniti akcioni potencijal
vodeci slabosti srca (Gao i sar., 1996; Terman i sar., 2010). Mehanizmi otkazivanja
funkcije srca su viSestruki i kompleksni a jedan od vaznih faktoraje disfunkcija
mitohondrija. Kod kardiomiocita, mitohondrije se nalaze u blizini sarkoplazmati¢nog
retikuluma i mogu prihvatiti veliku koli¢inu oslobodenog kalcijuma (Dorn i Maack
2013). Endoplazmati¢ni retikulum 1 motohondrije predstavljaju osnovni izvor
slobodnih radikala. Mitohondrije predstavljaju glavne regulatore redoks metabolizma i
Celijske energije. Nekoliko procesa, ukljucujuéi redoks zavisnu sintezu ATP putem
oksidativne fosforilacije i produkcije ROS, odigrava se u mitohondrijama. Kada
produkcija ROS prevazide lokalni kapacitet detoksikacije, dolazi do oksidativnih
oste¢enja mtDNK, proteina i membranskih lipida (Camara i sar., 2011). U fizioloskim
uslovima, procenjuje se da na produkciju ROS odlazi 2-5% ukupnog unosa kiseonika u
organizam. Oksidativni stres u kombinaciji sa kalcijumskim optere¢enjem i opadanjem
ATP indukuje mitohondrijalnu permeabilnu tranziciju 1 formiranje patoloSkih,
nespecifi¢nih pora vodeci ¢elijskoj smrti (Javadov i Kuznetsov, 2014). Specifi¢na azot
oksid (NO) sintetaza je takode lokalizovana u mitohondrijama srca (Kanai i sar., 2001).
Generisanje superoksid anjon radikala 1 azot oksid radikala moZe dovesti do produkcije
veoma reaktivnog peroksinitrita koji kod proteina izaziva S-nitrozilaciju kao i
nitrovanje tirozina. Na taj nacin dolazi do oksidacije proteina i oSte¢enja DNK koja
ukljucuju prekidanje lanaca i modifikaciju baza. Tom prilikom se aktivira nuklearni
enzim PARP (eng. poly-ADP ribose polymerase), rezultujué¢i u opadanju energije i

indukujuci apoptozu ili nekrozu ¢éelija (Ahmadi sar., 2009). Endoplazmatiéni retikulum
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takode ucestvuje u savijanju sekretornih i membranskih proteina, u homeostazi
kalcijuma i biosintezi lipida (Ron i Walter, 2007). Redoks disbalans izazavan
hemioterapeutskim lekovima vodi akumulaciji nesavijenih ili pogresno savijenih
proteina u lumenu endoplazmati¢nog retikuluma $to utice na celijske funkcije i moze

voditi ¢elijskoj smrti (Bravo i sar., 2013).

1.2.3 Mehanizmi hepatotoksi¢nosti DOX-a

Tokom terapije doksorubicinom, pored srca, strada i jetra. S obzirom da je jetra
odgovorna za mnoge fizioloSke funkcije, kao S$to su: detoksikacija organizma,
biotransformacija lekova i njihova konverzija u forme koje se lakSe eliminiSu iz
organizma, o$tec¢enje njene funkcije je od kljuénog znacaja. U proseku, kod 30% -40%
pacijenata koji primaju DOX intravenozno, dolazi do povecanja nivoa serumskih
biomarkera funkcije jetre (Yang i sar., 2002; Damodar i sar., 2014). Koris¢enje DOX u
terapeutske svrhe povecava rizik od razvoja akutne/subakutne nekroze jetre, hepatitisa i
hepati¢ne kome, kod svih tipova kancera, za 1,29x. (El-Sayyad i sar., 2009; Bhandari i
sar., 2016).

Do danas, mehanizmi koji leze u osnovi DOX-ske hepatotoksi¢nosti, nisu do kraja
razjaSnjeni. Smatra se da je oksidativni stres glavni medijator kod hepatotoksicnosti
indukovane DOX-om (Alshabanah i sar., 2010; Pienigzek i sar., 2013; Wided i sar.,
2014; Mokni i sar., 2015; Mansouri i sar., 2017). U jetri, DOX se metabolise do
doksorubicinola i drugih citotoksi¢nih metabolita (Ballet i sar., 1987). Poznato je da
doksorubicinol interaguje sa tiolnim grupama proteina prouzrokujuéi na taj nacin
intenzivna oStecenja ¢elija (Octavia i sar., 2012). Tokom oksidativnog stresa, dolazi do
produkcije i eliminacije ROS kao i smanjene produkcije antioksidanata. ROS moze da
aktivra stelatne celije u jetri izazivajuci fibrozu i/ili cirozu. Mitohondrije, mikrozomi i
peroksizomi u parenhimu, endotelne i Kupferove c¢elije, mogu biti oste¢eni od strane
ROS sto vodi inflamaciji 1 nekrozi kao i1 hroni¢nom hepatitisu. Istrazivanja zasnovana
na transmisionoj elektronskoj mikroskopiji su pokazala da tokom DOX-ske aplikacije
dolazi do morfoloskih promena u hepatocitima u vidu bubrenja i vakuolizacije
mitohondrija, piknoze jedra i dilatacije intraceluranog prostora (Kalender i sar., 2005).

Tokom metabolicke aktivacije DOX-a, mogu nastati i bezkiseonicni slobodni radikali,
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koji mogu imati toksi¢ne efekte na hepatocitima usled smanjenog nivoa
antioksidativnih enzima u tkivu jetre, kao $to su katalaza, SOD i GPx (Singla i sar.,
2014). Spoljasnji i unutrasnji apoptotski putevi posredovani Fas ligandom i Bax
proteinom, takode mogu voditi ka akutnim toksi¢nim efektima DOX u tkivu jetre
(Nagai i sar., 2016). Dokazano je da indukcija inflamatorne kaskade ima znacajnu
ulogu u patogenezi hepatotoksi¢nosti prouzrokovane DOX-om (Gao i sar., 2016).
Naime, DOX indukuje ekspresiju proteina uklju¢enih u akutnu fazu inflamacije kao $to
su: C-reaktivni protein i proinflamatorni citokini: factor nekroze tumora alfa (eng.
tumor necrosis factor alpha (TNF-a) i interleukun 6 u Kupferovim ¢elijama, vodeci
disfunkciji jetre (Dent, 2013).

1.2.4 Prevencija kardiotoksi¢nosti i hepatotoksi¢nosti indukovane
DOX-om

Do sada je predlozeno nekoliko strategija za prevenciju kardiotoksicnosti.
Najefektivniji na¢in bi bio da se u potpunosti zaobide upotreba antraciklina ukoliko bi
bilo moguc¢e dokazati da nemaju znacajnu efikasnost u lecenju tumora. I mada ne
postoji sigurna doza, jedna od opcija je da se ogranic¢i kumulativna antraciklinska doza.
Razli¢ite strategije razmatraju duze vreme infuzije antraciklina kao i1 koriS¢enje
razli¢itih antraciklinskih analoga. I ako neke od ovih strategija mogu biti obecavajuce
kod odraslih pacijenata, kvalitetni pomaci u pedijatriji jo§ uvek nedostaju (van Dalen i
sar., 2009; van Dalen i sar., 2010). Jo$ jedan pristup u prevenciji kardiotoksi¢nosti
ukljucuje koris¢enje kardioprotektora kao $to su deksrazoksan, N-acetilcistein, L-
karnitin i SOD, koji smanjuju oksidativni stres izazvan DOX (van Dalen i sar., 2011,
Lipshultz i sar., 2005). Medutim, upotreba ovih protektora takode nije bez rizika. Tako
je deksrazoksan udruzen sa pojavom sekundarnih malignih neoplazmi, i stoga je
neophodno pri donoSenju odluke o njegovoj upotrebi izvagati rizik od pojave
kardiotoksi¢nosti usled primene antraciklinskih lekova 1 pojave drugih oblika Stetnih

efekata izazavanih protektorom (Shaikh i sar., 2016).

Na polju prevencija toksicnosti jetre nije u¢injeno mnogo i ona, za sada, obuhvata

optimizaciju doze i suplementiranje antioksidantima. Do danas, u profilakti¢ke svrhe od
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DOX indukovane hepatotoksi¢nosti, nije predlozen, niti odobren, ni jedan

hepatoprotektivni agens (Damodar i sar., 2014; Grigorian i O'Brien, 2014).

1.2.5 GvoZde, njegova uloga u metabolizmu i homeostaza

Gvozde je esencijalni element brojnih fundamentalnih metaboli¢kih procesa u ¢elijama
i organizmima. Nedostatak gvozda je najée$¢i uzrok anemije kod ljudi i predstavlja
globalni zdravstveni problem, a ogleda se u prisustvu niskog broja malih (mikrocitnih) i
hipoferemi¢nih eritrocita. Pored uloge u eritropoezi, gvozde je neophodno za
funkcionisanje mitohondrija, DNK sintezu i reparaciju, kao i mnoge enzimske reakcije
ukljuéene u prezivljavanje ¢elija (Camaschella, 2015). Prekomerno prisustvo gvozda u
organizmu je takode uobicajen problem u ljudskoj populaciji i jednako opasan,

ostecujuci parenhimalne organe, kao §to su: jetra, srce i pankreas (Pietrangelo 2016).

Klju¢ sistemskog dopremanja gvozda i njegova homeostaza leze u regulaciji njegovog
adekvatnog nivoa u krvnoj plazmi. Gvozde cirkuliSe kroz krvnu plazmu vezano za
glikoprotein transferin, koji poseduje dva visoko afinitetna vezuju¢a mesta za Fe**.
Transferin, vezujuéi za sebe Fe**, ostaje u stabilnoj solubinoj formi, sluze¢i kao glavni
prenosilac gvozda do ¢elija preko transferinskog receptora (TfR1), i ogranicava
stvaranje toksi¢nih slobodnih radikala (Gkouvatsos i sar., 2012). Kod ¢oveka, transferin
je u krvnoj plazmi saturisan sa oko 30% Fe®*. Parametar saturacije se uzima kao
pokazatelj da li u organizmu postoji deficit ili suficit gvozda. Kada saturacija
transferina padne ispod 16%, to ukazuje na nedostatah gvozda, a kada saturaciija
prekoraci granicu od 45%, onda je to znak da postoji preoptereCenje gvozdem. U
situacijama kada saturacija prede 60%, gvozde koje nije vezano za transferin pocinje da
se akumulira u cirkulaciji i da oStecuje Celije parenhima jetre, srca i pankreasa (Hentze i
sar., 2010; Pietrangelo, 2016).

Homeostatski sistem ima ulogu da odrzi saturaciju transferina na fizioloSkom nivou,
reagujuci na signale, iz signalnih puteva koji koriste gvozde, kao $to je npr. eritropoeza,
1 obaveStavaju celije koje dopremaju gvozde u krvotok. Gvozde se oslobada u
cirkulaciju iz duodenalnih enterocita, koji absorbuju 1-2 mg hranom unesenog gvozda

u toku dana, kao i iz makrofaga, koji recikliraju 20-25 mg gvozda iz senecentnih
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eritrocita (Donovan i sar., 2000). Hepatociti igraju dvostruku ulogu u sistemskom
metabolizmu gvozda: oni su glavna mesta gde se gvozde skladisti ili odakle se
ekskretuje po potrebi, s jedne strane, i sa druge strane, hepatociti sekretuju regulatorni
hormon hepcidin koji cirkuli$e u plazmi vezan za alfa-2- makroglobulin (Peslova i sar.,
2009). Hepcidin kontroliSe nivo gvozda u krvnoj plazmi tako §to se vezuje za
feroportin (protein membrane koji vr$i eksportovanje gvozda na povrsinu ¢elija kada je
gvozde u deficitu) 1 pokreée njegovu degradaciju, Sto posledicno ima efekat na
smanjenje eksportovanja gvozda, kada je ono prisutno u visku, i samim tim sprecava se

preopterecenje transferina (Nemeth i sar., 2004).

Makrofazi takode imaju znacajnu ulogu u odrzavanju adekvatnog nivoa gvozda u
plazmi. S obzirom da se manje od 10% dnevnih potreba za gvozdem unese apsorpcijom
preko hrane, ostatak se nadoknaduje uz pomo¢ makrofaga koji recikliraju gvozde

(Soares i Hamza 2016).

Gvozde iz hrane se apsorbuje na granici gde su mikrovili duodenalnih enterocita u
kontaktu sa sadrzajem creva, preko dvovalentnog metalnog transportera 1 (eng.
divalent metal transporter 1, DMT1/SLC11A2, solute carrier family 11, member 2)
(Gunshin i sar., 1997). Kako se gvozde, uglavnom, u hrani nalazi u okisidovanom
stanju, prvo se vrsi njegova redukcija uz pomo¢ ferireduktaze DcytB (eng. Duodenal
cytochrome B) smestene u membrani mikrovila. Gvozde u obliku hema se apsorbuje
nezavisnim, do kraja nerazjasnjenim mehanizmom, jer transporter SLC46A1 uglavnom
nosi folat (Qiu i sar.,, 2006). Heme se oslobada intracelularno uz pomo¢
hemoksigenaze, i to najéesce inducibilne hemoksigenaze 1 (HOX1, eng. hemoxygenase
1) (Ferris i sar., 1999). Potom, gvozde se iz citoplazme eneterocita, eksportuje u krvnu
plazmu bazolateralnim eksporterom gvozda, feroportinom (Donovan i sar., 2000).
Eksport gvozda preko feroportina zahteva prisustvo hefestina, viSebakarne oksidaze,
koja oksiduje Fe(ll) do Fe(lll) da bi mogao da se zakaci na transferin (Petrak i Vyoral,
2005).

Transferin-Fe2 je glavni izvor gvozda u celijama sisara, koga one usvajaju preko

visoko afinitetnog trasferinskog receptora 1. Kompleks transferin-receptor se
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internalizuje endocitotskim klatrinskim vezikulama. Acidifikacija koja potom sledi u
ranom endozomu, aktivira konformacione promene i kod transferina i kod receptora i
dolazi do otpustanja gvozda (Dautry-Varsat i sar., 1983). Oslobodeno gvozde se
redukuje do Fe(ll) od strane metaloreduktaze STEAP (Ohgami i sar., 2006) za transport
u citoplazmu preko DMT1. DMTL1 ima dvostruku ulogu u metabolizmu gvozda, kao
apikalni membranski protein enterocita koji posreduje u sistemskoj apsorpciji gvozda,
kao i sveprisutan endozomalni protein ukljucen u transport gvozda iz endozoma u

citosol. Apo-transferin i receptor se recikliraju vrac¢ajuci se nazad na povrsinu Celije.

Pored unosa gvozda putem transferina u ¢elije, postoji i put nezavisan od njega, koji se
oslanja na razlic¢ite transportere metala (Knutson 2019), kao $to je npr. ZIP14. Serumski
feritin ulazi u ¢elije putem Scara5 i1 TIM-2 , feritinskih receptora (Chen i sar., 2005; Li
i sar., 2009). Specijalizovane ¢eliije su u mogucnosti da usvoje gvozde i u obliku hema
putem SLC48A1 importera (Rajagopal i sar., 2008). Celije hem usvajaju i indirektno,

tako Sto makrofazi fagocituju umiruce eritrocite i tako dolaze do hema.

Eksport gvozda je drugi bitan proces u odrZzavanju homeostaze gvozda i vrsi se iz
mnogih éelija (makrofaga, duodenalnih enterocita i drugih). Celije koje eksportuju
gvozde sadrze relativno visok nivo feroportina (SLC40A1) (Donovan i sar., 2005).
Pored oslobadanja gvozda putem feroportina, ¢elije mogu eksportovati gvozde i u formi

hema koje ide preko FLVCR1 proteina (Keel i sar., 2008).

Gvozde koje je dospelo u citoplazmu ¢elije, a koje nije iskoris¢eno u reakcijama
metalacije ili eksportovano van ¢eliije, skladisti se putem feritina koji spada u grupu
heteropolimernih proteina sacinjenih od 24 subjedinice teskih (FtH1) i lakih lanaca
(FtL) (Arosio i Levi 2010). Obe subjedinice feritina su sveprisutno eksprimirane,
medutim, stepen njihove ekspresije varira u zavisnosti o tipa ¢elija kao 1 od odgovora
na stimuluse kao §to su inflamacija ili infekcija. FtH1 ima ferooksidaznu aktivnost koja
je neophodna za deponovanje gvozda unutar nanokaveza proteina feritina, dok
subjedinica FtL olaksava nukleaciju gvozda i povecava promet ferooksidaznog mesta.
Malo je poznato kako se gvozde ekstrahuje iz labilnog citoplazmatskog pula i dostavlja
u feritin. IstraZivanja su pokazala da je poli(rC)-vezujuéi protein 1 (PCBP1) neophodan
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molekularni Saperon za dopremanje gvozda u feritin (Philpott i sar., 2017). PCBP1 je
inace, najviSe poznat po svojoj ulozi u posttranskripcionoj regulaciji, kao RNK-
vezujuci protein. Kako se gvozde ,kre¢e” unutar cCelije predstavlja nepoznanicu koja
tek treba da bude razjasnjena. U citoplazmi, gvozde je prisutno u proteinima koji za
sebe vezuju dva jona gvozda, kako $to su ribonukleotidne reduktaze (Cooper i sar.,
1996), medutim, vecina gvozda odlazi u mitohondrije gde se inkorporira u bioaktivne
grupe hem i Fe/S prosteticke klastere koji ucestvuju u elektron-transportnom lancu
(Gille i Reichmann, 2011).

1.2.6 Nanoformulacije DOX-a i mehanizmi njegovog delovanja

Jo§ je 1992. godine postavljeno pitanje ho¢emo li ikada pronaci bolji DOX (Weiss
1992), a kao odgovor se nude nanoformulacije lekova (Liang i sar., 2010; Cagel i sar.,
2017). U protekle dve decenije razvijeni su brojni nanodostavni sistemi za DOX koji se
baziraju na: lipozomima, polimernim micelama, dendrimerima, peptidnim konjugatima,
kitozanskim konjugatima, Cvrstim lipidima, nanoemulzijama, ciklodekstrinima,
magnetnim, zlatnim, silikatnim i ugljeni¢nim nanocesticama (Rusetskaya i sar., 2009;
Chaudhuri i sar., 2009a; Yousefpour i sar., 2011; Ma i sar., 2013; Yu i sar., 2015; Tang
i sar., 2018; Jahangirian, 2019). Nanonosa¢i omogucavaju kontinuirano oslobacanje
aktivne forme DOX unutar celija osiguravaju¢i na taj nacin njegovu efektivnu
koncentraciju duzi vremenski period (Chaudhuri i sar., 2009a; Lentacker i sar., 2010;
Seynhaeve i sar., 2013). Medutim, nanonosac¢i imaju i svoja ograni¢enja kao $to su:
nestabilnost, strukturna heterogenost, varijabilnost oblika i veliine, sloZena sinteza i
separacija, smanjenje efikasnosti leka. Stoga postoji potreba za unapredenjem
nanonosaca kod kojih bi oblik, veli¢ina, distribucija, funkcionalizacija 1 kapacitet za
prenos leka bili precizno podeSeni i samim tim bioloski podesniji (Geng i sar., 2007).
Ve¢ duzi niz godina u klini¢koj praksi je u upotrebi lipozomalna nanoformulacija DOX
koja se na trzistu nalazi pod razliitim imenima: Doxi1®, Caelyx®, Myocet®, Lipo-dox®,
Nudoxa® usled neznatnih razlika u veli&ini i hemijskom sastavu lipozoma. Nasuprot
njima, lipozomalni ThermoDox®, kao i micelarni SP1049C su u III fazi klinickih
ispitivanja, dok su konjugati leka i polimera kao §to stu PK1, PK2 i micelarni NK19 jo§
uvek u II fazi klini¢kih studija (Schitz i sar., 2013; Rivankar, 2014). Navedene

nanoformulacije lekova su pokazale poboljSanje kako u farmakokinetici tako i u
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toksikoloskom profilu u poredenju sa konvencionalnim DOX. Medutim, daleko od toga
da su idealne. Dok su pojedini Stetni efekti nestali ili su redukovani, novi su se pojavili
(Chan i sar., 2004; Fan i Zhang, 2013). Takode, doslo je i do fundamentalnih promena
u pristupu lecenja pacijenata. Sa konvencionalne i generalizovane terapije preslo se na
pristup u kome su genom i imunoloski odgovor pacijenta okosnica za primenu
poboljsanih terapeutika, koji se baziraju na targetovanju i efikasnijim nanotehnoloSkim

platformama (Cagel i sar., 2017).

Uprkos brojnim istraZzivanjima, molekularni mehanizmi nanoformulacija DOX na
¢elijskom 1 subcelijskom nivou su slabo rasvetljeni. PredloZzena su dva mehanizma
kako Doxil® ulazi u tumorske éelije in vivo: a) Lipozomi Doxil® bivaju uneti od strane
¢elija 1 lek se otpusta unutar ¢elija ili b) DOX se prvo oslobada iz lipozoma u
intersticijalnoj sredini tumora, odakle ulazi u ¢elije kao slobodan lek (Barenholz i sar.,
2012). Brzina unosa slobodnog DOX je kombinacija linearne difuzije i komponente
posredovane nosatem (Bates i sar., 1985; El-Kareh i Secomb, 2005). Unutar c¢elija
slobodni DOX je distribuiran u citoplazmi i jedru, dok nanocestice ve¢inom ulaze
endocitozom i akumuliraju DOX u citoplazmi (Dai i sar., 2008; Liu i sar., 2010; Jiang i
sar., 2013). Ovo prostorno nepodudaranje najverovatnije odslikava razli¢ite mehanizme
delovanja DOX. Naime, DOX u formi nanokonjugata sa koga se ne moze otpustiti
indukuje celijsku toksi¢nost preko efekata na celijskim membranama 1 nekrozu
(Hovorka i sar., 2002). Ukoliko se kovalentna veza izmedu leka i polimera
(nanonosaca) lako prekida unutar ¢elije, oslobodeni DOX moze da ude u ¢elijsko jedro
I izazove apoptozu (Omelyanenko i sar., 1998; Kopeckova i sar., 1998; Minko i sar.,
2001; Malugin i sar., 2007). Kovalentna konjugacija leka za nanonosa¢ spreCava
nepravovremeno otpustanje leka u krvotoku, pre nego Sto stigne na ciljno mesto. 1z tog
razloga kovalentne modifikacije imaju prednost u odnosu na inkapsulaciju leka
(Yousefpouri sar., 2011). Treba imati na umu da interakcija izmedu DOX i nanonosaca,
a koja moze biti aditivna, sinergisti¢ka, antagonistica ili neutralna, odreduje efikasnost

DOX i mehanizam njegovog delovanja (Yousefpour i sar., 2011; Jiang i sar., 2013).

Jednom kada DOX dospe u unutrasnjost tumorske celije, krajnji cilj jeste da u njoj

ostane i usmrti je. Medutim, ¢elije su tokom evolucije razvile razli¢ite odbranbene
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mehanizme od toksi¢nih supstanci. Jedan od njih se zasniva na P-glikoproteinu
lociranom na celijskoj membrani koji aktivnim transportom izbacuje DOX van celije
(Goren i sar., 2000). Drugi mehanizami podrazumevaju smanjen unos toksikanata
preko transportera, aktivaciju enzima koji metabolisu lekove kao $to su citohrom P450 i
glutation S-tranferaza, aktivaciju sistema reparacije DNK i izbegavanje apoptoze
(Moitra, 2015). Tokom terapije, mogu se pojaviti tumorske celije koje su rezistentne na
DOX. Rezistencija je proizvod klonalne selekcije onih ¢elija koje prekomerno
eksprimiraju P-glikoproteine povecavajuéi na taj nacin efluks leka, ili koje smanjeno
exprimiraju transportere za unos leka, aktiviraju reparaciju DNK i izbegavaju
programiranu ¢elijsku smrt (Pan i sar., 2016). Skorija istrazivanja nanoformulacija koje
obuhvataju istovremenu dostavu razli¢itih hemioterapeutika sa sinergistickim
delovanjem kao §to su DOX u kombinaciji sa kurkuminom (Barui i sar., 2014),
antitumorskim lekovima (Zhao i sar., 2015), kininom (Shen i Qiu, 2016) ili siRNK
(Misra i sar., 2014), omogucavaju da se prevazide rezistencija Celija na lek. Supresija
IRNK koja kodira P-glikoprotein, kao i samog proteina, vodi povecanoj intracelijskoj

akumulaciji DOX-a pri ¢emu se pojac¢ava njegova citotoksi¢na aktivnost.

Nanotube (Ruibin i sar., 2010) i fulerenolski konjugati (Chaudhuri i sar., 2009a; Tang i
sar., 2018) su se pokazali kao pogodni nanonosa¢i DOX-a usled moguénosti velikog
broja hemijskih derivatizacija osnovne strukture ¢ime se postizu prethodno navedene

dizajnerske specifikacije.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Imajué¢i u vidu sve prethodno izneto, istrazivanje u ovoj doktorskoj disertaciji je
fokusirano na sintezu novih nanokompozita baziranih na fulerenolskim nanocesticama,
koje bi u jednom slué¢aju posluzile kao nosa¢ za DOX, a u drugom slu¢aju kao nosa¢ za
jone gvozda (Fe”), kao i na testiranje biologkih efekata ovih nanokompozita u modelu
toksic¢nosti indukovane DOX-om.

Shodno tome, postavljeni su sledeéi specifiéni ciljevi:

| Sinteza stabilnih nanokompozita: FNP/DOX i FNP/Fe?*

Il.  Fizicko-hemijska karakterizacija dva nanokompozita

I1l.  Ispitivanje unosa DOX-a, FNP-a i nanokompozita FNP/DOX u c¢elije kao i
efekat na ¢elijski ciklus kod dve humane maligne ¢elijske linije dojki

IV. Ispitivanje citotoksi¢nosti samostalne primene DOX-a, FNP-a kao i
nanokompozita FNP/DOX na imortalizovanoj ¢elijskoj liniji kardiomiocita
miSeva

V. Ispitivanje in vivo uloge dva nanokompozita, FNP/DOX i FNP/Fe**, na
kardiotoksi¢nost i hepatotoksi¢nost izazvanu DOX-om na pacovima soja
Wistar.

Pri dizajniranju ovog istraZivanja postavljene su sledeée radne hipoteze:

e Budu¢i da FNP poseduje veliku povrSinu 1 negativno naelektrisanje, ocekuje se
da ¢e za sebe vezivati kako na spolja$njoj povrSini, tako i unutar same
nanocestice, pozitivno naelektrisan DOX u obliku hidrohlorida, kao i da ¢e za
sebe vezivati pozitivne jone gvozda i na taj nacin posluziti kao njihov nosac¢ u
nanokompozitima FNP/DOX i FNP/Fe**, ¢ime ée se efikasnije u éelije unositi
DOX i gvozde.

e S obzirom da FNP poseduje antioksidativna svojstva, kao i da su zdrave celije

otpornije na oksidativni stres izazvan DOX-om u odnosu na maligne, ocekuje se
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da kardiotoksi¢nost i hepatotoksi¢nost, nakon primene nanokompozita
FNP/DOX i FNP/Fe?", budu nize u odnosu na konvencionalni DOX.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1 Sinteza nanokompozita FNP/DOX

Fulerenolske nanocestice su formirane u dvostepenoj sintezi polaze¢i od fulerena Cgp
(¢istoce 99,8%, MER) koji je bromovan u prisustvu katalizatora FeBrs u cilju dobijanja
simetricnog polibromnog derivata CgoBry4 (Djordjevi¢ 1 sar., 1998). U narednom
koraku, atomi broma iz CgoBra4 su supstituisani hidriksilnim grupama u alkalnoj sredini
(Mirkov i sar., 2004). Kao finalni proizvod dobijen je polihidroksilovani polianjonski
fulerenski derivat (FNP) u amorfnoj formi koji je rastvoren u vodi do koncentracije
0.111 mM (pH= 6) i soniciran 20 minuta na 22 °C. Nakon sonikacije u 4 ml rastvora
FNP je dodato 0,8 ml vodenog rastvora DOX (ADRIBLASTINA®RD, Pfizer: DOX-
hidrohlorid 10 mg, laktoza 50 mg, metil p-hidroksibenzoat 1mg) koncentracije 1,84
mM. U cilju formiranja nanokompozita FNP/DOX, sme$a je inkubirana u mraku
narednih 48 h na 22 °C. Za pripremanje svih rastvora koris¢ena je dejonizovana voda

provodljivosti 17,8 MQ/cm.

3.2 Sinteza nanokompozita FNP /Fe2+

FNP, koji je pripremljen prema protokolu iz prethodnog poglavlja, upotrebljen je za
sintezu nanokompozita FNP/Fe?*. U 50 pl 1,77mM rastvora FNP dodato je 200 pl
dejonizovane vode (pH=6) i sonicirano 5 minuta na 22°C. Potom je, u novonastali
vodeni rastvor FNP-a, dodato 15 pl 10 pM Fe?*. Sobzirom da je fulerenol
fotosenzitivan, smesa FNP i Fe?* je ostavljena da stoji u mraku 48 h na 22 °C. Finalna
koncentracija FNP-a rastvoru je bila 334 pM, dok je finalna koncentracija Fe** bila
0,566 uM.

3.3 Metode za fizicko-hemijsku i nanokarakterizaciju nanokompozita
FNP/DOX i FNP/Fe2+

Nanokarakterizacija ¢estica obuhvata razli¢ite fizicko-hemijske metode koje daju sliku

o kvalitetu sintetisanog materijala. Tom prilikom se stiCe uvid u veli¢inu 1
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naelektrisanje nanocestica, njihovu stabilnost, morfologiju i1 raspodelu pri razli¢itim

uslovima u rastvorima.

3.3.1 Merenje velicine i naelektrisanja nanocestica

Metoda dinamickog rasejanja svetlosti (DLS, eng. dynamic light scattering)
omogucava odredivanje raspodele veli¢ina nanoCestica u rastvorima, pri niskim
koncentracijama i malim zapreminama uzorka. Primenom ove tehnike se ispituju

stabilnost, procesi agregacije, kao i formiranja kompleksa biomolekula.

Hidrodinamicki srednji preénik FNP, nanokompozita FNP/DOX i nanokompozita
FNP/Fe®* je meren u demineralizovanoj vodi kao i u fizioloskom rastvoru metodom
DLS (Nano-ZetaSizer, Malvern,UK) u zeta kivetama DTS 1600. Sva DLS merenja su
izvrSena na talasnoj duzini od 633 nm pri temperaturi od 22°C sa uglom detekcije od
173°. Na istom uredaju i pod istim uslovima je meren i {-potencijal (naelektrisanje)

nanocestica. Sva merenja su ponovljena tri puta na tri uzorka.

3.3.2 Mikroskopija atomskim silama (AFM , eng. Atomic Force
Microscopy)

Merenje AFM-om omogucava dobijanje topografije povrSine uzorka. Vrh konzole ima
radijus manji od 10 nm i ,,lupka” po ispitivanoj povrsini uzorka pri ¢emu se na grafiku
iscrtava morfologija uzorka. Kao povrSina na kojoj se uzorak nalazi koristi se visoko
orjentisani piroliticki grafit (HOPG, eng. highly oriented pytolytic graphite) uz kontoler
sa vise modusa (eng. multimode quadrex SPM with a nanoscope Illa controller,Veeco
Instruments, Inc.).

PovrSinska topografija FNP 1 nanokompozita FNP/DOX u vodenom rastvoru je
analizirana koris¢enjem AFM. Morfologija nanocestica kao i fazne slike su dobijene
istovremeno uz pomo¢ standardnog ,,lupkajuc¢eg” AFM moda koris¢enjem komercijalne
SNC (eng. solid nitride cone) AFM probe (NanoScience-Team Nanotec GmbH), sa
pre¢nikom vrha manjim od 10 nm. Sva merenja su vrSena na sobnoj temperaturi i

ponovljena tri puta na tri uzorka.
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3.3.3 Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM)

TEM mikroskop stvara sliku pomocu visoko voltaznog snopa elektrona. Taj snop se
emituje sa katode, ubrzava ga anoda dok se njegovo fokusiranje postize
elektrostatickim poljem. Snop elektrona prolazi kroz preparat. Kako je talasna duzina
elektrona znatno manja od talasne duzine fotona vidljive svetlosti, mo¢ razlucivanja

kod TEM je daleko veca nego kod svetlosnog mikroskopa $to nanocestice Cini

Vodeni rastvori FNP i nanokompozita FNP/DOX su naneti na bakarnu mrezicu od 3.05
mm mesa, osuSeni na sobnoj temperaturi i mereni koriS¢enjem TEM (TEM-JEOL JEM
1400 sa ubrzavaju¢om voltazom od 120 kV i horizontalnim poljem od 261.2 nm). Sva

merenja su ponovljena tri puta na tri uzorka.

3.3.4 Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM) kuplovana sa
spektroskopijom zasnovanoj na disperzivnim X zracima (EDS, eng.
Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy)

Veliina, oblik i disperznost FNP-a i nanokompozita FNP/Fe?* su merene korii¢enjem
TEM-a (Talos F200X FEI, USA, operated at 200 kV). EDS sistem dodat TEM-u koyji
operise U STEM modu je upotrebljen za hemijsku analizu uzoraka. Uzorci za TEM su
pripremljeni po standardnoj proceduri prema kojoj su nano¢estice prvo dispergovane u
etanolu, a potom je kapljica rastvora smeStena na bakarnu mrezicu oblozenu
ugljenikom i ostavljena da se osu$i na vazduhu. Sva merenja su ponovljena tri puta na

tri uzorka.

3.4 Metode za ispitivanje bioloSke aktivnosti nanokompozita FNP/DOX
in vitro

Metodologija ukljucena u ovaj segment eksperimentalnog rada je omogucila ispitivanje
citotoksi¢nog potencijala nanokompozita FNP/DOX na dve maligne (MCF-7 i MDA-
MB-231) i jednoj zdravoj ¢elijskoj liniji (HL-1) kao i da ukaze na moguéi mehanizam

delovanja nanokompozita.
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3.4.1 Gajenje malignih cCelijskih linija

MCF-7 (ATCC, HTB22) (¢elije luminalnog epitela tumora dojke pozitivne na estrogeni
receptor) i MDA-MB-231 (ATCC, HTB-26) (¢elije luminalnog epitela tumora dojke
negativne na estrogeni receptor) ¢elije su gajene u DMEM medijumu (eng. Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) (PAA) sa 4,5% glukoze, koji je suplementiran sa 10%
govedeg seruma (FCS, eng. fetal calf serum) (PAA) i antibioticima: 100 IU/cm?®
penicilina i 100 pg/cm?® streptomicina (ICN Galenika). Pasaziranje ¢elija je vr§eno po
dostizanju konfluentnosti od 90%. S obzirom da ¢elije adheriraju za podlogu, u cilju
njihovog odlepljivanja i dobijanja suspenzije ¢elija za dalju analizu, koris¢en je 0,25%
tripsin u 0,02% rastvoru EDTA (Sigma-Aldrich). Obe ¢elijske linije su zasejavane u
flaskove (Costar, 25 cm?) i gajene u inkubatoru na 37 °C sa 100% vlage i 5% COs.

3.4.2 Tretman malignih celija

MCF-7 i MDA-MB-231 ¢éelije su zasejavane u gustini od 4x10%/cm?. Celije su tretirane
slede¢im supstancama: DOX, FNP i FNP/DOX u trajanju od 2, 4, 24 i 48 h.
Koncentracije DOX i FNP/DOX (racunato na DOX) su bile 0,1 uM i 0,01 uM, dok je
sam FNP aplikovan u koncentracijama od 0,111 mM i 0,0111 mM. Nakon tretmana
¢elije su tripsinizovane, oprane dva puta hladnim rastvorom PBS 1 resuspendovane u
PBS do koncentracije 1x10° ¢elija/ml. Celije su dalje koris¢ene u testovima unosa

nanocestica u ¢elije 1 u analizi ¢elijskog ciklusa.
3.4.3 Gajenje HI-1 ¢elija

HL-1 je kontinuirana mi§ja ¢elijska linija kardiomiocita koji se kontrahuju 1 zadrZzavaju
fenotipske karakteristike adultnih kardiomiocita (Claycomb 1998). Celije su gajene u
Petri Soljama za primarnu kulturu pre¢nika 60 mm, u specijalnom medijumu
(Claycomb Medium, Sigma-Aldrich) koji je suplementiran sa 10% govedeg seruma
(FCS, PAA), norepinefrinom finalne koncentracije 0,1 mM, L-askorbinskom kiselinom
finalne koncentracije 0,3 mM i antibioticima 100 IU/ml penicilina i 100 pg/ml
streptomicina (Gibco, Life Technologies). Pasaziranje ¢elija je vrSeno po dostizanju

konfluentnosti od 90%. S obzirom da celije adheriraju za podlogu, u cilju dobijanja
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suspenzije Celija za dalju manipulaciju, tretirane su 0,25% tripsinom u 0,02% rastvoru
EDTA (Sigma-Aldrich). Celije su gajene u inkubatoru na 37°C sa 100% vlage i 5%
CO..

3.4.4 Tretman HI-1 ¢€elija i testiranje njihove vijabilnosti

HL-1 ¢elije su sadene u ploce sa 96 bunari¢a (BD Falcon Transparent), u gustini od 2 x
10* éelija po bunariéu u &etvoroplikatu i ostavljene 24 h da adheriraju za podlogu.
Sutradan, ¢elije su tretirane DOX i FNP/DOX u koncentracijama: 0, 0,5, 1, 1,875, 2,5,
3,75,5, 7,51 10 uM i FNP u koncentraciji od 0,111 mM u trajanju od 24 h. Vijabilnost
HL-1 ¢elija je wutvrdena koris¢enjem MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid, Sigma-Aldrich) supstrata prema protokolu Upadhyay i
saradnika sa manjim modifikacijama (Upadhyay i sar., 2007). Po tretmanu ¢elije su
inkubirane sa rastvorom MTT (0,5 mg/ml u PBS) naredna 2 h na 37 °C. Reakcija je
zaustavljena odlivanjem supernatanta i dodavanjem 100 pl dimetil sulfoksida koji
rastvara kristale formazana nastale enzimatskom aktivno$S¢éu mitohondrija
(mitohondrijalne reduktaze redukuju Zutu tetrazolijumsku so u ljubi€asti formazan).
Absorbancija je merena na talasnoj duzini od 550 nm, na spektrofotometru Infinite®
200 PRO (Life Sciences, TECAN). Absorbancija je direktno srazmerna koli¢ini MTT
boje redukovane u formazan i broju prezivelih ¢éelija. Odredivanje 1Csy vrednosti
(inhibitorna koncentracija za 50% celija) je izvrSeno putem slobodno dostupnog

programa na internetu 1Csq toolkit (ic50.tk).

3.4.5 Analiza unosa DOX-a i FNP/DOX-a u ¢elije protocnom
citometrijom

MCF-7 i MDA-MB-231 ¢elije su tretirane 0,1 pM DOX-om i 0,1 uM FNP/DOX-om (u
nanokompozitu koncentracija je izrazena preko koncentracije DOX-a). MCF-7 ¢elije su
dodatno izlozene 0,01 uM DOX s obzirom da nije bilo moguce izmeriti signal na
protoénom citometru kada su c¢elije tretirane sa 0,1 UM FNP/DOX usled visoke
citotoksi¢nosti posle 24h tretmana. Nakon tretmana od 2 h, 4 h, 24 h i 48 h ¢elije su
tripsinizovane, oprane dva puta u hladnom PBS-u i resuspendovane u 250 pl PBS-a pre
merenja. Proto¢nim citometrom (BD FACSCalibur, Beckton Dickinson) je merena

fluorescencija, rezultati su analizirani programom CellQuest software i prikazani u
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obliku histograma. DOX je ekscitiran argonskim laserom na talasnoj duzini od 488 nm,
dok je emisioni signal sniman izmedu 565 nm i 630 nm. Region za detekciju
fluorescencije u zelenom delu vidljivog spektra je postavljen arbitrarno (FCS 1,00 Lin,
FL2 476,1.00 Log). Po uzorku je mereno 15000 ¢eliija, a rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost fluorescencije u arbitrarnim jedinicama (a.j.). Eksperimenti su

ponovljeni tri puta.

3.4.6 Analiza ¢elijskog ciklusa proto¢nom citometrijom

Kontrolne celije i ¢elije tretirane FNP-om, DOX-om i FNP/DOX-om su oprane u
hladnom PBS-u i zatim inkubirane 30 minuta u 70% etanolu na ledu. Potom su celije
centrifugirane i inkubirane sa 500 pl RNaze A (100 jedinica/ml, Sigma-Aldrich) i 500
ul propidijum jodida (400 pg/ml, Sigma-Aldrich) 30 minuta na 37 °C. Celijski ciklus je
analiziran na proto¢nom citometru (FACSCalibur E440, Becton Dickinson) programom

CellQuest software. Eksperimenti su ponovljeni tri puta.

3.5 Zivotinje, eksperimentalni dizajn i izolovanje organa

Odrasli zdravi muzjaci pacova soja Wistar su gajeni u kontrolisanim uslovima
(temperatura 22+1°C, relativna vlaznost vazduha 70+10% u dnevno noénom rezimu
12/12 h sa slobodno dostupnom hranom i vodom). Svi eksperimenti su odobreni od
strane Ministarstva poljoprivrede i zastite Zivotne sredine Republike Srbije, uprava za
veterinu, broj: 323-07-03640/2015-05 i u saglasnosti sa odredbama Zakona o dobrobiti
zivotinja (Sluzbeni glasnik RS, broj 41/09).

Paralelno su uradena dva eksperimenta. Prvi eksperiment se odnosi na ispitivanje
efekata nanokompozita FNP/DOX, gde su zivotinje nasumic¢no podeljene u Sest grupa
sa po Sest jedinki (Tabela 1). Sve Zivotinje su tretirane jednokratno intraperitonealno
(i.p.) 1 u zavisnosti od grupe su primile fizioloski rastvor (0,9% NaCl) ili vodeni rastvor
FNP-a, DOX-a, FNP/DOX-a.
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Tabela 1. Tretman Zivotinja

Grupa Wistar

pacova

Tretman

I grupa
Il grupa
Il grupa
1V grupa
V grupa

VI grupa

Kontrolna grupa 0,9% NaCl
FNP 0,125 mg/kg

DOX 4 mg/kg

FNP/DOX 4 mg/kg*

DOX 2 mg/kg

FNP/DOX 2 mg/kg*

* Koncentracija nanokompozita FNP/DOX je izrazena prema koncentraciji DOX-a.

Drugi eksperiment se odnosi na ispitivanje efekata nanokopozita FNP/Fe?*, gde su

Zivotinje nasumicno podeljene u pet grupa sa po Sest Zivotinja (Tabela 2.). Sve Zivotinje

su tretirane jednokratno intraperitonealno (i.p.) i u zavisnosti od grupe su primile

vodeni rastvor FNP, DOX, FNP/Fe?*, FNP/Fe?* 1h pre DOX-a ili fizioloski rastvor

(0,9% NaCl). S obzirom da su eksperimenti radeni paralelno, da se ne bi zrtvovalo vise

pacova nego Sto je neophodno za statistiCku obradu podataka, u drugom eksperimentu,

tokom analize rezultata, su upotrebljene iste zivotinje iz prve tri grupe prvog
eksperimenta: Kontrolna grupa 0,9% NaCl, FNP 0,125 mg/kg grupa i DOX 4 mg/kg

grupa.

38



Tabela 2. Tretman Zivotinja

Grupa Wistar Tretman
pacova

I grupa Kontrolna grupa 0,9% NaCl

Il grupa FNP 0,125 mg/kg

Il grupa DOX 4 mg/kg

IV grupa FNP/Fe** 0,06 mg/kg*

V grupa  FNP/Fe?" 0,06 mg/kg + DOX 4 mg/kg *

* Koncentracija nanokompozita FNP/Fe?* je izrazena prema koncentraciji FNP-a.

Nakon akutnog tretmana u trajanju od 24 h, Zivotinje su zrtvovane uretanskom
anestezijom (Arola i sar., 2000). Srca i jetre su odmah odstranjeni i delovi tkiva srca
veli¢ine oko 5 mm? su uzorkovani iz leve komore, dok su delovi jetre uzorkovani iz
velikog lobusa jetre, i stavljeni u rasvor RNAlater na -20°C radi kasnije izolacije RNK.
Istovremeno, za ultrastrukturnu analizu putem TEM-a, tkivo srca je uzorkovano sa
apeksa srca i tkivo jetre je uzorkovano iz velikog lobusa jetre, i fiksirano imerzijom u
neutralno puferisan 3% glutaraldehid (0,1 M kokodilatni ili fosfatni pufer, pH=7,4)

preko noci na 4 °C.

3.6 Priprema uzoraka tkiva za TEM

Nakon fiksacije, uzorci su oprani u puferu za fiksaciju i postfiksirani 1% rastvorom
osmijum tetraoksida u 0,1 M kokodilatnom puferu i zatim inkubirani 1 h na 4°C.
Nakon dehidratacije tkiva u seriji alkohola rastu¢e koncentracije, uzorci su ukalupljeni
u eponskoj smoli sastava: 4,8 ml epona (eng. epoxy embedding medium) (Fluka
Chemika 45345, Steinheim, Switzerland), 1,7 ml DDSA (eng. dodecenyl succinic
anhidride, C16H2603) (Agar Scientific Ltd R1053, Stansted, Essex, England), 3,5 ml
MNA (Epon Hardener MNA) (Fluka Chemika 45347, Steinheim, Switzerland) i 0,2 ml
BDMA (eng. N-benzildimethylamine, CsHsCH,N(CHs),) (Agar Scientific Ltd R1062b,
Stansted, Essex, England). Ukalupljena tkiva su seCena na ultramikrotomu (LKB
Ultratom 8800) na ultratanke preseke debljine 70 nm. Ultratanki preseci su

kontrastirani rastvorima soli teSkih metala, uranil acetatom i olovo-citratom (Alkaloid-
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Skopje, FYRM) i analizirani elektronskim mikroskopom (FEI Morgagni 268D
transmission electron microscope, Eindhoven, the Netherlands ili Philips CM12/FEl,
the Netherlands) opremljenim digitalnom kamerom MegaViewlll Soft Imaging System
(Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Miinster, Germany).

3.7 Ekstrakcija RNK i reverzna transkripcija

Ukupna ¢elijska RNK je izolovana kitom GenElute Mammalian Total RNA Miniprep
Kit (Sigma-Aldrich) prema instrukciji proizvodaca. Tkivu srca i jetre kome je
odstranjen RNAlater, homeginozavo je ru¢nim homogenizerom i lizirano uz pomoé
250 pl rastvora za liziranje u kome je dodat 2-merkaptoetanol (10 pl 2-merkaptoetanola
na 1 ml rastvora za liziranje). Lizat, u kome se nalazi RNK oslobo¢ena iz tkiva, je
prenet u filtracionu kolonu i centrifugiran 2 min na 16 000 g. Filtratu je dodato 250 pl
70% etanola nakon ¢ega je prenet na vezujucu kolonu i centrifugiran 15 s na 16 000 g.
Da bi se uklonili potencijalni kontaminati, RNK vezana za kolonu je isprana prvi put sa
500 pl rastvora 1 za ispiranje i centrifugirana 15 s na 16 000 g a potom sa 500 pl
rastvora 2 za ispiranje i centrifugirana 15 s na 16 000 g. Da bi se uklonio viSak etanola
postupak ispiranja sa 500 ul rastvora 2 za ispiranje je ponovljen i kolona centrifugirana
2 min na 16 000 g. Elucija RNK sa kolone je izvrSena uz pomo¢ 50 pl elucionog
rastvora i centrifugiranja od 1 min na 16 000 g. Precis¢ena RNK je stavljena na led do
pocetka merenja koncentracije. Koncentracija RNK je odredivana merenjem Ay Na
spektrofotometru (BioSpec-nano spectrophotometer, Shimadzu Corporation). Nakon
izolacije RNK iz razli¢itih uzoraka, cDNK je sintetisana u reakciji reverzne
transkripcije (RT) koriS¢enjem jednakih koli¢ina RNK (1 pg) kao matrice i pomocu
kita RETROscript Reverse Transcription Kit (Ambion, Life Technologies) prema
instrukciji proizvodaca. Totalna RNK u koli¢ini od 1 pg je pomeSana sa 2 ul
nasumicnih dekamera pri ¢emu je reakciona smeSa dopunjena vodom do 12 pl.
Reakciona smesa je kratko oborena i inkubirana u vodenom kupatilu na 72 °C 3 min.
Nakon inkubacije u reakcionu smesu su dodati: 2 pl 10X koncentrovanog pufera za RT,
4 ul smese deoksinukleotidtrifosfa, 0,5 pl inhibitora rnaze, 0,5 pl reverzne transkriptaze
i 1 pl vode. Finalni volumen RT reakcije je iznosio 20 ul. Reakcija se odigravala
inicijalno na 42 °C 2 h, a zatim 10 min na 92 °C. Sintetisana cDNK je dalje koris¢ena

za qRT-PCR (eng. Quantitative Real Time-Polymerase Chain Reaction) analizu.
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3.8 qRT-PCR analiza

gRT-PCR je koris¢en za kvantifikovanje ekspresije gena za katalazu, Mn-SOD (eng.
Mn-superoxide dismutase), Bax (eng. BCL2-associated X protein) i Bcl-2 (eng. B-cell
CLL/lymphoma 2). gRT-PCR reakcione smeSe zapremine 20 pl su sadrzavale
komercijalnu smesu reagenasa (SYBR Select Master Mix, Applied Biosystems), 5" 1 3°
prajmere (Invitrogen) i cODNK matricu. Finalna koncentracija prajmera je bila 300 nM.
Sekvence prajmera su date u Tabeli 3. GAPDH (eng. glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, ,,éuvar” genoma) je sluzio kao endogena kontrola. Za qRT-PCR su
koris¢ene ploce sa 96 bunarica (MicroAmp optical 96-well research Plate, Applied
Biosystems) i 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Temperaturni i vremenski profil reakcije za gqRT-PCR je bio: inicijalni korak na 50 °C,
2 min, drugi korak na 95°C,10 min, tre¢i korak od 40 ciklusa od 15 s na 95°C, i 1 min
na 60 °C. Rezultati gqRT-PCR su obradeni komparativnom C; metodom (Livak i
Schmittgen 2001)

Tabela 3. Lista prajmera za umnoZavanje regiona cDNK ispitivanih gena
metodom gRT-PCR-a. F, forward, 5’prajmer R, reverse, 3’prajmer

Gen, Sekvence prajmera lzvor

Pristupni broj*

GAPDH F: 5-TGCCAAGTATGATGACATCAAGAAG- Primer Express V3.0
NM_017008.4 3’ Software
R: 5’-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3’

CAT F: 5-ACAACTCCCAGAAGCCTAAGAATG-3"  (Chenii sar., 2006)
NM_012520.2 R:5-GCTTTTCCCTTGGCAGCTATG-3'

Mn-SOD F: 5'- ATTAACGCGCAGATCATGCAG-3’ (Sugino i sar., 1998)
NM_017051.2 R: 5- TTTCAGATAGTCAGGTCTGACGTT-3’

BAX F: 5>-ACACCTGAGCTGACCTTG-3’ (Parveen isar., 20]_4)
NM_017059.2 R: 5’-AGCCCATGATGGTTCTGATC-3’

Bcl-2 F: 5’-GGGATGCCTTTGTGGAACTATATG-3’ Primer Express V3.0
NM_016993.1 R: 5’-CAGCCAGGAGAAATCAAACAGA-3’ Software
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*NCBI (eng. the national center for biotechnology information) baza podataka,
GAPDH (eng. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), CAT (engl. catalase),
Mn-SOD (eng. Mn-superoxide dismutase), Bax (eng. Bcl-2-associated X protein), Bcl-
2 (eng. B-cell CLL/lymphoma 2).

3.9 Statisticka obrada podataka

Nakon analize unosa DOX i FNP/DOX u ¢elije, analize ¢elijskog ciklusa, MTT testa i
analize genske ekspresije, uradena je statisticka obrada podataka programom Microsoft
Excel. Kod MTT testa rezultati su prikazani kao srednja vrednost * standardna
devijacija (SD). Kod analize unosa DOX i FNP/DOX u ¢elije rezultati su predstavljeni
kao srednja vrednost fluorescencije u arbitrarnim jedinicama. Kod analize ¢elijskog
ciklusa rezultati su prikazani kao procenat ukupnog broja ¢elija u odredenoj fazi
¢elijskog ciklusa. Kod analiza genske ekspresije rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + standardna greSka (SEM). Student-ov t-test je koris¢en za poredenje

podataka. Razlike su smatrane statisticki znacajnim kada je p < 0.05.
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4. REZULTATI

Rezultati istrazivanja u okviru ove doktorske teze su prikazani u dve celine: 1) prva
obuhvata fizicko-hemijsku karakterizaciju i bioloske efekte nanokompozita FNP/DOX,
2) dok druga celina daje pregled fizicko-hemijske karakterizacije nanokompozita

FNP/Fe®" i njegovog biolosSkog uticaja u predtretmanu sa DOX-om.

4.1 FNP/DOX nanokompozit

Segment vezan za istrazivanja na nanokompozitu FNP/DOX obuhvata tri podceline: 1)
nanokarakterizaciju nanocestica, 2) analizu unosa u celije i uticaja na Celijski ciklus
nanokompozita FNP/DOX i analizu njegovog citotoksi¢nog potencijala, 3) analizu
kardiotoksi¢nosti 1 hepatotoksi¢nosti nanokompozita FNP/DOX kod pacova prac¢enjem
ekspresije odabranih gena ukljuenih u apoptozu i1 oksidativni stres, kao i

ultrastrukturnih promena na srcu i jetri.

4.1.1 Nanokarakterizacija FNP-a i nanokompozita FNP/DOX

Na Slici 8 je prikazana distribucija veli¢ine FNP nanocestica po broju u vodenom
rastvoru. Pre¢nik nanocestica varira u opsegu od 17 - 42 nm pri ¢emu najveéi broj
nanocCestica (35%) ima dijametar od 24 nm. Na istom dijagramu je prikazana
distribucija veli¢ine nanokompozita FNP/DOX u opsegu od 25 - 67 nm, pri ¢emu su
nanocestice od 38 nm najprisutnije (31%). Podaci su dobijeni metodom baziranoj na

dinami¢kom rasejanju svetlosti.
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Slika 8. Distribucija veli¢ine ¢estica FNP (crvena linija) i nanokompozit FNP/DOX
(zelena linija) po broju u vodenom ratvoru pri pH=6,48, nakon 48 h inkubacije u
mraku na 22 °C (Jovi¢ i sar., 2016)

Fizioloski rastvor nije znacajnije uticao na distribuciju veli¢ine nanocestica FNP/DOX
(Slika 9). Distribucija veli€ine cestica FNP je bila u opsegu od 20 -58 nm, sa
najdominantnijim Cesticama pre¢nika 32,6 nm (33%). Slicno, veli¢ina Ccestica
FNP/DOX se kretala od 18,7 - 105 nm, sa najdominantnijim ¢esticama pre¢nika 24,3
nm (18%) (Slika 9).
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Slika 9. Distribucija veli¢ine ¢estica FNP-a (zelena linija) i nanokompozit-a
FNP/DOX (crvena linija) po broju u fizioloSkom ratvoru, nakon 48h inkubacije u
mraku na 22 °C (Petrovic at al. 2018)

Merenja zeta potencijala su pokazala da FNP u vodenom rastvoru poseduje

naelektrisanje od -20mV, dok vrednost za FNP/DOX iznosi -6mV (Slika 10) $to
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ukazuje na postojanje elektrostatiCke interakciju izmedu pozitivno naelektrisanih

molekula DOX-a i polianjonskih molekula fulerenola.
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Slika 10. Zeta-potencijal FNP (crvena linija) i nanokompozit FNP/DOX (zelena
linija) u vodenom rastvoru pri pH=6,48 nakon 48 h inkubacije u mraku na 22 °C

(Jovié i sar., 2016)

Fizioloski rastvor nije zna¢ajnije uticao ni na promenu {-potencijala FNP/DOX (Slika
11); srednje naelektrisanje FNP je -19 mV, dok srednje naelektrisanje FNP dekorisanog

sa DOX iznosi -9 mV.
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Slika 11. Zeta-potencijal FNP (zelena linija) i nanokompozit FNP/DOX (crvena
linija) u fizioloSkom rastvoru nakon 48 h inkubacije u mraku na 22 °C (Petrovic i
sar., 2018)
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Stabilnost Cestica nanokompozita je pracena merenjem njihovog dijametra u duzem
vremenskom periodu nakon sinteze. Nakon 48 h pre¢nik nanocestica FNP/DOX je bio
u opsegu od 18 -105 nm (18% cestica ima pre¢nik od 24 nm, Slika 12, zelena linija).
Nakon 72 h nanocestice su bile u opsegu od 32 nm do 122 nm (gde najveci broj Cestica,
24% ima precnik od 50 nm, Slika 12, plava linija) 1 nakon 96 h nanocestice su bile u
opsegu od 32 nm do 141 nm (gde najveéi broj Cestica, 21% ima preénik od 51 nm,
Slika 12, crvena linija). Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da tokom
vremena distribucija veli¢ine nanoCestica raste 1 potom ostaje stabilna u

nanometarskom okviru.
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Slika 12. Distribucija veli¢ine nanokompozita FNP/DOX po broju u fizioloSkom
rastvoru, nakon 48h (zelena linija), 72 h (plava linija) i 96 h (crvena linija)
inkubacije u mraku na 22 °C (Seke i sar., 2016)

Uvid u povrsinsku topologiju nanonocestica FNP 1 FNP/DOX je omogucéen merenjima
na AFM. Uzorci su snimljeni nakon inkubacije 48 h u mraku, na 22 °C. Na Slici 13 su
predstavljeni rezultati AFM merenja FNP u vodenom rastvoru na pH = 7,0 koji ukazuju
na nehomogenost uzorka (Slika 13A). Prisustvo nanocestica je evidentno na terasama
HOPG, pri ¢emu je izabrana jedna reprezentativna Cestica za detaljniju analizu,
pre¢nika 60 nm (Slika 13B), i visine 1,6 nm (Slikal3C). Vece Cestice u uzorku FNP se
sastoje od 2-4 cCestice od po 30nm, dok prisustvo Cestica ve¢ih od 150 nm nije
detektovano. Distribucija FNP na terasama HOPG-a ukazuje na njihovu polarnost, sto
je u skaldu sa merenjima zeta-potencijala kao i sa rezultatima drugih studija (Vileno i
sar., 2006). Na Slici 13D je predstavljena morfologija FNP trodimenzionalno (3D) na
HOPG, gde se struktura vece Cestice jasno vidi. Nanocestice na prvi pogled, usled
metodologije merenja imaju izgled kupe. Medutim, kada se uporede njihova visina 1

Sirina koja je oko deset puta veca, zakljucuje se da su pljosnatog, diskoidalnog oblika.
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Slika 13. AFM snimci ¢estica FNP u vodenoj sredini nakon inkubacije 48 h u
mraku na 22 °C; A) skala 1000 x 1000 nm?; B) skala 350 x 350nm?; B) odgovarajuéi
poprecni presek duz plave linije; C) 3D slika

Na Slikama 14A i 14B uocava se prisustvo velikog broja homogeno rasporedenih
nanocestica FNP/DOX ¢ija je veli¢ina u korelaciji sa DLS merenjima. Najprisutnije su
Cestice veli¢ine izmedu 20 1 35 nm, a uocljive su i veée Cestice, veli¢ine od 50 - 80 nm.
Na Slici 14D je prikazan poprecni presek jedne veée Cestice Sirine 85 nm i visine 5,1
nm. Pored nje, se na Slici 14E vide jo§ dve manje nanocestice. Prisustvo nanocestica na
terasama HOPG ukazuje na njihovu polarnost. S obzirom da je Sirina ¢estica 10-20 puta
veca od njihove visine, izvodi se zakljuCak da dekoracija nanocestica DOX-om nije

uticala na promenu njihove morfologije tj. ostale su pljosnate.
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Slika 14. AFM snimci FNP/DOX u vodenoj sredini nakon inkubacije 48 h u mraku
na 22 °C; A) skala 1800 x 1800nm? B) odgovarajuéi popreéni presek C) skala 670 x
670 nm? D) odgovaraju¢i poprecni presek duz zelene linije na C E) 3D slika (Seke i
sar., 2016)
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Snimak TEM merenja FNP u vodenom rastvoru nakon sonikacije i inkubacije 48 h u
mraku na 22 °C je prikazan na Slici 15. Kako TEM merenja daju detaljniji uvid u
morfologiju Cestica, primecuje se sferna struktura FNP razli¢itog dijametra, Sto se
uklapa u DLS i AFM merenja. Tako se na Slici 15 uocavaju Eestice veli¢ine od 2 nm

sacinjene od 2-3 molekula fulerenola kao i veci agregati veli¢ine izmedu 20 i 60 nm.

Slika 15. A) TEM mikrografija FNP (fulerenolske nanocestice) B) FNP {estice
veli¢ine 2 nm (Zuta strelica), 20 nm (crvena strelica) i 30-60 nm (plava strelica)
(Jovié i sar., 2016)

TEM merenja nanokompozita FNP/DOX u vodi nakon 48 h inkubacije u mraku na 22
°C su prikazana na Slici 16 gde se mogu uociti nanocestice razli¢itih veli¢ina, od 2 nm
do 5nm. Pretpostavka je da se manje Cestice grupisu u veée aglomerate pre¢nika oko 20
nm Koji su uoceni prilikom AFM i DLS merenja. Ove Cestice takode zadrzavaju

sferi¢nu strukturu bez obzira na prisustvo DOX.
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Slika 16. TEM mikrografija nanokompozita FNP/DOX (Petrovic i sar., 2018)

4.1.2 Nanokompozit FNP/DOX povecava unos DOX-a u MCF-7 i MDA-
MB-231 celije

Da bi se istrazio uticaj FNP na unos DOX-a, MCF-7 i MDA-MB-231 ¢elije su tretirane
sa dve koncentracije DOX i FNP/DOX (0,1 uM 1 0,01 uM) u trajanju od 2 h, 4 h, 24 h i
48 h nakon Cega je proto¢nom citometrijom meren intenzitet fluorescencije DOX-a.

Netretirane ¢elije su koris¢ene kao negativna kontrola.

Slike 17 i 18 prikazuju da je DOX uspesno internalizovan u ¢elije u odnosu na
kontrolne celije u svim vremenskim tatkama. Unos FNP/DOX-a u celije je bio
nekoliko puta veci u obe ¢elijske linije u poredenju sa slobodnim DOX-om, u svim
vremenskim tackama. Prema srednjem intenzitetu fluorescencije, unos oba jedinjenja je
bio bolji kod MCF-7 ¢elija u odnosu na MDA-MB-231 u svakoj vremenskoj tacki, a
posebno tokom tretmana u trajanju od 2 h i 4 h. Medutim, odnos unosa FNP/DOX u
poredenju sa DOX je bio ve¢i kod MDA-MB-231 c¢elija u poredenju sa MCF-7
¢elijama (MCF-7 - 2.1 put, MDA-MB-231 - 3.1 put). Maksimalna fluorescencija DOX
i FNP/DOX kod MCF-7 je uo¢ena nakon 24 h, dok je kod MDA-MB-231 ¢elija ona
postignuta nakon 48 h. Visoka srednja vrednost fluorescencije DOX-a i FNP/DOX-a

kod MCF-7 ¢elija je u saglasnosti sa njihovom visokom osetljivos¢u kako na slobodan
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DOX tako i na DOX koji se unosi putem nanokompozita. S obzirom da nije bilo
moguce snimiti histogram za FNP/DOX nakon 24 h na definisanim parametrima
regiona detekcije (FCS 1,00 Lin, FL2 476,1,00 Log), MCF-7 ¢elije su tretirane 10 puta
(Jedan log) manjom koncentracijom FNP/DOX (0,01 pM). Medutim intenzitet
fluorescencije u ¢elijama je jo$ uvek bio visok i dostizao je maksimum na 24 h (Slike

17 i 18). Intenzitet fluorescencije DOX-a i FNP/DOX-a je opao nakon 48 h kod oba

tipa ¢elija.

MCF - 7, 24h MCF - 7, 48h
DOX DOX FNP/DOX
10V~ Ny FN-F‘,’[)OX 10 ™ 10 s
10'M Kontrola 4

) Ny / %
K] u FNP/DOX
y 10°M
]

FL2-H FL2-H

MDA - MB-231, 24h MDA - MB-231, 48h
FNP/DOX
Konqola ‘BQ.‘( r N;‘:"/DO)( Keatrols DOX 107
oM 10°M : \
. : v “ 10°'M .
’, : Y ‘

=2
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N I/J

FL2-H ' FL2-H

Slika 17. Unos DOX-a i FNP/DOX-a u MCF-7 i MDA-MB-231 nakon 24 h i 48 h.
Intenzitet fluorescencije DOX-a je meren proto¢nom citometrijom. Rezultati
predstavljaju preklopljene histograme jednog reprezentativnog eksperimenta (Jovic i
sar., 2016)
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Slika 18. Unos DOX i FNP/DOX u MCF-7 i MDA-MB-231 nakon 2 hi4 h.
Intenzitet fluorescencije DOX-a je meren proto¢nom citometrijom. Rezultati
predstavljaju preklopljene histograme jednog reprezentativnog eksperimenta (Jovic i
sar., 2016)

4.1.3 Nanokompozit FNP/DOX menja distribuciju MCF-7 i MDA-MB-
231 ¢elija po fazama celijskog ciklusa

Proto¢nom citometrijom su analizirane MCF-7 i MDA-MB-231 ¢elije u razli¢itim
fazama celijskog ciklusa nakon 24 h i 48 h tretmana sa 0,1 uM DOX-om i 0,1 pM
FNP/DOX-om. Efekti slobodnog DOX-a i nanokompozita FNP/DOX na distribuciju

¢elija po fazama Celijskog ciklusa su analizirani bojenjem DNK propidijum jodidom.
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Rezultati distribucije celija po fazama celijskog ciklusa netretiranih MCF-7 ¢elija su
pokazali da se 65,19% celija nalazi u GOG1 fazi, 17,29% u S fazi, 15.39 u G2M fazi i
2,93% u subG1 fazi nakon 24 h. Nakon 48 h, 69,93% celija se nalazilo u GOG1 fazi
17,27 u S fazi, 11.69% u G2M i 1,97% u subG1 fazi (Tabela 4).

Tabela 4. Distribucija kontrolnih MCF-7 ¢elija po fazama celijskog ciklusa (%)

Kontrola
Duzina tretmana (h) Faze ¢elijskog ciklusa
G0G1 S G2M  subGl
24 6519 17,29 1539 2,93
48 69,93 17,27 11,69 1,97

Rezultati analize distribucije MCF-7 ¢elija po fazama Celijskog ciklusa nakon tretmana
DOX-om u trajanju od 24 h su bili slede¢i: 18,78% se nalazi u GO/G1, 6,83% u S fazi,
73,26% u G2/M i 1,705% u subG1l fazi celiskog ciklusa (Slika 19). Nakon 48 h
tretmana DOX-om, 63,25% celija se nalazi u GO/G1 fazi, 13,65% se nalazi u S fazi,
21,46% u G2M i 2,34% u subG1 fazi (Slika 19).

Rezultati analize distribucije MCF-7 ¢elija po fazama celijskog ciklusa nakon tretmana
FNP/DOX-om u trajanju od 24 h su bili sledeci: 53,32% celija se nalazi u GO/G1,
24,96% u S fazi, 15.03% u G2M fazi i 7,7% u subGl fazi ¢elijskog ciklusa (Slika 19).
Nakon 48 h tretmana FNP/DOX-om zapaza se da se 53,67% celija nalazi u GOG1 fazi,
34,84% u S fazi, 8,88% u G2M fazi i 3,35% u subG1 fazi ¢elijskog ciklusa (Slika 19).
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Slika 19. Distribucija MCF-7 ¢elija po fazama celijskog ciklusa nakon tretmana
DOX i FNP/DOX. MCF-7 su bile tretirane DOX-om i FNP/DOX-om u trajanju od 24
h i 48 h. Rezultati na histogramu su izrazeni u %. M1, M2, M3 i M4 se odnose na
GO0/G1, S, G2/M i subG1, redom (Jovi¢ i sar., 2016)
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Distribucija netretiranin MDA-MB-231 ¢elija po fazama Celijskog ciklusa je odredena
samo nakon 24 h i bila je sledec¢a: 53,65% celija se nalazi u GOG1, 34,64% u S fazi,
9,84% u G2M i 1,23% u subG1 fazi ¢elijskog ciklusa (Tabela 5).

Tabela 5. Distribucija kontrolnih MDA-MB-231 éelija po fazama ¢elijskog ciklusa

(%)
Kontrola
Duzina tretmana (h) Faze ¢elijskog ciklusa
G0G1 S G2M  subG1l
24 53,65 34,64 9,84 1,23

Rezultati analize distribucije MDA-MB-231 ¢elija po fazama celijskog ciklusa nakon
tretmana DOX-om u trajanju od 24 h su bili slede¢i: 50.71% celija se nalazi u GO/G1
fazi, 28,25% u S fazi, 20.05% u G2/M fazi i 1,36% u subGl1 fazi éeliskog ciklusa (Slika
20). Nakon 48 h tretmana DOX-om, 60,15% c¢elija se nalazi u GO/G1 fazi, 26,2% se
nalazi u S fazi, 11,43% u G2M fazi i 1,16% u subG1 fazi ¢elijskog ciklusa (Slika 20).

Rezultati analize distribucije MDA-MB-231 ¢elija po fazama celijskog ciklusa nakon
tretmana FNP/DOX-om u trajanju od 24 h su bili sledec¢i: 55,84% celija se nalazi u
GO/G1 fazi, 32,1% u S fazi, 8,58% u G2M fazi i 4,95% u subG1 fazi ¢elijskog ciklusa
(Slika 20). Nakon 48 h tretmana FNP/DOX zapaza se da se 59,3% celija nalazi u GOG1
fazi, 28,02% u S fazi, 11.8% u G2M fazi i 0,13% u subG1 fazi ¢elijskog ciklusa (Slika
20).
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Slika 20. Distribucija MDA-MB-231 ¢elija po fazama ¢éelijskog ciklusa u nakon
tretmana DOX i FNP/DOX. MDA-MB-231 su bile tretirane DOX-om i FNP/DOX-
om u trajanju od 24 h i 48 h. Rezultati na histogramu su izrazeni u %. M1, M2, M3 i
M4 se odnosena G0/G1, S, G2/M i subG1, redom (Jovi¢ i sar., 2016).

4.1.4 Nanokompozit FNP/DOX pokazuje smanjenu citotoksi¢nost u
odnosu na DOX na kardiomiocitima misa HL-1

Uticaj nanokompozita FNP/DOX na inhibiciju proliferacije HL-1 ¢elija ispitivan je
MTT metodom. Celije su izlagane DOX i FNP/DOX u nekoliko razli¢itih
koncentracija: 0,5, 1, 1,875, 2,5, 3,75, 5, 7,5 i 10 uM i FNP u koncentraciji od 0,111
mM, pri ¢emu je duzina tretmana trajala 24 h. Rezultati su pokazali da DOX i
FNP/DOX smanjuju vijabilnost ¢elija u svim ispitivanim koncentracijama u odnosu na

kontrolnu grupu. Takode je pokazano da FNP/DOX u svim ispitivanim
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koncentracijama ima znac¢ajnije manji citotoksi¢ni efekat u odnosu na DOX (Slika 21).
Dozno zavisni efekti su koriS¢eni za racunanje koncentracije supstance koja dovodi do
smanjenja vijabilnosti Celija za 50% (ICso vrednost). Rezultati su pokazali da ICsg
vrednost za FNP/DOX iznosi 4,89 uM a za DOX 0,54 puM. Samostalna primena FNP,
pokazuje odredeni citotoksi¢ni potencijal u poredenju sa kontrolnim uzorkom, ali ipak

znatno manji u odnosu na DOX i FNP/DOX (rezultati nisu prikazani).

HL-1

1.2

Absorbancija na 550 nm

Kontrola 0,5 1 1,875 2,5 3,750 5 7,5 10

W DOX (LM) ® FNP/DOX (uM)

Slika 21. Vijabilnost HL-1 ¢elija nakon 24 h tretmana sa DOX-om i FNP/DOX-om.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost iz 3 ponavljanja £ SD. *p<0,05 u
odnosu na kontrolu, # p<0,05 u odnosu na DOX

4.1.5 FNP/DOX i DOX menjaju ultrastrukturne karakteristike tkiva
srca

S obzirom da je DOX u klini¢koj upotrebi ve¢ vise decenija, i S obzirom da izaziva
brojne Stetene efekte pre svega na srcu i jetri, dalja ispitivanja delovanja DOX-a i
FNP/DOX-a su radena in vivo, na pacovoma soja Wistar, pri ¢emu je pracena
ultrastruktura tkiva srca i jetre zivotinja.

Morfologija srca kontrolne grupe pacova je prikazana na Slici 22. Celije srca kontrolne
grupe pokazuju regularnu morfologiju, sa intaktnim mitohondrijama, regularnu

distribuciju miofibrila i odsustvo kako intracelijskog tako i intersticijalnog edema.
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Slika 22. Elektronske mikrografije tkiva srca kontrolne grupe pacova. Na
popre¢nom preseku kardiomiocita mogu se uociti regularni aranZmani miofibrila,
o¢uvana morfologija mitohondrija, odsustvo intraéelijskog i intersticijalnog edema. A)
3000x; bar=2 um, B) 3800x; bar=5 um; C), E) i F) 5000x; bar=2 um, D) 10000x, bar=2
um) (Seke i sar., 2016)

Morfologija tkiva srca grupe pacova koja je tretirana sa 0,125 mg/kg FNP-a, je bila

grubo izmenjena (Slika 23). Primecen je progresivan intracelijski edem. Miofibrili,
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mada regularne strukture 1 aranZmana, su bili razdvojeni Sirokim prostorom koji je
formiran usled prisustva intracelijskog edema. Sarkolema je bila fokalno oStecena i
odvojena od miofibrila. Kardiomiociti su bili vakuolizovani, pri ¢emu je vakuolizacija
ve¢inom poticala od cisterni sarkoplazmati¢nog retikuluma, kako paralelnih tako i
terminalnih. U podrucijima gde su kardiomiociti u bocnom kontaktu primecene su
proSirene T-tubule, asocirane sa sarkoplazmati¢nim retikulumom. Struktura
mitohondrija je bila poremecena usled dezintegracije kristi. Primeceno je fokalno
cepanje miofibrila kao i prekinut kontinuitet interkalatnih diskova. Medutim, nije
uoceno prisustvo intersticijalnog edema, hiperkontrakcija sarkomera, intersticijalne
hemoragije 1 ekstravazacija eritrocita. Endotelne celije su bile edematozne, sa

prisutvom fenomena kariolize.

Slika 23. Elektronske mikrografije tkiva srca pacova tretiranih sa 0,125 mg/kg
FNP-a. Intracelijski edem (A - D); odvajanje sarkoleme od miofibrila (C; crvene glave
strelica); vakuolizirani kardiomiociti (C; crveni pravougaonik); dezintegrisane
mitohondrijalne kriste (A, B i C; crne glave strelica); cepanje interkalarnih diskova (A;
crna strelica) i miofibrila (B i C; crna strelica); binuklearni kardiomiociti sa
intracelularnim edemom, cepanje miofibrila i karioliza (D). A) 3000x; bar=5 um, B) i
C) 3800x; bar=5 um, D) 5000x; bar=5 pum) (Seke i sar., 2016)
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Kod grupa pacova tretiranih sa 4 mg/kg DOX-a primecéen je intenzivan intersticijalni
edem. Hiperkontrakcija sarkomera se ogledala u disociranim kontrakcijama sa snaznim
cepanjem interkalatnih diskova. Uocava se intracelijski edem i vakuolizacija
kardiomiocita sa bubrenjem sarkoleme. Bez obzira na to, prisutan je bio skoro jednak
broj kardiomiocita sa kondenzovanom citoplazmom i marginalizovanim hromatinom.
Mitohondrije su bile fokalno edematozne sa svetlim matriksom i blago proSirenim
kristama. Takode su bile prisutne mitohondrije sa elektron-gustim matriksom i
mijelinskim figurama. Pored toga, primeéeno je i prisustvo pojedinih mitohondrija
iregularnog oblika kao i megamitohondrije nastale usled fuzije nekoliko mitohondrija.
Fokalno je ustanovljeno i prisustvo oSte¢enja na sarkolemi koja su omogucila pasivnu
migraciju eritrocita u kardiomiocite vode¢i ka fenomenu slicnom emperipolezi. Dalje je
uocena apoptoza endotelijalnih celija 1 intersticijalnih fibroblasta zajedno sa
ekstravazacijom eritrocita i intersticijalnom hemoragijom. Ostaci endotelijalnih ¢elija i
fibroblasta u apoptozi su videni u intersticijalnom tkivu ukazuju¢i na povecan obim

apoptoze (Slika 24).
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Slika 24. Elektronske mikrografije tkiva srca pacova tretiranih sa 4 mg/kg DOX-a.
Intenzivan intersticijalni edem (A, C, i H; crvene glave strelica); intenzivna
hiperkontrakcija sarkomera sa cepanjem interekalatnih diskova (A i B; crne glave
strelica); cepanje interkalatnih diskova (E i F; crne glave strelica); vakuolizovani
kardomiociti i1 bubrenje Celijske membrane (B; crne zvezdice); ekstravazacija
intersticijalnih eritrocita i hemoragija (B); eritrociti unutar kardiomiocita - fenomen
slican emperipolezi (B); apoptoza endotelijalnih ¢elija i intersticijalnih fibroblasta (B, C
i D; bele zvezdice); ostaci intersticijalnih ¢elija - prepoznatljive po prisustvu kolagenih
vlakana (C) okruzene membranama definisanih c¢elija, relativno o¢uvani krvni sudovi,
mitohondrije sa neregularnim cirkularnim kristama, proSirenim kristama ili sa elektron-
gustim matriksom, mijelinske figure (H); fokalno edematozne mitothondrije sa svetlim
matriksom i pro$irenim kristama (E i G; crvene glave strelica); mitohondrije sa elektron
gustim matriksom (A i D; crveni kvadrat); neregularan oblik mitohondrija usled fuzije
(A 1 B; crne strelice); megamitohondrije nastale usled fuzije (E; crna strelica);
kondenzacija citoplazme sa hiperkontrakcijom sarkomera i perifernim depozicijama
heterohromatina (G). A), D), E) i G) 4400 x; bar=10 pum, B) 2200 x; bar=20 pum, C)
3500 x; bar=10 pum, F) (8900 x; bar=2 um, H) 5600 x; bar=5 um) (Seke i sar., 2016)

Kod zivotinje tretiranih sa 4 mg/kg FNP/DOX se uocavaju kardiomiociti oCuvane
strukture sa regularno pozicioniranim miofibrilima, euhromatskim jedrima i sintetski
aktivnim jedarcima. Nema znakova intracelijskog edema. Medutim, prisutan je
intersticijalni edem. UocCena vakuolizacija uglavnom potice od edematoznih
mitohondrija. Fokalno su prisutne grupe mitohondrija sa elektron-gustim matriksom.
Ono $to je specificno primeceno samo u ovoj grupi jeste adhezija i agregacija brojnih
trombocita na zidovima krvnih sudova. Druge celije krvi, kao na primer neutrofili,
takode su imali tendenciju da adheriraju za endotelijalne celije. Apoptoza endotelijalnih

¢elija i vakuolizacija sugeriSu prisustvo onkoze koja je primeéena samo fokalno (Slika
25).
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Slika 25. Elektronske mikrografije tkiva srca pacova tretiranih sa 4 mg/kg
FNP/DOX. Regularne strukture i aranzmani miofibrila (A - G); intersticijalni edem (B,
C 1 E; crvene glave strelica na E); vakuolizacija kao proizvod edematoznih
mitohondrija (A - H); vakuolizacija endotelijalnih ¢elija (D); adhezija i agregacija
brojnih trombocita za zid krvnih sudova (F; crvena zvezda); adheriranje neutrofila na
endotelijalnim ¢elijama (H); apoptoza endotelijalnih ¢elija (H). A) 2200 x; bar=20 um,
B), C) i G) 3500 x; bar=10 um, D) i E) 7100 x; bar=5 um, F) 8900 x; bar=2 pum, H)
4400 x; bar=10 um. (Seke i sar., 2016)

Kod zivotinja tretiranih sa 2 mg/kg DOX-a nije bilo znakova intracelularnog edema.
Mitohondrije su nabubrele sa oste¢enim kristama koje su organizovane u mijelinske
figure. Medutim, prisutan je intenzivan intersticijalni edem. Kod endotelijalnih ¢elija je
primeéena marginalizacija hromatina kao 1 apoptoza endotelijalnih ¢elija i fibroblasta.

Interkalatni diskovi su odvojeni, dok prisustvo ekstravazacije eritrocita nije primeceno

(Slika 26).
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Slika 26. Elektronske mikrografije tkiva srca pacova tretiranih sa 2 mg/kg DOX-a.
Bez intracelularnog edema (A i B); nabubrele mitohondrije sa oSteCenim i
dezorganizovanim kristama u formi mijelinskih figura (C — F; crne strelice); intenzivan
intersticijalni edem (H); marginalizacija hromatina kod endotelijalnih ¢éelija (F; crvena
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zvezdica); apoptoza endotelnih i intersticijalnih ¢elija (H); osteéeni interkalatni diskovi
(G; crvena strelica). A) 1800 x; bar=10 um, B) 7100 x; bar=5 um, C), D) i E) 14000 x;
bar=1 um, F) 4400 x; bar=1 um); G) 8900 x; bar=1 um, H) 3500 x; bar=10 um) (Seke i
sar., 2016)

Morfologija tkiva srca zivotinja tretiranih sa 2 mg/kg FNP/DOX je bila grubo
poremecena sli¢no kao kod Zivotinja tretiranih sa FNP. Osim intenzivnog intracelijskog
edema, kardiomiociti su vakuolizovani kao posledica vakuolizacije sarkoplazmati¢nog
retikuluma i mitohondrija. U mitohondrijama su uocena dezintegracija Kristi. Pored
toga, endotelijalne 1 intersticijalne celije su edematozne 1 predstavljaju onkoticke
promene. Medutim, nema prisustva intersticijalnog edema kao ni hiperkontrakcije
sarkomera. Takode, nije primecena intersticijalna hemoragija kao ni ekstravazacija
eritrocita. U edematoznim endotelijalnim ¢elijama su uoeni fenomeni kariolize i

kariorekse. Krvni sudovi su prosireni i ispunjeni eritrocitima (Slika 27).

Slika 27. Elektronske mikrografije tkiva srca pacova tretiranih sa 2 mg/kg
FNP/DOX-a. Intracelijski edem (A - D); vakuolizovani kardiomiociti gde
vakuolizacija ve¢inom poti¢e od sarkoplazmati¢nog retikuluma (C; crna strelica) i
mitohondrija; dezintegracija mitohondrijalnih krsti (C; crna glava strelice); edematozne
i vakuolizovane endotelijalne Celije (A; crvena zvezdica) sa prisustvom Kariorekse i
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kariolize (A; crvena strelica); staza krvi u krvnim sudovima (B); odvajanje sarkoleme
od miofibrila (D; crvene glave strelica). A) - D) 2200 x; bar=20 um. (Seke i sar., 2016)

Sve primec¢ene i1 opisane strukturne modifikacije celija, intersticijalne promene i

prisustvo ¢elijske smrti u odnosu na tretmane, sumirane su u Tabeli 6.

Tabela 6. Uporedna analiza morfologije tkiva srca Zivotinja svih eksperimentalnih

grupa

Hiperkontrakci
ia sarkomera

Razli¢ite forme
Adhezija i

celijske smrti
Ekstravazacija

eritrocita,
intersticijalna

ednotelijalnih
hemoraaiia

Intersticijalni
¢éeliia

Grupe
Intracelijski
edem
Vakuolizacija
Karioliza,
karioreksa
Osteceni
interkalatni
diskovi
Mijelinske
Ostecenje
mitohondrija
edem
agregacija

Kontrola

FNP
0,125
ma/kg
DOX 4 + + - + + + + + + + -
mag/kg

+
=+
+
+

1
+

1
+

1

1

1

FNP/DO - + - - - + + + - - 4
X 4

mg/kg

DOX 2 - - - + + + + + - - -
mg/kg

FNP/DO + + + = = + - + - - -
X2
ma/kg

trombocita

4.1.6 FNP/DOX i DOX menjaju ultrastrukturne karakteristike tkiva
jetre

Takode je analizirana ultrastruktura tkiva jetre kod Zzivotinja koji se bile tretirane sa

FNP-om, DOX-om i FNP/DOX-om. Morfologija jetre kontrolne grupe pacova je

prikazana na Slici 28. Celije jetre kontrolne grupe pokazuju regularnu morfologiju,

intaktnim ¢elijskim strukturama.

Sa
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Slika 28. Elektronske mikrografije tkiva jetre kontrolne grupe pacova soja Wistar.
A) 2650x; bar=5 pum, B) 4400x; bar=5 pum (Petrovic i sar., 2018)

Analiza morfologije jetre, u grupi tretiranoj sa FNP-om pokazala je promene fokalnog
karaktera (Slika 29). Pod elektronskim mikroskopom se vide podrucja sa oStecenim
hepatocitima isprepletana sa zonama ocuvanih hepatocita. Zapazena je i mitoza
hepatocita. Mijelinske figure, mikrovezikularne masne promene i autofagne vakuole su
takode primeéene u hepatocitima kao i kondenzacija jedra. Prisutne su i mitohondrije sa
povecanom elektronskom gustinom, neregularne veli¢ine i sa ekstremnim varijacijama
u svojoj veli¢ini. Apoptoza endotelnih c¢elija pracena je oSteCenjem Kkapilara i
intersticijalnom hemoragijom kao i apoptozom intersticijalnih celija (Itovih u
Kupferovih). Zapazen je i fenomen emperiopoleze sa eritrocitima prisutnim duboko u

citoplazmi hepatocita.
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Slika 29. Elektronske mikrografije tkiva jetre pacova tretiranih sa 0,125 mg/kg
FNP. Primecene su slede¢e promene U tkivima jetre: mikrovezikularne masne promene
(A, B and D; glave strelica); autofagozomi (A, B i D; zvezdice); mijelinske figure (A i
B; strelice); kondenzacija hromatina u jedru (A; bela zvezdica); povecana elektronska
gustina i varijacije u veli¢ini mitohondrija (A, B, C, E i F); kondenzacija hromatina sa
naznakama apoptoze endotelnih ¢elija (E; strelica); intersticijalna hemoragija (D; glave
strelica); emperiopoleza (C; strelica). A), D) i E) 2650x; bar=5 um, B) and C) 4400x;
bar=5 um, F) 7100x; bar=2 um (Petrovic i sar., 2018)
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U hepatocitima zivotinja koje su tretirane DOX-om u dozi od 4 mg/kg (Slika 30) su
prime¢ene mikrovezikularne masne promene i mijelinske figure. Ultrastrukturna
analiza je pokazala i apoptozu hepatocita. Mitohondrije, sa elektron-gustim matriksom i
oStec¢enim kristama su takode bile uocljive. Mitohondrije su bile prisutne i u formi
megamitohondrija, verovatno usled fuzije regularnih mitohondrija. Pored toga,
primecen je | fenomen emperiopoleze sa dubokim migracijama eritrocita u citoplazmu
hepatocita. Zapazena su i o$te¢enja kapilara sa apoptozom endotelnih ¢elija, pracena

intersticijalnom hemoragijom.
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Slika 30. Elektronske mikrografije tkiva jetre pacova tretiranih sa 4 mg/kg DOX.
Na slikama se mogu uociti: difuzne mikovezikularne masne promene (H; glave
strelica); mijelinske figure u hepatocitima (F; strelice); mitohondrije sa elektronski
gustim matriksom i oSte¢enim kristama (B i1 C; bele strelice); mitohondrije neregularne
veli¢ine i megamitohondrije (G; strelice); kondenzacija hromatina sa apoptozom
hepatocita (A i E; bela strelica); apoptoza endotelnih celija sa intersticijalnom
hemoragijom (D; strelica); difuzna oste¢enja kapilara i intersticijalna hemoragija (H);
emperiopoleza (E; bela zvezdica). A) i H) 5600x; bar=5 um, B) 11000x; bar=5 um, C)
18000x; bar=2 um, D) 2800x; bar=10 um, E) 4400x; bar=10 um, F ) i G) 7100x; bar=5
um, H) 5600x; bar=5 um. (Petrovic i sar., 2018)

U grupi zivotinja, tretiranoj sa 4 mg/kg nanokompozita FNP/DOX, takode je doslo do
promena u morfologiji jetre (Slika 31). Naime, uoCen je intracelularni edem i
vakuolizacija endotelnih ¢elija. Dalje je primecena i vakuolizacija hepatocita sa fokalno
prisutnim mikrovezikularnim masnim promenama. Pored apoptoze endotelnih celija i
intersticijalne hemoragije, uocena je jedinstvena pojava vezana samo za ovu tretiranu
grupu koja se ogleda u prisustvo depozicija fibrina i krvnih plocica. Takode su bili
prisutni i autofagozomi. Znakovi ciroze nisu uoceni. Vecina Celija je bila dobro
ocuvana, sa euhromatskim jedrima sa jednim ili dva jedarceta, dok je granulirani

endoplasmaticni retikulum bio vidno prisutan.
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Slika 31. Elektronske mikrografije tkiva jetre pacova tretiranih sa 4 mg/kg
FNP/DOX. Intracelularni edem (A - E); vakuolizacija (E); fokalne mikrovezikularne
masne promene (E; glava strelice); edem, vakuolizacija i apoptoza endotelnih celija (A;
crna zvezdica); apoptoza endotelnih ¢elija i intersticijalna hemoragija sa depozicijama
fibrin i platela (C; strelica); autofagozomi endotelnih ¢elija (B; zvezdice). A)- E)
2650x; bar=5 pum (Petrovic i sar., 2018)

Grupa tretirana sa DOX u dozi 2 mg/kg prikazana je na Slici 32. Poremecéene
membrane, organizovane u formi mijelinskih figura, su bile vidljive kod hepatocita i

endotelijalnih ¢elija. Takode su uo¢ene mikrovezikularne masne promene, a prisutni su
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bili i znaci intracelularnog edema i vakuolizacije hepatocita. S obzirom da su promene
bile fokalnog karaktera, vecina hepatocita je bila ofuvana dok su pojedini bili
apoptoti¢ni ili sa odmaklom nekrozom. Ustanovljene su i difuzne povrede kapilara sa
prisustvom autofagije, apoptoze 1 onkoze endotelnih celija, kao 1 prisustvo

intersticijalne hemoragije.
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Slika 32. Elektronske mikrografije tkiva jetre pacova tretiranih sa 2 mg/kg DOX-
a. Intracelularni edem i vakuolizacija  hepatocita (A i C; crne strelice);
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mikrovezikularne masne promene (B; crna glava strelice); mijelinske figure kod
hepatocita i endotelnih ¢elija (A i C; crne strelice); kondenzacija hromatina u jedru
hepatocita (B i C; bele strelice); Kondenzacija hromatina sa apoptozom endotelnih
¢elija (D, E i G; crne strelice); onkoza endotelnih celija sa intersticijalnom
hemoragijom (A, F i G; bele zvezdice); autofagija endotelnih ¢elija (G; crna zvezdica).
A)- H) 2650x; bar=5 pum) (Petrovic i sar., 2018)

Tkivo jetre, u grupi zivotinja tretiranih nanokompozitom FNP/DOX u dozi od 2 mg/Kkg,
nakon ultrastrukturne analize (Slika 33), pokazalo je prisustvo malog intracelularnog
edema i vakuolizacije, kao i prisustvo lipidnih kapljica. Oblik celija je ostao ocuvan,
jedra su zadrzala euhromatinsku strukturu sa jednim ili dva jedarceta, dok je granulirani
endoplazmati¢ni retikulum bio vidljivo prisutan. Uocena je apoptoza pojedinih
hepatocita kao i edem, vakuolizacija i apoptoza endotelnih celija. Ustanovljeno je i
prisustvo mitoze kod pojedinih hepatocita. Nije bilo znakova fibroze ili ciroze.
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Slika 33. Elektronske mikrografije tkiva jetre pacova tretiranih sa 2 mg/kg
FNP/DOX-a. Intracelularni edem i vakuolizacija (A, C, E i F; crne zvezdice), retke
lipidne kapljice (E; glava strelice); kondenzacija hromatina jedra i pocetak apoptoze (B
i C; crna strelica); mitoza hepatocita (E; crna strelica); edem, vakuolizacija i apoptoza
endotelnih cCelija (D i F; bela zvezdica). A), C) i E) 3500x; bar=5 um); B) 2800x;
bar=10 pm); D) 2200x; bar=20 um); F) 1800x; bar=20 um) (Petrovic i sar., 2018)
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Sve primecene i opisane strukturne modifikacije ¢éelija jetre, intersticijalne promene i

prisustvo ¢elijske smrti u odnosu na tretmane, sumirane su u Tabeli 7.

Tabela 7. Uporedna analiza morfologije tkiva jetre Zivotinja svih eksperimentalnih
grupa
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Kontrola - - - - - - - - - - -
FNP 0,125 - - - + + + + + + + -
mag/kg
DOX 4 - - + + + + - + + + -
ma/kg
FNP/DOX  + + - + - = + 4k 4 - +
4 mg/kg
DOX 2 + + + + + - + + + - -
ma/kg
FNP/DOX  + - + = = - - + - i -
2 mg/kg

4.1.7 DOX i FNP/DOX menjaju ekspresiju katalaze i MnSOD u srcu
pacova

U cilju provere da 1i DOX 1 FNP/DOX menjaju nivo ekspresije enzima ukljucenih u
oksidativni stres, izvrSena je kvantifikacija iRNK dva antioksidativna gena, katalaze i
MnSOD, u tkivu srca kod Zivotinja tretiranih sa dve doze DOX-a i FNP/DOX-a (2
mg/kg i 4 mg/kg). Rezultati su pokazali da je nivo iIRNK za katalazu bio statisticki
znacajno povecan nakon tretmana sa obe doze DOX i FNP/DOX u poredenju sa
kontrolnom grupom. Takode je primeceno da je kod Zivotinja tretiranih FNP/DOX-om
u dozi od 2 mg/kg doslo do smanjenja nivoa iRNK za katalazu u poredenju sa istom
dozom DOX-a, dok je ovakav efekat izostao kod tretmana sa FNP/DOX-om od 4

mg/kg u poredenju sa istom dozom DOX-a (Slika 34).

MnSOD je pokazao drugaéiji obrazac ekspresije. Zivotinje tretirane sa FNP-om su

pokazale smanjenje ekspresije iIRNK za MnSOD u odnosu na kontrolu. DOX u dozi od
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2 mg/kg i FNP/DOX primenjen u dozama od 2 mg/kg i 4 mg/kg su doveli do povecanja
ekspresije MnSOD u odnosu na kontrolnu grupu. Takode se zapaza da je nivo iRNK za
MnSOD bio statisticki znacajno poveéan kod zivotinja tretiranih sa obe doze

FNP/DOX u odnosu na samostalnu primenu DOX-a (Slika 34).

Ekspresija IRNK za katalazu u tkivu srca
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Slika 34. Ekspresije iRNK za katalazu i MnSOD nakon 24 h tretmana FNP-om,
DOX-om i FNP/DOX-om u tkivu srca. Rezultati ekspresije iIRNK za katalazu i
MnSOD su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolnu grupu koja je

79



uzeta kao 1. Kao endogena kontrola je upotrebljen GAPDH. Stubi¢i predstavljaju
srednju vrednost iz dva ponavljanja £ SEM. *p<0.05 u odnosu na kontrolu; # p< 0.05 u
odnosu na odgovaraju¢u dozu DOX-a (Seke i sar., 2016)

4.1.8 DOX i FNP/DOX menjaju ekspresiju Bax i Bcl-2 u srcu pacova

Pored ekspresije iRNK za dva antioksidativna enzima, ispitivani su i efekti DOX-a i
FNP/DOX-a na iIRNK za Bax, protein koji promovise apoptozu i Bcl-2, protein koji
sprecava apoptozu. Rezultati su pokazali tendenciju povecanja nivoa iIRNK za Bax u
tkivu srca, medutim jedino FNP, DOX i FNP/DOX u manjim dozama od 2 mg/kg
pokazuju statistiCko znaCajno povecanje ekspresije Bax gena. Takode rezultati su
pokazali da doza od 2 mg/kg FNP/DOX znacajno povecava nivo ekspresije iRNK za
Bax kada se uporedi sa istom dozom DOX, dok je ovakav efekat izostao kod tretmana
FNP/DOX-om od 4 mg/kg u poredenju sa istom dozom DOX-a (Slika 35).

Tretamani zivotinja FNP-om i DOX-om u dozi od 4 mg/kg i FNP/DOX-om u obe doze
su doveli do povecanja nivoa iRNK za Bcl-2, dok DOX u dozi od 2 mg/kg nije remetio
ekspresiju iIRNK za ovaj gen u odnosu na kontrolnu grupu. Takode, zapazeno je da
doza od 2 mg/kg FNP/DOX-a poveéava nivo iRNK za Bcl-2 u poredenju sa istom
dozom DOX-a, dok je ovakav efekat izostao kod tretmana FNP/DOX od 4 mg/kg u
poredenju sa istom dozom DOX-a (Slika 35).
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Ekspresija iRNK za Bcl-2 u tkivu srca

2.5

* *
| *
15
1
0

Kontrola 0,125 mg/kg 4 mg/kg DOX 4 mg/kg 2 mg/kg DOX 2 mg/kg
FNP FNP/DOX FNP/DOX

*H

Relativni nivo iRNK

Duzina tretmana 24 sata

Slika 35. Ekspresije iRNK za Bax i Bcl-2 nakon 24 h tretmana FNP-om, DOX-om i
FNP/DOX-om u tkivu srca. Rezultati ekspresije iIRNK za Bax i Bcl-2 su predstavljeni
kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolnu grupu koja je uzeta kao 1. Kao endogena
kontrola je upotrebljen GAPDH. Stubi¢i predstavljaju srednju vrednost iz dva
ponavljanja £ SEM. *p<0.05 u odnosu na kontrolu; # p< 0.05 u odnosu na
odgovaraju¢u dozu DOX-a (Seke i sar., 2016)

4.1.9 FNP/DOX i DOX menjaju ekspresiju katalaze i MnSOD, u jetri
pacova

U ovom istrazivanju, pra¢ene su transkripcione promene katalaze i MnSOD u tkivu
jetre pacova, nakon 24 h tretmana sa FNP-om, DOX-om i FNP/DOX-om. Rezultati su
pokazali da su FNP i DOX u dozi od 2 mg/kg znacajno povecava iRNK za katalazu,
dok su DOX od 4 mg/kg i FNP/DOX u dozama od 2 mg/kg i 4 mg/kg izazvali
smanjenje ekspresije ovog enzima u poredenu sa kontrolnom grupom. Zapazeno je da
primena FNP/DOX u dozi od 2 mg/kg zna¢ajano smanjuje ekspresiju iRNK za katalazu
u poredenju sa samostalnom primenom DOX-a u istoj dozi, dok je ovakav efekat
izostao kod tretmana FNP/DOX od 4 mg/kg u poredenju sa istom dozom DOX-a (Slika
36).

Rezultati analize ekspresije MnSOD u jetri su pokazli da FNP i FNP/DOX u obe doze
dovode do smanjena, dok primena DOX od 4 mg/kg povecava ekspresiju iRNK za

MnSOD u odnosu na kontrolnu grupu. Takode, zapaza se da tretman FNP/DOX-om u
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obe doze dovodi do smanja nivoa iRNK za MnSOD u poredenju sa odgovaraju¢om

samostalnom promenom DOX-a (Slika 36).
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Slika 36. Ekspresije iIRNK za katalazu i MnSOD nakon 24 h tretmana FNP-om,
DOX-om i FNP/DOX-om u tkivu jetre. Rezultati ekspresije iIRNK za katalazu i
MnSOD su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolnu grupu koja je
uzeta kao 1. Kao endogena kontrola je upotrebljen GAPDH. Stubi¢i predstavljaju
srednju vrednost iz dva ponavljanja £ SEM. *p<0.05 u odnosu na kontrolu; # p< 0.05 u
odnosu na odgovaraju¢u dozu DOX-a (Petrovic i sar., 2018)
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4.1.10 FNP/DOX i DOX menjaju ekspresiju Bax i Bcl-2, u jetri pacova

Rezultati ispitivanja ekspresije pro i antiapoptotskih gena u tkivu jetre su pokazali da
FNP i DOX u dozi od 4 mg/kg i FNP/DOX u obe primenjene doze dovodi do poveéane
ekspresije Bax gena. Takode, primecuje se da FNP/DOX od 2 mg/kg poveéava iRNK
za Bax u odnosu na istu dozu DOX-a (Slika 38). Ekspresija Bcl-2 je bila znacajno
smanjena nakon tretmana sa FNP-om, sa obe doze DOX i nakon primene FNP/DOX-a
od 2 mg/kg, dok je povecanje primeceno kod nakon primene FNP/DOX od 4 mg/kg u
odnosu na kontrolnu grupu. FNP/DOX od 2 mg/kg znacajno smanjuje ekspresiju Bcl-2
u odnosu na DOX od 2 mg/kg, dok FNP/DOX u dozi od 4 mg/kg povecava ekspresiju

ovog gena i odnosu na istu dozu DOX-a (Slika 37).

Ekspresija IRNK za Bax u tkivu jetre
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Ekspresija iIRNK za Bcl-2 u tkivu jetre
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0

Kontrola 0,125 mg/kg 2 mg/kg DOX 2mg/kg 4 mg/kgDOX 4 mg/kg
FNP FNP/DOX FNP/DOX

DuzZina tretmana 24 sata

Relativni nivo iRNK

Slika 37. Ekspresije iRNK za Bax i Bcl-2 nakon 24 h tretmana FNP-om, DOX-om i
FNP/DOX-om u tkivu jetre. Rezultati ekspresije iRNK za Bax i Bcl-2 su predstavljeni
kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolnu grupu koja je uzeta kao 1. Kao endogena
kontrola je upotrebljen GAPDH. Stubié¢i predstavljaju srednju vrednost iz dva
ponavljanja £ SEM. *p<0.05 u odnosu na kontrolu; # p< 0.05 u odnosu na
odgovarajucu dozu DOX-a (Petrovic i sar., 2018)

4.2 FNP /FeZ* nanokompozit

4.2.1 Nanokarakterizacija FNP i nanokompozita FNP/Fe2+

Na Slici 38 je prikazana distribucija veli¢ine FNP nanocestica po broju u vodenom
rastvoru. Pre¢nik nanocestica varira u opsegu od 19 - 70 nm pri ¢emu najveéi broj
nanocCestica (26%) ima dijametar od 28 nm. Na istom dijagramu je prikazana
distribucija veli¢ine nanokompozita FNP/Fe®* u opsegu od 11 — 60 nm, pri ¢emu su
nanocestice od 21 nm najprisutnije (21,7%). Podaci su dobijeni metodom baziranoj na

dinamickom rasejanju svetlosti.
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Slika 38. Distribucija velitine festica FNP-a (zelena linija) i FNP/Fe?* (crvena

linija) po broju u vodenom ratvoru pri pH=6, nakon 48 h inkubacije u mraku na
22 °C (Seke i sar., 2019)

Merenja zeta potencijala su pokazala da FNP u vodenom rastvoru poseduje
nelektrisanje od -49.2 mV, dok vrednost za FNP/Fe®* iznosi -30.8 mV (Slika 39).
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Slika 39. Zeta-potencijal FNP-a (zelena linija) i FNP/Fe** (crvena linija) u
vodenom rastvoru pri pH=6 nakon 48 h inkubacije u mraku na 22 °C (Seke i sar.,
2019)

TEM analiza nanokompozita FNP/Fe** u vodi, nakon 48 h inkubacije u mraku, na 22
°C, je prikazana na Slici 40a. Na slici je uocljiva nehomogenost uzorka koja se
reflektuje kako u prisustvu nepravilnih oblika cestica tako i u prisustvu razli¢itih

veli¢ina Cestica izmedu 10 nm i 50 nm. Aglomeracija Cestica veli¢ine nekoliko
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nanometara, kao proizvod daje nejednake vece forme (Slika 40b). TEM analiza uzorka

FNP otkriva nanocestice veli¢ine oko 20 nm (Slika 40c).

Slika 40. TEM mikrografija nanokompozita FNP/Fe?*, manje uveli¢anje (a) i veée
uveli¢anje (b); FNP, veliko uveli¢anje (c) (Seke i sar., 2019)

86



TEM-EDS analiza nanokompozita FNP/Fe** je pokazala povecano prisustvo Fe?*

unutar agregata u poredenju sa okolinom implicirajuc¢i da je doslo do vezivanja jona

gvozda za FNP (Slika 41).

Slika 41. TEM-EDS mikrografija agregata nanokompozita FNP/Fe®*, (a) spektralna
analiza, (b) mapiranje elementarnog gvozda (Seke i sar., 2019)

4.2.2 FNP/Fe?+ u predtretmanu sa DOX-om menja ultrastrukturne
karakteristike tkiva srcaijetre

S ciliem da se utvrdi da li predtretman nanokompozita FNP/Fe** utide i na
ultrastrukturne promene tkiva srce 1 jetre pacova, izvrSena je analiza tkiva
transmisionom elektronskom mikroskopijom 24 h nakon tretmana Zzivotinja, kada su
bili primenjeni FNP, DOX, nanokompozit FNP/Fe®* i predtretman FNP/Fe** 1 h pre
primene DOX-a.

U tkivu srca kontrolne grupe se uocavaju intaktne mitohondrije, regularno aranzirani
miofibrili sa dobro struktuiranim kros-stricijama i odvojenim A i | trakama (Slika 42A).
Kod pacova tretiranih sa 0,125 mg/kg FNP, primecene su slede¢e promene u tkivu srca:
intracelularni edem izmedu miofibrila koji prouzrokuje njihovo razdvajanje;
kardiomiociti su vakuolirani usled poremecene strukture cisterni endoplazmati¢nog
retikuluma, mitohondrije su regularno aranzirane ali sa prisutnim defektima kao Sto su

oStecene kriste i prisutne rupture na spoljasnjoj mitihondrijalnoj membrani. Dodatno je

87



primeceno fokalno cepanje miofibrila kao i remecéenje strukture interkalatnih diskova.
Primeceno je 1 prisustvo edematoznih endotelnih Celija, u intersticijalnom tkivu, kod
kojih je prisutan fenomen kariolize (Slika 42B). Morfologija tkiva srca, u grupi
tretiranoj sa 0,06 mg/kg FNP/Fe®*, generalno je oGuvana. Sporadi¢no su primeéeni
intracelularni edem, vakuolizacija i odvajanje sarkoleme od miofibrila. Struktura
intrakalatnih diskova je regularna ali su Z trake sa prisutnom elektronskom gustinom. U
pojedinim delovima uzorka se moze uociti apoptoza intersticijalnih fibroblasta i
endotelijalnih ¢elija endomizijuma. U pojedinim fibroblastima je uocena autofagija.
Primeceneo je da je unutraSnja membrana mitohondrijalnih krista oSte¢ena i da su
prisutne dilatacije sarkoplazmati¢nog retikuluma (Slika 42C,D). Tkivo srca kod pacova
tretiranih sa DOX-om u dozi od 4 mg/kg je pretrpelo brojne promene. Usled dilatacije
mitohondrija i cisterni sarkolazmati¢nog retikuluma, doslo je do intenzivne dilatacije
sarkoplazme. Uoceno je prisustvo megamitohondrija koje nastaju kao posledica fuzija
mitohondrija regularne veli¢ine. Kompromitovan je i integritet sarkoleme. Plazma
membrana je sa oStecenjima i odvojenim miofibrilima. Prisutna je hiperkontrakcija
sarkomera kao 1 oSteéene veze interkalatnih diskova. Osteéena sarkolema dopusta
pasivnu migraciju eritrocita ispod ¢elijske membrane kardiomiocita pri ¢emu se javlja
fenomen slican emperiopolezi. Uocena je i ekstravazacija eritrocita sa intersticijalnom
hemoragijom. Morfologija mikrokrvnih sudova u intersticijalnom tkivu je ocuvana,
mada je primeCena apoptoza u pojedinim endotelnim celijama i intersticijalnim
fibroblastima. Ultrastrukturna analiza je otkrila sliéne promene i1 u tkivu jetre.
Mitohondrije su iregularne veli¢ine sa elekron-gustim matriksom. Prisutna je i apoptoza
hepatocita. Mijelinske figure i mikrovezikularne masne promene su takode primecene
(Slika 42E, F). U grupi tretiranoj sa 0.06 mg/kg FNP/Fe?* 1 h pre primene DOX-a,
morfologija kardiomiocita je ocuvana kao i struktura interkalatnih diskova. U
pojedinim kardiomiocitima primecena su oSte¢enja na unutraSnjim mitohondrijalnim
membranama kao 1 dilatacije sarkoplazmaticnog retikuluma. Uocene su i
marginalizacije hromatina 1 apoptoza endotelnih ¢elija. U ekstracelularnom prostoru je
vidljiva ekstravazacija eritrocita, dok je na zidovima kapilara ustanovljena adhezija i
agregacija (Slika 42G, H).
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Slika 42. Elektronske mikrografije tkiva srca pacova tretiranih razli¢itim
jednokratnim i.p. tretmanima. A) kontrolna grupa, 0,9% NaCl, intaktne
mitohondrije, regularno aranzirani miofibrili sa dobro strukturiranim kros-striacijama i
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odvojenim A (A) i | trakama (1); B) 0.125 mg/kg FNP grupa, intracelularni edem
izmedu fibrila koji prouzrokuje odvajanje (zvezda), regularno aranzirane mitohondrije
sa oste¢enim kristama 1 rupturama na spoljnoj membrani, cepanje miofibrila i
remecenje strukture interkalatnih diskova, edematozne endotelne Celije sa fenomenom
kariolize; C) i D) - 0.06 mg/kg FNP/Fe** grupa, intersticijalni edem, odvajanje
sarkoleme od miofibrila, oSteCenje interkalatnih diskova (ID), o¢uvano tkivo srca,
vakuolizacija, apoptoza endotelnih ¢elija, Z-linije povecéane elektronske gustine (Z); E)
i F) - 4 mg/kg DOX-ska grupa, cepanje interkalatnih diskova (zvezda), mitohondrije sa
neregularnim cirkularnim kristama, dilatacija krista i elektronski gust matriks (strelica),
mijelinske figure (MF), fokalno edematozne mitohondrije sa svetlim matriksom i
dilatirane kriste, megamitohondrije nastale usled fuzije; G) i H) - 0.06 mg/kg FNP/Fe**
1 h pre 4 mg/kg DOX-ska grupa, ocuvane celijske strukture, intaktne mitohondrije,
adhezija i agregacija platela za endotelijum (P). A) 3000x; bar=5 pum, B) 3800x; bar=5
pm, C) 4400x; bar=10 um, D) 3500x; bar=10 um, E) 4400x; bar=10 um, F) 5600x;
bar=5 um, G) 5600x; bar=1 um, H) 14000x; bar=2 um (Seke i sar., 2019)

4.2.3 FNP/Fe?* u predtretmanu sa DOX-om menja ultrastrukturne
karakteristike tkiva jetre

Morfologija jetre kontrolne grupe pacova je prikazana na Slici 43A. Celije jetre

kontrolne grupe pokazuju regularnu morfologiju, sa intaktnim ¢elijskim strukturama.

Analiza morfologije tkiva jetre kod Zivotinja tretiranih sa 0,125 mg/kg FNP je pokazala
da je doSlo do promena fokalnog karaktera. U hepatocitima su uocCene mijelinske
figure, mikrovezikularne masne promene i autofagija vakuola. Kod mitohondrija je
ustanovljeno da su prisutne u razli¢itim veli¢inama kao 1 da imaju povecanu
elektronsku gustinu. Uocena je 1 pojava apoptoze kod intersticijalnih Celija kao i
prisustvo intersticijalne hemoragije. Javlja se i fenomen emperiopoleze kod koga se
eritrociti podvlace pod citoplazmu hepatocita (Slika 43B). Tkivo jetre u grupi tretiranoj
sa FNP/Fe?* je generalno oluvane morfologije. Intracelularni edem je primeéen
sporadicno kod hepatocita, dok je u intersticijalnom tkivu, primeéena sporadi¢na
apoptoza endotelijalnih ¢elija (Slika 43C, D). U tkivu jetre kod Zivotinja tretiranih sa
DOX detektovan fenomen sli¢an emperiopolezi sa difuznim oSte¢enjima kapilara.
Ustanovljena je apoptoza endotelnih celija zajedno sa intersticijalnom hemoragijom
(Slika 43E, F). U eksperimentalnoj grupi koja je primila FNP/Fe?* 1 h pre DOX-a
utvrdeno je prisustvo intra i ekstracelularnog edema u jetri. Prisutna su i oste¢enja vecih

krvnih sudova koja su pracena ekstravazacijom eritrocita. Apoptoza endotelnih Celija i
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glatkih miSi¢nih ¢elija je takode primecena. U ovoj grupi Zivotinja uocena je i jedna
osobenost koja se odnosi na depoziciju fibrila kolagena u intersticijumu (Slika 43G, H).

Ono sto ovde posebno treba istaci, jeste da su sve promene fokalnog karaktera.
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Slika 43. Elektronske mikrografije tkiva jetre pacova tretiranih razli¢itim
jednokratnim i.p. tretmanima. A) - kontrolna grupa, 0.9% NaCl, hepatociti sa
izrazenim jedrima (N), brojne mitohondrije (M), S$iroko prisutan granulirani
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endoplazmati¢ni retikulum (rER); B) - 0.125 mg/kg FNP grupa, povecana elektronska
gustina i varijacije u veli¢ini mitohondrija (M), intersticijalna hemoragija (H); C) i D) -
0.06 mg/kg FNP/Fe** grupa, intracelularni edem, apoptoza endotelnih ¢elija; E) i F) - 4
mg/kg DOX-ska grupa kondenzacija hromatina (N) sa apoptozom hepatocita,
mitohondrije sa electron-gustim matriksom i ostecene kriste (M); G) i H) - 0.06 mg/kg
FNP/Fe** 1 h pre 4 mg/kg DOX-a, intra (E) i ekstracelularni edem, osteceni krvni
sudovi (EC) zajedno sa ekstravazacijom eritrocita, apoptoza endotelnih i glatkih
misi¢nih Celija, depozicije fibrila kolagena u intersticijumu. A) 2650x; bar=5 pum, B)
4400x; bar=5 pum, C) 8900x; bar=7 um, i D) i H) 4400x; bar=10 pm, E) 5600x; bar=5
um, F) 11000x; bar=5 um, G) 2800x; bar=10 um (Seke i sar., 2019)

4.2.4 Predtretman nanokompozitom FNP/Fe2+ ne uti¢e na promenu
ekspresije katalaze i MnSOD u tkivu srca kod Zivotinja tretiranih DOX-
om

S ciljem da se utvrdi da li predtretaman FNP/Fe?* uti¢e na promene u ekspresiji
katalaze i MnSOD u srcu i jetri, tokom tremana DOX-om, kvantifikovana je iRNK za
ova dva enzima. U ovim eksperimetnima korisé¢en je DOX u dozi od 4 mg/kg jer je

pokazano da ova doza remeti ekspresiju katalaze i MnSOD u srcu i jetri pacova.

Rezulati su pokazali da, u tkivu srca, jedino DOX u dozi od 4 mg/kg povecava nivo
IRNK za katalazu, dok u ostalim eksperimentalnim grupama nije doslo do znacajnijih
promena u expresiji ovog gena kako u poredenju sa kontrolnom grupom, tako i u
poredenju sa DOX-skom grupom (Slika 44). Ekspresija MnSOD u tkiva srca je bila
znacajno smanjena jedino nakon tretmana zivotinja sa DOX-om od 4 mg/kg, dok ostale
grupe nisu remetile nivo iRNK za ovaj enzim kako u poredenju sa kontrolnom grupom,

tako i u poredenju sa DOX-skom grupom (Slika 44).
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Ekspresija iIRNK za katalazu u tkivu srca
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Slika 44. Ekspresije iIRNK za katalazu i MnSOD nakon 24 h tretmana FNP-om,
DOX-om i FNP/Fe**-om u tkivu srca. Rezultati ekspresije iRNK za katalazu i
MnSOD su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolnu grupu koja je
uzeta kao 1. Kao endogena kontrola je upotrebljen GAPDH. Stubi¢i predstavljaju
srednju vrednost iz dva ponavljanja £ SEM. *p<0.05 u odnosu na kontrolu; # p< 0.05 u
odnosu na odgovaraju¢u dozu DOX-a (Seke i sar., 2019).
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4.2.5 Predtretman FNP/Fe2+ sprecava DOX-om izazvano povecanje
ekspresije katalaze i MnSOD u jetri pacova

U jetri pacova, DOX i FNP su doveli do povecanja iRNK za katalazu, dok su
samostalni tretmani od 0,06 mg/kg FNP/Fe®" i pretretman od 0,06 mg/kg FNP/Fe®* 1 h
pre DOX-a, doveli do smanjenja iRNK za katalazu u poredenju sa kontrolnom grupom.
Takode, zapaZa se da je pretretaman od 0,06 mg/kg FNP/Fe?* 1 h pre DOX-a doveo do
smanjenja IRNK za katalzu u odnosu na grupu tretiranu samo sa DOX-om (Slika 45).

Sa druge strane, nivoi ekspresije iIRNK za MnSOD u jetri pacova su pokazali o¢ekivani
ekspresioni obrazac. Rezultati su pokazali da je primena DOX-a indukuje ekspresiju
MnSOD u odnosu na kontrolnu grupu. U grupi tretiranoj sa FNP, kao i u grupi koja je
tretirana sa 0,06 mg/kg FNP/Fe?* 1 h pre DOX-a, doslo je do znalajnog smanjenja
ekspresije iRNK za ovaj enzim u odnosu na kontrolnu grupu. Sli¢no kao i kod katalaze,
zapaza se da je ekspresija iRNK za MnSOD, kod zivotinja koji su bile pretretirane sa
0,06 mg/kg FNP/Fe®* 1 h pre primene DOX-a, smanjena u poredenju sa grupom koja je
primila samo DOX (Slika 45).

95



Ekspresija iIRNK za katalazu u tkivu jetre
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Slika 45. Ekspresije iRNK za katalazu i MnSOD nakon 24 h tretmana FNP-om,
DOX-om i FNP/Fe’*-om u tkivu jetre. Rezultati ekspresije iRNK za katalazu i
MnSOD su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolnu grupu koja je
uzeta kao 1. Kao endogena kontrola je upotrebljen GAPDH. Stubi¢i predstavljaju
srednju vrednost iz dva ponavljanja £ SEM. *p<0.05 u odnosu na kontrolu; # p< 0.05 u
odnosu na odgovaraju¢u dozu DOX-a (Seke i sar., 2019)
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5. DISKUSIJA

Derivatizovani karbonski nanomaterijali, uklju¢uju¢i fulerene, nanocevi i grafene, ne
poseduju samo jedinstvene strukturne 1 elektronske osobine, ve¢ i znacajan potencijal u
,»zarobljavanju” slobodnih radikala §to ih svrstava u kategoriju antioksidanata. Njihova
interakcija sa antitumorskim lekovima kao $§to je DOX moze pomoci u balansiranju
negativnih Stetnih efekata hemioterapeutika, a takode unaprediti dostavu lekova
iskoriS¢avajuci prednost pojacanog ¢elijskog unosa, selektivnost na tumorske ¢elije kao
i regulisano otpustanje u zavisnosti od pH sredine (Blazkova i sar., 2014; Jovic i sar.,
2016; Seke i sar., 2016). U ovoj tezi su iskoris¢ene fizicko-hemijske osobine
nanoGestica fulerenola Cgo(OH)a24, kao pogodnog nosaca za DOX i Fe?* u sintezi dva
razli¢ita nanokomozita FNP/DOX i FNP/Fe®*,

Teza obuhvata dve osnovne celine: nanokarakterizaciju nanokompozita FNP/DOX i
FNP/Fe®* selektovanim fizicko-hemijskim metodama i ispitivanje njihovog uticaja na
razli¢itim bioloskim modelima, molekularno-bioloskim i histoloskim metodama, sa
uporednom analizom nanokompozita i samostalno aplikovanog komercijalnog leka
DOX-a.

Fizi¢ko-hemijskom karakterizacijom su utvrdeni veli¢ina, naelektrisanje, morfologija i
stabilnost nanokompozita. Fizi¢ko-hemijske osobine nanocCestica su esencijalne za
njihovu sigurnu i efikasnu terapeutsku primenu (Zhang i sar., 2008). Veli¢ina nosaca
lekova u velikoj meri uti¢e na njihovu bioaktivnost i biodostupnost. Cestice veée od
300 nm aktiviraju sistem komplementa koji omogucava eliminaciju Cestica iz
organizma (Dobrovolskaia i sar., 2008); Cestice ve¢e od 100 nm se vec¢inom odstranjuju
putem mononuklearnog fagocitnog sistema, dok cestice manje od 6 nm podlezu
klirensu putem bubrega. S obzirom da se Cestice veli¢ine izmedu 6-100 nm eliminiSu
sporijim putem preko jetre i zu¢i (Zhang i sar., 2016), za pripremu nanokompozita
FNP/DOX i FNP/Fe*" koris¢ene su estice FNP-a malih dimenzija (17 - 42 nm).
Izmerena veli¢ina FNP Cestica je u skladu sa rezultatima Assemi i saradnika (Assemi i
sar., 2010). Dekoracija DOX u nanokompozitu FNP/DOX nije dovela do znacajnije

promene veli¢ine nanocestica FNP (Slike 8, 9, 13, 14, 15 1 16). Opseg velicina
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sintetisanih nanocestica povecava Sansu za bolji antitumorski efekat. Sa jedne strane
izbegava se brzi klirens nanoCestica Cime Se obezbeduje dovoljno vremena za
dopremanje do ciljnih organa tokom terapeutskog tretmana. Sa druge strane, kao $to je
istrazivanje Cabral i saradnika pokazalo, manje nanoCestice, od oko 30 nm, lakse
penetriraju u slabo propustljive tumore povecavajuci antitumorski efekat, za razliku od
vec¢ih nanocestica (Cabral i sar., 2011). Veli¢ina nanocestica uti¢e i na signalne procese
neophodne za osnovno funkcionisanje ¢elija, pri ¢emu nanocestice radijusa izmedu 40 -

50 nm ostvaruju najveci efekat (Jiang i sar., 2008).

Istrazivanjem zeta-potencijala je ustanovljeno da FNP i DOX medusobno interaguju
stabilnim elektrostatickim vezama s obzirom da novoformirani nanokompozit
FNP/DOX ima visi zeta-potencijal (-8 mV) u poredenju sa zeta-potencijalom samog
FNP (-28 mV) (Slike 10 i 11). Analizom masenog spektra dobijenog UPLC (eng.
Ultra-Performance Liquid Chromatography-Tunable UV Detector/Time-of-flight mass
spectrometry) hromatografijom sa masenom detekcijom dodatno je potvrdeno da u
nanokompozitu FNP/DOX ne dolazi do kovalentnog vezivanja izmedu FNP 1 DOX
(Seke i sar., 2016). Potvrda, da su fulerenolske nanocestice efikasni nosioci DOX-a,
dolazi i iz istrazivanja Tang i saradnika koji su ispitivali hibridne nanocestice formirane
od DOX-a i Cgy(OH)22 koji nekovalentno interaguju i zatim su inkapsulirani u
polimerne micele (Tang i sar., 2018). Tom prilikom je Cg(OH),2 omoguéio da se
efikasnost inkapsuliranja DOX-a u micelu poveéa sa 5% na 79%. Znacaj naelektrisanja
nanoCestica se ogleda u rezultatima eksperimenata koji su utvrdili da nanocesitice
veli¢ine izmedu 50-100 nm koje su ujedno blago negativno naelektrisane, lakse

penetriraju u velike tumore, nakon njihove sistemske primene (Chen 2010).

Unos nanocCestica od strane ¢elija moze biti izmenjen usled razlika u elektrostati¢kim
interakcijama izmedu Cestice 1 ¢elijske membrane 1 adsorpcije proteina na povrsini
nanocestica (Yang i sar., 2015). U zavisnosti od vrste receptora prisutnih na povrsini
¢elija zavisi¢e i efikasnost unosa kako pozitivno naelektrisanin tako i negativno
naelektrisanih nanocestica (Poelstra i sar., 2012; Wang i sar., 2015). Povrsinsko
naelektrisanje takode dovodi do razli¢ite apsorpcije lipoproteina na nanocestice uticuci

na puteve eliminacije i kinetiku (Kumar i sar., 2010). Cheng i saradnici su utvrdili da su
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apolipoprotein E 1 imunoglobulin A, vezani za povrSinu pozitivnho naelektrisanih
nanocCestica, odgovorni za njihovu akumulaciju unutar hepatocita (Cheng i sar., 2012).
Istrazivanja ukazuju da je kinetika eliminacije pozitivnih Cestica iz organizma brza.
Naime, Souris i saradnici su ustanovili da mezoporozne nanocestice, sa pozitivnim
zeta-potencijalom podlezu hepatobilijarnom klirensu ve¢ 30 min nakon administracije,
dok su Ye i saradnici opisali da negativno naelektrisane zlatne nanocevi bivaju
eliminisane tek nakon 72 h (Souris i sar., 2010; Ye i sar., 2015). Uzimajuci u obzir da
je zeta-potencijal blago negativan kod nanokompozita FNP/DOX, moguce je da pored

veli¢ine same nanocestice i njeno naelektrisanje utice na sporiji klirens iz organizma.

Sto se ti¢e stabilnosti nanokompozita FNP/DOX, rezultati ukazuju da se tokom
vremena nanocestice ne raspadaju na manje niti agregiraju u znacajnije veée forme, vec
zadrzavaju distribuciju veli¢ine u nanometarskom opsegu (Slika 12). Ova osobina
nanocestica je od znacaja u praksi jer omogucava njihovo koriS¢enje duzi vremenski
period. Analiza povrsinske topologije i morfologije Cestica pokazuje da nanokompozit
FNP/DOX poseduje veliku diskoidalnu povrsinu (njihov pre¢nik je oko deset puta veci
od visine, Slike 13 1 14) koja mu pruza veci broj kontaktnih tacaka, za razliku od
sferi¢nih nanocestica. Nanocestice diskoidalne geometrije su podloznije prevrtanju i
oscilatornom kretanju u krvotoku, ¢ime im se povecava afinitet ka endotelnim ¢elijama
I potencijal ekstravazacije kroz fenestracije krvnih sudova (Blanco i sar., 2015). S
obzirom da interakcija nanocestica sa ¢elijama zavisi od viSe faktora: veli¢ine, oblika,
naelektrisanja, osobina materijala, ove interakcije do danas nisu u potpunosti
razjasnjene (Chithrani i sar., 2007; Jiang i sar., 2008; Fubini i sar., 2010).

Imaju¢i u vidu neophodnost gvozda u celijskom metabolizmu, a posebno njegovo
uces¢e u mitohondrijama i elektrotransportnom lancu (Camaschella i sar., 2020), kao i
interakciju gvozda sa DOX-om pri ¢emu nastaje kompleks koji dovodi do lipidne
peroksidacije (Samuni i sar., 1986), u ovoj tezi, je efikasno sintetisan i nanokompozit
FNP/Fe** i izvriena je njegova fizicko-hemijska Kkarakterizacija. DLS merenja su
pokazala da je distribucija veli¢ine nanokompozita FNP/Fe®* ostala u istom obimu kao i
distribucija veli¢ine FNP, izmedu 11- i 60 nm (Slika 38). Ovi rezultati pokazuju da joni

gvozda nisu uticali na veli¢inu FNP-a i nisu poremetili prirodnu tendenciju fulerenola
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da se samoorganizuje u nanocestice. Medutim, joni gvozda jesu uticali na promenu zeta
potencijala FNP-a, pomerajuci ga ka pozitivnijim vrednostima (Slika 39), sto ukazuje
da su joni Fe?* vezani za FNP elektrostatikim interakcijama. TEM analiza uzoraka
nanokompozita FNP/Fe?* i FNP je pokazala uskladenost sa DLS merenjima, otkrivajuéi
prisustvo Cestica veli¢ine od 10nm do 50 nm (Slika 40). TEM-EDS analiza je potvrdila
poveéano prisustvo jona gvozda unutar nanokompozita FNP/Fe?* (Slika 41) sto je u
saglasnosti sa merenjima zeta potencijala nanokopozita FNP/Fe**. Tako je
naelektrisanje FNP/Fe?* za 18.4 mV pozitivnije od FNP-a (Slika 39), implicirajuéi da
su joni gvozda uspostavili elektrostati¢ke i koordinativne interakcije sa polianjonskim
nanocesticama fulerenola. Vrednosti veli¢ina nanocestica i njihovog zeta potencijala su
od velikog znacaja, jer ovi parametri diktiraju stopu unosa nanocestica u ¢elije. Kada
nanocestice udu u krvotok, one stupaju u interakcije sa razli¢itim proteinima krvne
plazme. Nakon nekoliko minuta, kada se uspostavi ravnoteza, proteini formiraju koronu
oko nanocestica, koja novonastaloj nano-platformi daje novi bioloski identitet
(Baimanov i sar., 2019). Vaznost naelektrisanja nanocestice se ogleda u ¢injenici da je
ona u korelaciji sa brojem proteina adsorbovanih na povrsini nanocestice (Deng i
sar., 2009). Proteini sa pl 5.5, kao §to je 1gG Kkoji je odgovoran za proces opsonizacije,
se preferencijalno adsorbuju na pozitivno naelektrisanim nanocesticama (Aggarwal i
sar., 2009). Fagocitne ¢elije, predominantno reaguju jace sa mikroCesticama, nego sa
nanoCesticama, povecavajuéi njihov klirens iz organizma. Nefagocitne ¢elije usvajaju
viSe katjonskih nanocCestica, dok fagocitne celije preferiraju unos anjonskih
nanocestica. Posledica veée stope unosa nanocestica je obi¢no i ve¢i bioloski efekat
(Frohlich, 2012). Jos§ jedna bitna osobina novosintetisanog nanokompozita FNP/Fe**
lezi u tome §to su za njegovu sintezu upotrebljeni Fe** joni koji se ne vezuju za protein
krvne plazme, transferin, i na taj nain se, bar delimi¢no, izbegava naruSavanje

ravnoteze samog nanokompozita i njegovo zadrZavanje u krvotoku.

Nakon nanokarakterizacije nanokompozita FNP/DOX-a, ispitivane su njegove bioloske
osobine. Istrazivanja Jovi¢ i saradnika su pokazala da nanokompozit FNP/DOX ima
jace citotoksi¢no dejstvo u odnosu na sam DOX i da sprecava oporavak malignih ¢elija
(Jovi¢ i sar., 2016). U ovoj doktorskoj tezi je analiziran potencijalni mehanizam
citotoksi¢énog delovanja nanokompozita FNP/DOX. Ispitivanje unosa FNP/DOX u
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¢elijama i distrubucija ¢elija po fazama celijskog ciklusa nakon tretmana bi mogli da
objasne razli¢it citotoksi¢an efekat FNP/DOX u odnosu na sam DOX. Analiza unosa
DOX-a i FNP/DOX-a u MCF-7 i MDA-MB-231 ¢elije pokazala je da nanokompozit
FNP/DOX povecava internalizaciju DOX u oba tipa malignih ¢elija nekoliko puta u
poredenju sa samim DOX-om. Razlike u naCinu internalizacije i opsegu ¢elijskog unosa
slobodnog DOX i razli¢itih nanocestica koje nose DOX su prethodno primecene i u
istrazivanjima drugih autora (Dai i sar., 2008; Upadhyay i sar., 2010; Zou i sar., 2012).
DOX u ¢elije ulazi na dva nacina, putem difuzije i putem nosaca (Bates i sar., 1985; El-
Kareh i Secomb, 2005) i tom prilikom se distribuira i u citoplazmi i u jedru. Nasuprot
tome, vecina nanocestica u Celiju ulazi endocitozom i1 akumulira se prevashodno u
citoplazmi (Dai i sar., 2008). Sa jedne strane, DOX unet u ¢elije preko nanonosaca
putem endocitotskih  vezikula ima smanjenu moguénost da kontaktira sa
transmembranskim pumpama koje izbacuju DOX van celije (Shalviri i sar., 2012), pri
¢emu se prevazilazi rezistentnost na lek. Sa druge strane, formiranje para izmedu
negativno naelektrisane nanocestice i DOX dovodi do maskiranja pozitivnog
naelektrisanja DOX-a $to olakSava difuziju DOX kroz ¢elijske membrane. Takode, $to
je DOX viSe neutralizovan unutar celije manje je dostupan efluksnim pumpama
pozicioniranim na ¢elijskoj membrani, §to sprecava pojavu rezistentnosti na lek (Dong i
Mumper 2010). Pretpostavka je da na sli¢an nacin deluje i nanokompozit FNP/DOX,
odnosno da FNP olaksava difuziju DOX-a u celiji i sprecava kontakt DOX-a sa
transmembranskim pumpama i njegovo izbacivanje iz Celije te time povecava unos i

koncetraciju DOX u ¢elijama.

Dodatno se primecuje da je unos oba jedinjenja bio bolji kod MCF-7 nego kod MDA-
MB-231 sto bi moglo dati objasnjenje za bolje citotoksicne efekte FNP/DOX-a kod
MCEF-7 ¢elija. (Jovi¢ i sar 2016). Razlog za razli¢itu osetljivost MCF-7 | MDA-MB-
231 lezi u razli¢itim molekularnim karakteristikama ova dva subtipa celija. MCF-7
¢elije spadaju u kategoriju luminalnih ¢elija tipa A ¢iji imunoprofil podrazumeva da su
ER" (pozitivne estrogeni receptor), PR* (pozitivne za progesteronski receptor) i HER2"
(negativne za humani receptor faktora rasta tipa 2). Pored ovakvog imuoprofila, MCF-7

se odlikuju i drugim osobinama kao $to su nizak nivo nuklearnog proteina Ki67 i time

da Cesto daju odgovor na hemoterapiju. Za razliku od ovih ¢elija, MDA-MB-231 ¢elije
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odlikuje imunoprofil koji podrazumeva odsustvo receptora za estrogen, progesteron i
humani receptor faktora rasta tipa 2 (ER’, PR i HER2"). Dodatne molekularne osobine
koje odlikuju MDA-MB-231 ¢elije ukljucuju prisustvo visokog nivoa nuklearnog
proteina Ki67, E-kadherina, klaudina-3, klaudina-4 i nizak nivo klaudina-7 kao i srednji
odgovor na hemoterapiju (Neve i sar., 2006; Prat i sar., 2010;). Verovatno je da vece
prisustvo Klaudina i E-kadherina kod MDA-MB-231 ¢elija u odnosu na MCF-7 ¢elije, a
koji ¢ine vaznu komponetu zonula occludens, predstavljaju barijeru koja kontrolise
protok molekula u meducelijski proStor pa samim tim i internalizaciju razlicitih
molekula u Celije. Takode, razlika u osetljivosti ova dva subtipa malignih ¢éelija na
DOX 1 FNP/DOX moze poticati 1 od aktivacije/inaktivacija brojnih signalnih puteva
koji vode razli¢itom odgovoru na lekove (Vasilevskaya i O’Dwyer, 2003). Tako je
pokazano da je ekspresija ERK1/2 i njegove aktivne forme manja kod MDA-MB-231,
u odnosu na MCF-7 ¢elija nakon tretmana DOX-om (Taherian i Mazoochi, 2012).
Stoga je moguée da razlike u osobinama MCF7 i MDA-MB-231 uti¢u na razli¢itu

osetljivost ovih ¢elija u tretmanima sa DOX-om i FNP/DOX-om.

Pored analize unosa DOX-a i FNP/DOX-a u ¢elije, u ovoj doktorskoj tezi ispitivan je i
njihov uticaj na distribuciju malignih ¢elija dojke po fazama celijskog ciklusa. Opste je
prihvaceno da zaustavljanje ¢elija u G2/M fazi Celijskog ciklusa predstavlja indikator
oste¢enja DNK (Kastan i Bartek i sar., 2004). U ovoj doktorskoj tezi je pokazano da
DOX povecava procenat MCF-7 ¢elija u G2/M fazi ¢elijskog ciklusa, u odnosu na
kontrolne ¢elije nakon 24 h i 48 h, sto je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora koji
su takode pokazali da DOX u razlicitim ¢elijskim linijama povecava broj ¢elija u G2/M
fazi Celijskog ciklusa i vodi ih u apoptozu (Kastan i Bartek i sar., 2004; Llpertz i sar.,
2010; Park i sar., 2012). Primena nanokompozita FNP/DOX dovodi do smanjenja broja
MCEF-7 ¢elija u G2M fazi ¢elijskog ciklusa u odnosu na samostalnu primenu DOX-a.
Sli¢ni rezultati su dobijeni i kod MDA-MB-231 ¢elija gde je primena FNP/DOX-a
dovela do smanjenja procenta c¢elija u G2/M fazi u odnosu na samostalnu primenu
DOX-a. Ovi rezulati jasno ukazuju da DOX primenjen samostalno dovodi do oste¢enja
malignih celija dojke. Medutim manji procenat ¢elija u G2/M fazi nakon tretmana
FNP/DOX-om ukazuje da ovaj nanokompozit smanjuje ostecenje ¢elija izazvano DOX-

om. Iz ovog se moze pretpostaviti da promene u fazama Celijskog ciklusa nisu
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odgovorne za vecu citotoki¢nost FNP/DOX-a u odnosu na sam DOX. Medutim,
poznato je da DOX koristi viSe razli¢itih mehanizama preko kojih dovodi do osteenja
¢elija (Slika 6). Sasvim je moguée da DOX unet preko FNP-a u formi nanokompizita
aktivira neke druge mehanizme odgovorne za pojacanu citotokicnost FNP/DOX-a u
odnosu na samostalnu primenu DOX-a kod MCF-7 i MDA-MB-231 ¢elija.

Primena DOX-a u tretmanima tumora rezultuje u veéem broju nezeljenih efekata medu
kojima je naizrazeniji kardiotoksi¢nost (Reeve i sar., 2007; Jing i sar., 2013; Ma i sar.,
2013, Tang i sar., 2018). Iz tog razloga je u ovoj tezi ispitan kardiotoksi¢an efekat DOX
i FNP/DOX na imortalizovanoj liniji kardiomiocita miSeva (HL-1). Ovi eksperimenti
su pokazali da je primena nanokompozita FNP/DOX dovela do znacajno manjeg

citotoksi¢nog efekta u odnosu na samostalnu primenu DOX Sto se ogleda u 9 puta

rezultat ukazuje da primena FNP/DOX moZe ublaziti negativne efekte DOX na
kardiomiocite. Mora se ista¢i da primena FNP/DOX samo ublazuje ali ne dovodi do
potpunog protektivnog efekta na HL-1 celijama jer se i dalje zapaza smanjenje broja
HI-1 ¢elija tretiranih nanokompozitom FNP/DOX u odnosu na kontrolne vrednosti.
Ovaj rezultat ukazuje da primena FNP/DOX moze da ublazi citootksi¢ne efekte DOX
na zdravim c¢elijama. Jedan od ciljeva primene DOX koji je dopremljen u ¢elije putem
razli¢itih nanocCestica je da pokazuje vecu citotoksi¢nost u poredenju sa slobodnim
DOX na malignim ¢elijama ali sa manjim efekom na zdrave Celije. Ova osobina DOX,
koji je dopremljen nanoceticama, pre svega zavisi od veliCine, vremena izlaganja,
povrsinskih modifikacija kao i od koncentracije nanocestica (Dai i sar., 2008; Nielsen i
sar., 2008; Upadhyay i sar., 2010; Jovi¢ i sar., 2016). Tako je, na primer, za konjugat
fulerenol-DOX ustanovljeno da suprimira proliferaciju malignih celija in vitro i
zaustavlja ih u G2/M fazi ¢elijskog ciklusa, dok je in vivo, na tumorima miseva,
ustanovljeno da poseduje slicnu antititumorsku efikasnost kao sam DOX, ali bez
izrazenih tipi¢nih Stetnih efekata: znaCajno smanjenje telesne tezine, opsSta slabost,
gubitak dlake, kardio-, nefro- i hepatotoksi¢nost (Chaudhuri i sar., 2009a). Sli¢ni
rezutati su dobijeni i primenom hibridne polimerne nanocestice gde su kombinovani
fulerenol Cgo(OH),2 i DOX inkapsulirani u polimernu micelu, koja je znacajno

redukovala sistemsku toksinost, a posebno kardiotoki¢nost i nefrotoksi¢nost, kod
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miseva sa tumorom dojke (Tang i sar., 2018). Sa druge strane, Bogdanovi¢ i saradnici
su testirali sam FNP na osetljivim malignim c¢elijskim linijama, u model sistemu
citototoksi¢nosti koja je indukovana DOX-om, i utvrdili da FNP aplikovan 30 min pre
DOX-a u velikoj meri smanjuje citotoksicnost DOX-a, ¢ak i u nanomolarnim
koncentracijama (Bogdanovi¢ i sar., 2004). Primeceni efekti FNP-a primenjenog pre
DOX-a, mogu se objasniti time, da FNP ima dvojaku prirodu u zavisnosti od uslova
sredine u kojoj se nalazi. FNP se moze ponasati i kao prooksidans i kao antiooksidans
(Petrovic i sar., 2015; Djordjevic i sar., 2015). Shodno tome, moze se pretpostaviti da
kod nekih tipova ¢elija FNP deluje sinergisticki ili aditivno sa DOX-om, pojacavajuci
citotoksi¢ni efekat, dok kod drugih tipova celija deluje antagonisticki, ublazavajuci
negativne efekte primene DOX-a. Sagledavaju¢i efekte FNP/DOX-a i DOX-a na MCF-
7 i MDA-MB-231 c¢elijama kao i na imortalizovanim ¢elijama kardiomiocita misa,
zapaza se da FNP/DOX ima pojacano citotoksi¢no dejstvo na malignim linijama dojke
(Jovi¢ at al. 2016), a delimi¢no smanjuje smrtnost zdravih celija kardiomiocita
(rezultati ove teze). Ovi podaci ukazuju da primena FNP-a moze da poboljsa bioloske
efekte DOX-a tokom tretmana tumora, a da istovremeno umanji o$tecenja zdravih
Celija. Medutim, in vitro istrazivanja u ovoj tezi nisu mogla da pokazu mehanizame

preko kojih FNP ostvaruje ovakve efekte.

Sledec¢i korak u ovoj tezi je bio da se istrazi efekat nanokompozita in vivo, na pacovima
soja Wistar, pri ¢emu Su izabrana dva organa, srce i jetra, koja trpe najveca ostecenja

usled DOX-ske terapije.

Na subcelijskom nivou, kardiomiopatija prouzrokovana DOX je udruZzena sa
indukcijom disfunkcije mitohondrija (Octavia i sar., 2012a; Octavia i sar., 2012b;
Varga i sar., 2015; Seke i sar., 2016, Tang i sar., 2018). Istrazivanja na svinjama, in
vivo, pokazuju da tom prilikom dolazi do modifikacije aranzmana mitohondrija koje
postaju neuredene usled intracelijskog edema i cepanja miofibrila. Dodatno dolazi i do
remecenja strukture spoljasnje mitohondrijalne membrane i lize mitohondrijalnih kristi
(Borovi¢ i sar., 2014). Rezultati ove teze potvrduju rezultate prethodno navedenih
autora. Na Slikama 24 i 26 se mogu uoc€iti mitohondrije sa znacajno izmenjenom

strukturom nakon DOX tretmana, remete¢i energetiku kardiomiocita. Kako srce
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zahteva veliku koli¢inu energije da bi pumpalo krv kroz cirkulatorni sistem, ono sadzi
veliki broj mitohondrija. Imaju¢i u vidu, da su mitohondrije glavni celijski
kompartmani za produkciju ROS-a, kada se aplicira DOX, nivo ROS-a se povecava,
izazivajuci jaCi oksidativni stres. Ono S$to srce Cini jo§ podloznijim oksidativhom
oStecenju jeste prisustvo niskog nivoa antioksidativnih enzima, kao Sto su SOD i
katalaza (Doroshow i sar., 1980). Druga posledica oksidativnog stresa je prisustvo
lipidne peroksidacije, koja se u ovom eksperimentu manifestuje u formi mijelinskih
figura (Slika 24H i Slika 26C-F). Masne Kkiseline, inkorporirane u lipidima,
predstavljaju laku metu slobodnih radikala i oksiduju se do lipidnih peroksida koji
ucestvuju u formiranju koncentri¢nih membrana (Mobaraki i sar., 2017). Tokom
oksidativnog stresa, oksidaciji ne podlezu samo lipidi, ve¢ i proteini. Pokazano je da
DOX indukuje karbonilaciju i degradaciju proteina C koji se vezuje za miozin srca,
promovisu¢i karditoksi¢nost (Aryal i sar., 2014). DOX formira i kompleks sa
kardiolipinom, negativho naelektrisanim fosfolipidom smeStenim u unutra$njij
mitohondrijalnoj membrani, gde obuhvata blizu 15% ukupnih fosfolipida
(Goormaghtigh i sar., 1980). Ova interakcija menja fluidnost membrane, kao i aktivnost
asociranih proteina, doprinose¢i kardiotoksi¢nosti (Parker i sar., 2001). Pored efekata
na mitohondrijama i drugi ¢elijski odeljci trpe promene usled DOX tretmana (Borovic i
sar., 2014; Seke i sar., 2016). Ove promene obuhvataju remecéenje strukture miofibrila,
hiperkontrakciju sarkomera, kompromitovan integritet sarkoleme, teSko oStecena jedra,
unutarcelijski edem 1 vakuolizaciju citoplazme. Promene su takode primecene i u
intersticijalnom tkivu (Borovi¢ i sar., 2014, Seke i sar., 2016). U eksperimentima
opisanim u ovoj tezi uocena je dodatna promena, intersticijalna hemoragija. Suprotno
opisanim promenama koje izaziva DOX, nanokompozit FNP/DOX u koncentraciji od 4
mg/kg, indukovao je manje povreda na tkivu srca. Celije su ostale u dobrom stanju sa
euhromatskim jedrima i sintetski aktivnim jedarcima. Miofibrili su zadrzali regularnu
strukturu 1 aranZman bez znakova hiperkontrakcije sarkomera. Primecena su polja
visoke elektronske gustine, bez jasno vidljivin mitohondrijalih kristi. Interkalatni
diskovi su sporadi¢no osteceni. Medutim, sve ove promene su bile fokalnog i
reverzibilnog karaktera (Slika 25). Uocena je i apoptoza sporadi¢nih limfocita i
endotelnih ¢elija, ali bez generalnog prisustva inflamacije. Sli¢na slika se dobija i kada

se uporede tkiva srca tretirana sa 2 mg/kg FNP/DOX-a i 2 mg/kg DOX-a. Tkiva
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tretirana nanokompozitom generalno su bolje morfoloski ocuvana u odnosu na tkiva
tretirana DOX-om. Odsustvo inflamacije ukazuje na potencijalno antagonisticki efekat
FNP-a u odnosu na DOX. Moguce je da FNP suprimira aktivaciju T i B limfocita
(Dragojevic-Simic i sar., 2011; Hirai i sar., 2016). Hirai i saradnici sugeriSu da
supresivan efekat FNP na steCeni imunitet, ne poti¢e od prirode fulerenskog derivata,
ve¢ od njegove sferi¢ne strukture (Hirai i sar., 2016) ¢ime se istice zna¢aj morfologije
Cestica, pored njihove veli¢ine, naelekrisanja i prisutnih funkcionalnih grupa. Rezultati
ultrastrukturne analize, prikazani u ovoj tezi, u dobroj su saglasnosti sa rezultatima
istrazivanja Tang 1 saradnika, koji su pokazali da hibridna nanocestica fulerenola
(Ce0(OH)22) 1 DOX-a inkapsulirana u polimer, stiti tkivo srca tj. u njemu nisu uo¢ene
promene na mitohondrijama, parenhimalna degradacija, vakuolizacija i intersticijalni
edem, a koje su bile uocljive u grupi tretiranoj samo DOX-om (Tang i sar., 2018). Isti
autori sugeriSu da protekcija tkiva srca kao 1 sveukupna umanjena sistemska toksi¢nost

poticu od fulerenola koji smanjuje oksidativna oStecenja.

Poredenjem ultrastrukturne morfologije tkiva srca pacova tretiranih sa 2 i 4 mg/kg
FNP/DOX uocava se odredena razlika. Usled vece koncentracije DOX-a unutar
nanokompozita FNP/DOX, ocekivao bi se veci stepen ostecenja tkiva srca. Medutim,
rezultati ultrastrukturne analize su pokazali suprotno. Kod grupe tretirane sa 2 mg/kg
FNP/DOX-0om je bilo prisutno vise morfoloskih promena u poredenju sa tretmanom od
4 mg/kg FNP/DOX-a. Mogu¢i razlog je koncentracija FNP-a u nanokompozitu
FNP/DOX. Naime, kod ve¢e doze nanokompozita, koncentracija FNP-a je takode veca,
Sto implicira ve¢i protektivni efekat fulerenolskih nanocestica na srce, bez obzira na

koncentraciju DOX-a.

Jedna od osobenosti eksperimentalnih grupa Zivotinja tretiranih nanokompozitom
FNP/DOX jeste bila i adhezija i agregacija krvnih plo¢ica u krvnim sudovima srca.
Prethodna istrazivanja su pokazala da nanocestice mogu indukovati agregaciju krvnih
plocica (Radomski i sar., 2005; Ilinskaya i sar., 2013). Uzimajuéi u obzir da je periferna
zona krvnih plo€ica bogata glikoproteinima, moguce je da dolazi do njihove interakcije
sa nanokompozitom pri ¢emu Se javljaju agregacija i adhezija. Ako se uzme u obzir da

su morfologija i naelektrisanje nanokompozita FNP/DOX modofikovani u odnosu na
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sam FNP, moze se pretpostaviti da su nove osobine nanokompozita uticale na

distribuciju krvnih plocica.

Rezultati ultrastrukturne analize su, izmedu ostalog, utvrdili da se u tkivu srca pacova
eksperimentalne grupe tretirane nanokompozitom FNP/DOX u koncentraciji 2 mg/kg
pojavljuje intercelijski edem, verovatno kao posledica prisustva DOX-a unutar
nanokompozita. Medutim, kako se intercelijski edem javlja i kod Zivotinja tretiranih
samo sa FNP, moguce je da i sam FNP dovodi do bubrenja ¢elija. Sli¢no zapazanje je
primec¢eno i u radu Tang i saradnika (Tang i sar.,, 2018). Prema prethodnim
istrazivanjima, mitohondrije predstavljaju ciljna mesta delovanja polihidroksilovanih
fulerena (Gelderman-Fuhrmann i sar., 2006; Nakagawa i sar., 2011; Santos i sar.,
2013). Poznato je, da je jedan od uzroka bubrenja mitohondrija poremecena
homeostaza permeabilnosti mitohondrijalne membrane (Li i sar., 2014), a istrazivanja
su pokazala da FNP moze biti okida¢ na dozno zavisan nain (Yang i sar., 2016).
Transmembranski elektriéni potencijal funkcionalnih mitohondrija se prostire kroz
unutraSnju membranu i nastaje prenosom protona iz matriksa u intermembranski
prostor. Uzimaju¢i u obzir da je FNP negativno naelektrisan, ofekuje se njegovo
nakupljanje u pozitivno naelektrisanom intermembranskom prostoru mitohondrija i
samim tim favorizovanje interakcija FNP-a i mitohondrijalne membrane (Santos i sar.,
2013). Remecenje propustljivosti membrane mitohondrija i njihovo bubrenje indukuje
sintezu tranzitivne permeabilne pore u unutrasnjoj mitohondrijalnoj membrani $to za
posledicu ima kolabiranje membranskog potencijala, smanjenje fluidnosti membrane,
kao i opadanje nivoa ATP (Yang i sar., 2016). Citototoksi¢nost FNP-a, pored
mitohondrijalne disfunkcije, moZe biti asocirana 1 sa remecenjem strukture citoskeleta 1
akumulacijom autofagnih vakuola $to sve vodi vidljivim ultrastukturnim promenama

(Johnson-Lyles i sar., 2010).

Nekoliko studija je pokazalo da su metaboliti DOX-a koji nastaju u c¢elijama srca
povezani sa razli¢itim mehanizmima toksi¢nosti. Wang 1 saradnici su otkrili
metabolicki put koji ukljucuje hidroksilovane metabolite, posebno doksorubicinol, za
koji se smatra da ima direktan efekat na kardiomiocite komore, izazivaju¢i njihovu

odloZenu aktivaciju i/ili inaktivaciju (Wang i sar., 2001). Kod ljudi, hidroksilovani
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antraciklini indukuju odlozeno pojavljivanje kardiomiopatije, koje se moze
manifestovati nedeljama ili ¢ak mesecima nakon zavrSene terapije (Licata i sar., 2000).
Prema Nagasaki-ju i Fleischer-u, ovi metaboliti se tesko odstranjuju iz kardiomiocita,
povecavajuéi aktivaciju kalcijumskih kanala na sarkoplazmaticnom retikulumu, i
vode¢i Celijskoj smrti (Nagasaki 1 Fleischer 1989). Drugi mehanizam toksi¢nosti
ukljucuje formiranje slobodnih radikala. Prethodne studije su pokazale da su
zdrave, tako 1 za maligne Ccelije. Generalno postoji saglasnost da semihinonski
antraciklini mogu posti¢i svoju citotoksi¢nost olakSavajuéi alkilaciju celijskih
makromolekula (Bartoszek 2002) s jedne strane, ili preko generisanja ROS sa druge
strane (Octavia i sar., 2012a; Octavia i sar., 2012b). Skorija istrazivanja su predlozila

mehanizam putem koga FNP u kardiomiocitima deluje kao ,,hvata¢” slobodnih radikala

(Injac i sar., 2009a; Ye i sar., 2014).

Da bi se ispitala uloga oksidativnog stresa, u efektima DOX-a i FNP/DOX-a, u misi¢u
srca analizirana je ekspresija dva gena ciji proteiski produkti, katalaza i MnSOD
uéestvuju u antioksidativnoj odbrani. U grupama zivotinja koje su primile DOX,
ekspresije iRNK za katalazu i MnSOD mogu da ukazu na prisustvo oksidativnog stresa
u srcu. Nanokompozit FNP/DOX je samo u odredenoj dozi doveo do smanjenja
ekspresije iIRNK za katalazu, medutim, istovremeno je povecao novo iRNK za MnSOD
u odnosu na DOX-sku grupu. Ovi rezultati ne mogu povezati oksidativni stres sa
efektima DOX-a i FNP/DOX-a koji su dobijeni na tkivu srca. Treba uzeti u obzir da se
ovde radi o analizi nivoa ekspresije iIRNK za samo dva antioksidativha enzima.
Ekspresioni nivoi iRNK drugih antioksidativnin enzima kao Sto su ekstracelijski ili
intracelijski SOD, GST i dr. nisu odredivani u ovoj tezi. Sasvim je moguce da tretmani
DOX-a i FNP/DOX-a deluju na neke od drugih komponenti antioksidative odbrane
dovodec¢i do promena koje bi se mogle povezati sa histoloskim nalazima na srcu. Jos
jedan faktor moze da uti¢e na rezulte analize iRNK za katalzu i MnSOD u tkivu srca.
Analiza je radena u homogenatu celog srca, koje se sastoji od vise tipova celija,
ukljucuji¢i kardiomiocite, fibroblaste, limfocite i endotetelne celije, pri cemu promene
u oksidativnom statusu jednog tipa ¢elija moze biti zamaskiran oksidativnim statusom u

drugim tipovima ¢elija. Sagledavaju¢i prisustvo mijelnskih figura, koje su posledica
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lipidne peroskidacije kod tretmana DOX-om, ali ne i kod tretmana FNP/DOX-om,
moze se re¢i da FNP pokazuje odredeni stepen zaStite od oksidativnog stresa u srcu

pacova izazvanim DOX-om, ali se mehanizam za ovakav nalaz mora detaljnije ispitati.

Poznato je da DOX predstavlja i okida¢ za faktore koji promoviSu apoptozu, a
istovremeno inhibira faktore koji spreavaju apoptoticke procese (Wang i sar., 2011;
Monti i sar., 2013). Zbog toga su u ovoj tezi praceni i efekti DOX-a i FNP/DOX-a na
ekspresiju gena ¢iji proteinski produk promovise apoptozu, Bax, i gena ¢iji proteinski
produkt spre¢ava apoptozu, Bcl-2. Analiza ekspresije ovih gena nije mogla jasno da
ukaze na potencijalni mehanizam koji bi mogao da objasni apoptozu koja je
detektovana na histoloskim preparatima. Iako je iRNK Bax gena bila pozitivno
regulisana DOX-om u dozi od 2 mg/kg, predretman sa FNP-om nije remetio ovu
ekspresiju. Sa druge strane, DOX je povecao ekspresiju antiapoptotskog Bcl-2 gena, u
poredenju sa kontrolnom grupom, medutim ,0vaj efekat je zavisio od doze primenjenog
DOX-a. Primeceno je da kod zivotinja tretiranin FNP/DOX-om postoji veci relativni
nivo iIRNK za Bcl-2 u odnosu na grupu Zivotinja gde je DOX samostalno primenjen.
Ovaj podatak je od znacaja, jer prema modelu heterodimerizacije Bcl-2 i Bax proteina,
moze do¢i do inhibicije proapoptotske funkcije Bax-a (Chen i sar., 2007; Dussmann i
sar., 2010). Naime, u ovoj tezi, ve¢i nivo IRNK za Bcl-2 koji se zapazaju u grupi
zivotinja tretiranoj sa 2 mg/kg FNP/DOX-a u poredenju sa grupom tretiranom sa istom
koncentracijom DOX-a, moze potencijano da spre¢i negativne efekte DOX-a na tkivo
srca. Medutim, limitacija analize na molekularnom nivou jeste da je ispitivana iRNK za
jedan proapoptotski i jedan antiapoptotski gen, bez pracena nivoa ovih proteina u ¢eliji
ili samog procesa apoptoze. Moguce je, da bi analize viSe parametara dale jasniji

odgovor u vezi sa procesom apoptoze nakon tretmana DOX-om i FNP/DOX-om.

U cilju detaljnijeg ispitivanja aktivnosti sistema antioksidative zastite, jedan od pravaca
istrazivanja, U ovoj tezi, bio je usmeren i na jetru. U ovom organu se vrsi hemijska
transformacija mnogih jedinjenja kako bi njihovo Stetno dejstvo bilo ublaZeno i kako bi
lakse bili eliminisani iz organizma. Sli¢no se desava i sa DOX-om koji se u jetri uz
pomo¢ citohrom P450 zavisne reduktaze dominantno prevodi u doksorubicinol koji je

bolje rastvoran u vodi i samim tim podlozniji izlu¢ivanju (Kassner i sar., 2008).
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Medutim, kao Sto je ve¢ pomenuto, doksorubicinol takode izaziva osSte¢enja celija i
tkiva koja mogu biti ¢ak i ve¢a nego oStecenja nastala dejstvom samog DOX-a (Boucek
I sar., 1987). Prethodna istrazivanja su pokazala da FNP moze da suprimira nivo
mikrozomalnih enzima u jetri kao §to su NADPH-citohrom P450 zavisne reduktaze i
monooksigenaze (Ueng i sar., 1997), kao i nivo mitohondrijalne oksidativne
fosforilacije (Grebowski i sar., 2013), $to bi u krajnjoj liniji vodilo slabijoj
transformaciji DOX-a u doksorubicinol i samim tim njegovom manjem prisustvu u

sistemskoj cirkulaciji i manjoj toksi¢nosti.

Rezultati ultrastrukturne analize tkiva jetre tretiranih DOX-om su skladu sa prethodnim
istrazivanjima (Pedrycz i sar., 2003, Kalender i sar., 2005). U ovoj doktorskoj tezi je
pokazano da tretman DOX-om dovodi do promena na mitohondrijama, generiSe
mijelinske figure, apoptozu i nekrozu hepatocita, onkozu endotlnih ¢elija i oSteéenja
krvnih sudova sa ekstravazacijom eritrocita. Sve posmatrane promene su bile na viSem
nivou kod primenejne doze od 4 mg/kg DOX-a. U poredenju sa ovim rezultatima,
ultrastrukturna analiza tkiva jetre tretiranin FNP/DOX-om pokazala je da se posmatrana
¢elije nalaze u daleko boljem stanju. Apoptoza je primecena samo kod pojedinacnih
¢elija, dok su vakuolizacija hepatocita, intercelularni edem i intersticijalna hemoragija
bili daleko manje izrazeni u odnosu na DOX-sku grupu. Ovde treba ista¢i da su sve
pomenute promene bile u mnogo manjoj meri izrazene u grupi tretiranoj sa 2 mg/kg
FNP/DOX-om nego u grupi tretiranoj sa 4 mg/kg FNP/DOX. Mitoza hepatocita,
primec¢ena u grupi tretiranoj sa 2 mg/kg FNP/DOX-a govori u prilog tome da su
tretirane celije jetre bile u dobrom stanju. Deoba hepatocita je uocena i nakon prime
FNP-a, nagoveStavaju¢i time da nanokompozit pri odredenim koncentracijama
predstavlja prihvatljiv tretman koji ostavlja celije sa mitotickim potencijalom.
Istrazivanja ranijih autora su potvrdila da antioksidativni agensi umanjuju akumulaciju
leukocita u tkivu jetre (Yagmurca i sar., 2007), $to je u saglasnosti sa rezultatima ove
teze gde nisu uoCeni znakovi inflamacije tkiva. Tokom ultrastrukturne analize tkiva
jetre, uoceno je da dolazi do bubrenja mitohondrija nakon tretmana sa FNP-om, $to se
moze objasniti time da je doslo do narusavanja homeostaze mitohondrijalne membrane
(Dobrovolskaia i sar., 2008; Johnson-Lyles i sar., 2010; Rokitskaya i sar., 2016).

Izmenjena permeabilnost mitohondrijalne membrane moze biti prouzrokovana
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lipidnom peroksidacijom koja vodi formiranju neselektivnih pora u membrani (Sokolov
i sar., 1981, Lebedev i sar.,, 1982). Yang i saradnici su pokazali da fulerenol
(Ce0(OH)44) moze biti okida¢ bubrenja mitohondrija na dozno zavisan nac¢in (Yang i
sar.,, 2016). U istrazivanjima ove doktorske teze, povecana elektronska gustina
mitohondrija 1 znatne varijacije u veli¢ini mitohondrija su prime¢ene nakon upotrebe
FNP-a u tretmanu. Ultrastrukturnom analizom, dodatno je utvrdeno prisustvo
mijelinskih figura i apoptoze endotelnih ¢elija i hepatocita. Medutim, sve opisane
promene su bile fokalnog karaktera. Retke depozicije fibrina i krvnih plocica,
primecene su u grupi tretiranoj sa 4 mg/kg FNP/DOX-om (Slika 31) i predstavljaju
jedinstvenu karakteristiku rezultata ovih eksperimenata, kao §to je to primeceno i u
tkivu srca. Periferna zona krvnih plocica koja je u kontaktu sa nanokompozitom, moze
voditi njihovoj adheziji i agregaciji (Wen i sar., 2002; Radomski i sar., 2005). S
obzirom da su povrSinski hemijski efekti nanocCestica na vezivanje proteina ve¢inom
nepoznati, uradene su razli¢ita in silico istrazivanja sa ciljem da se otkriju molekularni
mehanizmi koji se nalaze u pozadini ovih interakcija. Ove studije su pokazale da se
hidroksilovani fulerenol Cgo(OH)20 moze vezati za tubulin (Ratnikova i sar., 2011) i taq
DNK polimerazu (Nedumpully Govindan i sar., 2012) preko vodoni¢nih veza. U
drugom istrazivanju, gde je ispitivana interakcija FNP-a sa razli¢itim model
membranama, FNP je imao nizak afinitet prema eukariotskim membranama. FNP se
zadrzavao u hidrofilnom delu membranskog dvosloja, mada vodoni¢ne veze sa
holesterolom ne mogu biti iskljuéene (Brisebois i sar., 2012). Uzimajuéi u obzir sve
prethodno izneto, tacan molekularni mehanizam fenomena adhezije i agregacije krvnih

plocica ostaje da bude rasvetljen.

Histoloski rezultati Injca i saradnika nisu potvrdili hepatoprotektivni efekat fulerenola u
pretretmanu sa DOX-om (Injac i sar., 2008c) dok rezultati iz ove teze sugeriSu
postojanje protekcije. Primena nanokompozita se pokazala kao bolji pokusaj umanjenja
Stetnih efekata izazvanih DOX-om u odnosu na primenu fulerenola u pretretmanu.
Naime, FNP/DOX nanokompozit produkuje mnogo manje ostecenja u tkivu jetre nego

samostalno primenjen DOX u istoj dozi.

S obzirom da DOX dovodi do promena na mitohondrijama, a da FNP/DOX smanjuje

oStecenja mitohondrija izazvana primenom DOX-3, radena je analiza iRNK za katalazu
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i MnSOD u jetri. Medutim, rezultati iRNK analize za ova dva antioksidativna enzima,
nisu moglu da daju jasan odgovor o ulozi oksidativhog stresa na promene u jetri nakon
tretmana DOX-om i FNP/DOX-om. Razlog lezi u varijabilnosti odgovora katalaze i
MnSOD-a nakon tretmana sa DOX-om i FNP/DOX-om (Petrovic i sar., 2018).
Pracenje enzimske aktivnosti veceg broja antioksidativnih enzima u jetri nakon
tretmana DOX-om i FNP/DOX-om u radu Petrovic i saradnika, mogu da daju odgovor
na potencijani protektivni mehanizma FNP-a. Primena DOX-a dovodi do povecanja
nivoa aktivnosti katalaze, SOD i GR, a smanjenja aktivosti GST i GSH-Px (Srdjenovic
i sar., 2010; Petrovic i sar., 2018). FNP/DOX, u nekim dozama smanuje aktivnosti
katalaze, SOD i GR koje su bile indukovane DOX-om, dok povecava aktivnost GST.
Na osnovu smanjenja aktivnosti katalze, SOD i GR kod zivotinja koja su bile tretirane
FNP/DOX-om, u odnosu na samostalnu primenu DOX-a, moze se pretpostaviti da je
FNP eliminisao ROS, ¢ime je potencijalni umanjio oksidativni stres izazvan DOX-om
u tkivu jetre. Kao podrska ovim opazanjima je i istrazivanje gde se FNP pokazao kao
odli¢an ,,hvata¢” ROS-a u tkivu jetre pacova (Li i sar., 2016). Uzimajuci u obzir da je i
ultrastrukturna analiza otkrila da FNP/DOX indukuje manje oStecenja na tkivu jetre u
poredenju sa oSecenjima nastalim primenom DOX-a, zaklju€uje se da postoje indicije o

protektivnom efektu FNP.

Obrazac ekspresije proapoptotskih i antiapoptotskih gena u tkivu jetre, ne ukazuju da je
je tretman DOX-om ili FNP/DOX-om uticao na pojavu apoptotskih procesa u tkivu
jetre. Zapaza se trend povecanja ekspresije iRNK za Bax i smanjenja ekspresije iIRNK
za Bcl-2 u tkivu jetre, medutim ne mozZe se uoditi pravilnost u ekspresiji ovih gena
nakon tretmana. Ovi razultati su u saglasnosti sa ultrastrukturnom analizom tkiva jetre
gde je nakon tremtan DOX-om i FNP/DOX-om, ustanovljena apoptoza samo u
pojedinim endotelnim ¢elijam i pojedinim hepatocitima koja je bila fokalnog karaktera.
Iz ovoga se moze pretpostaviti da tretman DOX-om i FNP/DOX-om ne dovodi

znacajnije do apoptoze u tkivu jetre.
Brojni eksperimentalni podaci i klinicke studije su pokazali da tumori imaju tendenciju

da akumuliraju jone gvozda (Fonseca-Nunes i sar., 2013; Torti, 2015). Povecan nivo

intracelularnog gvozda promovise feropoptozu, specifi¢nu formu cCelijske smrti (Dixon

112



i sar., 2012). A terapije bazirane na dopremanju viSka gvozda tumorskim ¢elijama bi
mogle biti od pomo¢i prilikom aktiviranja feropoptoze kod maligniteta (Marzenell i
sar., 2013). Nadalje, gvozde sa DOX-om gradi kompleks koji posreduje u generisanju
slobodnih radikala vodeci ostec¢enju ¢elija (Myers, 1998; Swain i Vici, 2004; Ishikawa i
sar., 2014). Medutim, skorija istraZzivanja ovaj stav dovode u pitanje, tvrde¢i suprotno,
da preoptere¢enje gvozdem ne pojaCava kardiotksi¢nost indukovanu DOX-om
(Guenancia i sar., 2015). Uzevsi prethodno izneto u obzir, u ovoj tezi se pristupilo i
ispitivanju efekata nanokompozita FNP/Fe®* na zdravim tkivima srca i jetre pacova u
predtretmanu sa DOX-om. Na subéelijskom nivou, nanokompozit FNP/Fe®* je
indukovao sporadi¢no prisutne, neznatne promene. Intracelularni edem, vakuolizacija i
apoptoza endotelnih ¢elija su primeceni u oba tkiva, i u srcu i u jetri (Slika 42C,D i
Slika 43C,D). Kod tkiva srca regularna struktura interkalatnih diskova unutar miofibrila
je ostala inatktna. Generalno posmatranano, morfologija srca i jetre je ostala ofuvana.
Ukoliko se uporede teZine povreda prouzrokovane nanokompozitom FNP/Fe2” i FNP
aplikovanim samostalno, prime¢uje se da FNP prouzrokuje veéi tokis¢an efekat. U
eksperimentanoj grupi gde je primenjen samo FNP (Slika 42B), uocen je intracelularni
edem izmedu miofibrila izazivaju¢i njihovo razdvajanje. Cepanje miofibrila je, takode,
bilo fokalno prisutno kao i poremecena struktura interkalatnih diskova. U
mitohondrijama su primecene oSteCene kriste zajedno sa rupturama spoljaSnje
membrane, dok su u intersticijalnom tkivu uofene edematozne endotelne celije sa
fenomenom Kariolize. U tkivu jetre (Slika 43B) su bile prisutne mijelinske figure,
mikrovezikularne masne promene i autofagne vakuole. Doslo je i do intersticijalne
hemoragije i pojave fenomena emperiopoleze. Uporedujuc¢i efekte izazvane
nanokompozitom FNP/Fe?* i FNP, nameée se zakljutak da je FNP taj, koji je
odgovoran za negativne efekte, a ne joni gvozda. Yang sa saradnicima je pokazao da
polihidroksilovani fulereni Cg(OH)ss pojacavaju propustljivost mitohondrijalne
unutrasnje membrane za jone vodonika i kalijuma, i time iniciraju bubrenje

mitohondrija i njihovu nefunkcionalnost (Yang i sar., 2016).
U grupi gde je primenjen nanokompozit FNP/Fe?*, oksidativni stres je redukovan (Slika

45). Bubrenje mitohondrija izazvano fulerenolom moze biti efikasno otklonjeno

inhibitorima mitohondrijalne tranzicione pore, kao Sto su: ciklosporin A, adenozin
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difosfat, rutenijum crveno i etilendiamintatraacetatna kiselina (Yang i sar., 2016). Iz
ovoga proizlilazi hipoteza, da je moguce, da joni gvozda unutar nanokompozita
FNP/Fe®" spretavaju hidroksilne grupe fulerenola da interaguju sa polarnim regionima
proteina, u razli¢itim ¢elijskim kompratmanima, doprinoseci tako ¢elijskoj protekciji,
Sto nadalje, prouzrokuje manje oStecenja. U prilog ove hipoteze ulaze i eksperimenti
vrieni na magnetnim mikrokapsulama izgradenim od fulerenola i Fe** koji su povezani
koordinativnim vezama, gde je izmereno da pomenute mikrokapsule uklanjaju hidroksil
radikale produkovane od strane vodonik peroksida, potvrdujuéi na taj nacin
antioksidativna svojstva fulerenola (Chen i sar., 2019). U istom istrazivackom radu,
autori su dokazali da opisane mikrokapsule uti¢u i na poboljSanje ¢elijskog vijabiliteta,
kada su izloZzene vodonik peroksidu, u odnosu na ¢elije koje nisu bile pretretirane
mikrokapsulama, §to je sve zajedno u sprezi sa fulerenolom kao ,,hvatacem” slobodnih

radikala.

Dalje je ispitivano da li pretretmana FNP/Fe?*-om moze da spredi §tetne efekte DOX-a
na srcu i jetri. Uticaj DOX-a na srce i jetru, odrazava se toksi¢nim efektima koji se
manifestuju u formi mijelinskih  figura, vakuolizacije, bubrenja, prisustvu
intracelularnog edema i hemoragije. Opisane promene su u dobroj saglasnosti sa
prethodnim rezultatima nau¢nih istrazivanja (Childs i sar., 2002; Yagmurca i sar., 2007;
Borovi¢ i sar., 2014; Seke i sar., 2016; Petrovic i sar., 2018).

Morfologija kardiomiocita i hepatocita, u grupi tretiranoj nanokompozitom FNP/Fe?* 1
h pre aplikacije DOX-a, dobro je o¢uvana u poredenju sa grupom tretiranom samo
DOX-om. Uzorci tkiva iz grupe tretirane nanokompozitom 1 h pre DOX-a su pokazali
sledete promene: oSteéenje unutrasnje mitohondrijalne membrane, dilataciju
sarkoplazmaticnog retikuluma, prisustvo intra i ekstracelulanrnog edema,
ekstravazaciju eritrocita, apoptozu endotelnih 1 glatkih miSi¢nih ¢elija. Medutim, sve
ove promene su bile fokalnog karaktera. U tkivu srca, vidljiva je i adhezija i agregacija
platela, koja moze biti posledica kontakta platela sa nanokompozitom FNP/Fe*".
Periferna zona platela je bogata glikoproteinima koji interaguju sa nanocesticama i
izazivaju aktivaciju platela (Engin i sar., 2017; Ta i sar., 2017). U tkivu jetre, u istoj

eksperimentalnoj grupi, uocene su depozicije kolagenih fibrila u intersticijumu.
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Poznato je da hepaticne stelatne celije, kao odgovor na povredu, mogu da se
transformisu u celije slicne miofibroblastima i da produkuju kolagen tipa I, koji vodi
pojavi fibroze (Alcolado i Iredale 1997). Medutim, ono $to treba istaéi, jeste da je
ve¢ina tkiva jetre ostala intaktna, a da su sve nabrojane promene primecene samo

sporadicno.

Analiza ekspresije katalaze i MnSOD u tkivu srca nije pokazala potencijni mehanizam
protektivnog delovanja FNP/Fe?. Odgovori ova dva antioksidativna enzima nakon
tretman su varijabilni §to onemogucuje izvlacenje odgovarajuc¢ih zakljucaka. FNP
samostalno ne remeti iIRNK za katalazu i MnSOD tkivu srca, ali dovodi do blagog
povecanja ekspresije katalaze, odnosno smanjenja iRNK MnSOD u tkivu jetre. Slicne
varijabilnosti u odgovorima IRNK za ova dva enzima su pokazane i kod prmene
FNP/Fe**,

Analiza ekspresije katalaze i MnSOD u tkivu srca nije mogla da da jasan odgovor u
ulozi oksidativnog stresa nakon tretman DOX-om i FNP/Fe®* 1 h pre DOX-a. Odgovori
ova dva antioksidativna enzima su bili varijabilni, $to onemogucuje izvlacenje
odgovarajucih zaklju¢aka. Moze se zapaziti, da primena DOX-a dovodi do povecanja
iRNK za oba enzima u tkivu jetre, dok FNP/Fe?* dovodi do smanjenja ekspresije ova
dva enzima. Na osnovu rezultata dobijenih iz tkiva jetre bi se eventualno moglo
pretpostaviti da FNP/Fe?* umanjuje oksidativni stres izazvan primenom DOX-a. Ovi
rezultati su u skladu sa ultrastrukturnom analizom jetre gde je pokazano da DOX
dovodi do promena koje su povezane sa prisutnim oksidativnim stresom, dok primena
FNP/Fe®* 1 h pre aplikacije DOX-a, redukuje ove promene. Jedna od hipoteza koje
objasnjavu na koji na¢in FNP/Fe?* deluje protektivno u tretmanu sa DOX-om se odnosi
na zastitno svojstvo fulerenola, koji je kao §to je ve¢ ranije naglaseno, dobar ,,hvatac”
slobodnih radikala (Djordjevi¢ i sar., 2004; Mirkov i sar., 2004; Li i sar., 2016; Wang i
sar., 2018). Druga hipoteza uzima u obzir osobinu fulerenola kao polidentatnog liganda
koji ima spososobnost da formira komplekse sa prelaznim metalima (Heimann i sar.,
2015, Chen i sar., 2019) i gde je moguce da je visak jona gvozda, otpuSten nakon
tretmana sa DOX-om, ,neutralisan” od strane FNP-a, spreCavaju¢i na taj nacin

oksidativna ostecenja. Naime, pod fizioloskim uslovima, gvozde se u ¢eliji skladisti uz
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pomoc¢ feritina kao gvozde(III)-hidroksid (Thiel i sar., 1983). Medutim, doksorubicinol
utice na homeostazu gvozda tako S$to ga uklanja iz Kkatalitickog Fe-S klastera
citoplazmatske akonitaze, koja postaje ireverzibilno inaktivirana, ali zadrzava funkciju
gvozde-regulatornog proteina -1 (IRP-1) (Minotti i sar., 2001). Ovaj IRP-1 protein se
vezuje za za odgovarajuca mesta na iRNK za feritin 1 inhibira njegovu translaciju, S§to

rezultuje u enormnom otpustanju slobodnog gvozda u ¢eliji (Minotti i sar., 1998).

Medutim ostaje pitanje Zasto ovaj protektivni efekat nanokompozita FNP/Fe?* nije
vidljiv i u tkivima srca. Pretpostavka je, da genska ekspresija MnSOD u tkivu srca
moze biti zavisna od koncentracije DOX-a, kao i vremena izlozenosti DOX-u, ali je

dalje ispitivanje potrebno da bi se dodatno razjasnili mehanizmi negativne regulacije.

Pored svih gore navedenih pozitivnih efekata nanokompozita FNP/Fe?*, iz
farmakoloske perspektive, aplikacija nanokompozita moze imati i svoja ogranicenja.
Jedan od izazova, bi bio zahtev za sveZzom pripremom nanokompozita, §to komplikuje
celu aplikaciju. Zatim, potencijalni pacijenti bi morali da prime dve infuzije, prvu sa
nanokompozitom, za kojom bi isla, nakon 1 h infuzija sa DOX-om. I kona¢no,
pretretman nanokompozitom bi mogao biti kontraindikovan kod pacijenata koji imaju
metabolicke poremecaje u jonima gvozda ili kalcijuma, s obzirom da se FNP ponasa
kao helator ovih metala (Anderson and Barron 2005). Aplikacija nanokompozita
FNP/Fe” ne mora biti ograni¢ena samo na kombinaciju sa DOX-om. Drugi lekovi, koji
izazivaju oksidativni stres, takode se mogu uzeti u razmatranje i istrazivanje, kao §to su

na primer: Cisplatina, Hlorpromazin, Diklofenak, i drugi (Deavall i sar., 2012)

Sveukupno gledano, istrazivanja u ovoj tezi omogucila su vredan uvid u kompleksnu
interakciju izmedu FNP-a, DOX-a, ¢elija i tkiva. Eksperimentalne postavke ove teze su
omogucile bolje razumevanje protektivnog potencijala FNP-a kada se kombinuje sa
DOX-om i Fe*, &to moZe imati pozitivne implikacije prilikom dizajniranja

antitumorskih lekova.

116



. ZAKLJUCCI

Cestice nanokompozita FNP/DOX su veli¢ine izmedu 20 i 58 nm, imaju
naelektrisanje od -6 mV, dok su cCestice nanokompozita FNP/Fe?* veligine
izmedu 11 1 60 nm, imaju naelektrisanje od -30.8 mV. Nanocestice oba
nanokompozita imaju diskoidalnu morfologiju i stabilne su u vodenim
sistemima, $to ih ¢ini biodostupnim, biokompatibilnim i time pogodnim za

primenu u biomedicini.

FNP dekorisan DOX-om, u obliku nanokompozita FNP/DOX, omogucava
zna¢ajno obimniji unos DOX-a u ¢€elije 1 smanjuje procenat ¢elija u G2M fazi
¢elijskog ciklusa, u odnosu na samostalnu primenu DOX-a, kod malignih

¢elijskih linija dojke.

Nanokompozit FNP/DOX je pokazao delimi¢no protektivan efekat, umanjujuci
citotoksi¢nost komercijalnog DOX-a na imortalizovanoj ¢elijskoj liniji

kardiomiocita miSeva.

Nanokompozit FNP/DOX izaziva manje $tetnih promena na srcu i jetri zdravih
pacova soja Wistar, u poredenju sa komercijalnim DOX-om, pri ¢emu je doza

od 4 mg/kg postigla bolji efekat nego doza od 2 mg/kg.

Promene ekspresije iIRNK za dva antioksdataivna gena kao i za dva gena koja
ucestvuju u apoptozi, U Srcu i jetri, ne mogu da ukazu na jasan mehanizam
preko koga FNP/DOX izaziva manje Stetnih promena na srcu i jetri zdravih

pacova soja Wistar, u poredenju sa komercijalnim DOX-om.
Nanokompozit FNP/Fe** u predtretmanu 1 h pre primene DOX-a, izaziva manje

Stetnih promena na srcu i jetri zdravih pacova soja Wistar, u poredenju sa

komercijalnim DOX-om.
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e Promene ekspresije IRNK za dva antioksdataivna gena u srcu i jetri ne mogu da
ukazu na jasan mehanizam preko koga nanokompozit FNP/Fe?* izaziva manje
Stetnih promena na srcu i jetri zdravih pacova soja Wistar, u poredenju sa

komercijalnim DOX-om.
e U kombinaciji sa DOX-om i gvozdem (Fe*"), FNP predstavlja potencijalnu

platformu za dopremanje lekova i drugih pozitivno naelektrisanih molekula u

tretmanima tumora.
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nema

Tumori predstavljaju drugi vodeéi uzrok
smrti u svetu (posle kardiovaskularnih
bolesti) i procena je da ¢e ucestalost
pojave tumora u buducnosti porasti.
Hemioterapija je jedna od najcesce
koriS¢enih metoda le¢enja tumora koju
Cesto prate sporedni sistemski Stetni efekti.
S obzirom da lecenje tumora jednim
terapeutskim agensom ¢esto rezultuje
ogranicenim klinickim ishodom,
kombinovane terapije mogu sinergisticki
podi¢i nivo antitumorske aktivnosti, dok
snizenjem doze svakog pojedinacnog
agensa se mogu umanjiti stetni efekti.
Istovremena aplikacija razlicitih
terapeutskih agenasa zahteva dostavnu
platformu kako bi se omogucila
normalizacija farmakokinetike i
farmakodinamike agenasa. Fulerenol
Ceo(OH)24 predstavljaju pogodnu
platformu za dostavu lekova zbog svojih
fizicko-hemijskih i bioloskih
karakteristika. U vodenom rastvoru
fulerenol se nalazi u obliku negativno
naelektrisanih polianjonskih nanocestica
koje poseduju veliku povrsinu i imaju
moguénost vezivanja pozitivno
naelektrisanih hemioterapeutika kao $to je
doksorubicin (DOX), kao i pozitivnih jona
metala, u ovom sludaju Fe?*. Osnovna
bioloska karakteristika fulerenola je da ima
ulogu antioksidativnog agensa.



U ovom radu iskoris¢ene su fizicko-
hemijske osobine fulerenolskih
nanoéestica (FNP), DOX-a i Fe** u cilju
formiranja stabilnih nanokompozita
FNP/DOX i FNP/Fe?*. Nanokompoziti su
okarakterisani razlicitim fizicko-
hemijskim metodama, pri cemu je
ustanovljeno da su ¢estice nanokompozita
FNP/DOX veli¢ine izmedu 20 1 58 nm,
naelektrisanja od -6 mV, Cestice
nanokompozita FNP/Fe?* veli¢ine izmedu
111 60 nm, naelektrisanja od -30.8 mV, i
diskoidalne morfologije. Oba
nanokompozita imaju dobru stabilnost u
vodenom rastvoru, Sto ih ¢ini
biokompatibilnim i pogodnim za primenu
u biomedicini. FNP dekorisan DOX-om, u
obliku nanokompozita FNP/DOX,
omogucava znac¢ajno obimniji unos DOX-
a u ¢elije 1 smanjuje procenat celija u G2M
fazi celijskog ciklusa, u odnosu na
samostalnu primenu DOX-a, kod malignih
¢elijskih linija dojke. DOX se u terapiji
tumora koristi poslednjih ¢etrdeset godina
1jos uvek predstavlja nezaobilazan lek u
onkologiji. Njegovo dugotrajno koris¢enje
izaziva oksidativni stres, §to za posledicu
ima pojavu kardiomiopatije i hepatopatije.
Kardio i hepatotoksi¢nost nanokompozita
FNP/DOX u odnosu na komercijalni DOX
ispitana je na odraslim muzjacima pacova
soja Wistar. Ultrastrukturna analiza tkiva
srca i jetre pokazala je da tretman DOX
dovodi do oSte¢nja pojedinih ¢elijskih
kompartmana, kao §to su mitohondrije,
miofibrili, kompromituje integritet
sarkoleme i dovodi do hiperkontrakcije
sarkomera, unutaréeliskog edema,
vakuolizacije citoplazme, pojave
mijelinskih figura, autofagozoma i
mikrovezikularnih masnih promena.
Nanokompozit FNP/DOX izaziva manje
Stetnih promena na srcu i jetri zdravih
pacova soja Wistar, u poredenju sa
komercijalnim DOX-om, pri ¢emu je doza
od 4 mg/kg postigla bolji efekat nego doza
od 2 mg/kg. Na molekularnom nivou,
kvantifikovana je ekspresija gena: Bax i
Bcl-2 koji u€estvuju u apoptozi, kao i
katalaza i mangan superoksid dismutaza



(MnSOD), koji ucestvuju u odgovoru
¢elije na oksidativni stres.

Nanokompozit FNP/DOX menja gensku
ekspresiju antioksidativnih enzima,
ukazujuci na prisustvo manjeg
oksidativnog stresa u tkivu srca i jetre, u
poredenju sa dejstvom komercijalnog
DOX. Nanokompozit FNP/DOX u tkivu
srca, menja i gensku ekspresiju klju¢nih
enzima apoptoze, Bax i Bcl-2, pri cemu
inicira povecanu transkripciju
antiapoptotskog Bcl-2 gena,
omogucavajuci Cellijama da se odupru
programiranoj ¢elijskoj smrti. Promene
ekspresije IRNK za dva antioksdataivna
gena kao i za dva gena koja ucestvuju u
apoptozi, u srcu i jetri, ne mogu da ukazu
na jasan mehanizam preko koga
FNP/DOX izaziva manje Stetnih promena
na srcu i jetri zdravih pacova soja Wistar,
u poredenju sa komercijalnim DOX-om.
Kardiotoksi¢nost doksorubicina se
pripisuje slobodnoradikalskom
oksidativnom stresu zasnovanom na
gvozdu. Hidroksil radikal, direktno je
odgovoran za oSte¢enja na DNK i nastaje u
reakciji H,O, i O," koja je katalizovana
jonima gvozda (Fe*"). Dodatno, kada se
DOX veze za iRNK koja kodira feritin
dolazi do modifikacije ekspresije feritina
Sto utiCe na metabolizam i homeostazu
gvozda. Stoga, helatori gvozda mogu
interferirati sa DOX na mnogo slozeniji
nacin nego $to je Fentonova reakcija. U
ovoj tezi iskoriS¢ene su helatorske
sposobnosti FNP da za sebe veZze jone
gvozda u formi nanokompozita
FNP/Fe?* i spitani su njegovi bioloski
efekti in vivo na pacovima soja Wistar.
Nanokompozit FNP/Fe®" u predtretmanu
1h pre primene DOX-a, je pokazao da
izaziva manje S$tetnih promena na srcu i
jetri zdravih pacova soja Wistar, u
poredenju sa komercijalnim DOX-om.
Rezultati na nivou genske ekspresije,
prilikom primene nanokompozita
FNP/Fe*" u predtretmanu 1h pre
doksorubicina, za dva antioksdataivna
gena u srcu i jetri, ne mogu da ukazu na
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jasan mehanizam preko koga
nanokompozit FNP/Fe®" izaziva manje
Stetnih promena na srcu i jetri zdravih
pacova soja Wistar, u poredenju sa
komercijalnim DOX-om.

Sveukupno gledano ovo istrazivanje je
omogucilo detaljniji uvid u kompleksnu
interakciju izmedu fulerenolskih
nanodéestica, doksorubicina, Fe?* i ¢elija,
kako malignih tako i zdravih. Pokazan je
protektivni potencijal fulerenolskih
nanocestica kada se kombinuju sa
citostatikom doksorubicinom i sa Fe**, a
Sto moze imati pozitivne implikacije
prilikom dizajniranja antitumorskih
lekova.
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Note:
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Abstract:
AB

Trg Dositeja Obradovica 3
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Tumors are the second leading cause of
death in the world (following
cardiovascular diseases) and it is estimated
that the incidence of tumors will increase
in the future. Chemotherapy is one of the
most common methods of tumor treatment
which is often accompanied by systemic
side effects. Treatment of tumors with one
therapeutic agent often results in limited
clinical outcome. Combination therapy,
using a variety of agents and modalities of
action, can synergistically increase the
level of antitumor activity, lowering the
dose of each single agent and thus reduce
adverse side effects. The simultaneous
application of various therapeutic agents
requires a delivery platform to enable
normalization of agents’ pharmacokinetics
and pharmacodynamics. Because of its
physico-chemical and biological activities,
fullerenol Ceo(OH)24 represents a suitable
platform for drug delivery. In the aqueous
solution fullerenol is in the form of
negatively charged polianionic
nanoparticles (FNP) that possess a large
surface area and have the ability of binding
positively charged chemotherapeutic drug,
such as doxorubicin (DOX), as well as
positively charged metal ions, particularly
Fe?*. The main biological activity of
fullerenol is manifested through its
antioxidant activity. In this study we used
physico-chemical properties of fullerenol,
doxorubicin and iron (Fe**) in order to
form stable fullerenol/doxorubicin
(FNP/DOX) nanocomposite and
fulerenol/iron (FNP/Fe?*) nanocomposite.
The nanocomposites were characterized by
different physical-chemical methods which
showed that FNP/DOX has particle size
between 20 nm and 58 nm and charge of -
6 mV, while FNP/Fe?* has particle size
between 11 nm and 60 nm and charge of -
30.8 mV. Both nanocomposites revealed
discoidal morphology. The
nanocomposites have also displeyed good
stability in aqueous systems, which make



them biocompatible and suitable for use in
biomedical applications. FNP decorated
with DOX; in the form of FNP/DOX
nanocomposite, allows significantly more
extensive DOX uptake into cells and
reduces the percentage of cells in the G2M
phase of the cell cycle, compared to the
independent application of DOX, in
malignant breast cell lines. DOX has been
used in the treatment of cancer for the last
forty years and still represents an
irreplaceable drug in oncology. Its long-
term use leads to cardiomyopathy and
hepatopathy, while its main mechanism of
toxicity is induction of oxidative stress.
Cardio and hepatotoxicity of FNP/DOX
nanocomposite in comparison to DOX was
tested on healthy adult male Wistar rats.
Ultrastructural analysis of heart and liver
tissues revealed that treatment with DOX
induced injuries within different cell
compartments, such as: mitochondria,
myofibrils and nucleai. Compromised
integrity of sarcolemma, hypercontraction
of sarcomeres, interstitial edema, and
vacuolization of the cytoplasm, presence
of myelin figures, autophagosomes and
microvascular fatty changes have also
been observed. Contrary to these findings,
FNP/DOX nanocomposite induced
significantly less injury to the heart and
liver tissues compared to DOX, with a
dose of 4 mg /kg FNP/DOX achieving a
better effect than a dose of 2 mg /kg. At
the molecular level, the expression of the
genes: Bax and Bcl-2, which participate in
apoptosis, as well as catalase and
manganese superoxide dismutase
(MnSOD), which participate in the cell's
response to oxidative stress, has been
quantified. FNP/DOX nanocomposite
changed the gene expression levels of the
antioxidant enzymes indicating the
presence of decreased oxidative stress in
heart and liver tissues in comparison with
DOX. Furthermore, FNP/DOX
nanocomposite in heart tissue changed
gene expression levels of enzymes
involved in apoptosis, Bax and Bcl-2; it
increased transcription levels of the



antiapoptotic Bcl-2 gene, enabling cells to
resist to the programmed cell death.
Changes in mRNA expression for two
antioxidant genes as well as for two genes
involved in apoptosis, in the heart and
liver tissues, cannot indicate a clear
mechanism by which FNP/DOX causes
less harmful effects in the heart and liver
of healthy Wistar rats, compared to DOX
applied alone. Cardiotoxicity of DOX is
attributed to iron-based free radical
oxidative stress. The hydroxy radical is
directly responsible for DNA damage and
is formed in the reaction of H,O, and O2 *
- which is catalyzed by iron ions (Fe?*).
Additionally, when DOX binds to mMRNA
encoding ferritin, ferritin expression is
modified, which affects iron metabolism
and homeostasis. Therefore, iron chelators
can interfere with DOX in a much more
complex way than the Fenton reaction. In
this thesis, the chelation characteristics of
FNP to bind iron ions in the form of
FNP/Fe?* nanocomposite were used and its
biological effects in vivo on Wistar rats
were examined. At the ultrastructural
level, FNP/Fe? * nanocomposite in
pretreatment 1h before DOX
administration was shown to cause less
detrimental changes to the heart and liver
tissues of healthy Wistar rats, compared to
DOX applied alone. At the level of gene
expression, FNP/Fe** nanocomposite in
pretreatment 1h before DOX
administration, for two antioxidant genes
in the heart and liver tissues, cannot
indicate a clear mechanism through which
FNP/Fe? * nanocomposite causes less
harmful effects in heart and liver. Overall,
this research has enabled a more detailed
insight into the complex interaction
between fullerenol nanoparticles,
doxorubicin, Fe?* and cells, both
malignant and healthy. This experimental
setup has provided an opportunity for a
better understanding of the protective
potential of fullerenol nanoparticles when
combined with cytostatic DOX and Fe*",
which may have positive implications
during drug design.
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Osaj Obpaszay uunu cacmaeuu 0eo OOKMOpPCKe oucepmayuje, 0OHOCHO
OOKMOPCKO2 YMEeMHUYKO2 npojekma Koju ce opanu Ha Ynusepzumemy y
Hosom Caoy. Ionymwen Obpaszay ykopuuumu uza mexcma OOKMOpCKe
oucepmayuje, 0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmd.

ILman Tpermana mojaraka

Ha3uB npojexta/mcrpaxnBama

VYora aBa HaHOKOMIO3UTa (YJIEPHON/TOKCOPYOULIMH U (ylepeHos/rBoxkhe KO TOKCHYHUX
edexaTa n3a3BaHUX JOKCOPYOUITMHOM

Ha3uB nHCTHTYIMje/MHCTUTYIMja Yy OKBHPY KOjHX Ce CIIPOBOAU HCTPAKUBAH€

a) UnctutyT 3a HyKiieapHe Hayke ,,Bunua”, YHuBep3uter y beorpany,

0) Ilpuponno-maremarnuku (axynrer, Y HuBepsurer y Hosom Cany,

B) HMHcTUTYT 3a XHCTOJOTH)y M eMmOpuonorujy ,Anekcangap B. Kocruh” MeaunmHckor
daxynrera y beorpany, Yuusepsurer y beorpany,

r) UHCTUTYT 32 MOJIeKy/IapHy F€HETUKY U T€HETUUKO HHXKEHEPCTBO, Y HUBEp3UuTeT y beorpany,
1) Menununacku dakynrer, Yausepzuter y Hosom Cany,

) UuctutyT Texanukux Hayka Cpricke Akanemuje Nayka u Ymernoctu y beorpany,

€) 3aBoJ 3a eKCHepUMEHTAJIHY OHKosorujy MHcrutyra 3a oHkonorujy Bojsoamue, Cpemcka
Kamenuna,

k) Texnonomxku daxynrer, Yuuepsurer y Hosom Cany,

3) Uuctutyr ,,Joxed lllredhan” y Jbyosmanu, CnoBeHuja

Ha3uB nporpama y oKBHpPY KOT Ce peajiu3yje HCTPaKHBaH€

Jloktopcke akaznemcke cryauje Ouonoruje Ha IlpupoaHo-maremaTHukoMm  (hakynTeTy,
Yuuep3utera y HoBom Cany

HctpaxuBama 00yxBaheHa OBOM JOKTOPCKOM JAMCEPTALMjOM JI€O0 CY OCHOBHUX MCTPakKUBamba Y
OKBHpY TpojexTa ,,OyHKIHOHAIHY, (YHKIMOHAIM30BaHU U yCalpIIEHH HAaHOMAaTepHjaiu”’, Opoj
NHNN 45005, xoju je ¢puHaHcupano MUHHCTApCTBO MPOCBETE, HAyKE W TEXHOJOMIKOI pa3Boja
Perryonuke Cpouje.

1. Onuc nmogaraka

1.1 Bpcra crynuje

Yxpamko onucamu mun cmyouje y oksupy xoje ce nooayu npukyneajy
JloKTOpCcKa Iuceprarmja

1.2 Bpcre momaraka
a)] KBaHTUTATUBHU
KBAJINTATUBHUA

1.3. Hauun npukyrbama rnojgaTaka




a) AHKCTC, YIIUTHUIHU, TCCTOBU
0) KIMHUYKE MPOIICHE, MEAMIIMHCKH 3aIMCH, SIICKTPOHCKH 3/JpaBCTBEHHU 3aITUCH
B) TEHOTHUIIOBH: HABECTH BPCTY
I') aIMUHUCTPATUBHY TOJAIM: HABECTH BPCTY
y30pIIM TKHBA: CpLie U jeTpa naroBa coja Bucrap
1) caumim, Gororpaduje, HaBecTH BPCTY
| ) TeKCT: mperies TuTepaType
JK) Maria, HaBEeCTH BPCTY
ocTajo: 71a00paToOpHjCcKU eKCIEPUMEHTH U Meperha

1.3 ®opmar nogaraka, ynorpedsbeHe cKaje, KOJIMYMHA MoaTaka

1.3.1 Ynorpebsbenu coptBep U popmaT 1aTOTEKE:
Excel dajn, matoreka: .XISX

b) SPSS ¢aj, naroreka

c)PDF ¢ajin, natoteka: .pdf

d] Tekcr ¢ajn, natoreka: .docx

e)JPG obajn, natoreka: .jpqg, .tiff

f) Ocraio, natoreka

1.3.2. bpoj 3anmca (ko1 KBAHTUTATUBHUX ITO/IaTAKa)

a) Opoj Bapujabau: BEJIHMKHU Opoj
0) 6poj Mepemwa (MCIUTAaHUKA, IPOLIEHa, CHUMAaKa U CJ1.): BEIUKH Opoj

1.3.3. IloHOBJEEHA MEpema

na
0) HE

YKOJHKO je 0roBOp Aa, OATOBOPUTH Ha clieieha muTama:

a) BPEMCHCKHU pa3Mak M3MeJIjy MOHOBJLEHUX Mepa je

0) Bapujabiie Koje ce BUILE IyTa Mepe OJJHOCE ce Ha

B) HOBE Bep3wuje (hajiioBa Koju ca/ipike TIOHOBJHEHA MEPEHha Cy MMEHOBaHE Kao
Hamnowmene:

a 1 popmamu u cogpmeep omocyhasajy oesmerve u 0y20poyHy 8aIUOHOCH Nodamaxa?

Ha
0) He
Axo je 002080p He, 0bpaznodxcumu

2. [Ipukymbame nogaTaka

2.1 MeToz0710THja 32 IPUKYIJbaE/TeHEpPUCahe 101aTaKa




2.1.1. Y okBUpY KOT UCTPAKMBAYKOT HALIPTa CYy MOJAIU MPUKYTITHEHU?

E EKCIIEpUMEHT: aHaJIM3a MEpPEeHha BEIMUYMHE U HACICKTpUCahba HAHOUECTHUIIA, aHATTU3a
BHjabuiiHOCTH henuja, aHanu3a henujckor yHoca HaHOYECTHIIA, aHaIn3a heujcKor uKIyca,
yIATPACTPYKTYpHA aHATN3a TKUBA TPAHCMUCHOHOM €JIeKTPOHCKOM MUKpockonujoM, JRT-PCR
aHayM3a TKHBa

0} KOpeIaluoHO UCTPAXKMBAKLC: aHATN3a CKCIIEPUMMEHTATHUX moaaTaka Student-osum t-tectom
1) aHaIM3a TEeKCTa: NIPUKYIJbabe JINTEPATYPHUX MOaaTaKa

1) OCTaj0, HABECTH IITa

2.1.2 Hagecmu 8pcme MepHUX UHCIPYMEHAMA Uil Cmanoapoe nooamaxa Cneyu@uuHux 3a
o00peheny HayuHy OUCYUNIUHY (AKo nocmoje).

Nano-ZetaSizer, AFM mukpockon , TEM mukpockorn, cuekrooToMeTap, IpOTOYHH IIMTOMETAP,
gRT-PCR ananuzaTop

2.2 KpayiuteT nmojaTaka u cTaHaapau

2.2.1. Tperman HegocTajyhux mojgaraka
a) [la mu maTpuna caapxu Hegocrajyhe momatke? Jla @

AKO je oJIroBOp J1a, OATOBOPUTH Ha cieneha nurama:

a) Komuku je 6poj HenocTajyhux nmomaraka?
0) Jla 11 ce KOPUCHUKY MaTpHIIe IIpenopy4yje 3aMeHa Hepoctajyhux mogaraka? Jla He
B) AKO je 0IrOBOp /1, HABECTH CYTecTHje 3a TpeTMaH 3aMeHe HeJ0CcTajyhux rnojaraka

2.2.2. Ha Koju HauWH je KOHTPOJMCAH KBAJIHUTET mojaaraka? Onucatu
KBanurer nogaraka je KOHTPOJMCAH CTATUCTUYKOM MPOLIEHOM JI0OM]EHUX pe3yJiTaTa, Kao u
nopehemeM eKCIepUMEHTATHUX W TEOPH]CKHX TT0IaTaKa.

2.2.3. Ha Koju HauuH je u3BpIIeHa KOHTPOJIa YHOCA ITOIaTaka y MaTpHILy?
CTaTHCTUYKOM KOHTPOJIOM M3BE/ICHOT pe3yJTara.

3. Tperman noaaTaka u npareha fokymenrTamuja

3.1. TpermaH u uyBame mojaTaka

3.1.1. lHooauu he bumu denonosanu y peno3umopujymy 0OKmopCcKux Oucepmayuja
Yuusepsumema y Hosom Caoy.

3.1.2. URL aodpeca https://cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf

3.1.3. DOI

3.1.4. Jla au he nooayu bumu y omeopernom npucmyny?
2] e

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

8) He

AKo je 002080p He, Hagecmu paznoz




3.1.5. Ilooayu nehe bumu denonosanu y penozumopujym, anu he oumu yysanu.
Obpasnoocerne

3.2 MeTanoanu 1 JOKyMEHTAIlM]a MoaTaKka
3.2.1. Koju crannapn 3a meranoaarke he 6utu npumemen?

3.2.1. HaBectu MeTano1aTke Ha OCHOBY KOJUX CY MOJAIN JICTIOHOBAHU y PETIO3UTOPH]YM.

Axo je nompebHo, Hasecmu memooe Koje ce Kopucme 3a npey3umaroe no0amaxa, AHarumuyke u
npoyeodypanme ungopmayuje, iuUxoso Kooupare, oemasmshe onuce 8apujadbnu, 3anuca umo.

3.3 Ctpareruja u CTaHAApAU 32 YyBambE M0/IaTaKa
3.3.1. Jlo xor nepuoja he momganu OWTH YyBaHU y PETIO3ZUTOPH]yMY?

3.3.2. Jla iz he momamm OUTH IeMOHOBaHU O Irdpom? @ He

3.3.3. la 1 he mmdpa Outu qoctynHa oapeheHOM Kpyry UCTpakuBaya? @ He

3.3.4. Jla i ce mojany MOpajy YKJIOHUTH M3 OTBOPEHOT MPHUCTYIIA ITOCIIe U3BECHOT BpeMeHa?
Jla

OO6paznoxutu

4. Be30eTHOCT MOJATAKA W 3alITUTA MOBEP/LUBUX HH(pOPMALIHja

Ogaj ogesbak MOPA OuTH MOIYH-EH aKo BalllH MOJAIM YKJbYUY)y JHMUYHE ITOIaTKE KOJH ce
0JIHOCE Ha yYECHHUKE y UCTpaXMBamwy. 3a Jpyra HCTpakuBama Tpeba Takohe pazmMoTpuTu
3alITHTY U CUTYPHOCT TTO/IaTaKa.

4.1 dopmasiHu CTaHAAP/AU 32 CUTYPHOCT HH(pOpMalMja/moiaTaka

HcrpaknBadum Koju CIIPOBO/IE HCIIUTHBAKA C JbyIMMa MOPajy Ja ce MPHAPKaBajy 3aKoHa O
3alITUTHU MOAATaKa O JUYHOCTH

(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka o_licnosti.html) u onrosapajyher
MHCTUTYLMOHAIHOT KO/IEKCa O aKaJeMCKOM MHTETPUTETY.

4.1.2. la ¥ je UCTpaKUBamke 0JI00PEHO O/1 CTPaHE eTUYKE KOMHUCH]e? MHe

Ako je oarosop /la, HaBecTH AaTyM U Ha3MB €TUYKE KOMHCH]jE KOja je 0100puia HCTPpaKUBamba:
CBHU eKCTIEpUMEHTH CY 07100peHH o1 cTpane MUHUCTapCTBA MOJLONPHUBPEIC U 3AIITUTE JKUBOTHE
cpeaunne Penyonuke CpOuje, yripaBa 3a Berepuny, 6poj 323-07-03640/2015-05 u y carnacHocTH
ca onpendbama 3akoHa 0 106pobutu xkuBoTUa (Ciyxbenu rnacauk PC, 6p 41/09

4.1.2. Jla m1 mojany ykJby4yjy JIMUHE NOJAaTKe YUECHHKA Y UCTPAKUBamY? I[a@

AKoO je 0roBOp /13, HABEIUTE HA KOJU HAUMH CTE OCUTYpaJId TIOBEPJHUBOCT U CUTYPHOCT
uH(pOopMallrja Be3aHUX 3a UCTIUTAHUKE:

a) [lomany HUCY y OTBOPEHOM NPUCTYIY

0) [Tomamu cy aHOHUMHU3UPAHU



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

1) Ocrano, HaBeCTH 1Ta

5. JlocTynHoOCT noaaTaKa

5.1. ITooayu he 6umu
a) jasHo 0ocmynuu

@ OOCMYNHU CaMO YCKOM Kpy2y ucmpaxicusava y oopeheroj Hayunoj ooracmu
y) 3ameopeHu

Ako cy nodayu docmynHu camo YCKom Kpy2y UCmpax)cusaid, Hagecmu noo KOjum yCio8uma Moy
0a ux Kopucme:

VY3 nperxoaHy KOMYHUKAIU]Y U IUCMEHO 0JI00PEHE BIACHHUKA IT0/IaTaKa.

Ako cy nodayu 0ocmyntu camo yCKom Kpy2y UCmpanicusaid, Hagecmu Ha KOju Ha4uH Mozcy
npucmynumu nooayuma:

[lo 3axTeBy he 3auHTEpECOBaHUM UCTPaKMBAYMMa MaTepHjal OUTH MOCIAT €IEKTPOHCKUM
OyTeM.

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxynmenu nooayu oOumu apxusupanu.
AyTOPCTBO-HEKOMEPIN]aITHO

6. YJore u oIroBOpPHOCT

6.1. Hasecmu ume u npe3ume u mejn aopecy 61acHuxka (aymopa) nooamaxa

Mapuana Ceke, e-mail: marianaseke@yahoo.com

6.2. Hasecmu ume u npe3ume u meji aopecy ocobe Koja o0pacasa mampuyy ¢ nooayuma
Mapuana Ceke, e-mail: marianaseke@yahoo.com

6.3. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omozyhyje npucmyn nooayuma opyeum
UCMPAKCUBAYUMA

Mapuana Ceke, e-mail: marianaseke@yahoo.com
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