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1. UVOD 

Tumori predstavljaju drugi vodeći uzrok smrti u svetu, nakon kardiovaskularnih 

oboljenja, i procena je, da će uĉestalost pojave tumora u budućnosti porasti. U 2015. 

godini ustanovljeno je da je širom 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, leĉenje obolelih od tumora je znaĉajno unapreĊeno usled rasvetljenih 

pojedinih molekularnih, ćelijskih i fizioloških mehanizama ukljuĉenih u inicijaciju i 

progresiju bolesti (Rosenberg, 2014; Bhat i sar., 2015; Malka-Mahieu i sar., 2017). 

Hemioterapija predstavlja jedan od uobiĉajenih i najĉešće korišĉenih metoda leĉenja 

tumora koju ĉesto prate sporedni sistemski štetni efekti koji se pre svega pripisuju 

nespecifiĉnoj akumulaciji leka (Krishnan i Rajasekaran, 2014). Pri tome je vaţno imati 

na umu da sigurna doza hemioterapeutskog leka ne postoji. Sistemska oštećenja organa 

se dešavaju i pri niskim dozama, što ukazuje i da drugi faktori poput genetiĉkih 

varijanti, mogu imati uticaja na razvoj toksiĉnosti (Armenian i sar., 2013; Armenian i 

sar., 2015). Leĉenje tumora jednim terapeutskim agensom ĉesto rezultuje ograniĉenim 

kliniĉkim ishodom usled heterogenosti tumora i/ili njegove rezistencije na lek. 

Kombinovane terapije, koje koriste razliĉite agense sa razliĉitim modalitetom 

delovanja, mogu sinergistiĉki podići nivo antitumorske aktivnosti pri sniţenim dozama 

svakog pojedinaĉnog agensa i na taj naĉin umanjiti sporedne efekte i prevazići 

rezistenciju na lekove (Morton i sar., 2014). Istovremena aplikacija razliĉitih 

terapeutskih agenasa zahteva dostavnu platformu kako bi se omogućila normalizacija 

farmakokinetike i farmakodinamike agenasa, produţeno vreme cirkulisanja, selektivna 

akumulacija, specifiĉno vezivanje za ciljno mesto kao i kontrolisano otpuštanje sa 

ciljnog mesta. Nanomaterijali, posebno polimerne nanoĉestice i karbonski 

nanomaterijali, poseduju neke od prethodno navedenih povoljnih osobina (Morton i 

sar., 2014; Cheng i Xue, 2016; Jović i sar., 2020). Prema Evropskoj Komisiji, 

nanomaterijali predstavljaju „prirodne, sluĉajno nastale i proizvedene materijale koji 

sadrţe ĉestice u nevezanom stanju ili u obliku agregata ili aglomerata i gde više od 50% 

ĉestica ima bar jednu dimenziju u opsegu 1-100 nm” (Rauscher i sar., 2012). MeĊutim, 

granice ove definicije su još uvek rastegljive pošto se konvencionalna fiziĉko-hemijska 
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pravila ne mogu u potpunosti primeniti na nanoskali (Kreyling i sar., 2010). Stoga, u 

zavisnosti od polja primene nanotehnologije, veliĉina ĉestice uzeta kao odrednica za 

nanoĉesticu moţe varirati. Stoga se materijali sa dimenzijama do 1000 nm, u 

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

U posebnu grupu nanomaterijala koji su danas u ţiţi 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 korišćenja nanomaterijala kao antioksidanata nad trenutno dostupnim jesu: 

njihova prilagodljiva površina na koju se mogu vezati razliĉite funkcionalne grupe ili 

agensi (Cheng i sar., 2013), mogućnost prolaza kroz ćelijsku membranu (Qiao i sar., 

2007; He i sar., 2019), sposobnost vezivanja slobodnih radikala bez pomoći drugih 

molekula koji imaju funkciju detoksikacije (Markovic i Trajkovic, 2008), veća fiziĉka 

stabilnost u biološkim medijumima (Lao i sar., 2009). Navedene osobine, 

nanomaterijalima, omogućavaju potencijalnu primenu u leĉenju oštećenja nastalih 

oksidativnim stresom. U ovom kontekstu, postoji znatan broj istraţivanja koja opisuju 

razliĉite derivate fulerena (C60) izmenjene bilo kovalentnim, bilo nekovalentnim 

modifikacijama, a koji su se pokazali kao biokompatibilni i sa izraţenim 

antioksidativnim svojstvima u razliĉitim 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 Fizičko-hemijske i nano karakteristike fulerenola  

 

Otkriće fulerena datira od pre trideset godina kada su opisani kao treća alotropska 

modifikacija ugljenika pored grafita i dijamanta (Kroto i sar., 1985). Nakon nekoliko 

godina su okarakterisane nanocevi (Iijima 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: otkriće molekula C60 i grafena. Odmah nakon otkrića, 

karbonski nanoalotropi su privukli paţnju istraţivaĉa u nanomedicini (Wilson, 1997; 

Wilson i sar., 1999; Dugan i sar., 2001; Bianco i sar., 2005). Naime, jedinstvene fiziĉke 

osobine nanoĉestica kao što su velika površina, mala veliĉina, laka površinska 
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modifikacija, magnetne i optiĉke karakteristike, ĉine ih pogodnim kandidatima za 

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

 

Fulereni (Cn 540 ≥ n ≥ 20) predstavljaju polihedralne zatvorene kaveze izgraĊene 

iskljuĉivo od ugljenikovih atoma. Najpoznatiji meĊu njima je C60 (Slika 1A) koji 

poseduje savršenu simetriju. Njegov preĉnik iznosi 0.710 ± 0.007 nm. Fuleren je smeĊa 

kristalna ili amorfna materija nerastvorna u vodi i većini nepolarnih organskih 

rastvaraĉa. Hidroksilacijom fulerena dobijaju se polihidroksilovani fulereni, poznatiji 

kao fuleroli/fulerenoli (C60(OH)n 44 ≥ n ≥ 2) koji su ratvorljivi u vodi i samim tim 

prikladniji za biološka ispitivanja. Do sada, u biološkim istraţivanjima je najĉešće 

korišćen fulerenol C60(OH)24, simetriĉni derivat C60 (Slika 1B) koji se u vodenom 

rastvoru nalazi u vidu agregata kao fulerenolske nanoĉestice (FNP, eng. fullerenol 

nanoparticles) sa raspodelom veliĉine 15-90 nm i naelektrisanjem koje se u zavisnosti 

od pH i koncentracije kreće u rasponu od -20 mV do -58 mV (Johnson-Lyles i sar., 

2010; Slavic i sar., 2013; Xu i sar., 2013; Borišev i sar., 2016; Vraneš i sar., 2017). 

 

A)   B)  

 

 

Slika 1. Šematski prikaz strukture A) Fulerena C60 (crni krugovi- atomi ugljenika) 

i B) Fulerenola C60(OH)24 (plavi krugovi- atomi ugljenika; crveni krugovi-atomi 

kiseonika, beli krugovi-atomi vodonika) (preuzeto iz ĐorĊević i Bogdanović, 2008) 

 

Eksperimentalne i teorijske analize ukazuju da je negativan elektrostatiĉki potencijal 

molekula fulerenola lociran na atomima kiseonika. Vodonikovi atomi hidroksilnih 

grupa pokazuju znaĉajne interakcije sa molekulima vode ukazujući na dominantnost 

vodoniĉne veze, mada se u manjem obimu javljaju i van der Waals-ove interakcije 

(Maciel i sar., 2011; Vraneš i sar., 2017). Stoga, u vodenim rastvorima molekuli 
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fulerenola interaguju kako meĊusobno tako i sa molekulima vode i samoorganizuju se 

u stabilne FNP. Mreţa vodoniĉnih veza izmeĊu molekula fulerenola i molekula vode 

unutar agregata stabiliše FNP (Brant i sar., 2007). Teorijskim modelovanjem je 

ustanovljeno da su najstabilniji mali agregati FNP koji se sastoje od 7 molekula 

fulerenola C60(OH)24 (Piatek i sar., 2011). 

 

Veliĉina FNP-a zavisi od uslova sredine. Na temperaturama iznad 309,15 ºK (36 ºC) 

interakcija izmeĊu molekula fulerenola slabi i nanoĉestice su manje, dok se na niţim 

temeperaturama favorizuje stvaranje većih FNP (Vraneš i sar., 2017). Ova osobina 

FNP-a je od znaĉaja u biološkim istraţivanjima s obzirom da se in vitro i in vivo 

eksperimenti na sisarima obavljaju na temperaturama izmeĊu 36-37 ºC. Na strukturnu 

organizaciju FNP-a moţe uticati i koncentracija fulerenola u vodenom rastvoru. Sa 

povećanjem koncentracije fulerenola, poĉevši od 10 mmol/dm
3
, viskozitet 

eksponencijalno raste kao i veliĉina FNP-a, dok agregacija ostaje u nanometarskim 

razmerama (Vraneš i sar., 2017). U vrlo razblaţenim rastvorima takoĊe dolazi do 

formiranja FNP ali su manje veliĉine, u proseku 2 nm (Semenov i sar., 2011). Promene 

pH rastvora takoĊe utiĉu na naelektrisanje i rastvorljivost FNP, ali ne utiĉu znaĉajno na 

distribuciju veliĉina. Pri pH=3 naelektrisanje FNP-a je oko nule, dok sa porastom pH 

vrednosti FNP-a stiĉe 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 veliĉinu FNP-a, što fulerenolu daje prednost u biomedicinskim istraţivanjima u kojima 

se najĉešće koristi fiziološki rastvor (0,9% NaCl) (Djordjevic i sar., 2015). 

 

1.1.2 Hemijske osobine fulerenola 

 

Studije bioloških osobina fulerena C60 i njegovih derivata su poĉele još pre dve i po 

decenije i predstavljaju vaţno podruĉje interdisciplinarnih istraţivanja (Jensen i 

Wilson, 1996; Tagmatarchis i Shinohara, 2001; Nakamura i Isobe, 2003; Petrovic i sar., 

2015). Fuleren C60 je za razliku od grafita i dijamanta veoma hemijski reaktivan i do 

sada su publikovani brojni nauĉni radovi koji opisuju njegove razliĉite hemijske 

reaktivnosti na šta ukazuju brojni sintetisani derivati (Thilgen i Diederich, 1999; Hirsch 
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i Brettreich, 2005; Cataldo i Da Ros, 2008; Djordjevic i sar., 20015). Karakteristiĉna 

hemijska osobina fulerena C60 je da poseduje delokalizivane 𝜋 molekulske orbitale koje 

se proteţu kroz celu strukturu kaveza, dok atomi ugljenika predstavljaju kombinaciju 

sp
2
 i sp

3
 hibridizacije. Usled toga se sferiĉni fuleren C60 ponaša kao elektrodeficijentni 

alken i brzo reaguje sa razliĉitim polarnim funkcionalnim grupama ili molekulima pri 

ĉemu se prevazilazi njegova skoro potpuna nerastvorljivost u vodi i postiţe znatna 

biološka dostupnost (Cataldo i Da Ros, 2008; Grebowski i sar., 2013). Do sada je 

otkriveno nekoliko puteva sinteze fulerenola sa razliĉitim stepenom hidroksilacije 

fulerena: C60(OH)n, 2 ≤ 𝑛 ≤ 44, polianjonskih fulerenola C60(OH)15(ONa)9, 

endohedralnih metalofulerena Gd@C82(OH)22 i drugih fulerenskih derivata (Djordjevic 

i sar., 2015). Istraţivanja na humanim i ţivotinjskim, kako zdravim tako i malignim 

ćelijskim linijama, su pokazala da fulerenoli poseduju manju, ili ĉak zanemarljivu, 

citotoksiĉnost u odnosu na ĉist fuleren C60 (Sayes i sar., 2004; Isakovic i sar., 2006). 

Ove studije podrţavaju stav da vodo-rastvorne funkcionalne grupe na površini fulerena 

C60 umanjuju njegovu toksiĉnost (Chavla i Kumar, 2014). 

1.1.3 Prooksidativne osobine fulerenola 

 

U zavisnosti od uslova sredine, fuleren i njegovi fulerenolski derivati se mogu ponašati 

prooksidativo ili antioksidativno.  

 

Jedinstven 𝜋 elektronski sistem omogućava fulerenima fotosenzitajzerski potencijal 

nakon apsorpcije ultraljubiĉastog zraĉenja ili vidljive polihromatske svetlosti (Vileno i 

sar., 2004; Isakovic i sar., 2006). Tako su kod fulerenola C60(OH)24 u produkciju 

reaktivnih kiseoniĉnih vrsta ukljuĉena dva tipa fotohemijskih mehanizama, pri ĉemu se 

formiraju singletni kiseonik (1O
2
) i superoksid anjon radikal (O2

−∙
) (Slika 2) (Pickering i 

Wiesner, 2005; Kong i sar., 2009). U poreĊenju sa drugim poznatim senzitajzerima, 

fulerenol C60(OH)24 produkuje najmanje dva puta više ROS-a (Pickering i Wiesner, 

2005; Lim i sar., 2016). 
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Slika 2. Potencijalni reakcioni mehanizam nastanka ROS-a preko fotosenzitizacije 

fulerenola C60(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 predloţeno 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 naĉin inhibira intenzitet ESR signala koji potiĉe 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: C60(OH)24 + 2n OH∙ (n = 1-12). Drugi predloţeni mehanizam je uklanjanje 

radikala vodonika iz hidroksilne grupe pri ĉemu dolazi do formiranja relativno 

stabilnog fulerenolskog radikala C60(OH)23O∙ (Djordjevic i sar., 2004). Dodatno, 

hidroksil radikal moţe oduzeti jedan elektron fulerenolu pri ĉemu se formiranju 

radikalski katjoni C60(OH)24
+
. Još jedan predloţeni 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 istraţivanjima efekata fulerenola na kozijim epididimalnim 

spermatozoama, kada su izloţene toksiĉnim jonima Fe
2+

, fulerenol ispoljava svoj 

antioksidativni efekat i tom prilikom povećava 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 ćelijske membrane, Mirkov i saradnicu su pokazali da FNP spreĉava 

C60(OH)24 → C60(OH)24  
•  

 

C60(OH)24  + O2→ C60(OH)24  + 
1
O2 

 

C60(OH)24  + e
- 
 (aq)→ C60(OH)24  

-• 

 

C60(OH)24 
-• 

+ O2→ C60(OH)24  + O2  
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proces lipidne peroksidacije (Mirkov i sar., 2004). Isti autori su predloţili i mehanizam 

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

 

 

 

 

 

Slika 3. Hipotetički mehanizam delovanja fulerenola sa superoksid anjon 

radikalom (preuzeto iz ĐorĊević i sar., 2008) 

.  

1.1.5 Biološke aktivnosti fulerenola 

 

Usled svoje sposobnosti da uklanjaju slobodne radikale kao što 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 

(Trajković i sar., 2007; Bogdanović 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; Borović 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
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(Jacevic i sar., 2017; Injac i sar., 2008c; Li i sar., 2016; Iĉević i sar., 2011), 

neuroprotektivne  (Hu i sar., 2010; Zha i sar., 2012) i imunomodulatorne efekte (Liu i 

sar., 2009; Xu i sar., 2013). Sliĉni protektivni efekti FNP su zapaţeni i u plućima i 

bubrezima pacova (Injac i sar., 2009b; Iĉević i sar., 2011, Tang i sar., 2018), a 

ustanovljeno je da fulerenol ima jednak ili viši nivo antioksidativne aktivnosti u 

poreĊenju sa prirodnim proizvodima kao što su vitamini A, C i E (Lu i sar., 1998; 

Mirkov i sar., 2004; Injac i sar., 2009a; Li i sar., 2016). Pojedina istraţivanja ukazuju 

da FNP moţe imati i antitumorsku i antimetastatsku aktivnost (Liu i sar., 2009; Jiao i 

sar., 2010; Tang i sar., 2018). Antitumorski efekti FNP delimiĉno potiĉu od inhibicije 

angiogeneze (Jiao i sar., 2010; Kang i sar., 2012). Na primer, C60(OH)22 zaustavlja rast 

humanih pankreasnih ksenografta preko inhibicije ekspresije vaskularnog endotelijskog 

faktora rasta (Kang i sar., 2012). Sliĉni rezultati su dobijeni i na humanim 

ksenograftima tumora dojke (Jiao i sar., 2010). Inhibicija angiogeneze uz pomoć 

C60(OH)16-24 je uoĉena i kod zebra ribica, ksenografta mišijih melanoma B16/F10 kao i 

kod endotelnih ćelija pupĉane vene kod miševa sa transplantom (Chaudhuri i sar., 

2009b; Sun i sar., 2016). Usled svoje odliĉne biokompatibilnosti, istraţivanja Genga-a i 

saradnika sugerišu da se fulerenol moţe koristiti i u tretmanima onih bolesti gde dolazi 

do gubitka koštanog tkiva, kao što je na primer osteoporoza (Geng i sar., 2017). Naime, 

da bi kosti bile zdrave neophodno je odrţavanje homeostaze izmeĊu osteoblasta i 

osteoklasta, koju fulerenol reguliše na dozno-zavisan naĉin inhibirajući preteranu 

aktivaciju osteoklasta.  

 

1.1.6 Farmakokinetika fulerenola 

 

Koncentracija obeleţenog FNP u mišićima ostaje konstantna dok u krvotoku, plućima, 

jetri, bubrezima i slezini znaĉajno opada nakon 24 h tretmana jednokratnom primenom 

C60(OH)24 obeleţenog tehnecijumom-99m (Maksin i sar., 2007; Djordjevic i sar., 

2010). Nasuprot tome, koncentracija obeleţenog FNP u kostima i pljuvaĉnim ţlezdama 

znaĉajno raste. Prisutnost relativno visoke radioaktivnosti u jetri, bubrezima i crevima 

ukazuje da se obeleţeni FNP izluĉuje putem crevnog i urinarnog trakta. TakoĊe je 

istraţivana distribucija FNP u razliĉitim organima obolelih od solidnih tumora nakon 

aplikacije C60(OH)24 obeleţenog jodom-125 (Ji i sar., 2006). Nakon tri dana od 
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primene, što predstavlja eliminacioni poluţivot FNP-a, i dalje je bilo moguće 

detektovati veoma visoku koliĉinu obeleţenog FNP-a u srcu, jetri, slezini, bubrezima, 

plućima, kostima i tumorima. Ovaj akumulacioni mehanizam nanoĉestica se pripisuje 

fagocitozi od strane mononuklearnih ćelija kao i retencionom efektu. Retencioni efekat 

je pojava akumulacije nanoĉestica u tumorskom tkivu usled prisustva velikih 

fenestracija na krvnim sudovima tumora kao i usled oslabljene limfne drenaţe. FNP se 

iz organizma eliminiše preko bubrega, urinarnom ekskrecijom (Qingnuan i sar., 2002). 

1.1.7 Molekularnobiološki mehanizam antioksidativnog delovanja 
fulerenola 

 

Molekularnobiološki mehanizmi antioksidativnog delovanja FNP-a još uvek nisu u 

potpunosti rasvetljeni. Poznato je da kljuĉnu ulogu ima transkripcioni faktor Nrf2 (eng. 

Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) koji reguliše ekspresiju nekoliko gena 

ukljuĉenih u antioksidativnu odbranu (Slika 4). Regulacija ekspresije datih gena se 

odvija vezivanjem Nrf2 za njihove antioksidativne elemente (ARE, eng. antioxidant 

response element) na DNK (dezoksiribonukleinska kiselina) modulišući aktivnost 

antioksidativnih gena. U fiziološkim uslovima, Nrf2 je vezan za represor Keap1 (eng. 

Kelch-like ECH-associated Protein 1) u citoplazmi gde lako podleţe degradaciji od 

strane ubikvitin-proteazomalnog sistema (Wu i sar., 2012). Nakon aktivacije, Nrf2 se 

otpušta sa Keap1 proteina i translocira u jedro gde gradi heterodimer sa Maf proteinom 

i biva ukljuĉen u transkripcionu mašineriju odgovornu za antioksidativnu odbranu. FNP 

pojaĉava translokaciju Nrf2 u jedro humanih ćelija pluća i pojaĉava ekspresiju grupe 

antioksidativnih enzima faze II u koju spadaju hem oksigenaza-1 (HO-1), NAD(P)H: 

hinonoksidoreduktaza 1 i γ-glutamat cistein ligaza (Ye i sar., 2014). Osim toga, FNP 

uĉestvuje u fosforilaciji i aktivaciji p38 MAPK (eng. mitogen-activated protein kinase) 

kinaze kao i kinaza regulisanih ekstraćelijskim signalima i c-Jun-N-terminalnih kinaza. 

Pomenute kinaze fosforilišu Nrf2 i omogućavaju njegovu translokaciju u jedro ćelije 

(Granado-Serrano i sar.,  2012; Rodríguez-Ramiro i sar., 2012; Ye i sar., 2014). 
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Slika 4. Šematski prikaz hipotetičkog mehanizma zaštite ćelija od vodonik 

peroksida posredovan fulerenolom C60(OH)24. Transkripcioni faktor Nrf2 reguliše 

ekspresiju mnogih antioksidativnih enzima. Pretpostavlja se da fulerenol prolazno 

povećava intraćelijski nivo ROS i/ili aktivira p38 MAPK signalni put koji moţe voditi 

olakšanoj disocijaciji kompleksa Nrf2/Keap. Rezultujuća interakcija Nrf2 sa ARE 

regulatornim elementima indukuje aktivaciju antioksidativnih enzima faze II pri ĉemu 

se pojaĉava odbrambeni potencijal ćelija 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 aktivnošću i originalno je izolovan iz streptomicete S. peucetius var. 

caesius. DOX se na trţištu moţe naći pod nekoliko komercijalnih naziva: Adriacin
®
; 

Adriablastin
®
; Adriamycin

®
; Caelyx

®
. Sa kliniĉke taĉke gledišta smatra se 

najefektivnijim terapeutskim agensom koji je ikada razvijen protiv širokog spektra 

tumora. DOX ima planarnu aromatiĉnu strukturu i sadrţi antrahinonske hromofore i 

šećernu komponentu, daunosamin (Slika 5) (Forrest i sar., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 

ameriĉke agencije za hranu i 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 razliĉitim tipovima solidnih tumora, pokazano je da DOX 

nakon intravenske aplikacije ima multifaznu distribuciju (Gil i sar., 1983). Inicijalni 

poluţivot DOX-a iznosi u proseku 12 minuta, zatim, 3,3 h, dok je terminalni poluţivot 

2

3
4

1

5

12

6

11

7 8

9

10
13

OH

O

O

O

O

OH

OHOCH3

OH
ABCD adriamicin

daunosaminOH3C

OH
H2N

Hromofora koja 

interkalira u DNK 

Domen koji interaguje sa 

topoizomerazom II 



12 

 

30 h (Barpe i sar., 2010). DOX ima najveći efekat na tkiva i organe u treminalnoj fazi 

poluţivota kada je koncentracija leka niţa od 0,1 µM. 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 izluĉivanja 

DOX-a idu preko metabolizma jetre i ţuĉi. Više od 40% DOX-a je naĊeno u ţuĉi 

tokom pet dana od poĉetka tretmana, dok se samo 5-12% leka i njegovih metabolita 

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

 

Glavni limitirajući faktori terapije DOX su višestruka rezistentnost na lekove kao i 

izraţena sistemska toksiĉnost koja moţe dovesti do teške mijelosupresije i pojave 

sekundarnih maligniteta (Bally i sar., 1990). Poseban akcenat se stavlja na 

kardiotoksiĉnost (Reeve i sar., 2007; Jing i sar., 2013; Ma i sar., 2013). Direktna 

rezistencija ćelija na DOX omogućena je njegovim ulaskom u ćelije putem difuzije i 

detoksikacijom putem metalotioneina i aktivnog transporta van ćelija preko P-

glikoproteina (Goren i sar., 2000; Hui i sar., 2008; Lukyanova i sar., 2009). Dodatni 

faktori koji ograniĉavaju upotrebu DOX u kliniĉkoj praksi su: kratak poluţivot u 

ljudskom organizmu, velika koliĉina distribucije i uzan terapeutski indeks usled slabe 

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

1.2.1 Mehanizam citotoksičnosti DOX-a u tumorskim ćelijama 

 

Do sada je opisano nekoliko molekularnih mehanizama citotoksiĉnosti DOX koji 

dovode do smrti ćelija tumora i kojima se ostvaruje njegov terapeutskih efekat (Slika 

6): a) interkalacija DOX u DNK dovodi do inhibicije replikacije DNK i ćelijske 

deobe (Slika 5) (Cutts i sar., 2005; Thorn i sar., 2011; Tacar i sar., 2013). Ĉak 60% 

ukupne koliĉine intraćelijskog 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 specifiĉnih vodoniĉnih veza koje se formiraju 

izmeĊu DOX i guanina unutar velikog ţljeba B-forme DNK zavojnice (Chaires i sar., 

1987; Chaires i sar., 1990; Liao i sar., 2005). Interkalacija DOX u DNK dovodi do 

remećenja strukture hromatina i torzije DNK i 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, pojaĉava obnavljanje nukleozoma i odgovor DNK na stres (Pang i sar., 2013; 

Yang i sar., 2013). DOX inhibira i katalitiĉku aktivnost DNK metiltransferaze što 

dovodi do hromozomske nestabilnosti i deregulacije transkripcije, a kranji ishod je 

apoptoza tumorskih ćelija (Jones i Baylin, 2002). DOX moţe interagovati i sa drugim 

intraćelijskim proteinima i to posebno sa aminokiselinskim ostacima tirozina i 

fenilalanina, menjajući njihovu konformaciju, a samim tim i funkciju (Guo i sar., 

2009). Destabilizacija hromatina i nukleozoma povećava izloţenost DNK razliĉitim 

agensima i procesima koji je mogu oštetiti i inicirati ćelijsku 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 udruţeni sa guaninom, bilo da se radi o jednolanĉanoj ili 

dvolanĉanoj 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 završi u obliku mostova DNK-DOX, 

ovaj vid citotoksiĉnosti ne spada u glavni mehanizam njegovog delovanja (Coldwell i 

sar., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 6. Mehanizmi terapeutskih efekata DOX-a na tumorske ćelije 
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b) DOX generiše oksidativni stres oksidacijom hinonske strukture do semihinonskih 

radikala. Novonastali radikal je veoma nestabilan i brzo se konvertuje nazad u DOX 

dok otpušta reaktivne kiseoniĉne vrste (ROS, eng. reactive oxygen species) (Gewirtz, 

1999; Šimunek i sar., 2009). ROS su odgovorne za lipidnu peroksidaciju i oštećenje 

ćelijskih membrana i vode ćeliju u apoptozu (Doroshow, 1986; Dixon i Stockwell, 

2014). DOX poseduje i helatorske osobine, te sa gvoţĊem gradi kompleks koji 

posreduje u generisanju veoma reaktivnih radikala (Myers, 1998; Swain i Vici, 2004; 

Ishikawa i sar., 2014). Istraţivanje Wang i saradnika je pokazalo da ROS indukovane 

DOX-om promovišu apoptozu u endotelnim ćelijama i kardiomiocitima aktivacijom 

NF-kB (eng. nuclear factor-kB) signalnog puta (Wang i sar., 2001). MeĊutim, 

aktivacija istog puta u tumorskim ćelijama, koje su takoĊe tretirane DOX, inhibira 

programiranu ćelijsku smrt, ukazujući na razliĉit mehanizam kod zdravih i 

transformisanih ćelija (Suwei i sar., 2002). 

c) DOX inhibira topoizomeraze I i II ĉime dovodi do oštećenja DNK tumorskih ćelija 

(Slika 2) (Tewey i sar., 1984; Foglesong i sar., 1992). Citotoksiĉnost posredovana TOP 

IIa podrazumeva deregulaciju gena koji uĉestvuju u reparaciji DNK, kao što su MSH2 

(eng. mismatch gene 2) i MLH1 (eng. MutL homolog 1) (Fedier i sar., 2001) ili kontroli 

ćelijskog ciklusa, p53 (eng. protein 53) i XPD (eng. xeroderma pigmentosum group D) 

(Robles i sar., 1999). 

d) DOX povećava nivo ceramida, lipidnog molekula (Lucci i sar., 1999; Delpy i sar., 

1999; Kawase i sar., 2002), koji je ukljuĉen u zaustavljanje rasta ćelija i apoptozu 

(Senchenkov i sar., 2001). Ceramid predstavlja okidaĉ za odvajanje CREB3L1 (eng. 

cAMP response element-binding protein 3-like1) proteina od ćelijske membrane. Na taj 

naĉin CREB3L1 preuzima ulogu transkripcionog faktora i biva ukljuĉen u mehanizme 

ćelijske osetljivosti na lek. Izmenjena ekspresija gena koji su pod uticajem ovog 

transkripcionog faktora moţe doprineti citotoksiĉnim efektima DOX (Denard i sar., 

2012). 
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1.2.2 Mehanizmi kardiotoksičnosti DOX-a 

 

Brojni su mehanizmi putem kojih DOX izaziva kardiomiopatiju (Slika 7). Glavni 

mehanizam kardiotoksiĉnosti DOX, koji se još naziva i klasiĉnim mehanizmom 

kardiotoksiĉnosti, jeste povišen oksidativni stres koji se manifestuje povišenim 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 

moţe biti oksidovana do semihinon radikala dodavanjem jednog elektrona, što je 

posredovano sa nekoliko NAD(P)H-oksidoreduktaza. Semihinon radikali brzo reaguju 

sa kiseonikom stvarajući superokside i vodonik peroksid koji prouzrokuju oštećenja na 

DNK. Kardiotoksiĉnost se pripisuje slobodnoradikalskom oksidativnom stresu 

zasnovanom na gvoţĊu. DOX ima jak afinitet ka vezivanju gvoţĊa (Fe
2+

 i Fe
3+

 jona) 

pri ĉemu se formira kompleks koji moţe prouzrokovati lipidnu peroksidaciju 

interakcijom sa negativno naelektrisanim membranama. Redukcija DOX-a u prisustvu 

slobodnog gvoţĊa omogućava otpoĉinjanje slobodno-radikalskog ciklusa (Myers, 

1998). Mayers i saradnici, su predloţili model po kome ošećenje eritrocita zavisi od 

kapaciteta kompleksa da se veţe za ćelijsku membranu i proizvede visoku lokalnu 

koncentraciju ROS, kao što su superoksidi i vodonik peroksid (Myers et. al., 1982). 

Kompleks DOX-gvoţĊe moţe prouzrokovati i degradaciju dezoksiriboze (Gutteridge i 

sar., 1984). U istraţivanjima Linka i saradnika prvi put je pokazano in vivo, da do 

pojaĉanja antraciklinske toksiĉnosti moţe doći usled prevelikog prisustva gvoţĊa. 

Autori takoĊe istiĉu da mitohondrije predstavljaju glavne mete ove kombinovane 

toksiĉnosti (Link i sar., 1996). S obzirom da mitohondrije koriste više od 80% ćelijskog 

kiseonika, one predstavljaju glavna mesta nastanka ROS (Manoli i sar., 2007). 

Hidroksil radikal (
·
OH), kao najistaknutili predstavnik ROS, direktno je odgovoran za 

oštećenja na DNK. 
·
OH nastaje u reakciji H2O2 i O2

·−
 koja je katalizovana jonima 

gvoţĊa preko Haber-Weiss mehanizma (Haber i Weiss, 1932), sa specijalnim sluĉajem 

gde je degradacija H2O2 posredovana Fe
2+

 jonima (Koppenol, 1993). Fentonova 

reakcija je kinetiĉki mnogo brţa, s obzirom da prelazni metali, kao što su gvoţĊe i 

bakar, sluţe kao katalizatori. Istraţivanja na prekomernoj ekspresiji mitohondrijalnog 

proteina ABCB8, koji olakšava eksport gvoţĊa, su ukazala da dolazi do smanjenja 
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mitohondrijalnog gvoţĊa i ćelijskog ROS, kao i do protekcije kardiomiopatije 

indukovane DOX-om (Ichikawa i sar., 2014). MeĊutim, novija istraţivanja tvrde 

suprotno, da preopterećenje gvoţĊem ne pojaĉava kardiotksiĉnost indukovanu DOX-

om, niti kod kardiomiocita in vitro, niti kod kod miševa in vivo (Guenancia i sar., 

2015). Ovi autori istiĉu da uloga gvoţĊa u kardiotoksiĉnosti indukovanoj DOX-om 

treba da bude preispitana, ĉemu je i pristupljeno u ovoj doktorskoj tezi sintetisanjem 

novog nanokompozita FNP/Fe
2+

 i njegovim ispitivanjem in vivo. 

TakoĊe je pokazano da DOX moţe interagovati sa ćelijskim gvoţĊem na mnogo 

kompleksniji naĉin osim produkcije ROS. Kada se DOX veţe za Informacionu 

ribonukleinsku kiselinu (iRNK) koja kodira feritin dolazi do modifikacije ekspresije 

feritina što utiĉe na metabolizam i homeostazu gvoţĊa. Stoga, helatori gvoţĊa mogu 

interferirati sa DOX-om na mnogo sloţeniji naĉin nego što je Fentonova reakcija 

(Canzoneri i Oyelere, 2008). Sniţeni 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), 

oslobaĊanje vazoaktivnih amina (Bristow i sar., 1980), izmenjena adrenergiĉka funkcija 

(Tong i sar.,  1991) i smanjena ekspresija gena specifiĉnih za srce predstavljaju dodatne 

predloţene mehanizme kardiotoksiĉnosti koji mogu delovati kako pojedinaĉno tako i u 

kombinaciji (Takemura i Fujiwara, 2007). 

DOX ispoljava razliĉite efekate na ekspresiju gena specifiĉnih za srce, što utiĉe na 

strukturu, funkciju i metabolizam srca. Tako su kod miševa kod kojih je indukovana 

hroniĉna DOX-ska kardiotoksiĉnost, metodom „cDNK microarray”, identifikovani geni 

sa izmenjenom ekspresijom, ukljuĉujući 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 sliĉnom eksperimentalnom modelu 

detektovane su promene ekspresije gena koje utiĉu na funkcije mitohondrija, glikolizu i 

metabolizam masnih kiselina (Berthiaume i sar., 2007). 



17 

 

U ćelijama srca, TOP IIb je glavna forma topoizomeraza koju DOX inhibira 

formirajući ternarni kompleks: TOP IIb-DOX-DNK. Ovaj kompleks indukuje 

dvolanĉane prekide DNK vodeći zaustavljanju ćelijskog ciklusa ili apoptozi, 

posredstvom transkripcionog faktora p53. Na višim koncentracijama DOX, p53 

indukuje apoptozu indukcijom transkripcije Bax gena (Chang i sar., 2011). Do 

apoptoze indukovane DOX-om moţe doći 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 

omogućava preţivljavanje i 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 ĉemu dolazi do interakcije 

CBF/NF-Y (eng. CCAAT-binding factor/nuclear factor-Y) sa p53 kojom se spreĉava 

vezivanje CBF/NF-Y za CCAAT boks unutar promotorskog regiona gena GATA-4 

(Park i sar., 2010). Transkripcioni koaktivator p300 je ukljuĉen u razliĉite ćelijske 

procese kao što su: regulacija ćelijskog 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). Farmakološka blokada p38 spreĉava 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 ćelijske smrti koji moţe biti indukovan DOX-om je nekroza, kojoj prethode 

oštećenja mitohondrijalne DNK (mtDNK), remećenje integriteta mitohondrijalnih 

membrana, mitohondrijalna disfunkcija i opadanje nivoa ATP (L'Ecuyer i sar., 2006; 

Wallace i sar., 2007). Pozitivno naelektrisani DOX se posebno akumulira u 

mitohondrijama kardiomiocita, najverovatnije usled visokog afiniteta ka negativno 

naelektrisanom kardiolipinu koji se predominatno nalazi u mitohondrijalnim 

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

Autofagija, kao treći vid ćelijske smrti, takoĊe moţe biti indukovana DOX-om 

(Kobayashi i sar., 2010). Degradacija ćeliijskih konstituenata unutar lizozoma i njihova 

reciklaţa igraju vaţnu ulogu u obnavljanju kardiomiocita (Terman i Brunk, 2005). 
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Autofagija moţe biti pojaĉana u patološkim uslovima kao što su: hipertrofija srca, 

dilatacija, miopatija i slabost, Razliĉite studije ukazuju da autofagija moţe imati 

dvostruki efekat u tkivu srca koje se nalazi pod stresom: sa jedne strane autofagijom se 

uklanjaju proteinski agregati i oštećene organele ĉime se omogućava preţivljavanje 

ćelija i odrţavanje energetske homeostaze, a sa druge strane prekomeran nivo 

autofagije moţe voditi ćelijskoj smrti (Terman i sar., 2008; Zhang i sar., 2009). 

Osim ćelijske 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 najviše odraţavaju na mitohondrije i lizozome i 

asocirane su sa oksidativnim stresom (Kajstura i sar., 2006). Najpouzdaniji marker 

ćelijske senescencije jeste modifikacija ose telomera-telomeraza, zajedno sa 

ekspresijom inhibitora ćelijskog ciklusa p16INK4a i p53 (Kajstura i sar., 2006; 

Bernhard i Laufer, 2008). Neonatalni kardiomiociti tretirani DOX pokazuju 

karakteristike kardiomiocita starih pacova kao što su povišena ekspresija inhibitornog 

proteina ciklin-zavisnih kinaza koji je asociran sa senescencijom, fosforilacija 

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

Kardiotoksiĉnost indukovana DOX moţe biti udruţena i sa inflamacijom. DOX 

aktivira kako uroĊeni tako i steĉeni imunski odgovor. Moţe da podstakne produkciju 

citokina, da poveća aktivnost ćelija „prirodnih ubica” (Ehrke i sar., 1984), stimuliše 

odgovor citotoksiĉnih T limfocita (Maccubbin i sar., 1992) i diferencijaciju makrofaga 

(Haskill, 1981). 

Terapeutske doze DOX aktiviraju i proteazomalni sistem zavisan od ubikvitina. DOX 

indukuje povećanje aktivnosti ubikvitin ligaza i drugih proteaza i moţe dovesti do 

dezintegracije miofibrila, smanjenja kardioprotektivnih/kardiomiocitnih faktora 

preţivljavanja, kao i oštećenja sarkomera (Liu i sar., 2008). 

Putevi metabolizma DOX su takoĊe relevantni kada se govori o kardiotoksiĉnosti. 

Doksorubicinol je glavni metaboliĉki produkt DOX-a. Nastaje karbonilnom redukcijom 

na C-13 što povećava polarnost DOX i samim tim omogućava veću akumulaciju u srcu 

i duţe zadrţavanje, povećavajući kardiotoksiĉnost. Doksorubicinol je mnogo potentniji 
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od DOX u inhibiciji kalcijumske pumpe na sarkoplazmatiĉnom 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, 

doprinoseći oštećenju ćelija (Blanco i sar., 2008). Sa druge strane, akutno dejstvo DOX 

kod pacova povećava ekspresiju nekoliko citohrom P450 enzima, a kao posledica 

nastaju promene u metabolizmu arahidonske kiseline koje vode progresivnoj 

kardiotoksiĉnosti (Zordoky i sar., 2010). 

 

 

Slika 7. Mehanizmi uključeni u nastanak kardiomiopatije indukovane DOX-om 

(p53-protein 53, TOP2b- topoizomeraza 2 beta, p38-protein 38, ROS-reaktivne 

kiseoniĉne vrste, GATA-4 - transkripcioni faktor) 

 

Do akutne DOX-ske kardiotoksiĉnosti dolazi tokom prva 2-3 dana nakon njegove 

primene. Uĉestalost akutne DOX-ske kardiotksiĉnosti 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 moţe 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 takoĊe i reverzibilno ukoliko se primeni 

odgovarajuća terapija. Uĉestalost hroniĉne DOX-ske kardiotoksiĉnosti je mnogo niţa i 

procenjuje se na oko 1,7% (Von Hoff i sar., 1979) i obiĉno se manifestuje u roku od 30 
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dana nakon primenjene poslednje doze DOX, ali se moţe pojaviti ĉak i 6-10 godina 

nakon završene terapije. Uĉestalost DOX-ske kardiomiopatije je primarno povezana sa 

njegovom dozom i iznosi oko 4% kada je doza 500-550 mg/m
2
, 18% kada je doza 551-

600 mg/m
2
i 36% kada doza dostigne 600 mg/m

2 
(Lefrak i sar., 1973). U ostale riziĉne 

faktore spadaju kombinovane terapije sa drugim kardiotoksiĉnim 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 znaĉaja je i 

starosno doba pacijenata koje moţe imati uticaja na rizik od razvoja prethodno 

navedenih komplikacija i njima su podloţniji kako veoma mladi tako i veoma stari 

ljudi. TakoĊe, istorija kardiovaskularnih bolesti pre terapije predstavlja riziĉan faktor za 

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

 

Osnovno pitanje koje se nameće je, zašto je toliko znaĉajno posebno zaštiti srce tokom 

primene leka, kada DOX izaziva sistemsku toksiĉnost organizma. Adultno srce ĉoveka 

ima minimalan kapacitet regeneracije. Kardiomiociti se ne dele jer su terminalno 

diferencirani i većina zrelih kardiomiocita se nalazi u G0 ili G1 fazi ćelijskog ciklusa. 

Smatra se da populacija kardiomiocita ostaje brojĉano 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, što rezultira pogresivnim oštećenjem 

srca. Skorija istraţivanja su otkrila da kardiomiociti sisara zadrţavaju odreĊeni 

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

 

Sa druge strane, srce je posebno podloţno oksidativnom oštećenju usled specifiĉne 

biologije kardiomiocita. Naime, vaţni izvori ROS su prisutni u miokardijumu 

(Rochette i sar., 2011) i paradoksalno, antioksidativna odbrana je manje aktivna u srcu 

nego u drugim organima, kao što 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. MeĊutim srce sadrţi 150 puta 

manje katalaze i pribliţno ĉetiri puta manje SOD nego jetra, dok je aktivnost GPx-a 

sliĉna 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 kiseoniĉne vrste efikasnije oštećuju 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 utiĉu na 

kontraktilnost srca, studije njihovih efekata na ekscitabilnost srca su ograniĉene. 

Ekscitabilnost srca zavisi od funkcije razliĉitih jonskih kanala kako na sarkolemi tako i 

na mitohondrijama koji obezbeĊuju ćelijsku jonsku homeostazu. ROS menjaju funkciju 

nekoliko unutrašnjih i spoljašnjih kalijumovih i kalcijumovih kanala, utiĉući na ćelijski 

potencijal u mirovanju kao i na morfologiju akcionog potencijala srca. Redoks balans 

reguliše ekscitabilnost srca i u patološkim uslovima i moţe izmeniti akcioni potencijal 

vodeći slabosti srca (Gao i sar., 1996; Terman i sar., 2010). Mehanizmi otkazivanja 

funkcije srca su višestruki i kompleksni a jedan od vaţnih faktoraje disfunkcija 

mitohondrija. Kod kardiomiocita, mitohondrije se nalaze u blizini sarkoplazmatiĉnog 

retikuluma i mogu prihvatiti veliku koliĉinu osloboĊenog kalcijuma (Dorn i Maack 

2013). Endoplazmatiĉni retikulum i motohondrije predstavljaju osnovni izvor 

slobodnih radikala. Mitohondrije predstavljaju glavne regulatore redoks metabolizma i 

ćelijske energije. Nekoliko procesa, ukljuĉujući redoks zavisnu sintezu ATP putem 

oksidativne fosforilacije i produkcije ROS, odigrava se u mitohondrijama. Kada 

produkcija ROS prevaziĊe lokalni kapacitet detoksikacije, dolazi do oksidativnih 

oštećenja mtDNK, proteina i membranskih lipida (Camara i sar., 2011). U fiziološkim 

uslovima, procenjuje se da na produkciju ROS odlazi 2-5% ukupnog unosa kiseonika u 

organizam. Oksidativni stres u kombinaciji sa kalcijumskim opterećenjem i opadanjem 

ATP indukuje mitohondrijalnu permeabilnu tranziciju i formiranje patoloških, 

nespecifiĉnih pora vodeći ćelijskoj smrti (Javadov i Kuznetsov, 2014). Specifiĉna azot 

oksid (NO) sintetaza je takoĊe lokalizovana u mitohondrijama srca (Kanai i sar., 2001). 

Generisanje superoksid anjon radikala i azot oksid radikala moţe dovesti do produkcije 

veoma reaktivnog peroksinitrita koji kod proteina izaziva S-nitrozilaciju kao i 

nitrovanje tirozina. Na taj naĉin dolazi do oksidacije proteina i oštećenja DNK koja 

ukljuĉuju prekidanje lanaca i modifikaciju baza. Tom prilikom se aktivira nuklearni 

enzim PARP (eng. poly-ADP ribose polymerase), rezultujući u opadanju energije i 

indukujući apoptozu ili nekrozu ćelija (Ahmadi sar., 2009). Endoplazmatiĉni retikulum 
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takoĊe uĉestvuje 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 pogrešno savijenih 

proteina u lumenu endoplazmatiĉnog retikuluma što utiĉe na ćelijske funkcije i moţe 

voditi ćelijskoj smrti (Bravo i sar., 2013). 

1.2.3 Mehanizmi hepatotoksičnosti DOX-a 

 
Tokom terapije doksorubicinom, pored srca, strada i jetra. S obzirom da je jetra 

odgovorna za mnoge fiziološke funkcije, kao što su: detoksikacija organizma, 

biotransformacija lekova i njihova konverzija u forme koje se lakše eliminišu iz 

organizma, oštećenje njene funkcije je od kljuĉnog znaĉaja. U proseku, kod 30% -40% 

pacijenata koji primaju DOX intravenozno, dolazi do povećanja nivoa serumskih 

biomarkera funkcije jetre (Yang i sar., 2002; Damodar i sar., 2014). Korišćenje DOX u 

terapeutske svrhe povećava rizik od razvoja akutne/subakutne nekroze jetre, hepatitisa i 

hepatiĉne kome, kod svih tipova kancera, za 1,29x. (El-Sayyad i sar., 2009; Bhandari i 

sar., 2016).  

 

Do danas, mehanizmi koji leţe u osnovi DOX-ske hepatotoksiĉnosti, nisu do kraja 

razjašnjeni. Smatra se da je oksidativni stres glavni medijator kod hepatotoksiĉnosti 

indukovane DOX-om (Alshabanah  i sar., 2010; Pieniążek i sar., 2013; Wided i sar., 

2014; Mokni i sar., 2015; Mansouri i sar., 2017). U jetri, DOX se metaboliše do 

doksorubicinola i drugih citotoksiĉnih metabolita (Ballet i sar., 1987).
 
Poznato je da 

doksorubicinol interaguje sa tiolnim grupama proteina  prouzrokujući na taj naĉin 

intenzivna oštećenja ćelija (Octavia i sar., 2012). Tokom oksidativnog stresa, dolazi do 

produkcije i eliminacije ROS kao i smanjene produkcije antioksidanata. ROS moţe da 

aktivra stelatne ćelije u jetri izazivajući fibrozu i/ili cirozu. Mitohondrije, mikrozomi i 

peroksizomi u parenhimu, endotelne i Kupferove ćelije, mogu biti oštećeni od strane 

ROS što vodi inflamaciji i nekrozi kao i hroniĉnom hepatitisu. Istraţivanja zasnovana 

na transmisionoj elektronskoj mikroskopiji su pokazala da tokom DOX-ske aplikacije 

dolazi do morfoloških promena u hepatocitima u vidu bubrenja i vakuolizacije 

mitohondrija, piknoze jedra i dilatacije intraceluranog prostora (Kalender i sar., 2005). 

Tokom metaboliĉke aktivacije DOX-a, mogu nastati i bezkiseoniĉni slobodni radikali, 
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koji mogu imati toksiĉne efekte na hepatocitima usled smanjenog nivoa 

antioksidativnih enzima u tkivu jetre, kao što su katalaza, SOD i GPx (Singla i sar., 

2014). Spoljašnji i unutrašnji apoptotski putevi posredovani Fas ligandom i Bax 

proteinom, takoĊe mogu voditi ka akutnim toksiĉnim efektima DOX u tkivu jetre 

(Nagai i sar., 2016). Dokazano je da indukcija inflamatorne kaskade ima znaĉajnu 

ulogu u patogenezi hepatotoksiĉnosti prouzrokovane DOX-om (Gao i sar., 2016). 

Naime, DOX indukuje ekspresiju proteina ukljuĉenih u akutnu fazu inflamacije kao što 

su: C-reaktivni protein i proinflamatorni citokini: factor nekroze tumora alfa (eng. 

tumor necrosis factor alpha (TNF-α) i interleukun 6 u Kupferovim ćelijama, vodeći 

disfunkciji jetre (Dent, 2013). 

1.2.4 Prevencija kardiotoksičnosti i hepatotoksičnosti indukovane 
DOX-om 

 

Do sada je predloţeno nekoliko strategija za prevenciju kardiotoksiĉnosti. 

Najefektivniji naĉin bi bio da se u potpunosti zaobiĊe upotreba antraciklina ukoliko bi 

bilo moguće dokazati da nemaju znaĉajnu efikasnost u leĉenju tumora. I mada ne 

postoji sigurna doza, jedna od opcija je da se ograniĉi kumulativna antraciklinska doza. 

Razliĉite strategije razmatraju duţe vreme infuzije antraciklina kao i korišćenje 

razliĉitih antraciklinskih analoga. I ako neke od ovih strategija mogu biti obećavajuće 

kod odraslih pacijenata, kvalitetni pomaci u pedijatriji još uvek nedostaju (van Dalen i 

sar., 2009; van Dalen i sar., 2010). Još jedan pristup u prevenciji kardiotoksiĉnosti 

ukljuĉuje korišćenje kardioprotektora kao što su deksrazoksan, N-acetilcistein, L-

karnitin i SOD, koji smanjuju oksidativni stres izazvan DOX (van Dalen i sar., 2011; 

Lipshultz i sar., 2005). MeĊutim, upotreba ovih protektora takoĊe nije bez rizika. Tako 

je deksrazoksan udruţen sa pojavom sekundarnih malignih neoplazmi, i stoga je 

neophodno pri donošenju odluke o njegovoj upotrebi izvagati rizik od pojave 

kardiotoksiĉnosti usled primene antraciklinskih lekova i pojave drugih oblika štetnih 

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

 

Na polju prevencija toksiĉnosti jetre nije uĉinjeno mnogo i ona, za sada, obuhvata 

optimizaciju doze i suplementiranje antioksidantima. Do danas, u profilaktiĉke svrhe od 
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DOX indukovane hepatotoksiĉnosti, nije predloţen, niti odobren, ni jedan 

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

1.2.5 Gvožđe, njegova uloga u metabolizmu i homeostaza 

 

GvoţĊe je esencijalni element brojnih fundamentalnih metaboliĉkih procesa u ćelijama 

i organizmima. Nedostatak gvoţĊa je najĉešći uzrok anemije kod ljudi i predstavlja 

globalni zdravstveni problem, a ogleda se u prisustvu niskog broja malih (mikrocitnih) i 

hipoferemiĉnih eritrocita. Pored uloge u eritropoezi, gvoţĊe je neophodno za 

funkcionisanje mitohondrija, DNK sintezu i reparaciju, kao i mnoge enzimske reakcije 

ukljuĉene u preţivljavanje ćelija (Camaschella, 2015). Prekomerno prisustvo gvoţĊa u 

organizmu je takoĊe uobiĉajen problem u ljudskoj populaciji i jednako opasan, 

oštećujući parenhimalne organe, kao što su: jetra, srce i pankreas (Pietrangelo 2016). 

 

Kljuĉ sistemskog dopremanja gvoţĊa i njegova homeostaza leţe u regulaciji njegovog 

adekvatnog nivoa u krvnoj plazmi. GvoţĊe cirkuliše kroz krvnu plazmu vezano za 

glikoprotein transferin, koji poseduje dva visoko afinitetna vezujuća mesta za Fe
3+

. 

Transferin, vezujući za sebe Fe
3+

, ostaje u stabilnoj solubinoj formi, sluţeći kao glavni 

prenosilac gvoţĊa do ćelija preko transferinskog receptora (TfR1), i ograniĉava 

stvaranje toksiĉnih slobodnih radikala (Gkouvatsos i sar., 2012). Kod ĉoveka, transferin 

je u krvnoj plazmi saturisan sa oko 30% Fe
3+

. Parametar saturacije se uzima kao 

pokazatelj da li u organizmu postoji deficit ili suficit gvoţĊa. Kada saturacija 

transferina padne ispod 16%, to ukazuje na nedostatah gvoţĊa, a kada saturaciija 

prekoraĉi granicu od 45%, onda je to znak da postoji preopterećenje gvoţĊem. U 

situacijama kada saturacija preĊe 60%, gvoţĊe koje nije vezano za transferin poĉinje da 

se akumulira u cirkulaciji i da oštećuje ćelije parenhima jetre, srca i pankreasa (Hentze i 

sar., 2010; Pietrangelo, 2016). 

 

Homeostatski sistem ima ulogu da odrţi saturaciju transferina na fiziološkom nivou, 

reagujući na signale, iz signalnih puteva koji koriste gvoţĊe, kao što je npr. eritropoeza, 

i obaveštavaju ćelije koje dopremaju gvoţĊe u krvotok. GvoţĊe se oslobaĊa u 

cirkulaciju iz duodenalnih enterocita, koji absorbuju 1–2 mg hranom unesenog gvoţĊa 

u toku dana, kao i iz makrofaga, koji recikliraju 20–25 mg gvoţĊa iz senecentnih 
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eritrocita (Donovan i sar., 2000). Hepatociti igraju dvostruku ulogu u sistemskom 

metabolizmu gvoţĊa: oni su glavna mesta gde se gvoţĊe skladišti ili odakle se 

ekskretuje po potrebi, s jedne strane, i sa druge strane, hepatociti sekretuju regulatorni 

hormon hepcidin koji cirkuliše u plazmi vezan za alfa-2- makroglobulin (Peslova i sar., 

2009). Hepcidin kontroliše nivo gvoţĊa u krvnoj plazmi tako što se vezuje za 

feroportin (protein membrane koji vrši eksportovanje gvoţĊa na površinu ćelija kada je 

gvoţĊe u deficitu) i pokreće njegovu degradaciju, što poslediĉno ima efekat na 

smanjenje eksportovanja gvoţĊa, kada je ono prisutno u višku, i samim tim spreĉava se 

preopterećenje transferina (Nemeth i sar., 2004). 

 

Makrofazi takoĊe imaju znaĉajnu ulogu u odrţavanju adekvatnog nivoa gvoţĊa u 

plazmi. S obzirom da se manje od 10% dnevnih potreba za gvoţĊem unese apsorpcijom 

preko hrane, ostatak se nadoknaĊuje uz pomoć makrofaga koji recikliraju gvoţĊe 

(Soares i Hamza 2016). 

 

GvoţĊe iz hrane se apsorbuje na granici gde su mikrovili duodenalnih enterocita u 

kontaktu sa sadrţajem 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 gvoţĊe, uglavnom, u hrani nalazi u okisidovanom 

stanju, prvo se vrši njegova redukcija uz pomoć ferireduktaze DcytB (eng. Duodenal 

cytochrome B) smeštene u membrani mikrovila. GvoţĊe u obliku hema se apsorbuje 

nezavisnim, do kraja nerazjašnjenim mehanizmom, jer transporter SLC46A1 uglavnom 

nosi folat (Qiu i sar., 2006). Heme se oslobaĊa intracelularno uz pomoć 

hemoksigenaze, i to najĉešće inducibilne hemoksigenaze 1 (HOX1, eng. hemoxygenase 

1) (Ferris i sar., 1999). Potom, gvoţĊe se iz citoplazme eneterocita, eksportuje u krvnu 

plazmu bazolateralnim eksporterom gvoţĊa, feroportinom (Donovan i sar., 2000). 

Eksport gvoţĊa preko feroportina zahteva prisustvo hefestina, višebakarne oksidaze, 

koja oksiduje Fe(II) do Fe(III) da bi mogao da se zakaĉi na transferin (Petrak i Vyoral, 

2005). 

 

Transferin-Fe2 je glavni izvor gvoţĊa u ćelijama 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 otpuštanja gvoţĊa (Dautry-Varsat i sar., 1983). OsloboĊeno gvoţĊe se 

redukuje do Fe(II) od strane metaloreduktaze STEAP (Ohgami i sar., 2006) za transport 

u citoplazmu preko DMT1. DMT1 ima dvostruku ulogu u metabolizmu gvoţĊa, kao 

apikalni membranski protein enterocita koji posreduje u sistemskoj apsorpciji gvoţĊa, 

kao i sveprisutan endozomalni protein ukljuĉen u transport gvoţĊa iz endozoma u 

citosol. Apo-transferin i receptor se recikliraju vraćajući se nazad na površinu ćelije.  

 

Pored unosa gvoţĊa putem transferina u ćelije, postoji i put nezavisan od njega, koji se 

oslanja na razliĉite transportere metala (Knutson 2019), kao što je npr. ZIP14. Serumski 

feritin ulazi u ćelije putem Scara5  i TIM-2 , feritinskih receptora (Chen i sar., 2005; Li 

i sar., 2009). Specijalizovane ćeliije su u mogućnosti da usvoje gvoţĊe i u obliku hema 

putem SLC48A1 importera (Rajagopal i sar., 2008). Ćelije hem usvajaju i indirektno, 

tako što makrofazi fagocituju umiruće eritrocite i tako dolaze do hema.  

 

Eksport gvoţĊa je drugi bitan proces u odrţavanju homeostaze gvozĊa i vrši se iz 

mnogih ćelija (makrofaga, duodenalnih enterocita i drugih). Ćelije koje eksportuju 

gvoţĊe sadrţe relativno visok nivo feroportina (SLC40A1) (Donovan i sar., 2005). 

Pored oslobaĊanja gvoţĊa putem feroportina, ćelije mogu eksportovati gvoţĊe i u formi 

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

 

GvoţĊe koje je dospelo u citoplazmu ćelije, a koje nije iskorišćeno u reakcijama 

metalacije ili eksportovano van ćeliije, skladišti se putem feritina koji spada u grupu 

heteropolimernih proteina saĉinjenih od 24 subjedinice teških (FtH1) i lakih lanaca 

(FtL) (Arosio i Levi 2010). Obe subjedinice feritina su sveprisutno eksprimirane, 

meĊutim, stepen njihove ekspresije varira u zavisnosti o tipa ćelija kao i od odgovora 

na stimuluse kao što su inflamacija ili infekcija. FtH1 ima ferooksidaznu aktivnost koja 

je neophodna za deponovanje gvoţĊa unutar nanokaveza proteina feritina, dok 

subjedinica FtL olakšava nukleaciju gvoţĊa i povećava promet ferooksidaznog mesta. 

Malo je poznato kako se gvoţĊe ekstrahuje iz labilnog citoplazmatskog pula i dostavlja 

u feritin. Istraţivanja su pokazala da je poli(rC)-vezujući protein 1 (PCBP1) neophodan 
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molekularni šaperon za dopremanje gvoţĊa u feritin (Philpott  i sar., 2017). PCBP1 je 

inaĉe, najviše poznat po svojoj ulozi u posttranskripcionoj regulaciji, kao RNK-

vezujući protein. Kako se gvoţĊe „kreće” unutar ćelije predstavlja nepoznanicu koja 

tek treba da bude razjašnjena. U citoplazmi, gvoţĊe je prisutno u proteinima koji za 

sebe vezuju dva jona gvoţĊa, kako što su ribonukleotidne reduktaze (Cooper i sar., 

1996), meĊutim, većina gvoţĊa odlazi u mitohondrije gde se inkorporira u bioaktivne 

grupe hem i Fe/S prostetiĉke klastere koji uĉestvuju u elektron-transportnom lancu 

(Gille i Reichmann, 2011). 

1.2.6 Nanoformulacije DOX-a i mehanizmi njegovog delovanja 

 

Još je 1992. godine postavljeno pitanje hoćemo li ikada pronaći 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, ĉvrstim lipidima, nanoemulzijama, ciklodekstrinima, 

magnetnim, zlatnim, silikatnim i ugljeniĉnim nanoĉesticama (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). Nanonosaĉi omogućavaju kontinuirano oslobaćanje 

aktivne forme DOX unutar ćelija osiguravajući na taj naĉin njegovu efektivnu 

koncentraciju duţi vremenski period (Chaudhuri i sar., 2009a; Lentacker i sar., 2010; 

Seynhaeve i sar., 2013). MeĊutim, nanonosaĉi imaju i svoja ograniĉenja kao što su: 

nestabilnost, strukturna heterogenost, varijabilnost oblika i veliĉine, sloţena sinteza i 

separacija, smanjenje efikasnosti leka. Stoga postoji potreba za unapreĊenjem 

nanonosaĉa kod kojih bi oblik, veliĉina, distribucija, funkcionalizacija i kapacitet za 

prenos leka bili precizno podešeni i samim tim biološki podesniji (Geng i sar., 2007). 

Već duţi niz godina u kliniĉkoj praksi je u upotrebi lipozomalna nanoformulacija DOX 

koja se na trţištu nalazi pod razliĉitim imenima: Doxil
®
, Caelyx

®
, Myocet

®
, Lipo-dox

®
, 

Nudoxa
®

 usled neznatnih razlika u veliĉini i hemijskom sastavu lipozoma. Nasuprot 

njima, lipozomalni ThermoDox
®
, kao i micelarni SP1049C su u III fazi kliniĉkih 

ispitivanja, dok su konjugati leka i polimera kao što stu PK1, PK2 i micelarni NK19 još 

uvek u II fazi kliniĉkih studija (Schütz i sar., 2013; Rivankar, 2014). Navedene 

nanoformulacije lekova su pokazale poboljšanje kako u farmakokinetici tako i u 
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toksikološkom profilu u poreĊenju sa konvencionalnim DOX. MeĊutim, daleko od toga 

da su idealne. Dok su pojedini štetni efekti nestali ili su redukovani, novi su se pojavili 

(Chan i sar., 2004; Fan i Zhang, 2013). TakoĊe, došlo je i do fundamentalnih promena 

u pristupu leĉenja pacijenata. Sa konvencionalne i generalizovane terapije prešlo se na 

pristup u kome su genom i imunološki odgovor pacijenta okosnica za primenu 

poboljšanih terapeutika, koji se baziraju na targetovanju i efikasnijim nanotehnološkim 

platformama (Cagel i sar., 2017). 

 

Uprkos brojnim istraţivanjima, molekularni mehanizmi nanoformulacija DOX na 

ćelijskom i subćelijskom nivou su slabo rasvetljeni. Predloţena su dva mehanizma 

kako Doxil
®
 ulazi u tumorske ćelije in vivo: a) Lipozomi Doxil

®
 bivaju uneti od strane 

ćelija i lek se otpušta unutar ćelija ili b) DOX se prvo oslobaĊa iz lipozoma u 

intersticijalnoj sredini tumora, odakle ulazi u ćelije kao slobodan lek (Barenholz i sar., 

2012). Brzina unosa slobodnog DOX je kombinacija linearne difuzije i komponente 

posredovane nosaĉem (Bates i sar., 1985; El-Kareh i Secomb, 2005). Unutar ćelija 

slobodni DOX je distribuiran u citoplazmi i jedru, dok nanoĉestice većinom ulaze 

endocitozom i akumuliraju DOX u citoplazmi (Dai i sar., 2008; Liu i sar., 2010; Jiang i 

sar., 2013). Ovo prostorno nepodudaranje najverovatnije odslikava razliĉite mehanizme 

delovanja DOX. Naime, DOX u formi nanokonjugata sa koga se ne moţe otpustiti 

indukuje ćelijsku toksiĉnost preko efekata na ćelijskim membranama i nekrozu 

(Hovorka i sar., 2002). Ukoliko se kovalentna veza izmeĊu leka i polimera 

(nanonosaĉa) lako prekida unutar ćelije, osloboĊeni DOX moţe da uĊe u ćelijsko jedro 

i izazove apoptozu (Omelyanenko i sar., 1998; Kopeĉková i sar., 1998; Minko i sar., 

2001; Malugin i sar., 2007). Kovalentna konjugacija leka za nanonosaĉ spreĉava 

nepravovremeno otpuštanje leka u krvotoku, pre nego što stigne na ciljno mesto. Iz tog 

razloga kovalentne modifikacije imaju prednost u odnosu na inkapsulaciju leka 

(Yousefpouri sar., 2011). Treba imati na umu da interakcija izmeĊu DOX i nanonosaĉa, 

a koja moţe biti aditivna, sinergistiĉka, antagonistiĉa ili neutralna, odreĊuje efikasnost 

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

 

Jednom kada DOX dospe u unutrašnjost tumorske ćelije, krajnji cilj jeste da u njoj 

ostane i usmrti je. MeĊutim, ćelije su tokom evolucije razvile razliĉite odbranbene 
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mehanizme od toksiĉnih supstanci. Jedan od njih se zasniva na P-glikoproteinu 

lociranom na ćelijskoj membrani koji aktivnim transportom izbacuje DOX van ćelije 

(Goren i sar., 2000). Drugi mehanizami podrazumevaju smanjen unos toksikanata 

preko transportera, aktivaciju enzima koji metabolišu lekove kao što su citohrom P450 i 

glutation S-tranferaza, aktivaciju sistema reparacije DNK i izbegavanje apoptoze 

(Moitra, 2015). Tokom terapije, mogu se pojaviti tumorske ćelije koje su rezistentne na 

DOX. Rezistencija je proizvod klonalne selekcije onih ćelija koje prekomerno 

eksprimiraju P-glikoproteine povećavajući na taj naĉin efluks leka, ili koje smanjeno 

exprimiraju transportere za unos leka, aktiviraju reparaciju DNK i izbegavaju 

programiranu ćelijsku smrt (Pan i sar., 2016). Skorija istraţivanja nanoformulacija koje 

obuhvataju istovremenu dostavu razliĉitih hemioterapeutika sa sinergistiĉkim 

delovanjem kao što 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), omogućavaju da se prevaziĊe rezistencija ćelija na lek. Supresija 

iRNK koja kodira P-glikoprotein, kao i samog proteina, vodi povećanoj intraćelijskoj 

akumulaciji DOX-a pri ĉemu se pojaĉava njegova citotoksiĉna aktivnost. 

 

Nanotube
 
(Ruibin i sar., 2010) i fulerenolski konjugati (Chaudhuri i sar., 2009a; Tang i 

sar., 2018) su se pokazali kao pogodni nanonosaĉi DOX-a usled mogućnosti velikog 

broja hemijskih derivatizacija osnovne strukture ĉime se postiţu prethodno navedene 

dizajnerske specifikacije. 
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

 

Imajući u vidu sve prethodno izneto, istraţivanje u ovoj doktorskoj disertaciji je 

fokusirano na sintezu novih nanokompozita baziranih na fulerenolskim nanoĉesticama, 

koje bi u jednom sluĉaju posluţile kao nosaĉ za DOX, a u drugom sluĉaju kao nosaĉ za 

jone gvoţĊa (Fe
2+

), kao i na testiranje bioloških efekata ovih nanokompozita u modelu 

toksiĉnosti indukovane DOX-om.  

Shodno tome, postavljeni su sledeći specifiĉni ciljevi: 

 

I. Sinteza stabilnih nanokompozita: FNP/DOX i FNP/Fe
2+

 

II. Fiziĉko-hemijska karakterizacija dva nanokompozita  

III. Ispitivanje unosa DOX-a, FNP-a i nanokompozita FNP/DOX u ćelije kao i 

efekat na ćelijski ciklus kod dve humane maligne ćelijske linije dojki  

IV. Ispitivanje citotoksiĉnosti samostalne primene DOX-a, FNP-a kao i 

nanokompozita FNP/DOX na imortalizovanoj ćelijskoj liniji kardiomiocita 

miševa  

V. Ispitivanje in vivo uloge dva nanokompozita, FNP/DOX i FNP/Fe
2+

, na 

kardiotoksiĉnost i hepatotoksiĉnost izazvanu DOX-om na pacovima soja 

Wistar.  

 

Pri dizajniranju ovog istraživanja postavljene su sledeće radne hipoteze:  

 

 Budući da FNP poseduje veliku površinu i negativno naelektrisanje, oĉekuje se 

da će za sebe vezivati kako na spoljašnjoj površini, tako i unutar same 

nanoĉestice, pozitivno naelektrisan DOX u obliku hidrohlorida, kao i da će za 

sebe vezivati pozitivne jone gvoţĊa i na taj naĉin posluţiti kao njihov nosaĉ u 

nanokompozitima FNP/DOX i FNP/Fe
2+

, ĉime će se efikasnije u ćelije unositi 

DOX i gvoţĊe. 

 

 S obzirom da FNP poseduje antioksidativna svojstva, kao i da su zdrave ćelije 

otpornije na oksidativni stres izazvan DOX-om u odnosu na maligne, oĉekuje se 
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da kardiotoksiĉnost i hepatotoksiĉnost, nakon primene nanokompozita 

FNP/DOX i FNP/Fe
2+

, budu niţe u odnosu na konvencionalni DOX. 
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3. MATERIJAL I METODE 
 

3.1 Sinteza nanokompozita FNP/DOX 

 

Fulerenolske nanoĉestice su formirane u dvostepenoj sintezi polazeći od fulerena C60 

(ĉistoće 99,8%, MER) koji je bromovan u prisustvu katalizatora FeBr3 u cilju dobijanja 

simetriĉnog polibromnog derivata C60Br24 (Djordjević i sar., 1998). U narednom 

koraku, atomi broma iz C60Br24 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, smeša je inkubirana u mraku 

narednih 48 h na 22 °C. Za pripremanje svih rastvora korišćena je dejonizovana voda 

provodljivosti 17,8 MΩ/cm. 

3.2 Sinteza nanokompozita FNP/Fe2+ 

 

FNP, koji je pripremljen prema protokolu iz prethodnog poglavlja, upotrebljen je za 

sintezu nanokompozita FNP/Fe
2+

. U 50 μl 1,77mM rastvora FNP dodato je 200 μl 

dejonizovane vode (pH=6) i sonicirano 5 minuta na 22ºC.  Potom je, u novonastali 

vodeni rastvor FNP-a, dodato 15 μl 10 μM Fe
2+

. Sobzirom da je fulerenol 

fotosenzitivan, smeša FNP i Fe
2+ 

je ostavljena da stoji u mraku 48 h na 22 °C. Finalna 

koncentracija FNP-a rastvoru je bila 334 µM, dok je finalna koncentracija Fe
2+ 

bila 

0,566 μM. 

3.3 Metode za fizičko-hemijsku i nanokarakterizaciju nanokompozita 

FNP/DOX i FNP/Fe2+ 

 

Nanokarakterizacija ĉestica obuhvata razliĉite fiziĉko-hemijske metode koje daju sliku 

o kvalitetu sintetisanog materijala. Tom prilikom se stiĉe uvid u veliĉinu i 

http://search.conduit.com/Results.aspx?q=methyl%20p%20hidroksi%20benzoat&hl=en&SearchSource=3&SelfSearch=1&SearchType=SearchWeb&ctid=CT3072253&octid=CT3072253
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naelektrisanje nanoĉestica, njihovu stabilnost, morfologiju i raspodelu pri razliĉitim 

uslovima u rastvorima. 

3.3.1 Merenje veličine i naelektrisanja nanočestica 

 

Metoda dinamiĉkog rasejanja svetlosti (DLS, eng. dynamic light scattering) 

omogućava odreĊivanje raspodele veliĉina nanoĉestica u rastvorima, pri niskim 

koncentracijama i malim zapreminama uzorka. Primenom ove tehnike se ispituju 

stabilnost, procesi agregacije, kao i formiranja kompleksa biomolekula. 

 

Hidrodinamiĉki srednji preĉnik FNP, nanokompozita FNP/DOX i nanokompozita  

FNP/Fe
2+

 je meren u demineralizovanoj vodi kao i u fiziološkom rastvoru metodom 

DLS (Nano-ZetaSizer, Malvern,UK) u zeta kivetama DTS 1600. Sva DLS merenja su 

izvršena na talasnoj duţini od 633 nm pri temperaturi od 22°C sa uglom detekcije od 

173°. Na istom ureĊaju i pod istim uslovima je meren i δ-potencijal (naelektrisanje) 

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

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

 

Merenje AFM-om omogućava dobijanje topografije površine uzorka. Vrh konzole ima 

radijus manji od 10 nm i „lupka” po ispitivanoj površini uzorka pri ĉemu se na grafiku 

iscrtava morfologija uzorka. Kao površina na kojoj se uzorak nalazi koristi se visoko 

orjentisani pirolitiĉki grafit (HOPG, eng. highly oriented pytolytic graphite) uz kontoler 

sa više modusa (eng. multimode quadrex SPM with a nanoscope IIIa controller,Veeco 

Instruments, Inc.). 

Površinska topografija FNP i nanokompozita FNP/DOX u vodenom rastvoru je 

analizirana korišćenjem AFM. Morfologija nanoĉestica kao i fazne slike su dobijene 

istovremeno uz pomoć standardnog „lupkajućeg”AFM moda korišćenjem komercijalne 

SNC (eng. solid nitride cone) AFM probe (NanoScience-Team Nanotec GmbH), sa 

preĉnikom vrha manjim od 10 nm. Sva merenja su vršena 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 pomoću visoko voltaţnog snopa elektrona. Taj snop se 

emituje sa katode, ubrzava ga anoda dok se njegovo fokusiranje postiţe 

elektrostatiĉkim poljem. Snop elektrona prolazi kroz preparat. Kako je talasna duţina 

elektrona znatno manja od talasne duţine fotona vidljive svetlosti, moć razluĉivanja 

kod TEM je daleko veća nego kod svetlosnog mikroskopa što nanoĉestice ĉini 

„vidljivijim”. 

 

Vodeni rastvori FNP i nanokompozita FNP/DOX su naneti na bakarnu mreţicu od 3.05 

mm meša, osušeni na sobnoj temperaturi i mereni korišćenjem TEM (TEM-JEOL JEM 

1400 sa ubrzavajućom voltaţom 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) 

 

Veliĉina, oblik i disperznost FNP-a i nanokompozita FNP/Fe
2+ 

su merene korišćenjem 

TEM-a (Talos F200X FEI, USA, operated at 200 kV). EDS sistem dodat TEM-u koji 

operiše u STEM modu je upotrebljen za hemijsku analizu uzoraka. Uzorci za TEM su 

pripremljeni po standardnoj proceduri prema kojoj su nanoĉestice prvo dispergovane u 

etanolu, a potom je kapljica rastvora smeštena na bakarnu mreţicu obloţenu 

ugljenikom i ostavljena da se osuši na vazduhu. Sva merenja su ponovljena tri puta na 

tri uzorka. 

3.4 Metode za ispitivanje biološke aktivnosti nanokompozita FNP/DOX 

in vitro 
 

Metodologija ukljuĉena u ovaj segment eksperimentalnog rada je omogućila ispitivanje 

citotoksiĉnog potencijala nanokompozita FNP/DOX na dve maligne (MCF-7 i MDA-

MB-231) i jednoj zdravoj ćelijskoj liniji (HL-1) kao i da ukaţe na mogući mehanizam 

delovanja nanokompozita. 
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3.4.1 Gajenje malignih ćelijskih linija 

 

MCF-7 (ATCC, HTB22) (ćelije luminalnog epitela tumora dojke pozitivne na estrogeni 

receptor) i MDA-MB-231 (ATCC, HTB-26) (ćelije luminalnog epitela tumora dojke 

negativne na estrogeni receptor) ćelije su gajene u DMEM medijumu (eng. Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium) (PAA) sa 4,5% glukoze, koji je suplementiran sa 10% 

goveĊeg seruma (FCS, eng. fetal calf serum) (PAA) i antibioticima: 100 IU/cm
3 

penicilina i 100 g/cm
3 

streptomicina (ICN Galenika). Pasaţiranje ćelija je vršeno po 

dostizanju konfluentnosti od 90%. S obzirom da ćelije adheriraju za podlogu, u cilju 

njihovog odlepljivanja i dobijanja suspenzije ćelija za dalju analizu, korišćen je 0,25% 

tripsin u 0,02% rastvoru EDTA (Sigma-Aldrich). Obe ćelijske linije su zasejavane u 

flaskove (Costar, 25 cm
2
) i gajene u inkubatoru na 37 

o
C sa 100% vlage i 5% CO2. 

3.4.2 Tretman malignih ćelija 

 

MCF-7 i MDA-MB-231 ćelije su zasejavane u gustini od 4x10
4
/cm

2
. Ćelije su tretirane 

sledećim supstancama: DOX, FNP i FNP/DOX u trajanju od 2, 4, 24 i 48 h. 

Koncentracije DOX i FNP/DOX (raĉunato na DOX) su bile 0,1 µM i 0,01 µM, dok je 

sam FNP aplikovan u koncentracijama od 0,111 mM i 0,0111 mM. Nakon tretmana 

ćelije su tripsinizovane, oprane dva puta hladnim rastvorom PBS i resuspendovane u 

PBS do koncentracije 1x10
6
 ćelija/ml. Ćelije su dalje korišćene u testovima unosa 

nanoĉestica u ćelije i u analizi ćelijskog ciklusa. 

3.4.3 Gajenje Hl-1 ćelija 

 

HL-1 je kontinuirana mišja ćelijska linija kardiomiocita koji se kontrahuju i zadrţavaju 

fenotipske karakteristike adultnih kardiomiocita (Claycomb 1998). Ćelije su gajene u 

Petri šoljama za primarnu kulturu preĉnika 60 mm, u specijalnom medijumu 

(Claycomb Medium, Sigma-Aldrich) koji je suplementiran sa 10% goveĊeg 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 g/ml 

streptomicina (Gibco, Life Technologies). Pasaţiranje ćelija je vršeno po dostizanju 

konfluentnosti od 90%. S obzirom da ćelije adheriraju za podlogu, u cilju dobijanja 
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suspenzije ćelija za dalju manipulaciju, tretirane su 0,25% tripsinom u 0,02% rastvoru 

EDTA (Sigma-Aldrich). Ćelije su gajene u inkubatoru na 37
o
C sa 100% vlage i 5% 

CO2. 

3.4.4 Tretman Hl-1 ćelija i testiranje njihove vijabilnosti 

 

HL-1 ćelije su saĊene u ploĉe sa 96 bunarića (BD Falcon Transparent), u gustini od 2 x 

10
4
 ćelija po bunariću u ĉetvoroplikatu i ostavljene 24 h da adheriraju za podlogu. 

Sutradan, ćelije su tretirane DOX i FNP/DOX u koncentracijama: 0, 0,5, 1, 1,875, 2,5, 

3,75, 5, 7,5 i 10 µM i FNP u koncentraciji od 0,111 mM u trajanju od 24 h. Vijabilnost 

HL-1 ćelija je utvrĊena korišćenjem 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 ćelije 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 μl dimetil sulfoksida koji 

rastvara kristale formazana nastale enzimatskom aktivnošću mitohondrija 

(mitohondrijalne reduktaze redukuju ţutu tetrazolijumsku so u ljubiĉasti formazan). 

Absorbancija je merena na talasnoj duţini od 550 nm, na spektrofotometru Infinite® 

200 PRO (Life Sciences, TECAN). Absorbancija je direktno srazmerna koliĉini MTT 

boje redukovane u formazan i broju preţivelih ćelija. OdreĊivanje IC50 vrednosti 

(inhibitorna koncentracija za 50% ćelija) je izvršeno putem slobodno dostupnog 

programa na internetu IC50 toolkit (ic50.tk). 

3.4.5 Analiza unosa DOX-a i FNP/DOX-a u ćelije protočnom 
citometrijom 

 

MCF-7 i MDA-MB-231 ćelije su tretirane 0,1 µM DOX-om i 0,1 µM FNP/DOX-om (u 

nanokompozitu koncentracija je izraţena preko koncentracije DOX-a). MCF-7 ćelije su 

dodatno izloţene 0,01 µM DOX s obzirom da nije bilo moguće izmeriti signal na 

protoĉnom citometru kada su ćelije tretirane sa 0,1 µM FNP/DOX usled visoke 

citotoksiĉnosti posle 24h tretmana. Nakon tretmana od 2 h, 4 h, 24 h i 48 h ćelije su 

tripsinizovane, oprane dva puta u hladnom PBS-u i resuspendovane u 250 µl PBS-a pre 

merenja. Protoĉnim 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 duţini od 488 nm, 

dok je emisioni signal sniman izmeĊu 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 ćeliija, a rezultati su predstavljeni kao 

srednja vrednost fluorescencije u arbitrarnim jedinicama (a.j.). Eksperimenti su 

ponovljeni tri puta. 

3.4.6 Analiza ćelijskog ciklusa protočnom citometrijom 

 

Kontrolne ćelije i ćelije 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 ćelije 

centrifugirane i inkubirane sa 500 µl RNaze A (100 jedinica/ml, Sigma-Aldrich) i 500 

µl propidijum jodida (400 µg/ml, Sigma-Aldrich) 30 minuta na 37 C. Ćelijski ciklus je 

analiziran na protoĉnom citometru (FACSCalibur E440, Becton Dickinson) programom 

CellQuest software. Eksperimenti su ponovljeni tri puta. 

3.5 Životinje, eksperimentalni dizajn i izolovanje organa 

 

Odrasli zdravi muţjaci pacova soja Wistar su gajeni u kontrolisanim uslovima 

(temperatura 22±1°C, relativna vlaţnost vazduha 70±10% u dnevno noćnom reţimu 

12/12 h sa slobodno dostupnom hranom i vodom). Svi eksperimenti su odobreni od 

strane Ministarstva poljoprivrede i zaštite ţivotne sredine Republike Srbije, uprava za 

veterinu, broj: 323-07-03640/2015-05 i u saglasnosti sa odredbama Zakona o dobrobiti 

ţivotinja (Sluţbeni glasnik RS, broj 41/09). 

 

Paralelno su uraĊena dva eksperimenta. Prvi eksperiment se odnosi na ispitivanje 

efekata nanokompozita FNP/DOX, gde su ţivotinje nasumiĉno podeljene u šest grupa 

sa po šest jedinki (Tabela 1). Sve ţivotinje su tretirane jednokratno intraperitonealno 

(i.p.) i u zavisnosti od grupe su primile fiziološki rastvor (0,9% NaCl) ili vodeni rastvor 

FNP-a, DOX-a, FNP/DOX-a. 
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Tabela 1. Tretman životinja 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Drugi eksperiment se odnosi na ispitivanje efekata nanokopozita FNP/Fe
2+

, gde su 

ţivotinje nasumiĉno podeljene u pet grupa sa po šest ţivotinja (Tabela 2.). Sve ţivotinje 

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

vodeni rastvor FNP, DOX, FNP/Fe
2+

, FNP/Fe
2+

 1h pre DOX-a ili fiziološki rastvor 

(0,9% NaCl). S obzirom da su eksperimenti raĊeni paralelno, da se ne bi ţrtvovalo više 

pacova nego što je neophodno za statistiĉku obradu podataka, u drugom eksperimentu, 

tokom analize rezultata, su upotrebljene iste ţivotinje iz prve tri grupe prvog 

eksperimenta: Kontrolna grupa 0,9% NaCl, FNP 0,125 mg/kg grupa i DOX 4 mg/kg 

grupa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupa Wistar 

pacova 

Tretman 

I grupa Kontrolna grupa 0,9% NaCl 

II grupa FNP 0,125 mg/kg 

III grupa DOX 4 mg/kg 

IV grupa FNP/DOX 4 mg/kg* 

V grupa DOX 2 mg/kg 

VI grupa FNP/DOX 2 mg/kg* 
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Tabela 2. Tretman životinja 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Koncentracija nanokompozita FNP/Fe
2+

 je izraţena prema koncentraciji FNP-a. 

 

Nakon akutnog tretmana u trajanju od 24 h, ţivotinje su ţrtvovane uretanskom 

anestezijom (Arola i sar., 2000). Srca i jetre su odmah odstranjeni i delovi tkiva srca 

veliĉine oko 5 mm
3
 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 noći 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 rastuće 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, C16H26O3) (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, C6H5CH2N(CH3)2) (Agar Scientific Ltd R1062b, 

Stansted, Essex, England). Ukalupljena tkiva su seĉena na ultramikrotomu (LKB 

Ultratom 8800) na ultratanke preseke debljine 70 nm. Ultratanki preseci su 

kontrastirani rastvorima soli teških metala, uranil acetatom i olovo-citratom (Alkaloid-

Grupa Wistar 

pacova 

Tretman 

I grupa Kontrolna  grupa  0,9% NaCl 

II  grupa FNP 0,125 mg/kg 

III  grupa DOX 4 mg/kg 

IV  grupa FNP/Fe
2+

 0,06 mg/kg* 

V  grupa FNP/Fe
2+

 0,06 mg/kg + DOX 4 mg/kg * 
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Skopje, FYRM) i analizirani elektronskim mikroskopom (FEI Morgagni 268D 

transmission electron microscope, Eindhoven, the Netherlands ili Philips CM12/FEI, 

the Netherlands) opremljenim digitalnom kamerom MegaViewIII Soft Imaging System 

(Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Münster, Germany). 

3.7 Ekstrakcija RNK i reverzna transkripcija 

 

Ukupna ćelijska RNK je izolovana kitom GenElute Mammalian Total RNA Miniprep 

Kit (Sigma-Aldrich) prema instrukciji proizvoĊaĉa. Tkivu srca i jetre kome je 

odstranjen RNAlater, homeginozavo je ruĉnim homogenizerom i lizirano uz pomoć 

250 µl rastvora za liziranje u kome je dodat 2-merkaptoetanol (10 µl 2-merkaptoetanola 

na 1 ml rastvora za liziranje). Lizat, u kome se nalazi RNK osloboćena iz tkiva, je 

prenet u filtracionu kolonu i centrifugiran 2 min na 16 000 g. Filtratu je dodato 250 µl 

70% etanola nakon ĉega je prenet na vezujuću 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 µl rastvora 1 za ispiranje i centrifugirana 15 s na 16 000 g a potom sa 500 µl 

rastvora 2 za ispiranje i centrifugirana 15 s na 16 000 g. Da bi se uklonio višak etanola 

postupak ispiranja sa 500 µl rastvora 2 za ispiranje je ponovljen i kolona centrifugirana 

2 min na 16 000 g. Elucija RNK sa kolone je izvršena uz pomoć 50 µl elucionog 

rastvora i centrifugiranja od 1 min na 16 000 g. Preĉišćena RNK je stavljena na led do 

poĉetka merenja koncentracije. Koncentracija RNK je odreĊivana merenjem A260 na 

spektrofotometru (BioSpec-nano spectrophotometer, Shimadzu Corporation). Nakon 

izolacije RNK iz razliĉitih uzoraka, cDNK je sintetisana u reakciji reverzne 

transkripcije (RT) korišćenjem jednakih koliĉina RNK (1 μg) kao matrice i pomoću 

kita RETROscript Reverse Transcription Kit (Ambion, Life Technologies) prema 

instrukciji proizvoĊaĉa. Totalna RNK u koliĉini od 1 μg je pomešana sa 2 µl 

nasumiĉnih dekamera pri ĉemu je reakciona smeša dopunjena vodom do 12 µl. 

Reakciona smeša je kratko oborena i inkubirana u vodenom kupatilu na 72 °C 3 min. 

Nakon inkubacije u reakcionu smešu su dodati: 2 µl 10X koncentrovanog pufera za RT, 

4 µl smeše deoksinukleotidtrifosfa, 0,5 µl inhibitora rnaze, 0,5 µl reverzne transkriptaze 

i 1 µl vode. Finalni volumen RT reakcije je iznosio 20 μl. Reakcija se odigravala 

inicijalno na 42 °C 2 h, a zatim 10 min na 92 °C. Sintetisana cDNK je dalje korišćena 

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

 

qRT-PCR je korišćen 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). qRT-PCR reakcione smeše zapremine 20 μl su sadrţavale 

komercijalnu smešu reagenasa (SYBR Select Master Mix, Applied Biosystems), 5` i 3` 

prajmere (Invitrogen) i cDNK matricu. Finalna koncentracija prajmera je bila 300 nM. 

Sekvence prajmera su date u Tabeli 3. GAPDH (eng. glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase, „ĉuvar” genoma) je sluţio kao endogena kontrola. Za qRT-PCR su 

korišćene ploĉe sa 96 bunarića (MicroAmp optical 96-well research Plate, Applied 

Biosystems) i 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). 

Temperaturni i vremenski profil reakcije za qRT-PCR je bio: inicijalni korak na 50 °C, 

2 min, drugi korak na 95°C,10 min, treći korak od 40 ciklusa od 15 s na 95°C, i 1 min 

na 60 °C. Rezultati qRT-PCR su obraĊeni komparativnom CT metodom (Livak i 

Schmittgen 2001) 

 

Tabela 3. Lista prajmera za umnožavanje regiona cDNK ispitivanih gena 

metodom qRT-PCR-a. F, forward, 5’prajmer R, reverse, 3’prajmer 

Gen, 

Pristupni broj* 

Sekvence prajmera Izvor 

GAPDH  

NM_017008.4 

F: 5’-TGCCAAGTATGATGACATCAAGAAG-

3′ 

R: 5’-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3′ 

 

Primer Express v3.0 

Software 

CAT 

NM_012520.2 

F: 5′-ACAACTCCCAGAAGCCTAAGAATG-3′ 

R: 5′- GCTTTTCCCTTGGCAGCTATG-3′ 

(Chen i sar., 2006) 

Mn-SOD 

NM_017051.2 

F: 5′- ATTAACGCGCAGATCATGCAG-3′ 

R: 5′- TTTCAGATAGTCAGGTCTGACGTT-3′ 

(Sugino i sar., 1998) 

BAX 

NM_017059.2 

F: 5’-ACACCTGAGCTGACCTTG-3’ 

R: 5’-AGCCCATGATGGTTCTGATC-3’ 

(Parveen i sar., 2014) 

 

Bcl-2 

NM_016993.1 

F: 5’-GGGATGCCTTTGTGGAACTATATG-3’ 

R: 5’-CAGCCAGGAGAAATCAAACAGA-3’ 

Primer Express v3.0 

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 Statistička obrada podataka  
 

Nakon analize unosa DOX i FNP/DOX u ćelije, analize ćelijskog ciklusa, MTT testa i 

analize genske ekspresije, uraĊena je statistiĉka 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 ćelije rezultati su predstavljeni 

kao srednja vrednost fluorescencije u arbitrarnim jedinicama. Kod analize ćelijskog 

ciklusa rezultati su prikazani kao procenat ukupnog broja ćelija u odreĊenoj fazi 

ćelijskog ciklusa. Kod analiza genske ekspresije rezultati su prikazani kao srednja 

vrednost ± standardna greška (SEM). Student-ov t-test je korišćen za poreĊenje 

podataka. Razlike su smatrane statistiĉki znaĉajnim kada je p < 0.05. 
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4. REZULTATI 
 

Rezultati istraţivanja u okviru ove doktorske teze su prikazani u dve celine: 1) prva 

obuhvata fiziĉko-hemijsku karakterizaciju i biološke efekte nanokompozita FNP/DOX, 

2) dok druga celina daje pregled fiziĉko-hemijske karakterizacije nanokompozita 

FNP/Fe
2+

 i njegovog biološkog uticaja u predtretmanu sa DOX-om. 

4.1 FNP/DOX nanokompozit 
 

Segment vezan za istraţivanja na nanokompozitu FNP/DOX obuhvata tri podceline: 1) 

nanokarakterizaciju nanoĉestica, 2) analizu unosa u ćelije i uticaja na ćelijski ciklus 

nanokompozita FNP/DOX i analizu njegovog citotoksiĉnog potencijala, 3) analizu 

kardiotoksiĉnosti i hepatotoksiĉnosti nanokompozita FNP/DOX kod pacova praćenjem 

ekspresije odabranih gena ukljuĉenih u apoptozu i 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 veliĉine FNP nanoĉestica po broju u vodenom 

rastvoru. Preĉnik nanoĉestica varira u opsegu od 17 - 42 nm pri ĉemu najveći broj 

nanoĉestica (35%) ima dijametar od 24 nm. Na istom dijagramu je prikazana 

distribucija veliĉine nanokompozita FNP/DOX u opsegu od 25 - 67 nm, pri ĉemu su 

nanoĉestice od 38 nm najprisutnije (31%). Podaci su dobijeni metodom baziranoj na 

dinamiĉkom rasejanju svetlosti. 
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Slika 8. Distribucija veličine čestica 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 (Jović i sar., 2016) 

 

Fiziološki rastvor nije znaĉajnije uticao na distribuciju veliĉine nanoĉestica  FNP/DOX 

(Slika 9). Distribucija veliĉine ĉestica FNP je bila u opsegu od 20 -58 nm, sa 

najdominantnijim ĉesticama preĉnika 32,6 nm (33%). Sliĉno, veliĉina ĉestica 

FNP/DOX se kretala od 18,7 - 105 nm, sa najdominantnijim ĉesticama preĉnika 24,3 

nm (18%) (Slika 9). 

 

 
Slika 9. Distribucija veličine čestica FNP-a (zelena linija) i nanokompozit-a 

FNP/DOX (crvena linija) po broju u fiziološkom 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) što 



45 

 

ukazuje na postojanje elektrostatiĉke interakciju izmeĊu pozitivno naelektrisanih 

molekula DOX-a i polianjonskih molekula fulerenola. 

 

 
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 
(Jović i sar., 2016) 

 

Fiziološki rastvor nije znaĉajnije uticao ni na promenu δ-potencijala FNP/DOX (Slika 

11); srednje naelektrisanje FNP je -19 mV, dok srednje naelektrisanje FNP dekorisanog 

sa DOX iznosi -9 mV. 

 

 
Slika 11. Zeta-potencijal FNP (zelena linija) i nanokompozit FNP/DOX (crvena 

linija) u fiziološkom rastvoru nakon 48 h inkubacije u mraku na 22 °C (Petrovic i 

sar., 2018) 

 



46 

 

Stabilnost ĉestica nanokompozita je praćena merenjem njihovog dijametra u duţem 

vremenskom periodu nakon sinteze. Nakon 48 h preĉnik nanoĉestica FNP/DOX je bio 

u opsegu od 18 -105 nm (18% ĉestica ima preĉnik od 24 nm, Slika 12, zelena linija). 

Nakon 72 h nanoĉestice su bile u opsegu od 32 nm do 122 nm (gde najveći broj ĉestica, 

24% ima preĉnik od 50 nm, Slika 12, plava linija) i nakon 96 h nanoĉestice su bile u 

opsegu od 32 nm do 141 nm (gde najveći broj ĉestica, 21% ima preĉnik od 51 nm, 

Slika 12, crvena linija). Na osnovu dobijenih rezultata se moţe zakljuĉiti da tokom 

vremena distribucija veliĉine nanoĉestica raste i potom ostaje stabilna u 

nanometarskom okviru. 

 
Slika 12. Distribucija veličine nanokompozita FNP/DOX po broju u fiziološkom 

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 površinsku topologiju nanonoĉestica FNP i FNP/DOX je omogućen 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 nanoĉestica je evidentno na terasama 

HOPG, pri ĉemu je izabrana jedna reprezentativna ĉestica za detaljniju analizu, 

preĉnika 60 nm (Slika 13B), i visine 1,6 nm (Slika13C). Veće ĉestice u uzorku FNP se 

sastoje od 2-4 ĉestice od po 30nm, dok prisustvo ĉestica većih od 150 nm nije 

detektovano. Distribucija FNP na terasama HOPG-a ukazuje na njihovu polarnost, što 

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 veće ĉestice jasno vidi. Nanoĉestice na prvi pogled, usled 

metodologije merenja imaju izgled kupe. MeĊutim, kada se uporede njihova visina i 

širina koja je oko deset puta veća, zakljuĉuje se da su pljosnatog, diskoidalnog oblika. 
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A)           B)   

 

 

C)  D)  

     

Slika 13. AFM snimci čestica FNP u vodenoj sredini nakon inkubacije 48 h u 

mraku  na 22 °C; A) skala 1000 x 1000 nm
2
; B) skala 350 x 350nm

2
; B) odgovarajući 

popreĉni presek duţ plave linije; C) 3D slika 

 

Na Slikama 14A i 14B uoĉava se prisustvo velikog broja homogeno rasporeĊenih 

nanoĉestica FNP/DOX ĉija je veliĉina u korelaciji sa DLS merenjima. Najprisutnije su 

ĉestice veliĉine izmeĊu 20 i 35 nm, a uoĉljive su i veće ĉestice, veliĉine od 50 - 80 nm. 

Na Slici 14D je prikazan popreĉni presek jedne veće ĉestice širine 85 nm i visine 5,1 

nm. Pored nje, se na Slici 14E vide još dve manje nanoĉestice. Prisustvo nanoĉestica na 

terasama HOPG ukazuje na njihovu polarnost. S obzirom da je širina ĉestica 10-20 puta 

veća od njihove visine, izvodi se zakljuĉak da dekoracija nanoĉestica DOX-om nije 

uticala na promenu njihove morfologije tj. ostale su pljosnate. 
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A)                  B) 

 

     C) 

 

   

D)                          E) 

 

Slika 14. AFM snimci FNP/DOX u vodenoj sredini nakon inkubacije 48 h u mraku 

na 22 °C; A) skala 1800 x 1800nm
2
 B) odgovarajući popreĉni presek

 
C) skala 670 x 

670 nm
2
 D) odgovarajući popreĉni presek duţ 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 ĉestica, primećuje se sferna struktura FNP razliĉitog dijametra, što se 

uklapa u DLS i AFM merenja. Tako se na Slici 15 uoĉavaju ĉestice veliĉine od 2 nm 

saĉinjene od 2-3 molekula fulerenola kao i veći agregati veliĉine izmeĊu 20 i 60 nm. 

 

 

A)   B)  

 

Slika 15. A) TEM mikrografija FNP (fulerenolske nanočestice) B) FNP čestice 

veličine 2 nm (žuta strelica), 20 nm (crvena strelica) i 30-60 nm (plava strelica) 
(Jović 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 uoĉiti nanoĉestice razliĉitih veliĉina, od 2 nm 

do 5nm. Pretpostavka je da se manje ĉestice grupišu u veće aglomerate preĉnika oko 20 

nm koji su uoĉeni prilikom AFM i DLS merenja. Ove ĉestice takoĊe zadrţavaju 

sferiĉnu 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 povećava unos DOX-a u MCF-7 i MDA-
MB-231 ćelije 

 

Da bi se istraţio uticaj FNP na unos DOX-a, MCF-7 i MDA-MB-231 ćelije su tretirane 

sa dve koncentracije DOX i FNP/DOX (0,1 µM i 0,01 µM) u trajanju od 2 h, 4 h, 24 h i 

48 h nakon ĉega je protoĉnom citometrijom meren intenzitet fluorescencije DOX-a. 

Netretirane ćelije su korišćene kao negativna kontrola.  

Slike 17 i 18 prikazuju da je DOX uspešno internalizovan u ćelije u odnosu na 

kontrolne ćelije u svim vremenskim taĉkama. Unos FNP/DOX-a u ćelije je bio 

nekoliko puta veći u obe ćelijske linije u poreĊenju sa slobodnim DOX-om, u svim 

vremenskim taĉkama. Prema srednjem intenzitetu fluorescencije, unos oba jedinjenja je 

bio bolji kod MCF-7 ćelija u odnosu na MDA-MB-231 u svakoj vremenskoj taĉki, a 

posebno tokom tretmana u trajanju od 2 h i 4 h. MeĊutim, odnos unosa FNP/DOX u 

poreĊenju sa DOX je bio veći kod MDA-MB-231 ćelija u poreĊenju sa MCF-7 

ćelijama (MCF-7 - 2.1 put,  MDA-MB-231 - 3.1 put). Maksimalna fluorescencija DOX 

i FNP/DOX kod MCF-7 je uoĉena nakon 24 h,  dok je kod MDA-MB-231 ćelija ona 

postignuta nakon 48 h. Visoka srednja vrednost fluorescencije DOX-a i FNP/DOX-a 

kod MCF-7 ćelija je u saglasnosti sa njihovom visokom osetljivošću kako na slobodan 
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DOX tako i na DOX koji se unosi putem nanokompozita. S obzirom da nije bilo 

moguće snimiti histogram za FNP/DOX nakon 24 h na definisanim parametrima 

regiona detekcije (FCS 1,00 Lin, FL2 476,1,00 Log), MCF-7 ćelije su tretirane 10 puta 

(jedan log) manjom koncentracijom FNP/DOX (0,01 µM). MeĊutim intenzitet 

fluorescencije u ćelijama je još 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 ćelija. 

 

 
 

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 protoĉnom citometrijom. Rezultati 

predstavljaju preklopljene histograme jednog reprezentativnog eksperimenta (Jović i 

sar., 2016) 
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Slika 18. Unos DOX i FNP/DOX u MCF-7 i MDA-MB-231 nakon 2 h i 4 h.   

Intenzitet fluorescencije DOX-a je meren protoĉnom citometrijom. Rezultati 

predstavljaju preklopljene histograme jednog reprezentativnog eksperimenta (Jović i 

sar., 2016) 

 

4.1.3 Nanokompozit FNP/DOX menja distribuciju MCF-7 i MDA-MB-
231 ćelija po fazama ćelijskog ciklusa 

Protoĉnom citometrijom su analizirane MCF-7 i MDA-MB-231 ćelije u razliĉitim 

fazama ćelijskog ciklusa nakon 24 h i 48 h tretmana sa 0,1 µM DOX-om i 0,1 µM 

FNP/DOX-om. Efekti slobodnog DOX-a i nanokompozita FNP/DOX na distribuciju 

ćelija po fazama ćelijskog ciklusa su analizirani bojenjem DNK propidijum jodidom.  
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Rezultati distribucije ćelija po fazama ćelijskog ciklusa netretiranih MCF-7 ćelija su 

pokazali da se 65,19% ćelija nalazi u G0G1 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% ćelija se nalazilo u G0G1 fazi 

17,27 u S fazi, 11.69% u G2M i 1,97% u subG1 fazi (Tabela 4).  

Tabela 4. Distribucija kontrolnih MCF-7 ćelija po fazama ćelijskog ciklusa (%)  

Kontrola 

                Duţina tretmana (h)                           Faze ćelijskog ciklusa 

 G0G1 S G2M subG1 

24 65,19 17,29 15,39 2,93 

48 69,93 17,27 11,69 1,97 

 

Rezultati analize distribucije MCF-7 ćelija po fazama ćelijskog ciklusa nakon tretmana 

DOX-om u trajanju od 24 h su bili sledeći: 18,78% se nalazi u G0/G1, 6,83% u S fazi, 

73,26% u G2/M i 1,705% u subG1 fazi ćeliskog ciklusa (Slika 19). Nakon 48 h 

tretmana DOX-om, 63,25% ćelija se nalazi u G0/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 ćelija po fazama ćelijskog ciklusa nakon tretmana 

FNP/DOX-om u trajanju od 24 h su bili sledeći: 53,32% ćelija se nalazi u G0/G1, 

24,96% u S fazi, 15.03% u G2M fazi i 7,7% u subG1 fazi ćelijskog ciklusa (Slika 19). 

Nakon 48 h tretmana FNP/DOX-om zapaţa se da se 53,67% ćelija nalazi u G0G1 fazi, 

34,84% u S fazi, 8,88% u G2M fazi i 3,35% u subG1 fazi ćelijskog ciklusa (Slika 19).  
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Slika 19. Distribucija MCF-7 ćelija po fazama ćelijskog 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 izraţeni u %. M1, M2, M3 i M4 se odnose na 

G0/G1, S, G2/M i subG1, redom (Jović i sar., 2016) 
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Distribucija netretiranih MDA-MB-231 ćelija po fazama ćelijskog ciklusa je odreĊena 

samo nakon 24 h i bila je sledeća: 53,65% ćelija se nalazi u G0G1, 34,64% u S fazi, 

9,84% u G2M i 1,23% u subG1 fazi ćelijskog ciklusa (Tabela 5).  

 Tabela 5. Distribucija kontrolnih MDA-MB-231 ćelija po fazama ćelijskog ciklusa 

(%)  

Kontrola 

              Duţina tretmana (h)                       Faze ćelijskog ciklusa 

 G0G1 S G2M subG1 

24 53,65 34,64 9,84 1,23 

 

 

Rezultati analize distribucije MDA-MB-231 ćelija po fazama ćelijskog ciklusa nakon 

tretmana DOX-om u trajanju od 24 h su bili sledeći: 50.71% ćelija se nalazi u G0/G1 

fazi, 28,25% u S fazi, 20.05% u G2/M fazi i 1,36% u subG1 fazi ćeliskog ciklusa (Slika 

20). Nakon 48 h tretmana DOX-om, 60,15% ćelija se nalazi u G0/G1 fazi, 26,2% se 

nalazi u S fazi, 11,43% u G2M fazi i 1,16% u subG1 fazi ćelijskog ciklusa (Slika 20). 

 

Rezultati analize distribucije MDA-MB-231 ćelija po fazama ćelijskog ciklusa nakon 

tretmana FNP/DOX-om u trajanju od 24 h su bili sledeći: 55,84% ćelija se nalazi u 

G0/G1 fazi, 32,1% u S fazi, 8,58% u G2M fazi i 4,95% u subG1 fazi ćelijskog ciklusa 

(Slika 20). Nakon 48 h tretmana FNP/DOX zapaţa se da se 59,3% ćelija nalazi u G0G1 

fazi, 28,02% u S fazi, 11.8% u G2M fazi i 0,13% u subG1 fazi ćelijskog ciklusa (Slika 

20).  
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Slika 20. Distribucija MDA-MB-231 ćelija po fazama ćelijskog 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 izraţeni u %. M1, M2, M3 i 

M4 se odnosena G0/G1, S, G2/M i subG1, redom (Jović i sar., 2016). 

4.1.4 Nanokompozit FNP/DOX pokazuje smanjenu citotoksičnost u 
odnosu na DOX na kardiomiocitima miša HL-1 

 

Uticaj nanokompozita FNP/DOX na inhibiciju proliferacije HL-1 ćelija ispitivan je 

MTT metodom. Ćelije su izlagane DOX i FNP/DOX u nekoliko razliĉitih 

koncentracija: 0,5, 1, 1,875, 2,5, 3,75, 5, 7,5 i 10 µM i FNP u koncentraciji od 0,111 

mM, pri ĉemu je duţina tretmana trajala 24 h. Rezultati su pokazali da DOX i 

FNP/DOX smanjuju vijabilnost ćelija u svim ispitivanim koncentracijama u odnosu na 

kontrolnu grupu. TakoĊe je pokazano da FNP/DOX u svim ispitivanim 
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koncentracijama ima znaĉajnije manji citotoksiĉni efekat u odnosu na DOX (Slika 21). 

Dozno zavisni efekti su korišćeni za raĉunanje koncentracije supstance koja dovodi do 

smanjenja vijabilnosti ćelija za 50% (IC50 vrednost). Rezultati su pokazali da IC50 

vrednost za FNP/DOX iznosi 4,89 µM a za DOX 0,54 µM. Samostalna primena FNP, 

pokazuje odreĊeni citotoksiĉni potencijal u poreĊenju sa kontrolnim uzorkom, ali ipak 

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

 

 

Slika 21. Vijabilnost HL-1 ćelija 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 kliniĉkoj upotrebi već više decenija, i s obzirom da izaziva 

brojne štetene efekte pre svega na srcu i jetri, dalja ispitivanja delovanja DOX-a i 

FNP/DOX-a su raĊena in vivo, na pacovoma soja Wistar, pri ĉemu je praćena 

ultrastruktura tkiva srca i jetre ţivotinja. 

Morfologija srca kontrolne grupe pacova je prikazana na Slici 22. Ćelije srca kontrolne 

grupe pokazuju regularnu morfologiju, sa intaktnim mitohondrijama, regularnu 

distribuciju miofibrila i odsustvo kako intraćelijskog tako i intersticijalnog edema.  
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Slika 22. Elektronske mikrografije tkiva srca kontrolne grupe pacova. Na 

popreĉnom preseku kardiomiocita mogu se uoĉiti regularni aranţmani miofibrila, 

oĉuvana morfologija mitohondrija, odsustvo intraćelijskog i intersticijalnog edema. A) 

3000x; bar=2 μm, B) 3800x; bar=5 μm; C), E) i F) 5000x; bar=2 μm, D) 10000x, bar=2 

μm) (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). Primećen je progresivan intraćelijski edem. Miofibrili, 
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mada regularne strukture i aranţmana, su bili razdvojeni širokim prostorom koji je 

formiran usled prisustva intraćelijskog edema. Sarkolema je bila fokalno oštećena i 

odvojena od miofibrila. Kardiomiociti su bili vakuolizovani, pri ĉemu je vakuolizacija 

većinom poticala od cisterni sarkoplazmatiĉnog retikuluma, kako paralelnih tako i 

terminalnih. U podruĉijima gde su kardiomiociti u boĉnom kontaktu primećene su 

proširene T-tubule, asocirane sa sarkoplazmatiĉnim retikulumom. Struktura 

mitohondrija je bila poremećena usled dezintegracije kristi. Primećeno je fokalno 

cepanje miofibrila kao i prekinut kontinuitet interkalatnih diskova. MeĊutim, nije 

uoĉeno prisustvo intersticijalnog edema, hiperkontrakcija sarkomera, intersticijalne 

hemoragije i ekstravazacija eritrocita. Endotelne ćelije su bile edematozne, sa 

prisutvom fenomena kariolize. 

 

Slika 23. Elektronske mikrografije tkiva srca pacova tretiranih sa 0,125 mg/kg 

FNP-a. Intraćelijski 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 μm, B) i 

C) 3800x; bar=5 μm, D) 5000x; bar=5 μm) (Seke i sar., 2016) 
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Kod grupa pacova tretiranih sa 4 mg/kg DOX-a primećen je intenzivan intersticijalni 

edem. Hiperkontrakcija sarkomera se ogledala u disociranim kontrakcijama sa snaţnim 

cepanjem interkalatnih diskova. Uoĉava se intraćelijski 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 proširenim 

kristama. TakoĊe su bile prisutne mitohondrije sa elektron-gustim matriksom i 

mijelinskim figurama. Pored toga, primećeno je i prisustvo pojedinih mitohondrija 

iregularnog oblika kao i megamitohondrije nastale usled fuzije nekoliko mitohondrija. 

Fokalno je ustanovljeno i prisustvo oštećenja na sarkolemi koja su omogućila pasivnu 

migraciju eritrocita u kardiomiocite vodeći ka fenomenu sliĉnom emperipolezi. Dalje je 

uoĉena apoptoza endotelijalnih ćelija i intersticijalnih fibroblasta zajedno sa 

ekstravazacijom eritrocita i intersticijalnom hemoragijom. Ostaci endotelijalnih ćelija i 

fibroblasta u apoptozi su viĊeni u intersticijalnom tkivu ukazujući na povećan 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 i bubrenje ćelijske membrane (B; crne zvezdice); ekstravazacija 

intersticijalnih eritrocita i hemoragija (B); eritrociti unutar kardiomiocita - fenomen 

sliĉan emperipolezi (B); apoptoza endotelijalnih ćelija i intersticijalnih fibroblasta (B, C 

i D; bele zvezdice); ostaci intersticijalnih ćelija - prepoznatljive po prisustvu kolagenih 

vlakana (C) okruţene membranama definisanih ćelija, relativno oĉuvani krvni sudovi, 

mitohondrije sa neregularnim cirkularnim kristama, proširenim kristama ili sa elektron-

gustim matriksom, mijelinske figure (H); fokalno edematozne mitothondrije sa svetlim 

matriksom i proširenim kristama (E i G; crvene glave strelica); mitohondrije sa elektron 

gustim matriksom (A i D; crveni kvadrat); neregularan oblik mitohondrija usled fuzije 

(A i 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 μm, B) 2200 x; bar=20 μm, C) 

3500 x; bar=10 μm, F) (8900 x; bar=2 μm, H) 5600 x; bar=5 μm) (Seke i sar., 2016) 

 

Kod ţivotinje tretiranih sa 4 mg/kg FNP/DOX se uoĉavaju kardiomiociti oĉuvane 

strukture sa regularno pozicioniranim miofibrilima, euhromatskim jedrima i sintetski 

aktivnim jedarcima. Nema znakova intraćelijskog edema. MeĊutim, prisutan je 

intersticijalni edem. Uoĉena vakuolizacija uglavnom potiĉe od edematoznih 

mitohondrija. Fokalno su prisutne grupe mitohondrija sa elektron-gustim matriksom. 

Ono što je specifiĉno primećeno samo u ovoj grupi jeste adhezija i agregacija brojnih 

trombocita na zidovima krvnih sudova. Druge ćelije krvi, kao na primer neutrofili, 

takoĊe su imali tendenciju da adheriraju za endotelijalne ćelije. Apoptoza endotelijalnih 

ćelija i vakuolizacija sugerišu prisustvo onkoze koja je primećena 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 aranţmani miofibrila (A - G); intersticijalni edem (B, 

C i E; crvene glave strelica na E); vakuolizacija kao proizvod edematoznih 

mitohondrija (A - H); vakuolizacija endotelijalnih ćelija (D); adhezija i agregacija 

brojnih trombocita za zid krvnih sudova (F; crvena zvezda); adheriranje neutrofila na 

endotelijalnim ćelijama (H); apoptoza endotelijalnih ćelija (H). A) 2200 x; bar=20 μm, 

B), C) i G) 3500 x; bar=10 μm, D) i E) 7100 x; bar=5 μm, F) 8900 x; bar=2 μm, H) 

4400 x; bar=10 μm. (Seke i sar., 2016) 

 

Kod ţivotinja tretiranih sa 2 mg/kg DOX-a nije bilo znakova intracelularnog edema. 

Mitohondrije su nabubrele sa oštećenim kristama koje su organizovane u mijelinske 

figure. MeĊutim, prisutan je intenzivan intersticijalni edem. Kod endotelijalnih ćelija je 

primećena marginalizacija hromatina kao i apoptoza endotelijalnih ćelija i fibroblasta. 

Interkalatni diskovi su odvojeni, dok prisustvo ekstravazacije eritrocita nije primećeno 

(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 oštećenim i 

dezorganizovanim kristama u formi mijelinskih figura (C – F; crne strelice); intenzivan 

intersticijalni edem (H); marginalizacija hromatina kod endotelijalnih ćelija (F; crvena 
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zvezdica); apoptoza endotelnih i intersticijalnih ćelija (H); oštećeni interkalatni diskovi 

(G; crvena strelica).  A) 1800 x; bar=10 μm, B) 7100 x; bar=5 μm, C), D) i E) 14000 x; 

bar=1 μm, F) 4400 x; bar=1 μm); G) 8900 x; bar=1 μm, H) 3500 x; bar=10 μm) (Seke i 

sar., 2016) 

 

Morfologija tkiva srca ţivotinja tretiranih sa 2 mg/kg FNP/DOX je bila grubo 

poremećena sliĉno kao kod ţivotinja tretiranih sa FNP. Osim intenzivnog intraćelijskog 

edema, kardiomiociti su vakuolizovani kao posledica vakuolizacije sarkoplazmatiĉnog 

retikuluma i mitohondrija. U mitohondrijama su uoĉena dezintegracija kristi. Pored 

toga, endotelijalne i intersticijalne ćelije su edematozne i predstavljaju onkotiĉke 

promene. MeĊutim, nema prisustva intersticijalnog edema kao ni hiperkontrakcije 

sarkomera. TakoĊe, nije primećena intersticijalna hemoragija kao ni ekstravazacija 

eritrocita. U edematoznim endotelijalnim ćelijama su uoĉeni fenomeni kariolize i 

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

 

Slika 27. Elektronske mikrografije tkiva srca pacova tretiranih sa 2 mg/kg 

FNP/DOX-a. Intraćelijski edem (A - D); vakuolizovani kardiomiociti gde 

vakuolizacija većinom potiĉe od sarkoplazmatiĉnog retikuluma (C; crna strelica) i 

mitohondrija; dezintegracija mitohondrijalnih krsti (C; crna glava strelice); edematozne 

i vakuolizovane endotelijalne ćelije (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 μm. (Seke i sar., 2016) 

 

Sve primećene i opisane strukturne modifikacije ćelija, intersticijalne promene i 

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

 

 

Tabela 6. Uporedna analiza morfologije tkiva srca životinja svih eksperimentalnih 

grupa 
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Kontrola        - - - - - - - - - - - 

FNP 

0,125 

mg/kg 

+ + + + - + - + - - - 

DOX 4 

mg/kg 
+ + - + + + + + + + - 

FNP/DO

X  4 

mg/kg 

- + - - - + + + - - + 

DOX 2 

mg/kg 
- - - + + + + + - - - 

FNP/DO

X 2 

mg/kg 

+ + + - - + - + - - - 

 

4.1.6 FNP/DOX i DOX menjaju ultrastrukturne karakteristike tkiva 
jetre 

 

TakoĊe je analizirana ultrastruktura tkiva jetre kod ţivotinja koji se bile tretirane sa 

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

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

intaktnim ćelijskim strukturama.  
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Slika 28. Elektronske mikrografije tkiva jetre kontrolne grupe pacova soja Wistar. 

A) 2650x; bar=5 μm, B) 4400x; bar=5 μm (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 podruĉja sa oštećenim 

hepatocitima isprepletana sa zonama oĉuvanih hepatocita. Zapaţena je i mitoza 

hepatocita. Mijelinske figure, mikrovezikularne masne promene i autofagne vakuole su 

takoĊe primećene u hepatocitima kao i kondenzacija jedra. Prisutne su i mitohondrije sa 

povećanom elektronskom gustinom, neregularne veliĉine i sa ekstremnim varijacijama 

u svojoj veliĉini. Apoptoza endotelnih ćelija praćena je oštećenjem kapilara i 

intersticijalnom hemoragijom kao i apoptozom intersticijalnih ćelija (Itovih u 

Kupferovih). Zapaţen 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. Primećene su sledeće 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); povećana elektronska 

gustina i varijacije u veliĉini mitohondrija (A, B, C, E i F); kondenzacija hromatina sa 

naznakama apoptoze endotelnih ćelija (E; strelica); intersticijalna hemoragija (D; glave 

strelica); emperiopoleza (C; strelica). A), D) i E) 2650x; bar=5 μm, B) and C) 4400x; 

bar=5 μm, F) 7100x; bar=2 μm (Petrovic i sar., 2018)  
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U hepatocitima ţivotinja koje su tretirane DOX-om u dozi od 4 mg/kg (Slika 30) su 

primećene mikrovezikularne masne promene i mijelinske figure. Ultrastrukturna 

analiza je pokazala i apoptozu hepatocita. Mitohondrije, sa elektron-gustim matriksom i 

oštećenim kristama su takoĊe bile uoĉljive. Mitohondrije su bile prisutne i u formi 

megamitohondrija, verovatno usled fuzije regularnih mitohondrija. Pored toga, 

primećen je i fenomen emperiopoleze sa dubokim migracijama eritrocita u citoplazmu 

hepatocita. Zapaţena su i oštećenja kapilara sa apoptozom endotelnih ćelija, praćena 

intersticijalnom hemoragijom.  
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Slika 30.  Elektronske mikrografije tkiva jetre pacova tretiranih sa 4 mg/kg DOX.  

Na slikama se mogu uoĉiti: difuzne mikovezikularne masne promene (H; glave 

strelica); mijelinske figure u hepatocitima (F; strelice); mitohondrije sa elektronski 

gustim matriksom i oštećenim kristama (B i C; bele strelice); mitohondrije neregularne 

veliĉine i megamitohondrije (G; strelice); kondenzacija hromatina sa apoptozom 

hepatocita (A i E; bela strelica); apoptoza endotelnih ćelija sa intersticijalnom 

hemoragijom (D; strelica); difuzna oštećenja kapilara i intersticijalna hemoragija (H); 

emperiopoleza (E; bela zvezdica). A) i H) 5600x; bar=5 μm, B) 11000x; bar=5 μm, C) 

18000x; bar=2 μm, D) 2800x; bar=10 μm, E) 4400x; bar=10 μm, F ) i G) 7100x; bar=5 

μm, H) 5600x; bar=5 μm. (Petrovic i sar., 2018) 

 

U grupi ţivotinja, tretiranoj sa 4 mg/kg nanokompozita FNP/DOX, takoĊe je došlo do 

promena u morfologiji jetre (Slika 31). Naime, uoĉen je intracelularni edem i 

vakuolizacija endotelnih ćelija. Dalje je primećena i vakuolizacija hepatocita sa fokalno 

prisutnim mikrovezikularnim masnim promenama. Pored apoptoze endotelnih ćelija i 

intersticijalne hemoragije, uoĉena je jedinstvena pojava vezana samo za ovu tretiranu 

grupu koja se ogleda u prisustvo depozicija fibrina i krvnih ploĉica. TakoĊe su bili 

prisutni i autofagozomi. Znakovi ciroze nisu uoĉeni. Većina ćelija je bila dobro 

oĉuvana, sa euhromatskim jedrima sa jednim ili dva jedarceta, dok je granulirani 

endoplasmatiĉni 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 ćelija (A; 

crna  zvezdica); apoptoza endotelnih ćelija i intersticijalna hemoragija sa depozicijama 

fibrin i platela (C; strelica); autofagozomi endotelnih ćelija (B; zvezdice). A)- E) 

2650x; bar=5 μm (Petrovic i sar., 2018) 

 

Grupa tretirana sa DOX u dozi 2 mg/kg prikazana je na Slici 32. Poremećene 

membrane, organizovane u formi mijelinskih figura, su bile vidljive kod hepatocita i 

endotelijalnih ćelija. TakoĊe su uoĉene 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, većina hepatocita je bila oĉuvana dok su pojedini bili 

apoptotiĉni ili sa odmaklom nekrozom. Ustanovljene su i difuzne povrede kapilara sa 

prisustvom autofagije, apoptoze i onkoze endotelnih ćelija, kao i 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 ćelija (A i C; crne strelice); kondenzacija hromatina u jedru 

hepatocita (B i C; bele strelice); Kondenzacija hromatina sa apoptozom endotelnih 

ćelija (D, E i G; crne strelice); onkoza endotelnih ćelija sa intersticijalnom 

hemoragijom (A, F i G; bele zvezdice); autofagija endotelnih ćelija (G; crna zvezdica). 

A)– H) 2650x; bar=5 μm) (Petrovic i sar., 2018) 

 

Tkivo jetre, u grupi ţivotinja tretiranih nanokompozitom FNP/DOX u dozi od 2 mg/kg, 

nakon ultrastrukturne analize (Slika 33), pokazalo je prisustvo malog intracelularnog 

edema i vakuolizacije, kao i prisustvo lipidnih kapljica. Oblik ćelija je ostao oĉuvan, 

jedra su zadrţala euhromatinsku strukturu sa jednim ili dva jedarceta, dok je granulirani 

endoplazmatiĉni retikulum bio vidljivo prisutan. Uoĉena je apoptoza pojedinih 

hepatocita kao i edem, vakuolizacija i apoptoza endotelnih ćelija. 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 poĉetak apoptoze (B 

i C; crna strelica); mitoza hepatocita (E; crna strelica); edem, vakuolizacija i apoptoza 

endotelnih ćelija (D i F; bela zvezdica). A), C) i E) 3500x; bar=5 μm); B) 2800x; 

bar=10 μm); D) 2200x; bar=20 μm); F) 1800x; bar=20 μm) (Petrovic i sar., 2018) 
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Sve primećene i opisane strukturne modifikacije ćelija jetre, intersticijalne promene i 

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

 

Tabela 7. Uporedna analiza morfologije tkiva jetre životinja svih eksperimentalnih 

grupa 
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Kontrola - - - - - - - - - - - 

FNP 0,125 

mg/kg 
- - - + + + + + + + - 

DOX 4 

mg/kg 
- - + + + + - + + + - 

FNP/DOX  

4 mg/kg 
+ + - + - - + + + - + 

DOX 2 

mg/kg 
+ + + + + - + + + - - 

FNP/DOX 

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

 

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

 

U cilju provere da li DOX i FNP/DOX menjaju nivo ekspresije enzima ukljuĉenih u 

oksidativni stres, izvršena je kvantifikacija iRNK dva antioksidativna gena, katalaze i 

MnSOD, u tkivu srca kod ţivotinja tretiranih sa dve doze DOX-a i FNP/DOX-a (2 

mg/kg i 4 mg/kg). Rezultati su pokazali da je nivo iRNK za katalazu bio statistiĉki 

znaĉajno povećan nakon tretmana sa obe doze DOX i FNP/DOX u poreĊenju sa 

kontrolnom grupom. TakoĊe je primećeno da je kod ţivotinja tretiranih FNP/DOX-om 

u dozi od 2 mg/kg došlo do smanjenja nivoa iRNK za katalazu u poreĊenju sa istom 

dozom DOX-a, dok je ovakav efekat izostao kod tretmana sa FNP/DOX-om od 4 

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

 

MnSOD je pokazao drugaĉiji obrazac ekspresije. Ţivotinje tretirane sa FNP-om su 

pokazale smanjenje ekspresije iRNK 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 povećanja 

ekspresije MnSOD u odnosu na kontrolnu grupu. TakoĊe se zapaţa da je nivo iRNK za 

MnSOD bio statistiĉki znaĉajno povećan kod ţivotinja tretiranih sa obe doze 

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

 

 

 

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 iRNK za katalazu i 

MnSOD su predstavljeni kao relativne vrednosti u odnosu na kontrolnu grupu koja je 
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uzeta kao 1. Kao endogena kontrola je upotrebljen GAPDH.  Stubići predstavljaju 

srednju vrednost iz dva ponavljanja ± SEM. *p<0.05 u odnosu na kontrolu; # p< 0.05 u 

odnosu na odgovarajuću 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 iRNK za Bax, protein koji promoviše apoptozu i Bcl-2, protein koji 

spreĉava apoptozu. Rezultati su pokazali tendenciju povećanja nivoa iRNK za Bax u 

tkivu srca, meĊutim jedino FNP, DOX i FNP/DOX u manjim dozama od 2 mg/kg 

pokazuju statistiĉko znaĉajno povećanje ekspresije Bax gena. TakoĊe rezultati su 

pokazali da doza od 2 mg/kg FNP/DOX znaĉajno povećava 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 poreĊenju sa istom dozom DOX-a (Slika 35). 

 

Tretamani ţivotinja FNP-om i DOX-om u dozi od 4 mg/kg i FNP/DOX-om u obe doze 

su doveli do povećanja nivoa iRNK za Bcl-2, dok DOX u dozi od 2 mg/kg nije remetio 

ekspresiju iRNK za ovaj gen u odnosu na kontrolnu grupu. TakoĊe, zapaţeno je da 

doza od 2 mg/kg FNP/DOX-a povećava nivo iRNK za Bcl-2 u poreĊenju sa istom 

dozom DOX-a, dok je ovakav efekat izostao kod tretmana FNP/DOX od 4 mg/kg u 

poreĊenju sa istom dozom DOX-a (Slika 35). 
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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 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.  Stubići predstavljaju srednju vrednost iz dva 

ponavljanja ± SEM. *p<0.05 u odnosu na kontrolu; # p< 0.05 u odnosu na 

odgovarajuću dozu DOX-a (Seke i sar., 2016) 

 

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

 

U ovom istraţivanju, praćene 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  znaĉajno povećava 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 poreĊenu sa kontrolnom grupom. Zapaţeno je da 

primena FNP/DOX u dozi od 2 mg/kg znaĉajano smanjuje ekspresiju iRNK za katalazu 

u poreĊenju sa samostalnom primenom DOX-a u istoj dozi, dok je ovakav efekat 

izostao kod tretmana FNP/DOX od 4 mg/kg u poreĊenju 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 povećava ekspresiju iRNK za 

MnSOD u odnosu na kontrolnu grupu. TakoĊe, zapaţa se da tretman FNP/DOX-om u 
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obe doze dovodi do smanja nivoa iRNK za MnSOD u poreĊenju sa odgovarajućom 

samostalnom promenom DOX-a (Slika 36). 

 

 

 

Slika 36. Ekspresije iRNK za katalazu i MnSOD nakon 24 h tretmana FNP-om, 

DOX-om i FNP/DOX-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.  Stubići predstavljaju 

srednju vrednost iz dva ponavljanja ± SEM. *p<0.05 u odnosu na kontrolu; # p< 0.05 u 

odnosu na odgovarajuću 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 povećane 

ekspresije Bax gena.  TakoĊe, primećuje se da FNP/DOX od 2 mg/kg povećava iRNK 

za Bax u odnosu na istu dozu DOX-a (Slika 38). Ekspresija Bcl-2 je bila znaĉajno 

smanjena nakon tretmana sa FNP-om, sa obe doze DOX i nakon primene FNP/DOX-a 

od 2 mg/kg, dok je povećanje primećeno kod nakon primene FNP/DOX od 4 mg/kg u 

odnosu na kontrolnu grupu. FNP/DOX od 2 mg/kg znaĉajno smanjuje ekspresiju Bcl-2 

u odnosu na DOX od 2 mg/kg, dok FNP/DOX u dozi od 4 mg/kg povećava ekspresiju 

ovog gena i odnosu na istu dozu DOX-a (Slika 37). 
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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. Stubići predstavljaju srednju vrednost iz dva 

ponavljanja ± SEM. *p<0.05 u odnosu na kontrolu; # p< 0.05 u odnosu na 

odgovarajuću dozu DOX-a (Petrovic i sar., 2018) 

 

 

4.2 FNP/Fe2+ nanokompozit 
 

4.2.1 Nanokarakterizacija FNP i nanokompozita FNP/Fe2+ 

 

Na Slici 38 je prikazana distribucija veliĉine FNP nanoĉestica po broju u vodenom 

rastvoru. Preĉnik nanoĉestica varira u opsegu od 19 - 70 nm pri ĉemu najveći broj 

nanoĉestica (26%) ima dijametar od 28 nm. Na istom dijagramu je prikazana 

distribucija veliĉine nanokompozita FNP/Fe
2+

 u opsegu od 11 – 60 nm, pri ĉemu su 

nanoĉestice od 21 nm najprisutnije (21,7%). Podaci su dobijeni metodom baziranoj na 

dinamiĉkom rasejanju svetlosti. 
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Slika 38. Distribucija veličine čestica FNP-a (zelena linija) i FNP/Fe
2+

 (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
2+

 iznosi -30.8 mV (Slika 39).  

 

 

Slika 39. Zeta-potencijal FNP-a (zelena linija) i FNP/Fe
2+

 (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
2+

 u vodi, nakon 48 h inkubacije u mraku, na 22 

°C, je prikazana na Slici 40a. Na slici je uoĉljiva nehomogenost uzorka koja se 

reflektuje kako u prisustvu nepravilnih oblika ĉestica tako i u prisustvu razliĉitih 

veliĉina ĉestica izmeĊu 10 nm i 50 nm. Aglomeracija ĉestica veliĉine nekoliko 
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nanometara, kao proizvod daje nejednake veće forme (Slika 40b). TEM analiza uzorka 

FNP otkriva nanoĉestice veliĉine oko 20 nm (Slika 40c). 

 

 

(c) 

 

Slika 40. TEM mikrografija nanokompozita FNP/Fe
2+

, manje uveličanje (a) i veće 

uveličanje (b); FNP, veliko uveličanje (c) (Seke i sar., 2019) 
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TEM-EDS analiza nanokompozita FNP/Fe
2+

 je pokazala povećano prisustvo Fe
2+

 

unutar agregata u poreĊenju sa okolinom implicirajući da je došlo do vezivanja jona 

gvoţĊa za FNP (Slika 41). 

 

a)                                                         b) 

 

Slika 41. TEM-EDS mikrografija agregata nanokompozita FNP/Fe
2+

, (a) spektralna 

analiza, (b) mapiranje elementarnog gvoţĊa (Seke i sar., 2019) 

 

 

4.2.2 FNP/Fe2+ u predtretmanu sa DOX-om menja ultrastrukturne 
karakteristike tkiva srca i jetre 

 

S ciljem da se utvrdi da li predtretman nanokompozita FNP/Fe
2+

 utiĉe i na 

ultrastrukturne promene tkiva srce i jetre pacova, izvršena je analiza tkiva 

transmisionom elektronskom mikroskopijom 24 h nakon tretmana ţivotinja, kada su 

bili primenjeni FNP, DOX, nanokompozit FNP/Fe
2+

 i predtretman FNP/Fe
2+

 1 h pre 

primene DOX-a. 

 

U tkivu srca kontrolne grupe se uoĉavaju intaktne mitohondrije, regularno aranţirani 

miofibrili sa dobro struktuiranim kros-stricijama i odvojenim A i I trakama (Slika 42A).  

Kod pacova tretiranih sa 0,125 mg/kg FNP, primećene su sledeće promene u tkivu srca: 

intracelularni edem izmeĊu miofibrila koji prouzrokuje njihovo razdvajanje; 

kardiomiociti su vakuolirani usled poremećene strukture cisterni endoplazmatiĉnog 

retikuluma, mitohondrije su regularno aranţirane ali sa prisutnim defektima kao što su 

oštećene kriste i prisutne rupture na spoljašnjoj mitihondrijalnoj membrani. Dodatno je 
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primećeno fokalno cepanje miofibrila kao i remećenje strukture interkalatnih diskova. 

Primećeno je i prisustvo edematoznih endotelnih ćelija, u intersticijalnom tkivu, kod 

kojih je prisutan fenomen kariolize (Slika 42B). Morfologija tkiva srca, u grupi 

tretiranoj sa 0,06 mg/kg FNP/Fe
2+

, generalno je oĉuvana. Sporadiĉno su primećeni 

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 moţe uoĉiti apoptoza intersticijalnih fibroblasta i 

endotelijalnih ćelija endomizijuma. U pojedinim fibroblastima je uoĉena autofagija. 

Primećeneo je da je unutrašnja membrana mitohondrijalnih krista oštećena i da su 

prisutne dilatacije sarkoplazmatiĉnog 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 sarkolazmatiĉnog retikuluma, došlo je do intenzivne dilatacije 

sarkoplazme. Uoĉeno je prisustvo megamitohondrija koje nastaju kao posledica fuzija 

mitohondrija regularne veliĉine. Kompromitovan je i integritet sarkoleme. Plazma 

membrana je sa oštećenjima i odvojenim miofibrilima. Prisutna je hiperkontrakcija 

sarkomera kao i oštećene veze interkalatnih diskova. Oštećena sarkolema dopušta 

pasivnu migraciju eritrocita ispod ćelijske membrane kardiomiocita pri ĉemu se javlja 

fenomen sliĉan emperiopolezi. Uoĉena je i ekstravazacija eritrocita sa intersticijalnom 

hemoragijom. Morfologija mikrokrvnih sudova u intersticijalnom tkivu je oĉuvana, 

mada je primećena apoptoza u pojedinim endotelnim ćelijama i intersticijalnim 

fibroblastima. Ultrastrukturna analiza je otkrila sliĉne promene i u tkivu jetre. 

Mitohondrije su iregularne veliĉine sa elekron-gustim matriksom. Prisutna je i apoptoza 

hepatocita. Mijelinske figure i mikrovezikularne masne promene su takoĊe primećene 

(Slika 42E, F). U grupi tretiranoj sa 0.06 mg/kg FNP/Fe
2+

 1 h pre primene DOX-a, 

morfologija kardiomiocita je oĉuvana kao i struktura interkalatnih diskova. U 

pojedinim kardiomiocitima primećena su oštećenja na unutrašnjim mitohondrijalnim 

membranama kao i dilatacije sarkoplazmatiĉnog retikuluma. Uoĉene su i 

marginalizacije hromatina i apoptoza endotelnih ćelija. U ekstracelularnom prostoru je 

vidljiva ekstravazacija eritrocita, dok je na zidovima kapilara ustanovljena adhezija i 

agregacija (Slika 42G, H). 

 



89 

 

 

Slika 42. Elektronske mikrografije tkiva srca pacova tretiranih različitim 

jednokratnim i.p. tretmanima. A) kontrolna grupa, 0,9% NaCl, intaktne 

mitohondrije, regularno aranţirani miofibrili sa dobro strukturiranim kros-striacijama i 
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odvojenim A (A) i I trakama (I); B) 0.125 mg/kg FNP grupa, intracelularni edem 

izmeĊu fibrila koji prouzrokuje odvajanje (zvezda), regularno aranţirane mitohondrije 

sa oštećenim kristama i rupturama na spoljnoj membrani, cepanje miofibrila i 

remećenje strukture interkalatnih diskova, edematozne endotelne ćelije sa fenomenom 

kariolize; C) i D) - 0.06 mg/kg FNP/Fe
2+

 grupa, intersticijalni edem, odvajanje 

sarkoleme od miofibrila, oštećenje interkalatnih diskova (ID), oĉuvano tkivo srca, 

vakuolizacija, apoptoza endotelnih ćelija, Z-linije povećane 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
2+

 

1 h pre 4 mg/kg DOX-ska grupa, oĉuvane ćelijske strukture, intaktne mitohondrije, 

adhezija i agregacija platela za endotelijum (P). A) 3000x; bar=5 µm, B) 3800x; bar=5 

µm, C) 4400x; bar=10 µm, D) 3500x; bar=10 µm, E) 4400x; bar=10 μm, F) 5600x; 

bar=5 μm, G) 5600x; bar=1 µm, H) 14000x; bar=2 µm (Seke i sar., 2019) 

 

4.2.3 FNP/Fe2+ u predtretmanu sa DOX-om menja ultrastrukturne 
karakteristike tkiva jetre 

 

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

kontrolne grupe pokazuju regularnu morfologiju, sa intaktnim ćelijskim strukturama. 

  

Analiza morfologije tkiva jetre kod ţivotinja tretiranih sa 0,125 mg/kg FNP je pokazala 

da je došlo do promena fokalnog karaktera. U hepatocitima su uoĉene mijelinske 

figure, mikrovezikularne masne promene i autofagija vakuola. Kod mitohondrija je 

ustanovljeno da su prisutne u razliĉitim veliĉinama kao i da imaju povećanu 

elektronsku gustinu. Uoĉena je i pojava apoptoze kod intersticijalnih ćelija kao i 

prisustvo intersticijalne hemoragije. Javlja se i fenomen emperiopoleze kod koga se 

eritrociti podvlaĉe pod citoplazmu hepatocita (Slika 43B). Tkivo jetre u grupi tretiranoj 

sa FNP/Fe
2+

 je generalno oĉuvane morfologije. Intracelularni edem je primećen 

sporadiĉno kod hepatocita, dok je u intersticijalnom tkivu, primećena sporadiĉna 

apoptoza endotelijalnih ćelija (Slika 43C, D). U tkivu jetre kod ţivotinja tretiranih sa 

DOX detektovan fenomen sliĉan emperiopolezi sa difuznim oštećenjima kapilara. 

Ustanovljena je apoptoza endotelnih ćelija zajedno sa intersticijalnom hemoragijom 

(Slika 43E, F). U eksperimentalnoj grupi koja je primila FNP/Fe
2+

 1 h pre DOX-a 

utvrĊeno je prisustvo intra i ekstracelularnog edema u jetri. Prisutna su i oštećenja većih 

krvnih sudova koja su praćena ekstravazacijom eritrocita. Apoptoza endotelnih ćelija i 
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glatkih mišićnih ćelija je takoĊe primećena. U ovoj grupi ţivotinja uoĉena je i jedna 

osobenost koja se odnosi na depoziciju fibrila kolagena u intersticijumu (Slika 43G, H). 

Ono što ovde posebno treba istaći, jeste da su sve promene fokalnog karaktera. 
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Slika 43. Elektronske mikrografije tkiva jetre pacova tretiranih različitim 

jednokratnim i.p. tretmanima. A) - kontrolna grupa, 0.9% NaCl, hepatociti sa 

izraţenim jedrima (N), brojne mitohondrije (M), široko prisutan granulirani 
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endoplazmatiĉni retikulum (rER); B) - 0.125 mg/kg FNP grupa, povećana elektronska 

gustina i varijacije u veliĉini mitohondrija (M), intersticijalna hemoragija (H); C) i D) - 

0.06 mg/kg FNP/Fe
2+

 grupa, intracelularni edem, apoptoza endotelnih ćelija; E) i F) - 4 

mg/kg DOX-ska grupa kondenzacija hromatina (N) sa apoptozom hepatocita, 

mitohondrije sa electron-gustim matriksom i oštećene kriste (M); G) i H) - 0.06 mg/kg 

FNP/Fe
2+

 1 h pre 4 mg/kg DOX-a, intra (E) i ekstracelularni edem, oštećeni krvni 

sudovi (EC) zajedno sa ekstravazacijom eritrocita, apoptoza endotelnih  i glatkih 

mišićnih ćelija, depozicije fibrila kolagena u intersticijumu. A) 2650x; bar=5 μm, B) 

4400x; bar=5 μm, C) 8900x; bar=7 µm, i D) i H) 4400x; bar=10 µm, E) 5600x; bar=5 

μm, F) 11000x; bar=5 μm, G) 2800x; bar=10 µm (Seke i sar., 2019) 

 

4.2.4 Predtretman nanokompozitom FNP/Fe2+ ne utiče na promenu 
ekspresije katalaze i MnSOD u tkivu srca kod životinja tretiranih DOX-
om 

 

S ciljem da se utvrdi da li predtretaman FNP/Fe
2+

 utiĉe 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 korišćen 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 povećava nivo 

iRNK za katalazu, dok u ostalim eksperimentalnim grupama nije došlo do znaĉajnijih 

promena u expresiji ovog gena kako u poreĊenju sa kontrolnom grupom, tako i u 

poreĊenju sa DOX-skom grupom (Slika 44). Ekspresija MnSOD u tkiva srca je bila 

znaĉajno smanjena jedino nakon tretmana ţivotinja sa DOX-om od 4 mg/kg, dok ostale 

grupe nisu remetile nivo iRNK za ovaj enzim kako u poreĊenju sa kontrolnom grupom, 

tako i u poreĊenju sa DOX-skom grupom (Slika 44). 
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Slika 44. Ekspresije iRNK za katalazu i MnSOD nakon 24 h tretmana FNP-om, 

DOX-om i FNP/Fe
2+

-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.  Stubići predstavljaju 

srednju vrednost iz dva ponavljanja ± SEM. *p<0.05 u odnosu na kontrolu; # p< 0.05 u 

odnosu na odgovarajuću dozu DOX-a (Seke i sar., 2019). 
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4.2.5 Predtretman FNP/Fe2+ sprečava DOX-om izazvano povećanje 
ekspresije katalaze i MnSOD u jetri pacova 

 

U jetri pacova, DOX i FNP su doveli do povećanja iRNK za katalazu, dok su 

samostalni tretmani od 0,06 mg/kg FNP/Fe
2+

 i pretretman od 0,06 mg/kg FNP/Fe
2+

 1 h 

pre DOX-a, doveli do smanjenja iRNK za katalazu u poreĊenju sa kontrolnom grupom. 

TakoĊe, zapaţa se da je pretretaman od 0,06 mg/kg FNP/Fe
2+ 

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 iRNK za MnSOD u jetri pacova su pokazali oĉekivani 

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
2+

 1 h pre DOX-a, došlo je do znaĉajnog smanjenja 

ekspresije iRNK za ovaj enzim u odnosu na kontrolnu grupu. Sliĉno kao i kod katalaze, 

zapaţa se da je ekspresija iRNK za MnSOD, kod ţivotinja koji su bile pretretirane sa 

0,06 mg/kg FNP/Fe
2+

 1 h pre primene DOX-a, smanjena u poreĊenju sa grupom koja je 

primila samo DOX (Slika 45). 
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Slika 45. Ekspresije iRNK za katalazu i MnSOD nakon 24 h tretmana FNP-om, 

DOX-om i FNP/Fe
2+

-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. Stubići predstavljaju 

srednju vrednost iz dva ponavljanja ± SEM. *p<0.05 u odnosu na kontrolu; # p< 0.05 u 

odnosu na odgovarajuću dozu DOX-a (Seke i sar., 2019) 

 

 

 

 

 

 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

Control 0.125mg/kg FNP 4mg/kg Dox 0.06mg/kg
FNP/Fe2+

0.06mg/kg
FNP/Fe2+ +
4mg/kg Dox

R
el

a
ti

v
n

i 
n

iv
o

 i
R

N
K

 

Dužina tretmana 24 sata 

Ekspresija iRNK za katalazu u tkivu jetre 

* 

* # 
* 

* 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

Control 0.125mg/kg FNP 4mg/kg Dox 0.06mg/kg
FNP/Fe2+

0.06mg/kg
FNP/Fe2+ +
4mg/kg Dox

R
el

a
ti

v
n

i 
n

iv
o

 i
R

N
K

 

Dužina tretmana 24 sata 

Ekspresija iRNK za MnSOD u tkivu jetre 

* 

* 

* # 



97 

 

5. DISKUSIJA 
 

Derivatizovani karbonski nanomaterijali, ukljuĉujući fulerene, nanocevi i grafene, ne 

poseduju samo jedinstvene strukturne i elektronske osobine, već i znaĉajan potencijal u 

„zarobljavanju” slobodnih radikala što ih svrstava u kategoriju antioksidanata.  Njihova 

interakcija sa antitumorskim lekovima kao što je DOX moţe pomoći u balansiranju 

negativnih štetnih efekata hemioterapeutika, a takoĊe unaprediti dostavu lekova 

iskorišćavajući prednost pojaĉanog ćelijskog unosa, selektivnost na tumorske ćelije kao 

i regulisano otpuštanje u zavisnosti od pH sredine (Blazkova i sar., 2014; Jović i sar., 

2016; Seke i sar., 2016). U ovoj tezi su iskorišćene fiziĉko-hemijske osobine 

nanoĉestica fulerenola C60(OH)24, kao pogodnog nosaĉa za DOX i Fe
2+ 

u sintezi dva 

razliĉita nanokomozita FNP/DOX i FNP/Fe
2+

. 

 

Teza obuhvata dve osnovne celine: nanokarakterizaciju nanokompozita FNP/DOX i 

FNP/Fe
2+

 selektovanim fiziĉko-hemijskim metodama i ispitivanje njihovog uticaja na 

razliĉitim biološkim modelima, molekularno-biološkim i histološkim metodama, sa 

uporednom analizom nanokompozita i samostalno aplikovanog komercijalnog leka 

DOX-a. 

 

Fiziĉko-hemijskom karakterizacijom su utvrĊeni veliĉina, naelektrisanje, morfologija i 

stabilnost nanokompozita. Fiziĉko-hemijske osobine nanoĉestica su esencijalne za 

njihovu sigurnu i efikasnu terapeutsku primenu (Zhang i sar., 2008). Veliĉina nosaĉa 

lekova u velikoj meri utiĉe na njihovu bioaktivnost i biodostupnost. Ĉestice veće od 

300 nm aktiviraju sistem komplementa koji omogućava eliminaciju ĉestica iz 

organizma (Dobrovolskaia i sar., 2008); ĉestice veće od 100 nm se većinom odstranjuju 

putem mononuklearnog fagocitnog sistema, dok ĉestice manje od 6 nm podleţu 

klirensu putem bubrega. S obzirom da se ĉestice veliĉine izmeĊu 6-100 nm eliminišu 

sporijim putem preko jetre i ţuĉi (Zhang i sar., 2016), za pripremu nanokompozita 

FNP/DOX i FNP/Fe
2+

 korišćene su ĉestice FNP-a malih dimenzija (17 - 42 nm). 

Izmerena veliĉina FNP ĉestica je u skladu sa rezultatima Assemi i saradnika (Assemi i 

sar., 2010). Dekoracija DOX u nanokompozitu FNP/DOX nije dovela do znaĉajnije 

promene veliĉine nanoĉestica FNP (Slike 8, 9, 13, 14, 15 i 16). Opseg veliĉina 
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sintetisanih nanoĉestica povećava šansu za bolji antitumorski efekat. Sa jedne strane 

izbegava se brţi klirens nanoĉestica ĉime se obezbeĊuje dovoljno vremena za 

dopremanje do ciljnih organa tokom terapeutskog tretmana. Sa druge strane, kao što je 

istraţivanje Cabral i saradnika pokazalo, manje nanoĉestice, od oko 30 nm, lakše 

penetriraju u slabo propustljive tumore povećavajući antitumorski efekat, za razliku od 

većih nanoĉestica (Cabral i sar., 2011). Veliĉina nanoĉestica utiĉe i na signalne procese 

neophodne za osnovno funkcionisanje ćelija, pri ĉemu nanoĉestice radijusa izmeĊu 40 - 

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

 

Istraţivanjem zeta-potencijala je ustanovljeno da FNP i DOX meĊusobno interaguju 

stabilnim elektrostatiĉkim vezama s obzirom da novoformirani nanokompozit 

FNP/DOX ima viši zeta-potencijal (-8 mV) u poreĊenju 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 potvrĊeno da u 

nanokompozitu FNP/DOX ne dolazi do kovalentnog vezivanja izmeĊu FNP i DOX 

(Seke i sar., 2016). Potvrda, da su fulerenolske nanoĉestice efikasni nosioci DOX-a, 

dolazi i iz istraţivanja Tang i saradnika koji su ispitivali hibridne nanoĉestice formirane 

od DOX-a i C60(OH)22 koji nekovalentno interaguju i zatim su inkapsulirani u 

polimerne micele (Tang i sar., 2018). Tom prilikom je C60(OH)22 omogućio da se 

efikasnost inkapsuliranja DOX-a u micelu poveća sa 5% na 79%. Znaĉaj naelektrisanja 

nanoĉestica se ogleda u rezultatima eksperimenata koji su utvrdili da nanoĉesitice 

veliĉine izmeĊu 50–100 nm koje su ujedno blago negativno naelektrisane, lakše 

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

 

Unos nanoĉestica od strane ćelija moţe biti izmenjen usled razlika u elektrostatiĉkim 

interakcijama izmeĊu ĉestice i ćelijske membrane i adsorpcije proteina na površini 

nanoĉestica (Yang i sar., 2015). U zavisnosti od vrste receptora prisutnih na površini 

ćelija zavisiće i efikasnost unosa kako pozitivno naelektrisanih tako i negativno 

naelektrisanih nanoĉestica (Poelstra i sar., 2012; Wang i sar., 2015). Površinsko 

naelektrisanje takoĊe dovodi do razliĉite apsorpcije lipoproteina na nanoĉestice utiĉući 

na puteve eliminacije i kinetiku (Kumar i sar., 2010). Cheng i saradnici su utvrdili da su 

http://en.wikipedia.org/wiki/Time-of-flight_mass_spectrometry
http://en.wikipedia.org/wiki/Time-of-flight_mass_spectrometry
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apolipoprotein E i imunoglobulin A, vezani za površinu pozitivno naelektrisanih 

nanoĉestica, odgovorni za njihovu akumulaciju unutar hepatocita (Cheng i sar., 2012). 

Istraţivanja ukazuju da je kinetika eliminacije pozitivnih ĉestica iz organizma brţa. 

Naime, Souris i saradnici su ustanovili da mezoporozne nanoĉestice, sa pozitivnim 

zeta-potencijalom podleţu hepatobilijarnom klirensu već 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). Uzimajući u obzir da 

je zeta-potencijal blago negativan kod nanokompozita FNP/DOX, moguće je da pored 

veliĉine same nanoĉestice i njeno naelektrisanje utiĉe na sporiji klirens iz organizma. 

 

Što se tiĉe stabilnosti nanokompozita FNP/DOX, rezultati ukazuju da se tokom 

vremena nanoĉestice ne raspadaju na manje niti agregiraju u znaĉajnije veće forme, već 

zadrţavaju distribuciju veliĉine u nanometarskom opsegu (Slika 12). Ova osobina 

nanoĉestica je od znaĉaja u praksi jer omogućava njihovo korišćenje duţi vremenski 

period. Analiza površinske topologije i morfologije ĉestica pokazuje da nanokompozit 

FNP/DOX poseduje veliku diskoidalnu površinu (njihov preĉnik je oko deset puta veći 

od visine, Slike 13 i 14) koja mu pruţa veći broj kontaktnih taĉaka, za razliku od 

sferiĉnih nanoĉestica. Nanoĉestice diskoidalne geometrije su podloţnije prevrtanju i 

oscilatornom kretanju u krvotoku, ĉime im se povećava afinitet ka endotelnim ćelijama 

i potencijal ekstravazacije kroz fenestracije krvnih sudova (Blanco i sar., 2015). S 

obzirom da interakcija nanoĉestica sa ćelijama zavisi od više faktora: veliĉine, oblika, 

naelektrisanja, osobina materijala, ove interakcije do danas nisu u potpunosti 

razjašnjene (Chithrani i sar., 2007; Jiang i sar., 2008; Fubini i sar., 2010). 

 

Imajući u vidu neophodnost gvoţĊa u ćelijskom metabolizmu, a posebno njegovo 

uĉešće u mitohondrijama i elektrotransportnom lancu (Camaschella i sar., 2020), kao i 

interakciju gvoţĊa sa DOX-om pri ĉemu nastaje kompleks koji dovodi do lipidne 

peroksidacije (Samuni i sar., 1986), u ovoj tezi, je efikasno sintetisan i nanokompozit 

FNP/Fe
2+ 

i izvršena je njegova fiziĉko-hemijska karakterizacija. DLS merenja su 

pokazala da je distribucija veliĉine nanokompozita FNP/Fe
2+

 ostala u istom obimu kao i 

distribucija veliĉine FNP, izmeĊu 11- i 60 nm (Slika 38). Ovi rezultati pokazuju da joni 

gvoţĊa nisu uticali na veliĉinu FNP-a i nisu poremetili prirodnu tendenciju fulerenola 
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da se samoorganizuje u nanoĉestice. MeĊutim, joni gvoţĊa jesu uticali na promenu zeta 

potencijala FNP-a, pomerajući ga ka pozitivnijim vrednostima (Slika 39), što ukazuje 

da su joni Fe
2+

 vezani za FNP elektrostatiĉkim interakcijama. TEM analiza uzoraka 

nanokompozita FNP/Fe
2+

 i FNP je pokazala usklaĊenost sa DLS merenjima, otkrivajući 

prisustvo ĉestica veliĉine od 10nm do 50 nm (Slika 40). TEM-EDS analiza je potvrdila 

povećano prisustvo jona gvoţĊa unutar nanokompozita FNP/Fe
2+

 (Slika 41) što je u 

saglasnosti sa merenjima zeta potencijala nanokopozita FNP/Fe
2+

. Tako je 

naelektrisanje FNP/Fe
2+

 za 18.4 mV pozitivnije od FNP-a (Slika 39), implicirajući da 

su joni gvoţĊa uspostavili elektrostatiĉke i koordinativne interakcije sa polianjonskim 

nanoĉesticama fulerenola. Vrednosti veliĉina nanoĉestica i njihovog zeta potencijala su 

od velikog znaĉaja, jer ovi parametri diktiraju stopu unosa nanoĉestica u ćelije. Kada 

nanoĉestice uĊu u krvotok, one stupaju u interakcije sa razliĉitim proteinima krvne 

plazme. Nakon nekoliko minuta, kada se uspostavi ravnoteţa, proteini formiraju koronu 

oko nanoĉestica, koja novonastaloj nano-platformi daje novi biološki identitet 

(Baimanov i sar., 2019). Vaţnost naelektrisanja nanoĉestice se ogleda u ĉinjenici da je 

ona u korelaciji sa brojem proteina adsorbovanih na površini nanoĉestice (Deng i 

sar., 2009). Proteini sa pI 5.5, kao što je IgG koji je odgovoran za proces opsonizacije, 

se preferencijalno adsorbuju na pozitivno naelektrisanim nanoĉesticama (Aggarwal i 

sar., 2009). Fagocitne ćelije, predominantno reaguju jaĉe sa mikroĉesticama, nego sa 

nanoĉesticama, povećavajući njihov klirens iz organizma. Nefagocitne ćelije usvajaju 

više katjonskih nanoĉestica, dok fagocitne ćelije preferiraju unos anjonskih 

nanoĉestica. Posledica veće stope unosa nanoĉestica je obiĉno i veći biološki efekat 

(Fröhlich, 2012). Još jedna bitna osobina novosintetisanog nanokompozita FNP/Fe
2+

 

leţi u tome što su za njegovu sintezu upotrebljeni Fe
2+

 joni koji se ne vezuju za protein 

krvne plazme, transferin, i na taj naĉin se, bar delimiĉno, izbegava narušavanje 

ravnoteţe samog nanokompozita i njegovo zadrţavanje u krvotoku. 

 

Nakon nanokarakterizacije nanokompozita FNP/DOX-a, ispitivane su njegove biološke 

osobine. Istraţivanja Jović i saradnika su pokazala da nanokompozit FNP/DOX ima 

jaĉe citotoksiĉno dejstvo u odnosu na sam DOX i da spreĉava oporavak malignih ćelija 

(Jović i sar., 2016). U ovoj doktorskoj tezi je analiziran potencijalni mehanizam 

citotoksiĉnog delovanja nanokompozita FNP/DOX. Ispitivanje unosa FNP/DOX u 
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ćelijama i distrubucija ćelija po fazama ćelijskog ciklusa nakon tretmana bi mogli da 

objasne razliĉit citotoksiĉan efekat FNP/DOX u odnosu na sam DOX. Analiza unosa 

DOX-a i FNP/DOX-a u MCF-7 i MDA-MB-231 ćelije pokazala je da nanokompozit 

FNP/DOX povećava internalizaciju DOX u oba tipa malignih ćelija nekoliko puta u 

poreĊenju sa samim DOX-om. Razlike u naĉinu internalizacije i opsegu ćelijskog unosa 

slobodnog DOX i razliĉitih nanoĉestica koje nose DOX su prethodno primećene i u 

istraţivanjima drugih autora (Dai i sar., 2008; Upadhyay i sar., 2010; Zou i sar., 2012). 

DOX u ćelije ulazi na dva naĉina, putem difuzije i putem nosaĉa (Bates i sar., 1985; El-

Kareh i Secomb, 2005) i tom prilikom se distribuira i u citoplazmi i u jedru. Nasuprot 

tome, većina nanoĉestica u ćeliju ulazi endocitozom i akumulira se prevashodno u 

citoplazmi (Dai i sar., 2008). Sa jedne strane, DOX unet u ćelije preko nanonosaĉa 

putem endocitotskih vezikula ima smanjenu mogućnost da kontaktira sa 

transmembranskim pumpama koje izbacuju DOX van ćelije (Shalviri i sar., 2012), pri 

ĉemu se prevazilazi rezistentnost na lek. Sa druge strane, formiranje para izmeĊu 

negativno naelektrisane nanoĉestice i DOX dovodi do maskiranja pozitivnog 

naelektrisanja DOX-a što olakšava difuziju DOX kroz ćelijske membrane. TakoĊe, što 

je DOX više neutralizovan unutar ćelije manje je dostupan efluksnim pumpama 

pozicioniranim na ćelijskoj membrani, što spreĉava pojavu rezistentnosti na lek (Dong i 

Mumper 2010). Pretpostavka je da na sliĉan naĉin deluje i nanokompozit FNP/DOX, 

odnosno da FNP olakšava difuziju DOX-a u ćeliji i spreĉava kontakt DOX-a sa 

transmembranskim pumpama i njegovo izbacivanje iz ćelije te time povećava unos i 

koncetraciju DOX u ćelijama.  

 

Dodatno se primećuje da je unos oba jedinjenja bio bolji kod MCF-7 nego kod MDA-

MB-231 što bi moglo dati objašnjenje za bolje citotoksiĉne efekte FNP/DOX-a kod 

MCF-7 ćelija. (Jović i sar 2016). Razlog za razliĉitu osetljivost MCF-7 I MDA-MB-

231 leţi u razliĉitim molekularnim karakteristikama ova dva subtipa ćelija. MCF-7 

ćelije spadaju u kategoriju luminalnih ćelija tipa A ĉiji 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 što su nizak nivo nuklearnog proteina Ki67 i time 

da ĉesto daju odgovor na hemoterapiju. Za razliku od ovih ćelija, MDA-MB-231 ćelije 
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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 ćelije ukljuĉuju 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 veće 

prisustvo klaudina i E-kadherina kod MDA-MB-231 ćelija u odnosu na MCF-7 ćelije, a 

koji ĉine vaţnu komponetu zonula occludens, predstavljaju barijeru koja kontroliše 

protok molekula u meĊućelijski prostor pa samim tim i internalizaciju razliĉitih 

molekula u ćelije. TakoĊe, razlika u osetljivosti ova dva subtipa malignih ćelija na 

DOX i FNP/DOX moţe poticati i od aktivacije/inaktivacija brojnih signalnih puteva 

koji vode razliĉitom 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 ćelija nakon tretmana DOX-om (Taherian i Mazoochi, 2012). 

Stoga je moguće da razlike u osobinama MCF7 i MDA-MB-231 utiĉu na razliĉitu 

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

 

Pored analize unosa DOX-a i FNP/DOX-a u ćelije, u ovoj doktorskoj tezi ispitivan je i 

njihov uticaj na distribuciju malignih ćelija dojke po fazama ćelijskog ciklusa. Opšte je 

prihvaćeno da zaustavljanje ćelija u G2/M fazi ćelijskog ciklusa predstavlja indikator 

oštećenja DNK (Kastan i Bartek i sar., 2004). U ovoj doktorskoj tezi je pokazano da 

DOX povećava procenat MCF-7 ćelija u G2/M fazi ćelijskog ciklusa, u odnosu na 

kontrolne ćelije nakon 24 h i 48 h, što je u saglasnosti sa rezultatima drugih autora koji 

su takoĊe pokazali da DOX u razliĉitim ćelijskim linijama povećava broj ćelija u G2/M 

fazi ćelijskog ciklusa i vodi ih u apoptozu (Kastan i Bartek i sar., 2004; Lüpertz i sar., 

2010; Park i sar., 2012). Primena nanokompozita FNP/DOX dovodi do smanjenja broja 

MCF-7 ćelija u G2M fazi ćelijskog ciklusa u odnosu na samostalnu primenu DOX-a. 

Sliĉni rezultati su dobijeni i kod MDA-MB-231 ćelija gde je primena FNP/DOX-a 

dovela do smanjenja procenta ćelija u G2/M fazi u odnosu na samostalnu primenu 

DOX-a. Ovi rezulati jasno ukazuju da DOX primenjen samostalno dovodi do oštećenja 

malignih ćelija dojke. MeĊutim manji procenat ćelija u G2/M fazi nakon tretmana 

FNP/DOX-om ukazuje da ovaj nanokompozit smanjuje oštećenje ćelija izazvano DOX-

om. Iz ovog se moţe pretpostaviti da promene u fazama ćelijskog ciklusa nisu 
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odgovorne za veću citotokiĉnost FNP/DOX-a u odnosu na sam DOX. MeĊutim, 

poznato je da DOX koristi više razliĉitih mehanizama preko kojih dovodi do oštećenja 

ćelija (Slika 6). Sasvim je moguće da DOX unet preko FNP-a u formi nanokompizita 

aktivira neke druge mehanizme odgovorne za pojaĉanu citotokiĉnost FNP/DOX-a u 

odnosu na samostalnu primenu DOX-a kod MCF-7 i MDA-MB-231 ćelija.  

 

Primena DOX-a u tretmanima tumora rezultuje u većem broju neţeljenih efekata meĊu 

kojima je naizraţeniji kardiotoksiĉnost (Reeve i sar., 2007; Jing i sar., 2013; Ma i sar., 

2013, Tang i sar., 2018). Iz tog razloga je u ovoj tezi ispitan kardiotoksiĉan efekat DOX 

i FNP/DOX na imortalizovanoj liniji kardiomiocita miševa (HL-1). Ovi eksperimenti 

su pokazali da je primena nanokompozita FNP/DOX dovela do znaĉajno manjeg 

citotoksiĉnog efekta u odnosu na samostalnu primenu DOX što se ogleda u 9 puta 

većoj IC50 vrednosti FNP/DOX u odnosu na DOX kod mišijih kardiomiocita. Ovaj 

rezultat ukazuje da primena FNP/DOX moţe ublaţiti negativne efekte DOX na 

kardiomiocite. Mora se istaći da primena FNP/DOX samo ublaţuje ali ne dovodi do 

potpunog protektivnog efekta na HL-1 ćelijama jer se i dalje zapaţa smanjenje broja 

Hl-1 ćelija tretiranih nanokompozitom FNP/DOX u odnosu na kontrolne vrednosti. 

Ovaj rezultat ukazuje da primena FNP/DOX moţe da ublaţi citootksiĉne efekte DOX 

na zdravim ćelijama. Jedan od ciljeva primene DOX koji je dopremljen u ćelije putem 

razliĉitih nanoĉestica je da pokazuje veću citotoksiĉnost u poreĊenju sa slobodnim 

DOX na malignim ćelijama ali sa manjim efekom na zdrave ćelije. Ova osobina DOX, 

koji je dopremljen nanoĉeticama, pre svega zavisi od veliĉine, vremena izlaganja, 

površinskih modifikacija kao i od koncentracije nanoĉestica (Dai i sar., 2008; Nielsen i 

sar., 2008; Upadhyay i sar., 2010; Jović i sar., 2016). Tako je, na primer, za konjugat 

fulerenol-DOX ustanovljeno da suprimira proliferaciju malignih ćelija in vitro i 

zaustavlja ih u G2/M fazi ćelijskog ciklusa, dok je in vivo, na tumorima miševa, 

ustanovljeno da poseduje sliĉnu antititumorsku efikasnost kao sam DOX, ali bez 

izraţenih tipiĉnih štetnih efekata: znaĉajno smanjenje telesne teţine, opšta slabost, 

gubitak dlake, kardio-, nefro- i hepatotoksiĉnost (Chaudhuri i sar., 2009a). Sliĉni 

rezutati su dobijeni i primenom hibridne polimerne nanoĉestice gde su kombinovani 

fulerenol C60(OH)22 i DOX inkapsulirani u polimernu micelu, koja je znaĉajno 

redukovala sistemsku toksinost, a posebno kardiotokiĉnost i nefrotoksiĉnost, kod 
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miševa sa tumorom dojke (Tang i sar., 2018). Sa druge strane, Bogdanović i saradnici 

su testirali sam FNP na osetljivim malignim ćelijskim linijama, u model sistemu 

citototoksiĉnosti koja je indukovana DOX-om, i utvrdili da FNP aplikovan 30 min  pre 

DOX-a u velikoj meri smanjuje citotoksiĉnost DOX-a, ĉak i u nanomolarnim 

koncentracijama (Bogdanović i sar., 2004). Primećeni 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 moţe ponašati i kao prooksidans i kao antiooksidans 

(Petrovic i sar., 2015; Djordjevic i sar., 2015). Shodno tome, moţe se pretpostaviti da 

kod nekih tipova ćelija FNP deluje sinergistiĉki ili aditivno sa DOX-om, pojaĉavajući 

citotoksiĉni efekat, dok kod drugih tipova ćelija deluje antagonistiĉki, ublaţavajući 

negativne efekte primene DOX-a. Sagledavajući efekte FNP/DOX-a i DOX-a na MCF-

7 i MDA-MB-231 ćelijama kao i na imortalizovanim ćelijama kardiomiocita miša, 

zapaţa se da FNP/DOX ima pojaĉano citotoksiĉno dejstvo na malignim linijama dojke 

(Jović at al. 2016), a delimiĉno smanjuje smrtnost zdravih ćelija kardiomiocita 

(rezultati ove teze). Ovi podaci ukazuju da primena FNP-a moţe da poboljša biološke 

efekte DOX-a tokom tretmana tumora, a da istovremeno umanji oštećenja zdravih 

ćelija. MeĊutim, in vitro istraţivanja u ovoj tezi nisu mogla da pokaţu mehanizame 

preko kojih FNP ostvaruje ovakve efekte. 

 

Sledeći korak u ovoj tezi je bio da se istraţi efekat nanokompozita in vivo, na pacovima 

soja Wistar, pri ĉemu su izabrana dva organa, srce i jetra, koja trpe najveća oštećenja 

usled DOX-ske terapije.  

 

Na subćelijskom nivou, kardiomiopatija prouzrokovana DOX je udruţena sa 

indukcijom disfunkcije mitohondrija (Octavia i sar., 2012a; Octavia i sar., 2012b; 

Varga i sar., 2015; Seke i sar., 2016, Tang i sar., 2018). Istraţivanja na svinjama, in 

vivo, pokazuju da tom prilikom dolazi do modifikacije aranţmana mitohondrija koje 

postaju neureĊene usled intraćelijskog edema i cepanja miofibrila. Dodatno dolazi i do 

remećenja strukture spoljašnje mitohondrijalne membrane i lize mitohondrijalnih kristi 

(Borović i sar., 2014). Rezultati ove teze potvrĊuju rezultate prethodno navedenih 

autora. Na Slikama 24 i 26 se mogu uoĉiti mitohondrije sa znaĉajno izmenjenom 

strukturom nakon DOX tretmana, remeteći energetiku kardiomiocita. Kako srce 
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zahteva veliku koliĉinu energije da bi pumpalo krv kroz cirkulatorni sistem, ono sadţi 

veliki broj mitohondrija. Imajući u vidu, da su mitohondrije glavni ćelijski 

kompartmani za produkciju ROS-a, kada se aplicira DOX, nivo ROS-a se povećava, 

izazivajući jaĉi oksidativni stres. Ono što srce ĉini još podloţnijim oksidativnom 

oštećenju jeste prisustvo niskog nivoa antioksidativnih enzima, kao što 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 kiseline, inkorporirane u lipidima, 

predstavljaju laku metu slobodnih radikala i oksiduju se do lipidnih peroksida koji 

uĉestvuju u formiranju koncentriĉnih membrana (Mobaraki i sar., 2017). Tokom 

oksidativnog stresa, oksidaciji ne podleţu samo lipidi, već i proteini. Pokazano je da 

DOX indukuje karbonilaciju i degradaciju proteina C koji se vezuje za miozin srca, 

promovišući karditoksiĉnost (Aryal i sar., 2014). DOX formira i kompleks sa 

kardiolipinom, negativno naelektrisanim fosfolipidom smeštenim u unutrašnjij 

mitohondrijalnoj membrani, gde obuhvata blizu 15% ukupnih fosfolipida 

(Goormaghtigh i sar., 1980). Ova interakcija menja fluidnost membrane, kao i aktivnost 

asociranih proteina, doprinoseći kardiotoksiĉnosti (Parker i sar., 2001). Pored efekata 

na mitohondrijama i drugi ćelijski odeljci trpe promene usled DOX tretmana (Borović i 

sar., 2014; Seke i sar., 2016). Ove promene obuhvataju remećenje strukture miofibrila, 

hiperkontrakciju sarkomera, kompromitovan integritet sarkoleme, teško oštećena jedra, 

unutarćelijski edem i vakuolizaciju citoplazme. Promene su takoĊe primećene i u 

intersticijalnom tkivu (Borović i sar., 2014, Seke i sar., 2016). U eksperimentima 

opisanim u ovoj tezi uoĉena 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. Ćelije su ostale u dobrom stanju sa 

euhromatskim jedrima i sintetski aktivnim jedarcima. Miofibrili su zadrţali regularnu 

strukturu i aranţman bez znakova hiperkontrakcije sarkomera. Primećena su polja 

visoke elektronske gustine, bez jasno vidljivih mitohondrijalih kristi. Interkalatni 

diskovi su sporadiĉno oštećeni. MeĊutim, sve ove promene su bile fokalnog i 

reverzibilnog karaktera (Slika 25). Uoĉena je i apoptoza sporadiĉnih limfocita i 

endotelnih ćelija, ali bez generalnog prisustva inflamacije. Sliĉna 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 morfološki oĉuvana u odnosu na tkiva 

tretirana DOX-om. Odsustvo inflamacije ukazuje na potencijalno antagonistiĉki efekat 

FNP-a u odnosu na DOX. Moguće je da FNP suprimira aktivaciju T i B limfocita 

(Dragojevic-Simic i sar., 2011; Hirai i sar., 2016). Hirai i saradnici sugerišu da 

supresivan efekat FNP na steĉeni imunitet, ne potiĉe od prirode fulerenskog derivata, 

već od njegove sferiĉne strukture (Hirai i sar., 2016) ĉime se istiĉe znaĉaj morfologije 

ĉestica, pored njihove veliĉine, naelekrisanja i prisutnih funkcionalnih grupa. Rezultati 

ultrastrukturne analize, prikazani u ovoj tezi, u dobroj su saglasnosti sa rezultatima 

istraţivanja Tang i saradnika, koji su pokazali da hibridna nanoĉestica fulerenola 

(C60(OH)22) i DOX-a inkapsulirana u polimer, štiti tkivo srca tj. u njemu nisu uoĉene 

promene na mitohondrijama, parenhimalna degradacija, vakuolizacija i intersticijalni 

edem, a koje su bile uoĉljive u grupi tretiranoj samo DOX-om (Tang i sar., 2018). Isti 

autori sugerišu da protekcija tkiva srca kao i sveukupna umanjena sistemska toksiĉnost 

potiĉu od fulerenola koji smanjuje oksidativna oštećenja.  

 

PoreĊenjem ultrastrukturne morfologije tkiva srca pacova tretiranih sa 2 i 4 mg/kg 

FNP/DOX uoĉava se odreĊena razlika. Usled veće koncentracije DOX-a unutar 

nanokompozita FNP/DOX, oĉekivao bi se veći stepen oštećenja tkiva srca. MeĊutim, 

rezultati ultrastrukturne analize su pokazali suprotno. Kod grupe tretirane sa 2 mg/kg 

FNP/DOX-om je bilo prisutno više morfoloških promena u poreĊenju sa tretmanom od 

4 mg/kg FNP/DOX-a. Mogući razlog je koncentracija FNP-a u nanokompozitu 

FNP/DOX. Naime, kod veće doze nanokompozita, koncentracija FNP-a je takoĊe veća, 

što implicira veći protektivni efekat fulerenolskih nanoĉestica na srce, bez obzira na 

koncentraciju DOX-a. 

  

Jedna od osobenosti eksperimentalnih grupa ţivotinja tretiranih nanokompozitom 

FNP/DOX jeste bila i adhezija i agregacija krvnih ploĉica u krvnim sudovima srca. 

Prethodna istraţivanja su pokazala da nanoĉestice mogu indukovati agregaciju krvnih 

ploĉica (Radomski i sar., 2005; Ilinskaya i sar., 2013). Uzimajući u obzir da je periferna 

zona krvnih ploĉica bogata glikoproteinima, moguće je da dolazi do njihove interakcije 

sa nanokompozitom pri ĉemu 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, moţe se pretpostaviti da su nove osobine nanokompozita uticale na 

distribuciju krvnih ploĉica. 

 

Rezultati ultrastrukturne analize su, izmeĊu ostalog, utvrdili da se u tkivu srca pacova 

eksperimentalne grupe tretirane nanokompozitom FNP/DOX u koncentraciji 2 mg/kg 

pojavljuje interćelijski edem, verovatno kao posledica prisustva DOX-a unutar 

nanokompozita. MeĊutim, kako se interćelijski edem javlja i kod ţivotinja tretiranih 

samo sa FNP, moguće je da i sam FNP dovodi do bubrenja ćelija. Sliĉno zapaţanje je 

primećeno i u radu Tang i saradnika (Tang i sar., 2018). Prema prethodnim 

istraţivanjima, 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 poremećena 

homeostaza permeabilnosti mitohondrijalne membrane (Li i sar., 2014), a istraţivanja 

su pokazala da FNP moţe biti okidaĉ na dozno zavisan naĉin (Yang i sar., 2016). 

Transmembranski elektriĉni potencijal funkcionalnih mitohondrija se prostire kroz 

unutrašnju membranu i nastaje prenosom protona iz matriksa u intermembranski 

prostor. Uzimajući u obzir da je FNP negativno naelektrisan, oĉekuje se njegovo 

nakupljanje u pozitivno naelektrisanom intermembranskom prostoru mitohondrija i 

samim tim favorizovanje interakcija FNP-a i mitohondrijalne membrane (Santos i sar., 

2013). Remećenje propustljivosti membrane mitohondrija i njihovo bubrenje indukuje 

sintezu tranzitivne permeabilne pore u unutrašnjoj mitohondrijalnoj membrani što za 

posledicu ima kolabiranje membranskog potencijala, smanjenje fluidnosti membrane, 

kao i opadanje nivoa ATP (Yang i sar., 2016). Citototoksiĉnost FNP-a, pored 

mitohondrijalne disfunkcije, moţe biti asocirana i sa remećenjem strukture citoskeleta i 

akumulacijom autofagnih vakuola što sve vodi vidljivim ultrastukturnim promenama 

(Johnson-Lyles i sar., 2010). 

 

Nekoliko studija je pokazalo da su metaboliti DOX-a koji nastaju u ćelijama srca 

povezani sa razliĉitim mehanizmima toksiĉnosti. Wang i saradnici su otkrili 

metaboliĉki put koji ukljuĉuje hidroksilovane metabolite, posebno doksorubicinol, za 

koji se smatra da ima direktan efekat na kardiomiocite komore, izazivajući njihovu 

odloţenu aktivaciju i/ili inaktivaciju (Wang i sar., 2001). Kod ljudi, hidroksilovani 
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antraciklini indukuju odloţeno pojavljivanje kardiomiopatije, koje se moţe 

manifestovati nedeljama ili ĉak mesecima nakon završene terapije (Licata i sar., 2000). 

Prema Nagasaki-ju i Fleischer-u, ovi metaboliti se teško odstranjuju iz kardiomiocita, 

povećavajući aktivaciju kalcijumskih kanala na sarkoplazmatiĉnom retikulumu, i 

vodeći ćelijskoj smrti (Nagasaki i Fleischer 1989). Drugi mehanizam toksiĉnosti 

ukljuĉuje formiranje slobodnih radikala. Prethodne studije su pokazale da su 

semihinoni kao metaboliti antraciklina citotoksiĉniji nego izvorni molekuli, kako za 

zdrave, tako i za maligne ćelije. Generalno postoji saglasnost da semihinonski 

antraciklini mogu postići svoju citotoksiĉnost olakšavajući alkilaciju ćelijskih 

makromolekula (Bartoszek 2002) s jedne strane, ili preko generisanja ROS sa druge 

strane (Octavia i sar., 2012a; Octavia i sar., 2012b). Skorija istraţivanja su predloţila 

mehanizam putem koga FNP u kardiomiocitima deluje kao „hvataĉ” 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 mišiću 

srca analizirana je ekspresija dva gena ĉiji proteiski produkti, katalaza i MnSOD 

uĉestvuju u antioksidativnoj odbrani. U grupama ţivotinja koje su primile DOX, 

ekspresije iRNK za katalazu i MnSOD mogu da ukaţu na prisustvo oksidativnog stresa 

u srcu. Nanokompozit FNP/DOX je samo u odreĊenoj dozi doveo do smanjenja 

ekspresije iRNK za katalazu, meĊutim, istovremeno je povećao 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 iRNK za samo dva antioksidativna enzima. 

Ekspresioni nivoi iRNK drugih antioksidativnih enzima kao što su ekstraćelijski ili 

intraćelijski SOD, GST i dr. nisu odreĊivani u ovoj tezi. Sasvim je moguće da tretmani 

DOX-a i FNP/DOX-a deluju na neke od drugih komponenti antioksidative odbrane 

dovodeći do promena koje bi se mogle povezati sa histološkim nalazima na srcu. Još 

jedan faktor moţe da utiĉe na rezulte analize iRNK za katalzu i MnSOD u tkivu srca. 

Analiza je raĊena u homogenatu celog srca, koje se sastoji od više tipova ćelija, 

ukljuĉujići kardiomiocite, fibroblaste, limfocite i endotetelne ćelije, pri ĉemu promene 

u oksidativnom statusu jednog tipa ćelija moţe biti zamaskiran oksidativnim statusom u 

drugim tipovima ćelija. Sagledavajući prisustvo mijelnskih figura, koje su posledica 



109 

 

lipidne peroskidacije kod tretmana DOX-om, ali ne i kod tretmana FNP/DOX-om, 

moţe se reći da FNP pokazuje odreĊeni stepen zaštite od oksidativnog stresa u srcu 

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

 

Poznato je da DOX predstavlja i okidaĉ za faktore koji promovišu apoptozu, a 

istovremeno inhibira faktore koji spreĉavaju apoptotiĉke procese (Wang i sar., 2011; 

Monti  i sar., 2013). Zbog toga su u ovoj tezi praćeni i efekti DOX-a i FNP/DOX-a na 

ekspresiju gena ĉiji proteinski produk promoviše apoptozu, Bax, i gena ĉiji proteinski 

produkt spreĉava apoptozu, Bcl-2. Analiza ekspresije ovih gena nije mogla jasno da 

ukaţe na potencijalni mehanizam koji bi mogao da objasni apoptozu koja je 

detektovana na histološkim 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 povećao ekspresiju antiapoptotskog Bcl-2 gena, u 

poreĊenju sa kontrolnom grupom, meĊutim ,ovaj efekat je zavisio od doze primenjenog 

DOX-a. Primećeno je da kod ţivotinja tretiranih FNP/DOX-om postoji veći relativni 

nivo iRNK za Bcl-2 u odnosu na grupu ţivotinja gde je DOX samostalno primenjen. 

Ovaj podatak je od znaĉaja, jer prema modelu heterodimerizacije Bcl-2 i Bax proteina, 

moţe doći do inhibicije proapoptotske funkcije Bax-a (Chen i sar., 2007; Düssmann i 

sar., 2010). Naime, u ovoj tezi, veći nivo iRNK za Bcl-2 koji se zapaţaju u grupi 

ţivotinja tretiranoj sa 2 mg/kg FNP/DOX-a u poreĊenju sa grupom tretiranom sa istom 

koncentracijom DOX-a, moţe potencijano da spreĉi negativne efekte DOX-a na tkivo 

srca. MeĊutim, limitacija analize na molekularnom nivou jeste da je ispitivana iRNK za 

jedan proapoptotski i jedan antiapoptotski gen, bez praćena nivoa ovih proteina u ćeliji 

ili samog procesa apoptoze. Moguće je, da bi analize više parametara dale jasniji 

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

 

U cilju detaljnijeg ispitivanja aktivnosti sistema antioksidative zaštite, jedan od pravaca 

istraţivanja, u ovoj tezi, bio je usmeren i na jetru. U ovom organu se vrši hemijska 

transformacija mnogih jedinjenja kako bi njihovo štetno dejstvo bilo ublaţeno i kako bi 

lakše bili eliminisani iz organizma. Sliĉno se dešava i sa DOX-om koji se u jetri uz 

pomoć citohrom P450 zavisne reduktaze dominantno prevodi u doksorubicinol koji je 

bolje rastvoran u vodi i samim tim podloţniji izluĉivanju (Kassner i sar., 2008). 
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MeĊutim, kao što je već pomenuto, doksorubicinol takoĊe izaziva oštećenja ćelija i 

tkiva koja mogu biti ĉak i veća nego oštećenja nastala dejstvom samog DOX-a (Boucek 

i sar., 1987). Prethodna istraţivanja su pokazala da FNP moţe da suprimira nivo 

mikrozomalnih enzima u jetri kao što su NADPH-citohrom P450 zavisne reduktaze i 

monooksigenaze (Ueng i sar., 1997), kao i nivo mitohondrijalne oksidativne 

fosforilacije (Grebowski i sar., 2013), što bi u krajnjoj liniji vodilo slabijoj 

transformaciji DOX-a u doksorubicinol i samim tim njegovom manjem prisustvu u 

sistemskoj cirkulaciji i manjoj toksiĉnosti. 

 

Rezultati ultrastrukturne analize tkiva jetre tretiranih DOX-om su skladu sa prethodnim 

istraţivanjima (Pedrycz i sar., 2003, Kalender i sar., 2005).
 
U ovoj doktorskoj tezi je 

pokazano da tretman DOX-om dovodi do promena na mitohondrijama, generiše 

mijelinske figure, apoptozu i nekrozu hepatocita, onkozu endotlnih ćelija i oštećenja 

krvnih sudova sa ekstravazacijom eritrocita. Sve posmatrane promene su bile na višem 

nivou kod primenejne doze od 4 mg/kg DOX-a. U poreĊenju sa ovim rezultatima, 

ultrastrukturna analiza tkiva jetre tretiranih FNP/DOX-om pokazala je da se posmatrana 

ćelije nalaze u daleko boljem stanju. Apoptoza je primećena samo kod pojedinaĉnih 

ćelija, dok su vakuolizacija hepatocita, intercelularni edem i intersticijalna hemoragija 

bili daleko manje izraţeni u odnosu na DOX-sku grupu. Ovde treba istaći da su sve 

pomenute promene bile u mnogo manjoj meri izraţene u grupi tretiranoj sa 2 mg/kg 

FNP/DOX-om nego u grupi tretiranoj sa 4 mg/kg FNP/DOX. Mitoza hepatocita, 

primećena u grupi tretiranoj sa 2 mg/kg FNP/DOX-a govori u prilog tome da su 

tretirane ćelije jetre bile u dobrom stanju. Deoba hepatocita je uoĉena i nakon prime 

FNP-a, nagoveštavajući time da nanokompozit pri odreĊenim koncentracijama 

predstavlja prihvatljiv tretman koji ostavlja ćelije sa mitotiĉkim potencijalom. 

Istraţivanja ranijih autora su potvrdila da antioksidativni agensi umanjuju akumulaciju 

leukocita u tkivu jetre (Yagmurca i sar., 2007), što je u saglasnosti sa rezultatima ove 

teze gde nisu uoĉeni znakovi inflamacije tkiva. Tokom ultrastrukturne analize tkiva 

jetre, uoĉeno je da dolazi do bubrenja mitohondrija nakon tretmana sa FNP-om, što se 

moţe objasniti time da je došlo do narušavanja homeostaze mitohondrijalne membrane 

(Dobrovolskaia i sar., 2008; Johnson-Lyles i sar., 2010; Rokitskaya i sar., 2016). 

Izmenjena permeabilnost mitohondrijalne membrane moţe 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 

(C60(OH)44) moţe biti okidaĉ bubrenja mitohondrija na dozno zavisan naĉin (Yang i 

sar., 2016). U istraţivanjima ove doktorske teze, povećana elektronska gustina 

mitohondrija i znatne varijacije u veliĉini mitohondrija su primećene nakon upotrebe 

FNP-a u tretmanu. Ultrastrukturnom analizom, dodatno je utvrĊeno prisustvo 

mijelinskih figura i apoptoze endotelnih ćelija i hepatocita. MeĊutim, sve opisane 

promene su bile fokalnog karaktera. Retke depozicije fibrina i krvnih ploĉica, 

primećene su u grupi tretiranoj sa 4 mg/kg FNP/DOX-om (Slika 31) i predstavljaju 

jedinstvenu karakteristiku rezultata ovih eksperimenata, kao što je to primećeno i u 

tkivu srca. Periferna zona krvnih ploĉica koja je u kontaktu sa nanokompozitom, moţe 

voditi njihovoj adheziji i agregaciji (Wen i sar., 2002; Radomski i sar., 2005).
 
S 

obzirom da su površinski hemijski efekti nanoĉestica na vezivanje proteina većinom 

nepoznati, uraĊene su razliĉita in silico istraţivanja sa ciljem da se otkriju molekularni 

mehanizmi koji se nalaze u pozadini ovih interakcija. Ove studije su pokazale da se 

hidroksilovani fulerenol C60(OH)20 moţe vezati za tubulin (Ratnikova i sar., 2011) i taq 

DNK polimerazu
 
(Nedumpully Govindan i sar., 2012) preko vodoniĉnih veza. U 

drugom istraţivanju, gde je ispitivana interakcija FNP-a sa razliĉitim model 

membranama, FNP je imao nizak afinitet prema eukariotskim membranama. FNP se 

zadrţavao u hidrofilnom delu membranskog dvosloja, mada vodoniĉne veze sa 

holesterolom ne mogu biti iskljuĉene (Brisebois i sar., 2012). Uzimajući u obzir sve 

prethodno izneto, taĉan molekularni mehanizam fenomena adhezije i agregacije krvnih 

ploĉica ostaje da bude rasvetljen. 

 

Histološki rezultati Injca i saradnika nisu potvrdili hepatoprotektivni efekat fulerenola u 

pretretmanu sa DOX-om (Injac i sar., 2008c) dok rezultati iz ove teze sugerišu 

postojanje protekcije. Primena nanokompozita se pokazala kao bolji pokušaj umanjenja 

štetnih efekata izazvanih DOX-om u odnosu na primenu fulerenola u pretretmanu. 

Naime, FNP/DOX nanokompozit produkuje mnogo manje oštećenja u tkivu jetre nego 

samostalno primenjen DOX u istoj dozi. 

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

oštećenja mitohondrija izazvana primenom DOX-a, raĊena je аnaliza iRNK za katalazu 
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i MnSOD u jetri. MeĊutim, rezultati iRNK analize za ova dva antioksidativna enzima, 

nisu moglu da daju jasan odgovor o ulozi oksidativnog stresa na promene u jetri nakon 

tretmana DOX-om i FNP/DOX-om. Razlog leţi u varijabilnosti odgovora katalaze i 

MnSOD-a nakon tretmana sa DOX-om i FNP/DOX-om (Petrovic i sar., 2018). 

Praćenje enzimske aktivnosti većeg 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 povećanja 

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 povećava aktivnost GST.  

Na osnovu smanjenja aktivnosti katalze, SOD i GR kod ţivotinja koja su bile tretirane 

FNP/DOX-om, u odnosu na samostalnu primenu DOX-a, moţe se pretpostaviti da je 

FNP eliminisao ROS, ĉime je potencijalni umanjio oksidativni stres izazvan DOX-om 

u tkivu jetre. Kao podrška ovim opaţanjima je i istraţivanje gde se FNP pokazao kao 

odliĉan „hvataĉ” ROS-a u tkivu jetre pacova (Li i sar., 2016).
 
Uzimajući u obzir da je i 

ultrastrukturna analiza otkrila da FNP/DOX indukuje manje oštećenja na tkivu jetre u 

poreĊenju sa ošećenjima nastalim primenom DOX-a, zakljuĉuje 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. Zapaţa se trend povećanja ekspresije iRNK za Bax i smanjenja ekspresije iRNK 

za Bcl-2 u tkivu jetre, meĊutim ne moţe se uoĉiti 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 ćelijam i pojedinim hepatocitima koja je bila fokalnog karaktera. 

Iz ovoga se moţe pretpostaviti da tretman DOX-om i FNP/DOX-om ne dovodi 

znaĉajnije do apoptoze u tkivu jetre. 

 

Brojni eksperimentalni podaci i kliniĉke studije su pokazali da tumori imaju tendenciju 

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

intracelularnog gvoţĊa promoviše feropoptozu, specifiĉnu formu ćelijske smrti (Dixon 
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i sar., 2012). A terapije bazirane na dopremanju viška gvoţĊa tumorskim ćelijama bi 

mogle biti od pomoći prilikom aktiviranja feropoptoze kod maligniteta (Marzenell i 

sar., 2013). Nadalje, gvoţĊe sa DOX-om gradi kompleks koji posreduje u generisanju 

slobodnih radikala vodeći oštećenju ćelija (Myers, 1998; Swain i Vici, 2004; Ishikawa i 

sar., 2014). MeĊutim, skorija istraţivanja ovaj stav dovode u pitanje, tvrdeći suprotno, 

da preopterećenje gvoţĊem ne pojaĉava kardiotksiĉnost indukovanu DOX-om 

(Guenancia i sar., 2015). Uzevši prethodno izneto u obzir, u ovoj tezi se pristupilo i 

ispitivanju efekata nanokompozita FNP/Fe
2+

 na zdravim tkivima srca i jetre pacova u 

predtretmanu sa DOX-om. Na subćelijskom nivou, nanokompozit FNP/Fe
2+

 je 

indukovao sporadiĉno prisutne, neznatne promene. Intracelularni edem, vakuolizacija i 

apoptoza endotelnih ćelija su primećeni 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 oĉuvana. 

Ukoliko se uporede teţine povreda prouzrokovane nanokompozitom FNP/Fe2
+
 i FNP 

aplikovanim samostalno, primećuje se da FNP prouzrokuje veći tokisĉan efekat. U 

eksperimentanoj grupi gde je primenjen samo FNP (Slika 42B), uoĉen je intracelularni 

edem izmeĊu miofibrila izazivajući njihovo razdvajanje. Cepanje miofibrila je, takoĊe, 

bilo fokalno prisutno kao i poremećena struktura interkalatnih diskova. U 

mitohondrijama su primećene oštećene kriste zajedno sa rupturama spoljašnje 

membrane, dok su u intersticijalnom tkivu uoĉene edematozne endotelne ćelije sa 

fenomenom kariolize. U tkivu jetre (Slika 43B) su bile prisutne mijelinske figure, 

mikrovezikularne masne promene i autofagne vakuole. Došlo je i do intersticijalne 

hemoragije i pojave fenomena emperiopoleze. UporeĊujući efekte izazvane 

nanokompozitom FNP/Fe
2+

 i FNP, nameće se zakljuĉak da je FNP taj, koji je 

odgovoran za negativne efekte, a ne joni gvoţĊa. Yang sa saradnicima je pokazao da 

polihidroksilovani fulereni C60(OH)44 pojaĉavaju propustljivost mitohondrijalne 

unutrašnje 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
2+

, oksidativni stres je redukovan (Slika 

45). Bubrenje mitohondrija izazvano fulerenolom moţe biti efikasno otklonjeno 

inhibitorima mitohondrijalne tranzicione pore, kao što su: ciklosporin A, adenozin 
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difosfat, rutenijum crveno i etilendiamintatraacetatna kiselina (Yang i sar., 2016). Iz 

ovoga proizlilazi hipoteza, da je moguće, da joni gvoţĊa unutar nanokompozita 

FNP/Fe
2+

 spreĉavaju hidroksilne grupe fulerenola da interaguju sa polarnim regionima 

proteina, u razliĉitim ćelijskim kompratmanima, doprinoseći tako ćelijskoj protekciji, 

što nadalje, prouzrokuje manje oštećenja. U prilog ove hipoteze ulaze i eksperimenti 

vršeni na magnetnim mikrokapsulama izgraĊenim od fulerenola i Fe
3+

 koji su povezani 

koordinativnim vezama, gde je izmereno da pomenute mikrokapsule uklanjaju hidroksil 

radikale produkovane od strane vodonik peroksida, potvrĊujući na taj naĉin 

antioksidativna svojstva fulerenola (Chen i sar., 2019). U istom istraţivaĉkom radu, 

autori su dokazali da opisane mikrokapsule utiĉu i na poboljšanje ćelijskog vijabiliteta, 

kada su izloţene vodonik peroksidu, u odnosu na ćelije koje nisu bile pretretirane 

mikrokapsulama, što je sve zajedno u sprezi sa fulerenolom kao „hvataĉem” slobodnih 

radikala. 

  

Dalje je ispitivano da li pretretmana FNP/Fe
2+

-om moţe da spreĉi štetne efekte DOX-a 

na srcu i jetri. Uticaj DOX-a na srce i jetru, odraţava se toksiĉnim efektima koji se 

manifestuju u formi mijelinskih figura, vakuolizacije, bubrenja, prisustvu 

intracelularnog edema i hemoragije. Opisane promene su u dobroj saglasnosti sa 

prethodnim rezultatima nauĉnih istraţivanja (Childs i sar., 2002; Yagmurca i sar., 2007; 

Borović i sar., 2014; Seke i sar., 2016; Petrovic i sar., 2018).  

 

Morfologija kardiomiocita i hepatocita, u grupi tretiranoj nanokompozitom FNP/Fe
2+ 

1 

h pre aplikacije DOX-a, dobro je oĉuvana u poreĊenju sa grupom tretiranom samo 

DOX-om. Uzorci tkiva iz grupe tretirane nanokompozitom 1 h pre DOX-a su pokazali 

sledeće promene: oštećenje unutrašnje mitohondrijalne membrane, dilataciju 

sarkoplazmatiĉnog retikuluma, prisustvo intra i ekstracelulanrnog edema, 

ekstravazaciju eritrocita, apoptozu endotelnih i glatkih mišićnih ćelija. MeĊutim, sve 

ove promene su bile fokalnog karaktera. U tkivu srca, vidljiva je i adhezija i agregacija 

platela, koja moţe biti posledica kontakta platela sa nanokompozitom FNP/Fe
2+

. 

Periferna zona platela je bogata glikoproteinima koji interaguju sa nanoĉesticama i 

izazivaju aktivaciju platela (Engin i sar., 2017; Ta i sar., 2017). U tkivu jetre, u istoj 

eksperimentalnoj grupi, uoĉene su depozicije kolagenih fibrila u intersticijumu. 
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Poznato je da hepatiĉne stelatne ćelije, kao odgovor na povredu, mogu da se 

transformišu u ćelije sliĉne miofibroblastima i da produkuju kolagen tipa I, koji vodi 

pojavi fibroze (Alcolado i Iredale 1997). MeĊutim, ono što treba istaći, jeste da je 

većina tkiva jetre ostala intaktna, a da su sve nabrojane promene primećene samo 

sporadiĉno.  

 

Analiza ekspresije katalaze i MnSOD u tkivu srca nije pokazala potencijni mehanizam 

protektivnog delovanja FNP/Fe
2
. Odgovori ova dva antioksidativna enzima nakon 

tretman su varijabilni što onemogućuje izvlaĉenje odgovarajućih zakljuĉaka. FNP 

samostalno ne remeti iRNK za katalazu i MnSOD tkivu srca, ali dovodi do blagog 

povećanja ekspresije katalaze, odnosno smanjenja iRNK MnSOD u tkivu jetre. Sliĉne 

varijabilnosti u odgovorima iRNK za ova dva enzima su pokazane i kod prmene 

FNP/Fe
2+

.  

 

Analiza ekspresije katalaze i MnSOD u tkivu srca nije mogla da dȃ jasan odgovor u 

ulozi oksidativnog stresa nakon tretman DOX-om i FNP/Fe
2+

 1 h pre DOX-a. Odgovori 

ova dva antioksidativna enzima su bili varijabilni, što onemogućuje izvlaĉenje 

odgovarajućih zakljuĉaka. Moţe se zapaziti, da primena DOX-a dovodi do povećanja 

iRNK za oba enzima u tkivu jetre, dok FNP/Fe
2+

 dovodi do smanjenja ekspresije ova 

dva enzima. Na osnovu rezultata dobijenih iz tkiva jetre bi se eventualno moglo 

pretpostaviti da FNP/Fe
2+

 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
2+

 1 h pre aplikacije DOX-a, redukuje ove promene. Jedna od hipoteza koje 

objašnjavu na koji naĉin FNP/Fe
2+

 deluje protektivno u tretmanu sa DOX-om se odnosi 

na zaštitno svojstvo fulerenola, koji je kao što je već ranije naglašeno, dobar „hvataĉ” 

slobodnih radikala (Djordjević 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 moguće da je višak jona gvoţĊa, otpušten nakon 

tretmana sa DOX-om, „neutralisan” od strane FNP-a, spreĉavajući na taj naĉin 

oksidativna oštećenja. Naime, pod fiziološkim uslovima, gvoţĊe se u ćeliji skladišti uz 
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pomoć feritina kao gvoţĊe(III)-hidroksid (Thiel i sar., 1983). MeĊutim, doksorubicinol 

utiĉe na homeostazu gvoţĊa tako što ga uklanja iz katalitiĉkog Fe-S klastera 

citoplazmatske akonitaze, koja postaje ireverzibilno inaktivirana, ali zadrţava funkciju 

gvoţĊe-regulatornog proteina -1 (IRP-1) (Minotti i sar., 2001). Ovaj IRP-1 protein se 

vezuje za za odgovarajuća mesta na iRNK za feritin i inhibira njegovu translaciju, što 

rezultuje u enormnom otpuštanju slobodnog gvoţĊa u ćeliji (Minotti i sar., 1998).  

 

MeĊutim ostaje pitanje ţašto ovaj protektivni efekat nanokompozita FNP/Fe
2+

 nije 

vidljiv i u tkivima srca. Pretpostavka je, da genska ekspresija MnSOD u tkivu srca 

moţe biti zavisna od koncentracije DOX-a, kao i vremena izloţenosti DOX-u, ali je 

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

 

Pored svih gore navedenih pozitivnih efekata nanokompozita FNP/Fe
2+

, iz 

farmakološke perspektive, aplikacija nanokompozita moţe imati i svoja ograniĉenja. 

Jedan od izazova, bi bio zahtev za sveţom pripremom nanokompozita, što komplikuje 

celu aplikaciju. Zatim, potencijalni pacijenti bi morali da prime dve infuzije, prvu sa 

nanokompozitom, za kojom bi išla, nakon 1 h infuzija sa DOX-om. I konaĉno, 

pretretman nanokompozitom bi mogao biti kontraindikovan kod pacijenata koji imaju 

metaboliĉke poremećaje u jonima gvoţĊa ili kalcijuma, s obzirom da se FNP ponaša 

kao helator ovih metala (Anderson and Barron 2005). Aplikacija nanokompozita 

FNP/Fe
2+ 

ne mora biti ograniĉena samo na kombinaciju sa DOX-om. Drugi lekovi, koji 

izazivaju oksidativni stres, takoĊe se mogu uzeti u razmatranje i istraţivanje, kao što su 

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

 

Sveukupno gledano, istraţivanja u ovoj tezi omogućila su vredan uvid u kompleksnu 

interakciju izmeĊu FNP-a, DOX-a, ćelija i tkiva. Eksperimentalne postavke ove teze su 

omogućile bolje razumevanje protektivnog potencijala FNP-a kada se kombinuje sa 

DOX-om i Fe
2+

, što moţe imati pozitivne implikacije prilikom dizajniranja 

antitumorskih lekova. 
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6. ZAKLJUČCI 
 

 Ĉestice nanokompozita FNP/DOX su veliĉine izmeĊu 20 i 58 nm, imaju 

naelektrisanje od -6 mV, dok su ĉestice nanokompozita FNP/Fe
2+

 veliĉine 

izmeĊu 11 i 60 nm, imaju naelektrisanje od -30.8 mV. Nanoĉestice oba 

nanokompozita imaju diskoidalnu morfologiju i stabilne su u vodenim 

sistemima, što ih ĉini biodostupnim, biokompatibilnim i time pogodnim za 

primenu u biomedicini. 

 

 FNP dekorisan DOX-om, u obliku nanokompozita FNP/DOX, omogućava 

znaĉajno obimniji unos DOX-a u ćelije i smanjuje procenat ćelija u G2M fazi 

ćelijskog ciklusa, u odnosu na samostalnu primenu DOX-a, kod malignih 

ćelijskih linija dojke. 

 

 Nanokompozit FNP/DOX je pokazao delimiĉno protektivan efekat, umanjujući 

citotoksiĉnost komercijalnog DOX-a na imortalizovanoj ćelijskoj liniji 

kardiomiocita miševa.  

 

 Nanokompozit FNP/DOX izaziva manje štetnih promena na srcu i jetri zdravih 

pacova soja Wistar, u poreĊenju sa komercijalnim DOX-om, pri ĉemu je doza 

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

 

 Promene ekspresije iRNK za dva antioksdataivna gena kao i za dva gena koja 

uĉestvuju u apoptozi, u srcu i jetri, ne mogu da ukaţu na jasan mehanizam 

preko koga FNP/DOX izaziva manje štetnih promena na srcu i jetri zdravih 

pacova soja Wistar, u poreĊenju sa komercijalnim DOX-om.  

 

 Nanokompozit FNP/Fe
2+

 u predtretmanu 1 h pre primene DOX-a, izaziva manje 

štetnih promena na srcu i jetri zdravih pacova soja Wistar, u poreĊenju sa 

komercijalnim DOX-om. 
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 Promene ekspresije iRNK za dva antioksdataivna gena u srcu i jetri ne mogu da 

ukaţu na jasan mehanizam preko koga nanokompozit FNP/Fe
2+

 izaziva manje 

štetnih promena na srcu i jetri zdravih pacova soja Wistar, u poreĊenju sa 

komercijalnim DOX-om.  

 

 U kombinaciji sa DOX-om i gvoţĊem (Fe
2+

), FNP predstavlja potencijalnu 

platformu za dopremanje lekova i drugih pozitivno naelektrisanih molekula u 

tretmanima tumora. 
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jasan mehanizam preko koga 

nanokompozit FNP/Fe2+ izaziva manje 

štetnih promena na srcu i jetri zdravih 

pacova soja Wistar, u poreĊenju sa 

komercijalnim DOX-om. 

Sveukupno gledano ovo istraţivanje je 

omogućilo detaljniji uvid u kompleksnu 

interakciju izmeĊu fulerenolskih 

nanoĉestica, doksorubicina, Fe2+ i ćelija, 

kako malignih tako i zdravih. Pokazan je 

protektivni potencijal fulerenolskih 

nanoĉestica kada se kombinuju sa 

citostatikom doksorubicinom i sa Fe2+, a 

što moţe imati pozitivne implikacije 

prilikom dizajniranja antitumorskih 

lekova. 
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Abstract:  

AB  

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 C60(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  

Fe2+. 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 (Fe2+) in order to 

form stable fullerenol/doxorubicin 

(FNP/DOX) nanocomposite and 

fulerenol/iron (FNP/Fe2+) 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/Fe2+ 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 H2O2 and O2 • 

- which is catalyzed by iron ions (Fe2 +). 

Additionally, when DOX binds to mRNA 

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/Fe2+ nanocomposite were used and its 

biological effects in vivo on Wistar rats 

were examined. At the ultrastructural 

level, FNP/Fe2 + 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/Fe2+ 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/Fe2 + 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, Fe2+ 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 Fe2+, 

which may have positive implications 

during drug design. 



 

 

Accepted on Senate on:  

AS  

06/25/2020. 

Defended:  

DE  

Thesis Defend Board:  

DB  

president: dr Danijela Kojić, Full 

Professor, Faculty of Sciences, University 

of Novi Sad  

member: dr Jelena Purać, Full Professor, 

Faculty of Sciences, University of Novi 

Sad 

member: dr Jelena Marković, Assistant 

Professor, Faculty of Sciences, University 

of Novi Sad  

member: dr Vladimir Srdić, Full professor, 

Faculty of Technology, University of Novi 

Sad 

member: dr Nebojša Andrić, Full 

Professor, Faculty of Sciences, University 

of Novi Sad 

member: dr Aleksandar Djordjevic, Full 

Professor, Faculty of Sciences, University 

of Novi Sad 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Овај Образац чини саставни део докторске дисертације, односно 
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1.3.2. Број записа (код квантитативних података) 
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Напомене:  ______________________________________________________________ 

 

Да ли формати и софтвер омогућавају дељење и дугорочну валидност података? 
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2.1.1. У оквиру ког истраживачког нацрта су подаци прикупљени?  
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3.1.5. Подаци неће бити депоновани у репозиторијум, али ће бити чувани.  

Образложење 

 

3.2 Метаподаци и документација података 

3.2.1. Који стандард за метаподатке ће бити примењен? 

_________________________________ 

3.2.1. Навести метаподатке на основу којих су подаци депоновани у репозиторијум. 

______________________________________________________________________________ 
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Ако је потребно, навести методе које се користе за преузимање података, аналитичке и 

процедуралне информације, њихово кодирање, детаљне описе варијабли, записа итд. 
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3.3 Стратегија и стандарди за чување података 

3.3.1. До ког периода ће подаци  бити чувани у репозиторијуму? 

_______________________ 

3.3.2. Да ли ће подаци бити депоновани под шифром? Да   Не 
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4. Безбедност података и заштита поверљивих информација 

 

Овај одељак МОРА бити попуњен ако ваши подаци  укључују личне податке који се 

односе на учеснике у истраживању. За друга истраживања треба такође размотрити 

заштиту и сигурност података.  

4.1 Формални стандарди за сигурност информација/података 
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институционалног кодекса о академском интегритету.   

 
 

4.1.2. Да ли је истраживање одобрено од стране етичке комисије? Да Не 
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ц) Остало, навести шта 
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