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HcnutuBame nHTEpakuyje GoTooceTIbuBOr HAHOKOMIIO3UTHOT CUCTeMa 0a3upaHor Ha
HEIONMPAaHUM M AOTIMPaHuM dectuiiama TutanujyM (1V) okcuaa c 6nomosexkynuma u
hennjama

HaHnocTpykTypHa HeopraHcka jequmera nonyT TiO2 MOTYy ce KOPHUCTUTH Kao CHCTEMH 3a
JocTaBy JekoBa u ¢ortoocersbuBux cyrncranuu (PC) y poromunammukoj tepanuju (PT)
3aCHOBAHO] Ha CBETJIOCHOM cTuMynaHcy. OBa nucepranuja ucrpaxyje npumeny OIT c
HemogudpukoBauuM  TiO2  (komommum  HaHouecTmnama, Ti02 HY; mnponatHum
HaHochepounuma, TiO2 ITHC) u MmomudukoBanuM (TonupanuM HaHouecTuiama, N- u C-TiO>
HY; xomyroBaHuM C MOJENOM LHUTOCTaTHKa Yy HaHOKoMmno3uTHe cucreme, HKC).
TpaHCMHCHOHOM €JIEKTPOHCKOM MHKPOCKOIIHjOM IIOTBpheHe cy HaHOo-aumensuje (5-104 nm),
JIOK Cy I paKIMoHa peHAreHCKa aHaI3a U PaMaHcka CIIEKTPOCKOIIHja YTBPIWIIC Ja j& KO
ucnutuBanux TiO2 TOMUHAHTHA CBETJIOCHO-HAjaKTUBHM]ja KpHCTalIHA (popMa — aHATaC. 3aTuM,
¢dopmupann cy HKC xoopaunammjom TiO, HU u ITHC ¢ Ru(ll) xommiekcom — 1wmc-
Jmuxiiopoouc(2,2'-ounupuami-4,4'- tunkapOooKcHITHA KHCEJIVHA) pyterujym(ll). 3a
moaudukoBanu TiOz, UV-Vis cnekrpockonujom moTBpheHa je arcopmija y BHIJBHBO]
o0JlacTH M TpopadyyHaTe Cy yMameHe BpPEeIHOCTH EHepreTCKHX Imporerna. EjekTpoHckom
mapaMarHeTHOM PE30HAHTOM CIIEKTPOCKOIHjOM YCTaHOBJHEHO je MPUCYCTBO XHIPOKCHI
pamukana y BogeHoj cycriensuju TiOz [THC u C-TiO2 HY, 1ok peakTHBHE KHCEOHUYHE BPCTE
uucy nerekroane kox TiO2 HY u N-TiO, HY. 3a HKC, in vitro cy ycraHoB/beHH TPOGIITH
npojyxeHor KoHcTanTHor otymrama Ru(ll) komruiekca. Hanme, otmyiitame KOMILIEKca Ha
pH 7 je 3HATHO criopuje Mo yTHIajeM BUIJbUBE CBETIIOCTH Y ogHocy Ha UV mmm oncycTBo
ceemioctd. Jomataa makancynanuja HKC y mane yHwiamenapHe Be3WKyJie 3HA4ajHO je
cy30mia otmmyniramke koMmiiekca. Kondoxamraom Mukpockonujom yTepheH je nobdap hemujcku
yaoc uctmtuBanux TiOz. TecToBu BHjabmIHOCTH Ha HeTpaHCPOpMHUCAaHUM henrjamMa HaKOH
nakyOanuje ¢ TiO, HY wu I[IHC, moTtBpmumu cy BHXOBY OHOKOMITATHOMITHOCT.
DOTOIUTOTOKCUYHA aKTUBHOCT ucnutuBaHux Ti0: je TecTupaHa Ha henujckuM JIuMHHjaMa
KaH1epa. HajaHauajHuju max BHjaOMITHOCTH OCTBapeH je KOMOMHOBaHNM TpeTMaHoM ¢ C-TiO»
HY u mmaBum cBetnoMm kox hemmjcke munanje Hela. Il tasumie, mokazano je ma C-TiO», HU
NOACTHYY MeXaHW3Me INporpamupaHe hesiMjcke CMPTH, INTO HIE Y INPHIOT IMOTOAHUM
ocobunama ©C 3a O/T.
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Omnmta 1 HEOpraHcKa XemMuja

doroauHamuuka Tepanuja, TiO2, HanHokommosutHu cucteM, Ru(ll) komrrexc,
EHEPreTCKH MPOLIET, peaKTUBHE KUCEOHUYHE BPCTEe, (POTOCEH3UTEP, IMTOTOKCUYHOCT,
Bpcre hemujcke cmpt, AHOBA
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Investigations of the interaction of photo-sensitive nanocomposite system based on
undoped and doped titanium oxide nanoparticles with biomolecules and cells

Nanostructured inorganic compounds such as TiO, may be used as drug delivery carriers
and photosensitizers (PSs) in light-based therapy — photodynamic therapy (PDT). This
doctoral dissertation explores the implementation of PDT with unmodified TiO- (colloidal
nanoparticles, TiO, NPs; prolate nanospheroids, TiO, PNSs) and modified (doped
nanoparticles, N- and C-TiO. NPs; conjugated to a cytostatic model in the nanocomposite
systems, NCSs).

Transmission Electron Microscopy confirmed the nanosize (5-104 nm), whereas X-ray
diffraction and Raman spectroscopy revealed predomination of the most photo-active
form — anatase of the investigated TiO,. Afterwards, NCSs were formed by coordination
of TiO, NPs and PNS to the Ru(ll) complex with cytostatic properties — cis-
dichlorobis(2,2'-bipyridyl-4,4'-dicarboxylic acid) ruthenium(Il). For the modified TiO,
UV-Vis spectroscopy and bandgap calculations confirmed the visible light absorption.
Electron paramagnetic resonance spectroscopy revealed the presence of hydroxyl radical
in water suspensions of TiO, PNSs and C-TiO, NPs, whereas no reactive oxygen species
were detected in suspensions of TiO, NPs and N-TiO, NPs.

For NCS, the long-term constant release profiles of the Ru(ll) complex were established
in vitro. Namely, the complex release at pH 7 induced by visible light was slower
compared to UV and light’s absence. Furthermore, additional encapsulation of NCS in the
small unilamellar vesicles significantly suppressed the complex release but with no light-
induced effect.

Confocal microscopy revealed good cells’ internalization of the assessed TiO2. Viability
tests on non-transformed cells upon the incubation with unmodified TiO; indicated good
biocompatibility. The photocytotoxic activity of the investigated TiO, was tested on
several cancer cell lines. The most significant viability reduction has been achieved by the
combined treatment with C-TiO2 NPs and blue light on the HelLa cell line. Moreover, C-
TiO2 NPs promoted the programmed cells’ death mechanisms, contributing to their
exceptional PS features for PDT.

Chemistry

General and Inorganic Chemistry

Photodynamic therapy, TiO, nanocomposite system, Ru(Il) complex, band gap, ROS,
photosensitizer, cytotoxicity, cell death modalities, ANOVA
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M3Boa, U3:

HaHocTpykTypHa HeopraHcka jegummwensa nonyt TiO, mory ce
KOPUCTUTU Kao CUCTeMM 3a JOCTaBy fiekoBa U (POTOOCETILUBMX
cynctaHum (®C) y dpotogmHammykoj Tepanuju (SOT) 3acHoBaHoO]
Ha cBeTnocHoM cTumynaHcy. OBa AaucepTauuvja uCTpaxyje
npumeHy ®OT ¢ HemogudukoBaHum  TiO,  (korovanm
HaHodecTuyama, TiO2 HY; nponatHmm HaHocdeponguma, TiO:
MHC) n mogudukoBaHmm (gonupaHnum HaHodyectuuama, N- n C-
TiO, HY; «kowyroBaHMm C MOAENOM  UMTOCTaTMKA Y
HaHoKoMno3uTHe cucteme, HKC). TpaHCMUCUMOHOM €NEKTPOHCKOM
MUKpOCKONujoM notepheHe cy HaHo-gMMeH3uje (5-104 nm), ook cy
AndpakunoHa peHareHcka aHanmsa n PamaHcka cnekrtpockonuja
yTBpaune ga je kop ncnutmeaHmx TiO, AOMUHAHTHa CBETIOCHO-
HajakTUBHMja KpUcTanHa gpopma — aHatac. 3atum, opmMmpaHu cy
HKC koopaunauujom TiO2 HY n MHC ¢ Ru(ll) komnnekcom — uuc-
anxnopobuc(2,2'-6unnpngun-4,4'-gukapbokcnnHa KncernvHa)
pyteHujym(ll). 3a mogudukoBaHm TiO,, UV-Vis cnekTpocKkonujom
notepheHa je ancopnuuja y BUArbMBOj 0bnacTtun n npopadyHaTe cy
ymaweHe BpedHOCTU eHepreTckux npouena. EnekTpoHckom
napamarHeTHOM Pe30HaHTOM CMEKTPOCKOMUjOM YCTaHOBILEHO je
NPUCYCTBO XMAPOKCUN pagukana y BoaeHoj cycneHnaunju TiO, NMHC
n C-TiO2HY, ook peakTUBHE KMCEOHUYHE BPCTE HUCY AETEKTOBAHE
kog TiO2, HY n N-TiO, HY. 3a HKC, in vitro cy yctaHOBIbEHM
Npodunum NPoaYXeHOr KOHCTaAHTHOTr oTnywTaka Ru(ll) komnnekca.
Hanme, oTnywtakbe komnnekca Ha pH 7 je 3HaTHO cnopwuje noA
yTvuajem BuasbMBe CBETNOCTU Yy ogHocy Ha UV unu oacycTBO
ceeTnoctu. flogatHa uHkancynaumja HKC y mane yHunamenapHe
Be3uKyrne 3HayajHo je cys3buna oTnywTawe KOMMekca.
KoHdhokanHoM mukpockonujom yTBpheH je nobap henujckn yHoc

NCNUTUBAHUX TiOo. TecTtoBuU BMjabunHocTn Ha
HeTpaHcdhopmucaHum hennjama HakoH uHky6aumje ¢ TiO2, HY un
MHC, NoTBPAUNN cy HUXOBY OrokoMnaTMOMNHOCT.

POTOUUTOTOKCMYHA aKTMBHOCT ncnmutueaHux TiO- je TecTupaHa Ha
henujcknm nNuHnjama kKaduepa. HajsHadvajHuju nag BujabmnHocTu
OCTBapeH je komMbuHoBaHum TpeTMmaHom ¢ C-TiO, HY n nnasum
cseTnom ko henujcke nuHuje Hela. LUtaBuwe, nokasaHo je aa C-
TiO2 HY noactnyy mexaHusme nporpamupaHe henujcke cmpTy,
WTO nae y npunor norogHnm ocobmHama eC 3a OAT.
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YnaH:
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Abstract, AB:

Nanostructured inorganic compounds such as TiO, may be
used as drug delivery carriers and photosensitizers (PSs) in
light-based therapy — photodynamic therapy (PDT). This
doctoral dissertation explores the implementation of PDT with
unmodified TiO2 (colloidal nanoparticles, TiO2> NPs; prolate
nanospheroids, TiO> PNSs) and modified (doped
nanoparticles, N- and C-TiO2> NPs; conjugated to a cytostatic
model in the nanocomposite systems, NCSSs).

Transmission Electron Microscopy confirmed the nanosize (5-
104 nm), whereas X-ray diffraction and Raman spectroscopy
revealed predomination of the most photo-active form -
anatase of the investigated TiO,. Afterwards, NCSs were
formed by coordination of TiO> NPs and PNS to the Ru(ll)
complex with cytostatic properties — cis-dichlorobis(2,2'-
bipyridyl-4,4'-dicarboxylic acid) ruthenium(ll). For the modified
TiO2, UV-Vis spectroscopy and bandgap calculations
confirmed the visible light absorption. Electron paramagnetic
resonance spectroscopy revealed the presence of hydroxyl
radical in water suspensions of TiO>, PNSs and C-TiO2 NPs,
whereas no reactive oxygen species were detected in
suspensions of TiO2 NPs and N-TiO2 NPs.

For NCS, the long-term constant release profiles of the Ru(ll)
complex were established in vitro. Namely, the complex
release at pH 7 induced by visible light was slower compared
to UV and lights absence. Furthermore, additional
encapsulation of NCS in the small unilamellar vesicles
significantly suppressed the complex release but with no light-
induced effect.

Confocal microscopy revealed good cells’ internalization of the
assessed TiO2. Viability tests on non-transformed cells upon
the incubation with unmodified TiO2 indicated good
biocompatibility. The photocytotoxic activity of the investigated
TiO2> was tested on several cancer cell lines. The most
significant viability reduction has been achieved by the
combined treatment with C-TiO2> NPs and blue light on the
HeLa cell line. Moreover, C-TiO, NPs promoted the
programmed cells’ death mechanisms, contributing to their
exceptional PS features for PDT.
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1. Uvod

1. UvoD

Dok maligne bolesti nastavljaju da ugrozavaju zivote ljudi Sirom sveta, razvijaju se
nove terapije 1 pristupi terapiji kancera koji imaju za cilj da uz visoku uspesnost lecenja smanje
pojavu neZeljenih efekata. Posebnu paznju istrazivaca okupirala su razli¢ita jedinjenja nano-
dimenzija koja pokazuju obecavajuci potencijal kao sistemi za dostavu lekova i fotoosetljive
supstance (FS) u terapiji zasnovanoj na svetlosnom stimulansu — fotodinamickoj terapiji
(FDT). Iako je do sada razvijen veliki broj nosaca za dostavu lekova, klini¢ki se primenjuje
samo nekoliko tipova organskih nosaca (lipozomski i albuminski) i nekoliko neorganskih,
uglavnom baziranih na nanocesticama gvozda.

Medu neorganskim jedinjenjima, u svojstvu nanostrukturnog nosaca istice se potencijal
za upotrebu titan(IV)-oksida (TiO2) wusled njegove dobre dostupnosti, stabilnosti,
biokompatibilnosti i moguénosti modifikacije povrSine. Ovaj neorganski oksid je zbog
poluprovodnicke prirode foto-aktivan u ultraljubicastoj oblasti elektromagnetnog spektra, te uz
modifikacije koje bi omogucile apsorpciju u vidljivoj oblasti, ima potencijal za primenu Kao
FS. Nakon izlaganja nanostrukturnog TiO2 svetlosnom stimulansu dolazi do pobudivanja
njegovih elektrona u valentnoj zoni. Ovi elektroni u prisustvu molekulskog kiseonika uti¢u na
hiperprodukciju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta koje dovode do oStecenja ¢elija u okruZenju, i na
kraju do njihove smrti. Na taj nacin, FDT ima ciljano-lokalni karakter, dok se podeSavanjem
talasne duZine 1 intenziteta svetlosti omoguc¢ava doziranje koncentracije leka. Imaju¢i u vidu
izlozene prednosti FDT, ne iznenaduje ¢injenica da se ve¢ nekoliko vrsta kancera uspesno
klinicki le¢i na ovaj na¢in. Medutim, usled prevelike fotosenzibilacije kod pacijenata nakon
terapije nekom od klinicki odobrenih FS, postoji potreba za pronalaskom novih sistema s
citostatikom ili FS koji bi umanjili nezeljene efekte FDT i omoguéili njenu rutinsku i masovniju
klini¢ku primenu.

Uporedo s razvojem sistema za ciljanu i kontrolisanu dostavu citostatika za potrebe
FDT, razvijaju se i citostatici nove generacije. Ovi potencijalni hemioterapeutici su najcesce
bazirani na prelaznim metalima, od kojih iako prednjace istrazivanja kompleksa platine, ne
izostaju ni istrazivanja kompleksa drugih prelaznih metala, pogotovo rutenijuma. Razlog
velikog interesovanja za komplekse rutenijuma su njihove brojne prednosti u odnosu na
komplekse platine, poput specifi¢nog na¢ina delovanja, manje toksicnosti, vece selektivnosti i
aktivnosti na linijama kancera i metastazama na kojima su platinski kompleksi neaktivni.

Sagledavajuc¢i navedeno, kao i Cinjenicu da do sada, ni nanostrukturni TiOz ni

kompleksi rutenijuma nisu klinicki primenjeni u FDT, u okviru prve faze istrazivanja ove

1



1. Uvod

disertacije ispitani su nanokompozitni sistemi (NKS), koji predstavljaju sisteme antitumorski
agens-nosac, zasnovane na kompleksu rutenijuma s osobinama citostatika i nanostrukturnih
TiO2 s osobinama nosa¢a. U narednoj fazi ispitane su i dopirane TiO2 nanocestice s

poboljsanim opti¢kim osobinama koje su ispoljile dobre osobine FS.

U Opstem delu su u kratkim crtama predstavljeni pristupi terapiji kancera koji se
najéesc¢e primenjuju u klinickoj praksi, kao i moguénosti njihovog unapredivanja. Istaknut je
znacaj kompleksa platine i rutenijuma, kao i njihovog kombinovanja s nanonosac¢ima za ciljanu
i kontrolisanu dostavu lekova. Dat je i pregled vrsta neorganskih nanoterapeutika s
dosadasnjom primenom. S osvrtom na koncept stimulisane terapije, detaljnije su predstavljene
karakteristike FDT (koncept, mehanizmi, prednosti i nedostaci). Preciznije su opisane i
karakteristike nanostrukturnog TiO2, s aspekta njegove multifunkcionalnosti, a istaknute su
njegove fizicko-hemijske i bioloske osobine, posebno fotohemijske, kao i moguénosti
njegovog poboljSavanja. Na kraju opSteg dela, sumiran je pregled dosadasnjih istrazivanja u
kojima su uspesno primenjeni nanostrukturni TiO2 kao nosaci i FS, i kompleksi rutenijuma kao

FS/antitumorski agensi.

U Eksperimentalnom delu dat je pregled koris¢enih hemikalija, opisana je sinteza i
karakterizacija kompleksa cis-dihlorobis(2,2'-bipiridil-4,4'-dikarboksilna kiselina)
rutenijum(Il) ([Ru(1)(dcbpy)2Cl2]), nanostrukturnih TiO2 i NKS na bazi ispitivanih
TiO2/[Ru(l1)(dcbpy)2Cl2]. Detaljno su opisane instrumentalne metode kojima su okarakterisani
NKS i njihove komponente: MALDI masena spektrometrija, UV-Vis spektrofotometrija uz
primenu Kubelka-Munk i Tauc prorauna za odredivanje vrednosti energetskog procepa,
infracrvena spektroskopija s Furijeovom transformacijom, Ramanska spektroskopija,
rendgenska difrakciona analiza, konfokalna Ramanska mikroskopija, transmisiona elektronska
mikroskopija, kao 1 metode za odredivanje povrSinskog naelektrisanja. Prikazan je nacin na
koji je odredena stabilnost NKS, tj. efikasnost vezivanja komponenti (sedimentacioni esej) i
metoda za pracenje kinetike otpuStanja kompleksa s nosaca. Za modifikovane sisteme s TiO2
(NKS i dopirane TiO2 nanocestice) takode su dati uslovi i metode za ispitivanja njihove
bioloske aktivnosti. U okviru toga detaljno su dati uslovi pri kojima su uzgajane 1 tretirane
¢elijske linije, uslovi ozraivanja za pracenje fotoaktivnosti, kao i priprema i metode za
pracenje njihovog Celijskog unosa, uticaja na stepen prezivljavanja celija 1 odredivanje
mehanizma celijske smrti (laserska skenirajua konfokalna mikroskopija, konfokalna
Ramanska mikroskopija, epifluorescentna mikroskopija, elektronska paramagnetna rezonantna

spektroskopija).
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Poglavlje Rezultati i diskusija rezultata prikazuje rezultate ostvarene u ovoj
disertaciji dobijene ispitivanjem hemijsko-fizickih osobina kompleksa [Ru(II)(dcbpy)2Cl2],
nanostrukturnih TiO2 i NKS, kao i njihove opticke i bioloske aktivnosti. Najpre su predstavljeni
rezultati njihove strukturne Kkarakterizacije s detaljnom analizom spektara dobijenih
gorepomenutim spektroskopskim metodama, dok je opticka karakterizacija data kroz
izraCunate vrednosti energetskog rascepa za NKS 1 dopirane TiO2 nanocestice. Uz strukturnu
karakterizaciju NKS prikazane su i vrednosti efikasnosti vezivanja kompleksa, kao i profili
brzine otpustanja kompleksa s nosaca pri razli¢itim uslovima (pH vrednostima koje simuliraju
uslove zdravog, pH~7 i tumorskog tkiva, pH~5, u mraku i u prisustvu UV i vidljive svetlosti).
Bioloska aktivnost NKS i nanostrukturnin TiO. je predstavljena kroz celijski unos i
unutaréelijsku distribuciju, citotoksi¢nu aktivnost na netumorskim i tumorskim ¢elijskim
linijama. Pored navedenog, prikazana je fotocitotoksicna aktivnost na tumorskim linijama i
oksidativna aktivnost nanostrukturnin TiO2. Dodatno, za nanocestice TiO2 dopirane

ugljenikom ispitivani su i mehanizmi ¢elijske smrti.
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2. OPSTI DEO

2.1. Terapija kancera, aspekti unapredenja i razvoja novih pristupa i citostatika

Decenijama unazad kancer je medu vodeéim uzrocima smrtnosti u svetu. Prema
podacima Internacionalne Agencije za istrazivanja o kanceru (engl. International Agency for
Research on Cancer, IARC) GLOBOCAN u toku 2020. godine na svetskom nivou zabeleZzeno
je 19,3 miliona novih slu¢ajeva karcinoma i skoro 10,0 miliona smrtnih slu¢ajeva Sirom
sveta.l! Na osnovu statisti¢kih podataka koji ukazuju na progresivan trend rasta broja obolelih
tokom godina, oc¢ekivan broj novoobolelih slucajeva u 2040. godini je znacajno veéi i iznosi

30,2 miliona (Slika 1).
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Slika 1. Trend porasta broja slucajeva obolelih od kancera pracen u periodu od 2020. do 2040. godine
(izvor Svetska Zdravstvena Organizacija). Predvidanje porasta broja obolelih do 2040. godine
izvedeno je pomocéu GLOBOCAN platforme (https://gco.iarc.fr/tomorrow/en).

Iako je ocigledan napredak imunoloske, genske terapije 1 personalizovanog pristupa
ciljane terapije, za klini¢ki tretman malignih tumora i dalje se najceS¢e primenjuju
hemioterapija, zracenje, hirurski zahvati, kao i njihove kombinacije. Nedostaci hemioterapije
su sistemski nezeljeni efekti, operativni zahvat je ¢esto pra¢en remisijom i neizvodljiv je u
uznapredovalim fazama, kao 1 za teSko pristupacne tumore, dok je zraenje dozno ograni¢eno
zbog kumulativnog efekta. Stoga, postoji velika potreba za poboljSanjem klasi¢nih tretmana

karcinoma 1 pronalaskom efikasnijih reSenja koja povecavaju stepen pozitivnih ishoda lecenja
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uz smanjen obim nuspojava. Iz ove potrebe proizilaze brojna istrazivanja ¢iji je predmet razvoj

kako novih citostatika, tako i alternativnih, manje invazivnih terapija kancera.

Za klinicko lecenje, trenutno se koriste hemioterapeutici razli¢ite hemijske strukture:
citotoksi¢ni antibiotici  (Doxorubicin, Mitomycin), antimetaboliti (Fluoropyrimidine,
Methotrexate), antimikrotubularni agensi (Vincristine, Paclitaxel), inhibitori topoizomeraze
(Irinotecan, Kamptotecan) i alkilirajué¢i agensi (Cisplatin),[? koji izazivaju mnogobrojne
nezeljene efekte. Nezeljeni efekti hemioterapije su najvec¢im delom posledica neselektivnog
karaktera citostatika — podjednakog delovanja na celije kancera i zdrave celije koje se dele.
Dodatno, njihovo brzo izbacivanje iz cirkulacije znacajno smanjuje koncentraciju leka u
ciljnom tumorskom tkivu, Sto takode rezultuje u smanjenoj efikasnosti hemioterapeutika.
Povrh svega, celije kancera mogu brzo da mutiraju ili aktiviraju sopstvene odbrambene

mehanizme, razvijajuéi otpornost prema primenjenom medikamentu.-6!

Citostatici u kojima je platina centralni jon — cisplatina, karboplatina i oksaliplatina ¢ine
50-70% od ukupne terapije koja se primenjuje za leCenje pacijenata obolelih od kancera.
Izrazena ototoksi¢nost, neurotoksi¢nost i nefrotoksi¢nost koju ispoljavaju kompleksi Pt(IT)!"]
su posledica neselektivnog vezivanja Pt(I1) za molekule dezoksiribonukleinske kiseline (DNK)
kako ¢elija kancera, tako 1 zdravih ¢elija, ¢ime je spreena njihova dalja deoba 1 podstaknuta
apoptoza — programirana ¢elijska smrt.[®] Uprkos nedostacima kompleksa platine i in vitro i in
Vivo potvrdenoj antitumorskoj aktivnosti koordinacionih kompleksa Au(IIl), Pd(Il), Ru(Il) i
Ru(ll1), Os(11), Ti(1V), Sn(1V), Ga(lll), Cu(ll), Zn(I1) i Bi(lll) od neorganskih kompleksa u

klini¢koj praksi trenutno se primenjuju isklju¢ivo kompleksi na bazi platine. 14

Jedan od pravaca istraZivanja je usmeren na ispitivanje novih kompleksa platine drugog
oksidacionog stanja, kao i kompleksa rutenijuma, od kojih mnogi ispoljavaju visoku efikasnost,

¢ak 1 protiv metastaza.

Naime, kompleksi rutenijuma su pokazali antikancerogene efekte na tumorskim
linijjama protiv kojih su kompleksi Pt(Il) bili neefikasni, ali i povecanu selektivnost prema
¢elijjama karcinoma 1 manju toksi¢nost prema normalnim ¢elijama u poredenju sa postojecim
citostaticima na bazi platine (Slika 2). Kompleksi rutenijuma i njihova primena u terapiji

kancera predmet su posebnog poglavlja, 2.5.
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Slika 2. Prikaz kljucnih karakteristika kompleksa rutenijuma u odnosu komplekse platine.
2.1.1. Sistemi za ciljanu i kontrolisanu dostavu citostatika

Izrazene probleme u primeni citostatika kao $to su slaba rastvorljivost u vodenim
rastvorima, brza ekskrecija iz organizma i neZeljeni efekti moguce je prevazi¢i formiranjem
sistema nosac-citostatik. Dva su osnovna zadatka nosata za medikamente koja utiCu na

poboljsanje rezultata terapije:

e Ciljano dostavljanje medikamenta do tumorskog tkiva gde lek ispoljava svoje
farmakolosko delovanje, umanjuje moguénost njegovog delovanja na zdravo tkivo i

neZeljene efekte terapije;

« Kontrola brzine otpustanja medikamenta s nosac¢a u tumorskom tkivu koja znacajno

doprinosi efikasnosti same terapije.

Ciljanu dostavu medikamenta omogu¢ava modifikacija povrSine nosaca, kao $to je
vezivanje liganada sposobnih da se specificno vezu za ciljanu grupu receptora na tumorskim
¢elijama.[*® Kontrola brzine otpustanja medikamenta se postize primenom nosaca koji ima
odredeno svojstvo c¢ija promena direktno uti¢e na kinetiku otpustanja medikamenta.
Postepenom promenom ovog svojstva nosaca, kontrolise se koli¢ina medikamenta 1 vremenski
interval otpustanja. Ciljanom dostavom i kontrolisanim otpustanjem moguce je prilagoditi

terapiju specifi¢nim potrebama pacijenta.

Nosaci treba da poseduju odredene osobine:
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a) mala veliCina
b) bioloska razgradivost

c) laka eliminacija iz organizma nakon dostave.

Takode, potrebno je da budu dobrog vezujuceg kapaciteta za citostatik, sposobni da
odrze njegovu visoku koncentraciju u cirkulaciji, da nisu imunogeni i da njthova primena
dovodi do akumuliranja citostatika u tumorskom tkivu i ¢elijama kancera.l*8! Ukratko, zahtevi
koje bi nosac trebalo da ispunjava su “zadrzi, izbegni, ciljaj i oslobodi”, (engl. Retain, Evade,
Target, Release).'") Nosa¢i za medikamente koji su razvijeni do sada mogu da se klasifikuju u

tri grupe:

1) Sintetski (polimeri, neorganske nanocestice, kompozitni materijali, itd.)
2) Prirodni (nosaci s aminokiselinama — peptidi, fosfolipidi, enzimi, razli¢iti proteini,
itd.)

3) Celij ski (eritrociti, makrofagi, bakterije, virusi, itd.)

Razvijeni su i razli€iti pristupi u dizajniranju i primeni nosaca, a u literaturi se kao
najefikasniji isticu micele, lipozomi, hidrogelovi, te¢ni kristali i nanocCestice za koje
medikamenti mogu biti hemijski vezani (kovalentno ili adsorbovani) ili fizicki inkapsulirani u

unutra$njosti nosaéa.[*®l

2.2. Nanoterapeutici i nosaci za ciljanu i kontrolisanu dostavu citostatika

Nanonosaci predstavljaju grupu nosaca za medikamente s jedinstvenim svojstvima.
Svodenjem materijala na nano-dimenzije znacajno se menjanju fizicko-hemijske osobine u
odnosu na osobine polaznog materijala. Naime, kod nanomaterijala, prisutan je znacajno veci
broj atoma na povrsini (Slika 3) ¢ime su promenjene njihove opticke, fotokatalitiCke osobine,

kao 1 parametri kristalne reSetke.

Sa stanovista isporuke lekova, nanonosaci bi trebalo da poseduju svojstva koja su
pogodna kako sa fizioloSkog, tako i s anatomskog aspekta. Za omogucavanje interakcija
nanonosaca na molekulskom nivou, najvaznije je da je njihova veli¢ina uporediva s veli¢inom
¢elije (10-100 um), virusa (20-450 nm), proteina (5-50 nm) ili gena (Sirine 2 nm i duzine 10-
100 nm).1*¥ Podaci iz literature sugerisu da se izraz ,,nano u nanomedicini uglavnom odnosi

na Cestice < 5 um[?% bududéi da se vece &estice zadrzavaju u kapilarima i predstavljaju opasnost
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za ljudski zivot.’l Makrofagi uklanjaju &estice veée od 500 nm, dok je endocitoza'
karakteristicna za manje Cestice. Nanocestice koje su manje od 100 nm lako prolaze u tkivo

kroz otvore endotelnog zida krvnih sudova.l?l Mnoge studije su pokazale da je za isporuku

lekova idealan opseg veligina od 5-250 nm.[#

r=0,01 mm'

r=1nm

Slika 3. Ilustracija povecéanja specificne povrsine usled smanjenja velicine Cestica ha nano-dimenzije.

Pored veli¢ine, na moguc¢nost 1 efikasnost unosa nanocestica u ¢elije uti¢e njihov oblik
kao i nadogradene povrSinske funkcije. Modifikacije na povrSini nanocestica mogu da
obezbede specifi¢nu interakciju s ¢elijskim receptorima, povoljnu kvasljivost, naelektrisanje,

povecanu kontaktnu povrsinu ili uti€u na stvaranje efikasne i dinami¢ne kontaktne povrsine

(nano-bio medupovrsina).?4

2.2.1. Nacini akumulacije nanoterapeutika u tumorskom tkivu

U tumorskom tkivu se lakSe akumuliraju i zadrzavaju nosaci za citostatike nano-

dimenzija, te za njih postoje dva nacina akumulacije — aktivni 1 pasivni nacin:

eAktivno akumuliranje nanocestica postize se vezivanjem liganda na povrsini
nanocestica koji interaguje s membranskim receptorima koje celije kancera povecano
eksprimiraju na svojoj povrsini. Kao ligandi, najéesce su ispitivani proteini (transferin),

polimeri (heparin, ursolinska kiselina, kurkumin)®2®! i mali molekuli (folna kiselina).[?"]

! Endocitoza je osnovni ¢elijski proces putem koga Celije unose razli¢ite makromolekule unutar Celije iz svoj
vanjskog okruzenja. U osnovi se deli na fagocitozu, makropinocitozu i mikropinocitozu (endocitozu u uzem

smislu).
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ePasivno akumuliranje nanocestica oslanja se na efekat poveéane permeabilnosti i
zadrzavanja (EPRE!) nanodestica od strane tumorskog tkiva koji je posledica poveéane
vaskularne propustljivosti. Naime, u tumorskom tkivu intercelularni prostor je ve¢i (400—-800
nm) u poredenju sa zdravim tkivom. S obzirom da tumorsko tkivo nema razvijen limfno-
drenazni sistem kao kod zdravih ¢elija, ekskrecija nanodestica je sporijal?®l, sto doprinosi

produZenoj interakciji nanoterapeutika s ¢elijama kancera (Slika 4).

<> ENDOTELIJALNE @ TUMORSKE € ) ANGIOGENE ENDOTELIJALNE ((o ) NORMALNE
CELIJE CELIJE CELIJE CELIJE

Slika 4. Ilustracija pasivnog akumuliranja nanocestica usled EPRE-a. S leve strane isprekidane
poprecne linije je prikazano zdravo tkivo, dok je s njene desne strane prikazano tumorsko tkivo.
Prilagodeno iz literature %,

2.2.2. Vrste nanoterapeutika i njihova dosadasnja primena

Nanoterapeutici najve¢im delom predstavljaju sisteme — konjugate nanonosaca i leka,
a mogu biti 1 agensi za zracne terapije ili dijagnosti¢ki agensi kod magnetne rezonance, dok
veoma mali broj nanocCestica samostalno ispoljava terapeutski efekat. Danas postoji veliki izbor
nanonosa¢a koji imaju moguénost terapijskog i/ili dijagnostiCkog (engl. theragnostic)
dostavljanja medikamenta, a koji se mogu Klasifikovati u dve grupe na osnovu hemijskog

sastava — organske i neorganske, kao $to je sumirano na Slici 5.
Organski nanonosaci predstavljaju Siroku grupu jedinjenja na bazi ugljenika i
ugljovodonika, kao §to su razli¢iti polimeri, micele, lipozomi 1 ugljeni¢ni nanomaterijali.

Neorganski nanonosaci su uglavnom nesto jednostavnije strukture i predstavljaju Cestice na

L'U literaturi na engleskom jeziku ova skracenica se uobiajeno upotrebljava u obliku EPR od engl. Enhanced
Permeability and Retention Effect. U ovoj disertaciji je s dodatnim “E* na kraju skra¢enice napravljena razlika u
odnosu na drugu skracenicu - EPR (engl. Electron Paramagnetic Resonance).
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bazi metala, metalnih oksida i metalnih kompozita, a kako su oni predmet ove disertacije, u

narednom poglavlju su detaljnije opisane njihove osobine.

Ugljenicni

Virusne NC Nanovlakna
Organski g )
Polimerne

: ) nanocestice
Lipozomi

Polimerna
micela

Metalni Hidrogelovi

m Neorganski

Metalni oksidi Denarer

3
= e s

Slika 5. Klasifikacija nanonosaca i ilustracije njihovih struktura.
2.2.2.1.  Neorganski nanoterapeutici

Neorganski nanoterapeutici su metalni kompoziti 1 oksidi metala ¢ija je osnovna
prednost veliki odnos povrsine prema zapremini usled visoke gustine i ograni¢ene veli¢ine ugla
na ivicama povrSine. U sistemima za dostavu lekova, metalne nanocestice karakterise
moguc¢nost povrsinske funkcionalizacije i $iri spektar metoda koje se mogu koristiti za pracenje
biodistribucije u odnosu na organske sisteme. Modifikacija povrSine nanocestica omogucava
kontrolisanu promenu svojstava, ¢ime se uti¢e na brzinu rastvaranja i1 razgradnje, kataliticku
aktivnost i stabilizaciju medikamenta.*®! S druge strane, bez obzira na vrstu modifikacije

povrsine, sve neorganske nanocestice su bionerazgradive.

Sistem za dostavu medikamenata ne sme biti zasnovan na metalima koji imaju biolosku
ulogu u organizmu. Na primer, metal ne sme biti kofaktor za bilo koji enzim u celijama.
Ukoliko je to neophodno, kona¢na koncentracija metala — kofaktora u cirkulaciji, mora da bude
ispod nivoa neophodnog za aktiviranje enzima, kako se ne bi ugrozili procesi unutarcelijske

signalizacije, ukoliko nisu vezani za terapiju.l

10
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Do sada, najviSe su ispitivane metalne nanocestice zlata i srebra, metalni oksidi
kadmijuma, gvozda, itrijuma, silicijuma i titanijuma. Ovi metalni oksidi imaju specificnu
strukturnu geometriju, dok elektronska struktura uti¢e na provodna, poluprovodna ili
izolatorska svojstva. Poluprovodnici imaju odvojeni najviSi popunjeni elektronski nivo
(valentnu zonu, VZ) od najniZzeg nepopunjenog nivoa (provodne zone, PZ), izmedu kojih se
nalazi region bez energetskih nivoa — energetski procep (Eg). Kod poluprovodnih metalnih
oksida, Eg iznosi 0,5-3,5 eV, §to utiCe na svojstva ovih nanonosaca po pitanju odziva na
svetlosni stimulans. Najcesce ispitivani nanonosaci iz grupe poluprovodnika metalnih oksida
su silicijum(IV)-oksid (SiO.) i titan(IV)-oksid (TiO.). Nadalje, poluprovodni¢ka svojstva
poseduje 1 grupa metalnih kompozita poznatijih pod nazivom kvantne tacke (Q-tacke). One
imaju veliki prelazni dipolni moment i moguce je podesavati njihove apsorpcione i emisione

karakteristike.

Pored navedenih neorganskih nanoterapeutika, izu¢avaju se i nacini dopiranja metala i
formiranja sistema s organskim nanoCesticama, s krajnjim ciljem pobolj$anja karakteristika
samih nanocestica — efikasnosti dostave, stimulisane i kontrolisane dinamike otpustanja leka.
Dopiranje nanoc€estica TiO2, kao metoda za poboljSanje karakteristika nanonosaca, ¢e biti tema
posebnog potpoglavlja 2.4.3.2. Literaturni primeri za nanoterapeutike zasnovane na metalima,
metalnim oksidima, metalnim kompozitima, kao i njihove konjugacije s organskim

nanonosac¢ima prikazani su u Tabeli 1.

Od 1974. godine kada je odobren prvi lek — CosmoFer! do leka Hensify!, na trziste je
izaSlo najmanje 25 neorganskih nanoterapeutika, koji ve¢im delom predstavljaju konjugate
nanonosaa s medikamentom ili su dijagnosti¢ki agensi. Najve¢i broj komercijalnih
nanoterapeutika je zasnovan na gvozdu, a koriste se za leCenje anemije i razlicitih vrsta kancera
(Ferrahem, DexFerrum, Venofer, Monofer i Diafer) i za termalnu ablaciju glioblastoma
(NanoTherm neradioaktivnog talijuma. Ostali nanoterapeutici zasnovani na gvozdu su
dijagnosticki agensi (Sinerem). Pored dijagnostike pomocu nanocestice s gvozdem, odobreni

su i kontrastni agensi Omniscan i Optimark u ¢ijoj osnovi je gadolinijum. !

! CosmoFer (Fe(OH)s s oblogom od dekstrana male molekulske teZine) je lek za anemiju.
I Hensify (HfO,) je agens za radiolosku terapiju razli¢itih karcinoma.

11
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Tabela 1. Literaturni pregled razlicitih vrsta neorganskih nanocestica.

Nanodestice | Struktura Karakteristike Ref.
Au Koloidni rastvori Fototermalni efekat (34
CdSe i CdTe Fotoluminescencija u obliku fluorescencije
Y,0s3 Fosforescencija
Fe,03, Co Magnetni momenat
Feridex Koloid s oblogom od dekstrana Magnetni momenat (3]
male molekulske teZine, veli¢ina
Cestica od 120-180 nm Dijagnosticki agens
CoFe;0q4 Nanodestice dispergovane u Magnetni momenat [36]
hidrogelu alginata
Vezivanje za proteine albumina
FesOq Nanogestice veli¢ine 80+ 5 nm Magnetni momenat (371
Povecana akumulacija u plu¢ima usled
Funkcionalizacija PEG-om aglomeracije u in vivo sistemima
F8304-PEG molekulima, 46 + 0,6 nm Magnetni moment
Potencijal za hipertermalni tretman kancera
Pt-Au-PEG Nanodestice Au Funkcionalizacija PEG-om spre¢ava formiranje | [8
funkcionalizovane PEG agregata
monoslojem s tiolnim grupama Povecéan unos u odnosu na sam kompleks Pt(R,R-
oivi¢enim karboksilnim grupama | dach)]
kompleksa [Pt(R,R-dach)] Nanocestice omogucavaju dostavu kompleksa
[Pt(R,R-dach)] do ¢elija kancera, a zatim i
njegovo oslobadanje
Scg8-AuA . : . , i . . (101
g g AuAg nanorodovi oznadeni Visoka hipertermalna efikasnost i selektivnost ka
molekularnim aptamerom Scg8 CEM ¢elijskoj liniji u odnosu na sam aptamer
S1MPs, Mezoporozne SiO; nanocestice, Visoka biokompatibilnost [39]
S2MPs S1MPs s velikim porama su
napunjene S2MPs Veliki odnos povrsine prema zapremini pora
Kontrolisana dinamika otpustanja medikamenta
- —— 0
Ta-TiO: Nanocestice dispergovane u Znacajna citotoksi¢nost indukcijom RKV et
dejonizovanoj vodi i ¢elijskom
medijumu (DMEM) Znacajna genotoksi¢nost uzrokovana
ostecenjima DNK molekula
N-TiO; Nanodestice dispergovane u (41

¢elijskom medijumu (DMEM-H)

Poboljsana apsorpcija u vidljivom delu spektra

Izrazena fotocitotoksi¢nost

Skracéenice: 1,2-Diaminocyclohexane-N, N'-bis(2-diphenylphosphinobenzoyl) (R,R-dach), Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM). DMEM bez fenol crvenog, piruvata i glutamina (DMEM-H).

Pored gorenavedenih, postoji veliki broj metalnih nanoterapeutika za koje se trenutno

sprovode klini¢ka istrazivanja. Nanocestice TiO2 su trenutno u I fazi klini¢kih ispitivanja za
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le¢enje infekcije kandidom (preliminarna studija NCT'03666195) i upotrebu u stomatologiji
(NCT02950584, | faza).

2.2.3. Stimulisana terapija — koncept i prednosti primene nanocestica osetljivih na
stimulanse

Najve¢i izazov i cilj unapredivanja terapije kancera je obezbedivanje selektivnog
delovanja hemioterapeutika. Jedan od nacina prevazilaZzenja ogranienja postojece terapije

kancera je razvoj novog koncepta tretmana koji bi se pojednostavljeno sastojao iz tri faze:

Faza 1. Intravenozna ili intraperitonealna primena leka (ili proleka) u obliku konjugata

s nanocCesticama ili primena neaktivnog oblika nanoterapeutika.

Faza 2. Akumulacija dovoljne koncentracije leka/nanoterapeutika u ciljnom tkivu koja

se moZze odigrati pasivno ili aktivno.

Faza 3. Prevodenje leka/nanoterapeutika u aktivni oblik uz pomo¢ spoljasnjih ili
unutra$njih stimulansa.[*?l Stimulansi dovode do hemijskih ili fizickih promena u osobinama
nanoterapeutika 1/ili do otpuStanja leka s nanonosaca te se antitumorsko dejstvo ispoljava na

ciljanom mestu i u zeljenom trenutku.

Kada je re¢ o sistemu nanonosac-lek, nakon aplikacije postoji puno poteskoca za
uspes$nu akumulaciju leka u ciljnom tumorskom tkivu. Pored toga $to ostvaruje povoljan tip
veze s medikamentom, nanonosa¢ bi trebalo da poveca njegovu rastvorljivost u fizioloskim
uslovima, produzi polu-Zivot leka u cirkulaciji i olakSa prolazak kroz bioloske barijere. Uz sve
navedeno, potrebno je 1 da poseduje osobinu koja moze da se menja posredstvom odredenog

stimulansa.

Stimulansi za aktivaciju otpuStanja leka se mogu podeliti na unutraSnje 1 spoljasnje
(Slika 6). Unutrasn;ji stimulansi, tzv. in vivo stimulansi, predstavljaju promenu sredine koja je
posledica karakteristika tumorskog tkiva po kojima se razlikuje od zdravog, kao $to je niza pH
vrednost, hipertermija (poviSena lokalna temperatura za 1-2 °C) i poviSena koncentracija
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (RKV).1*3# Tako postoji znatan broj nanocestica koje su osetljive
na ovakve promene sredine, nedostatak unutra$njih stimulansa je izostanak mogucnosti
kontrole i podeSavanja brzine otpuStanja leka. Stoga, bolju perspektivu u smislu kontrole

pokazuju spoljasnji stimulansi. Primenom odgovarajuée temperature, ultrazvuka, magnetnog

!'NCT je skraéenica od engl. National Clinical Trial i predstavlja jedinstveni identifikacioni broj pod kojim je
zavedena odredena klinicka studija.
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polja ili svetlosti postize se delikatnija kontrola nad aktiviranjem leka i dinamikom otpustanja

Sto omogucava precizno doziranje leka u ciljnom tkivu.

r/\ ° pH
» Temperatura
o Sadrzaj RKV-a

* Temperatura
e Ultrazvuk
* Magnetno polje

\ * Svetlost
—

Slika 6. Podela vrsta stimulansa za otpustanje leka s nosaca.

Kako je u ovoj disertaciji ispitivan sistem za dostavu s potencijalnom primenom u
fotodinamickoj terapiji, dalji tekst je usmeren isklju¢ivo na svetlost kao vrstu spoljasnjeg

stimulansa za otpustanje leka s nosaca.

2.3. Fotodinamicka terapija

U fototerapiji ili helioterapiji pacijent se izlaze svetlosti odredene talasne duZzine
dobijenom pomocu svetlosnog izvora — lasera, dioda ili specijalnih lampi. Ova metoda lecenja
je poznata od davnina, a danas se uglavnom koristi za leCenje ili ublazavanje simptoma bolesti
koze, tumora, kao i pojedinih neuroloskih i psiholoskih poremecaja (Parkinsonove bolesti,
demencije, depresije). Fototerapija je jedna od prvih terapija koju novorodence dobija u slucaju
poviSenog nivoa bilirubina (fizioloSke zutice). Svetlost se koristi 1 kao stimulans u
kombinovanom tretmanu razliCitih bolesti 1 ovaj vid terapije se naziva fotodinamicka terapija
(FDT). U klinickoj praksi, FDT je prvi put upotrebljena za tretman tumora beSike 1976.
godine.® Danas, fototerapija i FDT su klini¢ki odobrene terapije za niz karcinoma i
nemalignih bolesti. Primera radi, u oftalmologiji hirurSko leCenje miopije je zamenila
fototerapija, te se za promenu optickih osobina o¢ne jabucice koristi laser umesto noza. U
leCenju degenerativne miopije, tj. koroidne neovaskularizacije primenjuje se tretman lekom —
fotoosetljivom supstancom (FS) koji se aktivira pomocu lasera, i ovaj tretman predstavlja jednu

od najces¢ih, rutinski primenjenih, FDT.
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2.3.1. Osnovi fotodinamicke terapije

Prilikom primene FDT, koristi se FS koja se aktivira pomocu svetlosti odredene talasne
duzine, izazivajudi terapijski ucinak nepovratnim oSte¢enjem ciljnih ¢elijskih molekula, $to
dovodi do ¢elijske smrti. Pojednostavljeno, princip FDT se oslanja na tri bitne komponente:
FS, kiseonik i svetlost. Naime, FS se aktivira tek nakon akumulacije u tumorskom tkivu, Sto
dovodi do stvaranja RKV u prisustvu kiseonika (Slika 7). Poveéane koncentracije stvorenih

RKYV posredstvom FS predstavljaju kljuéni mehanizam koji dovodi do ¢elijskih oStecenja, te i

@ —

njihove smrti u FDT.

—®

tumorsko tkivo.

tumorskom tkivu.

svetlosti.

Pacijent prima lek U narednih 24 do Aktiviranje Celije kancera trpe
- fotoosetljivu 72 sati, fotoosetljive trajna ostecenja
supstancu fotoosetljiva supstance usled stvaranja
intravenski ili supstanca se izlaganjem celija reaktivnih
direktno u akumulira u kancera izvoru kiseoniénih vrsta.

9,

Slika 7. lustracija koncepta FDT.

Ozracena FS apsorbuje svetlost ¢ime se pobuduju elektroni koji prelaze u visi
energetski nivo (pobudeno singletno stanje), ozna¢eno s FS* na Slici 8. Kako ovo stanje
karakteriSe izrazita nestabilnost i kratko vreme polu-zivota, dolazi do relaksacije u stanja nize
energije. Jedan od nacina relaksacije je vracanje elektrona u osnovno stanje, pri ¢emu dolazi
do emitovanja fluorescencije ili toplote u slu¢aju unutrasnje konverzije. Drugi nacin je prelazak
u tripletno pobudeno stanje koje karakteriSe duze vreme polu-zivota i koje moze da jonizuje
molekul vode ili kiseonik (H20 ili O2). Rezultat toga je stvaranje povecane koncentracije RKV
koje reakcijama s okolnim biomolekulima dovode do ostecenja tretiranog tumorskog tkiva i

¢elijske smrti.
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Slika 8. Mehanizam stvaranja RKV prilikom ozracivanja FS, kao i prikaz vrsta éelijske smrti koje mogu
da budu indukovane pomocéu FDT. Prilagodeno iz literature .

2.3.2. Mehanizam stvaranja i delovanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta

Tripletno pobudeno stanje FS dovodi do hiperprodukcije RKV putem dva tipa reakcije,
(Slika 8). Prvi tip su redoks reakcije u kojima FS* u tripletnom pobudenom stanju reaguje
direktno s okolnim supstratima (nezasi¢enim lipidima, proteinima ili nukleinskim kiselinama)
¢ime se stvaraju katjonske 1 anjonske radikalske vrste (reakcija tipa I). Ti radikali dalje stupaju
u reakciju s kiseonikom, dovodeci do stvaranja niza RKV, kao §to su superoksid anjon radikal
(027), hidroksil radikal ("OH), ili vodonik peroksid (H202). U drugom tipu reakcija, FS* u
tripletnom pobudenom stanju prenosi energiju direktno na molekulski kiseonik te nastaje
singletni kiseonik — nascetni kiseonik (*O, Slika 8, tip Il reakcija). Ovaj tip radikala je
najznacajniji u efektu FDT, narocito kod niskog sadrzaja kiseonika u obolelom tkivu. Dodatno,
u okviru reakcije tipa I, mogu¢ je i direktni prenos elektrona s FS* na okolne molekule vode
pri cemu nastaju RKV koji reakcijom s ¢elijskim biomolekulima dovode do njihovog oSte¢enja
i Celijske smrti. Iako odnos izmedu tipa reakcija I i 11 zavisi od vrste i koncentracije FS, nivoa
kiseonika 1 zraCenja, stepen proizvodnje RKV 1 tacni detalji njihovog delovanja nisu u
potpunosti razjas$njeni. Sve stvorene RKV reaguju s celijskim biomolekulima dovodeéi do

razliCitih vrsta celijske smrti. Zbog visoke reaktivnosti i kratkog vremena polu-zivota,

16



2. Opstideo

novonastale RKV oste¢uju samo molekule u neposrednoj blizini FS, S§to obezbeduje

lokalizovan u¢inak FDT, tj. dolazi do ¢elijske smrti isklju¢ivo u tretiranim lezijama tkiva.

2.3.3. Mehanizmi ¢elijske smrti indukovane fotodinami¢kom terapijom

Niz odgovora na oksidativni stres koje FDT pokrece dovode do trajnih oste¢enja Celija
i na kraju do cCelijske smrti, kao $to je ilustrativno prikazano na Slici 8. Medutim, sam tip smrti
koji se indukuje zavisi od tipa ¢éelije, vrste FS, njene koncentracije i unutarcelijske lokalizacije,
jacine 1 vremena zracenja i raspolozive koncentracije slobodnog kiseonika. Razlike kod glavnih
tipova ¢elijskih smrti indukovanih FDT (nekroze, nekroptoze, apoptoze i autofagije) prikazuje

Tabela 2.

Nekroza je glavni tip ¢elijske smrti koje izaziva FDT kada se FS akumulira na ¢elijskoj
membrani. Ova tzv. slu€ajna ili iznenadna smrt je posledica fizi¢kih ili hemijskih oStecenja
¢elija, kao i delovanja patogena. Nekroza zahvata veci broj ¢elija u populaciji, a karakterise je
uvecanje Celija, bubrenje citoplazme, urusavanje organela i ostec¢enja ¢elijske membrane. Kao
posledica nekroze aktiviraju se signali upalnih procesa, te se Celijski ostaci uklanjaju kako

makrofagima, tako i heterofilnim granulocitima.

Ukoliko je FS pored ¢elijske membrane akumulirana i u éelijskim organelama (jedru,
mitohondrijama, endoplazmati¢nom retikulumu i lizozomima) verovatnije je da ¢e dominantni
tip Celijske smrti biti apoptoza.[*! Apoptoza je oblik programirane celijske smrti koji
karakteriSe aktiviranje kaspaza, enzima iz familije cistein proteaza, i deo je normalnog procesa
u razvoju 1 starenju Celija. Do apoptoze dolazi 1 u cilju zastite tkiva pokretanjem imunoloSkog
odgovora ili kao reakcija na delovanje toksina ili bolesti.*! Ovom vrstom ¢elijske smrti bivaju
zahvacene pojedinacne ¢elije ili manje grupe (klasteri) ¢elija, koje su obi¢no okruzene ¢elijama

zdravog izgleda.

Celije kod kojih se indukuje apoptoza odlikuje smanjenje volumena (skupljanje ¢elija)
1 piknoza jedra, dok organele 1 ¢elijska membrana zadrzavaju svoje integritet za prilicno dug
period. U terminalnoj fazi apoptoza dovodi do promena u strukturi citoskeleta i do tzv.
baloniranja (engl. blebbing) membrane jedra $to je praceno cepanjem jedra i razdvajanjem
fragmenata celija u apoptotska tela. Njihov sadrzaj uklanjaju makrofagi fagocitozom i
degradiraju ih u fagolizozomima. Na ovaj nacin ¢elije ne oslobadaju svoj sadrzaj u vancelijski
prostor i sprecena je sekundarna nekroza i stvaranje protiv-upalnih citokina. Apoptoza je glavni

vid ¢elijske smrti malignih ¢elija i predstavlja ¢elijski odbrambeni mehanizam protiv razvoja
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maligniteta.[*”] Medutim, jedna od karakteristika ¢elija kancera je sposobnost izbegavanja
apoptoze, $to predstavlja problem u primeni standardnih tipova terapije. Prednost primene FS
koje se osim na ¢elijskoj membrani akumuliraju i unutar ¢elija, je upravo povecavanje stepena

apoptotske smrti ¢elija kancera u odnosu na druge mehanizme.

Dok je uloga apoptoze posredovane kaspazom detaljno proucavana jos od sredine XX
veka, u novije vreme utvrdeno je postojanje jo§ jednog tipa programirane c¢elijske smrti —
nekroptoze koja predstavlja regulisanu nekrozu. Nekroptoza sluzi kao rezervni mehanizam
kada apoptoza ne moze da se pokrene. Dok mehanizam indukcije nekroptoze ima zajednicke
tacke procesa s apoptozom, morfoloske karakteristike odgovaraju nekrozi. Nadalje, nekroptozu
karakteriSe formiranje strukture zvane nekrozom (Slika 8) koji dalje inicira nekroti¢ne
morfoloske promene.™® Takode, nekroptoza izaziva inflamatorni odgovor u okolini ¢elija koji
moze da podstakne tumorogenezu i metastaziranje, dok u isto vreme izaziva i imunoloski

odgovor koji, s druge strane, moze da spre¢i progresiju tumora.

Pored navedenih nac¢ina smrti koji FDT moze da inicira u ¢elijama kancera, na Slici 8
prikazana je i autofagija. Ovaj proces u kome ¢elija digestira sopstvenu citoplazmu i organele
pokrece se u cilju dobijanja biomolekula koji su od sustinskog znacaja za njeno prezivljavanje.
Do autofagije dolazi kao odgovor Celije na razliCite stresove, poput smanjene koli¢ine hrane,
faktora rasta i kiseonika, delovanje hemioterapeutika i zradenja.*®! Autofagija je, poput
apoptoze, regulisana energijom.®®! Zapocinje stvaranjem preautofagozomskih membrana —
fagofora. U njih se tokom procesa sazrevanja pakuje citoplazmati¢ni sadrzaj 1 formira
autofagozom. Zatim, spajanjem autofagozoma sa lizozomom formira se autofagolizozom u
kome dolazi do razgradnje sadrzaja (Slika 8). Na ovaj nacin uklanja se rizi¢na celijska
struktura, ¢ime se Stite zdrave celijske komponente 1 odrZzavaju normalne Celijske funkcije. [z
1zloZenog se moze zakljuciti da osim S§to obezbeduje hranjive materije 1 energiju, autofagija
predstavlja vazan mehanizam koji reguliSe ¢elijsku homeostazu. S obzirom da niski nivoi
autofagije stimuliSu opstanak i ¢elijski rast i da autofagija ubija ¢elije samo kada je zastupljena
u viSem obimu, kao i da autofagija ne pokrece inflamatorni odgovor i progresiju tumora,
pravilno usmerena 1 dozirana, autofagija moze da ima benefit prilikom tretmana tumora. Ipak,
terapija kancera stimulacijom ove vrste ¢elijske smrti bi imala puno izazova, posebno u kontroli

odziva ¢elija na stimulans.
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Tabela 2. Uporedni pregled glavnih karakteristika mehanizama Celijskih smrti  (apoptoze,
nekroze/nektroptoze i autofagije) uz ilustraciju promena na celijskom nivou u odnosu na normalnu
celiju.

- Apoptoza Nekroza/Nekroptoza | Autofagija

il EG SR Oksidativni stres, Virusi, hemijska ostecenja, Celijska glad, hipoksija,

za aktiviranje liganada zracenje, endogeniili hemioterapeutici,
{2y [ receptora smrti, patoloski faktori smanjena koncentracija
hemioterapeutici faktora rasta
(i etel s Piknoza jedra, saCuvana Oticanje celija i organela, Stvaranje autofagozoma,
promene membrana i apoptoznatela membrana gubi svoj masovna degradacija
integritet organela i proteina
Fagocitoza apoptoznihtela  Ingestija makrofagama i SadrZaj iz ¢elije biva unet u
putem okolnih ¢éelija i heterofilnim granulocitima okolne ¢elije (recikliran)
makrofaga
Struktura Baloniranje membrane i Narusavanje integriteta Formiranje
normalne fragmentacija jedra/DNK, celijske membrane i autofagozomai
celije a zatim formiranje prskanje celijskog autofagolizozoma
apoptoznih tela materijala

2.3.4. Prednosti primene fotodinamicke terapije u odnosu na tradicionalne terapije kancera

Prevazilazenje najveéeg nedostatka postojeée terapije kancera trebalo bi da se ogleda u
selektivnom uniStavanju malignih ¢elija, uz ocuvanje homeostaze zdravog tkiva. S obzirom na
lokalni karakter primene, FDT ima veliki potencijal da zameni tradicionalnu terapiju. Naime,
za razliku od termalnog ili hemijskog stimulansa, difuzioni efekat pri ozracivanju se moze
svesti na minimum manipulacijom $irine svetlosnog snopa. Imajuc¢i u vidu da RKV indukovane
pobudenom FS imaju kratak polu-Zivot, obezbedeno je lokalno delovanje tretmana i time
ocuvanje okolnog zdravog tkiva u vecoj meri. Delovanjem svetlosnog izvora u odredenom
vremenskom intervalu postize se vremensko doziranje terapije, dok se izborom odgovarajuceg
intenziteta primenjene svetlosti i talasne duzine koja odgovara opsegu apsorpcije FS postize i
kontrola nadindividualnim potrebama tretmana pacijenta. Ovo dopusta, primera radi, pulsno

oslobadanje leka Sto znacajno doprinosi ukupnom efektu terapije.
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Osim lokalnog dejstva na obolelo tkivo, FDT ispoljava citotoksi¢ni efekat prema
udaljenim malignim ¢elijama aktiviranjem imunog odgovora organizma 1 stimulisanjem
oslobadanja sekundarnih inflamatornih medijatora koji mogu da deluju na udaljene maligne
éelije.[*] Na ovaj posredan na¢in, uprkos lokalnom karakteru terapije, spre¢avaju se i pojave

metastaza i recidiva.

2.3.5. OgraniCenja u primeni fotodinamicke terapije — opticke osobine koze i

fotosenzibilacija

Najveca prepreka u primeni FDT potice od samog svojstva ljudske koze. Koza
predstavlja fizi¢ku barijeru izmedu ljudskog organizma i spoljasnosti, te je jedna od njenih
osnovnih funkcija zastita. Svetlost je jedan od mnogih faktora od cijeg je Stetnog delovanja
ljudski organizam zasti¢en koZom. Pri izlaganju koZe svetlosti, foton reaguje s biomolekulima
u povrSinskom sloju koze (epidermisu). Svetlo se zatim reflektuje, rasejava, transmituje ili
apsorbuje.®™ Refleksijom ne dolazi do prelaza energije, te ona nema uticaja na delovanje
svetlosti na kozu, a dogada se u malom procentu, §to je za ultraljubicastu svetlost (UV) oko 5
%. Takode, u malom procentu se u epidermisu svetlost difuzno rasejava, pri ¢emu se deo
energije fotona predaje keratinocitima — epidermalnim ¢éelijama koZe, menjajuci svoj pravac
kretanja, dok predata energija dovodi do zagrevanja tkiva. Ovaj proces se zavrSava kada foton
izgubi energiju u potpunosti i apsorbuje se ili kada promenom pravca kretanja, tj. reemisijom

napusti epidermis.

Do prodiranja svetlosti u dublje slojeve koze dolazi u procesu transmisije (propustanja).
Dubina propustanja zavisi od talasne duzine samog zracenja. Moze se re¢i da u oblasti UV i
vidljive svetlosti vaZi pravilo da §to je talasna duZina zrafenja manja, manja je i dubina
njegovog prodiranja (Slika 9). Melanin koji se nalazi u kozi i $titi je od Stetnog dejstva u opsegu
350-1200 nm, ¢ime pokriva veci deo emitovanog suncevog zracenja, takode sprecava i dublje

prodiranje svetlosti primenjene FDT.

Kao posledica fizickih procesa koji se dogadaju u epidermisu (refleksija, rasejanje,
transmisija i apsorpcija) i visoke energije, koza je za UV zrake slabo propusna (Slika 9).
Najvec¢i broj hromofora u kozi apsorbuje u delu UV spektra kao §to su tirozin, triptofan, DNK,
keratin, melanin, urokanska kiselina i holesterol.®2 Apsorpciju svetlosti u opsegu 300-600 nm
otezava prisustvo hromofora hemoglobina (oksihemoglobin i deoksihemoglobin) ¢iji se
apsorpcioni maksimumi nalaze na 540 i 576 nm. Dodatno, opseg 300-450 nm karakterisu

rasejanja svetlosti, §to takode utic¢e na oslabljeno prodiranje svetlosti u ovoj oblasti.
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Iz navedenih razloga, za tzv. bioloski prozor u okviru koga se postize zadovoljavajuc¢a
dubina prodiranja svetlosti u tkivo se smatra opseg talasnih duzina 600-1000 nm.* Bliska
infracrvena oblast nalazi se u opsegu 800-1000 nm (engl. Near InfraRed, NIR), a dubina
prodiranja svetlosti iz ove oblasti je i do nekoliko milimetara. S druge strane, iznad 1000 nm
dubina prodiranja ponovo opada, kako u ovoj oblasti ve¢i deo zraCenja apsorbuje voda. Pri
ozra¢ivanju svetlom koja ima vecu talasnu duzinu od 1100 nm, usled niskih nivoa energije ne

postize se pobudivanje FS i proizvodnja singletnog kiseonika koji je najve¢im delom nosilac
efekta FDT.

Opseg talasnih duZina (nm)
UV-A/B Vis NIR

150-380 390-470 475-545 545-600 600-650 650-690 950-1200
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Slika 9. Dubina prodiranja svetlosti kroz poprecni presek koZe data u mm u zavisnosti od talasne
duzine upadnog zraka. Prilagodeno iz literature .

Razvojem 1 napretkom tehnologije i optoelektronske opreme moguce je prevazilazenje
ogranic¢enja koja predstavlja prisustvo hromofora u kozi. Opticka vlakna mogu da posluze za
stimulans ciljnog tkiva koje nije povrSinski locirano, a dostupno je razli¢itim medicinskim

instrumentima, npr. sondama, kateterima i sl.

Najveci nedostatak FDT proizilazi iz delovanja FS nakon primenjene terapije. Naime,
pacijenti Cesto razvijaju osetljivost na zraCenje — fotosenzibilaciju. FS se administrira
uglavnom intravenozno, u nepobudenom stanju. Medutim, kako terapija svetlom uti¢e na
njegovo pobudivanje, ocekivano je 1 njegovo produzeno delovanje u slucaju dostupnog

stimulansa, kao Sto je Siroki spektar suncevog zracenja. Fotosenzibilizacija je posledica
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fotohemijske reakcije u kojoj se energija prenosi s FS na okolne biomolekule, ¢ime dolazi do

njegove promene koja moze da izazove oStecenje ili smrt celija. Kao manifestacija

fotosenzibilacije na kozi dolazi do pojave svraba, plikova, hiperpigmentisanih lezija i jakih

opekotina.’®%1 Ove nezeljene reakcije zdravog tkiva mogu se preduprediti, na primer,

dizajniranjem FS koje se specifi¢éno pobuduju na odredenoj talasnoj duZini i pri tome se brzo

izluCuju iz organizma.

2.3.6. Osobine klinicki primenjenih fotoosetljivih supstanci

Postoji niz svojstava koje idealna FS za FDT treba da ima kako bi se sprovela §to

uspesnija terapija uz minimalnu $tetu na zdravo tkivo. Sumirano, za potencijalnu klinicku

upotrebu, FS bi trebalo da ispuni sledece zahteve:

Da poseduje dobro poznate i utvrdene hemijske osobine. Dobro poznavanje hemijskih

svojstava potencijalne FS omogucava predvidanje farmakokinetike i biodistribucije.

Da ima $to bolju stabilnost u uslovima fizioloske pH vrednosti. Ukoliko FS nije stabilna
pri fizioloSkom pH, administracijom se menja njena reaktivnost i sposobnost interakcije
s bioloskim molekulima, $to moze da dovede do neZeljenih dejstava na zdrave celije.

Da je amfifilna. Dok je hidrofilnost vazna osobina za administraciju terapije, lipofilnost
omogucava interakciju sa ciljanom c¢elijom. Pri intravenoznoj administraciji hidrofobne
FS dolazi do stvaranja agregata koji mogu da oStete krvne sudove. Agregati Cine da je
dostupna manja koli¢ina FS za terapiju, imajuci u vidu da je za pobudivanje neophodno
da FS bude u fotoaktivnom monomernom obliku. S druge strane, lipofilnost je osobina
koja doprinosi c¢elijskom unosu kako lipofilni molekuli neometano prolaze kroz
fosfolipidni dvosloj ¢elijske membrane. Iz pomenutog sledi da je potrebno da FS poseduje

hidrofilna i lipofilna svojstva (grupe) kako bi pokazala najbolju efikasnost u terapiji.

Da se selektivno akumulira u ciljnom tkivu. Selektivna akumulacija FS u tumorskom

tkivu smanjuje toksi¢ni uc¢inak na zdrave Celije.

Da je niske toksicnosti u mraku. Za kontrolisani citotoksi¢ni efekat neophodno je da FS

ispoljava svoje dejstvo tek nakon osvetljavanja pomocu svetlosti odredene talasne duzine.

Da je stabilna u toku tretmana svetlom. FS ne bi trebalo da se tokom ozra¢ivanja prevede
u neaktivni oblik ili raspadne u procesu koji je u literaturi poznat kao fotoizbeljivanje

(engl. photobleaching) stvarajuéi toksi¢ne meduproizvode.®!
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e Da apsorbuje u vidljivom i infracrvenom elektromagnetnom spektru. Jedna od klju¢nih
osobina FS je deo spektra u kome apsorbuje fotone. Stavise, opseg talasnih duZina
neophodnih za pobudivanje FS u tripletno stanje u korelaciji sa potrebnom energijom za
pobudivanje Sto direktno utie na proizvodnju RKV. Idealno zracenje je u oblasti iz

vidljivog i infracrvenog dela spektra koje dobro prolazi kroz kozu (Slika 9).

e Da ima visok koeficijent molarne apsorpcije. Visok molarni apsorptivitet omogucava
primenu manjih doza FS za postizanje terapeutskog efekta, Sto doprinosi i stepenu

neZeljenih efekata.[®]

¢ Da indukuje visok stepen proizvodnje RKV. Da bi se ostvario visok stepen proizvodnje
RKYV neophodan je veliki kvantni prinos probudenog tripletnog stanja FS 1 odgovarajuceg
vremena polu-zivota koje omogucava interakciju s molekulskim kiseonikom ili drugim

biomolekulima.

e Da se brzo eliminiSe iz organizma. Najc¢esc¢a nuspojava FDT je fotosenzibilacija koze.
Stoga, FS ne bi trebala da se zadrzava u organizmu duze od vremena na koje je terapija

ispitana.

Imajucdi u vidu veliki broj zahteva koje bi FS trebala da ispuni, trenutno je za klinicku
upotrebu odobreno samo dvadesetak FS, dok su neke predmet klini¢kih ispitivanja. U gotovo
50 godina istrazivanja razvijene su tri generacije FS, od kojih su najznacajnije s apsekta

primene prikazane na Slici 10.

Prva generacija FS nastala je hemijskim modifikacijama porfirina kao S$to su
hematoporfirin (HpD) (smesa porfirinskih monomera, dimera i oligomera) i porfimer natrijum
(aktivna komponenta HpD).%% Poslednji je registrovan pod trzinim imenom Photofrin, i dalje

predstavlja jednu od najéesce koriséenih FS.[61

Od FS druge generacije, najznacajniji primeri iz klinicke upotrebe su: 5-
aminolevulinska kiselina (5-ALA), metil-aminolevulinat (Metvix), derivati benzoporfirina,
teksafirin, derivati tiopurina, hlorin (termoporfin, talaporfin i verteporfin), kao i analozi

bakteriohlorina (Redaporfin) i ftalocijanin hlorina.

Drugu generaciju FS karakteriSe bolja hemijska c¢istoca, visok prinos singletnog
kiseonika i §to je veoma vazno, bolji prolazak u dublje locirana tkiva, s obzirom da je

maksimalna apsorpcija u opsegu talasnih duzina 650-800 nm.[®% Druga generacija FS pokazuje
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I manje nuspojava, smanjenu pojavu fotosenzibilizacije, $to je rezultat vece selektivnosti i bolje

eliminacije, a glavni nedostatak je slaba rastvorljivost u vodi.

Razvoj FS trece generacije zasniva se na konjugaciji sa supstancama vece selektivnosti
prema tumorskom tkivu. Ovakvi novi sistemi imaju za cilj da efikasno povecaju ucinak FDT,

$to moZze da se izvede razli¢itim modifikacijama postoje¢e FDT.

Talasna duZina pobudivanja  Fotoosetljiva supstanca (FS) Indikacije

> 2 Photofrin (Porfirin) Kancer pluca i jednjaka

Umereni i srednji stadijumi
aktinicne keratoze

FOTODINAMICKA
TERAPIJA

Ameluz, Levulan (5-ALA)

Aktini€na keratoza bez hiperkeratoze

Metvix, Metvixia : : :
i bazocelularni karcinom

Foscan (Temoporfin/

Napredni oblik kancera glave i vrata
mTHPC)

Laserphyrin Centralno lokalizovan rani kancer
(Talaporfin/NPe6) pluca

Visudyne

Senilna degeneracija Zute mrlje
(Verteporfin)

Redaporfin (LUZ11) Rak Zucnih kanala

570-650 nm 3 A e
Sinteticki hipericin/SGX301¥ Kozni T-celijski limfom

Slika 10. Pregled FS koje su odobrene za klinicku upotrebu tretmana razlicitih vrsta oboljenja.
Prikazane su talasne duZine koje su potrebne za pobudivanje, trzisni naziv leka, kao i u kojim se
indikacijama koriste.

Jedan od nacina unapredivanja FDT je kori$¢enje sistema nanonosac-lek u kome ili
jedna ili obe komponente mogu da imaju osobine FS. Najéescée se izvodi tako $to sam citostatik
ima osobine FS, te je on inkapsuliran ili imobilisan u nanocCestice kovalentnim ili
nekovalentnim interakcijama.l®™ Konjugovanje leka (FS) s nanonosadem stabilizuje &esto
slabo rastvorne FS koje su sklone agregiranju u fizioloskim uslovima, §to doprinosi uspesnosti
terapije. Isto tako, nanonosaci ¢uvaju FS dok ne dospe u ciljno tkivo povecavajuci njihovu

lokalnu biodostupnost.

Imajudi u vidu biokompatibilnost u odsustvu svetlosti koja se ispoljava kroz minimalnu
citotoksi¢nost, nanostrukturni TiO2 pokazuje potencijal za upotrebu kao FS u FDT kancera i
predmet je velikog broja istrazivanja. Ispituju se i sistemi za dostavu u kojima je nanostrukturni
TiO konjugovan s razli¢itim citostaticima, naroc¢ito s kompleksima prelaznih metala. Stoga,

imajuci u vidu i predmet ove disertacije, u narednom poglavlju predstavljene su osobine
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nanostrukturnog TiO2 s akcentom na svetlosne interakcije i mogucnosti poboljSavanja

fotohemijskih karakteristika.

2.4.  Nanostrukturni TiO2

Imaju¢i u vidu izvanrednu hemijsku stabilnost, nisku toksi¢nost, visok indeks
prelamanja i nisku cenu nanostrukturnog TiO2, ne iznenaduje podatak da je to drugi po redu
nanomaterijal po pitanju zastupljenosti u svakodnevnoj upotrebi.[®?] Pored §iroke primene u
industriji, nanostrukturni TiO2 je i sastojak kozmetickih proizvoda poput pasta za zube,

proizvoda za negu koZe i zastitu od sunca, a ulazi i u sastav tableta i kapsula.[]

S obzirom na to da je TiO, fotokatalizator, te da ima izuzetan oksidacioni potencijal,
primena nanostrukturnog TiO2 nije izostala ni u biomedicini. Njegove antibakterijske osobine
primenjene su na oblaganju medicinskog alata i instrumenata. Vazna oblast moguée primene
nanostrukturnog TiO2 je u dijagnostici, s obzirom da predstavlja dobru platformu za kontrastne
agense u magnetnoj rezonanci, ali 1 u potencijalnom lecenju odredenih vrsta kancera.
Ispitivanja citotoksi¢nosti prema tumorskim linijjama zapoceo je Fujishima sa saradnicima
sredinom osamdesetih godina XX veka, u jednoj od prvih in vitro FDT koja ukljucuje TiO>
nanogestice.l®*®° U daljim istraZivanjima, ova grupa autora je ispitivala moguénost da se ¢elije

unistavaju pojedina¢no pomoc¢u TiO2 mikroelektrode. !

Veliki broj istrazivanja u XXI veku usmeren je na upotrebu nanostrukturnog TiO> kao
nosaca i/ili FS u FDT. Ovo proizilazi iz povoljnih fizicko-hemijskih osobina koje

nanostrukturni TiO2 poseduje, te ¢e ova svojstva biti istaknuta u narednim potpoglavljima.

2.4.1. Kiristalne forme nanostrukturnog TiO:

TiO: je pored TiCls jedan od najzastupljenijih oblika titanijuma u prirodi, gde se nalazi
u obliku tri glavne kristalne strukture: rutil (tetragonalna), anatas (tetragonalna) i brukit
(ortorombi¢na) (Slika 11). U prirodi najzastupljenija kristalna forma TiO: je rutil, koja je
termodinamicki najstabilnija.[®”l S druge strane, anatas i brukit su metastabilne faze, §to znaci
da zadrZavaju stabilnost na normalnom pritisku 1 temperaturi, dok na temperaturama > 600 °C
prelaze u rutil. Ostala svojstva po kojima se medusobno razlikuju anatas, rutil i brukit su
tvrdo¢a, gustina, indeks prelamanja, Eg, temperatura topljenja, toplotni kapacitet pri
konstantnom pritisku, a razlikuje se i struktura energetskih zona. Na Slici 11 prikazani su

modeli kristalnih struktura TiO2 koje su u osnovi izgradene od TiOs Oktaedara, u kome je svaki
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katjon Ti*" okruZzen sa $est anjona O>~. Medusobno, kristalne strukture se razlikuju po na¢inu

pakovanja TiOs Oktaedara.

Medutim, na krajnje osobine koje poseduje odredena kristalna forma utic¢e i veliina
samih Cestica. Svodenjem kristala TiO2 na nano-dimenzije dolazi do promene ne samo

specifi¢ne povrsine, ve¢ se menjaju karakteristike 1 same kristalne resetke.

ANATAS RUTIL BRUKIT

Pojava kristala
u prirodi

Model kristalne strukture

Slika 11. Prikaz kristalnih formi TiO2; gornji red prikazuje oblik u kome se pojavljuje u prirodi, donji
red prikazuje kristalne resetke. Crvene tacke predstavijaju atome kiseonika, dok plave predstavljaju
atome titana.

Jedna od vaznih osobina na koju utiCe smanjenje veliCine Cestica je stabilnost. Na
osnovu literature moze se re¢i da Se kriti€na veli¢ina Cestica na kojoj je anatas najstabilnija
struktura nalazi u opsegu 11-15 nmt®"¢8l dok je kod &estica koje su > 35 nm, stabilnija rutilna
kristalna forma. Imajuci u vidu da anatasna struktura poseduje niz pozeljnih karakteristika, kao
Sto su izuzetna hemijska 1 mehanicka stabilnost, niska toksi¢nost, veliki Eg (3,2 eV na 387 nm),
visoke vrednosti tvrdode, dielektriéne konstante i indeksa prelamanja (n = 2,488)©%70 za
istrazivanje koje je predmet ove disertacije koris¢en je nanostrukturni TiO2 u kome je

dominantna anatas kristalna forma.

Nanostrukturni TiO2 anatas forme ¢iji je pre¢nik < 20 nm karakteriSe pojava tzv.
povrsinskih defekata koji predstavljaju atome Ti na povrSini Cestica Sa Smanjenim
koordinacijonim brojem (5) i izmenjenom geometrijom (Slika 12), do ¢ega dolazi usled velike
zakrivljenosti povrsine. Kod povrSinskih defekata, umesto oktacdarske geometrije, Ti atomi
zauzimaju kvadratno-piramidalnu. Na ovaj nacin se skracuje Ti-O veza i produzava Ti-Ti veza

(Slika 12), a povrsinski atomi Ti su okruzeni s po pet atoma O. Nastali povrSinski defekti
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predstavljaju reaktivna mesta koja omogucavaju povrSinske modifikacije u cilju
prilagodavanja nanostrukturnog TiO2 odgovarajuéoj nameni.'*"*1 S druge strane, povrsinski
defekti predstavljaju mesta za nukleaciju, te povecanjem njihovog broja na poviSenim
temperaturama ubrzava se prelazak anatasa u rutil. Stoga, nanostrukturni TiO: ¢ija je veliina

Cestica ispod 20 nm posebno je pogodan za specifiéne primene na umerenim temperaturama.

Kvadratno-piramidalna
koordinacija

« Veliina gestice 500 A « Veli¢ina &estice 19 A

« Duzina T-0O veze 1,96 A « Duzina T=0 veze 1,71A

Oktaedarska koordinacija

Slika 12. Prikaz promene koordinacionog broja i geometrije atoma Ti na povrSini nanocestice u
zavisnosti od njene velicine. Sive sfere predstavljaju atome O, dok crvene sfere predstavijaju atome Ti.

2.4.2. Fotohemijske osobine TiO>

Pri ispitivanju moguénosti primene nanostrukturnog TiOz, neizostavno je istaci njegove
fotohemijske osobine koje proizilaze iz njegove poluprovodne prirode. S tim u vezi je i
fotoaktivnost nanostrukturnog TiO2 koja se, s obzirom na Eg 3-3.8 eV, nalazi u UV oblasti.
TiO2 spada u grupu poluprovodnika n-tipa i njegovu elektronsku strukturu predstavljaju VZ u
kojoj se nalaze 2p orbitale kiseonika i PZ u kojoj se nalaze 3d orbitale titana. Kada se apsorbuje
foton odgovarajuce energije (> 3,2 eV za anatas kristalnu formu) i talasne duzine (< 388 nm),
dolazi do prelaska elektrona iz VZ u PZ, uz stvaranje Supljine u VZ. Nakon apsorpcije svetlosti
dolazi do interakcije s vise fotona, $to dovodi do stvaranja parova elektron-Supljina (e —h"), a

ovaj proces moze da se pojednostavljeno prikaze slede¢om jednacinom:

TiO, + hv - TiO,(e” + h™)

Stvoreni par (e —h") nakon difuzije ka povrSini moze da udestvuje u oksido-
redukcionim reakcijama.l’ Elektroni i $upljine mogu i da se zadrZe u metastabilnim stanjima
na povrsini i u unutrasnjosti cestice (Slika 13). Ovaj proces je poznat kao rekombinacija i prati
ga oslobadanje toplote, a odvija se uporedo s oksido-redukcionim reakcijama. Medutim,

rekombinacija para (e —h") je nepoZeljna pojava jer neefikasno iskori§¢enje energije fotona
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dovodi do smanjivanja prinosa energije fotohemijskih procesa. S druge strane, u oksido-
redukcionim reakcijama dolazi do razdvajanja elektrona i Supljina koji nadalje samostalno
ucestvuju u reakcijama, s tim da elektroni redukuju akceptore elektrona iz okoline, dok Supljine

oksiduju donore elektrona.

Fotohemijske osobine nanostrukturnog TiO2 do sada su u najvecoj meri ispitane za
potrebe fotokatalize zagadenih vodenih rastvora. Medutim, poslednjih godina sprovodi se
znacajan broj in vitro i in vivo ispitivanja nanostrukturnog TiO2 kao FS u FDT. FDT koja
ukljucuje TiO2 moguce je izvesti prema uobi¢ajenom protokolu: nakon unosa ¢estica TiO2 i
postizanja potrebne koncentracije u ciljnom tkivu, na njega se usmerava svetlosni snop. Zatim
se primenjuje zracenje odgovaraju¢ih karakteristika u pogledu talasne duzine (> 388 nm) i
intenziteta. Apsorbovani foton od strane TiO; stvara parove (e —h*) koji prenose elektrone na

okolne biomolekule, te se stvaraju razli¢ite RKV (02~ 102, "OH, HO") i h*.

Apsorpcija fotona uz stvaranje para
elektron-Supljina

Spoljasnja hv pr—

rekombinacija

D+

Migracija Supljine na

Unutrasnja o ol
S povrsinu uz oksidaciju
rekombinacija ABvisTa
R ©+0

Al Migracija elektrona na povrsinu
uz redukciju akceptora

Slika 13. Sematski prikaz glavnih fotohemijskih procesa koji se odvijaju nakon apsorpcije fotona iz UV
oblasti, tj. nakon stvaranja para (e —h"). Rekombinacija (e —h") na povrsini nanocestice (a),
rekombinacija (e —h") u unutrasnjosti nanocestice (b), migracija elektrona na povrsinu nanocestice §to
rezultuje redukcijom elektron-akceptora — A (c), migracija Supljine na povrSinu nanocestice §to
rezultuje oksidacijom elektron-donora — D (d). Prilagodeno iz literature U,

Par (e—h*) se razdvaja i na povrSini Cestice, nakon ¢ega elektroni i Supljine ucestvuju u
slede¢im reakcijama:
1) elektron redukuje akceptore elektrona, poput molekulskog kiseonika $to dovodi do

stvaranja Oy™ —

TiO,(e™) + 0, - Ti0O, + 05 °;
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2) Supljina oksiduje donore elektrona, poput povrSinskih titanol grupa (TiOH) ili

adsorbovanog molekula vode sto dovodi do stvaranja ‘OH —
TiO,(h*) + H,0 - TiO, + OH" + H*.

Ovako stvoreni primarni radikali su okidaci za stvaranje sekundarnih RKV. Na primer,
O2 u prisustvu slobodnog protona (H™) stvara HO>" koji se dalje pomo¢u elektrona iz PZ
prevodi u H20». Dobijeni H.O2 moze da apsorbuje novi foton ili da reaguje s O2™, pri ¢ime se
ponovo stvara ‘OH. "OH se zbog visoke reaktivnosti smatra najznacajnijom RKV jer lako
napada neutralne molekule iz okoline i povriinski adsorbovane radikale i/ili radikalne jone.[""]
Medutim, smatra se da je O2" dominantna RKV u fotohemijskim reakcijama TiO2, §to je

oc¢ekivano s obzirom na ovaj radikal ima najduze vreme polu-zivota (Tabela 3).

Tabela 3. Polu-Zivoti najvaznijih RKV koje nastaju ozracivanjem TiO, UV svetlom.l7677]

RKV Vreme polu-Zivota
10, 117 ps

‘OH 119 ns

0y 120 ms

HOy 7s

VazZna oblast istrazivanja primene nanostrukturnog TiO: je za potrebe FDT kancera.
Medutim, znac¢ajno je istaci da zivi svet ima sopstvene mehanizme kojima se bori protiv Stetnog
delovanja RKV. Tako, svi aerobni oblici zivota proizvode superoksid dismutazu — enzim Koji
dismutira O2™ do H20z i Oy; i katalazu — enzim koji smanjuje unutarcéelijsku koncentraciju
H20., pretvarajuci je u H20 i O2. Stoga, ostvarena efikasnost fotohemijske reakcije TiO: je

veoma vazan parametar koji uti¢e na uc¢inak FDT.

Kada je proces dovoljno efikasan, ostecenje Celija kancera izazvanih RKV se odvija u
dve faze. U prvoj fazi, generisane RKV stupaju u interakcije s nezasi¢enim masnim kiselinama
iz lipida 1 bo¢nim aminokiselinskim ostacima iz proteina. NaruSavanjem integriteta Celijske
membrane povecava se njena propustljivost, Sto omogucava kako izlazak ¢elijskih komponenti
u vancelijski prostor, tako i neometan ulazak nanocestica TiO2. U drugoj fazi koja se odvija
unutar ¢elije, novostvorene RKV su u bliskom kontaktu s organelama i s neukleotidnim bazama

DNK molekula $to doprinosi nepovratnom karakteru osteéenja i dovodi do ¢elijske smrti.[®]
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2.4.3. Poboljsavanje karakteristika nanostrukturnog TiO2

Postoji niz ograni¢enja koji otezavaju iskoriS¢avanje fotohemijskog potencijala
nanostrukturnog TiO2 u FDT. Jedno od njih je prevazideno izborom anatas kristalne forme
TiO2 koja ima znacajno vecu sposobnost da adsorbuje molekule Oz u odnosu na rutil. Medutim,
fotokonverziju smanjuje nizak prinos dugozive¢ih naelektrisanja koji je posledica
rekombinacije parova (e —h"). Dodatno, visoka vrednost Eg, uslovljava kori§¢enje izvora UV
svetlosti koja, kako pokazuje Slika 9, u kozu prodire do dubine manje od 1 mm. Navedeni
nedostaci ukazuju na potrebu za modifikovanjem postojece fotohemijske kinetike na nacin
kojim bi se poboljSala apsorpcija svetlosti u vidljivom delu spektra, smanjila brzina
rekombinacije stvorenih parova (e —h") i povec¢ao broj aktivnih mesta na povrsini nanodestice
kristala. Uobicajeni nacini za poboljSanje karakteristika nanostrukturnog TiO2 su

funkcionalizacija povrsine TiO2 i ugradnja primesa u resetku TiO2 (dopiranje).

24.3.1.  Modifikacija povrsine TiO:

Jedna od povoljnih karakteristika nanostrukturnog TiO2 je jednostavna povrSinska
modifikacija koja je posledica velikog broja povrSinskih aktivnih mesta. Modifikacija povrSine
ima dvostruko benefit za FDT: vezivanjem lekova 1/ili jedinjenja za koje Celije kancera imaju
preeksprimirane receptore na svojoj povrsini obezbeduje terapijsku selektivnost, dok
pomeranje apsorpcionog maksimuma iz UV ka vidljivoj oblasti smanjuje Stetnost same
terapije. Joni Ti** s povrsine se ponasaju kao Luisove kiseline, te lako prihvataju elektrone koji
poticu od kiseonika ili azota s funkcionalne grupe liganda (Luisove baze). Elektron-donorske
grupe liganda se mogu vezati za Ti atome iz povrSinskih defekata koji su koordinativno
nezasiceni, §to dovodi do promene geometrije iz kvadratno-piramidalne u oktaedarsku. Na
povrSini hidratisane nanocestice TiO2, prema modelu povrSinskog kompleksiranja mozemo

razlikovati tri aktivna centra za vezivanje ligandal’™ (Slika 14 (a)):
1) heksakoordinisane Ti** jone za koje je vezano pet O% jona i jedna OH grupa,
2) O% jone koji se nalaze izmedu dva Ti centra za koje je vezan po jedan proton,
3) Ti* jone za koje je vezano &etiri O jona, od kojih su dve veze nezasiéene.

Medutim, funkcionalne grupe liganada se uglavnom koordinisu s Ti** jonima. Postoje

tri osnovne vrste vezivanja liganada za povrsinu nanocestice TiO2: monodentatno; bidentatno
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helirajuée (ligand se vezuje za jedno koordinaciono mesto Ti**) i bidentatno mostno (engl.

Bridging, ligandi se vezuju na dva susedna Ti** centra) (Slika 14 (b)).

Modifikacija povrsine TiO2 moze da smanji energiju koja je potrebna za pobudivanje i
pomeri apsorpcioni prag iz UV ka vidljivoj oblasti spektra.®% Adsorpcijom liganada na
povrsini TiO; stvara se kompleks TiO2-ligand u kome su promenjene elektronske strukture obe
komponente. Tacnije, dolazi do sprezanja lokalizovanih orbitala liganada na povrSini s
delokalizovanim elektronskim nivoima PZ TiOz sto dovodi do stvaranja novih energetskih
nivoa, te do smanjenja energije koja je potrebna za pobudivanje, Eg. Stvoreni kompleks
apsorbuje svetlost prenosom naelektrisanja ¢ime se elektroni pobuduju direktno s liganda u PZ-
u TiO2.8Y Pored toga, elektronsko sprezanje utice na razdvajanje para (e —h*) lokalizujuéi

Supljine na donoru funkcionalnih grupa liganada, dok su elektroni lokalizovani u PZ TiO,.[¢%

(a) (b)
) 0 OH D ) D D
\\O/ \\O/ \\O/ @‘O/ \\& \({ \J S /
AHOLSH LS L - AH S
/T|—07| —O—Ti— O0—Ti—O— D—Ti—O—Ti— 7Ti— 7T|—O—
@) @) | @) | @) | @) ) | O | O |
7 HO // o” o “” o0 / o077 o 7 0
0 | | | \\\o/ | | |
HO—TI—o 10
HO—Ti—O— — Ti—0O—
7/ 7 |
/O /O L - ligand
O O D - donorska grupa

Slika 14. Tri vrste aktivnih centara na povrsini TiO, — heksakoordinisani Ti** jon (zeleno), protonovani
O? joni (plavo) i Ti** joni s dve nezasicene veze (prikazani crvenom bojom) (a); tri vrste vezivanja
liganda na povrsini TiO, — monodentatno (prikazano zelenom bojom), bidentatno helatno (prikazano
plavom bojom) i bidentatno mostno (prikazano crvenom bojom) (b). Prilagodeno iz literature 179,

Postoji niz elektron-donorskih liganada koji se vezuju za povrsinu TiO2 nanocestica
(kateholi, derivati ftalatne i salicilne kiseline, endioli, benzenovi derivati, mravlja kiselina,
karboksilne kiseline, fosfonati, sulfonati i drugi).l’®%3-%1 Znagajan broj istrazivanja ispituje
moguénosti koordinacije TiO, s kompleksima prelaznih metala, kao $to je rutenijum,®6-8% ¢iji
ligandi sadrze neke od navedenih funkcionalnih grupa.l889° Jako ve¢i deo istrazivanja ima
za cilj poboljSanje prinosa fotokatalize za tretman otpadnih voda ili efekta konverzije solarne

energije, znacCajan broj ispitivanja se bavi funkcionalizacijom povrSine TiO2> kao
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nanoterapeutika ili nanonosaca za antikancerogene agense o Cemu ¢e viSe reCi biti u

potpoglavlju 2.4.5.

2.4.3.2.  Poboljsavanje karakteristika TiO2 pomocu dopiranja

Dopiranjem nanostrukturnog TiO2 se modifikuje elektronska struktura tako da se
omogudi stvaranje para (¢ —h") pomocu fotona ¢ija je talasna duzina > 388 nm. Nanomaterijale
generalno karakteriSe znaCajno veca tolerancija na distorziju unutar reSetke u odnosu na polazni
materijal ve¢ih dimenzija, Sto omogucéava ovakve modifikacije nanostrukturnog TiO2 uz

ocuvanje kristalne resetke.

Dopiranje se postize kontrolisanim umetanjem malih koli¢ina necistoca tj. stranih
atoma u kristalnu strukturu poluprovodnika, bez formiranja druge faze. Takve primese dovode
do povecanja broja elektrona u PZ — tj. da budu donori, ili povecanja broja Supljina u VZ — .
da budu akceptori. Osim pomeranja apsorpcionog praga, dopiranjem se poboljSavaju i
karakteristike fotohemijskih reakcija. Naime, dopirani joni uno$enjem dodatnih energetskih
nivoa u strukture traka, zadrzavaju elektrone ili Supljine, tj. razdvajaju parove (¢ —h") ¢ime
sprecavaju njihovu rekombinaciju i omogucavaju da viSe nosilaca naelektrisanja uspesno

difunduje na povrsinu.l?
Postoji viSe vrsta dopiranja TiO2 kao §to su:

Samodopiranje pomoéu Ti®* jonal®l
Dopiranje nemetalimal®+-%!

Dopiranje metalimal®®10%

M 0D

Kodopiranjel*°!

Azot 1 ugljenik su pogodni dopanti iz viSe razloga. Prvi razlog je $to dopiranje ovim
elementima ne utic¢e na ukupnu elektronegativnost TiO2. Naime, u kristalnoj reSetki TiO2 i azot
1 ugljenik kao anjonski dopanti imaju moguénost da zauzmu polozaj kiseonika (substitucijalni
polozaj) (Slika 15 (a) i (b)); ili da se umetnu u kristalnu resetku (intersticijalni polozaj) (Slika
15 (a)), pri ¢emu ni jedan od polozaja ne bi trebalo da uti¢e na promenu ukupnog odnosa
naelektrisanja.[®® S druge strane, katjonski dopanti iz grupe prelaznih metala ne ispoljavaju
ovu osobinu. Dodatno, literatura sugeriSe da su katjonski dopanti termalno nestabilni, da
doprinose rekombinacijama 1 cCesto ispoljavaju toksi¢nost koja moze da narusi
biokompatibilnost dopiranog TiO2.1*192 Drugi razlog je ¢injenica da su azot i ugljenik biogeni

makroelementi, i dopiranje ovim elementima ne naru$ava biokompatibilnost dopiranog TiOg,
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posto se azot nalazi u sastavu mnogih bioloskih molekula, a ugljenik je gradivni element koji
ulazi u sastav svih ¢elijskih biomolekula. Stoga, mala koli¢ina dopiranog azota i ugljenika ne

bi trebalo da uti¢e na povecanje citotoksi¢nosti u odnosu na ¢ist nanostrukturni TiO,.

Kada je re¢ o azotom dopiranom TiOz literaturna ukazuje da do suzavanja Eg dolazi ili
me$anjem N 2p stanja i O 2p stanja,[1% ili umetanjem energetskih nivoa poreklom od azota
unutar Eg TiO2, neznatno iznad O 2p VZ.1%31%4 S tim u vezi, kod supstitucionalnog azota,
pokazano je da do pomeranja praga apsorpcije dolazi usled umetanja izolovanih N 2p stanja
iznad maksimuma VZ TiO,. Sli¢an obrazac ima i ugljenikom dopirani TiO. kod koga se
izolovana C 2p stanja nalaze nes$to vise iznad VZ ¢istog TiO2 i koja doprinose foto-aktivaciji

TiO2 u vidljivom delu spektru.[%°]

(a) (b)
Intersticialni dopant 7 @ Ti
® o / ® o ) O
D) o)
© @€ & O /
. Dopant
® @ & © .
® @ & ¢
O <\
® 0610 © ( v
i/
e o|0 o '
Supstitucionalni dopant 0

Slika 15. Ilustracija nacina umetanja dopanta u kristalnu resetku poluprovodnika (a); jedinicna Celija
kristala anatasa TiO; kod kojeg je dopant umetnut supstitucionalno (b).

2.4.4. Bioloska primena nanostrukturnog TiO>

Vazna osobina koja omogucéava biolosku primenu nanostrukturnog TiO2 je njegova
biokompatibilnost, dok je za potencijalnu ulogu u FDT veoma vazna njegova niska toksi¢nost
u odsustvu svetlosnog stimulansa. Medutim, literaturni podaci su Cesto razliciti, pa ¢ak i
kontradiktorni kada su u pitanju ispitivanja toksi¢nosti TiO2 u in vitro sistemima. Ipak, na
osnovu literature se moze zakljuciti da je nanostrukturni TiO2 niskog nivoa toksi¢nosti pri
niskim koncentracijama tretmana i kratkom vremenu izloZenosti. S druge strane, ispitivanja in
vivo su saglasno potvrdila dobru biokompatibilnost nanostrukturnog TiO:z $to je i omogucilo
klinicka ispitivanja za njegovu ljudsku upotrebu. Jedno od prvih ispitivanja na

eksperimentalnim Zivotinjama je ustanovilo da doza od 5 g kg telesne mase pacova nema
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izrazen toksi¢ni efekat.['%] Medutim, vazno je istaci da toksic¢nost zavisi od veli¢ine, kristalne
forme i opti¢kih osobina nanostrukturnog TiO2.12%1 S obzirom da se nanogestice TiO2 Koriste
za apsorpciju UV zraka u proizvodima za negu i zaStitu koze, sproveden je veliki broj
istrazivanja koja su pokazala da uprkos maloj veli¢ini (oko 50 nm) nanocestice TiO2 ne prolaze
kroz bazalnu membranu!, te one ne dolaze u kontakt s ekstracelularnim matriksom koze u kome

je smesten i krvotok, $to ih &ini bezbednim za upotrebu.[%!

S druge strane, pokazano je da klasterski uredene nanocestice TiO2 u formi tankog filma
podsticu rast zdravih ¢éelija (fibroblasta, osteoblasta, hondroblasta i mezenhimskih mati¢nih
éelija),*% kao i odredenih kancerogenih éelija poput kancera pankreasa.[**?! Pretpostavlja se
da do ove pojave dolazi usled sli¢nosti teksture povrSine TiO2 filma i vancelijskog matriksa

koji je prirodni medijum bogat nutrijentima koji omogucavaju ¢elijske deobe i rast éelija.

Kod bioloske primene nanostrukturnog TiO2 najveéi problem je vreme zadrzavanja u
cirkulaciji. S druge strane, jedna od povoljnih osobina nanostrukturnog TiO2 je njegova
selektivnost ka ¢elijama kancera.[*'¥] Ovaj fenomen je posledica razli¢itih svojstava zdravih i
¢elija kancera, kao $to je povecana aktivnost lizozoma kod izmenjenih malignih ¢elija. Kisele
hidrolaze i redukuju¢i agensi kojima su ispunjeni lizozomi dovode do redukcije TiO>

nanocestica unutar ¢elije, te do hiperprodukcije RKV 1 €elijske smrti.

2.4.5. Nanostrukturni TiO2 kao fotoosetljiva supstanca i nosa¢ za medikamente — pregled

dosadasnjih istrazivanja

Dostupni literaturni podaci se ne odnose isklju¢ivo na jedan oblik nanostrukturnog
TiO2, ve¢ su ispitivani razli¢iti oblici u nano-dimenzijama. Pored sfernih nanocestica TiO,
brojna istrazivanja opisuju i nanotube, nanosfere, prolatne nanosferoide, nanovretena,
nanokapsule i nanovlakna (engl. whiskers) koji mogu da budu nosaci za citostatike, kao i FS
za FDT kancera,[112113]

Svetlom aktivirani nanostrukturni TiO> je pokazao izrazen citotoksi¢ni efekat prema
razli¢itim tumorskim ¢elijskim linijama, kao $to su HeLa éelije raka grli¢a materice,'*1 C6 i
GMB ¢elije glioma,['*® T-24 ¢elijama kancera besike T-24,[1®1 HL60 ¢elije leukemije, 17218l
S-91i B16-F10 ¢elije melanoma,***'2% LoVo éelije tumora debelog creva,!*?!l MCF-7 i MDA-

' Bazalna membrana je struktura koja odvaja eptielno tkivo od vezivnog tkiva kod sisara. U tekstu se odnosi na
grani¢nu strukturu izmedu epidermisa i dermisa ljudske koze.
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MB-468 ¢elijama raka dojkel*??! i HepG?2 éelijama raka jetre.l*?¥] Stavise, potvrdena je i in vivo

toksi¢nost na HeLa,!*?41 T-24,[1%6]  ¢elijama raka dojke (4T1)*?%! kod humanizovanih miseva.

Tretman nanostrukturnim TiO2, modifikovanim PEG-om, je pokazao na ¢elijskoj liniji
C6 izrazeno suzbijanje rasta éelijske kulture nakon zracenja UV svetlom. Znagajna je i
studija u kojoj je poreden fotocitotoksi¢ni efekat koji ima PEG-TiO2 u odnosu na TiO2 dopiran
azotom 1 kobaltom. Utvrdeno je da zra¢enje pomocu svetlosti iz vidljive 1 NIR oblasti deluje
citotoksi¢éno u znacéajnijoj meri kod tretmana PEG-TiO2 u odnosu na tretman dopiranim
TiO,.1126]

Odredeni tipovi kancera imaju povecanu potrebu za folnom kiselinom kao nutrijentom,
tj. eksprimiraju receptore za folnu kiselinu u ve¢em obimu u odnosu na druge tipove kancera.
Ovo svojstvo je upotrebljeno za stimulaciju aktivnog transporta N-TiO2 konjugovanog s
folnom kiselinom u studiji fotocitotoksic¢nosti na ¢elijskoj liniji nazofaringealnog karcinoma
(KB). Celije su najpre tretirane, a zatim su ozra¢ene vidljivim svetlom. Uporedo je tretirana i
¢elijska linjja kancera pluca (A549) koja u smanjenom obimu eksprimira folnu kiselinu.
Dobijeni rezultati jasno pokazuju povecan celijski unos tretmana u KB ¢elijama u odnosu na
A549, te je odekivan i potvrden bolji fotocitotoksiéni efekat na ovoj éelijskoj liniji.[?”1 U sli¢noj
studiji ispitana je fotocitotoksi¢nost na ¢elijskoj liniji glioblastoma (M059K)) praznih nanosfera
TiO2 konjugovanih s folnom kiselinom — =za aktivnu akumulaciju i cink(ll)-
tetranitroftalocijanom — za apsorpciju u vidljivom spektru. Rezultati koji potvrduju dobar
¢elijski unos sistema i zna¢ajno smanjenje vijabilnosti ukazuju na potencijal ovog sistema za

primenu u FDT.?7]

Ispitan je i fotocitotoksi¢ni efekat konjugata N-TiO2 s aluminijum ftalocijaninom na
¢elijskoj liniji HeLa. U ovoj studiji potvrdena je znacajna proizvodnja RKV nakon ozra¢ivanja
vidljivim svetlom, a ispitivani sistem je okarakterisan kao veoma potentan za primenu u
FDT.[28 Jog jedan primer je modifikacija povrsine TiO2 pomoéu hijaluronske kiseline koja
takode doprinosi akumulaciji nanocestica u tumorskom tkivu. Yin i saradnici su na ovaj nacin
modifikovane TiO2 nanocestice konjugovali s citostatikom Doxorubicin-om. Dodatno, sistem
je oblozen komponentom koja konvertuje zrac¢enje iz bliske infracrvene oblasti u UV (NaGdF4
:'Yb 25%, Tm 0.3%), pomocu ¢ega su postigli svetlom kontrolisano otpustanje citostatika u
tumorskom tkivu.2%l Dobru fotocitotoksi¢nost nakon UV zracenja je pokazao i sistem koji se
sastoji od nanostrukturnog TiO2 u obliku whiskers-a (TiO2 Ws) presvucenog gamboginskom
kiselinom. Povecana koncentracija gamboginske kiseline u ispitivanim c¢elijama humane

eritoleukemije (Celijska linija K562) je potvrdila da TiO2 Ws imaju potencijal za dostavu
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terapeutika.[**% Ispitivanja su takode sprovedena i s drugim protiv-tumorskim agensima, te je

nanostrukturni TiO2 pokazao potencijal kao nosa¢ i za valproinsku kiselinu.3!l

lako apsorbuje od UV do NIR oblasti (~ 1.150 nm), crni TiO2x u svojstvu FS je za sada
veoma malo ispitan, kako je najve¢i broj istrazivanja usmeren na ispitivanja njegovih
fotokatalitickih osobina. Ipak, njegova biokompatibilnost je potvrdena u studijama koje su
ispitivale koriéenje crnog TiO2-« za fototermalnu terapiju kancera.[**21%] Dodatno, studija u
kojoj je koriS¢en sistem koji se sastoji od defektnog crnog TiO2x ¢ija je povrSina modifikovana
(3-aminopropil)-trietokisilanom u konjugaciji s lekom koji se aktivira hipoksijom (6-
aminoflavonom), je pokazala ne samo veoma dobru apsorpciju u NIR oblasti, ve¢ je postignuta

i zna¢ajna inhibicija rasta ¢elija HepG-2.11%

2.5. Rutenijumovi kompleksi u fotodinamickoj terapiji

Osim kao citostatici, kompleksi rutenijuma se mogu koristiti kao FS u FDT kancera.
Naime, Ru-kompleksi poseduju i jedinstvenu kombinaciju osobina kojima mogu znacajno da
unaprede terapiju kancera, a koje su istaknute na Slici 3. Jedna od njih je osobina mimikrije
gvozda koja doprinosi vecoj selektivnosti Ru-kompleksa u odnosu na komplekse platine prema
¢elijama kancera koje, s obzirom na brzi metabolizam, imaju vecu potrebu za gvozdem.
Mimikrija gvozda se ogleda u lakom vezivanju Ru(Ill) za serumske transportne proteine,
albumin 1 transferin, na vezivnim mestima za gvozde, $to posledi¢no utice na niZzu toksicnost
kompleksa rutenijuma prema zdravim éelijama u poredenju s kompleksima platine.[*36-13]
Nadalje, bioloSke mete kompleksa rutenijuma mogu biti razli¢iti biomolekuli kao $to su
transportni proteini (transferin, albumin); proteini iz mitohondrija (citohrom c*3); enzimi
(acetilholin esteraza i fosfolipaza A.1**%, tioredoksin reduktaza i katepsin B[4 i nukleotidi
(adenozin trifosfat!*?)). Ru-kompleksi su takode efikasniji prema odredenim vrstama tumora
za koje su se kompleksi platine pokazali kao neefikasni, kao i prema metastazama, §to moze

biti posledica njihovog efekta na migraciju i adheziju na tumorske ¢elije.[143144]

Imaju¢i u vidu navedene prednosti koje ispoljavaju kompleksi rutenijuma, veliki je broj
sintetisanih kompleksa Cija se antikancerogena svojstva ispituju. Jedno od prvih ispitivanja
rutenijumovih kompleksa za potrebe FDT se odnosi na porfirinski Ru(ll) kompleks koji je
pokazao veoma dobru fotocitotoksi¢nost nakon stimulacije laserom (652 nm) na ¢elijskoj liniji
humanog melanoma (A375) kao i ulazak u ¢elije u granularnim strukturama koje su drugacije

od lizozoma.l*! Zatim je Ru(ll) kompleks s etilen-glikolnim ligandima ispitan u svojstvu FS
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za potrebe dvo-fotonske FDT na ¢elijama glioma (F98). Nakon 15 min zracenja laserom (740
nm) usmerenog na pojedina¢nu Celiju tretiranu kompleksom zapaZene su drasti¢ne morfoloske
promene u celijskoj strukturi, koje nisu bile uocljive kada su ¢elije samo zra¢ene pod istim
uslovima.l46l Ru(II) polipiridil kompleks je pokazao bolju fotocitotoksi¢nost prema Hela
éelijskoj liniji u odnosu na tetrafenilporfirin, FS koja se uobi¢ajeno koristi za FDT.[*Yl Nesto
drugaciji Ru(Il) polipiridil kompleksi su se znac¢ajno akumulirali u jedru HeLa celija, Sto
sugeris$e interakcije s DNK molekulima. Nakon obasjavanja svetlom od 420 nm zapazen je
izrazen citotoksi¢ni efekat, dok su se u mraku ovi kompleksi pokazali kao netoksiéni.[**”l Na
sliécnim Ru(Il) polipiridil kompleksima potvrden je celijski unos kompleksa i njegova
lokalizacija u lizozomima, $to predstavlja idealnu lokaciju za FDT, kao 1 visok fotocitotoksi¢ni

indeks nakon ozragivanja HeLa 3D sferoida.*él

Pored navedenih primera kao dobri kandidati za FDT pokazali su se i Ru(ll) kompleksi
s arenskim ligandima.[*414%1 Njihova efikasnost je posledica foto-indukovane disocijacije,

nakon koje se slobodni rutenijumovi fragmenti vezuju za DNK molekul.

Posebnu paznju zavreduje Ru(Il) kompleks oznake TLD1433 koji je usao u faze [ i Ila
klini¢kih ispitivanja za FDT kancera besike. Ovaj polipiridinski kompleks je prva Ru(Il) FS
koja se ispituje za klini¢ku primenu. Nakon dokazivanja fototoksi¢nog efekta in vitro, u brojim
studijama na razli¢itim 2D i 3D ¢elijskim kulturama i organoidima' antitumorska aktivnost
TLD1433 kompleksa je ispitana na pacijentima s invazivnim nemis$i¢énim kancerom besike koji
nisu reagovali na standardnu terapiju (NCT03053635). Ova studija je dala zadovoljavajuce
rezultate na 6 ispitanih pacijenata, a u toku je II faza ispitivanja na vecoj populaciji ispitanika.
Smatra se da je ovaj efekat posledica oSte¢enja DNK molekula pri ozracivanju vidljivim
svetlom tumorskog tkiva tretiranog s TLD1433. Dodatno, u ¢elijama kancera dolazi do

luminiscencije, te osim kao terapija, TLD1433 moze da posluZi i kao dijagnosti¢ki agens.*>"l

2.5.1. Rutenijumovi kompleksi kao fotoosetljive supstance u konjugaciji s nanostrukturnim
TiO2

Postoji znacajan broj radova koji su proucavali fizi¢ko-hemijske karakteristike veze
izmedu rutenijumovih kompleksa i nanostrukturnog TiO2, medutim ova istraZivanja su imala

za cilj da pokazu potencijal ovakvih nanokompozitnih sistema (NKS) kao efikasnih

I Za razliku od 2D ¢elijskih kultura koje predstavljaju monoslojeve ili suspenzije ¢elija u medijumu, 3D Celijske
kulture i organoidi su sloZenije strukture. Mogu nastati uzgajanjem celijskih linija (3D sferoidi) ili izolovanjem,
a zatim i uzgajanjem progenitornih éelija koje su izdvojene od pacijenata u okviru personalizovane terapije.
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2. Opstideo

katalizatoral*®!l ili jedinica za konverziju solarne energije.*52'%1 Medutim, NKS koji je
sintetisan vezivanjem potencijalnog citostatika — kompleksa cis-dihloridobis(2,2'-bipiridil-
4,4'dikarboksilnakiselina)rutenijum(Il) za nosa¢ — koloidne TiO> nanocestice pokazao je
veoma dobar potencijal za kontrolisanu dostavu citostatika, uz moguénost njegovog aktiviranja
svetlom i postepenog otpustanja. Nizak nivo citotoksi¢nosti u odsustvu svetlosnog stimulansa,
kao i dobar fotocitotoksi¢ni efekat na celijama humanog melanoma A375 omogucavaju

efikasnu FDT melanoma pomoéu ovog NKS. 8714
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3. Zadatak rada

3. ZADATAK RADA

Zadatak ove disertacije je formiranje i ispitivanje svojstava NKS Kkoji se sastoje od

nanostrukturnin TiO2 i kompleksa cis-dihlorobis(2,2'-bipiridil-4,4'-dikarboksilna kiselina)

rutenijum(ll), [Ru(ll)(dcbpy)2Cl2], kao osnove za FDT razli¢itih tipova kancera. U skladu s

tim, pojedinacni zadaci rada su:

>

>

sintetisati i okarakterisati potencijalni citostatik hemijske formule [Ru(l1)(dcbpy)2Cl2];

sintetisati i okarakterisati dopirane i nedopirane nanostrukturne TiO2 raznih oblika i

dimenzija za upotrebu u svojstvu FS i nosaca za potencijalni citostatik;
formirati i okarakterisati NKS od gore navedenih komponenti;
ispitati promene opti¢kih osobina dopiranih nanostrukturnih TiOz i NKS;

ispitati uticaj vidljive (632,8 nm) i UV (254 nm) svetlosti na brzinu i profil otpustanja

kompleksa s povrSine NKS, kada je slobodan i inkapsuliran u lipozome;

ispitati interakcije s c¢elijama pojedinaénih komponenti i NKS (éelijski unos i
citotoksi¢nost prema Celijskim linijjama, bez 1 nakon primenjenog svetlosnog

stimulansa);
ispitati oksidativnu aktivnost dopiranih/modifikovanih nanostrukturnih TiO2 i NKS.

Od rezultata dobijenih u okviru ove doktorske disertacije ocekuje se dobijanje boljeg

uvida u mehanizam dejstva fotoosetljivin NKS i pronalaZenje sistema s nanostrukturnim TiO>

koji ¢e biti najefikasniji, odnosno ¢ija ¢e primena dovesti do najveéeg stepena inhibicije rasta

¢elija kancera. Ocekuje se uspostavljanje zavisnosti izmedu citotoksi¢nosti, s jedne strane, i

oblika nanocestica, vrste dopanta i vrste dodatnog povrsinskog modifikatora (fosfolipida).

Krajnji cilj je doprinos saznanjima o nanostrukturnim TiO2 i mogu¢nostima njihove

primene u svojstvu FS 1 nanonosaca za ciljanu i kontrolisanu dostavu potencijalnih citostatika

na bazi kompleksa prelaznih metala.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

4.1. Hemikalije i reagensi

Za sintezu kompleksa [Ru(ll)(dcbpy)2Cl2]) upotrebljene su slede¢e komercijalno
dostupne hemikalije bez prethodnog pre¢is¢avanja: rutenijum-(ll1)hlorid trihidrat,
RuCls-3H20, proizvodac¢a Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Nemacka), 2,2'-
bipiridil-4,4'-dikarboksilna kiselina (dcbpy) proizvoda¢a Suna Tech Inc. (Suzhou, Kina),
dimetilformamid (DMF), hlorovodoni¢na kiselina (HCI), aceton i dietiletar (Merck, Darmstadt,
Nemacka). Titanijum-(IV)hlorid (TiCls), komercijalni prah nanocestica TiO2 i sve ostale
hemikalije upotrebljene za sintezu nanostrukturnih TiO2 su nabavljene od proizvodaca Fluka
Chemical Corporation (Buchs, Svajcarska) i Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen,
Nemacka) i bile su najveée dostupne &istoée. Za sintezu i dijaliziranje koloidnih TiO2 NC

kori$éena je Milli-Q voda — destilovana pomocu sistema s Cetiri jonoizmenjivacke kolone.

Helijum i ostali gasovi su bili visoke ¢istoce (99,5 %, Messer Tehnogas AD, Beograd
Srbija). Spinski hvata¢ 5-(dietoksifosforil)-5-metil-1-pirolin-N-oksid (DEPMPOQO) za
elektronsku paramagnetnu rezonantnu (EPR) spektroskopiju kupljen je od proizvodaca Focus
Biomolecules (Plymouth Meeting, SAD). Hemikalije potrebne za precis¢avanje DEPMPO,
kalijum-heksacijanoferat(IIl), jonski izmenjivac¢i dietilaminoetil (DEAE), Sephadex A-25 i
aktivni ugalj kupljeni su od proizvodaca Merck KGaA (Nemacka). Govedi serum albumin
(engl. bovine serum albumin, BSA), puferi — fosfatni (engl. Phosphate Buffered Saline, PBS),
Tris-hidroksimetilaminometan (Tris), rastvara¢i — dimetil sulfoksid (DMSO), metanol i
hloroform, agensi za fiksiranje i1 bojenje ¢elija — formalin i formaldehid, akridin oranz (AO) 1
propidijum jodid (PI) su kupljeni od Sigma-Aldrich (Darmstadt, Nemacka). Natrijum hlorid
(NaCl), trihlorsiréetna kiselina, etanol i sir¢etna kiselina nabavljeni su od Centrohema (Stara
Pazova, Srbija). Rastvor tripsin-EDTA je nabavljen od proizvodaca Gibco Thermo Fisher
(Waltham, SAD)

Celijske linije: migjih fetalnih fibroblasta 3T3, humanog melanoma A375, humanog
kancera dojke SKBR3, humanog kancera pankreasa PANC-1 i humanog kancera bazalnih
alveolarnih epitelijalnih celija A549, nabavljene su od organizacije American Type Culture
Collection (ATCC; Manassas, SAD). Za potrebe ispitivanja ¢elijskog unosa koris¢ena je HeLa
éelijska linija nabavljena iz $angajske banke ¢elija (Celijska Banka Kineske Akademije Nauka,

Sangaj, Kina). Celije iz misje slezine, splenociti su izdvojene iz laboratorijskih miSeva soja
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Balb/c gajenih u Institutu za mikrobiologiju Ceske Akademije Nauka (Prag, Ceska). Sve
eksperimentalne procedure su sprovodene u skladu s etickim nacelima rada s laboratorijskim
zivotinjama propisanim od strane Evropske konvencije za brigu i upotrebu laboratorijskih
zivotinja (engl. European Convention for the Care and Use of Laboratory Animals). Izvodenje
ogleda je odobrio Komitet za negu i upotrebu Zivotinja, Instituta za mikrobiologiju Ceske
Akademije Nauka (broj odobrenja 64/2015).

Za gajenje Celijskih linija 3T3, A375, SKBR3, PANC-1, A549 i HeLa kori$¢eni su
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) i RPMI-1640 Medium sa dodatkom glukoze,
L-glutamina, fetalnog teleceg seruma (engl. Fetal Bovine Serum, FBS, Gibco, Grand Island,
SAD), natrijum piruvata, 2-merkaptoetanola, penicilina, streptomicina (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Nemacka). Za gajenje splenocita koris¢en je Hankov minimalni
esencijalni medijum (HMEM-d) koji je napravljen u Institutu za molekularnu genetiku (Prag,
Ceska). Za potrebe odredivanja unutarcelijske proizvodnje RKV ¢éelije su gajene u DMEM

medijumu bez fenol crvenog, proizvodaca Biological Industries Ltd. (Beit-Haemek, Izrael).

Za karakterizaciju [Ru(ll)(dcbpy).Cl2] kompleksa masenom spektrometrijom
zasnovanom na jonizaciji potpomognutoj laserskom desorpcijom iz matriksa koja Koristi
analizator masa na bazi vremena preleta, MALDI TOF MS (engl. Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization — Time of Flight Mass Spectrometry) kori$¢ena je matrica 2,5-
dihidroksibenzojeva kiselina (DHB) 1 trifluorsiréetna kiselina (TFA). Matrica 1 hemikalije za
MALDI TOF MS koris¢ene su bez daljeg precis¢avanja i nabavljene su od proizvodaca Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Nemacka).

HeLa celije za ispitivanje Celijskog unosa obojene su fluorescentnim indikatorom —
bisbenzimidom, Hoechst 333421, nabavljenim od proizvodaca Beyotime (Jiangsu, Kina). Za
bojenje nanostrukturnog tretmana za A549 ¢elije kori$éen je rodamin-B-izotiocianat (skra¢eno
RITC) nabavljen od Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Nemacka). Za test aktivnosti
mitohondrijalnih dehidrogenaza (MTT test) koris¢ena je so 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolijum bromid nabavljena od Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg,
Nemacka), dok je za modifikovani MTT test koris¢ena so WST-8 (2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-
3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H tetrazolijum, mononatrijumova so) nabavljen od
Beyotime (Jiangsu, Kina). Boje za ostale testove vijabilnosti, triarilmetan (za kristal violet test,
engl. Crystal Violet, CV) i sulforodamin B (SRB) nabavljene su od Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Steinheim, Nemacka). Za odredivanje unutarcelijskog nivoa RKV kori$c¢en je komplet

za fluorometrijski test nabavljen od kompanije Elabsciences (Houston, SAD).
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4.2. Sinteza kompleksa [Ru(ll)(dcbpy).Cl;]

Kompleks [Ru(11)(dcbpy)2Cl] je sintetisan modifikacijom procedure opisane od strane
Nazeeruddin-a i saradnika.’®! Sema 1 prikazuje reakciju sinteze kompleksa
[Ru(11)(dcbpy)2Cl2], koja poc€inje rastvaranjem 0,260 g RuClz-3H20 u 50 mL DMF-a. U rastvor
rutenijumovih soli dobijenih nakon 15 min meSanja, dodato je 0,476 g liganda dcbpy. Zatim je
reakciona smesa refluktovana na temperaturi u rasponu 170-180 °C pomocu uljanog kupatila
tokom 3 h uz intenzivno meSanje u atmosferi helijuma i odsustvo svetlosti. Za dobijanje
produkta zeljenih osobina, veoma je vazno bilo odrzavati uslove bez prisustva svetlosti, kako
je na taj nacin sprecena izomerizacija kompleksa u nezeljeni trans oblik. Nakon zagrevanja,
reakciona smesa je ostavljena da se hladi na sobnoj temperaturi, a zatim je filtrirana. DMF je
zatim uparen na vakuum uparivacu, a rezultujuéi ¢évrst produkt je ispran smeSom acetona i
dietiletra (1:4) i rastvoren 2 M vodenim rastvorom HCI i meSan tokom 4 h u odsustvu svetlosti.
Nakon naredne filtracije reakcione smese, dobijen je talog koji je susen tokom 5 h na 40 °C.

Sintetisani [Ru(11)(dcbpy)2Clz] kompleks je cuvan u zatamnjenoj staklenoj bocici u frizideru.

/ COOH
Cl ’
Cl// \\N \
COOH COOH 1, RuCl;u DMF-u “, N
Refluks 3 h,170-180 °C “,
2. 2M HCI
‘ \ ‘ \ Mesanje 4 h, s.t.
Z P
N N
HOOC COOH

COOH
Sema 1. Reakcija sinteze [Ru(ll)(dcbpy)2Clo] kompleksa s odgovarajucim reakcionim
uslovima. Preuzeto uz dozvolu od %],

Nakon sinteze kompleksa [Ru(ll)(dcbpy).Clz], karakterizacija dobijenog produkta
izvrSena je maseno-spektrometrijskom analizom pomo¢u MALDI TOF uredaja, ultraljubicaste
i vidljive spektroskopije (engl. Ultra Violet-Visible, UV-Vis) i infracrvene spektroskopije s

Furijeovom transformacijom (engl. Fourier-transform infrared spectroscopy, FTIR).
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4.3. Sinteza nanostrukturnih TiO; Cestica
4.3.1. Sinteza koloidnih TiO2 nanodestica

Koloidni rastvor TiO2 nanocestica je sintetisan prema proceduri prethodno opisanoj od
strane Rajh i saradnika.[*>®1 VVodeni rastvor TiClstemperature -20 °C je dodat u rashladenu vodu
(4 °C) ukapavanjem pri konstantnom mesanju. Dobijeni koloidni rastvor je ostavljen 30 min u
ledenom kupatilu, a zatim je dijaliziran pomo¢u membrane za dijalizu (molekulske mase 3500,
Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez, SAD) u odnosu na tri puta ve¢u zapreminu Milli-
Q vode. Nakon dijalize, koloidni TiO2 je razblazen do koncentracije 0,015 M i pomes$an s 100
pL glicidil-izopropil etra (koji oblaZze nanocestice TiO2 i spreCava nezeljene reakcije
hidroksilnih grupa na povrsini TiO2). Zatim, u koloidni rastvor TiO. je ubrizgan litijum-
hidroksid (0,2 M) uz intenzivno meSanje do postizanja pH vrednosti od 9,5. Na ovaj nacin
dobijene su koloidne TiO2 nanogestice (TiO2 NC) veli¢ine 4,5 nm (oko 1500 molekula TiO;
po Cestici) koje su jo$ jednom dijalizovane uz 10 mM NaH2PO4 sve dok nije postignuta pH

vrednost od 7.

TiO2 NC su okarakterisane pomocu infracrvene spektroskopije s Furijeovom
transformacijom, rendgenske difrakcione analize (engl. X-ray Diffraction, XRD) i transmisione
elektronske mikroskopije (TEM) kao §to je opisano u potpoglavljima 4.5.3., 4.5.5. 1 4.5.7.

navedenim redom.

4.3.2. Sinteza prolatnih nanosferoida TiO:

Sinteza TiO: prolatnih nanosferoida (TiO2 PNS) je izvedena preko meduproizvoda
TiO2 nanotuba. Nanotube TiO2 su sintetisane hidrotermalom metodom u baznoj sredini.
Ukratko, postupak je bio slede¢i: 250 mg komercijalnog praha nanocestica TiO2 je pomeSano
s 10 mL rastvora natrijum-hidroksida (koncentracije 10 M), a zatim je smeSa autoklavirana na
150 °C tokom 20 h. Dobijena disperzija je zatim ispirana vodenim rastvorom HCI (0,1 M) do
postizanja pH vrednosti od 7. Rastvor je zatim centrifugiran (2000xg, 30 min) i istaloZzene TiO>
nanotube su suSene na 70 °C do postizanja konstantne mase. TiO2 PNS su sintetisani iz
dobijenih nanotuba dodatnim hidrotermalnim tretmanom, a oba postupka su detaljno opisana
od strane Radoicic¢ i saradnika.[*>" Ukratko, osusene nanotube (50 mg) su dispergovane u 10
mL destilovane vode (pH 7), a zatim autoklavirane na 250 °C tokom 90 min. Na taj nacin

dobijeni TiO2 PNS su suseni na 70 °C do konstantne mase.
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TiO2 PNS su okarakterisani pomo¢u Ramanske spektroskopije, tehnika XRD i TEM,
kao $to je opisano u potpoglavljima 4.5.4.,4.5.5.14.5.7.

4.3.3. Sinteza N i C dopiranih TiO2 nanocestica

Koloidne TiOz nanoéestice dopirane azotom i ugljenikom (N-TiO2 NC i C-TiO2 NC)
su pripremljene prema slichom postupku koji je opisan od strane Ren-a i saradnika.*>®1 Sinteza
je izvedena preko medu-proizvoda — amorfnih TiO2 nanocestica dobijenih postupkom
kontrolisane hidrolize etanolnog rastvora izopropoksid titana (97 %). Ukratko, 100 mL etanola
je pomesano s 0,4 mL vodenog rastvora kalijum-hlorida (0,1 M), nakon ¢ega je dodato 2,2 mL
rastvora titanijum izopropoksida uz intenzivno meSanje tokom 10 min. Suspenzija s belim
talogom je ostavljena tokom 24 sata radi zrenja. Nakon toga, gornji sloj suspenzije je sakupljen,
filtriran i osuSen na 60 °C.

N i C-TiO2 NC su zatim pripremljene dodatnom termi¢kom obradom smese amorfnog
TiOz. Preciznije, za sintezu N-TiO, NC, amorfne TiO; nano&estice su zajedno s ureom (maseni
odnos 22: 1) rastvorene u Milli-Q vodi, dok je za sintezu C-TiO2 NC umesto uree koris¢ena
glukoza. Zatim su sme$e s N/C-TiO, NC autoklavirane na 160 °C tokom 12 sati. Nakon
hladenja, dobijeni produkti sinteze su sakupljeni, isprani vodom 1 etanolom 1 osuseni na 60 °C.

N i C-TiO, NC su okarakterisane Ramanskom spektroskopijom, XRD i TEM, kao §to
je opisano u potpoglavljima 4.5.4., 45.5.14.5.7.

4.4. Formiranje nanokompozitnih sistema

Kompleks [Ru(ll)(dcbpy)2Cl2] je rastvoren u etanolu (99,5 %), te je dobijen tamno
crveni rastvor koncentracije 8x10° M. Za formiranje NKS 100 pL pomenutog rastvora
[Ru(l1)(dcbpy)2Cl] kompleksa je dodato u 900 uL vodene suspenzije TiO, NC ili TiO, PNS
koncentracije 3x10 M, pH 7. Ovaj odnos je izabran s obzirom da broj izloZenih atoma Ti na
povrsini TiO2 iznosi 30 %.*°] Reakcione smese su blago mesane (u $ejkeru) tokom 24 h, u
odsustvu svetlosti. Dobijeni nanogesti¢ni NKS (NC NKS) je okarakterisan pomoéu FTIR
tehnike, dok je prolatno-nanosferoidni NKS (PNS NKS) okarakterisan pomoc¢u Ramanske
mikroskopije 1 sedimentacionog eseja (PNS NKS) S$to je detaljnije opisano u okviru

potpoglavlja 4.5.3., 4.5.4. i poglavlja 4.6.
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4.4.1. Inkapsuliranje nanocesti¢nog nanokompozitnog sistema u male unilamelarne vezikule

NC NKS je za potrebe potencijalno bolje distribucije i stabilnosti sistema inkapsuliran
u male unilamelarne vezikule (MUV). Za njihovu pripremu najpre smo izolovali fosfolipide iz
zumanceta kokosijeg jajeta. Za ekstrakciju je kori§¢ena procedura za potpunu ekstrakciju lipida
iz zumanceta koju su opisali Furusawa i saradnici.[*6%1 Ukratko, primenjena je metoda po
Folch-u prema kojoj je Zzumance najpre rastvoreno u smesi nepolarnog i polarnog rastvaraca —
hloroforma i metanola zbog sposobnosti hloroforma da dobro rastvara lipide, a metanola da
dobro ekstrahuje polarne komponente Zumanceta. Smesa je kori§¢ena u zapreminskom odnosu
(v/v) 2:1, dok je maseno/zapreminski odnos Zumanceta prema rastvaracu bio 1:20 (na 10 g
zumanceta koriS¢eno je 20 mL smeSe rastvaraca). Nakon homogenizacije i centrifugiranja,
usledilo je ispiranje 1 % rastvorom NaCl. Zatim je odvojen hloroformski sloj (donji sloj) koji
je ispran smeSom hloroforma, metanola i vode (3:48:47, v/v). Nakon homogenizacije i
centrifugiranja konacno je odvojen hloroformski sloj koji je uparen do suva, najpre na vakuum

uparivacu, a zatim u struji azota.

Fosfolipidni sastav dobijen ekstrakcijom iz Zzumanceta je odreden pomoc¢u tankoslojne
hromatografije (engl. Thin Layer Chromatography, TLC). U tu svrhu je deo ekstrakta
neposredno, pre dobijanja suvog ostatka, nanet na plo¢icu za TLC (Sillica gel 60, Merck,
Nemacka) u nekoliko razli¢itih razblaZenja. U istoj koli¢ini naneti su 1 standardni fosfolipidni
rastvori — fosfatidilholin, dipalmitoil-fosfatidilholin, lizofosfatidilholin i sfingomijelin. Nakon
susenja nanetih uzoraka i standarda plo¢ica je postavljena uspravno u kadicu s mobilnom fazom
(hloroform:etanol:voda:tetraetilamin; v/v — 30:35:7:36). Kada je mobilna faza dostigla visinu
od otprilike 1 cm od gornjeg kraja plocice, plo€ica je izvadena i ostavljena da se osusi. Sasvim
suva ploc¢ica za TLC je smestena u zatvorenu staklenu posudu s nekoliko kristala joda koji su
omogucili vizuelizaciju dobijene raspodele uzoraka 1 standarda izmedu mobilnog rastvaraca i

silika gela.

Na osnovu dobijene raspodele ovim postupkom,*®* poredenjem sa standardom,
potvrdeno je prisustvo fosfatidilholina u ekstrahovanoj smesi iz Zumanceta Sto doprinosi
stabilnosti NC NKS-MUV. Takode, potvrdeno je odsustvo dipalmitoil-fosfatidilholina.

Moguce je prisustvo sfingomijelina i fosfatidilinozitola u tragovima.

Nakon potvrde Zeljenog fosfolipidnog sastava, MUV su pripremljene prema postupku
koji su Kkoristili Alonso i saradnici,*%?1 uz korig¢enje ultrazvuéne sonde UP100H (Hielscher-

Ultrasound Technology, Nemacka). Prethodno ekstrahovani fosfolipidi su nakon uparavanja
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do suva resuspendovani u 5 mL rastvora 0,15 M NaCl i 0,0067 M PBS pH vrednosti 7,4. Zatim
je dobijeni rastvor podvrgnut ultrazvu¢nom tretmanu pomocu uronjene sonde, ¢ija je amplituda
bila 10-12 pm, tokom 20 min s ciklusima naizmeni¢nog paljenja i gaSenja ultrazvuka u trajanju
0d 10 s. Formirane MUYV su za potrebe daljih analiza cuvane u uslovima dubokog zamrzavanja
na -80 °C. Prema navedenoj literaturi,[**? dobijeni MUV na ovaj nadin imaju o&ekivani

prosecni precnik od 30 nm.

Najzad, dobijene MUV u koncentraciji od 50 pg mL™?, su pomesane s NC NKS u
masenom odnosu 1:1. Smesa NC NKS i MUV je zatim inkubirana tokom 24 h na sobnoj
temperaturi uz blago mesanje, ¢ime je dobijen novi sistem NC NKS-MUYV koji je koridéen u

daljim eksperimentima pod istim uslovima kao i slobodni NKS.
4.5. Instrumentalne metode

4.5.1. Masena spektrometrija zasnovana na jonizaciji potpomognutoj laserskom desorpcijom

iz matriksa koja koristi analizator masa na bazi vremena preleta

Kompleks [Ru(Il)(dcbpy).Cl.] je okarakterisan maseno-spektrometrijskom analizom.
MALDI TOF maseni spektri su dobijeni pomo¢u Autoflex masenog spektrometra (Bruker
Daltonics, Bremen, Nemacka) koji je opremljen s pulsnim 50 Hz azotnim laserom koji emituje
svetlost na A=337 nm.

Spektar [Ru(I1)(dcbpy)2Cl.] kompleksa je snimljen u reflektornom, pozitivhom modu,
s odlozenim ekstrakcionim vremenom 100 ns 1 naponom od 20 kV, a dobijen je pomocu 100-
300 laserskih udara u proseku. U cilju sprecavanja degradacije [Ru(II)(dcbpy)2Cl2] kompleksa
i ostvarivanja pogodnog odnosa signal-sum (S/N), intenzitet lasera je odrzavan na niskoj
vrednosti. Dodatno, radi potvrde strukture [Ru(ll)(dcbpy)2Cl2] kompleksa, uradena je Post
Source Decay analiza.

45.1.1. Priprema uzoraka za maseno-spektrometrijsku analizu

Za karakterizaciju pomo¢u MALDI TOF MS analize, napravljen je etanolni rastvor
kompleksa [Ru(I1)(dcbpy)2Cl.] koncentracije 0,6 mM. Kori$¢ena je matrica DHB rastvorena u
metanolu (0,5 M) s 0,1 % TFA. Na MALDI TOF ploc¢icu je naneta mala zapremina (0,5 pL)
pripremljenog rastvora [Ru(ll)(dcbpy).Cl.] kompleksa, nakon ¢ega je naneta ista zapremina
rastvora matrice. Isti postupak je ponovljen tri puta za dobijanje triplikata, a pre analize je

saCekano da dode do kokristalizacije kompleksa i matrice na sobnoj temperaturi.
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4.5.2. Ultraljubicasta i vidljiva spektroskopija

Za snimanje spektara pomocu UV-Vis spektroskopije rastvora kompleksa
[Ru(I)(dcbpy)2Clz], TiO2 NC, TiO2 PNS, C-TiO2 NC; odredivanje apsorbancije rastvora za
sedimentacioni esej (odredivanje efikasnosti vezivanja kompleksa za povrsinu TiOz2 NC i TiO2
PNS) i za pradenje kinetike otpustanja kompleksa s povriine nosaca (TiO2 NC) koriséen je
spektrofotometar Lambda 35 (Perkin Elmer, Waltham, SAD). Opseg snimanja spektara bio je
od 200-700 nm, snimanja su izvedena na sobnoj temperaturi, a uzorci (700 pL) su bili smesteni
u kvarcnoj mikrokiveti €iji je opticki put 1 cm. UV-Vis difuziono-refleksioni spektri su

snimljeni na uredaju Evolution 600 UV/Vis spectrometer, (Thermo Scientific, Waltham, SAD).

Za odredivanje stepena prezivljavanja celija i odredivanje unutarcelijskih RKV
kori$éeni su sledeci spektrofotometrijski ¢itaci mikrotitar plocCica:

e Za SRB i odredivanje RKV koriS¢en je uredaj VICTOR2 1420 Multilabel Counter
(Perkin Elmer, Waltham, SAD).

e Za MTT i CV testove koriS¢en je uredaj Infinite 200Pro (Tecan, Mannedorf,
Svajcarska).

e Za modifikovani MTT test koris¢en je uredaj Bio-Tek Synergy HT (Bio-Tek

Instruments, Vermont, SAD).

4.5.3. Infracrvena spektroskopija s Furijeovom transformacijom — FTIR

Dobijeni FTIR spektri kompleksa [Ru(l1)(dcbpy)2Cl2], TiO> NC i NC NKS su snimljeni
pomocu FTIR spektrofotometra Nicolet 380 proizvoda¢a Thermo Electron Corporation
(Waltham, SAD) u nacinu rada prigusene totalne refleksije (engl. Attenuated Total Reflection,

ATR). Opseg snimanja je bio 400-4000 cm™, a izvr$eno je po 64 skeniranja rezolucije 2 cm™.

4.5.4. Ramanska spektroskopija

Kristalna struktura N i C-TiO, NC je prouavana Ramanskom spektroskopijom.
Ramanski spektri su snimljeni na uredaju DXR Raman microscope (Thermo Scientific,
Waltham, SAD) opremljenim s opti¢kim mikroskopom i CCD (engl. Charge-Coupled Device)
detektorom. Laserski snop je fokusiran na uzorak pomocu objektiva uvecanja x50. Pobudna
talasna duzina diodnog lasera je iznosila 532 nm. Rasejana svetlost analizirana je

spektrografom s difrakcionom resetkom koja sadrzi 900 zareza po mm.
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4.5.5. Rendgenska difrakciona analiza

Kristalna struktura ispitivanih nanostrukturnih TiO2 odredena je pomoc¢u XRD tehnike
na uredaju Philips PW 1050 (Amsterdam, Holandija). Kao upadno zracenje je koris¢ena linija
bakra (CuKy), talasne duzine A = 1,5418 A s Ni filterom. Intenziteti difrakcionih maksimuma
prikupljani su skeniraju¢om tehnikom u rangu 26 = 10-70 ° s korakom od 0,05 ° i vremenom

zadrZzavanja od 50 s po koraku.

4.5.6. Konfokalna Ramanska mikroskopija

Konfokalna Ramanska mikroskopija (engl. Confocal Raman Microscopy, CRM)
kombinuje spontanu Ramansku emisiju s detekcijom pomocu konfokalnog mikroskopa. CRM
tehnikom mogucée je pored karakterizacije nanomaterijala, utvrditi i njegovu preciznu
lokalizaciju u c¢elijama. Naime, snimanjem ¢itavog Ramanovog spektra na bilo kom mestu
¢elija inkubiranih s nanomaterijalom, dobijaju se trake u spektrima koje poticu kako od
nanomaterijala tako i od odgovarajucih biomolekula iz ¢elija (proteina, DNK, lipida) ¢ime se
jasno dobija informacija u kom delu ¢elije se nalaze ispitivane nanostrukture.*5¥ Stoga, ova
metoda je koriS¢ena pre svega za karakterizaciju TiO2 PNS i PNS NKS, a zatim je ispitan i

ulazak ovog sistema u ¢eliju.

CRM analiza je izvedena pomocu Renishaw inVia Raman mikroskopa. Pobudna talasna
duZina lasera iznosila je 532 nm s reSetkom koja sadrzi 1800 zareza po mm. KoriS¢en je vodeni
objektiv uvecanja x40 s fokusnim mestom precnika priblizno 1 pm. Spektri su zabelezeni u
regionu 300-3600 cm™ s rezolucijom od priblizno 7 cm™. Akumulirano je najmanje 8-15
skeniranja na razli¢itim mestima u organelama, lipidnim telima, citoplazmi i jedru pomoc¢u
kojih je smanjen spektralni Sum. Spektri su snimani nakon inkubacije s PNS NKS na mestima
u celijama gde su bili uoc€ljivi nanoCesti¢ni agregati. Kontrolni spektri razli¢itih celijskih
organela uzeti su u c¢elijama koje nisu izlozene nanomaterijalu. Svi spektri su korigovani

baznom linijom poreklom od PBS rastvora i pokrovnog stakla.

4.5.7. Transmisiona elektronska mikroskopija — TEM

Veli€ina 1 oblik ispitivanih nanostrukturnih TiO2 je odredena pomoc¢u TEM. Koris¢eni
su mikroskopi proizvodaca JEOL (Japan), pri radnom naponu 200 keV. Za odredivanje TiO>
NC koriséen je model JEM 2100 LaB6, dok je za snimanje TiO2 PNS, N i C-TiO2 NC korigéen
model JEM2100F. Nanostrukturne disperzije su za TEM pripremljene prvo desetominutnim
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ultrazvuénim tretmanom, nakon ¢ega je po 6 uL uzorka nakapano na bakarnu mrezicu

prekrivenu slojem poroznog ugljenika, a zatim su uzroci suseni na vazduhu.

4.5.8. Epifluorescentna mikroskopija

Za ispitivanje vrste éelijske smrti uzrokovane kombinovanim tretmanom C-TiO2 NC i
plavog svetla kori$¢en je epifluorescentni mikroskop Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Nemacka)
opremljen ISIS softverskim paketom za slike (MetaSystems, Nemacka). Najpre su HeLa ¢elije
obojene koriste¢i AO/PI metodu. Zatim su éelije tretirane s C-TiO2 NC i/ili zraene u trajanju
od 15 min plavim svetlom dobijenim postavljanjem propusnog filtera u opsegu 400-450 nm
(ThorLabs, Bergkirchen, Nemacka) na opticki put sijalice od 100 W. Ovako dobijeno plavo
svetlo na 450 nm je bilo rezultujuce snage od 120 uW, a za merenje snage je koriS¢en uredaj
opisan u potpoglavlju 4.5.13. Nakon inkubacije od 48 h pri standardnim uslovima za kultivaciju
¢elija, celije su odvojene od povrsine flaska pomocu rastvora tripsin-EDTA, blokirane
dodavanjem podloge s 10 % FBS-om, prebacene u epruvete i centrifugirane 5 minuta na
600xRCF, a zatim isprane PBS-om. Nakon dodavanja istih zapremina fluorescentnih boja (10
mL, 10 mg mL™), ¢elijska suspenzija naneta je na mikroskopske plo¢ice, prekrivena pokrovnim
staklom i analizirana pod mikroskopom u roku od 15 minuta. Prebrojano je i analizirano

najmanje 100 ¢elija po tretmanu.

4.5.9. Laserska skeniraju¢a konfokalna mikroskopija

Za ispitivanje unosa nanostrukturnih TiO2 u ¢eliju, kori$éen je laserski skenirajuéi
konfokalni mikroskop (engl. Laser Scanning Confocal Microscopy, LSCM) ¢ija je osnovna
prednost §to je moguce dobiti detaljni prikaz unutraSnjosti ¢elija pomocu razli¢itih pobudnih

talasnih duzina lasera i primenjenih filtera emisije.

Celije su posmatrane pomoéu LSCM uredaja (FV300/IX, Olympus, Japan) s
kontinualnim laserom pobudne talasne duzine od 405 nm i vodenim objektivnom uvecanja
%60, numericke aperture 1,2 i skenirajuée oblasti veli¢ine 115 x 115 um. Dobijene su
mikrografije rezolucije 512 x 512 piksela (1 piksel — 225 nm). Vazno je napomenuti da iako
TiO2 nije fluorescentan i ne moze se detektovati fluorescentnim kanalom bez bojenja, pogodan
je za slikanja u refleksiji. Stoga su za ispitivane nanostrukturne TiO2 dobijene refleksione
mikrografije pomocu refleksionog kanala bez filtera, 1 mikrografije diferencijalnog

interferentnog kontrasta (engl. Differential Interference Contrast, DIC) koji predstavlja
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¢elijsku morfologiju pomocu transmisionog kanala. ImageJ softver (Fidzi) je primenjen za

preklapanje ova dva kanala i za crveno obojenu prezentaciju nanostruktura TiOo.

Za dodatno ispitivanje unutaréelijske raspodele TiO2 PNS, preciznije dobijanje
trodimenzionalne (3D) raspodele, koris¢en je isti LSCM uredaj s opcijom skeniranja duz z ose
(engl. z-scan mode). Rezultujuée konfokalne 3D mikrografije koje prikazuju distribuciju TiO2
PNS u ¢elijama dobijene su preklapanjem refleksionog kanala (bez filtera) u kome su TiO2
PNS predstavljeni zelenom bojom s fluorescentnim kanalom (propusni filter opsega 420-460

nm) s plavo obojenim jedrima.

4.5.10. Elektronska paramagnetna rezonatna spektroskopija — EPR

Radi procene proizvodnje RKV pod uticajem svetlosnog stimulansa koriS¢ena je EPR
spektroskopija. U 28 pL vodenih suspenzija nanostrukturnih TiO (1 mg mL™) dodato je 2 pL
DEPMPO (105 mM). Nakon toga, dobijene smese su prebacene u gas-propustljive teflonske
cevi (Zeus Industries Inc., Orangeburg, SAD) koje su umetnute u posebnu kvarcnu cev EPR
spektrometra (Bruker ELEXSYS-II E540, Nemacka) koji radi u X oblasti. Eksperimentalna
podesavanja EPR-a su bila sledeca: centar polja 3500 G, snaga mikrotalasa 10 mW, frekvencija
mikrotalasa 9,85 GHz, modulaciona frekvencija 100 kHz, modulaciona amplituda 2 G. Da bi
se pratio uticaj svetlosti na ispitivane nanostrukturne TiO,, za isti uzorak napravljene su tri
probe koje su snimane s istim brojem akumulacija. Jedna proba je kontinualno zracena tokom
akumulacije EPR spektara izvorom vidljive svetlosti HeNe lasera (632,8 nm, 120 mW). Druga
proba je zratena UVA lampom (365 nm, 600 pW) 2 min neposredno pre snimanja. Treca,

kontrolna proba, je snimana u odsustvu svetlosti.

4.5.11. Analiza i pracenje nanocestica — NTA

U nanocesti¢nim disperzijama mozZe do¢i do stvaranja Cesticnih agregata, Sto znaci da
stvarna veli¢ina dispergovanih Cestica moZe da se razlikuje od veli¢ine dobijene merenjem
nanogestiénog praha. Za procenu veli¢ine &estica u disperzijama TiO2 PNS i C-TiO; NC
primenjena je metoda Analize i pracenja nanocestica (engl. Nanoparticles Tracking Analysis,
NTA) pomocu NanoSight LMI10 uredaja (NanoSight, Amesburi, Velika Britanija),
opremljenog s laserom od 532 nm. Pre merenja, spraseni uzorci TiO2 PNS i C-TiO2 NC su

resuspendovani i razblazeni vodom do konaéne koncentracije od priblizno 108-10° gestica po
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mL™. Sva merenja vriena su na sobnoj temperaturi, a uzorci su mereni 60 s na pet razligitih

pozicija u tri nezavisna merenja. Za snimanje i analizu podataka kori$¢en je softver NTA 3.0.

4.5.12. Odredivanje povrsinskog naelektrisanja suspenzije

Povrsinsko naelektrisanje suspenzije TiO, PNS i C-TiO, NC u dejonizovanoj vodi (1
tg mL™1) na 25 °C i pH vrednosti od 7 odredeno je merenjima zeta potencijala na Zetasizer

Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, Velika Britanija).

4.5.13. Merenje intenziteta primenjene svetlosti

Intenziteti svetlosti su mereni pomo¢u mernog uredaja Nova II (Ophir, Jerusalim,
Izrael) poboljsanog UV silikonskim fotodiodnim senzorom PD300-UV s instaliranim filterom
(CW power up to 300 mW).

4.6. Sedimentacioni esej — odredivanje efikasnosti vezivanja kompleksa
[Ru(I1)(dcbpy)2Cl2] za povrsinu nanostrukturnih TiO-

Pomoéu sedimentacionog eseja, za potencijalne nosaée, TiO2 NC i TiO, PNS,
ispitivana je efikasnost zarobljavanja potencijalnog leka, kompleksa [Ru(ll)(dcbpy)2Cl2], u
nosacu (engl. Entrapment efficiency) 1 efikasnost ,,punjenja“ nosata kompleksom
[Ru(11)(dcbpy)2Cl2] (engl. Loading efficiency), parametri koji se u farmaciji Cesto koriste kao
pokazatelji efikasnosti vezivanja odredenog leka za nosa¢. NC NKS i PNS NKS su sintetisani
za ovaj test po ve¢ opisanoj proceduri u poglavlju 4.4., a zatim su centrifugirani brzinom od
7000 rpm, tokom 3 min, u cilju odvajanja nevezanog kompleksa [Ru(ll)(dcbpy)2Cl2]. Nakon
toga je pomocu UV-Vis spektroskopije i kalibracione krive odredena koncentracija slobodnog,
nevezanog kompleksa. Uslovi snimanja su dati u okviru poglavlja 4.5.2., a pomenuti parametri

su odredeni koriS¢enjem slede¢ih jednacina:

Efik . bli a lek % = Kolic¢ina [Ru(II)(dcbpy),Cl,] u NKS 100
fikasnost zarobljavanja leka wnosatu, % = o e 2 TRu (Il (dcbpy), ] -

) 5 Kolic¢ina [Ru(II)(dcbpy),Cl,] u NKS
Efikasnost"punjenja" leka nosacem, % = — - = x 100
Kolic¢ina TiO, NC
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4.7.  Invitro pracenje kinetike otpustanja [Ru(II)(dcbpy)2Cl2] kompleksa s povrSine
nosaca (TiOz nanocestica) pod uticajem vidljive i UV svetlosti

Sprovedena su dva odvojena testa pracenja kinetike otpustanja kompleksa
[Ru(I)(dcbpy)2Cl2] s nosa¢a pomoéu dijalize na naéin sli¢an onom opisanom u radu.® za
potrebe eksperimenta su koriS¢ene kasete za dijalizu kapaciteta 0,1-0,5 mL s veli¢inom
membrane koja dozvoljava propustanje kompleksa [Ru(II)(dcbpy)2Cl2] u spoljni medijum, dok
NC NKS i TiO2 NC ostaju unutar membrane (Thermo Scientific Dialysis cassette, 7.000
MWCO). U prvom testu, istovremeno je ispitana kinetika otpustanja kompleksa s NC NKS-
om u rastvorima PBS-a, na razli¢itim pH vrednostima (5 i 7) i pri razli¢itim uslovima
ozraCivanja (vidljivim crvenim — 632,8 nm i UV svetlom — 254 nm), kao i pri odsustvu
svetlosti. U drugom testu ispitana je kinetika otpustanja kompleksa sa NC NKS-MUV
sistemom u PBS-u pH 7, imajuéi u vidu da bi inkapsulacija u lipozome trebalo da spreci
“curenje* kompleksa u serum. Priprema proba je bila identi¢na za oba testa: u kasete za dijalizu
pomodu igle je uneto 500 pL rastvora NC NKS, ili NC NKS-MUV, koje su zatim potopljene u
60 mL PBS-a. U prvom testu, dve kasete s NC NKS su uronjene u dva razli¢ita medijuma (PBS
pH 5 i pH 7) za svaki uslov ozra¢ivanja. U drugom testu, po jedna kaseta sa sistemom NC
NKS-MUV je uronjena u PBS pH vrednosti 7 za svaki uslov ozraivanja. Oba testa su
sprovedena u triplikatu. SmeSa je meSana pomoc¢u magnetne mesalice brzinom od 100 rpm, a
testovi su vrSeni na kontrolisanoj sobnoj temperaturi. Tokom 32 h, kontrolna proba je drzana
u uslovima bez svetlosti, druga grupa proba je ozrac¢ivana kontinualnim crvenim snopom HeNe
lasera (632,8 nm, Thorlabs, Bergkirchen, Nemacka), a tre¢a grupa proba je ozra¢ivana UVC-
Hg lampom (25 W, 254 nm, Philips). Snopovi HeNe lasera su pomocu optickih delova bili
usmereni upravno u odnosu na laboratorijske ¢aSe u kojima se nalazio dijalizat 1 kaseta 1
pazljivo fokusirani na uzorke u kasetama (Slika 16). Intenziteti svetlosti su mereni ispred Casa
na putu laserskog snopa ka uzorku i iznosili su (1,9 £ 0,1) mW. UV lampa je postavljena iznad
Case s probom, s obzirom da staklo ne propusta UV zrake. Intenzitet primenjene svetlosti

izmeren iznad same povrsine ¢aSe s rastvorom za dijalizu iznosio je (1,5 £ 0,1) mW.

U naznaCenim vremenskim intervalima iz proba je odvajano po 500 uL dijalizata za
analizu, a svaki put odvojena koli¢ina u probama je bila zamenjena s ekvivalentnom koli¢inom
odgovarajuceg PBS-a. Dobijeni alikvoti su zatim analizirani merenjem apsorbancije na 310
nm. Rezultat je potom prikazan grafi¢ki kao procenat oslobodenog kompleksa u odnosu na

rastvor Cistog kompleksa [Ru(II)(dcbpy)2Cl2] u zavisnosti od vremena sa standardnom
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devijacijom. Dobijeni profili otpustanja kompleksa [Ru(II)(dcbpy)2Clz] s TiO2 NC, su zatim

poredeni s kontrolom (profilom otpustanja u odsustvu svetlosti).

Proba1l M2 Proba2

=y

BS

MO

Slika 16. Sematski prikaz postavke eksperimenta za pracenje kinetike otpustanja kompleksa
[Ru(11)(dcbpy)2Cl2] s nosaca iz NKS pri ozracivanju HeNe laserom; F1 i F2 —varijabilni opticki filteri;
BS — 50:50 razdelnik snopa; M0, M1, M2, M3 i M4 — opticka ogledala sirokog propusnog opsega. U
Probi 1 spoljni medijum je bio PBS pH 5, u Probi 2 spoljni medijum je bio PBS pH 7.

4.8. Celijski unos i (foto)citotoksi¢nost [Ru(II)(dcbpy)2Clz] kompleksa,
nanostrukturnih TiO2 i nanokompozitnih sistema

4.8.1. Celijske kulture — gajenje i tretman

Za ispitivanje citotoksi¢nosti koriS¢ene su razli€ite netransformisane i tumorske Celije.
Kao netransformisane éelije koriéeni su migji embrionalni fibroblasti 3T3 i splenociti. Celijska
linija 3T3 je gajena u DMEM medijumu s 2 mM L-glutaminom, 0,05 mg gentamicina, 1 mM
rastvorom natrijum piruvata, 0,05 mM rastvorom 2-merkaptoetanola i 10 % termalno-
sakupljene od 6 muzjaka laboratorijskih Zivotinja i odlozene u HMEM-d medijum. Nakon

usitnjavanja kroz najlonsku mrezu, suspenzije splenocita su preba¢ene u RPMI-1640 medijum.

Tumorske linije A375, SKBR3 i PANC-1 su gajene u DMEM medijumu s 4500 mg L~
! glukoze i dodatkom glutamina (L-glutamine), 10 % FBS, 10 000 U mL? penicilina i 10 mg
mL* rastvora streptomicina. HeLa i A549 tumorske linije su gajene u RPMI-1640 medijumu
takode s dodatkom 10 % FBS-a i penicilina/streptomicina. Celijske linije i splenociti su gajeni
pod standardnim uslovima u inkubatoru na 37 °C i 5 % CO; atmosferi (Heraeus, Hanau,

Nemacka).
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4.8.2. Ispitivanje Celijskog unosa i unutarcelijske distribucije nanostrukturnih TiO>

Pomo¢u LSCM tehnike ispitani su celijski unos i unutarcelijska distribucija
primenjenih tretmana. Unos nanostrukturnih TiO2 i NC NKS je ispitan na HeLa ¢elijskoj liniji,

dok je CRM tehnika kori$¢ena za ispitivanje unosa PNS NKS na ¢elijskoj liniji A549.

HeLa ¢elije su zasejane kako je opisano u potpoglavlju 4.8.1. i inkubirane 24 h kako bi
se zalepile za stakleno dno Petrijeve posude. Celije su zatim tretirane koncentracijama
nanostrukturnih TiO2 naznacenim u Tabeli 4 i inkubirane 1 h pre konfokalne mikroskopije. Pre
snimanja, ¢elije su isprane PBS-om kako bi se uklonili nanokristali koji nisu usli u ¢elije, a
zatim su snimljene mikrografije pomocu refleksionog i transmisionog kanala. Dodatno, za TiO>
PNS, HelLa éelije su inkubirane s 25 ug mL™ TiO, PNS tokom 12 h, a zatim fiksirane 4 %
rastvorom formalina tokom 10 min. Nakon toga, 0,5 pg mL™ boje Hoechst 33342 je dodato u
¢elijski medijum, a zatim je usledila dodatna inkubacija u trajanju od 5 min. Nakon toga ¢elije
su isprane tri puta PBS-om, a zatim analizirane. Za dobijanje mikrografija s unutarcéelijskom
raspodelom simultano su snimljeni fluorescentni i refleksioni kanali. Za analizu c¢elijskog
unosa tretmana pomoc¢u LSCM uredaja, uporedo s tretiranim ¢elijama isti postupak pripreme
je primenjen i na netretirane Celije koje su sluzile kao kontrola. Dobijene mikrografije s
pojedinacnih kanala su radi bolje prezentacije rezultata preklopljene na nacin kako je opisano

u potpoglavlju 4.5.9.

Za analizu unosa agenasa A549 celije su zasejane u Petrijeve posude sa staklenim
dnom. Nakon inkubacije od 24 h, ¢elije su tretirane s 150 pg mL* PNS NKS, i dodatno
inkubirane tokom 12 h. Nakon toga, Petrijeve posude su isprane PBS rastvorom nekoliko puta
i ¢elije su fiksirane 3,7 % formaldehidom u PBS-u tokom 30 minuta, a zatim ponovo isprane i

analizirane.

Tabela 4. Prikaz primenjenih koncentracija tretmana Hela éelija za ispitivanje celijskog unosa

Vrsta tretmana Koncentracija (ug mL™)
[Ru(l1)(dcbpy).Cl:] 33
TiO, NC 13
NC NKS 33/13*
TiO2 PNS 4
N-TiO, NC 4
C-TiO. NC 7
*prva koncentracija se odnosi na [Ru(I1)(dcbpy).Cl,] kompleks,
dok se druga koncentracija odnosi na TiO, NC
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4.8.3. Odredivanje stepena prezivljavanja ¢elija nakon tretmana — testovi vijabilnosti

Za ispitivanje cito- i fotocitotoksi¢nosti, 2000 ¢elija po bunari¢u je zasejano u mikrotitar
plocice s 96 bunari¢a sa ravnim dnom (flat-bottomed 96 well microtiter plates) i potom
inkubirano 24 h. Celije su zatim tretirane Zeljenim koncentracijama [Ru(II)(dcbpy)2Cly],
nanostrukturnih TiO2 i NKS, i nakon odredenog vremena inkubacije podvrgnute razli¢itim
testovima vijabilnosti. Merenjem apsorbancije na karakteristicnoj talasnoj duzini uz
oduzimanje apsorbancije slepe probe (¢elije s medijumom) odreden je stepen prezivljavanja
¢elija. Rezultati su izrazeni kao procenat ¢elijske vijabilnosti u odnosu na kontrolu (netretirane

¢elije) Cija je vijabilnost arbitrarno postavljena na 100 %, kao §to je prikazano jednacinom:

. o Apsorbancija uzorka
Celijska vijabilnost = — x 100%
Apsorbancija kontrole

Za sve testove vijabilnosti, merenja su uradena u kvadriplikatu, a svaki eksperiment je
ponovljen tri puta. Dobijeni rezultati su obradeni statisticki kao §to je to opisano u poglavlju
2.9. Uslovi primenjeni za ispitivanje citotoksi¢nosti (koncentracije tretmana, vremena
inkubacije, vrste primenjenih testova) su tabelarno predstavljeni u Prilogu 1 zajedno s

ostvarenim rezultatima dobijenih nakon primenjene statisticke obrade podataka.

4.8.3.1. SRBtest

Vijabilnost ¢elijskih linija HeLa, A375, SKBR3 i PANC-1 nakon tretmana je odredena
pomocu SRB testa. Vijabilnost se ovim testom odreduje posredno preko odredivanja sadrzaja
éelijskih proteina, a primenjena je procedura koju su opisali Skehan i saradnici.l*® Ukratko,
¢elije su fiksirane 10 % trihlorsiréetnom kiselinom 1 h na 4 °C, a zatim su isprane vodom. U
bunarice je dodat SRB rastvor (0,4 % w/v, u 1 % sir¢etnoj kiselini), a ploc¢e su ostavljene na
sobnoj temperaturi tokom 15 min kako bi se vezala boja za Celijske proteine. Nevezani SRB je
ispran 1 % sir¢etnom kiselinom, dok je vezani SRB ekstrahovan Tris rastvorom (10 mM).

Apsorbancija je merena na 550 nm s referentnom talasnom duzinom od 690 nm.

4.8.3.2. MTT test

Vijabilnost 3T3 i splenocita je odredena pomocu kolorimetrijskog MTT testa. Ovaj test
se zasniva na redukciji tetrazolijumove soli, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijum
bromida, u ljubicasto obojene kristale formazana, posredstvom aktivnosti mitohondrijalnih

enzima, sukcinat dehidrogenaze. Koli¢ina dobijenog formazana je direktno proporcionalna
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broju vijabilnih ¢elija. Procedura za MTT je bila sledeca: nakon dodavanja boje u medijum s
éelijama (krajnje koncentracije 0,5 mg mL™), éelije su inkubirane 1 h u odsustvu svetlosti.
Medijum i boja su zatim uklonjeni, a formirani kristali formazana su rastvoreni u DMSO-u.

Apsorbancija je merena na 550 nm.

Vijabilnost HeLa ¢elija je odredena pomocu izmenjenog MTT testa, na osnovu
procedure opisane od strane Li i saradnika*! u kojoj se umesto standardnih bromidnih koriste
natrijumove tetrazonijum soli, WST-8. Sadrzaj TiO2 u DMEM medijumu znac¢ajno uti¢e na
apsorbanciju koja se meri na 450 nm, te je pre tretmana izmerena apsorbancija slepe probe. U
bunarice koji sadrze po 100 pL medijuma je dodato po 10 pL rastvora iz kompleta za test koji
sadrzi WST-8. Nakon dodavanja boje, HeLa ¢elije su inkubirane tokom 2 h, a zatim je merena

apsorbancija na 450 nm kontrolnih i tretiranih celija.

4.8.3.3. Kiristal violet test

Za procenu vijabilnosti 3T3 c¢elija koriS¢en je CV test koji omogucava odredivanje
broja adherentnih ¢elija, za ¢ije se DNK molekule i proteine vezuje boja iz ovog testa. Nakon
tretmana s TiO2 PNS, medijum je paZljivo otklonjen, a ¢elije su isprane tri puta PBS-om. Celije
su zatim obojene etanolnim (30 %) rastvorom kristal violeta (0,5 %) i ploce su ostavljenel0
min na sobnoj temperaturi. Nakon toga, bunari¢i su intenzivno ispirani vodom da bi se
odstranila boja koja se nije vezala za Celije. Relativni broj adherentnih ¢elija je odreden

merenjem apsorbancije na 590 nm.

4.8.3.4. Odredivanje  fotocitotoksicne  aktivnosti  [Ru(Il)(dcbpy).Cl2]  kompleksa,
nanostrukturnih TiO2 i nanokompozitnih sistema na tumorskim linijama

Pre ispitivanja fotocitotoksicnosti, utvrdene su bezbedne koncentracije tretmana na
osnovu testova vijabilnosti sprovedenih u odsustvu svetlosnog stimulansa koji su opisani u
prethodnim potpoglavljima. Pored pogodnih koncentracija, inicijalno su ispitani i uslovi
zracenja koji bez tretmana ne dovode do znacajnog pada vijabilnosti. Nakon utvrdenih uslova
zraCenja, Celije su tretirane i inkubirane s analiziranim agensima, a zatim izloZene zracenju
UVC ili plave svetlost tokom odredenog vremena. U oba slucaja, svetlosni izvor je bio
postavljen iznad mikrotitar plo¢ica s ¢elijama, a podeSavanjem njegove razdaljine od c¢elija
ostvareni su zeljeni intenziteti svetlosti. Za UV zraenja korisé¢ena je UVC lampa prethodno
opisana u poglavlju 4.7. Plavo svetlo je dobijeno na nacin koji je opisan u potpoglavlju 4.5.8.

Tretirane 1/ili ozracene ¢elije su zatim ostavljene da se inkubiraju pod standardnim uslovima.
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Nezraene tretirane ¢elije, kao i netretirane zracene Celije su sluzile za poredenje, dok je
kontrola bila bez tretmana i zracenja. Uslovi primenjeni za ispitivanje fotocitotoksi¢nosti
(koncentracije agenasa, vremena inkubacije, vrste primenjenih testova, vreme 1 snaga
primenjenog zracenja) su tabelarno predstavljeni u Prilogu 2 zajedno s ostvarenim rezultatima

nakon primene statistiCke obrade podataka.

4.9. Statisticka obrada podataka

Ostvareni rezultati testova vijabilnosti su prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija (SD). Za statisti¢ku obradu rezultata koriS¢ena je jednofaktorska analiza varijansi
(engl. One-way Analysis of variance, akronim one-way ANOVA) koja sluzi za poredenje
proseka populacija koje su podvrgnute razli¢itim tretmanima. Primenjen je i naknadni test
visestrukih poredenja — Tukey test koji se naziva i testom “zaista znacajne razli¢itosti“ (engl.
Honestly Significant Different), a koji omoguéava poredenje populacionih proseka s
jedinstvenim nivoom znacajnosti. Zasnovan je na Studentovoj raspodeli, g, sa r i n-r stepenom

slobode. Kriterijum Tukey testa se izrazava prema jednadini:

VA
“J

Gde je Vi, rezidualna varijansa, a ni, najmanja veli¢ina od r uzoraka. U ovom radu, za statisti¢ku

T=gq

obradu rezultata kori§c¢en je program GraphPad Prism 8.0.1. U svim slu¢ajevim, vrednosti p <

0,05 je smatrana znac¢ajnom.
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5. REZULTATI | DISKUSIJA REZULTATA

U prvoj fazi ove disertacije je sintetisan i okarakterisan kompleks [Ru(I1)(dcbpy)2Cl2],
za koji literaturni podaci ukazuju da se vezuje za koloidne TiO2 nanocestice stabilne na pH 2.
Tako formirani sistem je pokazao znacajni potencijal u FDT humane melanomske tumorske
linije A375.1*% Ovo svojstvo je iskoriiéeno za formiranje NKS koji predstavljaju konjugaciju
modela antitumorskog agensa (kompleks [Ru(I1)(dcbpy).Cl2]) i nosaca baziranih na razli¢itim
nanostrukturnim TiO. Cilj ovih modifikacija je bio da se formira sistem s poboljSanim
¢elijskim unosom i omogu¢éi fotoaktivacija u vidljivom delu spektra. Upravo zbog toga su u
drugoj fazi sintetisane i okarakterisane koloidne TiO2 NC koje su stabilizovane na pH 7, kao i
nanostrukturni TiO2 drugaéijih oblika — TiOz PNS, kao i N i C-TiO2 NC. U treéoj fazi je
pokusana sinteza NKS formiranih od kompleksa [Ru(II)(dcbpy)2Cl2] i pomenutih
nanostrukturnih TiO2. S obzirom da su uspe$no formirana dva NKS — NC NKS i PNS NKS u
daljim fazama ispitivanja sistemi su okarakterisani. Ispitana je efikasnost vezivanja kompleksa
[Ru(IT)(dcbpy)2Cl.], njihov potencijal za kontrolisano otpustanje terapeutika, a zatim i uticaj

svetlosti razli¢itih talasnih duzina na kinetiku otpuStanja kompleksa.

lako nisu pokazale tendenciju da se vezuju za kompleks [Ru(l1)(dcbpy)2Cl2], nezavisno
su ispitivane N i C-TiO2 NC zbog ve¢ pomenutih (potpoglavlje 2.4.3.2.) poboljsanih optickih
karakteristika u vidljivom regionu. Za nanostrukturne TiO- koji su predmet ove disertacije, kao
1 za NKS ispitani su ¢elijski unos, oksidativna aktivnost, biokompatibilnost i citotoksi¢nost pri
delovanju svetlosti razli€itih talasnih duZina 1 snage u skladu s opti¢kim osobinama ispitivane

vrste ¢estica.

5.1. Sinteza i karakterizacija

5.1.1. Sinteza i karakterizacija kompleksa [Ru(Il)(dcbpy)Cl]

U ovoj disertaciji ispitana je moguénost koris¢enja TiO2 NC kao nosala za agense
bazirane na kompleksu rutenijuma s bipiridinskim ligandima — kompleks [Ru(11)(dcbpy)2Cl_].
Ovaj kompleks je izabran kao model potencijalnog citostatika imajué¢i u vidu da je u
prethodnim istrazivanjima pokazao brojne povoljne osobine, od kojih su najvaznije da sadrzi
multifunkcionalne grupe koje omoguéavaju vezivanje za nosac i interakciju s biomolekulima,

kao i da ima potencijal za primenu u svojstvu genotoksi¢nog i citotoksiénost agensa.!®":161 jog
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jedna veoma vazna osobina je da kompleks pokazuje fotoaktivnost u UV 1 vidljivoj oblasti

spektra, $to ¢e biti preciznije prikazano u potpoglavlju 5.2.1.

Nakon sinteze kompleksa [Ru(ll)(dcbpy).Clz], karakterizacija dobijenog produkta
izvrSena je pomo¢u MALDI TOF MS, UV-Vis i FTIR spektroskopije.

U snimljenom MALDI TOF masenom spektru kompleksa [Ru(ll)(dcbpy)2Cl2] (Slika
17), uocljivi su signali na vrednostima m/z (masa/naclektrisanje) Cije identitete prikazuje

Tabela 5. Identiteti signala koji poti¢u od matrice nisu prikazani u navedenoj tabeli.

F 743

770

778.9
F 881

ull ;lMﬂu .l
600 700 800 900
m/z

Slika 17. MALDI TOF maseni spektar kompleks [Ru(l1)(dcbpy)2Cly] snimljen uz pomo¢ DHB matrice
u pozitivnom reflektornom modu.

Tabela 5. Pozicija i identitet signala detektovanih u pozitivnom modu MALDI TOF masenog spektra
kompleksa [Ru(I1)(dcbpy)2Cl.] snimljenog s DHB matricom. Oznaka K u tabeli odnosi se na masu celog
kompleksa [Ru(l1)(dcbpy)2Cl2] (molekulska masa 660 g mol™), oznaka M se odnosi na DHB matricu
(molekulska masa 154,12 g mol™).

m/z Identitet signala

625 [K-CIT*
655,4 | [K-dcbpy-ClI'+2M-20H+H*T*

729 Neidentifikovani jon

743 [K-2CI'+M-H*]*

770 [K-dcbpy-2CI'+3M-2H,0-H*T*
778,9 | [K-CI+M]*

881 [K-CI'+2M-2H,0-OH+H*]*

Kvalitet sintetisanog kompleksa [Ru(Il)(dcbpy)2Cl2] je potvrden i UV-Vis spektrom.
Uocena su tri karakteristi¢na apsorpciona signala u UV-Vis spektru na talasnim duZinama 316,
413 1 562 nm, (Slika 18 (a)). Tabela 6 prikazuje dobijene eksperimentalne podatke naspram
literaturnih vrednosti.[*>31%6] Signali na 562 i 413 nm odgovaraju prelazu naelektrisanja od
metala ka ligandima, dt — 7* prelaz, (engl. Metal-to-Ligand Charge Transfer, MLCT), dok
signal na 316 nm potice od organskih bipiridinskih liganada (& — x*).
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Tabela 6. UV-Vis apsorpcioni maksimumi kompleksa [Ru(ll)(dcbpy).Cl;] dobijeni snimanjem
etanolnog rastvora kompleksa na sobnoj temperaturi. U zagradama su prikazani odnosi apsorpcionih
maksimuma. Poredenja radi, pod I su predstavijene izmerene vrednosti na kraju sinteze, dok su pod Il
predstavljene literaturne vrednosti.[53161

Talasna duZina, Amax (NmM) (0dnos apsorpcionih maksimuma)

| 562 (1.00) 413 (1.04) 316 (3.40)
1 565 (1.00) 414 (1.05) 316 (3.33)
(@ (b)
a0, 316
' ¥ COOH
2.5 |
3
8 20-
oy
‘Q
S 15
=
o
é 1,0 4;3 562 COOH
0,54

318 371 424 477 530 583 636

Talasna duZina (nm)

Slika 18. UV-Vis spektar (a) i prikaz molekulske strukture kompleksa [Ru(11)(dcbpy).Cl.] (b).

Molekulska struktura kompleksa [Ru(ll)(dcbpy).Cl2] ispitivana je i FTIR
spektroskopijom, a dobijeni spektar je detaljnije opisan u potpoglavlju 5.1.3. u okviru
karakterizacije NKS.

5.1.2. Karakterizacija nanostrukturnih TiO>

Nanocestice mogu da ispoljavaju antitumorske osobine ili mogu da budu nosaci za
antitumorske agense. U oba slucaja, od presudnog znacaja za pomenuta svojstva su veli¢ina 1
oblik. Optimalna veli¢ina nanocestica za primenu u antitumorskoj terapiji je izmedu 10 i 200
nm, kako bi se s jedne strane izbeglo izlu¢ivanje preko bubrega i hvatanje od strane makrofaga
kada su Cestice sitnije od 10 nm,®? a s druge strane omoguéio nesmetan unos Gestica u

Gelije.1*67]
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U ovom radu koris¢eno je viSe tipova nanostrukturnih TiO., razli¢itog oblika i

dimenzija zbog mnogobrojnih povoljnih osobina koje su opisane u poglavlju 2.4.:

e TiO, NC — sferne koloidne nano&estice;
e TiO2 PNS — cestice elipsoidnog oblika;
e N-TiOz NC — sferne koloidne nanodestice dopirane azotom;

e C-TiO2 NC — sferne koloidne nanoéestice dopirane ugljenikom

Navedene nanostrukture TiO2 su sintetisane u cilju bolje prilagodenosti nameni i
fizioloskim uslovima, te su primenjene specifi¢ne modifikacije koje su se znacajno odrazile na
njihove osobine, na veli¢inu i oblik ili na opti¢ke osobine. Modifikovani nanostrukturni TiO>

su zatim strukturno okarakterisani.

5.1.2.1. Koloidne TiO2 nanocestice stabilizovane na pH 7

TiO2 NC koje su ispitane u okviru ove disertacije nastale su stabilizacijom na pH 7
prethodno ispitivanih i okarakterisanih koloidnih TiO2 NC za ¢&iju stabilnost je bila neophodna
kisela sredina (pH~2). Kako stabilizacija na viSim pH vrednostima omogucava njihovu
upotrebu u fizioloSkim uslovima a ne bi trebala da utie na oblik, veli¢inu i strukturu kristalne
reSetke, prema podacima iz prethodnih istrazivanja za koloidne TiO2 o€ekivana je ista prose¢na

veli¢ina od 5 nm i anatas kristalna forma.[87:154]

Slika 19 (a) prikazuje reprezentativnu mikrografiju sintetisanih TiO, NC
okarakterisanih pomo¢u TEM-e. Merenja su potvrdila da su dobijene sferne nanocestice,
prose¢ne veli¢ine 5 nm. Na difraktogramu praha TiO, NC (Slika 19 (b)) dobijeni su signali na
vrednostima 20: 25,4°, 38,0°, 48,0°, 54,4°, 62,7°, 69,2° 1 75,0° koji odgovaraju kristalnim
ravnima anatas kristalne forme TiO2 (101), (004), (200), (105), (204), (116) i (215), navedenim
redom, prema standardu Tetragonal JCPDS No. 21-1272. S obzirom da se pored navedenih ne
javljaju dodatni difrakcioni maksimumi koji odgovaraju drugim Kkristalnim formama,
nedvosmisleno se moze zakljuciti da su sintetisane TiO, NC u anatas kristalnoj formi.
Ramanskom spektroskopijom je potvrdeno da kod ispitivanih TiO, NC preovladava anatas
kristalna struktura, kako se u Ramanskom spektru javljaju karakteristi¢ne trake anatas forme —
155, 200, 407, 500 i 631 cm™ (Slika 19 (c)). Traka velikog intenziteta na 155 cm™ pripada Eq
fononu kristalne strukture, dok trake na 402, 498 i 631 cm™ u Ramanskom spektru TiO2 NC

odgovaraju Eg, B1g, A1g i Eg modovima anatas faze, redom.

61



5. Rezultati i diskusija rezultata

—Tio, NC

Cs

101

e

-—155

- 631 I

Intenzitet (arb. jedinice)
Intenzitet (arb. jedinice)

100 200 300 400 500 600 700
20 (°) Talasni broj (cm™)

Slika 19. TEM mikrografija (a); difraktorgam (b) i Ramanski spektar TiO, NC (c).

Dodatna stabilnost koloidnih TiO, NC u fiziologkim uslovima ispitana je
sedimentacionim esejom, Sto ¢e biti detaljnije opisano u potpoglavlju 5.1.3.4. u okviru procene
efikasnosti vezivanja kompleksa [Ru(l1)(dcbpy)2Clz] za TiO; NC kod formiranog NC NKS.
Ukratko, stabilnost TiO, NC se ogledala u &injenici da se Gestice nisu talozile primenom

centrifugiranja pri fizioloskim pH vrednostima.

5.1.2.2. Strukturna karakterizacija prolatnih nanosferoida TiO>

Najpre su ispitani veli¢ina i oblik TiO2 PNS, uzevsi u obzir da ove dve osobine znacajno
uticu na ¢elijski unos nanostruktura. U prilog kori§¢enju nanostruktura elipsastog oblika idu i
literaturni podaci koji sugeriSu da je efikasniji ¢elijski unos zapazen kod Cestica koje imaju
veéu duzinu u odnosu na nanogestice sfernog oblika.[*21%1 Kod TiO, PNS se o&ekuje optimalan
odnos duZine 1 Sirine nanokristala koji bi omoguc¢io znac¢ajan EPRE u tumorskom tkivu, a

samim tim i dobru efikasnost FDT u kojoj se TiO2 PNS koriste kao FS.
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Veli¢ina i oblik TiO2 PNS su okarakterisani TEM-om. Slika 20 prikazuje
reprezentativnu mikrografiju TiO2 PNS. Na osnovu merenja potvrden je elipsasti oblik
prosecne duzine u rasponu od 100 nm do 300 nm, i prosecne Sirine od 50 nm, $to je u skladu s
veli¢inama koje su imale prethodno sintetisane &estice.['®] Zapazena je i pojava agregata, koji
su najverovatnije posledica suSenja nanokristalne disperzije na vazduhu tokom pripreme
uzoraka za TEM analizu. Ova pojava je bila ocekivana, kako su je prethodno uocili i drugi

autori.lt79

Slika 20. TEM mikrografije TiO2 PNS pri manjem a) i ve¢em b) uvecéanju.

Kako bi se dobili precizniji detalji o veli¢ini i raspodeli veli¢ine TiO2 PNS, primenjene
su metode koje se uobicajeno koriste za karakterizaciju raspodele veli¢ina Cestica u
nanokristalnim vodenim disperzijama — NTA i metoda dinami¢kog rasejavanja svetlosti (engl.

Dynamic Light Scattering, DLS).

DLS je standardna metoda za merenje raspodele veli¢ina Cestica u nano-disperzijama.
DLS merenjima dobija se vrednost hidrodinamic¢kog prec¢nika (dn) tj. prec¢nika cestice s
hidratacionim omota¢em koji predstavlja srednju vrednost prec¢nika svih izmerenih Cestica. Za
sferne Cestice vrednost d4 odgovara stvarnoj veli€ini Cestice koja se moze izmeriti TEM-om.
Medutim, u sluc¢aju TiO2 PNS, tj. za nanokristale elipsastog oblika bilo je potrebno odrediti dn
DLS metodom. Ova metoda se zasniva na merenju brzine koju Cestice ostvaruju Braunovim
kretanjem u suspendovanom rastvoru. To se postiZze laserskim osvetljavanjem dispergovanih
Cestica 1 analiziranjem intenziteta fluktuacija rasute svetlosti. Intenzitet svetlosti je

proporcionalan je korenu zapremine Cestica u suspenziji. S tim je u vezi je i najveci nedostatak
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ove metode, koji se ispoljava kod disperzija koje sadrze Cestice razliCitih veli¢ina. Naime, pri
delovanju svetlosti lasera, manje Cestice ¢esto budu zasencene velikim, te prisustvo manjeg
broja velikih agregata moze da uti¢e da izmerena vrednost du zna¢ajno odstupa od stvarne.[!]
DLS metodom cesto dobijamo informacije koje se odnose na veli¢inu agregata pre nego na

precnik individualne nanocestice i u ovakvim sistemima dobijeni rezultat uzimamo S rezervom.

Ovaj problem kod disperzija koje sadrze Cestice razliCitih veli¢ina moze da se prevazide
primenom druge metode za odredivanje raspodele veli¢ine, kao Sto je NTA. Poput DLS
metode, i NTA metoda se zasniva na merenju brzine Braunovog kretanja ¢estica. Medutim,
dok DLS metoda za merenje difuzionog koeficijenta Cestica ocCitava intenzitet rasejavanja
svetlosti, NTA metoda racuna difuzioni koeficijent na osnovu kretanja pojedinacnih Cestica.
Kako je rezultat dobijen pomocu DLS metode zasnovan na veli¢ini prema izmerenom
intenzitetu, a kod NTA metode je zasnovan na broju Cestica, pomocu ovih metoda mogu da se
dobiju razli¢iti rezultati za istu disperziju. Na Slici 21 prikazana je raspodela dispergovanih
Cestica u rasponu 95-150 nm dobijenu pomocu NTA metode pod pretpostavkom da su Cestice
sfernog oblika. Primenom prora¢una koji uzima u obzir elipsasti oblik TiO2 PNS koji su
potvrdila TEM merenja, dobijena je realna raspodela veli¢ina 72-104 nm. Samo mali broj
agregata veli¢ine od 380 nm je zapaZen. Rezultati dobijeni pomo¢u DLS metode su odstupali
znacajno od ove vrednosti i nisu prikazani kao relevantni u ovoj disertaciji, s obzirom da NTA

metoda viSe odgovara ispitivanoj disperziji TiO2 PNS.

| Std. Dev
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Mean: 115 + nm
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Slika 21. NTA velicina distribucije TiO2 PNS.

Za ¢elijski unos, pored veli¢ine 1 oblika nanostruktura, od izuzetne vaznosti je stabilnost
u fizioloskim uslovima, kao i ukupno povrsinsko naelektrisanje. Xi i saradnici su potvrdili da

se mechanizam celijskog unosa nanostrukturnih TiO. razlikuje u zavisnosti da li je
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naelektrisanje povrsine TiO2 pozitivno ili negativno, te da je kod pozitivno naelektrisanih TiO>
NC dominantan mehanizam ¢elijskog unosa endocitoza posredovana klatrinom, dok kod

negativno naelektrisanih TiO2 NC preovladava kaolin-posredovana endocitoza.l*?

Pogodna metoda za merenje povrSinskog naelektrisanja 1 predvidanje mogucih
interakcija na povrSini nanostruktura je merenje elektrokinetickog potencijala (zeta
potencijala). Za nanocCestice je karakteristican dvostruki elektri¢ni dvosloj koji ima uobicajene
vrednosti u rasponu od +100 mV do -100 mV, a koji se sastoji od tri dela. Prvi sloj se sastoji
od negativnih jona snazno adsorbovanih na povrsini dok drugi sloj, Sternov sloj, ¢ine pozitivni
joni slabije vezani. Treci sloj je difuzijski deo dvostrukog elektricnog sloja, Gouy Chapman-
ov sloj, u kome se joni i Cestice kre¢u kako bi formirali stabilnu celinu. Vrednost koja se dobija
merenjem zeta potencijala predstavlja stepen odbijanja izmedu Cestica u disperziji, te je
direktna mera stabilnosti nanostrukturne disperzije. Visoku stabilnost pokazuju disperzije koje
imaju vrednost zeta potencijala ve¢u od 25 mV ili manju od -25 mV.1"% Disperzije kod kojih
je vrednost zeta potencijala izmedu ovih vrednosti sklone su agregaciji tokom vremena usled
delovanja privla¢nih Van Der Walls-ovih sila. Merenjem zeta potencijala za TiO2 PNS dobijena
je vrednost od -22,4 mV koja ukazuje solidnu koloidnu stabilnost. Ipak, treba imati u vidu da
na formiranje agregata u Zivim sistemima ne uti¢e iskljucivo zeta potencijal, ve¢ 1 pojava
interakcija Cestica disperzija s biomolekulima. Preciznije, nano-bio interakcije mogu da sprece
nepozeljno stvaranje agregata. Stoga, razvijeni su brojni protokoli proteinske stabilizacije
nanocestica u bioloSkim sistemima za razli¢ite nanomedicinske primene. Teorijska osnova
ovih protokola oslanja se na pojavu da neposredno nakon kontakta nanocestica s bioloskim
sistemom, dolazi do razli¢itih procesa transformacija od kojih preovladava stvaranje prostora
izmedu povrSine nanocCestice 1 bioloskih komponenti poput proteina, nukleinskih kiselina,
lipida i bioloskih metabolita. U tom se meduprostoru stvara kruna ili tzv. korona (engl. corona)
gradena od dve zone. U ovakvom obliku, sekundarno vezani biomolekuli maskiraju primarno
vezane 1 tako onemogucuju primarno vezanim biomolekulima interakciju s celijskim
medijumom. Vazne interakcije s proteinima, ostvaruju se fizicko-hemijskim pojavama kao §to

su Van der Walss-ove sile, hidrofobne, hidrofilne, strukturne i sterne interakcije.["®!

Za nano-bio interakcije posebno je vazna vrednost ukupnog naelektrisanja povrsine,
koja kod nekih makromolekula direktno uti¢e na strukturu. Naime, odredeni makromolekuli
menjaju svoju strukturu u zavisnosti od naelektrisanja Cestice za koju se adsorbuju. Primer za
to je serumski albumin, najcesce koriS¢en protein za stabilizaciju nanostruktura koronom, koji

ima osobinu da pri adsorpciji s negativno naelektrisanim nano¢esticama zadrzava svoju nativnu
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strukturu. S druge strane, pri adsorpciji pozitivno naelektrisanih nanocestica dolazi do
konformacijskih promena ¢ime se dobijeni konjugat protein — nanocestica preusmerava prema
receptorima za izlu¢ivanje iz organizma.’’ Za TiO, PNS, izmerena je ukupna negativna
vrednost zeta potencijala, §to je povoljna osobina koja uti¢e da se nakon inkubacije sa
serumskim albuminom formira stabilan konjugat. Stvaranjem ovakvog konjugata moguce je

ne samo spreciti pojavu nanostrukturnih agregata, ve¢ i olaksati ¢elijski unos.

5.1.23. Strukturna karakterizacija C i N dopiranih TiO2 nanocestica

Imajuéi u vidu biokompatibilnost TiO2 NC i postojanje elektrona u VZ koji se mogu

aktivirati pomocu svetlosti, kao jos jednu moguéu vrstu FS ispitane su N i C-TiO, NC.

Na Slici 22 prikazane su TEM mikrografije visoke rezolucije (engl. High Resolution
Transmission Electron Microscopy, HRTM) N i C-TiO2 NC na osnovu kojih je moguée
proceniti veli¢inu Cestica i kristalne ravnima. Na predstavljenim HRTM mikrografijama se
moze uociti da su primenjenim tehnikama dopiranja polazne sferne nanocestice TiO2 uglavnom
zadrzale svoj oblik. Veli¢ina &estica je u rasponu od 5-10 nm za N-TiO, NC, dok je za C-TiO>
NC veli¢ina u rasponu 0od 5-15 nm. Takode, izmeren je i razmak izmedu kristalnih ravni od

0,35 nm kod obe vrste dopiranih Cestica, Sto odgovara ravni (101) anatas kristalne forme.

Cilj dopiranja TiO2 NC s elementima p-bloka je pomeranje energetskog procepa TiO2
ka vidljivoj oblasti, uz ocuvanje njihove biokompatibilnosti. S druge strane, izbor tehnike
dopiranja TiO2 azotom i ugljenikom je od izuzetne vaznosti, kako se kristalna reSetka moze
promeniti u zavisnosti od primenjene temperature. Literaturni podaci takode ukazuju da je kod
dopiranja ugljenikom u odnosu na ostale nemetale moguc¢nost transformacije iz anatas u rutil
kristalnu formu viSe verovatna, pa ¢ak i ubrzana.!”® S obzirom da je sa stanoviita
fotoaktivnosti povoljnija anatas forma, vazno je bilo jednoznacno potvrditi anatas kristalnu
formu za N i C- dopirane TiO, NC. XRD analiza je pokazala da prilikom dopiranja nije doslo

do promene u kristalnoj resetki, $to je potvrdeno Ramanskom spektroskopijom.
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HRTM

Slika 22. TEM mikrografija agregata N i C-TiO, NC (leva kolona), i HRTM mikrografije N i C-TiO>
NC (desna kolona). Odgovarajuci raspon merenja je prikazan u gornjem desnom uglu mikrografija.
Analizom Ramanskog spektra N-TiO2 NC (Slika 23 (a)), potvrdeno je da je anatas
kristalna forma o¢uvana nakon primenjene tehnike dopiranja. Traka velikog intenziteta na 154
cm! pripada E4 fononu kristalne strukture anatas. Takode, trake na 390, 506 i 630 cm™ u
Ramanskom spektru N-TiO, NC odgovaraju Eg, Big, A1g i Eq modovima anatas faze. S druge
strane, nije dobijen reprezentativni Ramanski spektar za C-TiOz2 NC, te ovi rezultati nisu

prikazani, ali je anatas kristalna forma u ovim nanocesticama potvrdena XRD analizom.
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Slika 23. Ramanski spektar N-TiO, NC (a) i difraktogrami za C i N-TiO, NC (b).
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Za uporedno potvrdivanje anatas kristalne strukture N-TiO2 i C-TiO2 NC kori§éena je
XRD metoda (Slika 23 (b)). Kod obe vrste dopanta XRD analizom uoceni su karakteristi¢ni
signali na identiénim vrednostima 20, s uoéljivom razlikom da su kod C-TiO2 NC signali
slabijeg intenziteta. Signali koji se javljaju na vrednostima 20: 25°, 38°, 48°, 54°, 63°, 69° i
75° odgovaraju kristalnim ravnima za anatas oblik TiO2 (101), (004), (200), (105), (204), (116)
i (215), prema standardnom spektru tetragonal JCPDS 21-1272. Uocen je i signal na vrednosti
70° koji odgovara kristalnoj ravni za anatas oblik TiO2 (220) prema standardnom spektru
JCPDS 84-1286. Pored signala karakteristi¢nih za anatas, uocen je i signal slabijeg intenziteta
na 55° koji odgovara kristalnoj ravni za rutil oblik TiO2 (211) prema standardnom spektru
JCPDS 88-1175. Ovo ukazuje na mogucnost da, iako preovladava anatas kristalna forma,
postoji i nizak udeo rutilne faze u N i C-TiO2 NC. Postoji moguénost da je veéi deo kristalnih
ravni koja se javlja u ovoj fazi ispod limita detekcije primenjene metode. Kako je XRD metoda
niskog limita detekcije, udeo rutila u kristalnoj strukturi N i C-TiO2 NC je stoga zanemarljiv

za ispitivanja koja su predmet ove disertacije.

Dodatno, za C-TiO2 NC je izmeren zeta potencijal koji je iznosio -11,0 + 0,6 mV. U
tacki nultog naelektrisanja nedopiranog TiO zeta potencijal je u rasponu 3-6 mV, i povrSina
Sestica je pozitivna.l!’® S druge strane, negativna vrednost zeta potencijala za C-TiO2 NC
ukazuje na postojanje difuzionog dvosloja,[*””! medutim, niska vrednost naelektrisanja upuéuje
da debljina dvosloja nije dovoljna za zadovoljavajuéu koloidnu stabilnost.'”3! Za N-TiO2 NC
nije bilo moguénosti da se odredi zeta potencijal, a ni pretrazivanjem literature za primenjeni
postupak sinteze N-TiO, NC nije pronaden podatak u vezi s vredno$éu zeta potencijala.
Medutim, na osnovu podataka iz literature moze se izvesti generalni zakljuak da dopiranje
TiO, azotom stvara negativno naelektrisanje ¢ija negativna vrednost raste s porastom koli¢ine

dopanta, te se vrednosti zeta potencijala u literaturi kre¢u u rasponu od -5 mV do -90
m\/ [176.178.179]

5.1.3. Sinteza i karakterizacija nanokompozitnih sistema

NKS su sintetisani po ugledu na sistem koji je takode sadrzao kompleks
[Ru(ll)(dcbpy)2Clz], a koji je bio vezan za nosa¢ — koloidne TiO, NC (pH 2). Za ovaj NKS
potvrden je potencijal za fotoosetljivo kontrolisano otpustanje medikamenata.!*>4 Medutim,
ovakav NKS je bio stabilan u kiseloj sredini (pH ~ 2), §to je nepovoljno za primenu u

fizioloSkim uslovima. U cilju proizvodnje NKS boljih karakteristika testirane su mogucnosti
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sinteze NKS od dve fotoosetljive komponente — kompleksa [Ru(l1)(dcbpy)2Cl2] i razlicitih
nanostrukturnih TiO2 (TiO2 NC (pH 7), TiO2 PNS, C i N-TiO2 NC),

Kao $to je prethodno pomenuto u poglavlju 5.1.1., kompleks [Ru(II)(dcbpy)2Cl2] je
izabran kao model antikancerogenog agensa zbog genotoksicnog i citotoksicnog efekta, a pre
svega zbog svoje multifunkcionalnosti.*®®! Poslednja osobina poti¢e od dva monodentatna
labilna hloridna liganda (Cl) koji mogu da ucestvuju u supstitucionim reakcijama s ciljnim
donorskim biomolekulima (DNK, proteinima, peptidima ili metabolitima) i dva bidentatna
(dcbpy) liganda s po dve karboksilne grupe (Slika 18 (b)) za koje TiO2 ima visok afinitet za
vezivanje.’®  Ovakva molekulska struktura omoguéava antitumorsko delovanje
koordinisanjem s biomolekulima supstitucijom Cl1 liganda, i vezivanje za nanonosac
koordinisanjem s povrSinom TiO2 nanokristala preko dcbpy lignada. Na kompleksu
[Ru(1)(dcbpy)2Cl2] postoje ukupno Eetiri potencijalna vezivna mesta za povrsinu TiO:
nanokristala, te nekoliko nacina za vezivanje kompleksa za nosac: preko jedne karboksilne
grupe (Slika 24 (a)), preko dve karboksilne grupe locirane na istom bipiridinskom ligandu
(Slika 24 (b)) i preko dve karboksilne grupe locirane na susednim bipiridinskim ligandima
(Slika 24 (c)). Dodatno, pojedina¢ne karboksilne grupe mogu da se koordini$u s atomima Ti
na povrsini TiO2 na tri razli¢ita nacina koja su prethodno predstavljena u potpoglavlju 2.4.3.
(Slika 24, donji red). Vezivanje preko dve karboksilne grupe istog ili susednih liganada
osigurava jaée vezivanje kompleksa za TiO2 NC, dok se vezivanje kompleksa preko jedne

karboksilne grupe ostvaruje slabijim, fleksibilnim vezivanjem kompleksa.]
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Slika 24. Moguci nacini koordinacije kompleksa [Ru(II)(dcbpy)2Cly] za povrsinu TiO; NC. Preuzeto uz
dozvolu iz literature od %,
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5.1.3.1. Strukturna karakterizacija nanokompozitnog sistema s koloidnim TiO2

nanocesticama

Kao model sistem za ispitivanje moguénosti upotrebe TiO2 NC u svojstvu nosaca koji
omogucava ciljanu i kontrolisanu dostavu antitumorskog agensa do tumorskog tkiva, prvo je
formiran i okarakterisan NC NKS. Radi dobijanja boljeg uvida u nadin vezivanja kompleksa
[Ru(ll)(dcbpy)2Clz] za TiO2 NC, snimljeni su FTIR spektri. Slika 25 prikazuje ATR-FTIR
spektre spragenih uzoraka — pojedinaéno TiO2 NC, kompleksa [Ru(II)(dcbpy)2Clz] i NC NKS
s razli¢itim odnosima komponenti, dok su reprezentativne trake zajedno s njihovim

identitetima prikazane u Tabeli 7.

FTIR spektar TiOz NC je pokazao samo o&ekivanu traku na 1060 cm™ koja odgovara
Ti—O vezi, bez tragova umetnutih molekula vode (spektar dat crnom bojom), 8 dok je spektar
kompleksa znacajno sloZeniji (spektar predstavljen crvenom bojom, Slika 25). U FTIR spektru
kompleksa [Ru(ll)(dcbpy).Cl2] trake koje potiCu od simetricnih istezu¢ih vibracija
karboksilnih grupa vs(-COOH) uogljive su na ~1700 i ~1540 cm™, za deprotonovani oblik vs(—
COO") na 1400 cm?, dok su asimetri¢ne vibracije vas(-COO") uoéljive na 1603 cm™.[7]
Intenzivna traka na 1465 cm™ odgovara istezuéim vibracijama aromati¢nog bipiridinskog
prstena, v(C=C).1*8?] Trake karakteristi¢ne za istezuce vibracije v(C-O) detektovane su na 1315,
1211 i 1130 cm™.1 Dodatno, intenzivna traka na 1014 cm™ odgovara deformacionim

vibracijama karboksilnih grupa 5(0-CO-H).[¥"]

U FTIR spektru NC NKS s 30 % udela kompleksa [Ru(IT)(dcbpy)2Cl2] (spektar
predstavljen narandzastom bojom, Slika 25) interakciju TiO, NC i kompleksa
[Ru(11)(dcbpy)2Cl2] potvrduje, pre svega, pojava nove trake u FTIR spektru na 1375 cm™ koja
odgovara simetri¢nim vibracijama vs(—COQ") koje nisu prisutne u spektru samog kompleksa
[Ru(l1)(dcbpy)2Cl2].1281 Ovo dodatno potvrduje smanjenje intenziteta traka koje odgovaraju
vas(-COO") i v(C-0) (1603, 1315 i 1014 cm™), kao i pomeranje traka vs(-COOH) (1700 cm™)
i vs(-COO") (1400 cm™) ka ve¢im talasnim brojevima. Za odredivanje moguéeg nacina
vezivanja posmatrana je razlika u talasnim brojevima izmedu asimetricnih 1 simetri¢nih
vibracija karboksilne grupe (Av(COO")= va5(COO)-vs(COO7)) kompleksa [Ru(ll)(dcbpy)2Cl2]
pre i nakon vezivanja za povrSinu nanocestica. Kada je razlika izmedu posmatranih vibracija
manja, onda dolazi do bidentatnog vezivanja. S druge strane, ukoliko je razlika vec¢a ili jednaka
onoj u nevezanom stanju, onda je tip vezivanja monodentatni.l**2184 U FTIR spektru za NC

NKS s 30 % udela kompleksa, razlika izmedu posmatranih vibracija je bila manja $to ukazuje
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da je dominantan bidentatni tip vezivanja. Bez obzira §to u ovom slucaju preovladava
bidentatni tip vezivanja, nisu sve karboksilne grupe iskori$éene za vezivanje za TiO2 NC, te su

u spektru i dalje primetne vibracije nevezanih i vezanih C=0 i C-O grupa.

TiO,NC

M
NE NKS, 15% W‘\\v’“\

NC NKS, 25%
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; 3 f1575
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Slika 25. FTIR spektri (odozdo na gore) — kompleksa [Ru(l1)(dcbpy).Cl2] (crvena kriva), NC NKS s
30% (narandzasta kriva), 25 % (svetlo plava kriva) i 15 % (tamno plava kriva) udela kompleksa
[Ru(11)(dcbpy)2Cl.], kao i koloidnih TiO, NC (crna kriva).

U drugoj fazi ispitan je efekat vezivanja razliitih masenih udela kompleksa
[Ru(I1)(dcbpy)2Clz] u odnosu na TiO2 NC (spektri predstavljeni plavom bojom, Slika 25).
Preciznije, napravljene su dve probe NC NKS s istim komponentama, ali razli¢itih masenih
udela kompleksa [Ru(11)(dcbpy)2Cl2] (15 i 25 %) u odnosu na TiO2 NC. Ovako sintetisani NC
NKS su poredeni medusobno, u odnosu na komponente i na prethodno sintetisani sistem s 30
% udela kompleksa (Slika 25). I u ovim spektrima uo¢ena je nova traka na 1375 cm™ —
indikator stvaranja veze izmedu kompleksa i TiO, NC. Medutim, poredenjem karakteristiénih
traka uocenih u prethodno formiranom sistemu s 30 % udela kompleksa [Ru(ll)(dcbpy)2Cl2]
moze da se zaklju¢i da pri nizim koncentracijama kompleksa dolazi do drugalijeg tipa
vezivanja. Preciznije, nestanak traka kod NC NKS s 15 i 25 % udela kompleksa
[Ru(11)(dcbpy)2Cl2] na 1315 i 1014 cm™ ukazuje da je doslo do kompletnog iskoriséenja svih
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C-O grupa za koordinaciju s TiO2 NC. I§¢ezavanje trake ~1700 cm™ vs(-COOH) ukazuje na
odsustvo protonovanog oblika karboksilne grupe, dok prisustvo signala na 1600 i 1540 cm™,
iako smanjenog intenziteta u odnosu na sam kompleks, dodatno pokazuje da nisu sve C=0
grupe iskoriS¢ene za vezivanje s nanocesticama. Ovo ukazuje na monodentatni tip vezivanja
Sto je potvrdeno i neznatnom razlikom izmedu talasnih brojeva asimetri¢nih i simetri¢nih

vibracija slobodnog kompleksa i kompleksa nakon vezivanja za TiO2 NC.

Tabela 7. Pozicija i identitet signala dobijenih u IR spektru kompleksa [Ru(l1)(dcbpy)2Cl2] i NC NKS s
razlicitim udelima kompleksa.

Pozicija signala (cm™) Identitet signala
1700 vs(-COOH)
1603 Vas(—COO)
1540 vs(-COOH)
1465 v(C=C)
1400 vs(—COO)
1375 vs(-CO0O")"
1315 v(C-0)
1211 v(C-O)
1130 v(C-O)
1014 3(0-CO-H)

“Indikator stvaranje veze izmedu kompleksa

[Ru(11)(dcbpy)Cl2] i TiO2 NC

5.1.3.2. Strukturna karakterizacija nanokompozitnog sistema s TiO> prolatnim
nanosferoidima

U daljem toku istrazivanja sintetisan je i okarakterisan NKS u kome su ulogu nosaca
umesto TiO, NC, imali TiO2 PNS (PNS NKS) ¢ija je povrsina modifikovana kompleksom
[Ru(ll)(dcbpy)2Cl2]. Strukturna karakterizacija NKS je ispitana pomoéu CRM tehnike, a

dobijeni spektri su poredeni sa spektrima poreklom od individualnih komponenti.

Najpre, karakterizacijom PNS NKS je utvrdena kristalna struktura TiO, PNS. U
Ramanskom spektru TiO, PNS uocene su karakteristiCne trake anatasa koje odgovaraju
aktivnim modovima uobicajenih za anatas fazu (3 Eg, 2 B1g 1 Axg | Eg). U pitanju su sledece
trake i odgovaraju¢i modovi: 145 i 198 cm™ (Eg), 397 cm™ (B1g), 516 cm™ (B1g i A1g) i 639
cm (Eg) (Slika 26 (a)).
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5. Rezultati i diskusija rezultata

Nakon inkubacije kompleksa [Ru(Il)(dcbpy)2Cl2] s TiO2 PNS, dobijen je Ramanski
spektar PNS NKS koji je prikazan zajedno sa spektrom kompleksa [Ru(I1)(dcbpy)2Cl.] (Slika
26 (b)).

—_—
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Slika 26. Ramanski spektri — TiO2 PNS (a); PNS NKS i kompleksa [Ru(11)(dcbpy)2Cl2] (b).

S leva na desno, u spektru PNS NKS je uocljivo pet karakteristi¢nih traka za anatas
TiO2 koje su prethodno navedene kod karakterizacije TiO2 PNS. U drugom delu spektra
opaZaju se tri trake u oblasti 1400-1600 cm™ koje su s veéim intenzitetom prisutne u spektru
kompleksa [Ru(Il)(dcbpy)2Cl2]. Ove trake poticu od vibracija bipiridinskih prstenova i
nedvosmisleno ukazuju na vezivanje kompleksa [Ru(ll)(dcbpy)2Cl2] za povrSinu TiO2
PNS. [l

5.1.3.3. Strukturna karakterizacija nanokompozitnog sistema s dopiranim TiO>

nanocesticama

Pokusana je, takode, sinteza NKS s C i N-TiO2 NC (C NKS i N NKS). Za njihovu
karakterizaciju kori$¢ena je CRM tehnika i dobijeni spektri su prikazani na Slici 27.
Poredenjem Ramanskih spektara C NKS i N NKS, primetno je odsustvo karakteristi¢nih traka
u oblasti 1400-1600 cm™ koje poti¢u od vibracija bipiridinskih prstenova kompleksa
[Ru(1)(dcbpy)2Cl2], sto ukazuje da se obe ispitivane vrste dopiranih TiO2 nanocestica ne
vezuju za ispitivani kompleks. Ovim rezultatom je zavrieno ispitivanje C i N-TiO2 NC u
svojstvu nosaca za kompleks [Ru(II)(dcbpy)2Cl2], ali je nastavljeno njihovo ispitivanje u

svojstvu FS.
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Slika 27. Ramanski spektri kompleksa [Ru(I1)(dcbpy).Cly/(crvena linija), N NKS (Zuta linija) i C NKS
(crna linija).

5.1.3.4. Efikasnost vezivanja kompleksa [Ru(11)(dcbpy)2Cl2] za TiO2 nanocestice

U cilju odredivanja efikasnosti vezivanja kompleksa [Ru(IT)(dcbpy)2Clz] za TiO2 NC i
TiO2 PNS ispitivana je efikasnost zarobljavanja antitumorskog agensa u nosacu (engl.

Entrapment efficiency) i efikasnost ,,punjenja“ nosac¢a agensom (engl. Loading efficiency).

Za razliku od sli¢nog NKS kori$¢enog u literaturi, a koji je bio stabilan na pH 2 i lako
se talozio pri centrifugiranju na 7000 rpm tokom 3 minuta,®”] NC NKS koji sadrzi koloidne
TiO2 NC stabilizovane na pH 7 nije bilo moguce istaloZiti ni primenom veéih brzina
mikrocentrifuge (12000 rpm) $to ukazuje na visoku stabilnost sistema u fizioloskim uslovima.
Stabilnost NC NKS je testirana dodatno inkubacijom s BSA za koji se kompleks
[Ru(l1)(dcbpy)2Clz] dobro vezuje.[*¢ Nakon inkubiranja u fiziologkim uslovima (PBS, pH 7),
usledilo je taloZenje pomocu ultra-centrifuge (40000 x g), tokom jednog Casa. Na taj nacin
dobijen je talog u veoma maloj koli¢ini koja nije bila dovoljna za odredivanje parametara

sedimentacionog eseja.

Primenom sedimentacionog eseja na PNS NKS efikasnost zarobljavanja potencijalnog
leka — kompleksa [Ru(ll)(dcbpy)2Cl2] u nosacu i efikasnost “punjenja“ nosaca potencijalnim
lekom iznose 60,2 £ 2 % i 18,0 + 0,5 %, redom navedeno. Dobijene vrednosti su u skladu s

literaturnim podacima i teorijski mogu¢im zasi¢enjem slobodnih mesta na povrsini TiO2.["]

74



5. Rezultati i diskusija rezultata

5.2. Opti¢ke osobine nanokompozitnog sistema i TiO2 nanocestica

U prethodnom poglavlju je napomenuto da Eg TiO2 leziu UV oblasti (3,2 eV za anatas),
a da se modifikacijom TiO2 moze poboljsati opticka aktivnost i pomeriti Eg ka vidljivoj oblasti.
Iz tog razloga, pomocu Tauc-ovog numerickog modela su utvrdene vrednosti Eg za C-TiO2
NC, kao i za NC NKS i njegove komponente koje su poredene s polaznim TiO2 NC. Kod ovog
modela, zavisnost direktnog energetskog procepa od energije fotona data je izrazom:

(ahv)" = A(hv — Eg)

gde je: hv — energija fotona (Planck-ova konstanta h umnozena s frekvencijom v), Eg —
energetski procep, A — apsorpciona konstanta (nagib linearne oblasti) i « — koeficijent
apsorpcije dok je n u vezi s prirodom elektronskih prelaza i oznacava indirektne (n = %) ili
direktne (n = 2) dozvoljene prelaze. Imajué¢i u vidu da su kod TiO2 dominantni indirektni
dozvoljeni prelazi, u prora¢unu je uzeto da je n =1/2. Vrednost Eg je odredena pomocéu

koeficijenta apsorpcije o iz eksperimentalno dobijenih apsorpcionih spektara.

Za odredivanje izmenjene vrednosti Eg kod N-TiO, NC primenjena je Kubelka-Munk
funkcija prema jednacini:

(1-R)
2R

F(r)=

gde R predstavlja apsolutnu refleksiju disperzije N-TiO, NC, dok F(R) predstavlja Kubelka-
Munk-ovu funkciju apsorpcije. Veli¢ina Eg je procenjena tako $to je funkcija [F(R)hv]"
izrazena u zavisnosti od energije fotona (4v). Takode, uzeto je da je n =1/2. Vrednost Eg je

odredena presekom energetske ose s linearnim delovima dobijenih funkcija.

5.2.1. Energetski procep nanokompozitnog sistema i njegovih komponenti

U cilju potvrdivanja opticke aktivnosti u vidljivom delu spektra, najpre su snimljeni
UV-Vis spektri NC NKS i njegovih komponenti — kompleksa [Ru(I1)(dcbpy)2Cl2] i TiO2 NC
(Slika 28), a zatim su odredene vrednosti Eg pomoc¢u Tauc-ovog numerickog modela. Na Slici
29 (a) prikazana je kriva zavisnosti ahv od energije fotona v za NC NKS i njegove
komponente. Ekstrapolacijom linearnog dela krive do preseka s apcisom dobija se vrednost

direktnog Eg.
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Slika 28. UV-Vis apsorpcioni spektri kompleksa [Ru(11)(dcbpy).Cly] (oznaka I, kriva crvene boje); NC
NKS (oznaka 2, kriva braon boje); TiO2 NC (oznaka 3, kriva ljubicaste boje). Na krivoj broj (1) su
oznaceni karakteristicni prelazi.

Na Slici 28 primetan je karakteristi¢ni oStar signal TiO2 na 350 nm koji odgovara
prelazu elektrona iz VZ do PZ (kriva ljubicaste boje), dok je kod NC NKS (kriva braon boje)
ublaZen karakteristi¢an oStar signal koji potic¢e od TiO2, uz pojavu dodatnih Sirokih signala, na
413 i 562 nm, koji su posledica adsorpcije kompleksa [Ru(Il)(dcbpy)2Cl2] na povrsini TiO2
NC. Ovi signali jasno ukazuju da je NC NKS aktivan u vidljivoj oblasti. Signali na 413 i 562
nm su umanjenog intenziteta kod NC NKS u odnosu na &ist kompleks [Ru(IT)(dcbpy)2Clz]
(kriva crvene boje) $to je verovatno posledica manjeg sadrzaja kompleksa u NC NKS, tj.

interakcije izmedu kompleksa i TiO2 NC.

Primenom Tauc-ovog modela za TiO2 NC dobijena je vrednost Eg od 3,30 eV (Slika
29 (a), linija (3)), koja odgovara vrednostima iz literature.l®58] Kompleks
[Ru(IN)(dcbpy)2Cly], s druge strane, ima tri vrednosti Eg (Slika 29 (a), linija (1)). Prva vrednost
je 3,7 eV koji poti¢e od prelaza izmedu bipiridinskih liganda (z — 7z*). Druge dve vrednosti
Eg, 2,6 12,0 eV, odgovaraju prelazima naelektrisanja od metala ka ligandima (dn — n*). Ovi
prelazi su odgovorni za aktivnost kompleksa u vidljivoj oblasti, i u odnosu na njih su
posmatrani odgovarajué¢i Eg za NC NKS. Sli¢no kompleksu [Ru(IT)(dcbpy)2Clz], NC NKS ima
tri vrednosti Eg: 3,9; 2,7 12,1 eV (Slika 29 (a), linija (2)). Poslednje dve odgovaraju prelazima

76



5. Rezultati i diskusija rezultata

naelektrisanja s metala ka ligandima, te one potvrduju fotoaktivnost NC NKS u vidljivoj

oblasti.

(a) ®
(3)

(2)

(1))

J

2,0 25 3,0 3,5 4,0
Energija (eV)

H0,

Slika 29. Tauc-ova kriva koja odreduje vrednost Eg za kompleks [Ru(Il)(dcbpy).Cl2] (oznaka 1, kriva
crvene boje); NC NKS (oznaka 2, kriva crne boje) i TiOa NC (oznaka 3, kriva plave boje) za dozvoljene
indirektne prelaze (a); ilustrativni prikaz jednog od dva mogucéa kombinovana Eg NC NKS (2,7 eV,
naglasen crvenom linijom), kao i mogucih reakcija nastajanja RKV nakon aktivacije NC NKS svetlom
vidljivog dela spektra.

S obzirom da TiO2 NC i TiO, PNS imaju identi¢ni UV-Vis spektar, tj. da promena
oblika nanostrukturnog TiO2 nije uticala na opti¢ke osobine, za PNS NKS ocekivana je slicna

vrednost izmenjenog Eg. Stoga, Tauc-ov metod nije primenjen na ovaj sistem.

5.2.2. Poboljsanje optickih svojstava TiO2 nanocestica dopiranjem

Kod nedopiranih TiO; NC, VZ odgovaraju O 2p stanja, a PZ odgovaraju Ti 3d stanja.
S druge strane, za C i N-TiO, NC o&ekivano je smanjenje vrednosti za Eg, kako dopiranjem
TiO2 elementima p-bloka dolazi do izmene VZ meSanjem p-Stanja dopanta s p-stanjima

kiseonika,[*®") i podizanja polozaja VZ.1%3%4]

5.2.2.1.  Energetski procep C dopiranih nanocestica TiO2

Na Slici 30 (a) prikazani su apsorpcioni spektri nedopiranih i C-TiO2 NC. Cist TiO
ima apsorpcioni prag na oko 400 nm, dok je za C-TiO2 ovaj prag rasiren i opada sa znatno
manjim nagibom ka vidljivoj oblasti. Iz dobijenog UV-Vis spektra je oCigledno da je u oblasti
plave svetlosti, izmedu 380 nm i 500 nm, pobolj$ana apsorpcija za C-TiO2 NC. Ova pojava je
posledica smanjenja Eg, koja dovodi do smanjenih rekombinacija elektronskih Supljina i

stvaranja Ti-C veze.
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Primenom proraduna Tauc-ovog modela, za C-TiOz2 NC dobijena je vrednost Eg od
2,97 eV, koja potvrduje da je doslo do smanjivanja Eg kao posledice direktne interakcije
izmedu atoma C i Ti na povrsini nanoCestica (Slika 30 (b)). Na Slici 30 (c) prikazana je VZ C-
TiO; s hibiridzovanim C 2p i O 2p stanjima, koja se nalazi iznad VZ TiO2 NC. Pomeranje VZ
omogucava fotoaktiviranje C-TiO, NC u plavoj oblasti vidljivog spektra, te je potrebno manje
energije za prelazak elektrona izmedu VZ i PZ. Dobijeni rezultat je u skladu s podacima
predstavljenim u literaturi.1%21881 Dodatno, u ovoj disertaciji je i eksperimentalno potvrden
fotocitotoksiéni uticaj kombinovanog tretmana s C-TiO, NC i plavim svetlom na éelije

kancera, $to ¢e detaljnije biti predstavljeno u potpoglavlju 5.5.2.1.

Za E =2,97 eV, primenom jednacine za energiju fotona:

E=hS
A

u kojoj E predstavlja energiju fotona, h predstavlja Planck-ovu konstantu, ¢ brzinu svetlosti i 1
talasnu duZinu. Nakon konverzije iz jedinice J u eV (1 eV predstavlja 1,602176634x1071° J),
dobijena je vrednost talasne duzine od 417,5 nm. Na ovoj talasnoj duzini se nalazi apsorpcioni
maksimum tj. na toj talasnoj duzini C-TiO2 NC imaju najvecéu fotoaktivnost, a ona se nalazi u

svetlo ljubicastom delu vidljivog spektra.

(@) 15- u (b) ‘
—TiO; NG ——TNG
—CTiOZ NG 64 —C-TiIO2NC
o
210 =
5 § 4
a8 >
S 2
£05 =
2-
T
=2 /]
L/y
0,01 -
T T T T T T T 1 0 - 297 = 33(-) 1
300 400 500 . 600 700 2 3 4
Talasna duzina (nm) Energija (eV)
(c)

h"  h _h
VALENTNA ZONA

Slika 30. UV-Vis spektar TiO2 i C-TiO, NC () Tauc kriva koja odreduje vrednost Eg za TiOz i C-TiO2
NC (b); prikaz VZ, PZ i mogudih reakcija nastajanja RKV nakon aktivacije C-TiO2 NC s plavim svetlom.
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5.2.2.1.  Energetski procep N dopiranih nanocestica TiO>

Primenom proraduna Kubelka-Munk-ovog modela za N-TiO2 NC, dobijena je vrednost
Eg od 2,55 eV (Slika 31 (a)), koja ukazuje na zna¢ajno smanjivanje Eg u odnosu na ¢ist TiO>
I direktne interakcije izmedu atoma N i Ti na povrSini nanocestica. ZabeleZeno smanjenje Eg
kod N-TiO2 NC je u saglasnosti s pomeranjem izmerenih vrednosti refleksivnosti ka vidljivom
delu spektra, a dobijena vrednost odgovara literaturnim podacima za anatas formu
nanostrukturnog TiO; dopiranog azotom u razli¢itim postupcima sinteze.['®%1921 Kako
ilustracija na Slici 31 (b) prikazuje, uzrok smanjene vrednosti Eg je najverovatnije formiranje
novih energetskih nivoa od azota u reSetki TiO2 neposredno iznad VZ, tj. iznad polozaja O 2p

stanja.
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Slika 31. Eg N-TiO, NC izracunat iz reflektivnog spektra uz pomo¢ Kubelka-Munk funkcije (a), prikaz
VZ, PZ i moguéih reakcija nastajanja RKV nakon aktivacije N-TiO, NC sa svetlom vidljivog dela
spektra (b). llustracija je prilagodena iz literature %1,
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Primenom jednadine za energiju fotona i poznatu vrednost Eg (2,55 eV) je pokazano
da se apsorpcioni maksimum za N-TiO2 NC nalazi na talasnoj duzini od 486 nm, $to potvrduje

apsorpciju u cijan-plavoj oblasti vidljivog spektra.

5.3. Kinetika otpustanja kompleksa [Ru(ll)(dcbpy)2Cl.] s povrsine
TiO2 nosaca

Mogucnost odrzavanja koncentracije antitumorskog agensa dok ne stigne u tumorsko
tkivo 1 kontrole njegovog otpustanja s nosaca ispitana je pracenjem kinetike otpusStanja
kompleksa [Ru(ll)(dcbpy)2Cl2] metodom dijalize koja simulira fizioloSke uslove. Metoda je

zasnovana na obezbedivanju pH vrednosti i hemijskog sastava na nivou bliskom krvnoj plazmi
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sisara (pH 7) 1 u tumorskom tkivu (pH 5), odrzavanju konstante temperature i obezbedivanju
dinamickih uslova koji simuliraju cirkulaciju (meSanjem vodenog rastvora konstantom
brzinom). Sprovedena su dva odvojena testa dijalize na nac¢in opisan u poglavlju 4.7.
Literaturni podaci za NKS koji je sadrzao koloidne TiO2 NC stabilne na pH 2
poredenjem profila dijalize slobodnog kompleksa i1 profila otpustanja kompleksa s NKS
ukazuju da konjugacija s TiO2 NC utiée na postepeno otpustanje kompleksa
[Ru(I)(dcbpy)2Cl2] s nosa¢a.!1 Postepeno otpustanje je bilo dalje potpomognuto
ozraCivanjem vidljivim svetlom, koje uzrokovalo strukturne promene u kompleksu
[Ru(IN)(dcbpy)2Cl2] — cis i trans izomerizacije, favorizovanjem vezivanja novonastalog trans
izomera naspram otpustanja manje efikasno vezanog izvornog cis izomera.l’”1 Ova osobina je
pozeljna s obzirom da ukazuje na konstantno otpustanje nize koncentracije leka u duzem
vremenskom intervalu. Mana sistema, s druge strane, bila je agregacija, odnosno nestabilnost
u fizioloskim uslovima. Imajuci u vidu da kompleks apsorbuje u vidljivom delu spektra i UV
oblasti, a da TiO, NC apsorbuju isklju¢ivo u UV oblasti, za NC NKS sa stabilizovanim TiO>
NC na pH 7 bilo je potrebno ispitati kinetiku otpustanja u istim uslovima, kao i na koji na¢in
dodatna inkapsulacija u MUV uti¢e na profile otpustanja kompleksa s nosa¢a i mogucénost

kontrolisane dostave.

Otpustanje kompleksa s NC NKS u razli¢itim medijumima (PBS pH 7 i pH 5) i
razli¢itim uslovima ozracivanja odlikuje se slicnim dvofaznim profilom s inicijalnim brzim
oslobadanjem, fenomenom koji se u literaturi opisuje kao “naprasno otpustanje ili
“eksplozivno otpustanje* (engl. burst release) (Slika 32 i Slika 33). Do njega najverovatnije
dolazi kao posledica dijalize molekula kompleksa koji su ostali nevezani ili slabije vezani za
povrsinu nanonosaca. Kod profila otpustanja u PBS-u pH 5 “naprasno otpustanje* dogada se
tokom prvih 2 sata kada se naglo oslobodi oko 20 % kompleksa s NC NKS nakon &ega se profil
otpustanja polako tokom vremena stabilizuje (Slika 32 (a)). S grafika je lako uocljivo da
primena vidljive i crvene svetlosti statisti¢ki neznacajno uti¢e na profil otpustanja kompleksa
u poredenju s nezracenom kontrolom. U slucaju profila otpustanja bez uticaja svetlosti kod
medijuma PBS pH 7 “naprasno otpustanje* dogada se tokom prvih 4 sata kada se naglo
oslobodi oko 40 % kompleksa nakon Cega se profil otpustanja stabilizuje (Slika 33 (a i c)).
Primenom UV svetlosti efekat zracenja na promenu Kinetike otpustanja kompleksa bio je slabo
izrazen u odnosu na nezrac¢enu kontrolu i to tek nakon zracenja u trajanju od 24 h, kad je
primec¢eno zadrzavanje kompleksa u malom procentu (Slika 33 (c i d)). Za razliku od UV

svetlosti, primena crvene svetlosti je dala znacajno odstupanje od kontrolnog profila otpustanja
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kompleksa bez zracenja (Slika 33 (a)). Tacnije, primecéeno je produzeno otpustanje kompleksa
s nosaca pri ozra¢ivanju s vidljivim crvenim svetlom u medijumu PBS pH 7. Grafi¢ki prikaz
relativne koncentracije ukupnog kompleksa [Ru(ll)(dcbpy).Cl2] (Slika 33 (b)) jasno
predstavlja da se nakon 32 sata otpusti ukupno 64 % kompleksa uz primenu crvene svetlosti,
dok se u istom vremenskom intervalu s nezra¢enog kontrolnog sistema oslobodi priblizno 100
% kompleksa (Slika 33 (c)). Imajuéi u vidu podatke iz literature, pojava blagog zadrzavanja
pri ozragivanju vidljivim svetlom je najverovatnije posledica cis-trans izomerizacije.[®”! Ova
osobina ukazuje na potencijal NC NKS za konstantno otpustanje antitumorskog agensa tokom
vremena, ¢ime se poboljSava i terapeutski efekat leka. Izostanak istog trenda zadrzavanja tj.
sporijeg otpustanja kompleksa [Ru(II)(dcbpy)2Cl2] pri osvetljenju svetlom iz vidljivog dela
spektra u medijumu PBS pH 5, mozZe biti usled veéeg broja protonovanih karboksilnih grupa i
hidratacionog sloja na povrsini TiO2 NC, koji spreavaju ponovno vezivanje kompleksa za
povrsinu nanonosaca nakon $to se oslobode. S druge strane, razlog izostanka efekta UV
svetlosti na kinetiku otpustanja kompleksa moze da bude to §to je kod NC NKS stabilizovanog
na pH 7 povrsina nosa¢a dodatno modifikovana u poredenju s prethodnim sistemom, pa je
samim tim i mehanizam otpustanja drugaciji. Takode, moguce je i da je potrebno primeniti UV
zracenje vece jacine, Sto u klini¢koj praksi nije poZeljno te predstavlja nedostatak ispitivanog
sistema.

Potrebno je takode istaci razlike u otpustanju kompleksa izmedu sistema na pH 51 7
bez efekta svetlosti. Naime, kod sistema na pH 5 koji simulira kisele uslove tumorskog
mikrookruzenja uoceno je produzeno otpustanje kompleksa u poredenju s profilom otpustanja
na pH 7 koji simulira uslove zdravog tkiva. Dok se za 32 h oslobodi 98 % kompleksa iz NKS
na pH 7 (Slika 33 (c)), za isto vreme se s NKS na pH 5 oslobodi 77 % (Slika 32 (b)). Ovo
upucuje na to da sistem u tumorskom kiselom okruZenju postepeno otpusta kompleks $to moze
da poboljsa terapeutski efekat potencijalnog citostatika u tumorskom tkivu u odnosu na zdravo.
Pored efikasnosti, konstantno otpustanje nize koncentracije leka u duzem vremenskom
intervalu, kao pogodnost moze imati smanjenje neZeljenih efekata kroz upotrebu manjeg broja
neophodnih terapeutskih doza.

Kako su pracenjem kinetike otpustanja kompleksa [Ru(Il)(dcbpy)2Cl2] s povrSine
koloidnih TiO, NC dobijeni oéekivani rezultati za ozradivanje svetlom iz vidljivog dela
spektra, a imajuci u vidu da PNS NKS ima sliénu opti¢ku aktivnost na osnovu preklopljenih

UV-Vis spektara, za njega se moze pretpostaviti slicha dinamika kinetike otpusStanja kompleksa

[Ru(I1)(dcbpy)2Cla].
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PBS (pH D5), (a); relativna kolicina otpustenog kompleksa

[Ru(Il)(dcbpy).Cl2] u zavisnosti od vremena — predstavljene su prosecne vrednosti za sve uslove
ozracivanja (standardna devijacija je u opsegu od 1-5 %) (b).
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Slika 33. Poredenje profila otpustanja kompleksa [Ru(Il)(dcbpy).Cly/ s nosaca u medijumu, PBS (pH
7), (a); relativna kolicina otpustenog kompleksa [Ru(Il)(dcbpy).Cl;] u zavisnosti od vremena —
delovanjem crvene svetlosti (b); — u odsustvu svetlosti (c); — u prisustvu UV svetlosti (d).
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5.3.1. Uticaj inkapsulacije nanokompozitnog sistema u male unilamelarne vezikule na
kinetiku otpusStanja

Kako bi se povec¢ao ulazak u éelije, NC NKS je inkapsuliran u lipozome tj. u MUV
sintetisane i okarakterisane prema proceduri opisanoj u potpoglavlju 4.4.1. Cilj inkapsulacije
u lipozome je pored povecanja permeabilnosti i stabilnosti sistema u cirkulaciji/krvnoj plazmi,
bilo i smanjenje procenta "curenja" antitumorskog agensa, $to u najve¢oj meri zavisi od
fosfolipidnog sastava. Stoga na osnovu karakterizacije izolovanih fosfolipida (potpoglavlje
4.4.1) i na osnovu literature,'* moze se zaklju¢iti da su formirani MUV imali pogodan
fosfolipidni sastav.

Profil otpustanja kompleksa [Ru(I1)(dcbpy)2Cl2] s nosa¢a za NC NKS-MUV bez i u
prisustvu primenjene svetlosti prikazani su na Slici 34. Poredenjem profila otpustanja
inkapsuliranog NKS-MUYV sistema s NC NKS bez svetlosne stimulacije (Slika 33) uogljivo je
gotovo dvostruko brZe otpustanje kompleksa u slu¢aju NC NKS. Dok se za 32 h otpusti skoro
100 % kompleksa u slu¢aju NC NKS, za isto vreme se u slu¢aju NKS-MUV sistema otpusti 54
%. Inkapsulacija NC NKS u MUV pokazala je da zraGenje, bilo vidljivim ili UV svetlom, ima
slican uticaj na kinetike otpustanja i da se ne razlikuje znacajno od nezracene kontrole, S
obzirom da se u svim eksperimentalnim uslovima iz konjugovanog NKS-MUV sistema
oslobodilo oko 50 % ukupno vezanog kompleksa za 32 h (Slika 34). Fosfolipidi osim §to ¢uvaju
NC NKS, imaju i nepoZeljnu osobinu da apsorbuju veéi deo primenjene svetlosti, UV i vidljive,
Sto objasnjava sli¢nost dobijenih profila s profilom kontrole. Ovim je potvrden dobar potencijal

NC NKS-MUV za postepeno otpustanje leka, ali ne i za primenu u FDT.
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Slika 34. Poredenje profila otpustanja kompleksa [Ru(II)(dcbpy).ClJ s NC NKS-MUV bez, i

delovanjem UV i crvene svetlosti (a); relativna kolicina otpustenog kompleksa [Ru(Il)(dcbpy).Cl;] u

zavisnosti od vremena — predstavljene su prosecne vrednosti za sve uslove ozracivanja (standardna

devijacija je u opsegu od 2,5-6,6 %) (b).
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5.4. Celijski unos

Nakon katalize nanostrukturnih TiO2 pomocu svetlosti stvaraju se parovi (e—h").
Nastali elektroni i Supljine se slobodno krecu difuzijom kroz materijal Sto dovodi do aktiviranja
razli¢itih oksidaciono — redukcionih procesa na povrsini nanocestica. Imajuci u vidu i da su
vremena polu-zivota nastalih RKV kratka, te da oni deluju lokalno, za izazivanje foto-
indukovanog antitumorskog efekta informacije o ta¢noj unutarcelijskoj distribuciji

nanostrukturnih TiOz su od presudnog znacaja.

5.4.1. Celijski unos i unutaréelijska distribucija koloidnih nanoéestica TiO2 i
nanokompozitnog sistema

U potpoglavlju 4.5.9. definisane su karakteristike metode LSCM. Uzevsi u obzir da su
koloidne TiO, NC veli¢ine oko 5 nm i da ih karakterise izrazita homogenost, ovom metodom
nije bilo mogucée utvrditi taénu unutaréelijsku lokaciju koloidnih TiO, NC, kao ni za NC NKS.

Njihov signal bio je nadjac¢an Sumom, te rezultati nisu prikazani.

5.4.2. Celijski unos i unutaréelijska distribucija prolatnih nanosferoida TiO; i
nanokompozitnog sistema

Radi boljeg uvida u unutarcelijsku lokalizaciju ¢estica, ¢elijski unos TiO2 PNS je ispitan
najpre pomocu metode LSCM na ¢elijskoj liniji HeLa. HeLa ¢elije su tretirane TiO2 PNS u
cilju ispitivanja celijskog unosa i unutarcelijske distribucije TiO2> PNS. Dobijena DIC
mikrografija je preklopljena s refleksionom na nacin opisan u potpoglavlju 4.5.9. Na Slici 35
prikazane su netretirane — kontrolne HeLa ¢elije (a) u odnosu na HeLa ¢elije tretirane s 5 pg
mL* TiO2 PNS (b), odakle se lako uo¢ava da je vecina ¢elija zadrzala populaciju tokom trajanja
inkubacije s tretmanom, kao i da su prisutni agregati TiO2 PNS (predstavljeni crvenom bojom)

unutar 1 oko Celija.

Kao sto Slika 35 sugerise, TiO2 PNS se u ¢elijama nalaze u okolini jedra. Kako
prisustvo nanostruktura u blizini jedra omogucava potencijalnu interakciju s DNK molekulima,
bilo je potrebno utvrditi njihovu ta¢nu lokaciju. Stoga, u cilju daljeg ispitivanja unutaréelijske
raspodele TiO2 PNS, HeLa celije su nakon tretmana obojene bojom Hoechst 33342 koja bojeci
DNK molekul u plavo, vizuelno izdvaja jedro od ostatka ¢elije (Slika 36 (b)). Preklapanjem
mikrografije snimljene pomoc¢u refleksionog kanala (Slika 36 (a)) s fluorescentnim kanalom

dobijena je kompozitna slika (Slika 36 (c)) koja potvrduje da se vecina TiO2 PNS
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(predstavljenih zelenom bojom) nalazi unutar ispitivanih HeLa ¢elija, kao i da su pojedine

Cestice prisutne i u jedru (X-Z i Y-Z profili na Slici 36 (c)).

Slika 35. Kompozit preklopljenih DIC i refleksionih mikrografija HeLa Ccelija koje su sluzile kao
kontrola (bez tretmana) (a) i HeLa ¢elija tretiranih s TiO, PNS (predstavljeni crvenom bojom) (b).

Slika 36. Mikrografije distribucije TiO, PNS u HeLa Ccelijama. Mikrografija dobijena pomocu
refleksionog kanala koji prikazuje TiO, PNS (predstavljeni zelenom bojom) (a); Mikrografija dobijena
pomocu fluorescentnog kanala u kome su jedra netretiranih celija (plavo obojena) (b); Mikrografija
koja predstavlja 3D distribuciju TiO, PNS. Zute linije oznacavaju tacnu lokaciju cestice TiO; PNS
unutar jedra. Dodaci mikrografija na dnu i s desne strane su X-Z i Y-Z profili mereni duz oznaka i
pokazuju 3D distribuciju TiO2 PNS (c).

Celijski unos PNS NKS je posmatran pomoéu CRM tehnike primenom drugacijeg

protokola za fluorescentno bojenje u kome su umesto ¢elija fluorescentno oznaceni nanokristali
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5. Rezultati i diskusija rezultata

TiO,. Nakon bojenja PNS NKS bojom RITC, tretirana je celijska linija A549, a zatim
inkubirana tokom 24 h. Dobijene su fluorescentne mikrografije izdvojene ¢elije koje pokazuju
intenzitete individualnin RGB kanala (crvenog, zelenog i plavog), a koji preklapanjem daju
kompletnu sliku ¢elijske strukture. Zahvaljujuéi bojenju, prikazana je ta¢na unutarcelijska
raspodela nanostruktura, koje su uocljive usled crvenog fluoresciranja u citoplazmi (zelena
boja) i u okolini jedra (plava boja) (Slika 37). Stavise, crveno obojene nanostrukture su uoéljive

i u lipidnim telima, §to moze ukazati i na aktivaciju njihovog lizozomskog izlu¢ivanja.

Pomocu sonde za Ramansku spektroskopiju snimljeni su Ramanski spektri na razli¢itim
lokacijama gde su crvene nanostrukture uocene unutar posmatrane celije. Ovi spektri su
pokazali da crvene nanostrukture ne predstavljaju PNS NKS, ve¢ TiO2 PNS i da prisustvo
kompleksa [Ru(I1)(dcbpy)2Cl2] u éeliji nije potvrdeno. Naime, na Slici 38 uocljivo je da nakon
¢elijskog unosa u Ramanskom spektru izostaju karakteristi¢ne trake u predelu 1400-1600 cm”
! koje poti¢u od rezonancije bipiridnskih prstenova iz kompleksa [Ru(l1)(dcbpy).Cl.]. lako je
u poglavlju 5.1.3. pomo¢u CRM tehnike pokazano da dolazi do zna€ajnog vezivanja kompleksa
[Ru(IT)(dcbpy).Cl2] za TiO2 PNS pre ¢elijske inkubacije, rezultati ukazuju da se kompleks u
fizioloskim uslovima otpustio s nosaca, najverovatnije iz metodoloskih razloga. Naime, do
otpustanja kompleksa je najverovatnije doslo prilikom bojenja, i da molekuli RICT imaju veci
afinitet vezivanja za povrsinu TiO2 te supstituiSu molekule kompleksa. Ipak, veoma je znacajno
sa stanoviSta FDT §to je 1 CRM tehnikom potvrdeno ne samo prisustvo TiO2 PNS unutar celije,

nego i njihova distribucija u blizini jedra.

Ovim je za dve tumorske ¢elijske linije, HeLa i A459, primenom dve razlicite tehnike
fluorescentnog obelezavanja, potvrdeno da se TiO2 PNS lokalizuju u ¢elijama u kojima
formiraju aglomerate veli¢ine do 3 pum. Veli¢ina i distribucija ovih aglomerata je slicna
distribuciji unutar endozoma i lizozoma, $to upucuje da je mehanizam celijskog unosa
endocitoza.[*%! Lokalizacija u okolini jedra i na jedarnoj membrani je potpuno nov podatak za
ovu vrstu nanostrukturnih TiO2 koji do sada nije potvrden u literaturi, a kako je u ovom
istrazivanju potvrden za obe vrste indikatora, moguénost da je oznacavanje fluorescentnim
indikatorom uticalo na lokalizaciju oko jedra je veoma mala. Pomenuta osobina TiO2 PNS je
veoma korisna za primenu ovih cestica u FDT, kako bi ozracivanje moglo da indukuje
osteéenja DNK, %! koje naknadno dovode do smrti éelije apoptozom, éelijskim starenjem ili

nekrozom.%7]
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Slika 37. Mikrografija distribucije TiO2 PNS u A549 ¢éeliji. TiO, PNS (crveno obojeni) su prikazani pod
(a); Citoplazma (zeleno obojena) je prikazana pod (b); Distribucija TiO2 PNS u ¢eliji je prikazana pod
(c). Narandzasto obojene strukture predstavijaju lipidna tela, plava boja predstavlja jedro.

—— PNS NKS u ¢elijama
— PNS NKS

Intenzitet (arb. jedinice)

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Talasni broj (cm™)

Slika 38. Ramanski spektar PNS NKS pre i posle inkubacije s ¢elijama

5.4.3. Celijski unos i unutaréelijska distribucija C i N dopiranih nano&estica TiO2

Metoda LSCM je kori$éena i za proveru éelijskog unosa C i N-TiO2 NC u HeLa éelije
nakon 1 h inkubacije. Koncentracija tretmana je iznosila 5 ng mL™ za oba tipa dopiranih TiO
NC. Na mikrografijama prikazanim na Slici 39, crvenom bojom su prikazane nano&estice i
njihova distribucija u odnosu na HeLa c¢elije. Dobijena DIC mikrografija je preklopljena s

refleksionom na nacin opisan u potpoglavlju 4.5.9. Stepen prezivljavanja kod oba tretmana je
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bio visok u odnosu na kontrolu (Slika 35 (a)), a primetno je i da su N-TiO2 NC sklonije
formiranju agregata od C-TiO2 NC (Slika 39). Uo¢ljivo je da se oba tipa dopiranih nano&estica
nalaze s unutraSnje strane celijske membrane, kao i da su u meducelijskom prostoru vecim

delom zastupljeni nanocesticni agregati.

Slika 39. Kompozit preklopljenih DIC i refleksionih mikrografa C-TiO; NC (a) i N-TiO2 NC (b). Zutim
strelicama su oznacene Cestice koje se nalaze u unutrasnjosti Celije, dok su narandzastim strelicama
oznacene Cestice i Cesticni agregati prisutni u vancelijskom prostoru.

5.5. Citotoksi¢na aktivnost kompleksa [Ru(II)(dcbpy)2Cls],
nanostrukturnih TiO2 i nanokompozitnih sistema prema ¢elijskim
linijama

Radi pronalazenja sistema koji ¢e biti najefikasniji, odnosno ¢ija ¢e primena dovesti do
najveceg stepena fotocitotoksicnosti, ¢elijske linije su tretirane razli¢itim koncentracijama
kompleksa [Ru(ll)(dcbpy)2Cl2], nanostrukturnih TiO2 i NKS koje prethodno nisu znacajno
uticale na vijabilnost u mraku. U cilju ispitivanja fotocitotoksi¢nosti, ¢elije su najpre inkubirane

s izabranim koncentracijama tretmana, a zatim izlozene svetlosnom stimulansu. Krajnji cilj je

bio uspostavljanje zavisnosti izmedu fotocitotoksi¢nosti, s jedne strane, i oblika

nanostrukturnih TiO2 i vrste njegovih modifikacije ili dopanta. Uporedni prikaz ostvarenih
rezultata citotoksi¢ne 1 fotocitotoksicne aktivnosti za sve ispitivane tretmane i ¢elijske linije

prikazani su u Prilozima 11 2.
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5.5.1. Citotoksi¢na aktivnost nemodifikovanog nanostrukturnog TiO>

Biokompatibilnost se definiSe kao sposobnost materijala da nakon aplikacije obavlja
odredenu funkciju u organizmu ne izazivajuéi nezeljeni odgovor tkiva domac¢ina.l*%! In vitro
ispitivanja predstavljaju prvi korak ka ispitivanju biokompatibilnosti materijala koje se
zavrsava klinickim studijama na ljudima. Stoga, sagledavanje biokompatibilnosti uglavnom
zapocinje testovima citotoksi¢nosti kojima se utvrduje stepen prezivljavanja celija nakon

tretmana materijalom koji se ispituje.

Biokompatibilnost TiO2 NC i TiO2 PNS je najpre ispitana pracenjem vijabilnosti
netransformisanih celija u mraku. Naime, kako bi se neZeljeni efekti moguce terapije
redukovali u najve¢oj mogucoj meri, bilo je potrebno utvrditi citotoksi¢nu aktivnost u pogledu
zavisnosti od koncentracije i vremena inkubacije tretmana s ¢elijama. Na taj nacin utvrduju se
koncentracije kod kojih se citotoksi¢ni efekat TiO2 NC i TiO2 PNS ispoljava tek nakon
éelijskog unosa i dodatnog tretmana svetlom. Za tretman razli¢itim koncentracijama TiO2 NC
I TiO2 PNS u mraku, izabrana su dva razlicita tipa netransformisanih ¢elija misa. Kao
kontinuirana ¢elijska linija izabrani su 3T3 vezivni fibroblasti embriona misa koje karakterise
brza proliferacija. Drugi tip netransformisanih ¢elija su primarne, imunokompetentne Celije

(splenociti) izolovane za potrebe eksperimenata iz misje slezine.

Vijabilnost 3T3 fibroblasta ispitana je in vitro pomocu kristal violet testa nakon
inkubacije od 24 i 120 h s nazna¢enim koncentracijama TiO2 NC i TiO2 PNS, a dobijeni
rezultati su prikazani na Slici 40. Kod tretmana TiO; NC primetan je veoma sli¢an
koncentracijski-zavisan stimulativni efekat u obe ispitivane vremenske tacke (Slika 40 (a)).
Statisticki zna¢ajan porast vijabilnosti uoéljiv je za tretmane koncentracijama od 24 g mL™? i
vecim. Preciznije, koncentracije od 24 i 36 pg mL™ su dovele do povecanja vijabilnosti na oko
130 %, dok su koncentracije od 48 g mL™ uticale na povecanje vijabilnosti od oko 140 % za
obe vremenske tacke. U potpoglavlju 2.4.4. je bilo reci 0 tome da nanostrukturni TiO2 moze da
podstakne ¢elijsku proliferaciju odredenih Celijskih linija, izmedu ostalih 1 fibroblasta, tako da
su dobijeni rezultati o¢ekivani i u skladu su sa saznanjima o bioloskoj ulozi nanostrukturnog
TiO». Stoga, za ispitivane TiO2 NC moze se pretpostaviti da osim to ih éelije fibroblasta dobro
podnose, verovatno je da koloidnu strukturu ovih Cestica Celije fibroblasta prepoznaju kao

matriks za rast koji uz nutrijente iz medijuma omoguéava njihovu brzu deobu. %!
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Slika 40. Dozno-zavisni efekat TiO2 NC (a) i TiO2 PNS (b) (predstavijene su konacne koncentracije u
medijumu) na Celijsku vijabilnost nakon 24 i 120 h inkubacije utvrden pomocu kristal violet testa na
fibroblastima misa 3T3. Podaci su analizirani pomocu jednofaktorskog ANOVA i Tukey testa. “**
oznacava statisticki znacajne razlike u poredenju s netretiranim celijama (kontrolom) — p <0,05 (*), p
<0,01 (**), p <0,001 (***) i p <0,0001 (****). Vrednost kontrole je uzeta kao arbitrarna vrednost od
100 %.

S druge strane, tretmani rastu¢im koncentracijama TiO2 PNS su pokazali drugaciji trend
(Slika 40 (b)). Nakon 24 h inkubacije s TiO, PNS koncentracije od 6 i 12 ug mL™* doslo je do
blagog pada vijabilnosti (81 i 80 %, redom navedeno). Smanjenje vijabilnosti i progresivni,
statisticki znacajni, citotoksi¢ni efekat zapaZen je nakon 120 h za sve koncentracije. Ipak,
znacajno je ista¢i da je za sve ispitane koncentracije tretmana nakon 120 h, stepen
prezivljavanja bio veéi od 60 %. Razli¢iti profili citotoksi¢nosti kod TiO2 PNS u i TiO2 NC su
najverovatnije posledica drugacijeg oblika i1 veliCine Cestica, koji posledi¢no dovodi do
poboljSanog celijskog unosa ovog tipa cCestica. Stoga, uzimajuéi u obzir mikroskopska
ispitivanja TiO2 PNS (potpoglavlje 5.4.2.), moguce je da znacajan broj ovih Cestica interaguje

s DNK, $to dovodi do smanjenja proliferacije ¢elija nakon produZenog vremena inkubacije.!*%

Imaju¢i u vidu da su splenociti primarne neadherentne celije, test kristal violet nije bio
pogodan za odredivanje citotoksi¢nosti, stoga je citotoksi¢na aktivnost TiO2 NC i PNS na
splenocitima odredena pomocu MTT testa pod istim eksperimentalnim uslovima. Efekat
tretmana TiO2 NC i TiO2 PNS je pokazao drugadiji obrazac kod splenocita u odnosu na

fibroblaste, $to je prikazano na Slici 41.
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Slika 41. Dozno-zavisni efekat TiO, NC (crveni stubici) i PNS (plavi stubi¢i) na celijsku vijabilnost
nakon 24 i 120 h inkubacije utvrden pomocu MTT testa na splenocitima. Predstavljene su konacne
koncentracije u medijumu. Podaci su analizirani koriséenjem jednofaktorskog ANOVA i Tukey testa.
Prikazane vrednosti nisu bile od statistickog znacaja (p=0,05) poredenjem s kontrolom. Vrednost
kontrole (crni stubici) je uzeta kao arbitrarna vrednost od 100 %.

Razli¢iti tretmani na splenocitima su doveli do slicnog obrasca citotoksi¢nosti. lako je
primetno da tretman i inkubacija od 24 i 120 h kod TiO2 PNS izaziva veéi pad vijabilnosti u
poredenju s TiO, NC, znadajno je istaéi da prilikom tretmana svim naznaGenim
koncentracijama TiOz2 NC i TiO, PNS u obe vremenske tacke, promena vijabilnosti nije bila
od statisti¢kog znacajna. Pogotovo je uoéljivo da je za TiO2 NC vijabilnost nakon 120 h veoma
bliska kontroli (oko 100 % nakon 120 h za sve ispitivane koncentracije). Ovim je pokazana
veoma dobra biokompatibilnost nemodifikovanih nanostrukturnin TiO2 koji su predmet
istraZivanja ove disertacije s imunokompetenim ¢elijama. S druge strane, u slu¢aju tretmana in

vivo ocekivano je da bi nanocestice brzo prosle kroz cirkulaciju usled delovanja bubrega, pre

nego $to bi se postiglo aktiviranje imunog odgovora.

5.5.1.1. Fotocitotoksi¢na aktivnost nemodifikovanog nanostrukturnog TiOz ispitana na
tumorskim celijskim linijama

S obzirom da je nemodifikovani nanostrukturni TiO. fotoaktivan u UV oblasti,
fotocitotoksi¢nost TiO2 NC i TiO2 PNS je testirana na tri ¢elijske linije karcinoma (A375,
SKBR3 i PANC-1) nakon zrac¢enja UV svetlom. Iako je UV svetlo $kodljivo i ne prodire dublje
u kozu, ono se ipak primenjuje u razli¢itim sferama ljudske aktivnosti, od fototerapije odojcadi,
razli¢itih lokalnih primena u stomatologiji, do kozmetickih tretmana. Stoga postoje doze i
jacine UV svetlosti koje se smatraju bezbednim za primenu kod ljudi. Sagledavajuci
incidenciju maligniteta i visoku stopu smrtnosti usled malignih oboljenja, koris¢enje UV

zraCenja primenjenog u bezbednim dozama na pacijentima obolelim od kancera moze se
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opravdati time §to uzrokuje manje Stetnih 1 nezeljenih efekata nego postojece invazivne terapije

kancera.

Ispitivane ¢elije su najpre tretirane bliskim koncentracijskim nivoima TiO2 NC i TiO>
PNS za koje je prethodno utvrdeno da na netransformisanim ¢éelijama ne dovode do znac¢ajnog
pada vijabilnosti. Takode, imajuéi u vidu prethodno izloZene rezultate citotoksi¢nosti u dve
vremenske tacke, ¢elije su nakon tretmana inkubirane tokom 24 h, a zatim su zraene UV
svetlom u trajanju od 5 min (254 nm, 600 pW) i dodatno inkubirane 24 h. Dobijena zavisnost
vijabilnosti od koncentracije tretmana i/ili zraenja za TiO2 PNS predstavljena je na Slici 42.
Ova zavisnost nije prikazana za ispitivanja fotocitotoksiénosti TiO2 NC, kako ni jedna
koncentracija tretmana, kao ni dodatno zracenje nije dovelo do statisticki znacajnih promena u
stepenu prezivljavanja za sve ispitivane ¢elijske linije.
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Slika 42. Koncentraciono-zavisni efekat TiO, PNS (predstavijene su konacne koncentracije u
medijumu) nakon 24 h inkubacije i dodatnog ozracivanja UV svetlom na vijabilnost celijskih linija A375
(a); SKBR3 (b); PANC-1 (c). Vijabilnost je odredena pomocéu SRB testa. Podaci su analizirani pomocu
jednofaktorskog ANOVA i Tukey testa. “** oznacava statisticki znacajne razlike u poredenju s
netretiranim Celijama (kontrolom) — p <0,05 (*), p <0,01 (**) i za p <0,001 (***). Vrednost kontrole
je uzeta kao arbitrarna vrednost od 100 %.

Celijska linija A375 se pokazala osetljivijom na tretman TiO2 PNS, a stepen
prezivljavanja se smanjivao s porastom koncentracija (p <0,05 za 10 ug mL?, p <0,01 za 20
ug mL? i p <0,001 za 40 pg mL* TiO2 PNS), (Slika 42 (a)). Merenja nakon UV zra¢enja su
pokazala znacajan fotocitotoksic¢ni efekat Koji je poticao iskljucivo od uticaja svetlosti, a ne od
kombinovanog uticaja tretmana 1 svetlosti (p <0,001 za sve uzorke ozracene UV svetlom u
odnosu na kontrolu; p>0,05 za sve uzorke tretirane s TiO2 + UV svetlom u odnosu na kontrolu
+ UV). Slican trend je primecen na ¢elijskoj liniji SKRB3 (Slika 42 (b)) — citotoksi¢ni efekat
tretmana bez zradenja je bio najizrazeniji nakon primene 20 pg mL™? TiO2 PNS, dok efekat
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kombinovanog tretmana i zracenja nije dao znacajne rezultate i bio je ekvivalentan efektu same
svetlosti, kao i kod A375 linije. Stavise, kod éelijskih linija A375 i SKRB3 izgledalo je da UV
svetlost uzrokuje nizak stepen prezivljavanja u kontroli (manje od 50 %; p <0,001 za kontrola

naspram kontrola + UV), s§to ¢ini primenjene uslove neprikladnim za FDT.

S druge strane, rezultati ispitivanja citotoksi¢nosti na ¢elijskim linijama A375 i SKBR3
ukazuju da su cCelije kancera osetljivije na tretman TiO PNS u mraku u odnosu na
netransformisane ¢elije, te da je tretmanom TiO2 PNS mogucée posti¢i zna¢ajno smanjenje

vijabilnosti.

Zarazliku od ¢Celijskih linija A375 i SKRB3, ¢elijska linija PANC-1 pokazala je sasvim
drugaciji trend nakon tretmana TiO2 PNS (Slika 42 (c)). Sve koncentracije tretmana TiO2 PNS
podstakle su progresivan rast ¢elija, a stepen prezivljavanja se viSe nego udvostrucio primenom
najveée koncentracije od 40 pg mL™ (p> 0,05 za 10 ug mL%, p <0,05 za 20 ug mL* i p <0,001
za 40 ug mL* TiO2 PNS). S druge strane, primenjeno UV zragenje u slu¢aju PANC-1 tumorske
linije nije dovelo do statisticki znac¢ajne promene vijabilnosti u odnosu na nezra¢enu kontrolu,
kao ni u sluc¢aju kombinovanog tretmana i zracenja u odnosu na zrac¢enu kontrolu (p> 0,05 za
kontrolu i sve celije tretirane s TiO2 + UV u odnosu na kontrolu + UV). Karcinom pankreasa
je jedan od najsmrtonosnijih karcinoma s malim brojem dokazano-efikasnih tretmana, a u
literaturi su potvrdeni terapeutski efekti u pre-klinickim studijama hipertermalnog tretmana s
radiofrekventnim zra¢enjem i nanoCesticama zlata.[* Poznato je da je uticaj istih nanodestica
na razliCite ¢elije drugaciji i zavisi od ¢elijskog odgovora na brojne strategije detoksikacije koje
éelija moze da iskoristi kao odgovor na nanod&esti¢ni tretman.?®” Do neodekivane stimulacije
rasta PANC-1 ¢elija kao c¢elijski odgovor na tretman TiO2 PNS je najverovatnije doslo usled

inherentne rezistencije. Medutim, ove pretpostavke se moraju detaljnije istraziti i potvrditi.

Posto su TiO2 PNS pokazali oksidativnu aktivnost u rastvoru, utvrden je sadrzaj
MDA/HNE u ¢elijama, koji su produkti oksidativnog oStecenja lipida i proteina, ali nisu
zapazene znacajnije promene u njihovom sadrzaju u svim ¢elijama koje su tretirane TiO2 PNS
u mraku i posle ozraCivanja (podaci nisu prikazani). Prema tome, mehanizam njihovog
delovanja moZe biti drugaciji u tretiranim Celijskim linijjama S§to predstavlja zadatak daljih

istrazivanja.

93



5. Rezultati i diskusija rezultata

5.5.2. Citotoksi¢na aktivnost C i N dopiranih nanocestica TiO>

S obzirom na dobru fotoaktivnost u vidljivom delu spektra koju su pokazale C i N-TiOz
NC (potpoglavlje 5.2.2.1.), ove nanodestice su ispitane kao FS za FDT karcinoma grliéa
materice koji predstavlja treéi najéeséi uzrok smrtnosti od raka kod Zzena $irom sveta.l??!l lako
se FDT u najvecoj meri primenjuje u leenju povrsinskih tumora kao $to je melanom, primena
FDT nije ograni¢ena samo na povrsinski dostupne tumore. Naime, pomocu optickog vlakna
mogu da se selektivno ozrace tumorske lezije koje su dostupne na ovaj nacin (npr. sondom za
rak pluca i kateterom za rak zu¢nih kanala). Kako je za pristup tumoru grli¢a materice potreban
samo kolposkop za opticki put lasera, FDT se uspeSno primenjuje za karcinom grli¢a
materice.?°?l Ovakav vid le¢enja ima brojne prednosti, a pokazano je da moze da oluva
plodnost, dok je terapija manje bolna i ¢esto uspesnija. Medutim, klini¢ki primenjena FDT ima
znacajan nedostatak — FS se neselektivno aplicira (intravenozno), te dolazi do nezeljene
citotoksi¢nosti zdravog tkiva, kao i do pojave produzene fotosenzibilacije kod pacijenata. I
ovaj nedostatak bi mogao biti prevaziden aplikacijom citostatika na opti¢ko vlakno i njegovom
aktivacijom u samom grli¢u materice. Stoga je izabrana HeLa celijska linija, najpre za
ispitivanje citotoksi¢nog efekta tretmana C i N-TiO, NC ¢&ime su utvrdene koncentracije koje
¢elije dobro podnose, a zatim 1 za ispitivanje fotocitotoksi¢nosti, tj. udruzenog efekta na

vijabilnost HeLa éelija nakon tretmana C i N-TiO2 NC i delovanja vidljivim svetlom.

Za procenu vijabilnosti pomoc¢u modifikovanog MTT testa, HelLa ¢elije su tretirane s
po tri razli¢ite koncentracije suspenzija C i N-TiO2 NC, a ostvarene vrednosti vijabilnosti su
prikazane na Slici 43. Posle 48 sati inkubacije u mraku, zapazena je znacajna citotoksi¢nost
tretmana N-TiO2 NC koncentracije od 100 pg mL™, dok tretmani nizim koncentracijama (5 i
50 pg mL?) nisu doveli do statisticki znacajne promene u ¢elijskoj vijabilnosti. lako je
koncentracija od 100 pg mL™* N-TiO2 NC ispoljila dobru osobinu da zna¢ajno smanjuje stepen
prezivljavanja HeLa ¢elija, za procenu fotocitotoksi¢nosti izabrana je koncentraciju od 50 pg

mL* N-TiO2 NC kako bi se jasnije utvrdio kombinovani efekat sa zra¢enjem.

S druge strane, imajuéi u vidu da sve ispitivane koncentracije tretmana s C-TiO2 NC
nisu pokazale znacajnu citotoksi¢nost, maksimalna ispitivana koncentracija (160 pg mL™) je

izabrana za dalja ispitivanja primene C-TiO, NC kao FS.
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Slika 43. Koncentraciono-zavisni efekat N-TiO, NC (Zuti stubi¢i) i C-TiOp NC (crveni stubiéi) na
Celijsku vijabilnost (predstavljene su konacne koncentracije u medijumu) nakon 48 h inkubacije utvrden
pomocu modifikovanog MTT testa na HelLa Celijskoj liniji. Podaci su analizirani pomocu
Jjednofaktorskog ANOVA i Tukey testa. “** oznacava statisticki znacajne razlike u poredenju s
netretiranim Celijama (kontrolom) — p <0,05 (*). Vrednost kontrole (crni stubiéi) je uzeta kao
arbitrarna vrednost od 100 %.

55.2.1. Fotocitotoksi¢na aktivnost dopiranih TiO2 nanocCestica

Uzimajuéi u obzir da se apsorpcioni maksimumi za C i N-TiO2 NC nalaze na 417,5 i
486 nm, redom navedeno, izabrano je plavo svetlo kao svetlosni stimulans za ispitivanje
kombinovanog efekta tretmana ovim Cesticama i zra¢enjem na HeLa cCelijskoj liniji. Na Slici
44 prikazan je stepen prezivljavanja HeLa éelija nakon kombinovanog tretmana C-/N-TiO2 NC
i zraCenjem s plavim svetlom (400-450 nm, 120 pW) u trajanju od 15 min. Poredenja radi,
istovremeno je ispitan uticaj na vijabilnost HeLa ¢elija kombinovanog tretmana s plavim
svetlom i nedopiranim, koloidnim TiO, NC. Dobijene vrednosti ¢elijske vijabilnosti nakon 48
h inkubacije HeLa ¢elija s C i N-TiO2 NC (160 i 50 pug mL* redom navedeno), kao i
nedopiranim TiO2 NC (160 pg mL™t), bez zraéenja potvrduju odsustvo znagajnog citotoksiénog
efekta u odsustvu svetlosnog stimulansa. Nakon primenjenog zracenja na celije tretirane na isti
nacin uoceno je da efekat samog primenjenog zraCenja nema statisticki znacajan uticaj na
vijabilnost ¢elija u poredenju s nezracenom kontrolom, kao ni da kombinovani tretman TiO>
NC, N-TiO2NC i zraéenja ne uti¢e na vijabilnost ¢elija u poredenju sa zraéenom konssstrolom.
S druge strane, ¢elije na koje je delovao kombinovani tretman C-TiO, NC i plavim svetlom,
ispoljile su znatno nizu vijabilnost gde je stepen prezivelih ¢elija nakon pomenutog tretmana
1znosio oko 40 % 1 pokazao statisticki znacaj u poredenju sa zracenom kontrolom p <0,01 (**).
Poredenjem rezultata dobijenih ispitivanjem fotocitotoksi¢nosti moze se zakljuéiti da iako C i

N-TiO, NC apsorbuju plavu svetlost, samo C-TiO, NC ispoljavaju fotocitotoksi¢nu aktivnost
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na HeLa liniji. Ovo se mozZe pripisati oksidativnoj aktivnosti koju su C-TiO2 NC ispoljile pri

interakciji sa svetlom vidljivog dela spektra, a koja je detaljnije opisana u poglavlju 5.5.

Literaturni podaci upucuju da zracenje plavim svetlom niskog intenziteta moze biti
efikasan tretman za razligite vrsta ¢elija karcinoma, poput limfoma,?%! melanoma,?°l raka
debelog creva,?®! humanog fibrosarkoma i leukemije.?%! Ovaj tretman ima nekoliko
potencijalnih prednosti u odnosu na konvencionalno zrac¢enje. Plava LED svetlost inhibira rast
i proliferaciju i indukuje apoptozu razli¢itih ¢elija kancera. Stavise, kombinacija plave LED
svetlosti s hemijskim agensima i/ili FS ima veliki potencijal za upotrebu u klini¢koj praksi u

le¢enju razli¢itih karcinoma. 207208l
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Slika 44. Vijabilnost HeLa celija nakon 1 h inkubacije s TiO; NC, N-TiO; i C-TiO2 NC (predstavljene
su konacne koncentracije u medijumu). Nakon inkubacije, celije su zracene plavim svetlom (400-450
nm, 120 pW) u trajanju od 15 min. Vijabilnost je odredena pomocu SRB testa. Podaci su analizirani
koris¢enjem jednofaktorskog ANOVA i Tukey testa. “*“ oznacava statisticki znacajne razlike u
poredenju s netretiranim celijama (kontrolom) —p <0,05 (*), p <0,01 (**), p <0,001 (***) i p <0,0001
(****). Vrednost kontrole je uzeta kao arbitrarna vrednost od 100 %.

Kako je kombinovani tretman HeLa ¢elija C-TiO2 NC i plavim svetlom pokazao
znacajnu fotocitotoksicnost, ispitali smo detaljnije mehanizme celijske smrti koje ovakav
tretman indukuje. S tim ciljem, HeLa ¢elije su posmatrane pomoc¢u fuorescentnog mikroskopa
nakon primene odgovarajuceg fluorohroma (Pl i AO). Na ovaj na¢in omogucena je detekcija
¢elijskih promena koje su karakteristicne za programirane ¢elijske smrti apopotozu i autofagiju,
$to je omoguéilo vizuelno razlikovanje netretiranih (Slika 45 (a)) i tretiranih éelija (C-TiO2 NC,
plavo svetlo i kombinacija C-TiO2 NC + plavo svetlo, Slika 45 (b), (c) i (d), redom navedeno).

Kontrolne, netretirane ¢elije pokazuju zdravu ¢éelijsku morfologiju i veli¢inu ¢celije (9,4 £ 0,4
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mm) (Slika 46) a formirane citoplazmatske vezikule — autofagozomi i autofagolizozomi su
zapazene u malom procentu (oko 5 %, Slika 47) i verovatno su posledica autofagije na
bazalnom nivou opisane u HeLa ¢elijama.l?°! Nakon tretmana C-TiO2 NC, detektovano je 2,9
% ranih (zeleno obojene celije s kondenzovanim jezgrima) i 6,7 % kasnih apopti¢nih celija
(crvenih smanjenih ¢elija s kondenzovanim jezgrima i poreme¢enom morfologijom) prose¢ne
veli¢ine 9,0 + 0,5 um (Slika 45 (b), Slika 46, Slika 47) $to nije predstavljalo znacajne razlike u
odnosu na kontrolne éelije. Celije tretirane plavim svetlom su velike s deformisanim jezgrima
(32 £ 1 pm, Slika 46), nabubrenom citoplazmom i ¢elijskom membranom (Slika 45 (c)). Ovo
ukazuje na nekrozu s velikim brojem citoplazmatskih vezikula (32,6 %, Slika 47), §to sugeriSe
aktivaciju citoprotektivne autofagije i povecane proizvodnje RKV.%291 Prethodna
istrazivanja su pokazala da poveéana proizvodnja RKV ostecuje organele, te ¢elija kao odgovor
na prezivljavanje pokrece proces autofagije. Kao $to smo napomenuli u potpoglavlju 2.3.3.,
autofagijom se recikliraju oSte¢ene organele 1 unutarcelijski biomolekuli nastali kao odgovor
na stres kako bi se izbegla apoptoza. Medutim, kada oStecenja celija postanu znacajna, indukuje
se apoptoza u apoptotski-kompetentnim c¢elijama, dok se kod ostalih c¢elija indukuje
nekroza.?*! Oh i sar.[?%%1 sy pokazali da zradenje plavim LED svetlom dovodi do ¢elijske smrti
posredstvom metaboli¢kih puteva u mitohondrijama koji su povezani s autofagijom i

poveéanim nivoima unutaréelijskog Ca?*.

Kombinovani tretman C-TiO2 NC i plavim svetlom (Slika 45 (d)) izazvao je porast
broja ¢elija s autofagozomima i autofagolizozomima na 36,4 % (Zute strelice), Sto ukazuje na
aktiviranje autofagije. ZapaZeni su 1 znacajni udeli drugih tipova Celijske smrti, $to je za ranu 1

kasnu apoptozu iznosilo 9,9 % i 19,0 % (Slika 47), redom navedeno.

Znadajno je ista¢i da je udeo nekroti¢nih ¢elija kod tretmana C-TiO2 NC i plavim
svetlom od 4,9 % znacajno nizi u odnosu na tretman samo zra¢enjem (32,6 %), Sto sugeriSe
prelazak na programiranu ¢elijsku smrt. Preénik ¢elija tretiranih C-TiO2 NC i plavim svetlom
takode je bio manji (15,9 = 0,4 um, Slika 46) u poredenju s ¢elijama koje su samo zracene.
Uzimajuci u obzir da nekroza malignih ¢elija uzrokuje nezeljene efekte, kao Sto su inflamacija
tkiva, progresija tumora i pojava metastaza, kombinacija C-TiO, NC i plavog svetla osim §to
daje efikasniji rezultat u ubijanju tumorskih ¢elija nego samo zracenje, takode moze da pruzi

bolji ishod terapije kancera.
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Slika 45. Reprezentativne mikrografije HeLa celija obojenih s AO/PI: netretirane celije — zeleno
obojene, uobicajena morfologija, Zute strelice — ¢elije s apoptotskim telima (a), celije tretirane C-TiO>
NC — bele i crvene strelice predstavljaju rane i kasne apoptozne celije (b); celije ozracene plavim
svetlom (c) i celije tretirane C-TiO, NC i plavim svetlom (d). Prikazani promer je 30 um.
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Slika 46. Raspodela velicine ¢elija nakon primenjenih razlicitih tretmana C-TiOz NC i/ili plavim
svetlom.
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Slika 47. Kvantifikacija obojenih HelLa celija s AO/PI prikazana kao procenat Celija bez promena
(netretirane celije), u ranom ili kasnom stadijumu apoptoze i nekroticnih éelija nakon tretmana C-TiO;
NC, plavim svetlom i nakon kombinovanog tretmana plavim svetlom i C-TiO, NC.

5.5.3. Citotoksicna aktivnost nanokompozitnih sistema i njihovih komponenti

Citotoksi¢ni efekat kompleksa [Ru(ll)(dcbpy).Cl2] je pokazan u prethodnim
istrazivanjima,’®’ dok je za TiO, NC stabilizovane na pH 7 i NC NKS bilo potrebno utvrditi
pri kojim koncentracijama tretmana u odsustvu svetlosti dolazi do znacajne citotoksi¢nosti na
Celijskoj liniji HeLa. Na Slici 48 prikazana je vijabilnost celija utvrdena pomocu

modifikovanog MTT testa nakon naznacenih tretmana.

Kada je re¢ o efektu tretmana kompleksom [Ru(II)(dcbpy)2Cl2] nakon inkubacije ¢elija
u trajanju od 48 h dobijeni rezultati su bili u skladu sa prethodnim istrazivanjima, odnosno,
kompleks je pokazao izrazenu citotoksi¢nost na HeLa ¢elijama za ispitane koncentracije vece
od 50 pg mL™. Tretman koloidnom suspenzijom TiO, NC od 150 pg mL™ je doveo do znacajno
nizeg stepena prezivljavanja (52 %) nakon inkubacije od 48 h, dok tretmani nizim
koncentracijama (30 i 15 pg mL™) nisu pokazali statisti¢ki znadajnu promenu Celijske
vijabilnosti u odnosu na kontrolu. S druge strane, sve primenjene koncentracije tretmana celija
NC NKS, nisu dovele do statisticki zna¢ajne citotoksi¢nost, ¢ime je pokazano da je ovaj sistem

netoksi¢an u mraku pri navedenim koncentracijama na HeLa ¢elijskoj liniji.

Daljim ispitivanjem citotoksi¢nog efekta drugacijeg NKS (PNS NKS, kao i kompleksa
[Ru(11)(dcbpy)2Cl2]) na HeLa ¢elijskoj liniji, utvrdeno je da bez svetlosnog stimulansa ¢elije
dobro podnose izabrane koncentracije tretmana, tj. ni tretman PNS NKS, ni njegove
komponente nisu dovele do statisti¢ki znac¢ajnog pada vijabilnosti (Slika 49). Ovi rezultati su
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5. Rezultati i diskusija rezultata

bili osnova za ispitivanje fotocitotoksi¢nosti PNS NKS koja su predstavljena u narednom

potpoglavlju.
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Slika 48. Efekat kompleksa [Ru(I1)(dcbpy)2Cl2] (crvene kolone), TiO2 NC (sive kolone) i NC NKS
(narandzaste kolone) (predstavijene su konacne koncentracije u medijumu) na Celijsku vijabilnost
nakon 48 h inkubacije utvrden pomocu modifikovanog MTT testa na HeLa Celijskoj liniji. Podaci su
analizirani koris¢enjem jednofaktorskog ANOVA i Tukey testa. “** oznacava statisticki znacajne
razlike u poredenju s netretiranim Celijama (kontrolom) — p <0,001 (***). Vrednost kontrole je uzeta
kao arbitrarna vrednost od 100 %.
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Slika 49. Efekat 5 pug mL™* kompleksa [Ru(I1)(dcbpy).Clo] (crveni stubic), 70 ug mL™ TiO, PNS (Sivi
stubié) i 5 ug mL™ (u odnosu na kompleks) PNS NKS (narandzasti stubi¢) na celijsku vijabilnost nakon
48 h inkubacije utvrden pomocéu SRB testa na HeLa ¢elijskoj liniji. Navedene se konacne koncentracije
u medijumu. Podaci su analizirani koriSéenjem jednofaktorskog ANOVA i Tukey testa. V/rednost
kontrole je uzeta kao arbitrarna vrednost od 100 %.
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5. Rezultati i diskusija rezultata

5.5.3.1. Fotocitotoksicna aktivnost nanokompozitnog sistema i njegovih komponenti

Fotocitotoksicna aktivnost NKS 1 njihovih komponenti je ispitana i poredena s
citotoksi¢énim efektom dobijenim bez zraCenja i zraCenom kontrolom. Najpre, uticaj
kombinovanog tretmana zracenjem pomo¢u LED lampe na vijabilnost HeLa ¢elijske linije
ispitan je nakon inkubacije s prethodno utvrdenim koncentracijama NC NKS i njegovim
komponentama — kompleksom [Ru(I1)(dcbpy)2Cl2] i TiO2 NC, koje nisu dovodile do statisticki
znacajne citotoksi¢nosti. Hladno-belo LED svetlo je izabrano uzimajuci u obzir da njegov
spektar u odnosu na sijalicu s uzarenim vlaknom ima vise intenzitete zracenja u pocetnom delu
vidljivog spektra (400-500 nm), gde NC NKS apsorbuje svetlost prema rezultatima
predstavljenim u potpoglavlju 5.2.1. Vijabilnost tretiranih i netretiranih ¢elija, nakon zracenja

u trajanju od 5 i 15 min (50 mW) prikazana je na Slici 50.
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Slika 50. Vijabilnost HeLa celija nakon 2 h inkubacije s 5 pg mL* kompleksa [Ru(l1)(dcbpy)2Cl;]
(crveni stubici), 70 ug mL* TiO, NC (plavi stubiéi) i 5 ug mL* NC NKS u odnosu na kompleks
(narandzasti stubici). Prikazane su konacne koncentracije u medijumu. Nakon inkubacije, celije su
zracene LED svetlom (350 nm, 50 mW) u trajanju od 5 i 15 min (0 min je za tretmane bez zracenja).
Vijabilnost je odredena pomocu SRB testa. Podaci su analizirani koriséenjem jednofaktorskog ANOVA
i Tukey testa. “*““ oznacava statisticki znacajne razlike u poredenju s netretiranim Celijama (kontrolom)
—p <0,01 (**). Vrednost kontrole je uzeta kao arbitrarna vrednost od 100 %.

Uprkos ocekivanom efektu da koriS¢eno LED svetlo moZe da pobudi elektrone iz PZ
TiO2, i samim tim da izazove citotoksiéni efekat na celije, tretman TiO2 NC i svetlom nije
doveo do statisticki znacajnog pada vijabilnosti u odnosu na zracene kontrole (zracene,
netretirane cCelije). Odsustvo efekta zraCenja je izostalo i u slucaju tretmana kompleksom
[Ru(IT)(dcbpy)2Clz]. Zabelezen je jedino statisticki znacajan udruzeni efekat na vijabilnost

nakon tretmana NC NKS i LED zra¢enjem u trajanju od 5 min u odnosu na kontrolu (nezradene,

netretirane celije).
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5. Rezultati i diskusija rezultata

Ispitivanjem oksidativne aktivnosti koja je detaljno opisana u narednom poglavlju
utvrdena je izrazena fotoaktivnost TiO2 PNS nakon ozracivanja UV svetlom, te je ispitan 1
kombinovani efekat ozracivanja UV svetlom i tretmana PNS NKS na celijske kulture
transformisanih éelija. Celijske linije karcinoma (A375, SKBR3 i PANC-1) na kojima je
prethodno testirana fotocitotoksi¢nost TiO2 PNS pomocu SRB testa, su u ovom eksperimentu
tretirane PNS NKS i kompleksom [Ru(ll)(dcbpy).Cl2], a zatim su inkubirane tokom 24 h.
Nakon inkubacije, ¢elije su zracene UV svetlom u trajanju od 5 min (254 nm, 600pW). Na
Slici 51 prikazane su rezultujuée vijabilnosti nakon tretmana i tretmana sa zra¢enjem u odnosu

na kontrolu (netretirane i nezracene celije).
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Slika 51. Efekat nakon 24 h inkubacije s 5 pg mL™ kompleksa [Ru(l1)(dcbpy).Cl2] i 5 pg mL™ PNS NKS
u odnosu na kompleks (navedene su konacne koncentracije u medijumu) i zracenja UV svetlom na
vijabilnost éelijskih linija (a) A375; (b) SKBR3; (c) PANC-1. Vijabilnost je odredena pomocu SRB testa.
Podaci su analizirani koriséenjem jednofaktorskog ANOVA i Tukey testa. “*“ oznacava statisticki
znacajne razlike u poredenju s netretiranim Celijama (kontrolom) — p <0,05 (*), p <0,01 (**), za p
<0,001 (***) i za p <0,0001 (****). Vrednost kontrole je uzeta kao arbitrarna vrednost od 100 %.
Nakon tretmana celijske linije A375 kompleksom [Ru(l1)(dcbpy)2Cl2] nije doslo do
znacajnog smanjenja stepena prezivljavanja. S druge strane, tretman PNS NKS je uzrokovao
znacajan pad vijabilnosti Celijske linije A375 (Slika 51 (a)). Sama UV svetlost je proizvela
znacajni fotocitotoksiéni efekat, a vijabilnost ¢elija je pala na oko 29 % nakon kombinovanog
tretmana PNS NKS 1 UV svetlom (p <0,0001 za sve uzorke ozracene UV svetlom u odnosu na
kontrolu). Medutim, posmatrajuci kontrolu + UV, kombinovani tretman s UV svetlom nije

pokazao statisticki znaCajan citotoksi¢ni efekat (manje od 50 %; p <0,001) pa se rezultat

kombinovanog tretmana moze pripisati samom efektu UV zracenja.
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5. Rezultati i diskusija rezultata

ZnacCajan citotoksicni efekat na celijskoj liniji SKRB3 pokazao je samo tretman
kompleksom [Ru(I1)(dcbpy)2Cl2] (Slika 51 (b)), dok je nakon ozracivanja UV svetlom uocen
slican efekat kao i1 kod linije A375 — samo UV zracenje je znacajno uticalo na smanjenje
stepena prezivljavanja, a kombinovani tretmani nisu imali dodatno povecan citotoksicni efekat,

Sto upucuje da su primenjeni uslovi neprikladni za FDT.

Poput ispitivanja fotocitotoksi¢nosti TiO2 PNS i PNS NKS je na ¢elijskoj liniji PANC-
1 pokazao sasvim drugaciji trend (Slika 51 (c)). Naime, tretman PNS NKS je podstakao
progresivni rast ¢elija (p <0,001), a slican trend je nastavljen i nakon zra¢enja UV svetlom.
Preciznije, samo UV zracenje je znacajno podstaklo rast ¢elija (p <0,05 za kontrola + UV u
odnosu na kontrolu), dok je kombinovani tretman UV svetlom i kompleksom
[Ru(11)(dcbpy)2Cl2] podstakao najveéi rast, od preko 174 %. Pored zapazene stimulacije rasta,

nije zapazen znacajni efekat kombinovanog tretmana u odnosu na kontrola + UV.

5.6. Oksidativna aktivnost modifikovanih nanostrukturnih TiO

Imajuéi u vidu da razli¢ite modifikacije nanostrukturnih TiO2 mogu da utic¢u na opticke
osobine i time posredno na oksidativnu aktivnost, za nanostrukturne TiO2 koris¢ena je EPR
tehnika za detekciju proizvodnje RKV. EPR tehniku u odnosu na ostale spektroskopske metode
izdvaja specifi¢nost koja omogucava otkrivanje paramagnetnih vrsta ¢ak i pri veoma niskim
koncentracijama. S obzirom da RKV sadrze nesparene elektrone, te su samim tim
paramagnetici, EPR predstavlja jedinstvenu metodu kojom je moguée detektovati i
kvantifikovati njihov pojedinacni sadrzaj. S druge strane, uzimajuci u obzir da su RKV kratkog
vremena polu-zivota (Tabela 3), te da ih je nemoguce detektovati u izvornom obliku, za
detekciju RKV indukovanih zradenjem nanostrukturnog TiO> primenjena je njihova

stabilizacija odgovarajuéim spinskim hvatacem'.

Stvaranje odredene radikalske vrste zavisi od mnogih faktora, a da bi bili korisni kao
FS, nanostrukturni TiO- bi trebalo da katalizuje proizvodnju RKV nakon ozracivanja svetlom.
Poznato je da UV zraenje TiO2 stvara Oz koji igra vaznu ulogu u bioloskim procesima i
slozenim hemijskim reakcijama.?*? Brojne studije su potvrdile pored ili umesto Oz, prisustvo
i drugih radikalskih vrsta.[?*2214l Stoga, za o¢ekivane RKV, kao spinski hvata¢ upotrebljen je

DEPMPO uzimaju¢i u obzir njegovu selektivnost ka O2""i ‘OH, kao i dobru stabilnost i dugo

! Spinski hvata¢ (engl. spin trap) je dijamagnetna supstanca koja reaguje s radikalskim vrstama formirajuéi radikal
(adukt) koji je stabilniji u odnosu na polaznu radikalsku vrstu.
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vreme polu-zivota stvorenih spin adukata (17 i 132 minuta za adukte s Oz i "OH, redom
navedeno).?'52%1 Dodatno, pri snimanju EPR spektara vodenih suspenzija TiO, NC, TiO2
PNS, C i N-TiO2 NC sa spinskim hvatatem DEPMPO, primenjeni su neki od slede¢ih uslova:

e lzlaganje suspenzije UV svetlosti u trajanju od 2 minuta neposredno pre shimanja
spektara;

e Kontinualno izlaganje suspenzije vidljivoj svetlosti (400-450 nm; 120 pW) istovremeno
s akumulacijom spektara;

e Snimanjem suspenzija u odsustvu svetlosti (u mraku) — kontrolni spektar.

5.6.1. Oksidativna aktivnost nanocestica i prolatnih nanosferoida TiO>

U poglavlju 2.4. je istaknuto da anatas kristalna forma ima najvecu foto-aktivnost u
poredenju s drugim kristalnim formama koja se ispoljava u UV oblasti. Kako se sintezom TiO:
NC i TiO2 PNS zadrzava anatas kristalna forma polaznog TiO2,[*%% bilo je potrebno potvrditi

njihovu oksidativnu aktivnost.

Suspenzije koje sadrze TiO2 NC ili TiO, PNS sa spinskim hvatatem DEPMPO su
izloZzene UV svetlu u trajanju od 2 minuta neposredno pre snimanja. Iste suspenzije su snimane
bez prethodnog zracenja, u odsustvu svetlosti. Na ovaj nacin dobijeni su EPR signali prikazani
na Slici 52. Dok u slu¢aju suspenzije TiO2 NC nisu detektovane RKV (Slika 52 (a)), EPR
spektri TiO2 PNS nedvosmisleno pokazuju prisustvo radikalskog adukta DEPMPO/OH kako
u ozracenim i tako i u neozracenim probama (Slika 52 (b)). Prisustvo *OH u ozraéenom uzorku
je ocekivano, s obzirom da TiO2 apsorbuje u UV oblasti. Vazno je napomenuti da ovom
prilikom nisu detektovane druge RKV (na prvom mestu O™), ¢ije odsustvo je verovatno
posledica lancanih reakcija oksidacije i redukcije u kojima prelazni radikalski oblici na kraju
opet daju "OH. Naime, u reakcijama TiO2 uestvuju i elektroni i pozitivne Supljine, tako da
pozitivne Supljine oksiduju molekul vode do "OH, dok elektroni redukuju molekulski kiseonik
0O>". Nastali O2™ uCestvuje u daljim reakcijama i preko formiranog hidroperoksidnog radikala
(HO2") i vodonik-peroksida daje opet *OH (Slika 30). S druge strane, prisustvo *OH u mraku
otkriva moguénost spontanog aktiviranja TiO2 PNS.

Ova pojava je retko proucavana u literaturi, kako su glavna istrazivanja u ovoj oblasti
fokusirana na fotokataliticka svojstva TiO», te je proizvodnja RKV u mraku opisana u samo
nekoliko bioloskih studija.?*"~2* Obimniju studiju su uradili Jaiaram i sar.[??l u kojoj su
pokazali da nanocestice TiO2, bilo u obliku poluprovodnika ili aditiva za prehrambenu

industriju, proizvode niske koncentracije RKV u mraku $to su doveli u vezu s kiseoni¢nim i
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drugim Supljinama na povrSini nanostrukturnih TiO2. lako su TiO2 PNS pokazali da takode
katalizuju proizvodnju *OH u mraku, nakon osvetljenja UV svetlom koncentracija dobijenog
"OH je bila veca dva puta, (Slika 52 (b)). Dodatno, uzimajuc¢i u obzir da su merenja vrSena u
atmosferi vazduha i nisu postignuti potpuno mracéni uslovi, moguée je da na pojavu odredene

koli¢ine "OH u neozra¢enim probama uticalo prisustvo molekularnog O3 i slabog pozadinskog
(b) H

3450 3475 3500 3525 3550 3575 3450 3475 3500 3525 3550 3575
Magnetno polje (mT) Magnetno polje (mT)

dnevnog svetla koje sadrzi UV komponentu.

(a)

Slika 52. EPR spektri ‘OH-spin adukta DEPMPO u prisustvu TiO, NC (a) i TiO, PNS (b) dobijeni u
mraku (crna linija) i nakon 2 min ozracivanja UV svetlom (ljubicasta linija).

Dobijeni rezultati sugerisu da ukoliko se TiO2 PNS primene u dovoljnim koli¢inama,
mogu da deluju kao FS i da uz svetlosnu stimulaciju ostete biomolekule u dovoljnom obimu
da dovedu do ¢elijske smrti. Moguci bioloski put citotoksi¢nog delovanja TiO2 PNS je stoga u
vezi s povecanom proizvodnjom ‘OH koja dovodi do peroksidacije lipidnih membrana i

direktnog oStecenja proteina.

S druge strane, TiO2 NC nisu dale signale koji odgovaraju ni jednoj radikalskoj vrsti,
ni u mraku a ni prilikom ozra¢ivanja UV svetlom Sto je u skladu s rezultatima

fotocitotoksi¢nosti o kojima je bilo reci u potpoglavlju 5.5.1.1.

5.6.2. Oksidativna aktivnost dopiranih TiO2 nanocestica

U okviru istrazivanja ove disertacije, proverena je oksidativna aktivnost C i N-TiO2 NC
pomoc¢u EPR tehnike. U potpoglavlju 5.2.2. prikazano je da se dopiranjem TiO2 uspes$no
pomeraju apsorpcioni maksimum dopiranih TiO, vrsta iz UV ka vidljivoj oblasti. Stoga je

moguca pojava hiperprodukcije RKV za C i N-TiOz NC ispitana delovanjem vidljive svetlosti.
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Ispitivane N-TiO, NC nisu dale signale koji odgovaraju bilo kojoj vrsti slobodnih
radikala, ni u mraku a ni prilikom ozrac¢ivanja vidljivim svetlom (Slika 53 (a)). Ovi rezultati su
saglasni s rezultatima datim u potpoglavlju 5.5.2.1 koji ukazuju da kombinovani tretman ¢éelija

s N-TiO2 NC i vidljivim svetlom ne uzrokuje zna¢ajnu citotoksi¢nost.

U slucaju ispitivanih C-TiO2 NC dobijen je karakteristi¢ni signal s osam linija
DEPMPO/OH adukta (Slika 53 (b)), koji je potvrdio stvaranje "OH radikala. lako je jasno
uocljiv karakteristicni EPR signal DEPMPO/OH adukta, vazno je napomenuti da je on bio
znac¢ajno manje izrazen nego kod TiO2 PNS (Slika 52 (b)). S druge strane, ovaj signal nije
dobijen snimanjem kontrolne suspenzije C-TiO; NC i DEPMPO spinskih adukata, tj.
snimanjem u odsustvu svetlosti. Nastanak RKV se smatra glavnim uzrokom ¢elijske smrti pri
njihovoj interakciji s razli¢itim nano¢esticama.l*®”1 Kako je veé¢ napomenuto u potpoglavlju
2.4.2., 'OH radikal je u najvecoj meri odgovoran za citotoksi¢ni efekat kod aerobnih
organizama usled visoke reaktivnosti i najveéeg jedno-elektronskog potencijala redukcije.??]
Dobijeni rezultat je potvrda da je upravo foto-stimulisana oksidativna aktivnost C-TiO2 NC

uzrok fotocitotoksiénog efekta kombinovanog tretmana C-TiOz NC i vidljivim svetlom.

Foto-stimulisana oksidativna aktivnost C-TiO, NC je dodatno potvrdena u éelijskoj
kulturi spektrofotometrijski pomoc¢u fluorescentne probe DCFH-DA. Ova metoda ima nizak
prag detekcije ukupnih RKV, te iako ne detektuje specificne RKV, pruza znacajne informacije

0 oksidativnoj aktivnosti materijala.

Za procenu stvaranja RKV unutar ¢elija, nefluorescentni DCFH-DA je inkubiran s
HeLa ¢elijama uz kombinovani tretman C-TiO, NC i plavim svetlom (450 nm, 120 pW).
DCFH-DA lako difunduje kroz ¢elijsku membranu, nakon ¢ega se hidrolizuje unutaréelijskim
esterazama do takode nefluorescentnog 2',7'- dihlorodihidrofluoresceina (DCFH>).
Peroksidaze, citohrom ¢ i Fe?* mogu da oksiduju H.DCFDA do veoma fluorescentnog 2',7'-
dihlorofluoresceina (DCF) u prisustvu vodonik peroksidaza. Akumulacija DCF unutar ¢elija
se moze meriti poveéanjem fluorescencije na 530 nm, kada se uzorak pobudi na 485 nm.
Intenzitet fluorescencije DCF je proporcionalan koli¢ini RKV formiranih unutar ¢elije. Na Slici
53 pokazano je da kombinovani tretman plavim svetlom i C-TiO, NC dovodi do znaéajne
unutaréelijske proizvodnje RKV koja je bliska osvetljenoj pozitivnoj kontroli (TBHP + Plavo
svetlo). Kod tretmana samim C-TiO, NC, izmereni nivoi RKV su bliski nivoima kontrole bez
ozrativanja (Slika 53 (c)), $to dokazuje da C-TiO2 NC ne stimulidu unutaréelijsku proizvodnju
RKV u mraku. S druge strane, primenjeno vidljivo svetlo takode prouzrokuje unutarcelijsku

proizvodnju RKV ¢iji je efekat manje izrazen. Na ovaj nacin su dodatno potvrdeni rezultati
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dobijeni pomoéu EPR spektroskopije. Potvrda oksidativne aktivnosti C-TiO, NC je u

saglasnosti 1 s rezultatima citotoksi¢nosti i fotocitotoksi¢nosti.

(a) (c)

Kontrola

Kontrola + Plavo svetlo
C-Tio, NC

C-TiO, NC + Plavo svetlo
Pozitivna kontrola (TBHP)

SEOAEN

e M

(b) ——
4000-I ns |

2000+

Pozitivna kontrola (TBHP) + Plavo svetlo

10004

Intenzitet fluorescencije (f.u.)

3450 3475 3500 3525 3550 3575 L i
Kontrola C-TiO, NC TBHP

Magnetno polje (mT)
Slika 53. EPR spektar ‘OH-spin adukta DEPMPO u prisustvu N-TiOz NC (a) i C-TiO, NC (b) dobijen
u mraku (crna linija), tokom kontinualnog ozracivanja vidljivim svetlom (plava linija); Unutarcelijska
proizvodnja RKV vrsta procenjena pomocu fluorometrijskog testa (c). Vrednost fluorescencije u
celijama HeLa tretiranih C-TiO, NC i plavim svetlom uporedena je s vrednostima u kontroli, osvetljenoj
kontroli i ¢elijama tretiranim C-TiO, NC. TBHP je pozitivna kontrola. Podaci su analizirani pomocu
jednofaktorskog ANOVA i Tukey testa i smatrani su statisticki bez znacaja (engl non significant, ns) za
p = 0,05, a statisticki znacajnim za p <0,05 (*) i p <0,0001 (**** ).
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6. ZAKLJUCAK

Dobijeni rezultati u okviru disertacije ukazuju na uspesno formiranje nanokompozitnih
sistema od [Ru(I1)(dcbpy)2Cl2] kompleksa s koloidnim TiO2 nanocesticama i TiO2 prolatnim
nanosferoidima, dok je utvrdeno da se za nanocestice TiO. dopirane azotom i ugljenikom ovaj
kompleks ne vezuje. Medutim, pored uspeSne sinteze 1 karakterizacije formirani
nanokompozitni sistemi nisu dali zadovoljavajucu fotocitotoksi¢nost na testiranim tumorskim
linijama uz primenu UV i vidljive svetlosti kao stimulansa za fotodinamicku terapiju. Kao
uspesne fotoaktivne supstance izdvojile su se TiO2 nanocestice dopirane ugljenikom koje su
pokazale izrazitu fotocitotoksi¢nu aktivnost primenom plavog zracenja i time visok potencijal

za primenu u fotodinamickoj terapiji raka grlica materice.
Detaljnije, pojedinacni zakljucci su sledeci:

%+ Za sve vrste ispitivanih nanostrukturnih TiO2 utvrdena je anatas kristalna forma, koja je
ujedno i najvise fotoaktivna, kao i sledeci oblici 1 veli€ine Cestica:

e Koloidne nanocestice TiO2 su sfernog oblika, prose¢ne veli¢ine oko 5 nm

e Prolatni nanosferoidi TiO2 su elipsastog oblika, raspona veli¢ine 72-104 nm, s
malim brojem agregata veli¢ine od 380 nm

e Koloidne nanocestice TiO2 dopirane azotom su sfernog oblika, raspona
veli¢ine 5-10 nm

¢ Koloidne nanocestice TiO2 dopirane ugljenikom su sfernog oblika, raspona
veli¢ine 5-15 nm.

+ Formiranje nanokompozitnog sistema se ostvaruje uspostavljanjem bidentatnog tipa
vezivanja kompleksa [Ru(l1)(dcbpy)2Cl2] za koloidne TiO2 nanocestice kada se primeni 30
% kompleksa, odnosno monodentatnim tipom vezivanja kada je procenat kompleksa 15 i
20 %.

« Ispitivanjem opti¢kih svojstava nanokompozitnog sistema je pokazano da vezivanjem
kompleksa [Ru(ll)(dcbpy)2Cl2] s nanostrukturnim TiO2 dolazi do njegovog suZenja
njegovog energetskog procepa i da formirani nanokompozitni sistem postaje aktivan i u
vidljivoj oblasti elektromagnetnog spektra. Takode, za dopirane TiO2 nanocestice pokazano
je da dopiranje znacajno utice na promenu energetske strukture kristalne reSetke i da dolazi
do pomeranja apsorpcionog maksimuma iz UV u vidljivu oblast. Ova osobina omogucava

da se dopirane TiO2 nanocestice dalje posmatraju kao fotoosetljive supstance koje
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predstavljaju jednu od tri elementa fotodinamicke terapije (uz slobodni kiseonik i svetlosni
stimulans).

Dobijeni profili otpusStanja nanokompozitnog sistema s koloidnim TiO2 nanocesticama
ukazuju da u slucaju slabo kiselog medijuma koje simulira uslove u tumorskom tkivu dolazi
do produzenog tj. usporenog otpuStanja potencijalnog leka — kompleksa
[Ru(ll)(dcbpy)2Cl2]] s nosa¢a u poredenju s difuzijom slobodnog kompleksa kroz
membranu na pH 7 koji simulira uslove zdravog tkiva. Primena UV i vidljivog zracenja nije
izazvala promene u profilu otpustanja kompleksa s nanokompozitnog sistema na pH 5. Iako
je postepeno oslobadanje medikamenta s nosaca pozeljna osobina, nemogucnost kontrole
brzine otpustanja nije dobra karakteristika za primenu u fotodinamickoj terapiji. S druge
strane, profili otpustanja u pH neutralnom medijumu koji simulira fizioloSke uslove u
zdravom tkivu pokazuju sli¢ne profile za otpustanja u odsustvu svetlosti i pri dejstvu UV
svetlosti, dok u slu¢aju vidljive svetlosti dolazi do dodatnog usporenja u brzini otpustanja
(za 28 h otpusti se oko 50 % kompleksa). Ova osobina ostavlja mogucénost kontrole
otpustanja potencijalnog citostatika pre akumulacije u obolelom tkivu, ¢ime se spreavaju
njegova nezeljena dejstva na zdravo tkivo. Na ovaj nacin dobijeni rezultati ukazuju na
izuzetnu stabilnost formiranog sistema, a u skladu su i s rezultatima sedimentacionog eseja.
Dodatna inkapsulacija nanokompozitnog sistema u male unilamelarne vezikule doprinela
je stabilnosti sistema i produzenom otpustanju kompleksa [Ru(ll)(dcbpy).Cl2] sto
predstavlja prednost u klinickoj praksi jer obezbeduje vecu efikasnost terapije. Medutim,
fosfolipidni dvosloj koji oblaze nanokompozitni sistem osim S$to dodatno usporava
otpustanje kompleksa, apsorbuje primenjenu svetlost. Stoga, inkapsulirani sistem iako
sprecava ,,curenje” kompleksa u cirkulaciji nije pogodan za primenu u fotodinamickoj
terapiji bez dodatne modifikacije koja bi omogucila foto-indukovanu aktivaciju.
Mikroskopska ispitivanja ¢elijskog unosa pokazala su da se ispitivani nanostrukturni TiO2
nalaze u ve¢em delu u ¢elijama, dok se u vancelijskom prostoru zadrZavaju njihovi agregati.
U slucaju TiO2 prolatnih nanosferoida ¢iji je oblik posebno pogodan za ulazak u celije,
utvrdeno je njihovo prisustvo u jedru. Ova osobina je posebno pogodna, imajuci u vidu da
ucinak fotodinamicke terapije ima izrazito lokalni karakter usled kratkog polu-Zivota
indukovanih radikalskih vrsta koji su osnova citotoksi¢nog delovanja fotoosetljive
supstance. Oksidativna aktivnost utvrdena je za ovu vrstu cCestica pomocu EPR
spektroskopije, kojom je potvrdeno prisustvo °‘OH, najznacajnijeg radikala u
fotodinamickoj terapiji. Prisustvo ovog radikala je potvrdeno i kod TiO: nanocestica

dopiranih ugljenikom, za koje je odredena 1 ukupna koli¢ina reaktivnih kiseoni¢nih vrsta.
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Ispitivanja citotoksi¢nosti na razli¢ite ¢elijske linije u odsustvu svetlosti potvrdila su za
najveci deo ispitivanih koncentracija dobru biokompatibilnost nanokompozitnih sistema,
njihovih komponenti i TiO2 nanocestica dopiranih azotom i ugljenikom. Medutim, uprkos
povoljnim opti¢kim 1 strukturnim osobinama, kao 1 citotoksi¢noj aktivnosti pojedinac¢nih
komponenti, fotocitotoksi¢nost nanokompozitnih sistema je bila ispod zna¢ajnih vrednosti,
tj. nije postignut dobar ucinak u smanjivanju vijabilnosti primenom kombinovanog
tretmana s nanokompozitnim sistemima 1 vidljivim/UV svetlom. Stoga, moze se izvesti
zakljucak da ispitivani nanokompozitni sistemi zahtevaju dodatnu modifikaciju da bi bili
koriséeni kao sistemi citostatik-nosa¢ u fotodinamickoj terapiji.

TiO2 nanocestice dopirane ugljenikom su pokazale dobru fotocitotoksiénu aktivnost pri
delovanju vidljivog svetla iz plave oblasti elektromagnetnog spektra na ¢elijskoj liniji raka
grlica materice, smanjujuéi stepen prezivljavanja HeLa c¢elija nakon kombinovanog
tretmana ispod 40 %, $to ih ¢ini dobrim kandidatima za fotoosetljive supstance u
fotodinamickoj terapiji. Primenom kombinovanog tretmana nanocesticama TiO2 dopiranim
ugljenikom 1 plavim svetlom indukuju se mehanizmi programiranih oblika ¢elijskih smrti,
kao pozeljnih vidova smrti koji dovode do suzbijanja tumora. Ovakav vid terapije bi bio
mogu¢ u praksi s obzirom na pristupacnost grlica materice i dostupnost optickih vlakana za
aktivaciju sistema u Supljini grli¢a. Dodatno, moguénost daljih modifikacija kodopiranjem
TiO2 dopiranog ugljenikom otvara perspektivu za fino podesavanje uslova ozra¢ivanja
svetlom vecih talasnih duzina za koje je potrebna manja energija za fotoaktivaciju s jedne
strane, dok se s druge strane ostvaruje bolji ucinak terapije usled dubljeg prodiranja svetlosti

u tkivo.
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Prilozi

Prilog 1 Rezultati ispitivanja citotoksicnosti utvrdeni pomocu testova vijabilnosti

Tretman Cglij§ka _Inkubaci- Test Koncentracija Jednofaktorska
linija ja(h) (g mL™ ANOVA
3,6,12 n.s. (p>0,05)
Tio, NC 3T3 24 ov 2 p<0.001 (%)
36 p <0,001 (***)
48 p <0,0001 (****)
3,6,12 n.s. (p>0,05)
TiO, NC 313 120 CV | 24,36 p <0,001 (**)
48 p <0,0001 (****)
Ti0, PNS 3T3 24 oy | 243648 ns. (p20.05)
6,12 p <0,001 (**)
3 n.s. (p>0,05)
TiO, PNS 3T3 120 ov | p<0.001 ()
12,24, 48 p <0,0001 (****)
36 p <0,05 (*)
TiO, NC, TiO, PNS Splenociti 24,120 MTT | 6,24, 48 n.s. (p=0,05)
10 p <0,05 (*)
TiO, PNS A375 48 SRB | 20 D <0,01 (**)
40 p <0,001 (***)
TiO; PNS SKBR3 48 e P<0.0L(™)
40 n.s. (p=0,05)
10 n.s. (p=0,05)
TiO, PNS PANC1 48 SRB | 20 0 <0,05 (%)
40 p <0,001 (***)
5 n.s. (p=0,05)
N-Tio, NC HeLa 48 SRB | 50 n.s. (p=0,05)
100 p <0,05 (*)
C-TiO, NC HeLa 48 SRB | 8, 80, 160 n.s. (p>0,05)
[Ru(I1)(dcbpy).Cl] Hela 48 MTT? > n.s. (p=0,05)
50, 100 p <0,001 (***)
[Ru(11)(dcbpy)2Cl2] HeLa 48 SRB |5 n.s. (p=0,05)
[Ru(11)(dcbpy)zCl.] A375 48 SRB | 60 n.s. (p=0,05)
[Ru(I1)(dcbpy);Cl;] SKBR3 48 SRB | 60 p <0,05 (¥)
[Ru(IT)(dcbpy).Cl_] PANC1 48 SRB | 60 n.s. (p=0,05)
o 15, 30 n.s. (p=0,05)
TiO, NC HelLa 48 MTT?
150 p <0,001 (***)
TiO, NC HelLa 48 SRB | 70 n.s. (p=0,05)
NC NKS? HelLa 48 MTT!: | 1,25; 12,5; 25 n.s. (p=0,05)
NC NKS? HelLa 48 SRB | 60 n.s. (p=0,05)
PNS NKS? A375 48 SRB | 60 p <0,0001 (****)
PNS NKS? SKBR3 48 SRB | 60 n.s. (p=0,05)
PNS NKS? PANC1 48 SRB | 60 p <0,001 (***)
IMTT test je raden po izmenjenoj proceduri s WST-8 agensom za bojenje
2Koncentracija je izrazena prema koncentraciji kompleksa [Ru(I1)(dcbpy).Cl2] u NKS
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Prilozi

Prilog 2 Rezultati ispitivanja fotocitotoksicnosti utvrdeni pomocu SRB testa vijabilnosti

Vreme pre-

Vreme post-

Snaga

Talasna

Vreme

Tretman Cleilrﬁjs:a inkubacije! | inkubacije? Sviif/lgim zradenja | duZina® zratenja Ko(r;c;egqt[i(;ua Jed:\ﬁg(\t/(xska
(h) (h) (mW) (nm) (min)

TiO2 PNS A375 24 24 uvC 0,6 254 5 10, 20, 40 n.s. (p>0,05)
TiO2 PNS SKBR3 24 24 uvC 0,6 254 5 10, 20, 40 n.s. (p>0,05)
TiO2 PNS PANC1 24 24 uvc 0,6 254 5 10, 20, 40 n.s. (p>0,05)
TiO, NC Hela 48 Plavo svetlo | 0,12 450 15 160 n.s. (p>0,05)
N-TiO, NC HelLa 48 Plavo svetlo 0,12 450 15 50 n.s. (p>0,05)
C-TiO2 NC HelLa 1 43 Plavo svetlo 0,12 450 15 160 p <0,01 (**)

[Ru(I1)(dcbpy)zClz] | A375 24 24 uvc 0,6 254 5 60 n.s. (p>0,05)
[Ru(1l)(dcbpy)2Cl2] | SKBR3 24 24 uve 0,6 254 5 60 n.s. (p>0,05)
[Ru(11)(dcbpy)2Cl2] | PANC1 24 24 uve 0,6 254 5 60 n.s. (p>0,05)
[Ru(I1)(dcbpy):Clo] | HeLa 2 48 hlald_rEoDk;elo 50 350 5, 15 5 n.s. (p=0,05 )
TiO2 NC Hela 2 48 hlald_rEODk;elo 50 350 5, 15 70 n.s. (p=0,05 )
NCNKS Hela 2 48 hlald_rEODk;elo 50 350 5, 15 5 n.s. (p=0,05 )
PNS NKS* A375 24 24 uvec 0,6 254 5 60 n.s. (p>0,05)
PNS NKS* SKBR3 24 24 uvec 0,6 254 5 60 n.s. (p>0,05)
PNS NKS* PANC1 24 24 uvc 0,6 254 5 60 n.s. (p>0,05)

!Pre-inkubacija se odnosi na vreme u toku kojeg su ¢elije bile izloZene tretmanu pre zracenja

2Post-inkubacija se odnosi na vreme nakon zracenja, a pre izvodenja testa vijabilnosti

3Navedene su talasne duzine na kojima je merena snaga zraGenja

4Koncentracija je izrazena prema koncentraciji kompleksa [Ru(Il)(dcbpy).Cl2] u NKS
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HU3JABA O AYTOPCTBY

WM3jaBibyjeM /a je TOKTOpCKa JucepTaluja, Mol HacIoBOM

Hcnumuearwe unmepaxyuje (pomoocemmsu602 HAHOKOMNO3ZUMHOZ CUCMEMA DA3UPAHOZ HA
Hedonupanum u oonupanum wecmuuama mumarnujym (IV) okcuda ¢ dbuomonexkynuma u
henujama

Koja je onOpamena Ha [IpupoaHo-mareMaTnukoM (axynarery YHuBep3uteray Humy:

® pe3yJTaTr CONCTBEHOI HCTPAXXKUBAYKOT pala;

e J1a OBY JMCEpTAlM]y, HH Y 1I€JINHU, HUTH y IeJIOBMMa, HHCaM MPHjaB/bHBaa Ha APYTUM
(akynTeTuMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;

e Jla HHCaM TOBpEH/IA ayTOPCKa MpaBa, HUTH 3JI0YNOTPeOnIa HHTEIEKTYalHy CBOJHHY
JPYTHX JIUIIA.

Jlo3BospaBam Ja ce o0jaBe MOjH JMUYHH IOJAIM, KOJU Cy y BE3M ca ayTOPCTBOM M
NOOHjameM aKaJeMCKOT 3Barba JOKTOpa HaykKa, Kao LITO Cy MMe W Npe3uMe, roJMHa 1 MECTO
pohema u 1aTym oabpane paja, U To y Karanory bubnuorexe, JIAruTaiHoM peno3uTopHjyMy
Vuusepsutera y Humry, kao u y mybiaukannjama YHuBep3utera y Humy.
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N3JABA O HCTOBETHOCTH EJIEKTPOHCKOI' 1 IITAMIIAHOI' ObJIMKA
JOKTOPCKE JUCEPTAIIMJE

HacoB aucepranuje:

Hcnumugarwe unmepaxuuje (homoocemsbugo2 HAHOKOMNO3ZUMHOZ CUCMEMA DA3UPAHOZ HA
Hedonupanum u donupanum vecmuyama mumanujym (IV) okcuda ¢ buomonexkyruma u
henujama

U3jaBsbyjeM J1a je eTeKTPOHCKH OOJIHK MOoje IOKTOPCKe AHCEPTaLHje, KOJy cam npejaa
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U3JABA O KOPHII'REWRY
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