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SAZETAK

U ovom radu ispitano je otpustanje nitroksilnih radikala koji se koriste za lijeCenje
bolesti uzrokovanih oksidacijskim stresom sa polimernog nosaca temeljenog na poliN-(2-
hidroksipropil)metakrilamidu]  (poly(HPMA)).  4-okso-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil
(TEMPONE) radikali vezani su na poly(HPMA) nosa¢ preko razmaknice koja sadrzi
pH-osjetljivu hidrazonsku vezu. Priredeni hidrofilni polimer otopljen je u fosfatnom puferu
pri razli¢itim pH vrijednostima (7,4, 6,8, 6,0, 5,0). Hidrodinamicki radijus molekula nosaca u
otopinama odreden je metodom dinamickog rasprSenja svjetlosti (DLS). Pokazano je da su
molekule poly(HPMA) u otopinama poprimile konformaciju statistickog klupka
hidrodinami¢kog radijusa 3,5 nm sa Sirokom razdiobom veli¢ina. Oslobadanje nitroksilnih
radikala sa poly(HPMA) nosafa odredivano je metodom elektronske spinske rezonancije
(ESR). Utvrdeno je da se radikali brzo oslobadaju sa nosaca pri uvjetima karakteristicnim za
endosome tumorskih stanica (pH = 5,0) dok pri fizioloSkim uvjetima (pH = 7,4) radikali
uglavnom ostaju vezani na nosacu. Na ovaj nacin postiZe se kontrolirano otpustanje radikala u

tumoru te se izbjegavaju nezeljeni uéinci nitroksilnih radikala na ostale organe i tkiva.

KLJUCNE RIJECI: HPMA, nitroksilni radikali, dostava lijekova, EPR/ESR, DLS



SUMMARY

In this thesis, the release of nitroxyl radicals used to treat diseases caused by
oxidative stress from poly[N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide] (poly(HPMA)) is
investigated. 4-oxo-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl (TEMPONE) radicals are attached to
a poly(HPMA) carrier by a spacer containing pH-sensitive hydrazone linkage. The prepared
hydrophilic polymer is dissolved in phosphate buffer at various pH values (7.4, 6.8, 6.0, 5.0).
The hydrodynamic radius of the carrier molecules in solutions was determined by the
dynamic light scattering method (DLS). It has been shown that the poly(HPMA) molecules in
the solutions obtained random coil conformation with the hydrodynamic radius of 3.5 nm and
broad size distribution. The release of nitroxyl radicals from poly(HPMA) carrier was
determined by the electron spin resonance (ESR) method. It was found that the radicals are
quickly released from the carrier under conditions characteristic for the endosomal tumor cells
(pH = 5.0) while at physiological conditions (pH = 7.4) the radicals remained largely bound to
the carrier. In this way, controlled release of the radicals in the tumor can be achieved and the

unwanted effects of nitroxyl radicals on other organs and tissues are avoided.

KEYWORDS: HPMA, nitroxyl radicals, drug delivery, EPR/ESR, DLS
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Dostava lijeka do ciljanog tkiva ili organa temeljni je problem koji se javlja u lijecenju
mnogih bolesti. Konvencionalnu primjenu lijekova karakteriziraju ograni¢ena ucinkovitost,
slaba biodistribucija i nedostatak selektivnosti.® Ovi nedostaci i ogranidenja mogu se
prevladati kontroliranom dostavom lijekova. U kontroliranim sustavima za dostavu lijekova,
lijek se prenosi izravno na mjesto djelovanja ¢ime se moze smanjiti njegov utjecaj na ostala
tkiva a time i pojavljivanje nezeljenih nuspojava. Nadalje, kontrolirana dostava lijeka stiti
lijek od brze razgradnje i poveéava koncentraciju lijeka u ciljnim tkivima pa su stoga potrebne
nize doze lijeka. Nedavna nova saznanja u nanotehnologiji pokazala su da nanocestice
(strukture manje od 100 nm u barem jednoj dimenziji) imaju veliki potencijal kao nosaci
lijekova. Zbog svojih malih veli¢ina nanostrukture imaju jedinstvena fizikalno-kemijska i
bioloska svojstva (npr. vecu reaktivnu povrSinu kao i sposobnost prolaska kroz barijere
stanica i tkiva) sto ih ¢ini povoljnim materijalom za biomedicinsku primjenu. Nosa¢ koji se
koristi za medicinsku primjenu mora biti biokompatibilan, $to zna¢i da mora biti sposoban za
integraciju s bioloSkim sustavima bez izazivanja imunoloSke reakcije te mora biti netoksican.
Kako bi se postigla u¢inkovita isporuka lijeka, potrebno je zadovoljiti dva osnovna uvjeta.
Prvi uvjet je da lijekovi nakon primjene mogu uspjes$no doc¢i do Zeljenih stanica tumora uz
minimalan gubitak volumena i aktivnosti u krvotoku. Drugi uvjet je da lijekovi mogu unistiti
samo tumorske stanice bez Stetnih utjecaja na zdravo tkivo.? Ovi se uvjeti mogu omoguéiti
aktivnim i pasivnim ciljanjem lijekova.® Prva strategija oslanja se na privlagenju lijeka na
mjesto djelovanja koristenjem liganada za prepoznavanje kao §to su folna kiselina, peptidi itd.
Pasivno ciljanje koristi se specifi¢nim patofizioloskim karakteristikama tumorskih krvnih zila.
Tipicno, tumorske krvne Zile su vrlo neorganizirane i proSirene te posjeduju velik broj pora
Sto omogucuje akumulaciju nanocestica u tumorskim tkivima. Ovaj efekt naziva se ucinak

pojagane propusnosti i zadrzavanja (engl. enhanced permeability and retention effect, EPR).*



Jo$ jedan doprinos pasivnom ciljanju lijekova je jedinstveni mikrookoli§ koji okruzuje
tumorske stanice, a koji se razlikuje od onoga u okolini zdravih stanica. Brzorastuce stanice
raka pokazuju visoku metabolicku aktivnost, a opskrba kisikom i hranjivim tvarima obi¢no im
nije dovoljna za odrzavanje ove razine metabolizma. Zbog toga tumorske stanice koriste
glikolizu kako bi dobile dodatnu energiju, 3to rezultira stvaranjem kisele okoline.> Ova se
¢injenica moze iskoristiti pri dizajniranju novih lijekova.

Do sada su kao nosali lijekova koriSteni liposomi, ¢vrste lipidne nanocestice,
dendrimeri, polimeri te nanocestice silicija i ugljika. Polimerne micele nastaju kada se
molekule polimera u vodenom mediju spontano organiziraju u strukture koje se sastoje od

hidrofobne jezgre i vanjske ovojnice (korone) koju ¢ine hidrofilni polimeri, slika 1.

Hidrofilna

korona

\ Hidrofobna jezgra

—
/4

Slika 1. Shematski prikaz strukture polimerne nanocestice koja se sastoji od hidrofobne jezgre

i vanjske hidrofilne korone.

Hidrofobna jezgra nanocestice Sluzi kao spremnik za lijekove koji nisu topljivi u vodi i
amfifilne lijekove. Istodobno, hidrofilna ovojnica stabilizira jezgru nanocestice te na taj nacin
omogucuje produljeno vrijeme cirkulacije lijeka u krvi i povecanu akumulaciju lijeka u
tumorskom tkivu.® Lijek se moZe unijeti u polimernu micelu na dva nadina: fizitkom

enkapsulacijom’ ili vezanjem kovalentnom vezom.®



Polimerne nanocestice temeljene na hidrofilnom polimeru, poli[N-(2-
hidroksipropil)metakrilamidu] (poli(HPMA)) i kolesterolu pokazuju veliki potencijal za
klinicku primjenu. Kada se na ove nanocestice kovalentno veze antitumorski lijek
doksorubicin dolazi do bolje akumulacije lijeka u tumoru te kontroliranog otpustanja lijeka
&ime se omoguéuje njegova znatno bolja antitumorska aktivnost.’

Nitroksilni radikali, kao $to je 4-0kso-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPONE)

(slika 2) su organske molekule koje sadrze nespareni elektron.

O

Slika 2. Shematski prikaz nitroksilnog radikala 4-okso-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksila

(TEMPONE).

Posebnost ovih radikala je u tome S$to oni hvataju reaktivne vrste kisika (engl. reactive oxygen
species, ROS) poput superoksida te hidroksidnih i peroksidnih radikala.'® Posljedica vece
koli¢ine ROS je moguénost nastanka oksidacijskog stresa koji doprinosi razvoju razli¢itih
bolesti kao §to su astma, ishemija, hipertenzija, neuroloski poremecaji 1 rak.' Dosadasnja
istraZzivanja na stanicama u ,,in vitro“ uvjetima pokazala su da nitroksilni radikali povoljno
reguliraju oksidacijsko-redukcijske uvjete u stanici te time pobolj$avaju bioloske funkcije
stanice.'? Ovi radikali takoder mogu uzrokovati programiranu smrt stanica raka te na taj na¢in
zaustaviti rast tumora.’®> Medutim, u ,,in vivo* uvjetima, nitroksilni radikali se nespecifi¢no
akumuliraju u normalnom tkivu i brzo reduciraju u oblik hidroksilamina te se zbog toga ne
mogu ucinkovito koristiti. Takoder, zbog svoje male molekulske mase radikali brzo izlaze iz

. e .. . . . . 14
cirkulacije i izlu€uju se iz organizma.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada je ispitati otpustanje nitroksilnih radikala sa nosaca lijeka temeljenog na
poli[N-(2-hidroksipropil)metakrilamidu] (poli(HPMA)). Metoda dinami¢kog rasprsenja
svjetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS) koristit ¢e se za odredivanje veliCine i
hidrodinamic¢kog radijusa nosaca. OtpuStanje nitroksilnih radikala proucavat ¢e se pomocu
elektronske spinske rezonancije (ESR). Mjerenje ¢e se provesti u fizioloskim uvjetima (pH =
7,4) i uvjetima karakteristicnim za tumorske stanice (pH = 5,0, 6,0 i 6,8) u razli¢itim
vremenskim intervalima. Ocekuje se kontrolirano otpustanja radikala pri kiselim pH
vrijednostima. Ovim istrazivanjem ispitala bi se potencijalna moguénost primjene ovog
nosaca kao hidrofilne komponente u nanocesticama koje bi se mogle koristiti u lijeCenju

tumora i bolesti nastalih djelovanjem oksidacijskog stresa.



3. MATERIJAL | METODE

3.1. Materijal

Uzorak linearnog kopolimera poli[N-(2-hidroksipropil)metakrilamida] (poly(HPMA))
(My, = 23400 g/mol) dobiven je sa Instituta za makromolekularnu kemiju Ceske akademije
znanosti u Pragu. Nitroksilni radikal 4-okso-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPONE)
vezan je na poly(HPMA) nosa¢ preko razmaknice koja sadrzi pH-osjetljivu hidrazonsku vezu,

slika 3.
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Slika 3. Shematski prikaz strukture poli[N-(2-hidroksipropil)metakrilamida] koji sadrzi

nitroksilni radikal vezan hidrazonskom vezom (PHPMA-R).

Uzorak je otopljen u fosfatnom puferu pri razli¢itim pH vrijednostima: 7,4, 6,8, 6,0 i
5,0, slika 4. pH vrijednost svake otopine podesena je dodatkom klorovodi¢ne kiseline (HCI,
¢ = 0,1 M) ili natrijevog hidroksida (NaOH, ¢ = 0,1 M) uz mijeSanje i stalno provjeravanje

pomoéu pH metra. Koncentracija uzorka PHPMA-R u otopinama iznosila je 1,0 mg ml™.



Slika 4. Priredeni uzorci PHPMA-R u puferskoj otopini pri razli¢itim pH vrijednostima.



3.2. Metoda elektronske spinske rezonancije (ESR)

Elektronska spinska rezonancija (ESR) je spektroskopska metoda koja omogucuje
detekciju nesparenih elektrona. To je jedan od nafina pomocu kojeg se detektiraju prijelazi
izmedu energijskih razina elektrona inducirani elektromagnetskim zraCenjem u prisustvu
statickog magnetskog polja. MozZe se primijeniti za proucavanje vrsta koje sadrze jedan ili
viSe nesparenih elektrona; primjeri ukljucuju organske i anorganske radikale te komplekse
paramagnetskih iona.*>*°

Polimerni nosaci lijekova najéeS¢e ne sadrze nesparene elektrone pa ako se Zele
proucavati pomo¢u ESR-a u njih je potrebno ugraditi molekulske radikale koji imaju
nesparene elektrone. Najcesce su koriSteni nitroksilni slobodni radikali, slika 2. Nitroksilna
skupina, koja sadrzi nespareni elektron, stericki je zaSticena sa Cetiri metilne skupine koje su
supstituirane u a-polozajima. Njihova je zadada zaStita slobodnog elektrona nitroksidne
skupine od potencijalnog napada oksidansa pa time doprinose stabilnosti slobodnog

radikala.'"*® U

ispitivanom uzorku poli[N-(2-hidroksipropil)metakrilamida] nitroksilni
radikali vezani su kovalentnom vezom te se mogu iskoristiti za istrazivanje dinamike ovog

polimera. Ovakav nacin unosa nitroksilnog radikala u uzorak naziva se spinska oznaka (engl.

spin label) te je shematski prikazan na slici 5.

N

_O—Z

Slika 5. Shematski prikaz ugradnje nitroksilnog radikala u uzorak metodom spinske oznake.



Kada se slobodni nitroksilni radikal stavi u magnetsko polje dolazi do

medudjelovanja spina elektrona S s vanjskim magnetskim poljem B i ostalim magnetskim
momentima u njegovoj okolini. Ova medudjelovanja mogu se opisati hamiltonijanom:

H = 15 BgS + SAI 1)
gdje je u, Bohrov magneton za elektron, a | je spin jezgre atoma dusika. Prvi ¢lan
hamiltonijana naziva se Zeemanova interakcija te opisuje interakciju spina elektrona s
vanjskim magnetskim poljem. Zbog jake Zeemanove interakcije dolazi do cijepanja energije
spinova elektrona u dvije razine, slika 6. Drugi ¢lan hamiltonijana opisuje slabu interakciju
izmedu spina elektrona sa spinom jezgre dusikovog atoma te je poznat pod nazivom hiperfina

interakcija. g i Asu tenzori Zeemanove i hiperfine interakcije. Zbog hiperfine interakcije

dolazi do dodatnog razdvajanja svake Zeemanove razine u tri podrazine pa se stoga u ESR

spektrima nitroksida pojavljuju tri apsorpcijske linije u obliku prve derivacije, slika 6.

.
2 1
//r 0
m,=1/2
- — l
B | T -
AE=hy.

.y 3

m,=-1/2 — = <5
\ :
1

B
Slika 6. Energijske razine nitroksilnog radikala u magnetskom polju.
Na temelju Sirine, oblika i intenziteta linija dobivaju se podaci o molekulskoj dinamici
proucavanog sustava koja je opisana rotacijskim korelacijskim vremenom (zg).*

8



3.2.1. Mjerenje uzoraka metodom ESR

ESR mjerenja napravljena su u Laboratoriju za magnetske rezonancije Instituta ,,Ruder
Boskovi¢™ u Zagrebu. Za mjerenje je koristen X-band ESR spektrometar Varian E-109 (slika
7) koji sadrzi mikrovalni most Bruker ER 049X i temperaturnu jedinicu Bruker ER4131VT.
Uzorci za mjerenje stavljeni su u kapilaru koja je s donje strane zatvorena glinom te je
kapilara stavljena u ESR cjev¢icu. Spektri su snimani pri 37 °C koristec¢i program EW.

Korelacijska vremena izradunata su prema jednadzbi:*

7, =0.65x10°AB {%T: { '(9) Tz—z ()

gdje su I(-1), 1(0) i I(+1) intenziteti ESR linija pri nizem, srednjem i viSem polju, a AB je

Sirina sredisnje linije.

Slika 7. Spektrometar za elektronsku spinsku rezonanciju u Laboratoriju za magnetske

rezonancije Instituta ,,Ruder Boskovi¢“ u Zagrebu.



3.3. Metoda dinamickog rasprsenja svjetlosti (DLS)

Metoda dinamickog rasprSenja svjetlosti (engl. dynamic light scattering, DLS) je
tehnika za mjerenje raspodjele Cestica u koloidnoj suspenziji po njihovoj veli¢ini. Prednosti
ove tehnike su brzina, neinvazivnost te moguénost mjerenja pri niskim koncentracijama

estica.?”

Uz refleksiju i lom (slika 8, A), rasprsenje svjetlosti (slika 8, B) predstavlja jedan od

nacina interakcije materije s elektromagnetskim zrac¢enjem.

A ‘
. Reflection

Scattering
\ Refraction

——
Incident /
Incident
1/

./, Object scatterer
=

Slika 8. Shematski prikaz (A) refleksije i loma i (B) rasprSenja svjetlosti (preuzeto iz

literaturnog navoda 20).

Makromolekule koje se nalaze u otopini okruzene su molekulama otapala, te rasprsuju
elektromagnetsko zraCenje. Za elasticno rasprsenje (ono kod kojeg ne dolazi do promjene
valne duljine) na Cesticama znatno manjim od valne duljine upadnog zracenja, zakon
rasprienja slijedi Raleigh-Debye-Gans-ovu teoriju te govorimo o Raileigh-evom rasprsenju.?*
Za taj tip rasprSenja intenzitet rasprSene zrake proporcionalan je koncentraciji Cestica-
rasprSivaca u volumenu rasprSenja (definiran je presjekom upadne i rasprSene zrake). S druge
strane, zbog sudara makromolekula s molekulama otapala, dolazi do njihovog nasumi¢nog

kretanja poznatog pod nazivom Brownovo gibanje. Buduc¢i da se takvim kretanjem

10



makromolekula njihova koncentracija u volumenu rasprSenja nasumi¢no mijenja odnosno
fluktuira, intenzitet rasprSene svjetlosti takoder prati tu fluktuaciju. Iz relaksacijskog vremena
fluktuacije z dobivenog analizom vremenske ovisnosti fluktuirajuéeg intenziteta, moze se na
temelju Einstein-ovog odnosa:

7! = Dyg? (3)

(gdje g oznacava vektor rasprsenja, q = 4znn/A sin(@2) gdje je q kut rasprSenja, n indeks loma
medija te A valna duljina zrake), izracunati difuzijski koeficijent (Dy) za Cesticu. U sljede¢em
koraku moze se izraCunati hidrodinamicki radijus (Rp) Cestice prema Stokes-Einsteinovoj
jednadzbi:

kgT

Rh - &1 D¢ (4)

gdje je kg Boltzmannova konstanta, T apsolutna temperatura, 7 viskoznost otapala, a Dy

20,22

difuzijski koeficijent Cestice. Hidrodinamicki radijus je efektivni polumjer Cestice u

otopini koji ukljucuje i molekule otapala u neposrednoj blizini Gestice.”!

3.3.1. Mjerenje raspodjele makromolekula po velicinama

DLS mjerenja provedena su pri sobnoj temperaturi (298 K) te kutu raspr$enja €= 90°
primjenom DLS instrumenta Brookhaven NanoBrook Omni, slika 9. Instrument koristi laser
snage 35 mW (640,0 nm) te multi-tau korelator Brookhaven TurboCorr. Relaksacijsko
vrijeme 7 odredeno je iz druge kumulante g,(t) te je njegova raspodjela, utegnuta prema
intenzitetu, analizirana koriStenjem CONTIN algoritma. Koeficijent translacijske difuzije D

izracunat je iz srednje vrijednosti <t> prema jednadzbi:
A _ 2
<>1=<D>q ()

Srednji hidrodinamicki radijus (<Rp>) uzorka izraCunat je prema Stokes-Einsteinovoj
jednadzbi (4).
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Slika 9. Instrument za mjerenje dinamickog rasprSenja svjetlosti Brookhaven NanoBrook
Omni u Laboratoriju za koloide, polielektrolite i medupovrSine pri Centru za mikro- i

nanoznanosti i tehnologije Sveucilista u Rijeci.
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4, REZULTATI
4.1. Odredivanje veli¢ine polimera u otopini fosfatnog pufera

Na slici 10 prikazana je razdioba veli¢ine uzorka PHPMA-R Kkoncentracije
1,0 mg mL™" u otopini fosfatnog pufera po hidrodinami¢kom radijusu (Ry) dobivena metodom
dinamickog rasprSenja svjetlosti. Vidljivo je da prosje¢ni hidrodinamicki radijus molekula
PHPMA-R pri pH = 7,4 iznosi oko 3,5 nm sa Sirokom razdiobom. Snizavanjem pH otopine do

pH = 5 ne dolazi do znacajne promjene Ry niti promjene u razdiobi veli¢ine molekula.

_ 02

£ 1| — pH=5.0

c — —

= ] pH=7 4

& 0,15-

ﬂ =

@ i

'ﬁ 4

2 0,14

“Ei -

o i

2 .

-

< 0,05

b -

o

E —

= .

[=]
ﬂ||||r||||:l|1|||1|||||||||||r

0 2 4 6 8 10 12 14

2R,/ nm

Slika 10. Razdioba uzorka PHPMA-R (1,0 mg mL') u fosfatnom puferu po

hidrodinamickom radijusu (Rp).
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4.2. Rezultati ESR mjerenja

Slika 11 prikazuje ESR spektre cistog TEMPONE nitroksilnog radikala i uzorka
PHPMA-R koncentracije 1,0 mg mL™" u fosfatnom puferu pri pH = 7,4. Spektri su snimani na
37 °C. ESR spektar TEMPONE radikala sastoji se od tri uske linije sli¢nog intenziteta koje su
karakteristi¢ne za vrlo brzo gibanje molekule. Izracunato korelacijsko vrijeme za TEMPONE
radikal (0,02 ns) potvrduje da se radi o brzom gibanju. Nasuprot tome, ESR spektar uzorka
PHPMA-R je nesto Siri te sadrzi linije razlicitih intenziteta. Ovakav oblik ESR spektra,
zajedno sa izraCunatim korelacijskim vremenom karakterizira neSto sporije gibanje
TEMPONE radikala koji je kovalentno vezan u uzorku PHPMA-R u usporedbi sa slobodnim

radikalom.

R/ NS

0,02 | j TEMPONE
[

0,82 PHPMA-R

324 326 328 330 332 334 336
B/mT

Slika 11. ESR spektri ¢istog TEMPONE radikala i PHPMA-R (1,0 mg mL™") u fosfatnom

puferu (pH=7,4) na 37 °C.
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Na slici 12 prikazani su ESR spektri uzorka PHPMA-R u fosfatnom puferu pri
razli¢itim pH vrijednostima. Spektri su snimani nakon 24 sata inkubacije na 37 °C. Pri svim
pH vrijednostima spektri se sastoje od tri linije koje su karakteristi¢ne za nitroksilne radikale.
Spektar pri pH = 7,4 sadrzi najsire linije koje se suzavaju kod nizih pH vrijednosti. Suzavanje
linija praceno je odgovaraju¢im smanjenjem vrijednosti korelacijskih vremena. Pri pH = 5,0
spektar sadrzi tri linije gotovo istog intenziteta. Oblik ovog spektra i izracunato korelacijsko

vrijeme odgovaraju spektru ¢istog TEMPONE radikala, slika 11.

TR / 1S pH
0,47 7,4
025 | “ ‘ 6,8

S o
—

324 326 328 330 332 334 336
B/ mT

Slika 12. ESR spektri PHPMA-R u fosfathom puferu (pH = 7,4; 6,8; 6,0; 5,0) na 37 °C nakon

24 sata inkubacije.
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Ovisnost korelacijskih vremena za uzorak PHPMA-R o vremenu inkubacije pri

razli¢itim pH vrijednostima prikazana je u tablici 1 i graficki na slici 13. Vidljivo je da se

korelacijsko vrijeme smanjuje tijekom vremena pri svim pH vrijednostima. Pri pH = 7,4

smanjenje tr nakon 24 sata inkubacije pri 37 °C iznosi oko 40% dok je kod pH

korelacijsko vrijeme manje za oko 97%.

5,0

Tablica 1. Korelacijska vremena (zr) za uzorak PHPMA-R pri razli¢itim pH vrijednostima u

ovisnosti o vremenu na 37 °C.

R/ NS
Vrijeme / sati pH=74 pH =6,8 pH =6,0 pH =5,0
0 0,823 0,823 0,823 0,823
1 0,823 0,859 0,578 0,321
4 0,797 0,670 0,345 0,072
7 0,765 0,542 0,124 0,052
24 0,472 0,253 0,045 0,024
1
—A— pH=7.4
pH=6.8
0,8 —i— pH=6.0
] —&— pH=5.0
0,6
17, -
= ]
& Il
0,4
0,2
O ] 1 LI 1

10

15

Vrijeme | sati

Slika 13. Ovisnost korelacijskih vremena PHPMA-R o vremenu inkubacije pri razli¢itim pH

vrijednostima na 37 °C.
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5. RASPRAVA

U prvom dijelu rada istrazivana je veli¢ina molekula priredenog polimernog nosaca
temeljenog na hidrofilnom polimeru, poli[N-(2-hidroksipropil)metakrilamidu]. Na
poli(HPMA) nosa¢ vezani su TEMPONE nitroksilni radikali preko razmaknice koja sadrzi
hidrazonsku vezu. Uzorak PHPMA-R je otopljen u dvije otopine fosfatnog pufera pri
pH = 7,4 1 5,0 te je odreden hidrodinamicki radijus (Ry) molekula u otopinama. Prostorni
oblik ili konformacija molekule polimera u otopini odreden je rotacijom oko jednostrukih
veza u polimerom lancu.®® Najvjerojatniji oblik naziva se statisticka konformacija ili
statisticko klupko, slika 14.

Rezultati dobiveni metodom dinamickog rasprSenja svjetlosti, slika 10, pokazuju da
prosjeéni hidrodinamicki radijus molekule PHPMA-R pri pH = 7,0 iznosi oko 3,5 nm sa
sirokom razdiobom. Usporedbom sa nanoCesticama temeljenim na poli[N-(2-
hidroksipropil)metakrilamidu] vidljivo je da je radijus ispitivanih molekula poli(HPMA) oko

11 puta manji.*

Slika 14. Konformacija statistickog klupka.

U drugom dijelu rada ispitivana je dinamika uzorka PHPMA-R pri razli¢itim pH
vrijednostima metodom elektronske spinske rezonancije. ESR spektar TEMPONE radikala je

triplet koji nastaje zbog hiperfine interakcije izmedu nesparenog elektrona i jezgre dusika,

slika 11.¢
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Kada se radikal nalazi slobodan u otopini fosfatnog pufera njegovo je gibanje
neometano te se u ESR spektru javljaju tri uske linije gotovo istog intenziteta koje su
karakteristi¢ne za vrlo brzo gibanje molekule. Nasuprot tome, u uzorku PHPMA-R radikali su
kovalentno vezani za poli(HPMA) nosac te je njihovo gibanje djelomi¢no ogranic¢eno. Zbog
toga u ESR spektru dolazi do pro$irenja linija te promjena njihovog intenziteta, slika 11.
Mobilnost radikala moze se odrediti racunanjem rotacijskog korelacijskog vremena, g, KOji
odgovara vremenu potrebnom da se radikal okrene za jedan radijan. Izra¢unate vrijednosti g
za TEMPONE (0,02 ns) i uzorak PHPMA-R (0,82 ns) potvrduju da mobilnost radikala u oba
slu¢aja spada u takozvani ,,brzi rezim gibanja (izmedu 10 i 10° s5).° Dulje korelacijsko
vrijeme za uzorak PHPMA-R oznacava sporiju dinamiku nitroksilnog radikala nakon vezanja
za polimerni nosac. Sli¢na promjena korelacijskih vremena (od ~0,05 ns do 0,80 ns) opazena
je nakon vezivanja radikala na topljivi proteinski fragment.?

Kada se PHPMA-R inkubira tijekom 24 sata u otopinama fosfatnog pufera razli¢itih
pH vrijednosti (od 7,4 do 5,0) dolazi do promjene oblika ESR spektra, slika 12. Pri pH = 7,4
koji odgovara krvi spektralne linije su djelomicno prosirene i1 razli¢itog intenziteta.
Smanjenjem pH vrijednosti linije se suZavaju te pri pH = 5,0 poprimaju oblik karakteristican
za Cistt TEMPONE radikal. Izra¢unato korelacijsko vrijeme pritom se smanjuje od 0,47 ns do
0,02 ns. Stoga se moze zakljuciti da nakon 24 sata inkubacije u fosfatnom puferu ve¢ pri pH =
6,8 dolazi do djelomi¢ne hidrolize hidrazonske veze i polaganog oslobadanja nitroksilnih
radikala s polimernog nosaca u otopinu. Konacno, pri pH = 5,0 koji je karakteristiCan za
tumorske stanice radikali se potpuno otpusStaju te se slobodno gibaju u otopini pufera.
Odredeno oslobadanje TEMPONE radikala tijekom vremena primijeceno je pri svim pH
vrijednostima, slika 13 i tablica 1. Kod pH = 7,4 korelacijsko vrijeme blago opada tijekom
prvih 7 sati inkubacije, dok se nakon 24 sata smanji za oko 40%. Pri nizim pH vrijednostima

(6,0 1 5,0) dolazi do znaCajnog smanjenja g ve¢ nakon 4 sata inkubacije, a nakon 24 sata
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gotovo svi radikali prelaze u otopinu te se njihovo korelacijsko vrijeme tada smanjuje preko
95%. Dobiveni rezultati usporedivi su sa istrazivanjem koje su proveli Chytil i suradnici
proucavajuéi otpustanje antitumorskog lijeka doksorubicina sa nanocestica temeljenih na
poli[N-(2-hidroksipropil)metakrilamidu] i kolesterolu.?’

Ovi rezultati pokazuju da je hidrazonska veza dovoljno stabilna pri uvjetima koji
vladaju u krvi (pH = 7,4 1 37 °C), ali se moze hidrolizirati u kiselim uvjetima koji
prevladavaju u tumorskim stanicama. Na taj nacin omogucéava se otpustanje radikala samo na

mjestu njihovog djelovanja te se izbjegavaju nepozeljni u€inci na ostala tkiva.
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6. ZAKLJUCAK

Ispitano je otpustanje nitroksilnih radikala sa polimernog nosaca temeljenog na
poli[N-(2-hidroksipropil)metakrilamidu]. Utvrdeno je da su u fizioloskim uvjetima nitroksilni
radikali vezani na nosacu ¢ime se omogucuje produljeno zadrzavanje radikala u organizmu.
Suprotno tome, u kiseloj sredini koja se nalazi u tumorskim stanicama dolazi do brzog
cijepanja hidrazonske veze te se na taj nacin radikali ciljano nakupljaju u tumorskom tkivu.

Ovo istrazivanje potvrduje da se poli[N-(2-hidroksipropil)metakrilamid] moze
uspjesno koristiti kao hidrofilna komponenta u nanocesticama za lijeCenje tumora i bolesti

uzrokovanih oksidacijskim stresom.
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