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SAZETAK

Nitroksidni radikali su organske molekule koje imaju jedinstvena antioksidacijska
svojstva te mogu suzbiti rast tumora. U in vivo uvjetima, ovi radikali ne mogu se ucinkovito
koristiti jer se nespecificno akumuliraju u zdravom tkivu te se brzo izlucuju iz organizma. U
ovom radu istrazivane su nanocestice temeljene na poli[N-(2-hidroksipropil)metakrilamidu]
(politHPMA)) i kolesterolu koje sadrze TEMPONE radikal vezan hidrazonskom (RNP-H) i
peptidnom vezom (RNP-P). Veli¢ina i oblik nanocestica odredeni su metodom Kkrio-
transmisijske elektronske mikroskopije. Utvrdeno je da su dobivene nanocCestice sfericnog
oblika prosjecne veli¢ine 25—50 nm. Otpustanje radikala s nanocestica praceno je metodom
elektronske spinske rezonancije (ESR) u rasponu pH vrijednosti od 7,4 do 5,0. Pokazano je da
u kiseloj sredini koja je karakteristicna za tumorske stanice dolazi do brzog otpustanja
radikala vezanih hidrazonskom vezom dok nanocestice koje sadrze radikale vezane
peptidnom vezom ostaju stabilne. Nasuprot tome, u fizioloskim uvjetima ne dolazi do
znacajnog oslobadanja radikala ni sa jedne vrste nanocestica. Ovim istraZivanjem pokazano je
da se polimerne nanocestice mogu koristiti kao nosaci nitroksidnih radikala u novom pristupu
terapiji tumora kada se Zele izbje¢i nezeljene nuspojave slobodnih radikala i produljiti njihovo

zadrZavanje u organizmu.

KLJUCNE RIJECI: nitroksidni radikali, HPMA, nanodestice, ESR, krio-TEM, DLS



SUMMARY

Nitroxide radicals are organic molecules that possess unique antioxidant properties
and can suppress tumor growth. Under in vivo conditions, these radicals can not be used
effectively because they accumulate nonspecifically in healthy tissue and are rapidly removed
from the body. In this work, we investigated nanoparticles based on poly[N-(2-
hydroxypropyl)methacrylamide] (poly(HPMA)) and cholesterol containing a TEMPONE
radical bound by a hydrazone (RNP-H) and peptide bond (RNP-P) respectively. The size and
shape of the nanoparticles were determined by cryo-transmission electron microscopy.
Spherical nanoparticles with an average size of 25-50 nm were obtained. The release of
radicals from the nanoparticles was investigated by electron spin resonance (ESR)
spectroscopy in the pH range from 7.4 to 5.0. It was shown that the radicals bound by
hydrazone bond are rapidly released in an acidic environment which is characteristic for
tumor cells, while the nanoparticles containing radicals bound by peptide bond remain stable.
In contrast, there is no significant release of radicals from both types of nanoparticles under
physiological conditions. This research has shown that polymer nanoparticles can be used as a
carriers of nitroxide radicals in a new approach to tumor therapy when we want to avoid

unwanted side effects of free radicals and prolong their retention in the body.

KEYWORDS: nitroxide radicals, HPMA, nanoparticles, ESR, cryo-TEM, DLS



SADRZAJ

1. UVOD I PREGLED PODRUCIJA ISTRAZIVANIA .....ooorriurrerrerneeseensesneesssesseessssssssessesssesssssenss 1
1.1, NANOMATERIJALL ..ottt ettt ettt ettt st e te e be e sbaesana e 1
1.2 NANOCESTICE ...coourvirrirneimesieesesesssssesssesssses s ssssessssesssses s essesssessssssssssssssssssessssenes 2

1.2.1. VIStE NANOCESTICA. ¢ .ceuveteeuieteeiteieett et e ettt e e sbe et st satesbesbe e besbeeat e beeaeentesbeeatesbeeatenbesaeenes 3
1.3. DOSTAVA LIJEKOVA NA CILJANO MJIESTO .....oiiiiiriinieienieeenienitee et 6
1.3.1. PaSiVNO CilJanje HJEKOVA. .......c.coueriiriiieicee e 6
1.3.2. AKtivNO Ciljanje TJEKOVA ......cc.evuiriiiiieiee e 7
1.4. PRIMJENA NITROKSIDNIH RADIKALA U MEDICINI .....ccccoooiiiieieieeeeeeeen 10

2. CILTISTRAZIVANIA ...covoiiiereeteeeeeeteeeestesessesassesssses s sssessesas s ssssss s sssssssssssssssssassssssasssssssasens 12

3. MATERIJALI I METODE......co ittt sttt ettt st st e 13
3.1, MATERIJALLI .ttt st sttt et e b e sbe e st st b e b e nes 13

3. 1.1, SINTEZA MONOIMETA c..cuveuenieiieiieteeieste sttt ettt ebe sttt sttt es e bt sb e b b et et e e et eseeneebesaeebeee 13
3.1.2. Sinteza polimernog prekursora za pripravu uzorka s hidrazonskom vezom....................... 13
3.1.3. Sinteza polimernog konjugata za pripravu nanocestice RNP-H............ccooovrvrcerencvennnene 15
3.1.4. Sinteza polimernog prekursora za pripravu uzorka s peptidnom vezom...........c.ccceveevenenne. 16
3.1.5. Sinteza polimernog konjugata za pripravu nanocestice RNP-P ...........coccooviiiinininnenne 17
3.1.6. Priprava nanocestica RNP-H I RNP-P.......cccccoiiiiiiiiieeeeceee s 17
3.2, METODE ...ttt sttt st b st b et h e ehe e b she e e bt eaean 18
3.2.1. Krio - elektronska mikroskopija (Cry0- TEM) ....c.cciieeeierereene st 18
3.2.2 Metoda dinamickog rasprsenja svjetlosti (DLS) ......c.coeevireeiinienininceecne e 22
3.2.3 Elektronska spinska rezonancija (ESR)........c.coiiieiiiiiieieieceeseseeeee ettt 26

Ao REZULT AT ettt ettt h e s a e sttt et e e be e s bt e sbeesateeabeebeesbeesneenas 30
4.1. ODREPIVANJE MORFOLOGUE I VELICINE NANOCESTICA .......cvorrerrererereeeeeeneennne. 30
4.2. OTPUSTANIJE NITROKSIDNIH RADIKALA SA NANOCESTICA .....ccovvevvvereerereenreeennn. 34

5. RASPRANVA . ettt et b e et b e h et b et e b bt e b bt e st e bt e a e et e e be et e nteeneen 38

. ZAKLIUCAK oottt ess s es sttt 42

T LITERATURA ettt ettt et b e bt s bt s at e st e eate e be e sbeesatesabesabeeabeebeenes 43

ZIVOTOPIS ..ot eee s ees e es s s es s8Rt 51



1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Nanotehnologija je interdisciplinarno podrucje koje ujedinjuje fiziku, kemiju, znanost
o materijalima i inZenjerstvo, a 0dnosi se na strukture ¢ije su maksimalne dimenzije 100 nm s
razli¢itim i specifi¢nim fizikalnim i kemijskim svojstvima.t

Nanomedicina je inovativno polje nanotehnologije koje ukljucuje upotrebu materijala
u nanoveli¢inama u svrhu prevencije, dijagnoze i lijeCenja razli¢itih bolesti. Takvi materijali
imaju jedinstvena fizikalno—kemijska i bioloska svojstva poput karakteristicnih veli¢ina,
velikog omjera povrsine i mase te velikih reaktivnih povrsinal, $to ih &ini razli¢itima u odnosu

2 Upotreba materijala takvih obiljezja omoguéuje

na iste materijale ve¢ih dimenzija.
jednostavniju manipulaciju njihovih osnovnih svojstava kao $to su topljivost, difuznost,
poluvrijeme zivota u cirkulaciji, karakteristike oslobadanja lijeka i imunogenost te sposobnost
prolaska kroz barijere stanica i tkiva. U posljednja dva desetlje¢a broj terapeutskih i
dijagnostickih sredstava na bazi nanomaterijala je u porastu, a njihova primjena je zabiljezena

u dijagnosticiranju dijabetesa, lijeGenju astme, alergija i razli¢itih vrsta infekcija. Najveci

potencijal njihove primjene pokazao se u lijeenju raka.>*

1.1. NANOMATERIALI

Nanomaterijali su u redu veli¢ine sliéni proteinima i drugim makromolekularnim
strukturama koje se nalaze unutar zivih stanica i kao takvi mogu iskoristiti prednosti
postoje¢ih stani¢nih mehanizama za olakSavanje isporuke lijekova. Priprava polimernih
nanomaterijala, dendrimera i polimernih micela sve je ceSéa tema u znanosti o
biomaterijalima zbog njihovih jedinstvenih svojstava i ogromnog potencijala u isporuci
lijekova.>® Polimer koji se koristi za pripravu nanomaterijala za isporuku lijekova treba biti

biokompatibilan i biorazgradiv.



1.2. NANOCESTICE

Nanocestice su strukture kojima je najmanje jedna dimenzija veli¢ine 1 — 100 nm.
Glavne su platforme, unutar podru¢ja nanomedicine, za poboljSanje isporuke
kemoterapeutika.” Nanodestice koje sadrze kapsulirane, dispergirane, apsorbirane ili
konjugirane lijekove imaju jedinstvene karakteristike koje mogu dovesti do pojacanih u¢inaka
u razli¢itim oblicima doziranja. Kada su pravilno formulirane, Cestice lijeka se ne taloze i
mogu imati veéu topivost od zasi¢enja, brzo se otapaju te pojaano prianjaju za bioloske
povriine pruzajuéi tako brzi poéetak terapijskog djelovanja i poboljsanu bioraspolozivost.®
Osim toga, veéina molekula u nanostrukturi nalazi se na povrsini éestica® ¢ime se maksimalno
povecava isporuka terapeutskih lijekova, proteina i polinukleotida ciljanim stanicama i
tkivima. Visoko ucinkovita isporuka lijekova, zasnovana na nanomaterijalima moze
potencijalno smanjiti dozu lijeka koja je potrebna za postizanje terapijske koristi, Sto znaci da
se potencijalno, smanjuju troskovi i/ ili nuspojave povezane s odredenim lijekovima. Nadalje,
veli€ina 1 karakteristike povrSine mogu se lako manipulirati kako bi se postiglo pasivno i
aktivno ciljanje lijekova.® Upravo takva svojstva omoguéuju bolju efikasnost pri lije¢enju u
odnosu na konvencionalne metode. Ogranicenja konvencionalne primjene lijekova leze u
ograni¢enoj ucinkovitosti, slaboj distribuciji te nedostatku selektivnosti.’® Ta se ograni¢enja
prevladavaju primjenom kontrolirane dostave lijekova u kojoj lijek dolazi to¢no na odredeno
mjesto ¢ime se umanjuje njegov utjecaj na ostala tkiva, a time i nezeljene nuspojave. Kako bi
isporuka bila ucinkovita, lijekovi dolaze do odredenog mjesta uz minimalan gubitak
volumena i aktivnosti u krvotoku. S druge strane, lijekovi trebaju unistiti tumorske stanice bez
utjecaja na zdrave stanice. Kako bi nanonosaci bili primjenjivi u medicinskoj primjeni moraju
se integrirati u bioloSki sustav bez pokretanja kaskade imunoloSkih reakcija. Prema
dosadasnjim istrazivanjima, nanocestice su pokazale veliki potencijal u primjeni kontrolirane

dostave lijekova jer ispunjavaju sve potrebne uvjete.™



1.2.1. Vrste nanodéestica

Vrste nanocestica koje su uspostavljene kao platforme za isporuku lijekova u ljjecenju raka su

liposomi, polimerne micele i dendrimeri ¢ije su strukture prikazane na slici 1.

Slika 1. Nanocestice za dostavu lijekova za lijeenje tumora. (A) Liposomi sastavljeni od
hidrofobne membrane i hidrofilne jezgre koja sadrzi hidrofilne lijekove. (B) Polimerne micele
sastavljene od hidrofilne korone i hidrofobne jezgre koja sadrzi lipofilne lijekove. (C)
Dendrimeri sastavljeni od viSe grana koje izlaze iz sredi$nje jezgre. Preuzeto iz literaturnog

navoda 7.

Liposomi

Liposomi su nanostrukture (pribliznog promjera oko 100 nm) gradene od dvoslojne
membrane. Membranu ¢ine fosfolipidi s hidrofilnim glavama te hidrofobnim repovima koji
sadrze anionske ili kationske lance. Njihov vodeni rezervoar omogucava inkapsulaciju
Sirokog spektra hidrofilnih sredstava, ukljucujuci lijekove i SiRNA.'2 Osim toga, hidrofobna
membrana moze inkapsulirati molekule hidrofobnih lijekova te sprijeciti njihovo istjecanje iz
jezgre. 1995. godine FDA je odobrila upotrebu liposomske formulacije doksorubicina (Doxil)
za lijeCenje Kaposijevog sarkoma.'®'* Ova platforma je rezultirala znaéajnim smanjenjem

kardiotoksi¢nosti, a poluzivot doksorubicina u cirkulaciji povec¢ao se s 10 min do 50 h.%°



Polimerne micele

Polimerne micele su nanostrukture (veli¢ine do 100 nm) ¢ije su jezgre veée od
povrsinski aktivnih tvari $to omogucuje veci kapacitet otapanja u usporedbi s nepolimernim
micelama.’® To su jedinstveni sustavi u kojima su agregirani amfifilni kopolimeri u
dinamic¢koj ravnotezi sa slobodnim unimerima. Upotreba micela pripremljenih od amfifilnih
kopolimera privukla je mnogo paZnje kod primjene hidrofobnih lijekova.l” Jedinstvena
svojstva polimernih micela, uklju¢ujuéi veli¢inu, visoku stabilnost i nisku Kriti¢nu
koncentraciju micela, kvalificiraju ih kao atraktivne kandidate za upotrebu u sustavima za
isporuku lijekova za klinicku primjenu, posebno za hidrofobne lijekove koji imaju slabu
topljivost u vodi.*® Polimerne micele dijele se u dvije skupine ovisno o naéinu ugradnje lijeka.
Kod fizicke ugradnje, lijek je vezan u miceli hidrofobnim interakcijama.’® Kod kovalentno
konjugiranih lijekova, lijek se stabilno veze u jezgri micele sve do njegovog otpustanja
potaknutog generiranim podraZajima pomocu iona, signalnih peptida, enzima i pH. Micele
koje reagiraju na stimulanse potencijalni su sustavi za dostavu lijekova. Osjetljive su na male
promjene u okolini koje omoguéuju oslobadanje molekula lijeka na ciljanim mjestima.’
Lijekovi se mogu nalaziti unutar polimerne matrice, ili konjugirani na povrsini nanocestice. U
polimernim nanocesticama inkapsulirane molekule lijeka su zastiene od hidrolize i1 enzimske
degradacije. Opcenito, polimerne nanocestice sadrZze jezgru i koronu. Jezgra se sastoji od
guste polimerne matrice u koju se moze ugraditi hidrofobni lijek. Struktura jezgra — korona
moze se mijenjati promjenom sastava hidrofilnih i hidrofobnih skupina na polimerima. Takva
se struktura sastoji od hidrofilnih polimera poput razliCitih polisaharida koji sluzi za
odrzavanje steriCcke stabilnosti polimernih nanocestica nakon intravenske primjene.
Poli(e-kaprolakton) (PCL), poli(mlijecna kiselina) (PLA), zelatina i kitozan su neki od
polimera koji se koriste u terapijske svrhe. Zbog biokompatibilnosti ili biorazgradivosti, ovi

su polimeri dobri kandidati za dostavu lijekova.?®? U usporedbi sa slobodnim lijekovima,



polimerne nanocCestice 1imaju nekoliko drugih prednosti, ukljuCuju¢i poboljSanu
bioraspolozivost lijeka, visoku stopu nosivosti, moguc¢nost kontroliranog oslobadanja lijeka,
prilagodavanje razli¢itim nacinima primjene i koncentriranja na razli¢itim infektivnim
mjestima zahvaljujuci poboljSanoj propusnosti 1 zastiti samog lijeka. Nanocestice koje sadrze
konjugirane specifiécne molekule pokazale su poboljSanje u ciljanju specifi¢nih stanica i
tkiva.?! Veli¢ina nanocestica kao i profil oslobadanja lijeka mogu biti precizno podeseni
tijekom sinteze odabirom razli¢itih vrsta polimera, duljine lanca polimera, povrsinski aktivnih
tvari i otapala.?* Do danas je razvijeno nekoliko polimernih micela za isporuku lijeka
zasnovanu na razli¢itim podrazajima, kao $to su temperatura®, pH® i magnetsko polje.
Nekoliko micelarnih formulacija trenutno se nalazi u razli¢itim fazama klinickih ispitivanja.
PEG-PLA micela koja sadrZzi paklitaksel, Genexol-PM, ispitivana je u klini¢koj studiji faze II

na pacijentima s metastatskim karcinom dojke.?

Dendrimeri

Dendrimeri su nanocestice (veli¢ine oko 10 nm) sastavljene od viSe jedinica sa
terminalnim skupinama koje se granaju iz sredisnje jezgre.?® Definirani su kao globularne,
viestruko razgranate, makromolekularne strukture koje imaju tri glavne komponente, Zariste,
periferni sloj koji se sastoji od razli¢itih funkcionalnih skupina i unutarnji sloj sastavljen od
nekoliko gradevnih blokova. Vise krakova proteze se od srediSnje jezgre koja je promjera oko
2-10 nm.?* Vrlo razgranata priroda dendrimera takoder pruza veliki omjer veli¢ine i povrsine.
Mogu sadrzavati visestruka i razliita terapijska sredstva, bilo da su konjugirana, povezna s
krajem funkcionalne skupine®® ili enkapsulirana unutar sredi$nje Supljine i/ili unutar kanala
izmedu dendrona. Kontrolirana depolimerizacija dendrimera rezultira visoko prilagodljivim
profilima oslobadanja. Kemijski sastav dendrimera, gradenog od poliamidoamina (PAMAM),
moze se modificirati kako bi se povecala biokompatibilnost ili kako bi se poboljsalo ciljanje
tumora vezanjem za ligande. Dendrimeri su pokazali veliki potencijal u terapiji protiv raka u

5



pretklinickoj studiji koja je ukljuéivala polilizinske dendrimere namijenjene ciljanju
aktiviranog aSp1 integrina, vaznog u invaziji tumorskih stanica i metastaza.?® Yao i suradnici
pokazali su da formulacija dendrimera koji sadrzi Pro-His-Ser-Cys-Asn (PHSCN) peptid, koji
se veze na aktivirani a5B1, ometa prodor tumora MDA-MB-231 u plu¢ima miseva od 700 do
1100 puta vise nego slobodni peptid. Stovise, PHSCN dendrimer smanjio je broj nastalih

metastaza u plu¢ima.

1.3. DOSTAVA LIJEKOVA NA CILJANO MJESTO

Dostava lijekova je metoda primjene farmaceutske komponente ili lijeka kako bi se
postigao terapeutski u¢inak kod ljudi ili Zivotinja. Krajnji cilj sustava dostave je prilagodba
formulacija lijeka u svrhu ostvarivanja pojedina¢nih potreba pod kontrolom patofizioloskih
faktora.® Takvi sustavi isporuke nude nekoliko prednosti, uklju¢ujuéi poboljsanu uginkovitost,
smanjenu toksi¢nost, poboljSanu uskladenost i1 udobnost pacijenta u usporedbi s
konvencionalnim oblicima doziranja. Istrazeno je nekoliko sustava isporuke lijekova s
razli¢itim nacinima primjene. Za razliku od tradicionalnih oblika doziranja, novi sustavi
isporuke lijeka imaju za cilj isporuku lijeka usmjerenu prema potrebama tijela tijekom
razdoblja lijeCenja, a bioaktivni entitet usmjerava se na mjesto djelovanja ¢ime se smanjuju

nuspojave na drugim mjestima.’

1.3.1. Pasivno ciljanje lijekova

Pasivna ciljana dostava lijekova temelji se na patofizioloSkim karakteristikama tumora.
Kad veli¢ina tumora dosegne vrijednost 2 mm?®, tumor postaje difuzijski ograni¢en. To
onemogucuje dostatan unos hrane, izlu¢ivanje otpadnih tvari te isporuku kisika. Posljedi¢no
tome dolazi do povecanja okolne vaskulature, odnosno do procesa angiogeneze. Tumorsko
tkivo karakterizira brza proliferacija, a zile koje nastaju imaju nepravilnu strukturu endotela te

im nedostaje bazalna membrana. Posjeduju velik broj pora veli¢ina od 100 nm do 2000 nm,



ovisno o vrsti tumora, mjestu na kojem se nalazi te njegovom okruzenju.® Takve tumorske
fenestracije omogucuju ulaz tvari u tumorski intersticij. Intersticijski krvni tlak je visi u
srediStu tumora nego na periferiji jer nema dobro definirani limfni sustav. Povecani unutarnji
tlak uzrokuje vanjski konvekcijski intersticijski protok tekucine koji smanjuje difuziju lijeka u
srediSte tumora. Medutim, lijekovi i nanocestice koje dobivaju intersticijski pristup tumoru
imaju duZe zadrzavanje nego u zdravim tkivima.?® Zbog slabo definiranog limfnog sustava
dolazi do smanjene drenaze pa posljedicno tome nema dostatnog uklanjanja makronutrijenta
iz intersticija te dolazi do njihovog nakupljanja i zadrzavanja nanocestica u sredi$tu tumora.
Kombinacija nepropusne vaskulature i loSe limfne drenaze rezultira efektom pojacane
propusnost i zadrzavanja (engl. enhanced permeability and retention effect, EPR), a upravo se
te karakteristike tumora Kkoriste pri pasivnoj ciljanoj dostavi lijekova.® S druge strane,
tumorske stanice rastu u specificnom mikrookoliSu. Zbog visoke metabolicke aktivnosti
brzorastucih stanica opskrba kisikom i hranjivim tvarima nije im dostatna. Upravo zbog toga
tumorske stanice koriste metabolic¢ki put glikolize kako bi bila osigurana dovoljna koli¢ina
energije, a to rezultira stvaranjem kisele okoline. Ta se c¢injenica moze iskoristiti pri

dizajniranju novih lijekova.?’

1.3.2. Aktivno ciljanje lijekova

Sustav primjene nosaca s lijekom koji ovisi isklju¢ivo o pasivnim mehanizmima ciljanja
neizbjezno se suocava s ogranicenjima svoje specifi¢nosti. Jedan pristup za savladavanje tih
ogranicenja je ukljucivanje ciljanog liganda (antitijela, peptida ili malih molekula) u konjugat
nosac-lijek, odnosno pristup aktivnog ciljanja lijekova.?® Aktivno ciljanje ukljuduje isporuku
lijekova na specificno mjesto koje se temelji na molekularnom prepoznavanju. Pri tome dolazi
do povezivanje liganada koji su vezani na receptore na povrsini ciljanih stanica i nanonosaca.
Vezanje liganda i receptora dovodi do ekspresije receptora ili epitopa na povrsini stanice. Tu

interakciju prepoznaje nanonosac koji se veze na ligand, slika 2. Kako bi se postigla visoka



specificnost receptori trebaju biti visoko eksprimirani na tumorskim stanicama, njihova
receptorska ekspresija treba biti homogena i ne bi trebala ni na koji na¢in ulaziti u krvotok.?®
Internalizacija ciljanog liganda nakon vezanja na ciljne stanice vazan je kriterij u odabiru
vrste liganda. Internalizacija se obi¢no vr$i putem endocitoze posredovane receptorima.
Najbolji primjer za to je receptor za folat. Kad se konjugat usmjeren na folat veze s
receptorom folata na stani¢noj povrSini dolazi do invaginacije membrane oko kompleksa
ligand — receptor.?® Tako se formira endosom koji se prenosi do specifi¢nih organela. Lijek iz

endosoma moze se otpustiti djelovanjem kiselog pH ili djelovanjem enzima.®

Slika 2. Funkcionalizacija nanocestica za aktivno ciljanje i kontrolirano otpustanje lijekova
putem vanjskih podrazaja. Aktivnim ciljanjem nanocestice se vezuju za receptore koji su
izraZzeni na tumorima pojacavaju¢i njihovo specificno mjesto akumuliranja. Nakon
lokalizacije na mjestu tumora vanjski podrazaji poput ultrazvuka i poviSenja temperature

mogu utjecati na oslobadanje lijekova. Preuzeto iz literaturnog navoda 6.

Kada pH vrijednost u unutrasnjosti endosoma postaje kisela dolazi do aktivacije lizosoma te
se lijek oslobada iz konjugata i ulazi u citoplazmu uz uvjet da lijek ima odgovarajuca

fizikalno-kemijska svojstva koja omogucuju prijelaz u endosomalnu membranu. Tako lijek



dolazi do ciljanih organela. Folatni receptor otpusten s konjugata vrata Se na stani¢nu
membranu i cijeli proces ciljanog otpustanja krece ispocetka. Folatni receptor je dobro poznati
tumorski marker koji veze vitaminske folate i konjugate lijeka iz folata s visokim afinitetom
te prenosi ove vezane molekule u stanice putem endocitoze posredovane receptorima.?®
Produljeno vrijeme cirkulacije omogucit ¢e uéinkovit transport konjugata lijek- nosa¢ do
mjesta tumora kroz EPR uc¢inak, a ciljna molekula moze povecati endocitozu ciljanih stanica.
Internalizacija sustava za davanje lijekova s nanocesticama pokazala je povecan terapeutski
u¢inak.?3% Ako se nanodestica pri¢vrsti na vaskularne endotelne stanice neinternalizirajuéim
epitopom, visoke lokalne koncentracije lijeka bit ¢e dostupne na vanjskoj povrSini ciljne
stanice. lako je tako veca uéinkovitost u odnosu na lijek bez nosafa, samo ¢e se dio
otpustenog lijeka isporuciti u ciljanu stanicu. U vecini slu€ajeva internalizacija nanoCestica je
vazna za ulinkovitu isporuku nekih antikancerogenih lijekova, posebno u primjeni gena,
prigusivanju gena i drugim bioterapeuticima.?’

Nanocestice koje se koriste u klini¢kim ispitivanjima relativno su jednostavne i opcenito
nemaju aktivno ciljanje ili aktivirane komponente oslobadanja lijeka. Kako bi se u potpunosti
istrazilo aktivno ciljanje potrebno je ispitati jesu li specifiéne bolesti pogodne za aktivno
ciljanje, da li su svojstva terapijskih lijekova kao i njihova lokacija i nacin djelovanja

prikladni za ciljanje i jesu li dostavna sredstva optimalna za razvoj proizvoda.?®



1.4. PRIMJENA NITROKSIDNIH RADIKALA U MEDICINI

Ciklicki nitroksidi raznolika su skupina stabilnih slobodnih radikala. Stabilnost im
omogucuju metilne skupine koje se nalazi u a-polozaju i tako ogranic¢avaju pristup reaktivnim
vrstama. Supstitucijske skupine na prstenu mogu stvarati velik broj spojeva koji se mogu
usmijeriti na odredene hidrofilne ili hidrofobne regije u stanicnom mikrookoli$u pa zbog toga
imaju jedinstvena antioksidativna svojstva. Utvrdeno je da nitroksidi utjeGu na mnoge
metabolicke procese modificirajuéi oksidativni stres i mijenjajuci redoks status tkiva. Te se
interakcije mogu iskoristiti u terapijske i istrazivacke svrhe,3 kao zastita od ionizirajuéeg
zradenja, kao probe u funkcionalnoj magnetskoj rezonanciji®?, u kontroli hipertenzije i
pretilosti, zastiti od oSte¢enja koja su posljedica ishemijsko-reperfuzijskih ozljeda, kao i u
prevenciji i lije¢enju raka.®! Dosadasnja istrazivanja na stanicama u in vitro uvjetima pokazala
su da nitroksidni radikali povoljno reguliraju oksidacijsko-redukcijske uvjete u stanici te time
poboljsavaju bioloske funkcije stanice.®® Ovi radikali takoder mogu uzrokovati apoptozu
stanica raka te tako zaustaviti rast tumora.>** Nedavnim istrazivanjem nitroksidnih spojeva
utvrdeno je da mijenjaju cjelokupni redoks potencijal tkiva na stani¢noj razini, za razliku od
dosad istrazivanih kemoterapeutskih lijekova koji su bili usmjereni samo na specifi¢nu
molekularnu metu.*® U nizu studija, C3H miSevi dobivali su radikal 4-hidroksi-2,2,6,6-
tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPOL) u vodi za pice, $to je rezultiralo Smanjenjem
incidencije tumora od 75% kod miseva lijeCenih TEMPOL-om u usporedbi s kontrolnom
skupinom.®® Takoder, TEMPOL se primjenjivao kontinuirano na misji model za ataksiju-
teleangiektaziju.>” lako TEMPOL nije promijenio karakteristike limfoma timusa, primjena
radikala je znacajno odgodila pocCetak napredovanja bolesti, Sto je rezultiralo produljenim
zivotnim vijekom s 30,1 tjedana na 62,4 tjedna. Studije su potvrdile ¢injenicu da se u takvim
organizmima smanjuje broj reaktivnih vrste kisika (engl. reactive oxygen species, ROS), §to je

jedan od razloga zasto nitroksidni radikali imaju terapijsku svrhu.3"® Posljedica veée koli¢ine
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ROS-a je moguénost nastanka oksidacijskog stresa koji doprinosi razvoju razlicitih bolesti
kao $to su astma, ishemija, hipertenzija, neurolodki poremeéaji i rak.>! Ove studije dokazale
su da ROS igraju vaznu ulogu u tumorogenezi i da nitroksidi mogu potencijalno utjecati na
njihovo smanjenje, upravo zbog toga S§to mogu hvatati superokside te hidroksidne i
peroksidne radikale.®® Medutim, nitroksidni radikali se nespecifiéno akumuliraju u
normalnom tkivu i brzo reduciraju u oblik hidroksilamina pa se ne mogu ucinkovito koristiti.
Takoder, zbog svoje male molekulske mase radikali brzo izlaze iz cirkulacije 1 izluCuju se iz
organizma.®® Ove nedostatke moguée je prevladati koritenjem nosaca radikala, odnosno
nanocCestice na koju ¢e radikal biti kovalentno vezan. Na taj nacin onemogucuje se
akumuliranje radikala u nespecifi¢énim tkivima, a u tumorima, gdje reguliraju oksidacijsko-
redukcijske uvijete, ne dolazi do njihove brze redukcije u oblik hidroksilamina. U ovom radu

koristen je radikal 4-okso-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPONE), slika 3.

Slika 3. Shematski prikaz nitroksidnog radikala 4-okso-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksila
(TEMPONE).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovoga istrazivanja bio je prirediti polimerne nanocestice koje bi omogucile produljeno
zadrzavanje nitroksidnih radikala u organizmu te njihovo kontrolirano oslobadanje u tumoru
bez akumulacije u zdravom tkivu. Na taj na¢in znacajno bi se smanjile nezeljene nuspojave
slobodnih radikala u organizmu te bi se radikali zastitili od brze razgradnje. Drugi cilj rada
bio je ispitati kako vrsta veze kojom su nitroksidni radikali vezani na nanocestice utjece na

otpustanje radikala u uvjetima karakteristi¢nim za tumorske stanice.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

2,2'-Azobisizobutironitril  (AIBN), 2-cijanopropan-2-il ditiobenzoat (CTA-AIBN),
2,4,6-trinitrobenzen-1-sulfonska kiselina (TNBSA), octena Kkiselina, metakriloil Klorid,
metanol, N,N-diizopropiletilamin (DIPEA), N,N-dimetilacetamid (DMA) i t-butanol kupljeni
su od kompanije Sigma-Aldrich, a 2,2'-azobis(4-metoksi-2,4-dimetilvaleronitril) (\V-70)

nabavljen je od kompanije Fujifilm Wako Chemicals Europe.

3.1.1. Sinteza monomera

N-(2-hidroksipropil)metakrilamid (HPMA), 3-(3-metakrilamidopropanoil)tiazolidin-2-
tion (MA-AP-TT) i Kkolest-5en-3p-il 6-metakrilamido heksanoat (MA-AH-kolesterol) su

sintetizirani kao $to je prethodno opisano.*®#

3.1.2. Sinteza polimernog prekursora za pripravu uzorka s hidrazonskom vezom

Statisti¢ki kopolimerni prekursor koji sadrzi HPMA, MA-B-Ala-TT i hidrofobni
kolesterol prireden je polimerizacijom s povrativim prijenosom lancane reakcije (RAFT), uz
4-cijano-4-(tiobenzoiltio)pentansku kiselinu (CTA-AIBN) kao sredstvo za prijenos lanca i
2,2'-azobis(4-metoksi-2,4-dimetilvaleronitril) V-70 kao inicijator u molarnom omjeru 350/2/1
(monomer/CTA-AIBN/V-70). Molarni omjer monomera HPMA/MA-g-Ala-TT/MA-AH-
kolesterol bio je 88/10/2 uz 6,4 mol. % tiazolidin-2-tionskih (TT) skupina i 1,8 mol. %
kolesterola. Polimerizacija je provedena u smjesi t-butanol/DMA (9/1) pri 40 °C tijekom 16
sati, a ditiobenzoatna krajnja skupina uklonjena je kao §to je opisano prethodno.*® Konaéni

kopolimerni prekursor dobiven je aminolizom TT skupina pomoc¢u hidrazin monohidrata.
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Detaljan postupak sinteze

HPMA (4,0 g, 28.2 mmol), MA-Acap-kolesterol (363,3 mg, 0,6 mmol) i CTA-
AIBN (40,4 mg, 182,9 umol) otopljeni su u t-butanolu (41,1 mL) i pomijeSani s otopinom
MA-B-Ala-TT (826,7 mg, 3,2 mmol) i V-70 (28,2 mg, 91,4 pumol) u DMA (4,6 mL).
Reakcijska smjesa prelivena je u staklenu ampulu, propuhana argonom i zatvorena. Nakon 16
sati u termostatiranoj vodenoj kupelji na 40 °C ampula je ohladena, a reakcijska smjesa je
prebacena u suviSak smjese acetona 1 dietil etera (2/1) koja je neotapalo. Nakon
centrifugiranja pri 7800 o/min tijekom 5 minuta precipitat je filtriran 1 procis¢en
precipitacijom iz metanola u smjesu neotapala. Kopolimer je filtriran i osusen pod vakuumom
(2,12 g, 44 %). Za uklanjanje ditiobenzoatne krajnje skupine, 2,12 g meduprodukta
kopolimera, 1,4-dioksan i 2,2'-Azobisizobutironitril (AIBN) (320 mg) su otopljeni u DMA
(17 mL), preliveni u staklenu ampulu, propuhani argonom i zatvoreni. Nakon 3 sata u
termostatiranoj vodenoj kupelji na 80 °C ampula je ohladena, a otopina je izolirana
precipitacijom u suviSak smjese acetona i1 dietil etera (2/1). Nakon provedbe opisanog
postupka prociS¢avanja talog je odfiltriran 1 osuSen pod vakuumom te je dobiven kopolimer
(1,96 g, 92,5 %). (Mn: 19,700 g/mol, Mw: 21,800 g/mol, B: 1,10).
Konaéni kopolimerni prekursor prireden je aminolizom TT skupina pomocu hidrazin
monohidrata. 1,9 g poli(HPMA-co-MA-AP-TT-co-MA-AH-kolesterola) otopljeno je u
15,7 mL suhog metanola i drzano u atmosferi argona tijekom 20 minuta. Otopina polimera je
uz brzo mijeSanje prebacena u otopinu 267 pL hidrazin monohidrata (5,5 mmol) u 2 mL
suhog metanola. Uzorak je nakon mijeSanja preko no¢i koncentriran na 12 mL i prociS¢en
pomocu Sephadex LH-20 kolone uz ispiranje metanolom i UV detekciju. Sakupljena frakcija
je koncentrirana pod vakuumom, izolirana precipitacijom u suviSak etilacetata i osusena pod
vakuumom (1,4 ¢; 73 %). (5,4 mol. % hidrazidnih skupina; 1,8 mol. % kolesterola; Mn:

18,900 g/mol, Mw: 20,700 g/mol, B: 1,10)
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3.1.3. Sinteza polimernog konjugata za pripravu nanocestice RNP-H

Konjugat je prireden reakcijom 1,36 g (0,5 mmol hidrazidnih skupina) polimernog
prekursora s TEMPONE radikalom (60,2 mg, 0,47 mmol) preko noc¢i. Prekursor i radikal su
otopljeni u 11 mL suhog metanola, a nakon toga je dodana octena kiselina (450 puL). Nakon
mijesanja pri sobnoj temperaturi tijekom 20 sati polimerni konjugat je procis¢en pomocu
Sephadex LH-20 kolone uz ispiranje metanolom i UV detekciju. Sakupljena frakcija je
koncentrirana pod vakuumom, izolirana precipitacijom u suviSak dietil etera i osuSena pod
vakuumom (1,3 g; iskoristenje: 89%). (0,94 mol. % TEMPONE; My: 18,100 g/mol, Mw:

22,100 g/mol, B: 1,20)
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Slika 4. Shematski prikaz sinteze polimernog konjugata za pripravu nanocestice RNP-H.
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3.1.4. Sinteza polimernog prekursora za pripravu uzorka s peptidnom vezom

Statisti¢ki kopolimerni prekursor koji sadrzi HPMA, MA-S-Ala-TT i1 hidrofobni
kolesterol prireden je polimerizacijom s povrativim prijenosom lan¢ane reakcije (RAFT), uz
4-cijano-4-(tiobenzoiltio)pentansku kiselinu (CTA-AIBN) kao sredstvo za prijenos lanca i
2,2'-azobis(4-metoksi-2,4-dimetilvaleronitril) V-70 kao inicijator u molarnom omjeru 350/2/1
(monomer/CTA-AIBN/V-70). Molarni omjer monomera HPMA/MA-B-Ala-TT/MA-AH-
kolesterol bio je 88/10/2 uz 7,8 mol. % tiazolidin-2-tionskih (TT) skupina i 1,8 mol. %
kolesterola. Polimerizacija je provedena u smjesi t-butanol/DMA (9/1) pri 40 °C tijekom 16

sati, a ditiobenzoatna krajnja skupina uklonjena je kao §to je prethodno opisano. 4

Detaljan postupak sinteze:

HPMA (2,65 g, 18,5 mmol), MA-Acap-kolesterol (238,4 mg, 0,42 mmol) i CTA-
AIBN (26,5 mg, 120 pmol) otopljeni su u t-butanolu (27 mL) i pomijeSani s otopinom MA-f3-
Ala-TT (542,5 mg, 2,1 mmol) i V-70 (18,49 mg, 60 umol) u DMA (3 mL). Reakcijska smjesa
prelivena je u staklenu ampulu, propuhana argonom i zatvorena. Nakon 16 sati u
termostatiranoj vodenoj kupelji na 40 °C ampula je ohladena, a reakcijska smjesa je
prebacena u suviSak smjese acetona 1 dietil etera (2/1) koja je neotapalo. Nakon
centrifugiranja pri 7800 o/min tijekom 5 minuta precipitat je filtriran i procis¢en
reprecipitacijom iz metanola u smjesu neotapala. Kopolimer je filtriran 1 osuSen pod
vakuumom (1,91 g, 57 %). Za uklanjanje ditiobenzoatne krajnje skupine 1,91 g meduprodukta
kopolimera, 1,4-dioksan i 2,2'-Azobisizobutironitril (AIBN) (212 mg) su otopljeni u DMA
(11 mL), preliveni u staklenu ampulu, propuhani argonom i zatvoreni. Nakon 3 sata u
termostatiranoj vodenoj kupelji na 80 °C ampula je ohladena, a otopina je izolirana
precipitacijom u suviSak smjese acetona i dietil etera (2/1). Nakon provedbe opisanog
postupka prociS¢avanja talog je odfiltriran 1 osuSen pod vakuumom te je dobiven kopolimer

(1,2 g, 82%). (Mn: 33,100 g/mol, Mw: 34,800 g/mol, D: 1,05)

16



3.1.5. Sinteza polimernog konjugata za pripravu nanocestice RNP-P

Konjugat je prireden u dva koraka: prvo je izvedena aminoliza reakcijom 1,15 g (0,3
mmol TT skupina) kopolimernog prekursora i 4 mol. % 4-amino-TEMPO radikala (55,5 mg,
0,32 mmol) preko no¢i. Otopina TEMPO radikala u 100 pl suhog metanola dodana je u
otopinu polimera (9 ml suhog metanola). Nakon 20 minuta muc¢kanja dodana je DIPEA (62,2
ul, 0,35 mmol) te je provedena reakcija na sobnoj temperaturi tijekom 20 sati. Drugi se korak
sastojao od dodavanja hidrazin hidrata (15,1 pL, 0,31 mmol) in situ pod jakim magnetskim
mijeSanjem, izbjegavajué¢i bilo kakvo umrezavanje. Nakon 1 sata mijeSanja polimerni
konjugat je procis¢en pomocéu Sephadex LH-20 kolone uz ispiranje metanolom i UV
detekciju. Sakupljena frakcija je koncentrirana pod vakuumom, izolirana precipitacijom u
suviSak dietil etera i osuSena pod vakuumom (1,2 g; iskoristenje 98 %). (1,3 mol. % TEMPO,;

Mhn: 18,200 g/mol, My: 18,800 g/mol, D: 1,03).

gl TEEE
S WY 3 G, S

1. V70, CTA-ABIN, t-BuOH/DMA (9/1), 1. 4-amino-TEMPO radikal, DIPEA,

40°C,16h MeOH, sobna temp., 20 h ;
2. AIBN, 80 °C, 3h 2. hidrazin hidrat, sobna temp., 1 h

Slika 5. Shematski prikaz sinteze polimernog konjugata za pripravu nanocestice RNP-P.
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3.1.6. Priprava nanoc¢estica RNP-H i RNP-P

Priredeni polimerni konjugati otopljeni su u puferiranoj otopini fosfatnih soli
(engl., phosphate buffer saline, PBS) (1,0 mol/dm®) uz mijesanje magnetskom mjesalicom.
pH pufera podeSen je pomocu otopina HCI i NaOH te je iznosio 7,4, 6,8, 6,0 i 5,0. Na taj
nac¢in dobivene su nanocestice RNP-H koje sadrze radikal vezan hidrazonskom vezom te

RNP-P na koje je radikal vezan peptidnom vezom.
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3.2. METODE

3.2.1. Krio - elektronska mikroskopija (cryo- TEM)

Krio - elektronska mikroskopija je metoda koja ukljuCuje prijenosnu elektronsku
mikroskopiju tankog vitrificiranog vodenog filma koji se odrzava na temperaturi tekuceg
dusika.** Otkri¢e ove tehnike omoguéilo je izravno snimanje struktura koje su tvorene od
amfifilnih molekula u vodenom okruzenju.*>#® Pufer debljine oko 0,1 pum, u kojem su
rasprSene Cestice promatranog uzorka, nanosi se na uglji¢ni film koji ima potpornu ulogu
(Slika 6., ¢) To omogucuje vitrifikaciju odnosno brzo zamrzavanje, pri cemu otapalo zadrzava

amorfnu strukturu bez stvaranja kristala leda koji su uzrok difrakcije zraka elektrona.
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Slika 6. Koraci u pripremi uzoraka za krio-TEM. Preuzeto iz literaturnog navoda 47.

Osim toga, uvjeti u vetrificiranom otapalu pogoduju ofuvanju nativnog stanja bioloSkih
membrana, kao i o¢uvanju samog uzorka. Neelasti¢ni sudari 1 rasprSenje elektrona dovode do
pucanja kemijskih veza, dok u ovakvim uvjetima atomi i dijelovi struktura ostaju na svojem
mijestu pa ne dolazi do naru$enja strukture.*® S obzirom da su promatrane molekule po svojem
sastavu uglavnom tvorene od lakih atoma poput vodika, fosfora, ugljika, dusika i kisika, kao
takve daju preslabi kontrast u odnosu na otapalo. Uz to jakost elektronskog snopa mora imati

minimalne vrijednosti upravo zbog osjetljivosti bioloskog materija.
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Slika Cestica nastalih u takvim uvjetima bit ¢e mutna, slabog kontrasta i teSko prepoznatljiva u
odnosu na pozadinu. Zbog tog razloga, prikuplja se nekoliko tisuca slika Cestica koje se
izo§travaju te orijentiraju u prostoru. Takva se metoda naziva jednocestiéna analiza.*%*8

Valna duljina elektrona ima vrijednost oko 1 pm, dok valna duljina fotona iznosi 1 um, takve
razlike u valnim duljinama omoguéuju veliku rezoluciju elektronskog mikroskopa. Iz
elektronskog pistolja otpustaju se elektroni koji se usmjereno gibaju. Na svom putu do
magnetskog polja, koje ih privlaci, prolaze kroz uzorak te ostavljaju obris na filmu ili
detektoru. Racunalo prepoznaje obrise promatranih Cestica, a razli¢iti algoritmi sortiraju i

tvore slike Cestica u istoj orijentaciji. Na kraju software izraduje konacnu sliku strukture

visoke rezolucije, slika 7.

1 Elektronski snop pogada nasumicno
onjentrane proteine, koji ostavijaju
abrs ma fibmau ili deteltoru

2 Radumalo prepaznage abrse koji ostandijaju
Cestice proteina od pozadinskog Suma i
razvrstava ih px )

Iz tiswca shénih
obrisa, rafunalo
geereerira 2D-skku |

Radcunalo
proracunava
medusoban odnos
izmedu pogedinih
2D shika na temedju
kojih stvara

prost u strukturwy —_ = ~ ~
visoke rezolucije . i

Slika 7. Shematski prikaz jednocestiéne analize. Prilagodeno iz materijala Svedske kraljevske
akademije znanosti.
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Priprema uzoraka za krio — elektronsku mikroskopiju

Polimerni konjugati otopljeni su u PBS-u pri pH 7,4 uz mijeSanje magnetskom

mjesalicom. Nakon otapanja koncentracija Cestica iznosila je 5 mg/mL.
Postupak mikroskopiranja

Krio — TEM mjerenja provedena su koristenjem Tecnai G?Sphera 20 elektronskog

mikroskopa (FEI Company, Hillsboro, OR, SAD) opremljenog s Gatan 626 cryo-nosacem

uzorka (Gatan, Pleasanton, CA, USA) te LaBe elektronskim pistoljem, slika 8.

Slika 8. Krio- elektronski mikroskop na Prvom Medicinskom fakultetu na Karlovom

sveucilistu u Pragu.

Uzorci su pripremljeni uranjanjem u rashladno sredstvo. 3uL otopine naneseno je na

elektronsku bakrenu reSetku koja je prekrivena perforiranim ugljikovim filmom.
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Takav materijal tvori mrezaste otvore razli¢itih veli¢ina 1 oblika. Uzorak je izlozen jakosti
elektricne energije u vrijednosti od 5 mA u trajanju od 40 s. Vecéina uzorka uklonjena je
postupkom filtriranja u trajanju od 1 s, a zatim je reSetka uronjena u tekuci etan na temperaturi
od -183 °C. Nakon toga reSetka je prenesena na mikroskop bez zagrijavanja. Slike su
snimljene koriStenjem akceleriranog napona u vrijednosti od 120 kV, a vrijednosti uvecanja
su bile izmedu 11500x i 50000x. Koristen je Gatan UltraScan 1000 slow scan s CCD
kamerom u rezimu snimanja s malim dozama u kojem broj elektrona ne prelazi 1500 na
jedinicu povrsine 1 nm?. Poveéanja su omogucila konaénu veli¢inu piksela u rasponu od 0,2
do 1 nm, a veli¢ina piksela pod fokusom iznosila je izmedu 0,5 i 2,5 um. Primijenjeni uvjeti
uranjanja rezultirali su debljinom uzorka od 100 do 300 nm. Korekcija svjetline i kontrasta

slika izvedeni su pomoc¢u Image] softvera.
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3.2.2 Metoda dinamickog rasprSenja svjetlosti (DLS)

Metoda dinamickog rasprsenja svjetlosti (engl. Dynamic light scattering, DLS) je tehnika
koja se koristi za mjerenje raspodjele Cestica po njihovoj veli¢ini, u koloidnoj suspenziji.
Prednosti ove tehnike su brzina, neinvazivnost te moguénost mjerenja pri niskim
koncentracijama ¢estica.>®
Zbog valne prirode svjetlosti dolazi do rasprSenja, koje predstavlja jedan od nacina interakcije

materije s elektromagnetskim zracenjem, slika 9.

Scattering

// =
Incident

Object scatterer

Slika 9. Prikaz rasprsenja svjetlosti. Preuzeto iz literaturnog navoda 50.

Rasprsenje svjetlosti na nanoc¢esticama ili makromolekulama manjim od valne duljine upadne
svjetlosti slijedi Rayleighev zakon rasprsenja, pri ¢emu ne dolazi do izmjene energije izmedu
Cestice 1 zracenja (elasticno rasprSenje) te ne dolazi do promjene faze fotona prilikom
rasprsenja.

Dinami¢ko rasprSenje svjetla (DLS), tehnika je srodna fotonskoj korelacijskoj
spektroskopiji, koja se temelji na matematickoj analizi fluktuacije elasti¢no rasprSenog
zraCenja na nanoCesticama u koloidnim suspenzijama. Ta tehnika omogucuje in situ
odredivanje veliina, raspodjele veli¢ina i u nekim slucajevima oblika nanocestica u

otopinama,® bez obzira na zamucenost otopine. To je tehnika koja omoguéuje izradun
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difuzijskih koeficijenata povezanih s Brownovim kretanjem cestica dispergiranih u tekuc¢em
mediju.

Matematicka analiza fluktuacije intenziteta rasprSene svjetlosti, do koje dolazi zbog
Brownovog kretanja Cestica uzrokovanog nasumi¢nim sudarima ¢estica s molekulama otapala
naziva se analizom kumulanti (cumulant analysis) autokorelacijske funkcije mjerenog signala.
Analizom kumulanti dolazi se do karakteristicnog vremena fluktuacije, direktno povezanog s
difuzijskim koeficijentom cCestica. Koeficijent translacijske difuzije (D) je obrnuto
proporcionalno povezan s njihovim veli¢inama (polumjerima), kao sto prikazuje Stokes-

Einsteinova jednadzba:

__ kT
- 6mnMRh

1)

T predstavlja temperaturu uzorka, » viskoznost medija, k Boltzmannovu konstantu, a Ry je
hidrodinamicki radijus promatrane &estice®® koji predstavlja efektivni polumjer &estice u
otopini koji ukljuéuje i molekule otapala u neposrednoj blizini Gestice.’? Definira se kao
polumjer ¢vrste sfere koje difundira istom brzinom kao molekula ili Cestica koja se mjeri.
Ovisi o ionskoj jakosti, strukturi povrSine Cestice te obliku cestice. Jednadzba (4) je
primjenjiva na sferne Cestice koje ne ulaze u medusobnu interakciju. Dakle, DLS tehnikom
odreduje se koeficijent translacijske difuzije dok se hidrodinamicki radijus izraCunava uz
pretpostavku oblika Cestice.

Softver za obradu DLS podataka koristen u ovom radu koristi algoritme Koji
omogucuju odredivanje hidrodinamickog polumjera iz raspodjele koja moze biti
multimodalna empirijska, ili teoretska log-normalna. U potonjem slu¢aju moguce je izraziti
indeks polidisperznosti (PDI) koji predstavlja omjer standardne devijacije i srednje vrijednosti
izracunate iz log-normalne raspodjele. Obje raspodjele po veli¢ini Cestice mogu biti utegnute
prema intenzitetu rasprSenog zracenja, volumenu cestice, te njihovom broju. Ova informacija

je najceSce trazena jer odraZava statistiku prema broju, dok raspodjela utegnuta prema
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intenzitetu daje nerealno veci prosje¢ni hidrodinamicki radijus, s obzirom da vece Cestice vise
pridonose signalu rasprsenog zracenja.

Mjerenje se vrsi tako da se uzorak stavlja u kivetu na koju se umjerava laser. Makromolekule/
Cestice rasprsuju svjetlost u razli¢itim smjerovima. RasprSeno svjetlo dolazi do detektora Koji
je postavljen na 90° u odnosu na lasersku zraku. Detektor registrira broj fotona u ovisnosti o
vremenu. Taj se signal prenosi na digitalni signalni procesor, odnosno korelator. Korelatorom
se uklanjaju Sumovi od signala te se vr$i vremenska analiza. Takoder, korelatorom se vrsi
konstrukcija vremenske autokorelacijske funkcije G(I') rasprSenog intenziteta, prema
jednadzbi:

<I(to)+ I(to+T)
I(to0)? (2)

G(I) =

Gdje | predstavlja intenzitet svjetla, 1(to) intenzitet svjetla u vremenu to, a 7~ vremenski
interval.

Detektor kontinuirano vrsi brojanje fotona u odredenom vremenskom intervalu, a korelator
posjeduje broj vremenskih intervala povezanih s tim fotonima. S vremenskim odmicanjem
dolazi do gubitka korelacije. Gubitak korelacije je eksponencijalan proces u ovisnosti 0
vremenu. Kad se takva krivulja prebaci u logaritamski oblik dobiva se autokorelacijska

funkcija.

Mjerenje metodom DLS

DLS myjerenje provedena su primjenom instrumenta za mjerenje dinamickog rasprSenja
svjetla Brookhaven NanoBrook Omni u Laboratoriju za koloide, polielektrolite i
medupovrsine pri Centru za mikro i nanoznanosti i tehnologije Sveucilista u Rijeci, slika 10.

DLS Eksperimenti provedeni su pri 25 °C.
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NanoBrook

Omni

B B™ KONKURENTNA
'; FONDOVI - HRVATSKA

Nabavljeno uz pomo¢ Europske unije iz
Europskog fonda za regionalni ra;

- %
:

Slika 10. Instrument za mjerenje dinami¢kog rasprSenja svjetla 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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3.2.3 Elektronska spinska rezonancija (ESR)

Metoda elektronske spinske rezonancije (ESR) temelji se na rezonantnoj apsorpciji
elektromagnetskih valova kod molekula koje sadrZze najmanje jedan nespareni elektron i
nalaze se u statickom magnetskom polju. Prijelazi elektrona izmedu njihovih energijskih
razina inducirani su elektromagnetskim zracenjem, a ova tehnika omogucuje detekciju takvih
prijelaza.>® Polimerni nosaci lijekova najée$ée ne sadrze nesparene elektrone pa kako bi se
proucavali ovom tehnikom u njih je potrebno ugraditi molekulske radikale. U praksi se
najcesce koriste nitroksidni radikali. Stabilnosti slobodnog radikala pridonose cetiri metilne
skupine koje su supstituirane u a-polozajima te tako stericki Stite nespareni elektron. U ovom
su radu nitroksidni radikali vezani kovalentnom vezom na nosac¢. Takav nac¢in ugradnje naziva
se spinska oznaka (engl. spin label), slika 11., a omogucuje istrazivanje dinamike ovog

polimernog nosaéa.>

e
@
)

Slika 11. Shematski prikaz ugradnje nitroksidnog radikala u uzorak metodom spinske oznake.
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Kad se nitroksidni radikal stavi u magnetsko polje dolazi do interakcije spina elektrona S s

vanjskim magnetskim poljem B kao i ostalim magnetskim momentima. Ta se medudjelovanja

opisuju hamiltonijanom:

H = 1,BgS + SAI 3)

gdje je x5 Bohrov magneton za elektron, B je vanjsko magnetsko polje, S je spin elektrona,

I je spin jezgre dusika, a § i A su konstantni tenzori drugog ranga. Zeemanova interakcija

predstavljena je prvim ¢lanom hamiltonijana te opisuje medudjelovanje spina elektrona s
vanjskim magnetskim poljem. Zbog jakog medudjelovanja spina elektrona i vanjskog
magnetskog polja dolazi do podjele energije spinova elektrona u dvije razine. Slaba
interakcija spina elektrona i spina jezgre dusika prikazana je drugim ¢lanom hamiltonijana i
poznata je pod nazivom hiperfina interakcija. Upravo zbog nje dolazi do dodatnog cijepanja

svake Zeemanove razine u tri podrazine, slika 12.

AE=hv

Slika 12. Energijske razine nitroksidnog radikala u statickom magnetskom polju.

Zbog toga se u ESR spektrima nitroksida mogu uociti klasi¢ne tri apsorpcijske linije u obliku

prve derivacije, slika 13.
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Ove linije daju informacije o molekulskoj dinamici prouc¢avanog sustava, tj., iz Sirine, oblika i

intenziteta linija moguce je doéi do podatka o rotacijskom korelacijskom vremenu ( zr).>®

]
|I | II |I
|IFJ L.”J ‘I.f
i

Slika 13. Apsorpcijske linije nitroskida u obliku prve derivacije.

Priprema uzoraka za ESR mjerenja

Uzorak je otopljen u PBS-u, a zatim su namjeStene razliite pH vrijednosti (7,4, 6,8, 6,0 i
5,0.) dodatkom klorovodi¢ne kiseline (HCI, ¢ = 0,1 M) ili natrijevog hidroksida (NaOH, ¢ =
0,1 M) uz mijeSanje i stalno provjeravanje pomocu pH metra. Koncentracija uzorka u

otopinama iznosila je 1,0 mg ml*

Mijerenje metodom ESR

ESR mjerenja napravljena su u Laboratoriju za magnetske rezonancije Instituta Ruder
Boskovi¢ u Zagrebu, slika 14. Spektrometar Varian E-909 opremljen je konvencionalnim
magnetom magnetskog polja B ~ 0,3 T, a radna frekvencija uredaja je veli¢ine 10 GHz.
Mikrovalni most koji posjeduje spektrometar je Bruker ER O41 XG. Spektri su snimani pri
37 °C, a temperatura uzorka kontrolirana je pomoc¢u temperaturne jedinice Bruker ER 4111

VT.
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Slika 14. Spektrometar za elektronsku spinsku rezonanciju u Laboratoriju za magnetske

rezonancije Instituta Ruder BoSkovi¢ u Zagrebu.

Uzorci za mjerenje stavljeni su u kapilaru koja je s donje strane zatvorena glinom te smjesteni
u ESR cjevéicu. Dobiveni spektri su akumulirani na osobnom rac¢unalu opremljenom
programskom podr$kom za prikupljanje i obradu podataka EPRWare EW.

Korelacijska vremena izracunata su prema jednadzbi:>*

1/2 1/2

7, =0.65x107° AB % + % -2 )

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

Sirina srediSnje linije.
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4. REZULTATI

4.1. ODREPIVANJE MORFOLOGIJE I VELICINE NANOCESTICA

Na slici 15. prikazane su slike uzoraka nanocestica RNP-H i RNP-P u otopini PBS-a
snimljene krio-transmisijskom elektronskom mikroskopijom. Vidljivo je da su se priredeni
polimerni konjugati otapanjem u fosfatnom puferu oblikovali u dobro definirane sferi¢ne

nanostrukture prosjecne veli¢ine priblizno 25-50 nm.

a)

Slika 15. Krio-TEM slike a) RNP-H i b) RNP-P u PBS-u (pH = 7,4).

Slika 16. prikazuje ovisnost promjera nanocestica RNP-P 0 promjeni pH. Vrijednosti
promjera utegnute su prema broju nanocestica u promatranom sustavu. Uocljivo je da veli¢ina
promjera ne pokazuju znacajan trend u odnosu na promjenu pH, dimenzije nanocestica se ne
mijenjaju ve¢ se nalaze unutar granica pouzdanosti. Prema ovim mjerenjima, promjer

nanocestica je izmedu 101 13 nm.
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Slika 16. Ovisnost promjera nanocestice RNP-P (utegnute prema broju) o promjeni pH pri 25
°C.

Slika 17. prikazuje ovisnost promjera nano¢estica RNP-P 0 promjeni pH, a vrijednosti
promjera utegnute su prema intezitetu kojim nanocestice utje¢u na rasprsenje svjetlosti. Na
sekundarnoj y- osi prikazane su vrijednosti polidisperznosti. Vidljivo je da veli¢ina promjera
ne pokazuju nikakav trend u odnosu na promjenu pH, dimenzije nanoCestica se ne mijenjaju
ve¢ se nalaze unutar granica pouzdanosti. Prema ovim mjerenjima promjer Cestica varira

izmedu 20 1 270 nm.
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Slika 17. Ovisnost promjera nanocestice RNP-P (utegnute prema

intenzitetu)

polidisperznosti o promjeni pH vrijednosti pri 25 °C e polidisperznost m vrijednosti utegnute

prema intenzitetu.

Slika 18. prikazuje ovisnost promjera nanocestica RNP-H o promjeni pH, a vrijednosti

promjera utegnute su prema intenzitetu i prema broju. Na sekundarnoj y- osi prikazane su

vrijednosti polidisperznosti. Vidljivo je da veli¢ina promjera ne pokazuje znacajan trend u

odnosu na promjenu pH 1 nalazi se u vrijednostima izmedu 4 1 27 nm, dimenzije nanocestica

se ne mijenjaju vec se nalaze unutar granica pouzdanosti. Na grafu su dodane 3 tocke (pri pH

vrijednostima 4,93 i 7,8) koje predstavljaju promjere utegnute prema broju, na temperaturi od

37 °C.
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Slika 18. Ovisnost promjera nanocestice RNP-H (utegnute prema broju i intenzitetu) i
polidisperznosti u odnosu na promjenu pH pri 25 °C; e polidisperznost, m vrijednosti utegnute
prema intenzitetu, o vrijednosti utegnute prema broju. Vrijednosti oznaéene s x predstavljaju

podatke utegnute prema broju na temperaturi 37°C.
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4.2. OTPUSTANJE NITROKSIDNIH RADIKALA SA NANOCESTICA

Slika 19. prikazuje ESR spektre slobodnog TEMPONE nitroksidnog radikala i
nanoéestica RNP-H i RNP-P u PBS-u(1,0 mg mL™Y) pri pH=7,4. Spektri su snimani na 37 °C.
ESR spektar TEMPONE radikala sastoji se od tri vrlo uske linije priblizno jednakih
intenziteta koje su karakteristi¢cne za brzo gibanje molekule. Iznimno kratko rotacijsko
korelacijsko vrijeme (0,02 ns) takoder potvrduje brzo gibanje radikala u slobodnom stanju.
ESR spektri nanocestica RNP-H i RNP-Psu $iri od spektra slobodnog radikala te sadrze liniju
niZzeg intenziteta pri viSem polju. Takoder, zbog sporijeg gibanja korelacijska vremena

radikala vezanih za nanocestice znatno su dulja u usporedbi sa slobodnim radikalom.

TR/ NS

0,02 TEMPONE
0,66 RNP-H

1,01 RNP-P

T T T | T T T | T T T | T T T

[ |
328 330 332 334 336
Bl mT

Slika 19. ESR spektri ¢istog TEMPONE radikala, RNP-H (1,0 mg mL™) i RNP-P (1,0 mg

mL?) u PBS-u (pH=7,4) na 37 °C.

Na slici 20. prikazani su ESR spektri nanocestica RNP-H i RNP-P u PBS-u pri
razli¢itim pH vrijednostima nakon 24 sata inkubacije na 37 °C. Spektri nanocestice RNP-H su
uzi od spektara RNP-P pri svim pH vrijednostima, a korelacijska vremena su kraca.

Pri pH = 7,4 spektar RNP-H sadrzi liniju niZzeg intenziteta pri vis§em polju. Snizavanjem pH
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vrijednosti dolazi do ubrzavanja mobilnosti nitroksidnog radikala zbog Caga se intenzitet ove
linije povecava, a korelacijsko vrijeme se smanjuje. Pri pH = 5,0 spektar RNP-H sadrzi tri
linije priblizno istog intenziteta usporedive sa spektrom slobodnog TEMPONE radikala, slika
19. Nasuprot tome, ESR spektri nanocestice RNP-P zadrzavaju isti oblik pri svim pH

vrijednostima, a korelacijska vremena se znacajno ne mijenjaju.

a) b)
R/ s pH R/ NS pH
0,40 7.4 0,99 7.4
0,10 6,8 1,11 6,8
003 | | | 6,0 07 JI )l A 6,0
0,01 5,0 1,08 5,0
I T T T I T T T I T T T | T T T I I T T T I T T T I T T T | T T T I
328 330 332 334 336 328 330 332 334 336
B/ mT B/ mT

Slika 20. ESR spektri a) RNP-H i b) RNP-P u PBS-u pri razli¢itim pH vrijednostima na 37 °C
nakon 24 sata inkubacije.

Slika 21. prikazuje ESR spektre nanocestica RNP-H i RNP-P u PBS-u pri pH = 5,0
nakon razli¢itih vremena inkubacije na 37 °C. ESR spektri nanocestice RNP-H se suZavaju, a
korelacijsko vrijeme se znatno smanjuje ve¢ nakon tri sata inkubacije. Suprotno tome, kod
nanocestice RNP-P ne dolazi do znacajne promjene korelacijskih vremena i oblika ESR

spektara s vremenom inkubacije.
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0,04 3h 0,93 3h

002 | | | 7h 08 /I /I, 7h
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I T T T | T T T | T T T I T T T I I T T T I T T T I T T T I T T T I
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Slika 21. ESR spektri a) RNP-H i b) RNP-P u PBS-u (pH=5,0) na 37 °C nakon razli¢itih

vremena inkubacije.

Ovisnost korelacijskih vremena za nanocestice RNP-H i RNP-P o vremenu inkubacije
pri razli¢itim pH vrijednostima prikazana je na slici 22. Korelacijsko vrijeme RNP-H
smanjuje se s vremenom inkubacije pri svim pH vrijednostima. Nakon 24 sata inkubacije pri
pH = 7,4 korelacijsko vrijeme se smanjuje za 40%. Pri niZim pH vrijednostima smanjenje
korelacijskih vremena postaje sve izrazenije te nakon 24 sata inkubacije pri pH = 5,0 iznosi
98%. S druge strane, korelacijsko vrijeme RNP-P ostaje priblizno jednako pri svim pH

vrijednostima i nakon 24 sata inkubacije.
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Slika 22. Ovisnost korelacijskih vremena a) RNP-H i b) RNP-P o vremenu inkubacije pri

razli¢itim pH vrijednostima na 37 °C.

37



5. RASPRAVA

Sintetizirani su kopolimeri poli[N-(2-hidroksipropil)metakrilamida] (poli(HPMA)) koji
sadrze kolesterol i TEMPONE radikal. Micelizacijom odgovaraju¢ih kopolimera u otopini
fosfatnog pufera (PBS) priredene su dvije vrste nanoCestica u kojima je nitroksidni radikal
vezan hidrazonskom (RNP-H) i peptidnom vezom (RNP-P). Krio-transmisijskom
elektronskom mikroskopijom pokazano je da su dobivene nanocestice sfericnog oblika
prosjeéne veli¢ine 25-50 nm, slika 15. Podaci o hidrodinamickom promjeru cestica RNP-P i
RNP-H, prikazani u slikama 16, 17. i 18. upucuju na mogucu prisutnost vecih agregata Cestica
u proucavanim sustavima. Naime, velika razlika u promjeru utegnutom prema broju i
promjeru utegnutom prema intenzitetu, upucuje na prisutnost populacije Cestica znatno veceg
promjera od onog kojeg bi imale pojedinacne Cestice. Potonji promjer se moze prepoznati iz
podataka utegnutih prema broju Cestica i iznosi oko 10-15 nm, no prosjecni promjer izracunat
iz raspodjele utegnute prema intenzitetu veci je otprilike za faktor 10. Takoder,
polidisperznost izraCunata iz podataka utegnutih prema intenzitetu je vrlo visoka, tj. iznad 0,2,
Sto takoder upucuje na prisutnost agregata. Razlozi agregacije mogu lezati u samoj pripremi
uzoraka. Naime, oba uzorka u sebi imaju kolesterol, koji je hidrofoban, a uzorak se pripremao
u PBS-u, koji je polarno otapalo. Nakon toga pH se podesavao dodacima HCl-a i NaOH §to je
rezultiralo veCom koncentracijom soli u otopini, a samim time i polarnost otapala je povecana.
Takoder, vrijeme stajanja uzoraka nakon filtracije uzoraka mogla je utjecati na agregaciju
ovih sustava. S obzirom na prisutnost agregata, mjerenja pri nekim pH vrijednostima su
opetovana nakon filtracije kroz filter veli¢ine pora 200 um, no to nije imalo znacajan efekt na
izmjeren promjer, s obzirom da su agregati vjerojatno ipak neSto manjih dimenzija. Stoga bi
ovakva mjerenja trebalo provesti s razli¢itim vremenskim intervalima da bi se provjerila
hipoteza o agregaciji. Naime, ukoliko bi se protokom vremena znacajno povecavao promjer

Cestica kao 1 polidisperznost, to bi jednozna¢no upucivalo na agregaciju.
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Metodom elektronske spinske rezonancije ispitana je dinamika priredenih nanocestica
u fosfatnom puferu te je usporedena s dinamikom slobodnog TEMPONE radikala. ESR
spektar nitroksidnog radikala sastoji se od tri linije koje nastaju kao posljedica anizotropne
hiperfine interakcije izmedu nesparenog elektrona i jezgre dusika, slika 19.> Gibanje radikala
u otopini PBS-a je slobodno te dolazi do njegove brze reorijentacije. ESR spektar radikala
koji se reorijentira na brzoj vremenskoj skali sastoji se od tri uske linije priblizno istog
intenziteta, slika 19. Gibanje radikala moZe se pratiti pomoc¢u rotacijskog korelacijskog
vremena,zr, koje predstavlja vrijeme potrebno da se radikal okrene za jedan radijan te ovisi 0
veli¢ini radikala. Korelacijsko vrijeme za TEMPONE radikal (0,02 ns) odgovara brzom
gibanju molekule (izmedu 10! i 10 5).% Mobilnost radikala ovisi o lokalnoj viskoznosti i
njegovoj povezanosti sa veCom, manje mobilnom molekulom. Kada je radikal kovalentno
vezan za nanocestice njegova mobilnost je ogranicena te ovisi o pokretljivosti lanca kojim je
povezan i o ukupnom gibanju nanocestice. Zbog toga su ESR spektri nanocestica RNP-H i
RNP-P Siri od spektra ¢istog TEMPONE radikala te sadrze linije razli¢itih intenziteta. Sli¢ne
ESR spektre dobili su Li i suradnici prou¢avajué¢i nanocestice temeljene na telodendrimerima
koje na povrSini sadrze polietilenglikol (PEG).%" Izradunato korelacijsko vrijeme za
nanocesticu RNP-H (0,66 ns) je nesto nize od vrijednosti zr za nano¢esticu RNP-P (1,01 ns).
Rotacijska mobilnost nitroksidnog radikala u ispitivanim nanoCesticama pretezno je
omogucena zbog prisutnosti dvije metilenske skupine u razmaknici kojom je radikal vezan za
nanocCestice. Dulje korelacijsko vrijeme nitroksidnog radikala u nanocestici RNP-P moze se
objasniti nemoguénos$¢u rotacije oko peptidne veze prisutne u razmaknici u usporedbi s
hidrazonskom vezom. Da bi se ispitala promjena u mobilnosti TEMPONE radikala pri
razli¢itim pH vrijednostima (7,4-5,0) nanocCestice su inkubirane u odgovaraju¢im otopinama
pufera tijekom 24 sata. U fizioloskim uvjetima (pH=7,4) oblik ESR spektra RNP-H, slika 20a,

kao 1 odgovarajuce korelacijsko vrijeme (0,40 ns) ne razlikuju se znacCajno od spektra
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snimljenog prije inkubacije. Zbog toga se moze zakljuCiti da se nitroksidni radikal u
fizioloSkim uvjetima ne otpusta s nanocestice RNP-H u znacajnoj koli¢ini. Snizavanjem pH
vrijednosti ESR spektar se suzava, a korelacijsko vrijeme se smanjuje. Pri pH = 5,0 koji
odgovara uvjetima u tumorskim stanicama spektar RNP-H sastoji se od tri linije gotovo istog
intenziteta te je jednak spektru slobodnog TEMPONE radikala. Izracunato korelacijsko
vrijeme (0,01 ns) potvrduje da se radikal slobodno giba u otopini pufera te vise nije vezan za
nanocCesticu. Suprotno tome, oblik ESR spektra RNP-P ne mijenja se bez obzira na uvjete
inkubacije, a odgovarajuc¢a korelacijska vremena potvrduju da nije doslo do promjene u
gibanju radikala, slika 20b. Stoga se moze zakljuciti da je radikal ostao vezan na nanocestici.
Takoder je ispitano otpuStanje radikala s nanocestica u kiselim uvjetima nakon razlicitih
vremena inkubacije. Vidljivo je da se ESR spektar RNP-H znac¢ajno suzava ve¢ nakon 3 sata
inkubacije, a korelacijsko vrijeme se smanjuje preko 16 puta, slika 21a. Duljim trajanjem
inkubacije ne dolazi do znacajne promjene oblika ESR spektara i korelacijskih vremena pa se
moze zakljuciti da su ve¢ nakon tri sata gotovo svi radikali presli u otopinu pufera. Nasuprot
tome, kod nanocestice RNP-P ne opaza se promjena oblika spektara, a korelacijska vremena
su priblizno jednaka bez obzira na vrijeme trajanja inkubacije, slika 21b. Slika 22. prikazuje
ovisnost korelacijskih vremena za obje vrste nanocestica o vremenu inkubacije pri razli¢itim
pH vrijednostima. Smanjenje korelacijskih vremena RNP-H s trajanjem inkubacije najmanje
je kod pH=7,4. Snizavanjem pH vrijednosti primjec¢uje se nagli pad korelacijskih vremena
koji kod pH=5,0 ve¢ nakon 3 sata inkubacije iznosi oko 94%, slika 22a. Nakon 24 sata
inkubacije pri pH=6,0 i 5,0 gotovo svi radikali prelaze s nanocestica u otopinu. Zhou i
suradnici proucavali su otpustanje antitumorskog lijeka doksorubicina vezanog hidrazonskom
vezom s nanocestica temeljenih na poli[N-(2-hidroksipropil)metakrilamidu] i B-sitosterolu.

Utvrdili su da su nanocestice stabilne pri pH=7,4 dok se pri pH=5,0 s nanocestica brzo
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oslobada 80% lijeka.’® U sluaju nanocestice RNP-P, slika 22b, nije opazena znadajna
promjena korelacijskih vremena s vremenom inkubacije bez obzira na pH vrijednost.
Rezultati dobiveni istrazivanjem pokazuju da je hidrazonska veza pogodna za pripravu
konjugata nanocCestica kada je potrebno oslobadanje radikala u kiselim uvjetima kakvi vladaju
u tumorskim stanicama. S druge strane, peptidna veza je izrazito stabilna te se ne moze

hidrolizirati ¢ak ni u blago kiseloj sredini tijekom 24 sata.
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6. ZAKLJUCAK

Priredene  su dvije vrste nanoCestica koje se temelje na polimeru
poli[N-(2-hidroksipropil)metakrilamidu] i kolesterolu te sadrze nitroksidni radikal vezan
peptidnom ili pH-ovisnom hidrazonskom vezom. Ustanovljeno je da u kiseloj sredini koja je
karakteristi¢na za tumorsko tkivo dolazi do otpuStanja radikala vezanih hidrazonskom vezom
dok nanocestice koje sadrze radikale vezane peptidnom vezom ostaju stabilne. Suprotno tome,
u fizioloskim uvjetima ne dolazi do znaCajnog oslobadanja radikala ni sa jedne vrste
nanocestica.

Ovim istraZivanjem pokazano je da se polimerne nanocestice mogu koristiti kao
nosaci nitroksidnih radikala u novom pristupu terapiji tumora kada se Zele izbjeci nezeljene

nuspojave slobodnih radikala i produljiti njihovo zadrzavanje u organizmu.
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