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ПРОЦЕСНО ОЧУВАНЕ МЕМБРАНЕ ЕРИТРОЦИТА ДОБИЈЕНЕ ИЗ КЛАНИЧНЕ 

КРВИ КАО СИСТЕМИ ЗА ПРОДУЖЕНО ОСЛОБАЂАЊЕ АКТИВНИХ 

СУПСТАНЦИ 
 

РЕЗИМЕ 
 

У овој докторској дисертацији развијен је процес за изоловање 

говеђих и свињских еритроцитних мембрана („духова”) из отпадне кланичне 

крви. Поред тога, развијени су и детаљно in vitro окарактерисани системи за 

продужено ослобађање активних супстанци на бази добијених еритроцитних 

мембрана.  

У циљу пројектовања процеса којим би се добиле говеђе и свињске 

еритроцитне мембране које су структурно очуване, а пореклом из отпадне 

кланичне крви, дефинисане су специфичне осмотске карактеристике ових 

еритроцита. Показано је да су свињски еритроци осмотски осетљивији и да 

еритроцити ниједне од испитиваних врста нису осмотски хомогени. Ова 

хетерогеност је детектована између еритроцита различитих узорака исте 

врсте, али и еритроцита једног узорка. Као оптимални пуфер за извођење 

хемолизе говеђих и свињских еритроцита одређен је 35 mМ натријум 

фосфатни/NaCl пуфер чијом применом се у процесу градуалне хипотоничне 

хемолизе, при протоку пуфера од 300 ml/h, током 30 min, ослобађа >90% 

хемоглобина из велике запремине (100 ml) обе врсте еритроцита. 

Биохемијска анализа добијених мембрана еритроцита је показала да се 

садржај протеина и холестерола није битно разликовао у односу на мембране 

интактних еритроцита. Такође, пречник еритроцитних мембрана обе врсте 

био је за само 10% мањи од интактних еритроцита, а расподела величине 

униформна. Ови резултати су показали да духови кланичних еритроцита обе 

врсте животиња имају способност да „имитирају" хемијско и структурно 

анизотропно окружење ћелијских мембрана in vivo, што је од значаја за 

дифузију и партициони коефицијет активних супстанци при њиховој 

инкапсулацији.  

У следећој фази истраживања испитана је могућности примене 

процеса градуалне хипотоничне хемолизе за инкапсулацију модел супстанце, 

синтетског глукокортикоида и најшире коришћеног антиинфламаторног 



лека, дексаметазон-натријум-фосфата (DexP). Оптимизовани су процесни 

параметри-температура инкубације, концентрација лека и присуство 

умреживача- за инкапсулацију DexP у духове говеђих и свињских 

еритроцита. Од испитиваних параметара као најоптималнији за 

инкапсулацију DexP, у обе врсте еритроцитних духова, одређени су 

концентрација лека од 0,12 mg/ml и температура инкубације од 37°С. 

Показано је да се коришћењем свињских еритроцитних духова, постиже већи 

степен инкапсулације DexP (13-14%) у поређењу са говеђим еритроцитним 

духовима (2-3%). Добијени системи DexP-еритроцитне мембране су 

окарактерисани са аспекта расподеле величине, морфолошких 

карактеристика мембрана еритроцита са инкапсулираним DexP и кинетике 

ослобађања инкапсулираног DexP из духова. Детаљна морфолошка анализа 

(AFM, SEM, ласерска дифракција) оба типа еритроцитних духова са 

инкапсулираним DexP, показала је да присуство инкапсулираног DexP нема 

утицаја на морфологију еритроцитних духова, али да постоје значајне 

разлике у морфологији између говеђих и свињских еритроцитних духова. 

Кинетика отпуштања инкапсулираног DexP се разликовала како између 

врста еритроцитних духова, тако и између узорака исте врсте у зависности 

од садржаја резидуалног хемоглобинa. Постигнуто је продужено отпуштање 

DexP, у периоду од 3, односно 5 дана у случају DexP инкапсулираних 

свињских и говеђих еритроцитних духова, респективно. 

На основу морфолошких и структурних карактеристика и 

карактеристика отпуштања DexP из говеђих и свињских еритроцитних 

духова изолованих из кланичне крви, може се закључити да они показују 

велики потенцијал за биомедицинску примену у циљу продужене и 

контролисане доставе антиинфламаторног лека DexP. 
 

Kључне речи: кланична крв; градуална хипотонична хемолиза; еритроцитне 

мембране; еритроцитни духови; дексаметазон-натријум-фосфат, системи за 

продужено ослобађање активних сусптанци 
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PRESERVED ERYTHROCYTE MEMBRANES PRODUCED FROM 

SLAUGHTERHOUSE BLOOD AS SYSTEMS FOR PROLONGED DELIVERY OF 

ACTIVE SUBSTANCES 
 

SUMMARY 
 

In this doctoral dissertation, а process for production of empty erythrocyte 

membranes („ghosts“) originating from bovine and porcine wasted slaughterhouse 

blood was developed. In addition, with an aim of designing prolonged drug 

delivery vehicles, ghost-based drug delivery systems were formulated and in vitro 

characterized.  

In order to design the process by which hemoglobin would be released from 

erythrocytes, leaving preserved cell membranes, the first step was to define 

specific osmotic properties of bovine and porcine erythrocytes derived from 

slaughterhouse blood. The results showed that porcine erythrocytes were more 

osmotically susceptible compared to bovine ones, but neither of the two examined 

types of erythrocytes was homogeneous regarding their osmotic properties. This 

heterogeneity was detected among erythrocytes from different samples of one 

species, as well as among erythrocytes in one sample. The hypotonic sodium-

phosphate/NaCl buffer of 35 mM concentration circulating with a flow rate of 300 

ml/h during 30 min was optimal for conducting gradual hypotonic hemolysis. 

Under these conditions the process of gradual hemolysis resulted with a high 

hemolysis extent (>90%). Biochemical analysis revealed that protein and 

cholesterol content of isolated ghosts were nearly the same as in intact 

erythrocytes. Compared to starting erythrocytes, average diameter of the ghosts 

from both type of erythrocytes decreased for only 10%. These results indicate that 

isolated membranes have possibility to mimic the chemical and structural 

anisotropic environment of in vivo cell membranes, and this fact is of significance 

for drug diffusion and partition coefficients during encapsulation procedure.  

In the next step, the gradual hypotonic hemolysis was evaluated as an 

encapsulation procedure for a model drug into the ghosts which were obtained in 

the previous experimental stage. A synthetic glucocorticoid, widely used anti-

inflammatory drug, dexamethasone sodium phosphate (DexP), was selected as a 

model compound. The processing parameters of DexP encapsulation into the 



ghosts-temperature, initial drug concentration, and cross-linker addition- were 

optimized. Incubation at 37oC and drug concentration of 0.12 mg/ml had 

statistically significant effect on loaded amount of DexP, resulting in encapsulation 

efficiency of 13-14%, i.e. 2-3% for porcine and bovine erythrocyte ghosts, 

respectively. Detailed morphological characterization (by AFM, SEM, and laser 

diffraction technique) revealed that DexP inclusion itself had no observable 

additional effect on the morphology of the ghost carriers, but indicated significant 

morphological differences between bovine and porcine ghosts. The differences in 

drug release kinetics between bovine and porcine DexP loaded ghosts were 

observed. Besides, the content of residual hemoglobin significantly influenced the 

drug release kinetics of both type of DexP loaded ghosts. A sustained drug release 

from DexP loaded ghosts was shown over 3 days from porcine ghosts and 5 days 

from bovine ghosts. Hence, DexP loaded erythrocyte membranes demonstrated 

strong possibility for usage as cell-like bio­derived delivery systems of DexP for 

different biomedical applications. 

 

Keywords: slaughterhouse blood; gradual hypotonic hemolysis; erythrocyte 

membranes; erythrocyte ghosts; dexamethasone sodium phosphate; drug delivery 

systems 
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Примарни циљ фармацеутско-технолошког развоја јесте проналажење 

начина да се активна (лековита) супстанца преведе у облик и 

концентрацију/количину којима се постижe одговарајући терапијски 

одговор, контролише место и брзина ослобађања лековите супстанце у 

организму и смањују нежељени ефекти. Поступци који се користе за 

постизање овог циља су врло сложени и захтевају развој софистицираних 

система за испоруку активних супстанци (енгл. drug-delivery systems). Данас 

постоји велики број различитих система за испоруку лековитих супстанци 

развијених у складу са потребама апликације. Њихово стално усавршавање је 

постало неминовно због све већег броја захтева које један систем за испоруку 

активних супстанци мора да испуни како би могао да има биомедицинску 

примену.  

Тренутно доступни системи за испоруку лековитих супстанци могу 

бити системи који представљају једноставне, растворљиве макромолекуле 

(као што су моноклонска антитела, растворљиви синтетски полимери, 

полисахариди и биодеградабилни полимери), али и много комплексније 

честичне вишекомпонентне структуре (микрокапсуле, микрочестице, 

липозоми, липопротеини, ћелије и ћелијски духови). Системи за испоруку 

активних супстанци базирани на ћелијама, генерално, имају велику предност 

у односу на све до сада доступне природне или синтетске носаче , у смислу 

истовремене природне биокомпатибилност и функционализације преко 

специфичних површинских молекула. Највише истраживани и примењивани 

ћелијски носачи активних супстанци јесу еритроцити и еритроцитне 

мембране пореклом из хумане крви [1].  

Аутологи (сопствени) еритроцити се примењују као ефикасни системи 

за циљану испоруку и продужено ослобађање лековитих супстанци [2,3]. 

Чињеница да је неколико протокола за инфузију лековитих супстанци 

инкапсулираних у еритроците тренутно у фази клиничког испитивања, 

илуструје огроман биомедицински значај ове области истраживања. Поред 

тога, савремене биотехнолошке методе за модификовање ћелијске мембране 

омогућавају да се у ове сврхе користе и имунолошки инкопатибилни 

(хетерологи) хумани еритроцити, а отвара се могућност коришћења и 

ксеногених (животињских) еритроцита [4]. Међутим, до сада није развијена 
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одговарајућа технологија која би омогућила коришћење животињских 

еритроцита у сврху носача активних компоненти. Наиме, таква технологија 

била би од великог значаја, нарочито имајући у виду да је расположива 

количина хуманих еритроцита (пореклом из крви добровољних давалаца 

која се због престарелости или неког недостатка не може користити за 

трансфузију крви) није велика.  

Еритроцити из отпадне кланичне крви доступни су у огромним 

количинама, те је развој технологије за њихову примену у системима за 

испоруку и продужено ослобађање лековитих супстанци економски 

оправдан. Поред тога, развој оваквих технологија би допринео већем 

искоришћењу главног споредног производа месне идустрије, кланичне крви. 

Процењује се да кланице у процесу производње меса свакодневно стварају 

милионе тона процесног отпада чије депоновање представља велики 

проблем за прерађиваче. За третман овог отпада у развијеним земљама 

постоји строга законска регулатива за чије поштовање се издвајају значајна 

материјална средства. Наиме, данас се одбацивање споредних производа као 

отпада више не сматра ни еколошки добрим ни економски исплативим, 

посебно када се зна да овај „отпад“ садржи значајне количине драгоценог 

сировог материјала који има снажан потенцијал у стварању нових производа 

и функционалних састојака са додатном вредношћу. Опште је прихваћено 

мишљење да је пожељно и могуће да се сви споредни производи индустрије 

меса прераде у производе намењене за хуману и животињску исхрану, 

ђубриво, биодизел, па чак и лекове [5]. Управо због тога је предмет ове 

докторске дисертације развој процеса за изоловање говеђих и свињских 

еритроцитних мембрана („духова”) из отпадне кланичне крви, и развој и in 

vitro карактеризација система за продужено/контролисано ослобађање 

активних супстанци на бази добијених еритроцитних мембрана. 
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2.1. САВРЕМЕНИ СИСТЕМИ СА 
ПРОДУЖЕНИМ/КОНТРОЛИСАНИМ  ОСЛОБАЂАЊЕМ  

АКТИВНИХ  СУПСТАНЦИ БАЗИРАНИ НА ЋЕЛИЈАМА  

Системи за испоруку активних супстанци базирани на ћелијама, 

генерално, имају велику предност у односу на све до сада доступне природне 

или синтетске носаче у смислу истовремене природне биокомпатибилности 

и функционализације. Ове карактеристике система за испоруку лековитих 

супстанци базираних на ћелијама омогућавају им улогу вектора способних да 

несметано прођу кроз све биолошке мембране (анатомске, физиолошке, 

фагоцитне или инфламаторне), који не стварају агломерате и не мењају 

морфолошке и површинске карактеристике у физиолошким условима, који 

су отпорни на метаболичке процесе услед чега могу мењати 

фармакокинетичке параметре лековите супстанце и способни су да слободно 

пролазе кроз крвоток до тачно дефинисаног места у организму на ком 

лековита супстанца треба да испољи своје дејство. Са друге стране, и поред 

наведених карактерстика ове врсте носача, њихова примена у хуманој 

медицини је изузетно ограничена. Главни проблеми који спречавају ширу 

употребу ћелијских носача првенствено се односе на непостојање 

дефинисаног система складиштења, велику подложност контаминацији 

микроорганизмима и одсуство валидираних индустријских процедура за 

њихово процесирање у виду лека [1].  

Системи за испоруку лековитих супстанци засновани на ћелијама  се 

могу поделити у више категорија (слика 1). 

 

 
Слика 1. Схема класификације до данас коришћених система за испоруку 
лековитих супстанци заснованих на ћелијама 
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 Генетички трансформисане ћелије могу бити различите врсте 

прокариотских и еукариотских ћелија код којих су одабрани гени 

интегрисани у геном ћелије домаћина уз коришћење различитих вектора, 

што омогућава експресију биолошки важних агенаса. Такође, циљне ћелије се 

увођењем гена могу учинити осетљивим на дејство одабраних лекова. Данас 

се трансформисане ћелије користе за продукцију цитокина и у неким 

случајевима за продукцију/ослобађање одређених ензима, што је од значаја 

код пацијената са ензимским дефицијенцијама. У табели 1 дат је кратак 

преглед, као илустрација примене трансформисаних ћелија за ослобађање 

биолошки активних супстанци [1]. Главни проблеми овог начина за испоруку 

биолошки активних супстанци у вези су са дужином трајања ефекта 

трансформисаних ћелија, безбедношћу њихове припреме због коришћења 

различитих вектора, и са дистрибуцијом трансформисаних ћелија у 

организму коју је тешко контролисати. 

 

Табела 1. Неки примери генетички трансформисаних ћелија за испоруку 
биолошки активних супстанци [1]  

Тип ћелије Транформисани ген 

Мезенхимске матичне ћелије Интерлеукин 10 (IL-10) 
Неуралне прогениторске 

ћелије 
Интерферон-бета 

Епидермалне матичне ћелије Ламинин 5 
Хематопоетичне матичне 

ћелије 
Арилсулфатаза А 

Мезенхимске матичне ћелије Интерлеукин 12 (IL-12) 

Фибробласти Супероксид дизмутаза 

Хематопоетске ћелије 
TNF-сродни апоптоза-индукујући лиганд (енгл: 

TNF-related apoptosis-inducing ligand- ТRAIL) 
Мишићне прогениторске 

ћелије 
Фактор коагулације IX 

Неуралне прогениторске 
ћелије 

Арилсулфатаза А 

Тромбоцити VIII фактор коагулације 

Неуралне матичне ћелије Неуротрофин-3 

Фибробласти Интерферон алфа 

Мишићне матичне ћелије Коштани морфогенетски протеин 4 
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Ћелијски носачи не настају као резултат генетичког инжењерства 

ћелија, већ применом различитих физичких и хемијских метода (слика 2) 

које омогућавају да ћелије/ћелијски деривати добију нове терапијске 

функције [6]. Тако, ћелијски носачи ослобађају лековите супстанце у 

циркулацију или на одређено место у организму или могу циљано 

испоручити лековиту супстанцу другим ћелијама.  

 

 

Слика 2. Схематски приказ различитих стратегија инжењерства ћелија у 
циљу испоруке лекова и терапије на бази ћелија [6] 

 

До сада је испитивана могућност примене прокариотских 

(бактеријских) и еукариотских (углавном ћелија сисара) као носача лекова. 

Грам позитивне бактерије којима је уклоњена цитоплазма, а задржана 

морфологија и површинска антигенска структура коришћене су као 

препарати бактеријских мембрана, такозвани „духови“ [7]. Истраживања су 

показала де је употреба ових духова као адјувантних честица, тј. честица које 

заправо побољшавају имунски одговор на циљане антигене експримиране на 

духовима, могућа и успешна [7]. 

Међу сисарским ћелијама, макрофаги, матичне ћелије и еритроцити су 

се показали као посебно погодни за добијање система за 

контролисано/продужено отпуштање лекова. Захваљујући способности 

фагоцитозе макрофаги могу бити "напуњени" лековитом супстанцом 
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релативно једноставно, ингестијом наночестица. Макрогафи се лековитом 

супстанцом или контрастним средством „пуне“ ex vivo након чега се дају 

примаоцу. Највећи део таквих макрофага (74–81%) одмах се секвестрира у 

јетри и слезини (13–18%) [8] што чини да је систем за испоруку лекова 

заснован на макрофагима погоднији за циљано дејство него за системску 

испоруку лековите супстанце. 

Матичне ћелије, и то примарно адултне матичне ћелије, су у 

литератури описане као потенцијални носачи лековитих супстанци [9]. Како 

нервне и мезенхимске матичне ћелије имају тропизам ка туморима, све више 

се испитују као могући системи за активну испоруку терапеутских и 

контрасних средстава у туморе [6]. Ипак, највећи број истраживања у вези са 

матичним ћелијама као носачима активних супстанци односи се на 

генетички модификоване матичне ћелије (табела 1).  

Еритроцити и њихови деривати - мембране имају огроман потенцијал 

као носачи лекова у обезбеђивању циљане и продужене испоруке широког 

спектра биолошки активних супстанци, од конвенционалних лековитих 

супстанци до протеина [3,10,11]. Поред тога, значајна површина и запремина 

за инкапсулацију лековитих супстанци, висока биокомпатибилност и 

природни механизми за безбедну елиминацију еритроцита су атрактивне 

карактеристике еритроцита као система за преношење биолошки активних 

супстанци до циљних органа и ткива [3,10,11], што их чини до данас највише 

истраживаним ћелијским носачима. 

2.2. ЕРИТРОЦИТИ  

Еритроцити или црвена крвна зрнца, су најзаступљеније ћелијске 

компоненте крви (>99%) свих кичмењака. Један микролитар хумане крви 

садржи 5 милиона еритроцита, а једна особа у свом телу има приближно 30 

хиљада милијарди еритроцита. Животни век хуманих еритроцита траје 100-

120 дана, током којих они прелазе путању од ~250 km кроз 

кардиоваскуларни систем где функционишу као природни транспортери 

кисеоника захваљујући молекулу хемоглобина у њима. У једном еритроциту 

се просечно налази 270 милиона молекула хемоглобина. Еритроцити сисара 

немају једро. Хумани еритроцити имају запремину од приближно 95 μm3, a 
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површина им је 130 μm2 . Имају облик биконкавног диска (слика 3), пречника 

7 µm и дебљине 2 µm. Овакав облик еритроцитима даје максималну 

еластичност и савитљивост, омогућавајући им да прођу и кроз веома уске 

капиларне просторе без руптуре ћелијске мембране. Осим прилагодљивости 

лумену капилара, овакав облик за последицу има и увећану површину што 

омогућава ефикасну и брзу размену гасова.  

 

 

Слика 3. Електронска микрографија хуманих еритроцита 

 

Нормално, еритроцити не подлежу екстравазацији из циркулације у 

ткива, осим у хепатичким синусима и интерстицијуму у фоликулима слезине, 

односно отворима ка циркулацији на местима стварања и елиминације 

еритроцита, која су део ретикулоендотелног система (РЕС). Макрофаге 

ретикулоендотелног система у слезини и јетри брзо и ефикасно фагоцитозом 

преузимају старе и оштећене еритроците и затим их разграђују 

лизозомалним ензимима. 

Мембрана еритроцита изграђена је од 40% липида (фосфолипиди, 

холестерол, гликолипиди), 50% протеина и 10% угљених хидрата. Испод 

мембране се налази цитоскелет грађен од филамената протеина спектрина 

који градећи спектринску мрежу дају облик еритроциту (слика 4). 

Спектрински филаменти су преко протеина анкирина и трансмембранског 

протеина бенд 3 (енгл. band 3) повезани са мембраном. Оваквим 

повезивањем мембране и цитоскелета одржава се облик еритроцита. 

Динамичка регулација и адаптација цитоскелета одржавају морфолошку 

стабилност, пластичност и деформабилност еритроцита који су неопходни за 

милионе понављаних пролажења кроз уске капиларе [12]. 

  



Докторска дисертација  Ивана Т. Костић 

10 
 

А 

 

Б 

 

Слика 4. Структура мембране еритроцита А) Поједностављен схематски 
приказ пресека мембране еритроцита. Б) Изглед цитоскелета. Схематски 
приказ и електронска микрографија. Молекули спектрина формирају мрежу 
која се налази испод липидног двослоја и која се за мембрану еритроцита 
везују преко анкирина (елипсе). Основни облик ове мреже је шестоугао 
(осенчено) [12,13] 

 

Као и код других врста ћелија, мембрана еритроцита представља 

асиметрични липидни двослој грађен од холестерола и фосфолипида. У овај 

липидни двослој интегрисани су трансмембрански протеини и протеини 

који су саставни део мембране, али не пролазе кроз липидни двослој. 

Спољашња површина мембране је благо негативно наелектрисана, углавном 

због анјонских компоненти интегралних и површинских гликопротеина 

удружених са плазмалемом еритроцита. Ова негативно наелектрисана 

спољна површина штити ћелијску мембрану од оштећења, прима сигнале из 

околне средине и успоставља комуникације између ћелија. Гликофорин А и 

бенд 3 су главни интегрални гликопротеини, али се у мембрани еритроцита 

налази више од 300 различитих протеина. Гликопротеини мембране на себи 

носе антигене детерминате, различитих система крвних група. Неки од ових 
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протеина имају кључне функције заштите еритроцита од оштећења и 

елиминације из крвотока имунским системом. 

Еритроцити учествују у расподели и метаболизму више од 50 

биолошки активних супстанци (нпр. каптоприл, халоперидол, хероин, 

тестостерон, инсулин, катехоламини, пенициламин, даунорубицин) [14]. 

Еритроцити тако „ненамерно“ служе као природне честице крви 

(компартмани) које учествују у фармакокинетици, биодистрибуцији, спором 

отпуштању, метаболизму и деловању различитих лековитих супстанци. Ипак 

„намерна“/циљана употреба еритроцита као носача за испоруку биолошки 

активних супстанци је од знатно већег интереса. Та област истраживања 

настала је раних седамдесетих година XX века, када је претпостављено да се 

дејство појединих лекова може побољшати инкапсулацијом у аутологе или 

имунолошки компатибилне донорске еритроците, који би након безбедног 

ињектирања у домаћина омогућили дејство лековите супстанце на тачно 

одређеном месту у организму и током продуженог временског периода [15]. 

Чињеница да је неколико протокола инфузије лекова инкапсулираних у 

еритроците тренутно у испитивању на људима, говори у прилог изузетном 

биомедицинском значају ове области истраживања [3]. 

2.3. РАЗЛИЧИТИ ПРИСТУПИ У КОРИШЋЕЊУ ЕРИТРОЦИТА  
И ЕРИТРОЦИТНИХ  МЕМБРАНА  КАО НОСАЧА  ЛЕКОВА  

На слици 5. приказане су главне стратегије за примену еритроцита и 

еритроцитних мембрана за испоруку лекова и других биолошки активних 

супстанци. Оне обухватају инкапсулацију активних супстанци у еритроците и 

празне еритроцитне мембране (А), везивање активне супстанце за површину 

еритроцитне мембране (Б), везивање наночестица са инкапсулираним леком 

на површину еритроцитне мембране (В), везивање коњугованог лека преко 

специфичних молекула на површини еритроцитне мембране in vivo (Г) и 

коришћење еритроцитних духова са инкапсулираним леком као језгра за 

формирање микрокапсула (модификовано према [16]).  
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Слика 5. Различити приступи у коришћењу еритроцита и еритроцитних 
мембрана као носача лекова (модификовано према [16])  

 

 Раних седамдесетих година XX века ова област истраживања добила је 

значајну пажњу и омогућила прва клиничка испитивања система за 

васкуларну испоруку активних супстанци инкапсулираних у еритроците . 

Овај приступ у коришћењу еритроцита (слика 5А) као носача лекова 

ограничен је на оне лекове који имају адекватну растворљивост у води и 

метаболичку стабилност према ензимима еритроцита, у случају да се 

користе интактни еритроцити [16]. Наведени приступ обухвата и 

инкапсулацију носача са леком у еритроците, што је показано на примеру 

хитозанских наночестица са леком натријум-валпроатом инкапсулираним у 

хумане еритроците [17]. Иако најстарији, приступ инкапсулације активних 

супстанци у еритроците/еритроцитне мембране има највећу примену и 

данас, и биће детаљно описан у поглављима 2.4., 2.5. и 2.6. 

Посебан приступ у примени еритроцита као носача за 

интраваскуларну испоруку представља и коњугација фармаколошки 

активних супстанци на површину еритроцита преко молекула 

експримираних на њиховој површини (слике 5 Б, В, Г). Тако се за еритроците 
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може рећи да су идеални носачи за тромболитичке агенсе [18] као што су 

клинички примењиви ткивни тип активатора плазминогена (tPA) и 

урокиназе (UPA). Молекули tPA коњуговани са еритроцитима задржавају се у 

циркулацији десет пута дуже него слободни tPA [19] и на моделу мишева 

показују знатно ефикасније ублажавање симптома исхемије мозга након 

можданог удара [20]. Протеински антигени везани за еритроците показали 

су се као ефикасни у окидању имунског одговора, указујући на потенцијал у 

развоју пептидних вакцина [21]. Поред тога, полимерне наночестице са 

леком успешно су коњуговане ex vivo за еритроците (слика 5В), што 

представља нову стратегија која комбинује предност дугог полуживота 

еритроцита и робустности полимерних наночестица [22]. Најновији 

приступи примене еритроцита као носача лекова подразумевају in vivo 

везивање лека за еритроците, тако што се прво лек коњугује за молекуле 

који имају специфичан афинитет везивања за еритроците (слика 5Г). Тако су 

активатори плазминогена коњуговани са полипептидом који по 

аминокиселинској секвенци одговара варијабилном фрагменту 

моноклонског антитела на гликофорин А, који се везује за трансмембрански 

протеин гликофорин А на површини хуманих еритроцита [23]. Taкoђe, још 

један протеин ERY1 који је добијен помоћу бактериофага везује се за 

површину еритроцита са великом специфичношћу и уведен је као стратегија 

за побољшање фармакокинетичког профила протеина који се користе у 

терапијске сврхе [24]. Овај приступ везивања коњугованог лека за 

еритроците in vivo не захтева процедуру изоловања еритроцита и ex vivo 

манупилације, чиме се елиминише ризик од контаминације, али знатно 

повећавају трошкови, јер улазе у област персонализоване медицине.  

Поред тога, релативно новија истраживања показала су успешну 

примену еритроцитних духова као језгра за формулацију вишеслојних 

полиелектролитних (енгл. Layer by layer, LbL) микрокапсула (слика 5Д) 

којима се обезбеђује продужено и контролисано отпуштање супстанце 

инкапсулиране у еритроцитне духове [25,26].  

У савременој литератури описују се и системи названи еритрозоми и 

нанозоми: Еритрозоми представљају специфично пројектоване везикуларне 

системе који се састоје од умрежених еритроцитних цитоскелетона 
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обложених фосфатидилхолином. Овакве везикуле предложене су као 

системи за инкапсулацију макромолекула [27]. Наноеритрозоми су 

направљени екструзијом духова еритроцита при чему настају везикуле 

пречника од око 100 nm. За наноеритрозоме је , примера ради, помоћу 

глутаралдехида ковалентно везан даунорубицин, који је и in vitro и in vivo 

показивао већу активност него када је примењиван као неинкапсулирана 

супстанца [28,29].  

Биомиметске особине аутологих еритроцитних мембрана успешно су 

искоришћене и за облагање наночестица поли(лактид-ко-гликолид) (PLGA) 

чиме је постигнуто њихово "маскирање" и дуже задржавање in vivo, 

избегавањем преузимања од стране макрофага и системског уклањања из 

организма (слика 6) [30]. 

 

 

Слика 6. Схематски приказ облагања наночестица поли(лактид-ко-
гликолид) (PLGA) еритроцитним мембранама [30] 
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2.4. ИНКАПСУЛАЦИЈА БИОЛОШКИ АКТИВНИХ  СУПСТАНЦИ 
У ЕРИТРОЦИТЕ  И ЕРИТРОЦИТНЕ  МЕМБРАНЕ: ПРЕДНОСТИ 

И НЕДОСТАЦИ 

Прве експерименталне кораке у инкапсулацији неке супстанце у 

еритроците направио је Gardos 1953. године користећи аденозин-трифосфат 

(ATP) као модел супстанцу [31]. Marsden и Ostling су 1959. године 

инкапсулирали декстран молекулске масе од 10 до 250 kDa у еритроцитне 

духове [32]. Четрнаест година касније, прва испитивања инкапсулације 

лековите супстанце у циљу продужене васкуларне испоруке урадили су 

независно један од другог Ihler [15] и Zimmerman [33] и термин еритроцит 

носач (енгл. erythrocyte carrier) je 1979. године први пут употребљен да 

означи еритроцит са инкапсулираном лековитом супстанцом [2]. Како идеја 

о системима за продужену испоруку биолошки активних супстанци са 

циљаном специфичношћу већ деценијама задивљује научне кругове, за 

еритроците се може рећи не само да су изузетно атрактивни већ, посматрано 

са појединих аспеката, чак и јединствени носачи за испоруку биолошки 

активних супстанци. Поређење еритроцита носача са другим савременим 

системима за испоруку биолошки активних супстанци дато је у табели 2 [3]. 

Животни век еритроцита, од 100 до 120 дана код људи, превазилази друге 

системе за испоруку активних супстанци, нпр. "невидљиве" липозоме 

модификоване полиетиленгликолом (PEG), чији је пречник мањи од 100 nm, 

а животни век краћи од 10h. Такође, аутологи еритроцити представљају 

атрактивне носаче за интраваскуларну испоруку лековитих супстанци, јер је 

у њиховом случају знатно ограничена нежељена екстравазација [3]. 

Поред дугог полуживота и ограничене екстравазације, друге 

предности еритроцита као система за испоруку биолошки активних 

супстанци биле би следеће [3,10,11]: висок ниво биокомпатибилности, 

нарочито ако се за инкапсулацију користе аутологи еритроцити чиме се 

искључује могућност нежељеног активирања имунског система антигенима 

хетерологих еритроцита; потпуна биодеградабилност и чињеница да 

њиховом разградњом не настају токсични продукти; избегавање нежељеног 

имунског одговора на инкапсулирану биолошки активну супстанцу; 

пожељан опсег величине и релативно униформна величина и облик; својство 
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неометане циркулације кроз организам; спречавање деградације 

инкапсулиране активне супстанце ендогеним факторима; модификовање 

фармакокинетичких и фармакодинамичких параметара лековитих 

супстанци; значајно смањење флуктуација концентрације лековите 

супстанце у плазми у поређењу са конвенционалним начинима 

администрације лекова; значајно повећање интервала између узимања лека 

јер лекови остају терапеутски активни у дужем временском периоду; 

могућност смањења споредних ефеката лекова; заштита организма од 

токсичних ефеката лековитих супстанци (од нпр. антинеопластика); 

способност преласка у органе ретикулоендотелног система (РЕС) и циљане 

испоруке лековите супстанце у ове органе. 

 

Табела 2. Поређење еритроцита са другим системима за испоруку биолошки 
активних супстанци [3] 

 
 

Величина 
(nm) 

Облик 
Време 

полуживота 
у крви* 

Прелазак у ткива 

Еритроцити 5000–7000 
Биконкавни 

диск 
10–15 дана Само у отворима РЕС-а 

PEG-Липозоми 50–500 Сфере 3–6 сати 

Тумори, друга патолошка 
ткива услед повећане 
пермеабилности, 
ендоцитоза 

Полимерзоми 50–500 Сфере 10–20 сати 

Тумори, друга патолошка 
ткива услед повећане 
пермеабилности, 
ендоцитоза 

Филомицеле 40×20000 Филаменти 1–3 дана 
Патолошка ткива услед 
повећане пермеабилности 

Полимерне 
мицеле 

20–300 Сфере 0,1–6 сати 

Тумори, друга патолошка 
ткива услед повећане 
пермеабилности, 
ендоцитоза 

Протеини и 
коњугати 

5–5000 
Неправилне 

сфере 
10 минута – 6 

сати 
Дифузија и ендоцитоза 

* Ради поређења дати су подаци о времену полуживота и преласку у ткива који су добијени 
на мишјем експерименталном моделу , јер за људе нису доступни сви подаци о наведеним 
носачима лекова приказаним у табели. 

 

Примена еритроцита као носача биолошки активних супстанци има и 

недостатке [3,10,34]. Главни проблем представља њихово in vivo уклањање 

од стране органа РЕС-a услед оштећења на нивоу мембране или у 

унутрашњем садржају еритроцита (нпр. деплеције еритроцитних система за 
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складиштење и коришћење енергије, система за транспорт азот оксида и 

метаболизам) која настају током процеса инкапсулације. Та појава знатно 

скраћује животни век еритроцита носача у циркулацији, а у неким 

случајевима може проузроковати токсиколошке проблеме. Како је 

физиолошка улога макрофага РЕС-a и других фагоцита, елиминација 

остарелих и оштећених еритроцита, изузетно је тешко избећи преузимање и 

еритроцита носача од стране фагоцита и омогућити да инкапсулирана 

супстанца делује само унутар лумена васкуларног система. У циљу 

избегавања наведених проблема, највећи напори уложени су у испитивање 

механизма биокомпатибилности еритроцита, њиховог оштећења при 

процесу инкапсулације и начина чувања [35]. С друге стране, фагоцитоза 

еритроцита који су „ненамерно“ модификовани током процеса 

инкапсулације лековите супстанце од стране макрофага РЕС-а може 

послужити и као природни пут испоруке агенаса у те ћелије, што у смислу 

циљане испоруке лекова данас добија све већи значај и експерименталне 

потврде.  

Инкапсулирани еритроцити су, за разлику од већине других 

системима за испоруку активних супстанци, носачи биолошког порекла, па 

стога могу показивати неке инхерентне варијације у својим 

карактеристикама. Под овим варијацијама подразумевају се разлике у 

величини, садржају хемоглобина, степену оксидативног оштећења, осмотској 

и механичкој фрагилности, а свака од њих може утицати на финалне 

карактеристике еритроцита као носача активне супстанце . 

Складиштење инкапсулираних еритроцита представља додатни 

проблем, у циљу чијег превазилажења се данас испитују начини чувања 

еритроцита носача у изотоничним пуферима који садрже есенцијалне 

нутријенте (Mg2+ и Ca2+ јони из MgCl2 и CaCl2, ATP, глукоза...), као и на ниској 

температури, уз додатак нуклеозида или хелатора, примена лиофилизације 

са глицеролом или гел имобилизације. Као отежавајуће факторе у раду са 

еритроцитима као носачима лекова, важно је истаћи и увек постојећу 

могућност контаминације у свакој фази процеса инкапсулације, да је 

неопходна посебна високоспецијализована опрема и окружење за извођење 
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процеса инкапсулације и да је неопходно спровођење ригорозне контроле у 

процедурама прикупљања и руковања са еритроцитима.  

Узимајући у обзир све наведене предности и недостатке, еритроцити 

могу да служе као погодна врста носача за лековите супстанце које треба да 

испоље фармаколошко дејство у васкуларном систему или које треба да буду 

испоручене у ћелије које уклањају престареле еритроците из циркулације. У 

последње три деценије, значајни истраживачки напори улажу се како би се 

доказала исправност ове парадигме и успоставила клинички примењива 

стратегија за испоруку лековитих супстанци коришћењем 

еритроцита/еритроцитних мембрана као носача. 

2.5. МЕТОДЕ ЗА ИНКАПСУЛАЦИЈУ БИОЛОШКИ АКТИВНИХ  

СУПСТАНЦИ У ЕРИТРОЦИТЕ  И ЕРИТРОЦИТНЕ  МЕМБРАНЕ 

За инкапсулацију биоактивних супстанци у еритроците и еритроцитне 

мембране користе се три групе метода: хемијске, физичке и биолошке 

методе (cлика 7). Хемијске методе омогућавају инкапсулацију активних 

супстанци услед промена у мембрани еритроцита под утицајем хемијских 

агенаса (уреа, етиленгликол, амонијум хлорид, халотан). У оквиру физичких 

метода, у литератури су до сада описане методе које се заснивају на примени 

електричног поља (нпр. електропулсација) и методе засноване на осмози 

које су и најшире коришћене методе. Биолошке методе подразумевају 

активацију неког од познатих биолошких феномена (ендоцитоза, липидна 

фузија) како би се извршила инкапсулација биоактивних супстанци у 

еритроците. Независно од тога која се метода користи, за ефикасну 

инкапсулацију потребно је да лековита супстанца буде растворна у води, 

отпорна на разградњу унутар еритроцита, да не ступа у физичке и хемијске 

интеракције са мембраном еритроцита и да има добро дефинисане 

фармакокинетичке и фармакодинамичке особине [2].  
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Слика 7. Преглед метода које се користе за инкапсулацију биоактивних 
супстанци у еритроците и еритроцитне мембране 
 

2.5.1.ФИЗИЧКЕ МЕТОДЕ ИНКАПСУЛАЦИЈЕ  

Хипотонична хемолиза 

Метод хипотоничне хемолизе базира се на способности еритроцита да 

реверзибилно бубре у хипотоничним растворима. У хипотоничним 

растворима еритроцити бубре, облик им се мења од биконкавног ка 

сферном, при чему се ћелијама повећава запремина, али површина остаје 

константна [10, 36]. Пораст запремине еритроцита може бити од 25 до 50%. 

Хумани еритроцити у стању су да повећањем волумена компензују разлике у 

осмотском притиску између унутрашњости ћелије и спољашње средине све 

док осмоларитет околног расвора не падне на 150 mosM/kg када мембране 

еритроцита пуцају и ослобађа се ћелијски садржај. Непосредно пре него што 

ћелија лизира, на мембрани се формира тразниторни хемолитички отвор 

пречника 20-50 nm [36] и кроз њега излази хемолитички садржај. После 

хемолизе ћелије, заостају празне мембране еритроцита или “духови” 

еритроцита [2,37,38] (слика 8). Коришћење празних еритроцитних мембрана 

као носача биоактивних супстанци је могуће јер се након пребацивања у 

изотоничне услове хемолитички отвори затварају, делимично се враћа 

оригиналан биконкаван облик, а мембране поново постају непропусне. 

Главни недостатак хипотоничне хемолизе јесте неконтролисаност процеса 

због наглог излагања еритроцита хипотоничним пуферима, при чему долази 
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до неизбежног пуцања мембране еритроцита и формирања малих везикула 

(слика 8). Везикуле настале од мембране еритроцита могу се формирати и у 

супротној структурној организацији липидног двослоја мембране од 

полазног еритроцита, стварајући тзв. "изврнуте" везикуле (енгл. inside-out). 

Описани недостатак може се превазићи градуалним увођењем хипотоничног 

пуфера у суспензију еритроцита [38-40]. 

 

 

Слика 8. Схематски приказ хипотоничне хемолизе и настанка духова и малих 
везикула 
 

Хипотонична дилуција 

Хипотонична дилуција (слика 9) била је први испитан метод за 

инкапсулацију хемијских једињења унутар еритроцита, и истовремено 

представља и најједноставнији и најбржи метод инкапсулације [15]. Метод се 

изводи тако што се суспензија пакованих хуманих еритроцита разблажује са 

2-20 пута већом запремином воденог раствора лековите супстанце која се 

инкапсулира. Након процеса “захватања” лековите супстанце из 

хипотоничне средине, тоничност раствора се опет успоставља додавањем 

хипертоничног пуфера. Добијена ћелијска смеша се центрифугира, одлива се 

супернатант и талог испира раствором изотоничног пуфера. Овим методом 

добијају се тзв. "мртви еритроцити или бели духови" [2]. Недостатак ове 

методе представља слаба ефикасност инкапсулације [41]. Овај метод 

примењен је за инкапсулацију ензима као што су – галактозидаза и - 

глукозидаза [15] и аспарагиназа [42], као и брохнодилататора салбутамола 

[43]. 
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Слика 9. Схематски приказ хипотоничне дилуције као методе за инкапсулацију 
активне супстанце у еритроците 
 

Хипотонично пре-бубрење 

Овај метод заснива се на иницијалном контролисаном бубрењу 

еритроцита у раствору хипотоничног пуфера [2], након чега се они издвајају 

центрифугирањем на малим брзинама. Супернатант се одбацује, а фракција 

ћелија доводи до тачке лизирања додавањем мале порције воденог раствора 

лековите супстанце која би требало да буде инкапсулирана. Смеша се 

центрифугира између корака додавања лековите супстанце. Изотоничност 

ћелијске смеше успоставља се додавањем хипертоничног пуфера. Суспензија 

ћелија се затим инкубира на 37°C да би се затворили хемолитички отвори 

(слика 10). Овај метод је једноставнији и бржи него друге методе 

инкапсулација и узрокује минимално оштећење ћелија [44]. Супстанце које 

су релативно успешно инкапсулиране овом методом су инсулин [45], 

примакин [46] и еналаприлат [47].  

 

 

Слика 10. Схематски приказ хипотоничног пре-бубрења као методе за 
инкапсулацију активне супстанце у еритроците 
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Хипотонична дијализа 

Метода хипотоничне дијализе је први пут употребљена 1977. године 

од стране истраживача DeLoach и Ichler [41] за инкапсулацију ензима и 

липида. У овом процесу, суспензија еритроцита у изотоничном пуферу са 

вредностима хематокрита 70-80% се ставља у црево за дијализу и затим 

потапа у 10-20 већу запремину хипотоничног пуфера и дијализира 2 сата уз 

непрекидно мешање. По истеку овог времена изотоничност у цреву се 

поново успоставља додавањем хипертоничног пуфера у околни медијум или 

заменом хипотоничног медијума изотоничним. Биолошки активна супстанца 

која се инкапсулира може бити растворена у изотоничном пуферу унутар 

црева за дијализу на почетку експеримента, или дифундовати у дијализну 

врећу из околног хипотоничног пуфера. Инкапсулиране ћелије имају 

полуживот једнак полуживоту нормалних ћелија. Овај метод има високу 

ефикасност инкапсулације реда 30-50%, по завршеном процесу добија се 70-

80% од почетног броја ћелија, а сам процес инкапсулације је погодан за 

аутоматско контролисање процесних променљивих [48]. 

Недостаци ове методе су релативно дуго трајање и потреба за посебно 

конструисаном опремом (слика 11). Magnani и сарадници [36], развили су 

процедуру за инкапсулацију „недифузивних лекова” (поларне супстанце које 

по правилу не дифундују кроз интактне мембране) у хумане еритроците, која 

се заснива на две узастопне хипотоничне дилуције еритроцита праћене 

уконцентрисавањем са хемофилтерима, након чега се додаје лек и врши 

финално затварање еритроцита (слика 12). Метода је примењена за 

инкапсулацију супстанци попут ензима аспарагиназе [49], пестицида 

дифлуоробензорана [41], рекомбинантног хуманог еритропоетина [50], и 

агенаса који спречавају репликацију HIV вируса [51]. 

Захваљујући описаном уређају који је у Европи одобрен као 

медицински уређај [52], омогућена је инкапсулација лекова у аутологе 

еритроците под условима који се спроводе у трансфузиолошким центрима. 

Тако је дексаметазон-натријум-фосфат инкапсулиран у аутологе еритроците 

одобрен за клиничка испитивања у третману неколико инфламаторних 

болести: хроничне опструктивне болести плућа [53], цистичне фиброзе [54], 

инфламаторне болести црева [55-58]. Власник ове иновације данас 
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представља компанија Ery Del из Урбина у Италији [59] у којој се налази 

новији модел уређаја "Red Cell Loader" (слика 13).  

 

 

 

Слика 11. Посебно конструисани уређај "Red cell loader" за 
извођење хипотоничне дијализе [36] 

 

 

 

Слика 12. Схематски приказ методе хипотоничне дијализе која се 
изводи применом "Red cell loader" [36] 
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Слика 13. Тренутна медицинска опрема са „СЕ“ ознаком којом се врши 
инкапсулација лекова у аутологе еритроците на репродуцибилан и 
поуздан начин у компанији EryDel S.p.A. A) уређај "Red Cell Loader", Б) 
стерилни и апирогени комплет материјала за једнократну употребу 
[52] 
 

Електроинкапсулација 

Електропорација је поступак заснован на чињеници да електрични 

шок изазива иреверзибилне промене у еритроцитној мембрани, што је 

употребљено за инкапсулацију лековитих супстанци. У овом поступку 

суспензија еритроцита (припремљена у изотоничном пуферу у коме је 

растворена лековита супстанца која ће се инкапсулирати) се поставља у 

комору са електричним пражњењем (слика 14). Кондензатор у спољашњем 

електричном колу се пуни до дефинисаног напона и онда празни, у оквиру 

дефинисаног времена, у суспензију преко капиларне млазнице. Оптимални 

интензитет електричног поља је између 1-10 kW/cm и оптимално време 

пражњења износи 20-160 s. Између интензитета електричног поља и 

времена пражњења постоји реципрочан однос. Карактеристичан пречник 

пора створених на мембрани зависи од интензитета електричног поља, 

времена пражњења и јонске јачине медијума у коме су еритроцити 

суспендовани [10]. Проблем који се јавља при извођењу овог поступка је 

лизирање ћелија од стране колоидног макромолекулског садржаја ћелија до 

кога долази због повећања осмотског притиска. У циљу спречавања 

нежељеног лизирања, у суспензију еритроцита додају се молекули веће 
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молекулске масе (нпр. тетрасахарид стахиоза и албумин из говеђег серума). 

Након завршеног поступка, поре се затварају инкубацијом еритроцита на 

37°С у изотоничном раствору. У односу на осмотске поступке, дистрибуција 

инкапсулираних ћелија добијених овом методом је униформнија. Главни 

недостаци који онемогућавају широку примену ове методе су потреба за 

посебном инструментацијом и софистицираност процеса [10]. 

 

 

Слика 14. Схематски приказ методе електроинкапсулације као методе за 
инкапсулацију активне супстанце у еритроците 
 

2.5 .2. ХЕМИЈСКЕ  МЕТОДЕ ИНКАПСУЛАЦИЈЕ  

Овај метод је познат и као метод осмотске пулсације или хемијске 

пертубације, а подразумева изоосмотску хемолизу, тј. хемолизу у 

изотоничним условима која се постиже различитим хемијским средствима. 

Ако су еритроцити инкубирани у раствору са супстанцом која има 

способност пермеабилизације мембране (као што су уреа, PЕG, амонијум 

хлорид...) растворена супстанца ће дифундовати у ћелије због 

концентрационог градијента (слика 15). Овај процес праћен је инфлуксом 

воде да би се одржала осмотска равнотежа. Велики недостатак ове методе је 

то што супстанце за пермеабилизацију доводе до промена мембране 

еритроцита. Овај поступак је примењен за инкапсулацију антинеопластичног 

лека дауномицина у хумане и мишје еритроците [60].  
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Слика 15. Схематски приказ хемијске методе за инкапсулацију активне 
супстанце у еритроците 
 

2.5 .3. БИОЛОШКЕ МЕТОДЕ ИНКАПСУЛАЦИЈЕ  

Инкапсулација ендоцитозом  

Да би се биолошки активне супстанце "убациле" унутар еритроцита 

ендоцитозом једна запремина пакованих еритроцита се инкубира у девет 

запремина пуфера који садржи 2,5 mM ATP, 2,5 mM MgCl2 и 1 mM CaCl2, два 

минута на собној температури [48]. Створене поре се затим затварају у 154 

mM NaCl, инкубацијом на 37°С, два минута. На овај начин, биолошки активне 

супстанце бивају инкапсулиране унутар еритроцита у мембранским 

везикулама (слика 16). Мембрана везикуле раздваја материјал унет 

ендоцитозом од цитоплазме и на тај начин га штити од литичког дејства 

унутарћелијских компоненти еритроцита [48]. 

Инкапсулација липидном фузијом 

У литератури је показано да липидне везикуле које садрже лековиту 

супстанцу могу бити директно спојене са хуманим еритроцитима. Ова 

техника је коришћена за инкапсулацију инозитол-монофосфата у циљу 

побољшања капацитета еритроцита за пренос кисеоника. Међутим, 

ефикасност инкапсулације је веома мала, приближно 1% [2].  
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Слика 16. Схематски приказ ендицитозе као методе за 
инкапсулацију активне супстанце у еритроците 

 

2.6. ПРИМЕРИ БИОЛОШКИ АКТИВНИХ  СУПСТАНЦИ 
ИНКАПСУЛИРАНИХ  У ЕРИТРОЦИТЕ  И ЕРИТРОЦИТНЕ  

МЕМБРАНЕ  

Из крајње поједностављене, практичне тачке гледишта, за еритроците 

се каже да личе на трајне путне торбе од еластичног материјала које је 

створила мајка природа [3]. Оваквим сликовитим приказом може се 

објаснити зашто су први кораци у испитивању карактеристика еритроцита 

као носача биолошки активних супстанци, направљени управо 

инкапсулацијом активне супстанце у циљу обезбеђивања продуженог 

ослобађања у васкуларном систему. 

2.6.1. ВАСКУЛАРНА  ИСПОРУКА  БИОЛОШКИ  АКТИВНИХ  СУПСТАНЦИ  

ИНКАПСУЛИРАНИХ  У  ЕРИТРОЦИТЕ  И ЕРИТРОЦИТНЕ  МЕМБРАНЕ 

Циљ продуженог ослобађања активних супстанци у циркулацији јесте 

смањење учесталости дозирања, чиме се смањују флуктуације концентрације 

лека у плазми, повећа ефикасност лека и смањују дозно-зависни нежељени 

ефекти. До данас је велики број фармаколошки активних супстанци и агенаса 

за визуелизацију инкапсулиран у еритроците у циљу њиховог продуженог 

ослобађања у циркулацији. На пример, испитана је инкапсулација 

различитих ензима и флуоресцентних боја [61], еритропоетина за продужену 
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стимулацију хематопоезе [50], инозитол-хексафосфата који као кофактор 

хемоглобина побољшава капацитет преноса кисеоника [62], антикоагуланса 

хепарина [63], антибиотика амикацина који се користи у терапији 

менингитиса, пијелонефритиса и ендокардитиса [64,65], инсулина као 

хипогликемика [66], флуоро-аденозин-монофосфата [67] и метотрексата у 

хемотерапији канцера [68], гадолинијума који се користи као контрасно 

средство за магнетну резонанцу [69], антисенс олигонуклеотида [70] и 

плазмида ДНК за генску терапију [71], чак и магнетних наночестица [72].  

Ове студије нису увек дале очекиване резултате, углавном због 

нежељеног, ненамерног оштећења носача еритроцита које се дешава при 

самој инкапсулацији, што је за последицу имало 

компромитовану/смањену/измењену биокомпатибилност и доводило до 

варијабилности у степену инкапсулације [61]. На пример, слободан 

еритропоетин и еритропоетин инкапсулиран у еритроците показали су 

сличне фармаколошке ефекте након давања мишевима. Иако је деловање 

еритропоетина инкапсулираног у еритроците престало у плазми након мање 

од једног дана после ињектирања, показана је релативно продужена 

циркулација еритроцита са инкапсулираним еритропоетином, са временом 

полуживота у крви од ~ 6 дана [50]. Слични резултати добијени су и у 

испитивању еритроцита са инкапсулираним магнетним наночестицама, чија 

циркулација је детектована и након недељу дана од интраперитонеалног 

ињектирања у мишеве [72]. 

Сматра се да само минимално промењени еритроцити са 

инкапсулираном активном супстанцом, могу имати продужено време 

циркулације [3], и да такви непромењени еритроцити могу избећи брзу 

фагоцитозу од стране макрофага РЕС. Пројектовањем тзв. "нетрауматских 

процеса" за инкапсулацију еритроцита и коришћењем додатних мера опреза 

(нпр. уклањање субпопулације остарелих еритроцита из суспензије) 

омогућено је да се добију формулације инкапсулираних еритроцита који 

показују висок степен биокомпатибилности и фармакокинетику сличну 

интактним еритроцитима. Успешност оваквог приступа показана је у 

испитивањима на животињским моделима [50]. На овај начин се остварује 

значајно продужење полувремена живота у циркулацији супстанци 
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инкапсулираних у еритроците, у поређењу са неинкапсулираним 

супстанцама које су примењене на истоветан начин.  

Како теоретски, минимално промењени еритроцити могу имати 

продужено време циркулације, први кораци у in vivo испитивању активних 

супстанци инкапсулираних у еритроците извршени су на моделима 

супстанци које имају способност деградације токсичних једињења присутних 

у циркулацији. Услед ограниченог капацитета инкапсулације еритроцита , 

потентни и специфични ензими за детоксикацију су се показали као много 

ефективнији „терет" за инкапсулацију у еритроците од неензимских 

антидота као што је нпр. глутатион [73]. Тако је до данас, са циљем 

испитивања те хипотезе, више од десет различитих ензима за детоксикацију 

инкапсулирано у еритроците носаче, укључујући уриказу за елиминацију 

мокраћне киселине [74], тиосулфат-цијанид сулфотрансферазу која преводи 

цијаниде у мање токсичне тиоцијанате [75], фосфотиоестеразе које 

антагонизују органофосфатна једињења, попут отрова параоксона [76], 

алкохолну оксидазу и алкохолну дехидрогеназу за елиминацију метанола и 

других токсичних алкохола [77,78], L-аспарагиназу [79] и друге ензиме. 

Деривати појединих ензима добијени модификацијом са 

полиетиленгликолом (PEG-ензими, делимично маскирани од имунског 

система), такође су инкапсулирани у хумане, мишје и овчије еритроците [80]. 

Примери најважнијих ензима за детоксикацију који су успешно 

инкапсулирани у еритроците, дати су у табели 3. 

Главни недостатак примене еритроцита као носача активних 

супстанци које своје дејство треба да испоље унутар лумена васкуларног 

система, представља то што процес инкапсулације неизбежно проузрукује 

одређена оштећења на мембрани или у унутрашњем садржају еритроцита 

(нпр. деплецију еритроцитних система за складиштење и коришћење 

енергије, система за транспорт азот оксида и метаболизам). Макрофаги РЕС-а 

и други професионални фагоцити који уклањају остареле и оштећене 

еритроците представљају природну мету за еритроците са инкапсулираном 

активном супстанцом, тако да је изузетно тешко избећи преузимање носача 

еритроцита од стране фагоцита и омогућити да инкапсулирана супстанца 

делује само унутар лумена васкуларног система. У циљу избегавања 
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наведених проблема, највећи напори су уложени у испитивање механизма 

биокомпатибилности еритроцита, њиховог оштећења при процесу 

инкапсулације и начина чувања [35]. 

 

Табела 3. Ензими за детоксикацију инкапсулирани у еритроците [3] 
 

Ензим Величина Функција Терапијска 
примена 

Ниво 
развоја 

Реф. 
 

Карбоанхидраза 30 kDa Преводи CО2 
у бикарбонат 

Детоксикација 
CО2 

In vitro 
испитивања 

[61] 

Уриказа 33 kDa Оксидација 
мокраћне 
киселине 

Детоксикација 
мокраћне 
киселине 

Испитивања 
на мишевима 

[74] 

Тиосулфат-
цијанид сулфо- 
трансфераза 

37 kDa Преводи 
цијаниде у 
тиоцијанате 

Детоксикација 
цијанида 

Испитивања 
на 
животињама 
 

[75] 

Алкохолна  
оксидаза 

140–600 
kDa 

Преводи 
алкохоле у 
алдехиде 

Детоксикација 
алкохола 

Испитивања 
на мишевима 

[77] 

Алкохолна 
дехидрогеназа 

80 kDa Преводи 
алкохоле у 
алдехиде и 
кетоне 

Детоксикација 
алкохола 

Испитивања 
на мишевима 
 
 

[78] 

Глутамин 
синтаза 

Није 
униформна 

Формира 
глутамин из 
глутамата и 
амонијака 

Детоксикација 
амонијака 

Испитивања 
на 
животињама 
 

[81] 

 

Промене мембране еритроцита које настају током процеса 

инкапсулације активних супстанци сличне су нормалним физиолошким 

променама мембране које настају током животног века еритроцита. Те 

промене подразумевају конформационе промене и груписање главних 

мембранских гликопротеина гликофорина А и бенда 3, што доводи до 

дисфункције цитоскелета, губитка пластичности и механичке стабилности 

еритроцита. Поред тога повећава се осетљивост еритроцита на лизирање 

дејством оксиданата и „откривају“ места (епитопи) за које се везују 

„природна“ антиеритроцитна антитела нормално присутна у циркулацији, а 

која делују као опсонини који олакшавају фагоцитозу оштећених еритроцита 

у ћелијама РЕС-а. Излагање фосфатидилсерина из унутрашњег слоја 

мембране еритроцита и других компоненти које се нормално не налазе на 

површини еритроцита појачава описане процесе и представља 

предиспозицију за адхезију еритроцита на ендотел. Такође, ненамерна 
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инактивација специфичних површинских гликопротеина који инхибирају 

комплемент (нпр. DAF i CD59) и маскирање молекула CD47, услед чега их 

фагоцити не могу препознати, додатно умањује биокомпатибилност 

еритроцита носача [3]. Све описане промене у мембрани и цитоскелету 

смањују пластичност еритроцита и њихову отпорност на осмотска и 

механичка оштећења. Услед осмотске или механичке лизе еритроцити 

агрегирају, покрећу се имунске реакције, еритроцити бивају преузети од 

стране других ћелија, адхерирају на ендотел и улазе у микроциркулацију. Све 

те појаве ометају испоруку активне супстанце инкапсулиране у еритроците и 

могу проузроковати озбиљна оштећења типична за интраваскуларне 

хемолизе, укључујући акутне васкуларне и реналне реакције на слободни 

хемоглобин, и токсичне ефекте строме еритроцита на РЕС макрофаге. Сa 

друге стране, брза фагоцитоза промењених еритроцита представља 

директан и ефикасан начин за интрацелуларну испоруку инкапсулиране 

активне супстанце , под условом да инкапсулирани еритроцити претходно 

нису разорени системом комплемента у циркулацији. 

Поред употребе еритроцита као носача у циљу обезбеђивања 

продужене циркулације и испоруке активних супстанци које би требало да 

делују управо унутар васкуларног лумена, данас све већи значај и 

експерименталне потврде добија циљана испорука активних супстанци 

фагоцитним ћелијама у крви или органима РЕС применом еритроцита носача 

(слика 17), што је детаљно описано у наредном поглављу 2.6.2. 

 

 

Слика 17. Схематски приказ доступних места дејства биолошки активних 
супстанци инкапсулираних у еритроците, EР-еритроцит [3] 



Докторска дисертација  Ивана Т. Костић 

32 
 

2.6.2. ИСПОРУКА  БИОЛОШКИ  АКТИВНИХ  СУПСТАНЦИ  
МАКРОФАГИМА И ДРУГИМ  ТИПОВИМА  ЋЕЛИЈА  ПОСРЕДСТВОМ  

ЕРИТРОЦИТА  ИЛИ ЕРИТРОЦИТНИХ МЕМБРАНА  

Модификација еритроцитних површинских антигена и пластичности 

мембрана у целини доводи до њихове брзе фагоцитозе од стране макрофага 

РЕС-а [82,83], чиме се обезбеђује механизам испоруке инкапсулираних 

биолошки активних супстанци у лизозоме макрофага и других врста ћелија 

са способношћу активне интернализације микрочестица. Овај приступ је на 

пример, омогућио да се од еритроцитних мембрана произведу микрочестице 

којима је олакшана испорука цитотоксичних агенаса у малигне ћелије 

[21,84,85]. 

Супституциона терапија ензимима инкапсулираним у еритроците  

Прва испитивања у области примене еритроцита као носача за 

испоруку биолошки активних суспстанци била су фокусирана на 

инкапсулацију ензима у еритроците у циљу детоксикације токсичних 

једињања присутних у циркулацији (поглавље 2.6.1), али и ензимске 

супституционе терапије код урођених ензимских дефицијенција. Наиме, како 

су ензими инкапсулирани у еритроците услед неизбежних промена на 

мембрани током процеса инкапсулације предодређени за брзу фагоцитозу и 

ефикасно преузимање и доспевање у лизозоме [86], овај приступ је 

искоришћен за лечење лизозомалних болести таложења (табела 4). 

Једна од најчешћих урођених болести таложења је Гошеова болест, у 

чијој основи је мутација гена који кодира ензим глукоцереброзидазу 

(лизозомални хидролитички ензим). Тако су први покушаји терапијске 

примене ензима инкапсулираних у еритроците били инкапсулација β- 

глукоцереброзидазе [86], глукуронидазе [87] и галактозидазе [15] за лечење 

Гошеове болести. Ензими инкспсулирани у еритроците показали су стабилну 

активност и доспевали су у ћелије in vitro [86]. Испитивања на животињама 

показала су релативно ефикаснију испоруку ензима инкапсулираних у 

еритроците у поређењу са слободним ензимима, упркос веома ограниченом 

капацитету циркулације инкапсулираних система [87]. Ограничена клиничка 

испитивања касних седамдестих година нису показала токсичне ефекте 
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глукоцереброзидазе инкапсулиране у еритроците код одраслих пацијената 

са напредним типом Гошеове болести, али је терапијски ефекат био 

скромног и пролазног карактера [88]. Недавно је ензимска супституциона 

терапија применом еритроцита као носача испитана на примеру тимидин-

фосфорилазе код пацијената са генетском дефицијенцијом овог ензима у 

митохондријама; третман је побољшао резултате биохемијских анализа, али 

се нажалост клиничко стање пацијента није побољшало [89]. 

 

Табела 4. Примери ензима инкапсулираних у еритроците који су коришћени за 
супституциону терапију ензимима код лизозомалних болести таложења 

 
Ензим Величина Функција Терапијска 

примена 
Ниво развоја 

Галактозидаза 464 kDa 
(тетрамер) 
 

Разлагање 
галактозида 
(шећера, липида, 
протеина) 

Лизозомални 
поремећај 
таложења 

Испитивања 
на приматима 

Глукуронидаза 
 
 

80 kDa Разлагање 
хепарина, 
мукополисахарида 

Гошеова болест Испитивања 
на глодарима 

Глукоцереброзидаза 60 kDa Разлагање бета-
глукозида 

Гошеова болест Испитивања 
на људима 

Тимидин 
фосфорилаза 

100 kDa Превођење 
тимидина и 
фосфата у тимин и 
2-деокси-алфа-D- 
рибозу 1-фосфат 

Генетска 
митохондријална 
дефицијенција 

Испитивања 
на људима 

L-аспарагиназа 80kD Хидролиза 
аспарагина  у 
аспартамску 
киселину 

Ерадикација 
аспарагин-
зависних тумора 

Испитивања 
на мишевима, 
мајмунима и 
људима 

Аденозин 
деаминаза 

47 kD Разградња 
аденозина 

Код пацијената 
са 
дефицијенцијом 
аденозин 
деаминазе 

Испитивања 
на људима 

 

Испорука антиинфективних агенаса и антигена 

Фагоцизоза еритроцита ненамерно модификованих током процеса 

инкапсулације лековите супстанце од стране макрофага РЕС-а може 

послужити и као природни пут испоруке агенаса за елиминацију 

интрацелуларних микроорганизама (вируса, бактерија, паразита) у тим 

ћелијама [21]. На пример, антивиротик азидотимидин који се користи у 

терапији HIV инфекције инкапсулиран је у еритроците у циљу испоруке у 
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макрофаге и показао је појачани антивирусни ефекат у односу на слободну 

лековиту супстанцу. Овај резултат добијен је у in vitro експериментима на 

културама ћелија [85] и потврђен in vivo на моделу миша са HIV инфекцијом 

[90]. Охрабрујући резултати добијени су и у случају других антивиротика 

инкапсулираних у еритроците [51,91] укључујући и антисенс агенсе који 

инхибирају репликацију вируса HIV-1 у инфицираним ћелијама [92]. Ова 

испитивања обезбедила су широку основу за стратегију лечења вирусних 

инфекција, постављену на системском испитивању код животиња и људи. 

Треба истаћи да инкапсулација неких антимикробних агенаса у еритроците 

(нпр. антималарика клотримазола) предиспонира еритроците ка 

оксидативном оштећењу [93] и оксидовани еритроцити бивају брзо 

фагоцитовани хепатичким макрофагима (нпр. Купферовим ћелијама) преко 

рецептора хватача слободних радикала [93].  

Антиген презентујућа функција макрофага и других ћелија имунског 

система које "елиминишу" измењене еритроците такође нуди атрактиван 

природан механизам за испоруку антигена у циљу појачавања имунског 

одговора [94]. Поред оптимизовања испоруке антигена, еритроцити играју 

важну улогу као адјуванси, презентујући вишеструке копије антигена и 

стимулишући неспецифични имунски одговор [95]. Такође, инкапсулација 

цитокина, интерлеукина и интерферона, у еритроците додатно олакшава 

испоруку ових биолошки активних супстанци у макрофаге што резултује у 

стимулацији имунског одговора, како је потврђено у експериментима на 

животињским моделима [96]. 

Еритроцити у које су инкапсулирани токсични агенси, као што је 

рицин, доводе до смрти циљних ћелија, пре свега фагоцита [97]. Убризгавање 

еритроцита са инкапсулираним токсином доводи до смањења броја 

макрофага, обезбеђујући тако антиинфламаторни ефекат и ублажавање 

акутног оштећења калема (трансплатираног ткива или органа) након 

трансплатације [98,99]. Теоријски, испорука токсичних агенаса ћелијама 

имунског система применом еритроцита као носача може бити коришћена 

код антиинфламаторних терапија као и за индуковања толеранције на 

антиген код третмана алергијских реакција. 
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Испорука антиинфламаторних агенаса 

Испорука антиифламаторних супстанци, као што је синтетски 

глукокортикоид дексаметазон, применом еритроцита носача, у 

проинфламаторне ћелије попут макрофага, представља наставак претходно 

описаног терапијског приступа испоруке актиинфективних агенаса. 

Применом еритроцита носача могла би бити побољшана биолошка 

расположивост и селективност ових слабо растворних лекова захваљујући 

њиховој циљаној испоруци у фагоците РЕС-а и друге ћелије имунског 

система. Испитивања започета in vitro довела су до развоја процедуре 

инкапсулације дексаметазон-натријум-фосфата (деривата дексаметазона 

који је више растворан у воденим растворима) у еритроците. Ова процедура 

је омогућавала опсонизацију инкапсулираних еритроцита (тј. везивање 

антиеритроцитних антитела и комплемента), чиме је била олакшана њихова 

фагоцитоза од стране макрофага, што је резултирало успешном инхибицијом 

проинфламаторног одговора макрофага изазваног липополисахаридом 

[100]. 

Серијом истраживања Magnani и сарадника [36,53-55,101] овај приступ 

се континуирано испитује на пацијентима оболелим од неколико болести 

које су у вези са инфламацијом или су услед инфламације погоршане. На 

пример, терапија дексаметазоном инкапсулираним у еритроците је код десет 

пацијената који болују од хроничне опструктивне болести плућа била видно 

добро поднета и резултирала у одрживом повећању концентрације 

дексаметазона у крви након само једног убризгавања [53]. Код друге болести 

плућа, цистичне фиброзе, која је такође праћена јаком инфламацијом, 

реинфузија аутологих еритроцита са инкапсулираним дексаметазоном у 

месечним интервалима, тачније на 28 дана, била је добро поднета и довела је 

до значајног смањења инфламаторних реакција [54]. Сличан третман 

испитан је код пацијената оболелих од инфламаторне болести црева, 

Кронове болести. У тој студији су три понављајуће реинфузије аутологих 

еритроцита са инкапсулираним дексаметазоном (сваке четири недеље) 

такође обезбедиле повишену концентрацију дексаметазона у крви, и 

омогућиле пацијентима да прекину са претходно преписаном терапијом 

стероида коју су тешко подносили [55]. Инкапсулацијом у еритроците, 
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омогућено је значајно смањење дозе лека, тако што су кроз инфузију 

инкапсулираних еритроцита, пацијенти добијали просечну дозу 5,5 2,4 mg 

дексаметазон-натријум-фосфата једном месечно [55], а стандардна доза у 

третману Кронове болести износи 0,75 до 9 mg дексаметазон-натријум-

фосфата дневно распоређена у две дозе [102]. 

Слични позитивни резултати показани су у студији која је укључивала 

осамнаест педијатријских пацијента оболелих од Кронове болести, који су 

једном месечно примали инфузију аутологих еритроцита са инкапсулираним 

дексаметазоном током две године [58]. Како је циљ терапије у педијатријској 

популацији и спречавање повратка болести и гарантовање нормалног раста 

и пубертетског развоја, примена иако ефикасних кортикостероида, је 

неприхватљива јер деминерализација костију и успоравање раста 

представљају озбиљне недостатке неизбежне понављане администрације . 

Према наведеној студији, смањена учесталост примене кортикостероида 

захваљујући инкапсулацији у аутологе еритроците, допринела је 

елиминацији ових нежељених ефеката [58]. 

У терапији инфламаторних болести код деце, недавно је извршена 

случајна контролисана студија овог третмана код четрдесет пацијената 

оболелих од инфламаторне болести црева, који нису реаговали на терапију 

конвенционалним стероидима. Показано је да током осам недеља терапије 

код 15 (75%) од 20 анализираних пацијената који су примили дексаметазон 

инкапсулиран у еритроците дошло до повлачења клиничких симптома, док 

је код групе пацијената који су били на терапији преднизолоном код 80% 

дошло до клиничке ремисије. Међутим, док у групи пацијената под 

терапијом дексаметазоном инкапсулираним у еритроците нису запажени 

никакви нежељени ефекти, чак 80% пацијената под терапијом 

преднизолоном показивало је изражене споредне ефекте [56]. Општи 

закључци о ефикасности ове терапије се не могу донети јер је број пацијената 

који су учествовали у овим испитивањима (10–15) мали у односу на 

критеријуме стандардних клиничких студија.  

Од 2013. године се са успехом на исти начин лечи стероид-зависни 

улцеративни колитис. Студија која је рађена на 37 пацијената показала је да 

инфузија која садржи 9.8±4.6 mg дексаметазона обезбеђује равнотежну 
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плазма концентрацију дексаметазона од 8 ng/ml у трајању од 28 дана. 

Шестомесечна терапија ниским дозама дексаметазона омогућила је обуставу 

примене оралних глукокортикоида и смањење споредних ефеката [101]. Сви 

ови охрабрујући пилот резултати наговештавају да ће испорука 

антиинфламаторних супстанци посредована еритроцитима наћи примену у 

терапији акутних и хроничних инфламаторних болести. 

Испорука антитуморских агенаса 

Инкапсулација антитуморских лекова у носаче ограничава 

испољавање њихове токсичности у организму и побољшава њихову 

испоруку у туморе преко неколико механизама, како специфичних (нпр. 

преко циљних антитела) тако и мање специфичних (нпр. услед ефекта 

повећање пропустљивости и задржавања типичног за солидне туморе). 

Липозоми, линеарни полимери и полимерне мицеле данас представљају 

најпопуларније носаче за антитуморске лекове. Ипак, еритроцити као носачи 

антитуморских лекова такође могу наћи примену у терапији тумора, 

обезбеђујући продужену циркулацију лековите супстанце. У прилог томе, 

говоре резултати који су показали да се инкапсулацијом хидрофобног 

декалинијума у мишје еритроците обезбеђује знатно дуже полувреме живота 

(5-6 дана) у циркулaцији у поређењу са PEG-липозомском формулацијом (4 

сата) [103]. 

Антитуморски агенс, антибиотик доксорубицин, инкапсулиран је у 

носаче еритроците, коришћењем неколико различитих процедура 

укључујући умрежавање мембрана еритроцита глутаралдехидом [104]. Та 

модификација значајно повећава преузимање еритроцита од стране 

макрофага и других ћелија које имају способност активне фагоцитозе [82]. 

Тако је доксорубицин инкапсулиран у еритроците успешно испоручен у 

макрофаге у ћелијској култури и показана је његова акумулација у јетри 

након интравенске ињекције код паса [105,106]. Наведени третман показао 

је охрабрујућу ефикасност у терапији лимфоидних тумора код паса, без 

појаве изражене кардиотоксичности што је иначе карактеристичан 

нежељени ефекат доксорубицина, али је ипак довео до супстанцијалне 

хроничне супресије мијелоидних ћелија [107]. 
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Формулација хуманих аутологих еритроцита са инкапсулираним 

даунорубицином, припремљена коришћењем методологије која избегава 

умрежавање мембрана еритроцита, је убризгана пацијентима са акутном 

леукемијом након чега је показано продужено присуство даунорубицина у 

плазми и испољени су мањи нежељени ефекти него при давању слободне 

форме лека [108]. Слично, примена аутологих еритроцита са 

инкапсулираним доксорубицином код пацијената са лимфомом обезбеђује 

смањење максималног пика концентрације и продужено присуство 

доксорубицина у плазми, што резултује у значајном повећању укупне 

количине лека у организму и смањење нежељених ефеката у поређењу са 

конвенционалном формом лека доксорубицина [109]. 

Испорука генетичког материјала 

Еритроцитни духови се већ дуже време испитују као средство за 

интрацелуларну испоруку генетичког материјала. Највећи напори у овој 

области усмерени су на цитоплазматску испоруку малих олигонуклеотида 

(антисенс) који интерферирају у процесу синтезе протеина. Први 

експерименти изведени in vitro на културама ћелија потврдили су да је овај 

начин испоруке малих нуклеотида могућ и обезбедили прва поређења 

наведеног система са липозомима у које су инкапсулирани антисенс 

нуклеотиди [110]. Новија испитивања додатно су потврдила могућност 

интрацелуларне испоруке олигонуклеотида инкапсулираних у еритроците 

[100] и показала и други начин генетичке интерференције. Нпр. показана је 

инактивација вирусне РНК репликације у култури хуманих макрофага 

инфицираних вирусом HIV комплексом пептида и нуклеинске киселине 

инкапсулираних у еритроците [92]. 

Неколико студија урађено је и на животињским моделима. Тако је 

убризгавање еритроцита са инкапсулираним ДНК плазмидом довело до 

продужене експресије (чак 3 дана након ињекције) трансгена у 

мононуклеарним леукоцитима у крви [71]. Треба поменути да у овим 

експериментима експресија трансгена није била детектована у другим 

органима и ткивима, па чак ни у хепатичким Купферовим ћелијама које 

преузимају највећи део убризганих еритроцита. Природа циљаног деловања 
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на мононуклеарне леукоците, уместо на макрофаге РЕС-а, што је индиректно 

закључено на основу присуства трансгена, није објашњена. Насупрот 

резултатима ове студије, једна каснија [70] студија показала је да 

еритроцити са инкапсулираним антисенс нуклеотидима бивају 

опсонизовани у плазми и испоручени у јетру, као добро познатој 

„дестинацији“ еритроцита. 

2.7. МОГУЋНОСТ ПРИМЕНЕ ОТПАДНОГ КЛАНИЧНОГ 

МАТЕРИЈАЛА  КАО ИЗВОРА  ЕРИТРОЦИТНИХ  МЕМБРАНА  

Процењује се да кланице у процесу производње меса свакодневно 

стварају милионе тона процесног отпада чије депоновање представља 

велики проблем за прерађиваче. За третман овог отпада у развијеним 

земљама постоји строга законска регулатива за чије поштовање се издвајају 

значајна материјална средства. Упркос чињеници да у развијеном свету 

постоје системи за третман и уклањање ових споредних производа, све више 

се развија свест о могућностима њихове примене. Наиме, данас се 

одбацивање споредних производа као отпада више не сматра ни еколошки 

добрим ни економски исплативим, посебно када се зна да овај „отпад“ 

садржи значајне количине драгоценог сировог материјала који има снажан 

потенцијал у стварању нових производа и функционалних састојака са 

додатном вредношћу. Опште је прихваћено мишљење да је пожељно и могуће 

да се сви споредни производи индустрије меса прераде у производе 

намењене за хуману и животињску исхрану, биодизел, ђубриво, па чак и 

лекове (слика 18) [5]. 

Кланична крв представља најобилнији споредни производ месне 

индустрије и озбиљан биохазард. При сваком клању може се добити 

приближно од 3 до 5 l крви на 100 kg масе свиња тј. говеда [111,112]. Највећи 

део кланичне крви третира се као отпад и одбацује, иако она представља 

непресушан извор биолошки активних молекула (хемоглобина и других 

биоактивних пептида), који би се могли применити као додаци храни људи 

или сточној храни [112,113]. Протеини кланичне крви, посебно они из 

плазме, имају важна технолошка својства, као што су гелирање, пењење и 

емулгација, што их чини састојцима са додатном вредношћу у индустрији 
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хране и примени као дијететских суплемената [114]. На пример, протеини из 

плазме кланичне крви као што су имуноглобулини, фибриноген и албумин, 

могу се додати у производе за исхрану људи и животиња, због јако добрих 

гелирајућих и емулзификационих својстава [115]. 

 

 

 

Слика 18. Схематски приказ могућности примене споредних продуката 
месне индустрије (модификовано према [5]) 

 

Ћелијска фракција кланичне крви може бити искоришћена у месној 

индустрији као појачивач боје за кобасице [114]. Алтернатива у циљу 

избегавања нежељеног сензорног ефекта (јаке црвене боје која потиче од 

хемоглобина) представља уклањање хемоглобина и изоловање глобина, што 

је познато као обезбојавање крви. На овај начин могу се остварити важне 

технолошке функције у прехрамбеним производима, као што је нпр. 

замењивање масти у месним производима [114, 116]. Пречишћени 

хемоглобин из кланичне крви и ензимски добијени пептиди обогаћени 

хемских гвожђем могу бити одличан стартни материјал у производњи 

заменика за крв, адитива за храну у циљу превенције и третмана анемије или 

као дијагностички реагенс [38,117].  



Докторска дисертација  Ивана Т. Костић 

41 
 

У сарадњи Института за медицинска истраживања и Технолошко-

металуршког факултета Универзитета у Београду развијени су поступци за 

изоловање ултрапречишћеног хемоглобина из престарелих хуманих 

еритроцита и говеђих еритроцита из кланичне крви процесом контролисане 

градуалне хемолизе у оригинално дизајнираном мембранском реактору 

[38,40]. Та истраживања су показала да након процеса контролисане 

хемолизе у мембранском реактору заостају мембране еритроцита, тзв. 

„духови“. Тако кланична говеђа и свињска крв могу бити и јефтин почетни 

материјал у производњи еритроцитних мембрана односно духова као 

потенцијалних система за испоруку активних супстанци или њихов саставни 

део (нпр. језгра LbL микрокапсула [26]). 

Данас, захваљујући савременим биотехнолошким методама за 

покривање антигена на еритроцитним мембранама и другим површинским 

модификацијама, могуће је ублажити имунски одговор на инкомпатибилне 

хумане еритроците [4]. Ови резултати дају наду да би се еритроцитне 

мембране пореклом из различитих сисарских врста могле користити као 

носачи конвенционалних и биотехнолошких лекова код људи или домаћих 

животиња. Поред доступности у великим количинама, битно је нагласити да 

животиње пре клања обавезно пролазе све неопходне здравствене прегледе, 

након чега се проглашавају (не)безбедном полазном сировином за добијање 

производа који се могу користити за људску исхрану. Још једна велика 

предност коришћења говеђих и свињских еритроцита лежи у чињеници, да 

они као и еритроцити свих сисара, за разлику од живинских еритроцита, 

немају једро ни друге органеле, па је изоловање мембране из њих много 

мање компликовано.  

2.8. АНТИИНФЛАМАТОРНИ АГЕНС  ДЕКСАМЕТАЗОН  КАО 
МОДЕЛ СУПСТАНЦА  ЗА ИНКАПСУЛАЦИЈУ У ЕРИТРОЦИТНЕ  

МЕМБРАНЕ  

Дексаметазон је потентан, синтетски члан глукокортикоидне класе 

стероида са антиинфламаторним и имуносупресивним својствима. Његов 

глукокортикоидни ефекат је 25 пута јачи од ефекта природног хормона 

кортизола. 
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Када се дају у терапијске сврхе, глукокортикоиди имају снажна 

антиинфламаторна и имуносупресивна дејства. Они инхибирају и ране и 

касне манифестације запаљења тј. не ублажавају само почетно црвенило, 

температуру, бол и оток већ делују и на касније фазе зарастања рана и 

обнове ткива, као и пролиферативне реакције које се виде у хроничном 

запаљењу. Такође делују на све типове инфламаторних реакција без обзира 

да ли су изазване патогенима, хемијским или физичким стимулусима или 

неконтролисаним реакцијама имунског система које се могу уочити у 

реакцијама преосетљивости или аутоимуним болестима.  

Данас се дексаметазон примењује за различите биомедицинске сврхе: 

примена у ћелијским културама (стимулише диференцијацију 

мезенхималних матичних ћелија) [118], у офтамологији (у терапији акутне и 

хроничне инфламаторне постериорне болести сегмента ока, тзв. увеитиса) 

[119], код пролиферативне витреоретинопатије , субретиналне 

неоваскуларизације и дијабетесног макуларног едема. Дексаметазон се 

такође примењује у алергологији, због особине да инхибира функције 

лимфоцита, фибробласта, макрофага и других ћелија укључених у функцију 

имунског система. Нашао је примену и у педијатријској хематологији у 

терапији фибробластне леукемије захваљујући својству да индукује апоптозу 

Б и Т лимфоцита [120,121]. 

Упркос бројним предностима, примена дексаметазона у 

фармацеутским формулацијама је изузетно ограничена из разлога што је овај 

молекул јако хидрофобан и неопходне су високе дозе да би се постигле 

терапијске концентрације. Проблем хидрофобности се може превазићи 

применом хидрофилног облика соли дексаметазона, дексаметазон-натријум-

фосфата, који је у овом истраживању коришћен као модел супстанца (слика 

19). Основне физичко-хемијске карактеристике дексаметазон-натријум-

фосфата приказане су у табели 5. Међутим, применом ове соли, не 

елиминишу се изузетно значајна нежељена дејства, као што су остеопороза 

[122], повишен ниво шећера у крви и повишен крвни притисак [123], 

крварења у желуцу и интестинуму због стварања улцерација, супресија 

имунског одговора на инфекцију, супресија синтезе ендогених 

глукокортикоида и задржавање течности [124]. 
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Слика 19. Структурна формула дексаметазон-натријум-фосфата 

 

Табела 5. Основне физичко-хемијске карактеристике дексаметазон-натријум-
фосфата 

Назив 1,4-прегнадиен-9α-флуоро-16α-метил-11β,17,21-

триол-3,20-дион-21-фосфат динатријумова со 

Температура 

складиштења 

2-8°C 

Растворљивост H2О : 50 mg/ml, бистар, бледо жут раствор 

Боја Бела 

Тачка топљења 250-253°C 

CAS 55203-24-2 

Молекуласка формула C22H28FNа2О8P 

Молекулска маса 516.4 

 

Наведени бројни нежељени ефекти дексаметазона указују на потребу 

да се за испоруку овог лека користе микро- и наночестични системи који 

омогућавају контролисано и продужено ослобађање лека. Материјали који се 

користе за производњу ових система за испоруку дексаметазон-натријум-

фосфата су разноврсни, и обухватају липиде (за производњу липозома), 

бројне природне и синтеске полимерне материјале (за добијање микро- и 

нано- полимерних честица), али и ћелије и ћелијске мембране, попут 

еритроцита. Испорука антиифламаторног агенса дексаметазона применом 

еритроцита носача у проинфламаторне ћелије попут макрофага, детаљно је 

описана у поглављу 2.6.2. Бројни охрабрујући резултати наговештавају да ће 

испорука антиинфламаторних супстанци посредована еритроцитима и 

еритроцитним мембранама наћи значајну примену у терапији акутних и 

хроничних све заступљенијих инфламаторних болести. У наредном поглављу 
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2.9. биће наведени системи за продужено ослобађање дексаметазон-

натријум-фосфата различити од еритроцита и еритроцитних мембрана. 

2.9. ДРУГИ СИСТЕМИ ЗА ПРОДУЖЕНО ОТПУШТАЊЕ  

ДЕКСАМЕТАЗОНА 

Поред података о примени аутологих еритроцита као система за 

контролисано/продужено ослобађање дексаметазона, у литератури су 

описани и други системи који то омогућавају. Они обухватају липозоме, 

различите полимерне носаче и коњугате дексаметазона са полимерима. 

Липозоми  

 Поред бројних примена у биомедицини, формулације липозома, 

развијене су и за циљану испоруку глукокортикоида у оне делове организма 

који су под инфламацијом, посебно у случају реуматоидног артритиса. Тако 

су Quan и сарадници [125] методом хидратације липидног филма и 

накнадном екструзијом добили липозоме са инкапсулираним дексаметазон-

натријум-фосфатом просечне величине од 96 nm (слика 20).  

 

 

 

Слика 20. Схематски приказ липозома са икапсулираним декасаметазон-
натријум-фосфатом (лево) и кинетике отпуштања декасаметазон-

натријум-фосфата из липозома (десно) [125] 
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У истој студији показано је in vitro контролисано ослобађање 

дексаметазон-натријум-фосфата током 14 дана, са приближно 5% 

ослобођеног лека. Иста формулација је у in vivo испитивањима на пацовима 

са индукованим артритисом обезбедила терапијски ефекат током 6 дана 

[125]. 

Успешна примена имунолипозома са инкапсулираним дексаметазон-

натријум-фосфатом, чија је површина функционализована антителима на 

специфичан протеин који се налази на површини плућа, показана је на 

моделу пацова са индукованим оштећењима плућа [126]. У овом 

истраживању показано је циљано дејство ослобођеног дексаметазона током 

недељу дана и бољи терапијски ефекат у односу на конвенционалну примену 

дексаметазона. 

Хитозанске микросфере и филмови 

 Хитозан је природни биоразградиви полимер који се широко користи 

у биомедицини, посебно у биоинжењерству због својих карактеристика да 

формира филмове, скафолде и микрочестице. Ови системи се такође могу 

применити за контролисано отпуштање лекова [127]. Испитивања 

хитозанских филмова са инкапсулираним дексаметазоном показала су да је 

интеракција молекула лека са полимерним ланцима много ефикаснија у 

случају двослоја него у случају монослоја хитозанског филма. Отпуштање 

лека било је брже у монослоју, где се после 8 сати само 10% од 

инкапсулираног лека задржало у носачу, док је у случају двослоја 16% лека и 

даље остало у носачу после четири недеље праћења отпуштања [128]. 

Недавно су хитозански филмови обогаћени холин-хлоридом и холин-

дихидроген-фосфатом испитани као биодеградабилни и биокомпатибилни 

материјали који би омогућили електрично и pH зависно ослобађање 

дексаметазон-натријум-фосфата [129]. Наведена истраживања показала су 

контролисано ослобађање дексаметазона током осам дана. Поред 

хитозанских филмова, дексаметазон-натријум-фосфат је успешно 

инкапсулиран и у хитозанске микросфере, где је у третману едема мозга 

показана повећана ефикасност лека уз смањење нежељених ефеката због 
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оствареног продуженог ослобађања и смањене локалне концентрације лека 

[130].  

Поли (d,l-лактид-ко-гликолид) наночестице  

 Поли (d,l-лактид-ко-гликолид) (PLGA) је биокомпатибилан и 

биоразградив синтетски полимер, који спада у групу термоластичних 

алифатичних естара. Овај полимер припада једној од ретких група 

синтетских полимера који је одобрен од стране Агенције за храну и лекове за 

клиничку примену. PLGA наночестице се најчешће користе за окуларну 

испоруку дексаметазона због њихове ниске токсичности. Дексаметазон се 

може инкапсулирати у PLGA наночестице применом технике емулговања и 

упаравања растварача. Истраживања су показала да се из овако добијених 

наночестица дексаметазон отпушта у периоду од око 4 сата [121]. С друге 

стране, Jaraswekin и сарадници [131] показали су да се варирањем 

молекулске масе примењеног PLGA, растварача и технике припреме, могу 

добити честице из којих се дексаметазон-натријум-фосфат ослобађао током 

пет недеља. Продужено ослобађање дексаметазона из PLGA наночестица које 

су инкорпориране у алгинат хидрогел, је такође испитивано. Успешна 

примена овог система показана је код локалне примене на неуралне 

електроде, тако што се дексаметазон контролисано ослобађао током 3 

недеље [132]. Ефикасно истовремено продужено отпуштање дексаметазона и 

васкуларног ендотелног фактора раста показано је из PLGA микросфера/PVA 

хидрогел композита [133]. Систем PLGA микросфера са инкапсулираним 

дексаметазоном и фактором раста обезбедио је идеално окружење за 

пролиферацију трансплантираних мезенхимских матичних ћелија [134]. Још 

сложенији систем који се састоји од PLGA микросфера са инкапсулираним 

дексаметазоном које су обложене наночестицима са везаним хепарином и 

инкапсулираним фактором раста фибробласта (енгл. basic fibroblast growth 

factor, bFGF) био је испитан као ћелијски носач за регенерацију 

интервертебралног диска [135]. Обе биоактивне супстанце, дексаметазон и 

bFGF, континуирано су се отпуштале из овог система током 4 недеље, а 

систем није показао токсичност за мезенхимске матичне ћелије пацова.  
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 PLGA се у комбинацији са другим полимерима, као што је хијалуронска 

киселина (HA) и липидима, као што је 1,2-дипалмитоил-sn-глицеро-3-

фосфатидилхолин (DPPC) може користити за добијање тзв. "тројанских 

честица", из којих се инкапсулирани дексаметазон ослобађа кроз три 

различита корака, што је показано схематски на слици 21. Ослобађање 

дексаметазона из таквог система знатно је спорије него из уобичајених 

полимерних нанокапсула [136]. 

 

 

Слика 21. Схематски приказ комплексног система за продужено 

отпуштање декасматазона, тзв. "тројанске" честице [136]  

 

У 2010. години интравитреални имплант PLGA са инкапсулираним 

дексаметазоном [137], Ozurdex® одобрен је за коришћење у свим земаља ЕУ 

као систем са продуженим ослобађањем дексаметазона за лечење едема 

макуле, који је праћен разгранатом или централном венском оклузијом 

мрежњаче На основу in vivo истраживања нa 34 мужјака мајмуна, које су 

спровели Chang-Lin и сарадници [137], отпуштање дексаметазона из овог 

импланта детектовано је у мрежњачи и стакластом телу током 6 месеци, без 

потребе да се ињектира нови имплант.  

Други полимерни системи за продужено ослобађање дексаметазона 

У литератури постоје описи коњугата дексаметазона са разгранатим 

типовима PEG, који омогућавају инкапсулацију веће количине лека, а уједно 

су биодеградабилни и растворни у води [138,139]. Линеарни 

мултифункционални коњугати дексаметазона и PEG су у in vitro студијама 
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показали линеаран профил отпуштања дексаметазона (135 mg 

дексаметазона по 1 g коњугата) са отпуштених 9% дексаметазона након 17 

дана [139]. У литератури су описани и комплексни микрочестични системи 

за продужено отпуштање дексаметазона, у којима је PEG коришћен као 

пластификатор [140]. У овим системима микројезгра која се састоје од 

дексаметазона адсорбованог на колоидне честице силицијум диоксида 

обложена су Eudragit® наночестицама техником спреј сушења са PEG. На тај 

начин добије су микрочестице обложене наночестицама (схематски 

приказане на слици 22), које су показале жељено отпуштање током 2h и 

транспорт лека у Caco-2 ћелије, ћелије хуманог колоректалног 

аденокарцинома [140]. 

 

 

Слика 22. Схематски приказ микрочестица са адсорбованим 
дексаметазоном које су обложене наночестицама [140] 

 
 

Успешна инкапсулација и продужено отпуштање дексаметазона током 

28 дана постигнуто је синтезом честично фибриларних носача од 

поли(етиленоксидтерфталат)–поли(бутилентерфталата) методом 

електроспининга. Контролисаним/продуженим отпуштањем дексаметазона 

из ових носача омогућена је остеогена диференција хуманих мезенхимских 

матичних ћелија [141]. 
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Ова дисертација за свој основни циљ има развој процеса за изоловање 

говеђих и свињских еритроцитних мембрана („духова”) из отпадне кланичне 

крви, и развој и морфолошку и биохемијску карактеризацију система за 

продужено/контролисано ослобађање активних супстанци на бази 

изолованих мембрана еритроцита.  

У циљу пројектовања процеса који се може применити на еритроците 

пореклом из говеђе и свињске кланичне крви и којим би се очувала 

интактност изолованих мембрана, потребно је прво дефинисати специфичне 

осмотске карактеристике ових еритроцита, а затим испитати морфолошке 

карактеристике и биохемијски састав изолованих мембрана с обзиром на то 

да су подаци о њима слабо доступни. У оквиру ове фазе рада испитивања 

обухватају: 

- одређивање основних хематолошких параметра говеђих и свињских 

еритроцита отпадне кланичне крви; 

- испитивање отпорности говеђих и свињских еритроцита на осмотску 

хемолизу и дефинисање степена осмотског бубрења говеђих и 

свињских еритроцита; 

- оптимизовање параметара процеса градуалне хемолизе за изоловање 

мембрана говеђих и свињских еритроцита: процес ће бити извођен са 

количинама стартног материјала које су најмање два реда величине 

веће од оних описаних у литератури и биће испитана динамика 

ослобађања хемоглобина и превођења еритроцита у "духове"; 

- испитивање расподеле величине свињских и говеђих еритроцита и 

мембрана еритроцита (еритроцитних духова) добијених градуалном 

хемолизом; 

- испитивање утицаја процесних параметара на хемијски састав и 

структурно уређење добијених мембрана; Ова испитивања обухватају: 

a) утврђивање детаљних морфолошких карактеристика интактних 

говеђих и свињских еритроцита и еритроцитних духова добијених 

градуалном хемолизом; 

б) испитивање протеинског састава изолованих мембрана говеђих и 

свињских еритроцита; 
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в) испитивање садржаја холестерола и реорганизације липидног 

двослоја изолованих мембрана говеђих и свињских еритоцита; 

г) испитивање антиоксидативног капацитета изолованих мембрана 

еритроцита.  

Након дефинисања основних морфолошких и биохемијских 

карактеристика мембрана еритроцита добијених процесом градуалне 

хемолизе, у следећој фази истраживања приступиће се испитивању 

могућности примене овог поступка за инкапсулацију модел супстанце, 

синтетског глукокортикоида, најшире коришћеног антиинфламаторног 

лека, дексаметазон-натријум-фосфата (DexP). Са циљем добијања новог 

система за продужено/контролисано отпуштање DexP заснованог на 

мембранама говеђих и свињских еритроцита, ова фаза рада ће обухватити: 

- развој метода спектроскопије у видљивој и ултраљубичастој области 

(UV-VIS), инфрацрвене спектроскопија са Фуријеовом 

трансформацијом (FTIR) и течне хроматографије под ултра високим 

притиском комбиноване са масеном спектрофотометријом (UHPLC/-

HESI-MS/MS) за квалитативну и квантитативну анализу 

инкапсулираног DexP; 

- оптимизовање процесних параметара (температура, концентрација 

активне супстанце, додатак умреживача) за инкапсулацију DexP у 

мембране говеђих и свињских еритроцита;  

- утврђивање како процесни параметри утичу на ефикасност 

инкапсулације DexP у говеђе, односно свињске еритроцитне духове; 

- утврђивање како процесни параметри утичу на карактеристике 

добијених система DexP-еритроцитна мембрана и то са аспекта: 

а)   расподеле величине честица DexP-еритроцитна мембрана; 

б)   морфолошких карактеристика мембрана еритроцита са 

инкапсулираним DexP коришћењем различитих микроскопских 

техника; 

в)  кинетике ослобађања инкапсулираног DexP из добијених 

духова. 
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4.1. МАТЕРИЈАЛИ 

4.1.1. РАСТВОРИ  

Антикоагуланс 

Као антикоагуланс коришћен је 3,8% натријум-цитрат. 

Изотонични раствори 

0,9% NaCl (физиолошки раствор) 

Као изотоничан раствор NaCl коришћен је 0,9% (m/v) раствор NaCl у 

дестилованој води (физиолошки раствор). pH вредност овог раствора износи 

7,0, а проводљивост под стандардним лабораторијским условима 0,6 S/m. 

Концентарција електролита у физиолошком раствору јe 154 mEq/l Na+ и 154 

mEq/l Cl-, а осмоларност износи 0,298 osmol/kg. 

Изотонични 10 mM фосфатни пуфер (енгл. phosphat buffered saline, PBS) 

У овом раду коришћен је раствор PBS без калијума, који је по саставу 0,8% 

(m/v) раствор NaCl пуферован са 10 mM NaH2PO4 и 10 mM Na2HPO4 воденим 

растворима у односу 1:2,5. pH вредност овог пуфера је 7,2-7,4, проводљивост 

нa 250C је 1,59 mS/cm, а осмоларност 0,284 osmol/kg.  

Хипотонични пуферски раствори 

5 mM натријум-фосфатни пуфер, pH 7,2-7,4 добијен је мешањем 5 mM воденог 

раствора NaH2PO4 и 5 mM воденог раствора Na2HPO4 у односу 1:2,5. 

Проводљивост овог раствора на 250C износи 74 mS/cm, а осмоларност 0,013 

osmol/kg. 

Други коришћени хипотонични пуфери добијени су мешањем тачно 

одређеног односа 5 mM натријум-фосфатног/NaCl пуфера, као основног 

хипотоничног пуфера, и изотоничног 0,9% раствора NaCl.  

 

Осмоларност свих пуфера мерена је применом криоскопског осмометра 

Osmomat 030 (Gonotec Gmbh, Немачка).  
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4.1.2. БИОЛОШКИ  МАТЕРИЈАЛ  

Као материјал за изолацију еритроцита коришћена је отпадна 

кланична говеђа и свињска крв које су добијене из кланице Амбар у Сурчину 

и кланице ПКБ Имес у Падинској Скели. Крв је прикупљана у стерилне 

стаклене боце од 500 ml у којима је претходно асептично додат 

антикоагуланс (50 ml 3,8% натријум-цитрат). Крв је након узимања на 

амбијенталној температури транспортована до Института за медицинска 

истраживања у Београду. Еритроцити су из пуне крви уклањани истог дана 

или сутрадан, након чувања пуне крви у фрижидеру на +40С. 

4.2. МЕТОДЕ 

4.2.1. ОДРЕЂИВАЊЕ ОСНОВНИХ ХЕМАТОЛОШКИХ ПАРАМЕТАРА  

Број еритроцита у пуној говеђој и свињској крви (x1012/l) и у 

препаратима пакованих говеђих и свињских еритроцита одређиван је 

стандардним поступком бројања ћелија у хемоцитометру [142]. 

Концентрација хемоглобина одређивана је стандардном 

спектрофотометријском цијанметхемоглобинском методом [143]. 

Хематокрит, тј. релативна заступљеност еритроцита у крви одређиван је 

микрохематокритском методом [144]. Вредност хематокрита изражена је као 

% еритроцита у крви (v/v). Вредности MCV (енгл. Mean Corpuscular Volumen; 

представља вредност просечне запремине једног еритроцита у анализираној 

суспензији.), MCH (енгл. Mean Corpuscular Hemoglobin; представља просечну 

количину хемоглобина по једном еритроциту у анализираној суспензији) и 

MCHС (енгл. Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration; представља просечну 

концентрацију хемоглобина у једном еритроциту у анализираној суспензији) 

израчунате су на основу вредности броја еритроцита, концентрације 

хемоглобина и хематокрита [145]. 

4.2.2. ДОБИЈАЊЕ СУСПЕНЗИЈЕ  „ПАКОВАНИХ  ЕРИТРОЦИТА“ 

Пуна крв са антикоагулансом је пре почетка поступка таложења 

еритроцита и уклањања протеина плазме филтрована кроз груби филтер од 
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памучне газе, чиме су уклањани спонтано настали угрушци или делови 

везивног ткива. Еритроцити су из грубо филтроване пуне крви изоловани 

центрифугирањем крви 20 min на 3000 обрт/ min (центрифуга Megafuge 1.0R, 

Heraus, Немачка). По завршеном центрифугирању течна фаза (плазма) и слој 

леукоцита изоловани су вакуумском аспирацијом и одбацивани. Да би се 

уклонили протеини плазме, исталожени еритроцити су, у односу 1+3, 

ресуспендовани у изотоничном раствору, хомогенизовани мешањем и 

испрани центрифугирањем 15 min на 3000 обрт/min. Центрифугирање је 

поновљено два пута. Суспензија пакованих еритроцита добијена је када је 

талог са еритроцитима испраним од протеина плазме и помешан са PBS-ом 

до жељене вредности хематокрита. Добијени паковани еритроцити 

сакупљени су у адекватно обележене пластичне фалконе и одмах коришћени 

за анализе или су чувани најдуже 24h на +40 C. 

4.2.3. ИСПИТИВАЊЕ  МЕХАНИЧКЕ ФРАГИЛНОСТИ  ЕРИТРОЦИТА  

Суспензија пакованих еритроцита у изотоничном фосфатном пуферу 

(PBS) направљена је тако да хематокрит буде ~ 40%. По 5 ml суспензије 

пакованих еритроцита додато је у 5 обележених епрувета. У епрувете 1, 2 и 3 

додати су само еритроцити, а у епрувете 4 и 5 поред еритроцита убачено је и 

седам стаклених куглица, пречника 2 mm. Епрувете 3 и 5 стављене су на 

хоризонталну мешалицу (Ika Werbe GMBH & Co, Немачка), на 320 обрт/min и 

еритроцити су излагани механичкој сили у трајању од 90 min. По истеку овог 

времена еритроцити су исталожени центрифугирањем (20 min на 3000 

обрт/min) и у супернатанту епрувета 2, 3, 4 и 5 измерена је апсорбанца на 

540 nm (А540) на UltroSpec 3300pro спектрофотометру (AmershamBioscience, 

Шведска). На талог еритроцита из епрувете 1 додата је дестилована вода, до 

5 ml, и после 5 min, након потпуне хемолизе и поновног центрифугирања 

измерена је А540 у хемолизату. 

Индекс механчке фрагилности (ИМФ) тј. степен механичке 

осетљивости еритроцита израчунат је по формули (једначина 1): 

    
(           (                       (                

(           (                              (                
        (   
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На основу А540 супернатанта из епрувете 2 (без мешања и без куглица) 

утврђено је да ли у узорку постоји група/популација ерироцита која 

хемолизује искључиво због излагања центрифугалној сили. На основу А540 из 

супернатанта епрувете 3 (са мешањем али без куглица) проверено је да ли у 

узорку постоји популација ерироцита која хемолизује само због излагања 

сили при мешању. 

4.2.4. ТЕСТ ОСМОТСКЕ ФРАГИЛНОСТИ  

Тестом осмотске фрагилности [146] дефинише се осетљивост 

еритроцита на осмотску хемолизу. Тестом се мери степен хемолизе 

еритроцита у опадајућим концентрацијама раствора NaCl. Тест је извођен 

тако што је по 20 μl суспензије еритроцита додавано у епрувете са 5 ml 

раствора опадајућих концентрација NaCl (0,90%, 0,80%, 0,75%, 0,70%, 0,65%, 

0,60%, 0,55%, 0,50%, 0,45%, 0,40%, 0,35%, 0,30%, 0,25%, 0,20%, 0,10% и 

дестилована вода). Добијене суспензије су хомогенизоване мешањем, и после 

20 min инкубације на собној температури центрифугиране 5 min на 2000 

обрт/min. Супернатанти који садрже хемоглобин из лизираних еритроцита 

пипетирањем су пажљиво одвојени од талога са нелизираним еритроцитима 

и у њима је мерена А540. Апсорбанца хемолизата добијеног лизом еритроцита 

у дестилованој води дефинисана је као вредност 100%-тне хемолизе, а 

проценат хемолизе у сваком од испитиваних раствора NaCl је израчунат по 

једначини 2: 

            (
                             

                                  
)                                    (   

 

На основу добијених података конструисане су криве осмотске 

фрагилности које представљају зависност % хемолизе од концентрација NaCl 

(%). Концентрација NaCl при којој се постиже 50% од максималне хемолизе, 

означена као H50, добијена је на основу Болтсманове сигмоидалне нелинеарне 

регресионе анализе експериментално добијених података OriginPro 8 

софтвером (OriginLab, САД). 

  



Докторска дисертација  Ивана Т. Костић 

57 
 

4.2.5. ОДРЕЂИВАЊЕ СТЕПЕНА  ОСМОТСКОГ  БУБРЕЊА  ЕРИТРОЦИТА  

Степен осмотског бубрења, (енгл. swelling index) односно индекса 

бубрења говеђих и свињских еритроцита одређиван је коришћењем две 

различите експерименталне процедуре. У првој, рађеној по модификованој 

микрохематокритској методи коју су предложили Vitvitsky и сарадници [147], 

степен осмотског бубрења одређиван је мерењем хематокрита и степена 

хемолизе еритроцита у растворима са опадајућим концентрацијама јона који 

су направљени мешањем у различитим односима изотоничног 0,9% раствора 

NaCl и хипотоничног 5 mМ натријум-фосфатног пуфера (табела 6).  

 

Табела 6. Хипоосмотски пуфери коришћени у тестовима 
одређивања степена осмотског бубрења еритроцита 

 
Моларност 

(mМ) 
Састав Осмоларност 

(osmol/kg) 

 0,9% NaCl 
(ml) 

5 mM Nа-PО4 

(ml) 
 

139 9 1 0,262 

124 8 2 0,230 

109 7 3 0,201 

94 6 4 0,167 

80 5 5 0,131 

65 4 6 0,121 

50 3 7 0,098 

35 2 8 0,069 

20 1 9 0,033 

12 0,5 9,5 0,023 

5 0 10 0,013 

 

Другу методу за одређивање степена осмотског бубрења еритроцита 

представљала је проточна цитометрија. На основу добијених резултата ових 

мерења као и на основу микроскопске анализе еритроцита у суспензији, 

одређен је степен осмотског бубрења еритроцита, као и моларитет раствора 

при коме долази до лизе свих еритроцита и добијања неоштећених мембрана 

еритроцита, тзв. „духова“. 
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4.2.5.1. Модификована микрохематокритска метода за одређивање степена 

осмотског бубрења еритроцита 

По 2 ml суспензија пакованих говеђих и свињских еритроцита 

помешане су са по 2 ml од сваког пуфера приказаног у табели 4. Добијене 

суспензије еритроцита хомогенизоване су мешањем и инкубиране 30 min на 

собној темеператури. Током инкубације узети су узорци за хематокрит, а 

тачно по истеку 30 min суспензије еритроцита су центрифугиране 15 min на 

3500 обрт/min. По завршеном центрифугирању, супернатанти су пажљиво 

покупљени пипетом и у њима је измерена вредност А540. Током 

центрифугирања одређен је хематокрит за сваку од ових суспензија. На 

основу добијених резултата израчунат је степен, тј. проценат хемолизе у 

сваком од испитиваних раствора по формули (једначина 3): 

 

     (
   

   
)                              (   

 

где вредност Hbе представља А540 која је еквивалентна количини 

хемоглобина у супернатанту , тј. екстраћелијског, ослобођеног хемоглобина, 

а Hbt представља вредност А540 која је еквивалентна количини хемоглобина 

ослобођеног у дестилованој води, тј. при 100% хемолизе. Степен бубрења 

еритроцита, који представља промену запремине еритроцита у сваком од 

испитиваних раствора израчунат је по формули (једначина 4): 

 

 

  
  

  (        

   (       
                  (    

 

где је: V/V0-  Промена запремине еритроцита, тј. степен бубрења 

Ht - Хематокрит у испитиваном раствору 

Ht0-  Хематокрит у изотоничном раствору 

EH Проценат хемолизе у испитиваном раствору 

EH0- Степен хемолизе у изотоничном раствору 
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4.2.5.2. Одређивање степена бубрења еритроцита проточном цитометријом 

Као друга метода за одређивање степена бубрења еритроцита 

коришћена је проточна цитометрија. Метода проточне цитометрије 

примењена је с циљем да се на нивоу сваког појединачног анализираног 

еритроцита (до 105 анализираних еритроцита по узорку), измери интензитет 

расипања светлости (током проласка ћелија у струји флуида кроз проточни 

цитометар), што је у директној корелацији са величином ћелије и њеном 

гранулираношћу. Мерења су рађена на CyFlow SL проточном цитометру 

(Paratec, Немачка).  

Током проласка кроз проточни цитометар, сваки појединачни 

еритроцит бива осветљен ласерским зраком који се системима сочива 

фокусира на ћелију. Информације о расутој ласерској светлости дефинишу 

неке од особина анализираних еритроцита. Ласерска светлост која се од 

ћелија одбија под малим углом (0,5 до 10 степени), тј. светлост одбијена у 

правцу ласерског зрака (енгл. forward light scatter, FSC) је пропорционална 

величини ћелије. Ласерска светлост која се од ћелија одбија под углом од 90 

степени (енгл. side light scatter, SSC) дефинише степен њене унутрашње 

гранулираност. FSC и SSC имају јединствену вредност за сваки анализирани 

еритроцит у узорку, па се комбинација ова два параметра користи за 

дефинисање различитих популација ћелија у узорку. Резултати ове анализе 

приказују се у виду двопараметарског FSC-SSC хистограма у коме се, за сваку 

анализирану ћелију, на апсциси налазе FSC вредности (дефинишу величину 

ћелија), док се на ординати налазе SSC вредности (дефинишу унутрашњу 

гранулираност ћелија). Резултати су такође приказани и у облику 

једнопараметарског дијаграма који приказује зависности броја (удела) 

ћелија (енгл. cell count) од величине ћелија (FSC).  

Промена запремине еритроцита у растворима различите јонске 

јачине, тј. степен бубрења одређиван је тако што је по 10 μl еритроцита 

додато у 2 ml сваког од раствора приказаних у табели 6. После 20 min 

инкубације на собној темепаратури еритроцити су анализирани. С обзиром 

да за сваку од идентификованих група еритроцита, у сваком од испитиваних 

раствора, инструмент даје вредности FSC, степен бубрења за сваку од 

дефинисаних група еритроцита израчунат је по формули (једначина 5):  
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      FSCt                       (   

где је V/V0 - Промена запремине, тј. степен бубрења еритроцита 

FSCt - Вредност FSC тј. величина еритроцита у испитиваном раствору 

FSC0- Вредност FSC, тј. величина еритроцита у изотоничном раствору 

4.2.6. ДОБИЈАЊЕ ЕРИТРОЦИТНИХ  ДУХОВА  ПРОЦЕСОМ  

ГРАДУАЛНЕХЕМОЛИЗЕ   

У чашу запремине 1l стављено је 100 ml суспензије пакованих 

еритроцита (припремљених на начин описан у поглављу 4.2.2), помешаних са 

PBS-ом тако да вредност хематокрита износи 60%. Чаша са суспензијом 

еритроцита постављена је на лабораторијску хоризонталну ротациону 

мешалицу, која је обезбеђивала хомогенизовање суспензије у чаши, брзином 

од 320 обрт/min. Помоћу перисталтичке пумпе (Инфузиона пумпа, ИП610, 

Биомедицина, Србија) протоком од 300 ml/h у чашу се уводио нискомоларни, 

35 mM натријум-фосфатни/NaCl пуфер за хемолизу (слика 23). Снижавањем 

јонске јачине раствора ослобађао се хемоглобин из еритроцита у 

физиолошки раствор у реакторској чаши. 

 

 

Слика 23. Апаратура за извођење градуалне хипотоничне хемолизе 

 

Ток хемолизе праћен је мерењем апсорбанце аликвота хемолизата, 

узетих у интервалима од 3 min. Након центрифугирања аликвота (чиме су 

раздвојени нелизирани еритроцити од хемолизата), концентрација 
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хемоглобина у супернатанту, тј. концентрација екстарцелуларног 

хемоглобина (Hbе) у одређеном временском тренутку је одређена мерењем 

А540 хемолизата. Степен хемолизе (EH) у одређеном временском тренутку 

израчунат је по формули (једначина 6): 

   (      (     (     ⁄                                      (                                

где је “t” одговарајућа вредност Hbе у одређеном временском тренутку, а 

“max” представља максималну вредност Hbе.  

Поред тога, у одређеним временским интервалима, одређен је број 

нехемолизованих еритроцита у аликвотима. Временски тренутак када је 

постигнуто 50% хемолизе, временски тренутак када хемолиза почиње и 

временски тренутак кад је хемолиза комплетна израчунати су применом 

Болтсманове сигмоидалне функције. На крају градуалне хемолизе, добијени 

духови су испрани центрифугирањем четири пута у хипотоничном пуферу, 

два пута у изотоничном PBS-у и финално исталожени центрифугирањем 40 

min, на 3220×g и 4°C. Градуално смањење концентрације пуфера у систему 

израчунато је применом формуле (једначина 7) која се заснива на уделима 

додатог хипотоничног пуфера за хемолизу и изотоничног пуфера који је 

примењен за припрему полазне суспензије еритроцита: 

   ( (     (      (   (       ⁄ ) ( (     (   )⁄          (                         

где је “t” одговарајућа вредност у тренутку t; “V” је запремина и “C” је 

концентрација изотоничног “(i)” и хипотоничног пуфера “(h)”. 

4.2.7. ЕЛЕКТРОФОРЕЗА  НА  НАТРИЈУМ ДОДЕЦИЛ СУЛФАТ 

ПОЛИАКРИЛАМИДНОМ ГЕЛУ   

Протеински састав мембрана еритроцита је анализиран 

дисконтинуираном електрофорезом на натријум-додецил-сулфат 

полиакриламидном гелу (енгл. SDS polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-

PAGE) у редукујућим условима [148]. Електрофореза је рађена на „SE 260 

Mighty Small II Vertical Slab Electrophoresis Unit“ (GE HealthCare LifeScience, 

САД) апарату за вертикалну SDS-PAGE са хлађењем. Електрофореза је рађена 

у 0,75 mm геловима са 10 места састављеним од 4% акриламида (гел за 
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узорковање) и 12% акриламида (гел за раздвајање). На гел је наношено 40 μg 

протеина по узорку. Концентрација протеина у узорцима еритроцитних 

духова одређивана је BCA тестом (BCA Protein Assay Kit, Pierce, САД). На сваки 

гел, поред узорака, нанети су протеински маркери стандардних молекулских 

маса 170 kDa, 130 kDa, 95 kDa, 72 kDa, 55 kDa, 43 kDa, 34 kDa, 26 kDa, 17 kDa, 19 

kDa (PageRule Prestained Protein Ladder, Fermentas Life Sciences, САД). 

Електрофоретско раздвајање је извођено при константној јачини струје од 40 

mА уз непрестано хлађење. По завршетку електрофорезе протеинске 

фракције су визуелизоване бојењем Coomassi плавим након чега је вишак 

боје уклоњен раствором метанола и сирћетне киселине. Молекулске масе и 

интензитет протеинских фракција одређиване су дензитометријски 

коришћењем програмског пакета ImageMaster TotalLabv1.11 (GE HealthCare 

Life Science, САД). 

4.2.8. МИКРОСКОПСКА  АНАЛИЗА  ЕРИТРОЦИТА  И ЕРИТРОЦИТНИХ  

ДУХОВА  

4.2.8.1.Светлосна микроскопија 

Прве информације о морфолошким карактеристикама еритроцита 

и „духова“ еритроцита добијене су посматрањем под светлосним 

инверзним микроскопом са фазним контрастом Olimpus CKX 41 (Olympus 

Europa Holding GmbH, Немачка). Фотомикрографије су анализиране Quick 

PHOTO Camera 2.3. софтвером (PROMICRA, Чешка). 

4.2.8.2. Скенирајућа електронска микроскопија  

Детаљнија морфолошка анализа еритроцита и еритроцитних духова 

урађена је скенирајућом електронском микроскопијом (енгл. field emission 

scanning electron microscopy, FЕ-SЕМ). Узорак за анализу је припреман тако 

што је 1 ml изолованих духова фиксиран 2 сата у 2% раствору 

глутаралдехида у PBS-у, након чега су духови испрани 4 пута у PBS-у 

центрифугирањем, додатно фиксирани 2 сата у 2% осмијум-тетроксиду и 

испрани центрифугирањем 4 пута у PBS-у. Узорци су након тога дехидрирани 

превођењем кроз серију етанолних раствора (10, 30, 50, 70, 95 и 100%) у 

трајању од 10 min за сваку концентрацију, а потом подвргнути критичној 
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тачки сушења, коришћењем течног угљен-диоксида (Bal-TecCPD030 Critical 

Point Dryer, Bal-TecAG, Лихтенштајн). Након облагања златом, визуелизација 

је извршена скенирајућим електронским микроскопом (TESCAN MIRA 3 XMU, 

Tescan, Чешка), при напону од 10 kV. 

4.2.8.3. Микроскопија атомских сила  

Узорци говеђих и свињских еритроцита, изолованих духова и духова 

са инкапсулираним леком припремљени су за мерења микроскопијом 

атомских сила (енгл. Аtomic Force Microscopy, AFM), применом следећег 

протокола: 500 µl еритроцита/духова је адхерирано на покровне љуспице 

обложене поли-L–лизином, преко ноћи на 4°C. Узорци су фиксирани 2 сата у 

2% глутаралдехиду у PBS-у а затим 2 сата у 2% осмијум-тетроксиду. Узорци 

су испрани и дехидрирани растворима етанола растућих концентрација (10, 

30, 50, 70, 95 и 100%) у трајању од 10 min за сваку концентрацију. У 

завршном кораку дехидратације узорци су три пута испрани у ацетону. 

Топографска АFM мерења извршена су у полуконтактном режиму на собној 

температури применом NTEGRA Prima система произвођача NT-MDT (NT-

MDT Co, Русија). Паралелно са топографским мерењима, фазни помераји AFM 

конзолних осцилација бележени су, па су на тај начин формиране AFM фазне 

слике. При анализи је коришћена NSG01 сонда са стандардним радијусом 

кривине од око 6 nm и стандардне константе силе од 5 N/m. Све слике 

добијене су при резолуцији од 512×512 пиксела. Топографске слике обрађене 

су помоћу софтвера инструмента, док су сирови подаци коришћени за фазне 

слике. За израчунавање RMS (енгл. Root Mean Square) вредности која даје 

информације о површинској храпавости, узете су репрезентативне AFM 

слике чијом софтверском анализом је израчунат RMS. 

4.2.9. ОДРЕЂИВАЊЕ  ВЕЛИЧИНЕ И РАСПОДЕЛЕ ВЕЛИЧИНЕ 

ЕРИТРОЦИТНИХ  ДУХОВА  МЕТОДОМ  ЛАСЕРСКЕ ДИФРАКЦИЈЕ  

Величина еритроцитних духова анализирана је методом ласерске 

дифракције на уређају за мерење расподеле величине честица Mastersizer 

Hydro 2000S (Malvern Instruments Ltd., Велика Британија) применом HidroµP 

јединице за дисперговање честица у течном медијуму.  
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За мерење величине духова као медијум је коришћен PBS. Узорак је 

анализиран неразблажен и током анализе је било искључено мешање у 

коморици. Узорци еритроцита или духова дисперговани су у PBS до 

постизања оптималне концентрације за мерење, а затим је фокусирани сноп 

светлости пропуштан кроз узорак након чега је детектована светлост 

расејана под углом од 0,01 до 135°. Један снимак прикупљен овим 

детекторима приказује спектар светлости расејане током проласка узорка 

кроз ласерски сноп у одговарајућем временском периоду. У сваком мерењу 

инструмент је бележио око 2000 снимака, један снимак у свакој милисекунди 

и усредњавао измерене вредности у коначан резултат. По завршеном мерењу 

подаци су софтверски анализирани користећи оптичке параметре или 

Фраунхоферову апроксимацију и приказани у форми графика зависности 

броја ћелија од њихове величине, и табеларно као бројчане вредности. 

4.2.10. ТЕСТ ВЕЗИВАЊА  АНЕКСИНА  V 

Ниво испољавања фосфатидилсерина на спољашњем слоју 

мембранског двослоја еритроцита и духова одређен је тестом везивања 

Анексина V (BeckmanCoulter Inc., Француска). Паковани еритроцити и духови 

ресуспендовани су у хладном пуферу за везивање Анексина V (10 mM Hepes, 

pH 7,4, 140 mM NaCl, и 2,5 mM CaCl2), тако да концентрација ћелија/духова 

буде 5 x 105~ 5 x 106 ћелија (духова)/ml. У узорке држане на леду, додат је 

Анексин V-FITC, а затим су инкубирани 15 min у мраку. Узорци су 

анализирани током наредних 30 min на проточном цитометру Flow® SL 

(Partec, Немачка) применом FlowMax 2.4 software (Partec, Немачка). Ћелије 

или духови који су имали вредности FITC флуоресценције већу од граничне 

(енгл. "cut-оff") вредности неспецифичне флуоресценције проглашени су 

Анексин V позитивним. Проценат позитивних ћелија/духова изражен је као 

однос броја позитивних и укупног броја ћелија/духова. 

4.2.11. ОДРЕЂИВАЊЕ КОНЦЕНТРАЦИЈЕ  ХОЛЕСТЕРОЛА  У  

ИЗОЛОВАНИМ  ЕРИТРОЦИТНИМ  ДУХОВИМА  

Екстракција холестерола из говеђих и свињских еритроцита и 

изолованих духова извршена је према модификованој процедури коју су 
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описали Ferraz и сарадници [149]. Укратко, узорци су лизирани додавањем 

дестиловане воде у односу 1:10 (v/v). Добијене суспензије су помешане са 

80% (m/m) воденим раствором Тriton X-100 у односу 2:1 (v/v) и инкубиране 

10 min на 4°C, а затим 5 min на 37°C. Суспензије су центрифугиране 15 min, на 

12000×g, на 4°C. Након центрифугирања горњи слој је сакупљен, помешан 

поново са 80% (m/m) воденим раствором Triton X-100 у односу 10:1 (v/v), 

инкубиран и поново центрифугиран. Добијени горњи слој је сакупљен и до 

анализе чуван на собној температури. У издвојеним екстрактима, 

концентрација холестерола је одређена ензимско-колориметријским есејом 

заснованим на Триндеровој "еnd-point" реакцији (ELITech Group, Француска). 

4.2.12. ОДРЕЂИВАЊЕ  УКУПНОГ  АНТИОКСИДАТИВНОГ  КАПАЦИТЕТА  

И ПРОДУКАТА  ЛИПИДНЕ ПЕРОКСИДАЦИЈЕ   

Укупни антиоксидативи капацитет одређен је применом FRAP теста 

(енгл. Ferric Reducing Antioxidant Power, FRAP) према методи коју су описали 

Benzie и Strain [150], где је уместо са плазмом (како је оригинално описано) 

есеј рађено са 100 µl лизата еритроцита или изолованих еритроцитних 

духова. Антиоксидативни капацитет изражен је као она концентрација 

антиоксиданата која има способност редукције Fе3+ јона као и 1 mM раствор 

FeSO4. Степен липидне пероксидације на основу концентарције продуката 

липидне пероксидације (енгл. Thiobarbituric Acid Reactive Substances, TBARS) у 

лизатима еритроцита и изолованих еритроцитних духова одређен је према 

методи Ohkawa и сарадника [151]. Резултати су изражени као вредност TBARS 

у nmol/mg протеина у испитиваним узорцима. 

4.2.13. ИНКАПСУЛАЦИЈА  ДЕКСАМЕТАЗОН-НАТРИЈУМ-ФОСФАТА  

(DexP) У  ЕРИТРОЦИТНЕ ДУХОВЕ 

Описаном методом градуалне хипотоничне хемолизе извршена је 

инкапсулација лека DexP у говеђе и свињске еритроцитне духове. У чашу је 

стављено 50 ml суспензије пакованих еритроцита, помешаних са PBS-ом 

непосредно пре почетка хемолизе до вредности хематокрита од 60%. Чаша са 

суспензијом еритроцита је постављена на лабораторијску хоризонталну 

ротациону мешалицу, а затим се помоћу перисталтичке пумпе протоком од 
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150 ml/h у трајању од 27 min у чашу уводио хипотонични 35 mM натријум-

фосфатни/NaCl пуфер који садржи DexP у концентрацији од 0,04 mg/ml. 

Истовремено са укључивањем пумпе, укључивана је и хоризонтална 

ротациона мешалица која је обезбеђивала хомогенизовање суспензије у 

чаши. Брзина ротације мешалицe била је 320 обрт/min. По истеку 27 min, 

еритроцитни духови исталожени су центрифугирањем хемолизата 40 min, на 

3220xg, на 4°C. Потом је 1 ml еритроцитних духова, ресуспендован у 8 ml 

изотоничног фосфатног пуфера са различитим концентрацијама DexP (0,04, 

0,08 и 0,12 mg/ml), инкубиран 30 min на собној температури, а затим 

исталожен центрифугирањем. Иста запремина духова је пренета у 8 ml 

хипертоничног пуфера који садржи исту концентрацију DexP као и 

изотонични пуфер (0,04, 0,08, и 0,12 mg/ml). На крају су, еритроцитни духови 

испрани троструким центрифугирањем у PBS-у како би се уклонио заостали, 

неинкапсулирани DexP. Као контрола сваком експерименту припремљени су 

и тзв. лажно-инкапсулирани духови. Ови духови припремани су на 

идентичан начин као инкапсулирани духови, али током њихове припреме 

лек није додаван у пуферске растворе. 

Параметри инкапсулације 

За процену ефикасности процедура за инкапсулацију коришћена су 

два параметра:  

1. количина инкапсулираногDexP: количина DexP инкапсулирана у 0,1 ml 

духова и  

2. ефикасност инкапсулације: однос количине инкапсулираног DexP у 

процентима и количине DexP додатог на 0,1 ml почетних пакованих 

еритроцита, изражен у процентима (енгл. Encapsulation Еfficiency, ЕЕ) 

[152]. 

Утицај концентрације раствора DexP на параметре инкапсулације 

Процедура инкапсулације извршена је, као што је описано, 

коришћењем DexP у концентрацијама од 0,04, 0,08 и 0,12 mg/ml у 

изотоничним и хипертоничним фазама процедуре. 
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Утицај температуре на параметре инкапсулације 

Изотоничне и хипертоничне фазе процедуре инкапсулације извршене 

су на собној температури и 37°C. 

Утицај додатка глутаралдехида на параметре инкапсулације 

Хипертонична фаза процедуре инкапсулације извршена је без и са 

додатком глутаралдехида у концентрацији 0,01% (v/v). 

Праћење отпуштања лека 

За предвиђене временске интервале, у полипропиленским 

микроепруветама 100µl духова инкапсулираних са DexP инкубирано је на 

37°C са 900 µl изотоничног фосфатног пуфера, уз стално мешање на 

хоризонталној мешалици (240 обрт/min). На почетку теста и у одређеним 

временским интервалима, прикупљани су узорци и после центрифугирања 

на 14800 обрт/min, у трајању од 3 min, по 100 µl супернатанта издвајано је за 

анализирање присуства DexP. Сваки експеримент рађен је у дупликату, а 

урађена су три експеримента. На основу количине лека детектоване у 

супернатантима одређен је проценат ослобођеног DexP у односу на потпуно 

ослобођени лек (100% отпуштање лека, описано у поглављу 4.2.13.). 

4.2.14. ИНФРАЦРВЕНА  СПЕКТРОСКОПИЈА  СА  ФУРИЈЕОВОМ  

ТРАНСФОРМАЦИЈОМ   

Инфрацрвена спектроскопија са Фуријеовом трансформацијом (енгл. 

Fourier transform infrared spectroscopy analysis, FTIR) примењена је као метода за 

потврду присуства инкапсулираног лека у еритроцитним мембранама и 

анализу могућих физичких и/или хемијских интеракција између лека и 

структурних компоненти еритроцитних мембрана. За ту намену примењена 

је КBr техника снимања. Узорак је хомогенизован са потребном количином 

КBr и пресован у виду таблете. Снимање је вршено у опсегу од 400 до 4000 

cm-1 са резолуцијом од 4 cm-1, на собној температури. Спектри су снимљени 

помоћу FTIR спектрометра (Bomem MB, Hartmann & Braun, Канада). 
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4.2.15. ПРИПРЕМА  УЗОРАКА  ЗА  КВАЛИТАТИВНУ  И КВАНТИТАТИВНУ  
АНАЛИЗУ  DexP ИНКАПСУЛИРАНОГ  У  ГОВЕЂЕ И СВИЊСКЕ 

ЕРИТРОЦИТНЕ  ДУХОВЕ 

 Узорци еритроцитних духова су припремани по модификованој 

процедури коју су у описали Hamidi и сарадници [152]. Укратко, духови су 

лизирани мешањем 100 µl узорака са 2 ml дестиловане воде у стакленој 

епрувети. Протеини лизата преципитирани су са 2 ml метанола након чега су 

узорци инкубирани на собној температури 30 min, затим пребачени у 

микроепрувете, након чега су протеини исталожени центрифугирањем 20 

min, на 14000 обрт/min, на 4°C. Супернатанти су стерилно профилтровани, 

аликвотирани у стаклене вајлице за квалитативну и квантитативну анализу 

до које су чувани на 4°C, најдуже 7 дана. 

4.2.16. КВАЛИТАТИВНА  И КВАНТИТАТИВНА  АНАЛИЗА  DexP 
ИНКАПСУЛИРАНОГ  У  ГОВЕЂЕ И СВИЊСКЕ ЕРИТРОЦИТНЕ  ДУХОВЕ 

ТЕЧНОМ  ХРОМАТОГРАФИЈОМ  ПОД УЛТРА  ВИСОКИМ  ПРИТИСКОМ  СА  

МАСЕНОМ  СПЕКТРОФОТОМЕТРИЈОМ   

Квалитативна и квантитативна анализа DexP инкапсулираног у говеђе 

и свињске еритроцитне духове извршена је применом течне хроматографије 

под ултра високим притиском са масеном спектрофотометријом (енгл. Ultra 

High Performance Liquid Chromatography/-Heated Electro Spray Ionization-Mass 

Spectroscopy, UHPLC/–HESI–MS/MS). 

Хроматографско раздвајање стандарда DexP разблаженог у метанолу, 

као и узорака духова, урађено је на Dionex Ultimate 3000 UHPLC систему 

(Thermo Fisher Scientific, Немачка) у чијем се склопу налази бинарна пумпа, 

вакум дегасер, термостат за колоне и ауто-семплер. UHPLC систем је 

конфигурисан са „triple-quadrupole“ масеним спектрофотометром (TSQ 

Quantum Access MAX, Thermo Fisher Scientific, Немачка) са електрон спреј 

јонизацијом (енгл. Heated Electro Spray Ionization, HESI). Хроматографско 

раздвајање урађено је на Hypersil gold C18 колони димензија 50 x 2,1 mm, са 

честицама величине 1,9 μm (Thermo Fisher Scientific, САД). Мобилна фаза 

састоји се од 0,1% раствора мравље киселине (А) и ацетонитрила (Б), а 

узорци су елуирани према следећем градијенту: 5-20% Б у прва 3 min; 20–

40% Б од 3 до 5 min, 40-50% Б од 5 до 7,5 min, 50–60% Б у периоду од 7,5-8,5 
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min, 60–95% Б од 8,5 до 10,5 min, 95% Б до 11,5 min, 95% то 5% Б од 11,5 до 12 

min, и на крају 5% Б до 15 min. Проток је подешен на 0.400 ml/min. Све 

анализе урађене су са растворима MS квалитета (Fisher Scientific, Велика 

Британија). Колона је термостатирана на 30°C, док је ињекциона запремина 

била 10 μl. За контролу UHPLC инструмента коришћен је Chromeleon Xpress 

softver (Thermo Fisher Scientific, Немачка). 

Температура јонске пробе (енг. vaporizer temperature) масеног 

спектрофотометра (TSQ Quantum Access Max triple-quadrupole mass 

spectrophotometer) подешена је на 350°C. HESI проба је подешена на следеће 

параметре: напон 4000 V, притисак носећег гаса (Н2) 50 AU (арбитрарне 

јединице; енгл. arbitrary units), притисак гаса у јонском извору 0 АU, притисак 

ауксиларног гаса 20 АU, температура капиларе 270°C, подешавање јонских 

сочива 0 V. Подаци добијени на масеном спектрофотометру праћени су у 

негативном модалитету, у опсегу m/z од 100 до 1000. Xcalibur softver (верзија 

2.1) коришћен је за контролу инструмента, као и за прикупљање и обраду 

података. 

У експериментима фрагментације, дисоцијација молекула индукована 

је колизијом (енгл. Collision-Induced Dissociation, CID), при чему је енергија 

колизионе ћелије подешена на 40 еV. У PIS (енгл. Product Ion Scanning) 

експериментима, МS/МS продукт јони добијени су дисоцијацијом јона 

прекурсора (m/z 517,130) у колизионој ћелији triple-quadrupole масеног 

спектрофотометра (Q2), а њихове масе анализиране су у Q3 квадруполу 

инструмента. SRM (енгл. Single Reaction Monitoring) је најосетљивији тип 

анализе коришћеног инструмента који показује највећу специфичност за 

анализирано једињење, и због тога је коришћен за апсолутну 

квантификацију. Механизам SRM експеримента заснива се на одабиру 

предефинисаних масених фрагмената, тј. продукт-јона, који показују највећи 

интензитет у PIS експерименту. 

4.2.17. СТАТИСТИЧКА  АНАЛИЗА  

Статистичка анализа података извршена је помоћу програма Microsoft 

Office 2007 Excel (Microsoft Corporation, САД), применом Студентовог t-теста . 

Вредност p мања од 0,05 сматрана је статистички значајном. 
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5.1. ОСНОВНИ ХЕМАТОЛОШКИ ПАРАМЕТРИ ОТПАДНЕ 

КЛАНИЧНЕ КРВИ 

Познато је да транспорт животиња и третман у кланицама, 

прикупљање узорака крви, антикоагуланси, поступци изоловања ћелијских 

компоненти крви, као и складиштење узорака могу утицати на особине 

еритроцита [153,154]. Због тога је прва група експеримената урађена са 

циљем да се утврди да ли се примењеним поступцима (4.2.1 и 4.2.2), добијају 

довољно квалитетни еритроцити за изоловање интактних мембрана (тзв. 

духова), које би се даље могле користити као полазна сировина за 

формулацију система за контролисану/продужену испоруку активне 

супстанце. 

5 .1.1. ГОВЕЂИ И СВИЊСКИ ЕРИТРОЦИТИ – ХЕМАТОЛОШКИ 

ПАРАМЕТРИ  

У узорцима пакованих говеђих и свињских еритроцита издвојених из 

пуне кланичне крви, одређивани су следећи основни хематолошки 

параметри: број еритроцита, хематокрит, концентрација хемоглобина, MCV, 

MCH и MCHC, а добијени резултати приказани су у табели 7. Вредности 

анализираних хематолошких параметра показале су изражене индивидуалне 

варијације, али већина њих није била изван граница опсега референтних 

вредности за здрава говеда и свиње. Једино је уочено да су у препаратима 

пакованих свињских еритроцита вредности MCHC биле незнатно повишене, 

док су у препаратима пакованих говеђих еритроцита вредности MCV биле 

незнатно снижене. Ови резултати показују да током уклањања протеина 

плазме и чувања препарата пакованих говеђих и свињских еритроцита до 24 

сата на +4оC, није дошло до значајног промене средњег волумена и смањења 

садржаја хемоглобина, и да еритроцити третирани на описани начин (4.2.1 и 

4.2.2) могу бити полазни материјал за добијање мембрана еритроцита. 

  



Докторска дисертација  Ивана Т. Костић 

72 
 

 
Табела 7. Основни хематолошки параметри пакованих еритроцита 

кланичне говеђе и свињске крви 
 

Говеђи еритроцити  

(n = 16) 

 Референтне вредности а 

Број еритроцита (x1012/l) 15 ± 4 / 

Хемоглобин (g/l) 171 ± 59 / 

Хематокрит (%) 52 ± 12 / 

MCV (fl) 37 ± 9 40 - 60 

MCH (pg) 12 ± 3 11 - 17 

MCHC (g/l) 337 ± 125 300 - 360 

Свињски еритроцити  

(n = 9) 

 Референтне вредности а  

Број еритроцита (x1012/l) 10 ± 3 / 

Хемоглобин (g/l) 185 ± 52 / 

Хематокрит (%) 53 ± 15 / 

MCV (fl) 55 ± 10 50 - 68 

MCH (pg) 19 ± 3 17 - 21 

MCHC (g/l) 350 ± 38 300 - 340 

n-број анализираних животиња, резултати су приказани као средња вредност 
±стандардна девијација 
а рефернтне вредности за говеђу и свињску периферну крв, према [155] 

 

5 .2. ИСПИТИВАЊЕ МЕХАНИЧКЕ ФРАГИЛНОСТИ 

ЕРИТРОЦИТА ИЗ ГОВЕЂЕ  И СВИЊСКЕ КЛАНИЧНЕ КРВИ 

Како сама манипулација еритроцитима (чување, пипетирање, 

центрифугирање, одвајање...) може да промени њихове механичке 

карактеристике, у следећој фази рада испитана је механичка фрагилност 

(осетљивост) изолованих еритроцита. Примењени тест механичке 

фрагилности је поуздан и репродуцибилан тест у којем се примењује сила 

смицања на узорке еритроцита. Као резултат теста, применом једначине 1, 

добија се индекс механичке фрагилности (ИМФ), при чему веће вредности 

ИМФ указују на већу склоност еритроцита ка хемолизи услед примењеног 

механичког стреса. Резултати теста (слика 24) показују да није било значајне 

разлике у индексу механичке фрагилности говеђих и свињских еритроцита, 
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као и да еритроцити обе врсте показују низак степен осетљивости на 

механички стрес. 

 

 

 

Слика 24. Индекси механичке фрагилности (ИМФ) говеђих и 
свињских еритроцита изолованих из кланичне крви. Резултати су 
представљени као средње вредности ± стандардна девијација три 
експеримента. 

 

5.3 . ИСПИТИВАЊЕ ОСМОТСКИХ КАРАКТЕРИСТИКА 
ЕРИТРОЦИТА ИЗ ОТПАДНЕ КЛАНИЧНЕ КРВИ  

5 .3.1. ОТПОРНОСТ ЕРИТРОЦИТА ИЗ ОТПАДНЕ КЛАНИЧНЕ КРВИ  НА 
ОСМОТСКУ ХЕМОЛИЗУ  

У циљу оптимизације експерименталних параметара процеса 

градуалне хемолизе еритроцита из отпадне кланичне крви за добијање 

интактних мембрана еритроцита, било је непходно испитати степен њихове 

осетљивости на осмотску хемолизу. Осмотска осетљивост еритроцита 

изолованих из кланичне говеђе и свињске крви анализирана је стандардним 

тестом осмотске фрагилности, а резултати добијени применом једначине 2. 

Резултати теста фрагилности еритроцита изражени су као средња вредност 

± стандардна грешка степена хемолизе (eнгл. Еxtent of Hemolysis, ЕH) у 

процентима (%) у зависности од концентрације NaCl (сликa 25 и табелa 8). 

На слици 25 и y табели 8 приказани су и резултати обраде експериментално 
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добијених резултата Болтсмановом сигмоидалном нелинеарном 

регресионом анализом. 

 

 

Слика 25. Криве осмотске фрагилности говеђих и свињских 
еритроцита из кланичне крви. Симболима (● и ♦) приказане су 
средње вредности ± стандардна грешка  за пет експеримената; 
Резултати Болтсман-ове сигмоидалне нелинеарне регресионе 
анализе приказани су линијама ( ____ u ……) 

 

 

Табела 8. Осмотска фрагилност говеђих и свињских еритроцита из кланичне 
отпадне крви 

 

 Кланична отпадна крв (n=5) 
 

Говеђи еритроцити 
 

Свињски еритроцити 
 

H50 (mМ)а 
 

108 
(97-112) 

118* 

(115-125) 

Максимална отпорност (mМ)а 
 

70 
(65-101) 

92 
(90-96) 

Минимална отпорност (mМ)а 
 

139 
(129-141) 

146 
(124-149) 

авредности прерачунате Болтсмановом сигмоидалном нелинеарном регресионом анализом . 
n-број анализираних животиња; подаци су приказани као средње вредности и као опсези од 
минималних до максималних вредности ; *p<0.05 статистички значајна разлика у H50 
вредностима између свињских и говеђих еритроцита 
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Као резултат Болтсманове сигмоидалне нелинеарне регресионе 

анализе кривих осмотске фрагилности добијена је вредност H50 тј. вредност 

концентрације NaCl при којој се постиже 50% хемолизе (H50). За говеђе и 

свињске еритроците добијене су H50 вредности од 0,60±0,01% NaCl и 

0,69±0,01% NaCl (108 mM и 118 mМ раствори NaCl) које показују да свињски 

еритроцити имају већу осмотску фрагилност у односу на говеђе еритроците. 

 

Да бисмо утврдили да ли у испитиваним узорцима постоје 

субпопулације еритроцита различите осмотске фрагилности извршена је 

деривација кривих осмотске фрагилности сваког анализираног узорка. 

Средње деривационе криве и репрезентативне индивидуалне деривационе 

криве осмотске фрагилности говеђих и свињских еритроцита приказане су 

на слици 26. На индивидуалним деривационим кривама осмотске 

фрагилности говеђих и свињских еритроцита поред главног, уочавају се 

један или два додатна пика (слика 26 А и Б ). што је указало да су у 

испитиваним узорцима постојaле најмање две фракције еритроцита које су 

се разликовале по осетљивости на осмотску лизу. На основу вредности 

максимума првог, главног пика, закључено је да је највећи број говеђих и 

свињских еритроцита лизиран у 103 mМ, односно 120 mМ растворима NaCl. 

Други, знатно мањи пик на деривационој криви осмотске фрагилности 

говеђих еритроцита уочава се при концентрацији NaCl од 77 mМ, док се за 

свињске еритроците уочавају два додатна пика при концентрацији NaCl од 

85 mМ и 34 mМ. 
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Б 

 

Слика 26. Деривационе криве осмотске фрагилности говеђих и 
свињских еритроцита изолованих из кланичне крви. (А) средња 
вредност четири различита узорка. (Б) Репрезентативне 
појединачне деривационе криве осмотске фрагилности говеђих и 
свињских еритроцита из кланичне крви. 
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5.3.2. СТЕПЕН ОСМОТСКОГ БУБ РЕЊА ЕРИТРОЦИТА ИЗ ОТПАДНЕ 
КЛАНИЧНЕ КРВИ  

Познато је да увођењем еритроцита у хипотоничан раствор, због 

разлике у осмотском притиску, мембрана постаје пермеабилна за 

моновалентне катјоне, у еритроците улази вода након чега они почињу да 

бубре, тј. облик им се мења од биконкавног до сферног. Како еритроцити 

почињу да бубре у њиховим мембранама долази до формирња транзиторног 

хемолитичког отвора [156] до кога дифундују молекули хемоглобина, и кроз 

њега излазе у ванћелијски простор. Ово "избацивање" дела унутарћелијског 

садржаја смањује напон мембране и хемолитички отвор се затвара. Међутим, 

даљим смањењем тоничности еритроцити настављају и даље да бубре, 

отвара се нови хемолитички отвор, избацује се нова количина хемоглобина 

из ћелије. Ово се дешава све дотле док еритроцити не набубре до критичног 

нивоа након кога више мембрана није у стању да отварањем малог 

хемолитичког отвора и избацивањем мале количине хемоглобина 

„компензује“ разлике у осмотским притисцима, него долази до потпуног 

пуцања мембране. Из тог разлога, извршена оптимизација бубрења 

еритроцита обезбеђује контролу процеса хемолизе [157].  

Тако је на самом почетку оптимизације експерименталних параметара 

процеса градуалне хемолизе, било неопходно испитати присуство и степен 

бубрења изолованих говеђих и свињских еритроцита у хипоосмотским 

растворима. Ови експерименти рађени су са циљем дефинисања моларности 

пуфера (Na-фосфатни/NaCl пуфери, pH 7,2-7,4) при коме се детектује највећи 

степен хемолизе уз очувану целовитост/интактност мембране. 

5.3.2.1. Одређивање степена осмотског бубрења говеђих еритроцита 

микрохематокритском методом 

Модификована микрохематокритска метода по Vitvitsky и 

сарадницима [147] омогућава да се на основу резултата мерења хематокрита 

и степена хемолизе (тј. ослобођеног хемоглобина у низу пуферованих 

раствора са опадајућим концентрацијама NaCl (Na-фосфатни/NaCl пуфери), 

одреди зависност степена бубрења еритроцита (према једначини 4) од 

моларности (јонске јачине) пуфера. На слици 27. дат је графички приказ 
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зависности степена хемолизе и бубрења говеђих и свињских еритроцита од 

концентрације Na-фосфатног/NaCl пуфера.  

 

 

Слика 27. Зависност степена бубрења и процента хемолизе говеђих и 
свињских еритроцита од концентрације Na-фосфатног/NaCl пуфера. 
Резултати су представљени као средња вредност±стандардна девијација 
пет узорака 

 
Детаљни резултати промене вредности хематокрита, процента хемолизе и 

степена бубрења говеђих и свињских еритроцита са смањењем моларности 

Na-фосфатног/NaCl пуфера приказани су у табели прилога А. 

Анализом добијених резултата показано је да се са смањењем 

моларности пуфера мења вредност хематокрита, расте степен хемолизе и 

расте степен бубрења говеђих и свињских еритроцита, тако да вредности 

хематокрита и степена (%) хемолизе, као и вредности хематокрита и степена 

бубрења показују високу, статистички значајну, негативну корелацију (r = -

0,96, p< 0,001; и r = -0,85, и r= -0,97, p< 0,001; и r = -0,88, p < 0,01 респективно 

за говеђе и свињске еритроците). Степен хемолизе и степен бубрења 

показали су високу позитивну корелацију за оба узорка кланичне крви (r = 

0,96, p< 0,01 и р = 0,95, p< 0,001 за говеђе и свињске еритроците 

респективно). Ипак, максимални степен бубрења испитиваних еритроцита 

(V/Vо ~2 за оба типа еритроцита) постигнут је инкубацијом у Na-

фосфатним/NaCl пуферима различитих концентрација, и то 20 mМ у случају 
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говеђих еритроцита и 80 mМ у случају свињских еритроцита. Овај резултат је 

поново указао на већу осмотску фрагилност свињских у односу на говеђе 

еритроците. Поред тога, добијене вредности степена хемолизе за испитиване 

еритроците потврдиле су да је максимално бубрење, односно повећање 

запремине оба типа ћелија постигнуто при вредности степена  хемолизе од 

97%. Даље смањење концентрације пуфера довело је тренутног пуцања 

еритроцитне мембране и степен бубрења се није могао мерити. 

Имајући у виду показану смањену осмотску осетљивост свињских 

еритроцита у односу на говеђе, добијене сличне вредности степена бубрења 

биле су неочекиван резултат. Такав резултат указао је на потребу да се 

степен бубрења говеђих еритроцита процени и много софистициранијом 

методом анализе ћелија, проточном цитометријом. 

5.3.2.2. Одређивање степена осмотског бубрења говеђих и свињских 

еритроцита проточном цитометријом 

Одређивање степена осмотског бубрења еритроцита из говеђе и 

свињске кланичне крви проточном цитометријом, урађено је са 

еритроцитима инкубираним у растворе пуфера истих концентрација који су 

коришћени у стандардном тесту осмотске фрагилности, прерачуном на 

основу једначине 5. У изотоничном пуферу, на основу резултата проточне 

цитометрије (FSC/SSC диjаграми (слика 28 А1, Б1) и дијаграма зависности 

броја ћелија од SSC (слике 29 и 30)), код оба типа испитиваних еритроцита 

уочено је „лажно“ постојања две популације еритроцита (опсег R1 и R2) које 

се разликују по величини. Овај феномен „лажних субпопулација еритроцита“ 

последица је биконкавног облика ћелија и у литератури је већ описан за 

хумане и мишје еритроците [158-160]. Са смањењем концентрације пуфера 

од 155 mМ до 65 mМ, на Слици 28 (А2, Б2, А3, Б3), може се уочити још једна 

популација малих "честица" (опсег R5). Највероватније, ова популација малих 

"честица" представља везикуле које настају услед фрагментације механички 

ослабљених набубрелих ћелија под силама смицања [161], које се јављају у 

проточном цитометру. Са даљим смањењем концентрације пуфера (почев од 

94 mМ) ова популација постаје све заступљенија и код свињских еритроцита 

при концентрацији пуфера од 80 mМ, а код говеђих при концентрацији 
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пуфера од 65 mМ (слика 28, А3, Б4) детектована је искључиво ова фракција. 

Овај резултат је у сагласности са резултатима добијеним у стандардном 

тесту осмотске фрагилности, према коме су свињски еритроцити осмотски 

фрагилнији од говеђих.  

 

Слика 28. Анализа проточном цитометријом (FSC/SSC дијаграми) говеђих (А) 
и свињских (Б) еритроцита у хипотоничним натријум-фосфатним/NaCl 
пуферима опадајућих концентрација. R1, R2 –опсези еритроцита, R5 – мале 
везикуле. Приказани су резултати једног репрезентативног од три 
експеримента.  
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Иако механички стрес проузрокован силама смицања у проточном 

цитометру не може бити занемарен, показани једнаки индекс механичке 

фрагилности за говеђе и свињске еритроците, указује да су добијене разлике 

у FSC/SSC дијаграмима за ове две врсте еритроцита инкубираних у истим 

хипотоничним пуферима заиста одраз њихове разлике у осмотским 

особинама.  

Без обзира на појаву везикулације, било је могуће анализирати 

бубрење еритроцита проточном цитометријом у пуферима концентрације од 

139 mМ и нижим концентрацијама. Хистограми који приказују однос 

FSC/релативан удео ћелија (%) добијени за по два узорка говеђих и свињских 

еритроцита (слика 29 и 30) у изотоничном пуферу (155 mМ), показали су 

бимодалну дистрибуцију величине услед биконкавног облика (што је 

представљено као опсег R1 и R2 на слици 28.). Очигледно је да су говеђи 

еритроцити мањи од свињских еритроцита (што се одражава у мањим FSC 

вредностима). Хипотонични пуфери су коришћени са циљем да проузрукују 

бубрење и дају сферични облик ћелијама, чиме се елиминишу варијације у 

FSC вредностима услед биконкавног облика еритроцита [160]. Као што је 

приказано на слици 29, два репрезентативна узорка говеђих еритроцита из 

кланичне крви (са хематолошким параметрима унутар референтних 

вредности), дали су униформни образац понашања након излагања 

еритроцита хипотоничним пуферима. Промене облика резултујућих 

FSC/релативан удео ћелија хистограма у одређеним хипотоничним 

пуферима одражавају промене осмотских својстава, од бубрења до 

фрагментације на мале везикуле у пуферу концентрације 80 mМ у случају 

говеђих еритроцита. У случају свињских еритроцита из кланичне крви, два 

узорка са хематолошким параметрима унутар референтних вредности 

(слика 30) нису дала униформне FSC/релативан удео ћелија хистограме. Шта 

више, хистограми FSC/релативан удео ћелија у одговарајућим хипотоничним 

пуферима нису показивали бубрење. Фрагментација свињских еритроцита је 

примећена већ у пуферу концентрације 109 mМ, чиме је још једном 

потврђена већа осмотска фрагилност свињских еритроцита у односу на 

говеђе еритроците.  
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Слика 29. Промене у FSC вредностима говеђих еритроцита са 
опадајућим концентрацијама натријум-фосфатног/NaCl пуфера. 
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Слика 30. Промене у FSC вредностима свињских еритроцита са 
опадајућим концентрацијама натријум-фосфатног/NaCl пуфера. 
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У литератури је већ описана успешна примена методе проточне 

цитометрије за одређивање облика еритроцита у изотоничним условима при 

различитим патолошким стањима [159]. По преузетој процедури коју су 

описали Piagnerelli и сарадници [159], израчунати индекси сферичности 

износили су 1,58±0,08 и 1,67±0,08 респективно за узорке свињских и говеђих 

еритроцита у изотоничним условима. Поред тога, описана метода Piagnerelli 

и сарадника [159] модификована је, израчунавањем индекса сферичности 

након инкубације еритроцита у хипотоничне пуфере.  

Описани индекси сферичности одређени за опсеге R1 и R2 у 

хипотоничним пуферима поређени су са резултатима теста осмотског 

бубрења добијеним микрохематокритским тестом [147] За наведено 

поређење, индекси сферичности добијени у изотоничном пуферу узети су 

као јединична вредност. Корелација резултата приказана је на слици 31 А и 

Б, за говеђе и свињске еритроците респективно. У случају говеђих 

еритроцита (слика 31 A) индекс бубрења одређен микрохематокритском 

методом је у високој корелацији са индексима одређеним методом проточне 

цитометрије: за Hct:R2/R1 r=0,84, p <0,05, за Hct:R1/R1 r =0,95, p < 0,01, за 

Hct:R2/R2 r =0,83, p <0,05. За узорак свињских еритроцита, није показана 

статистички значајна корелација између индекса одређеним двема 

наведеним методама (слика 31 Б). 
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Слика 31. Индекс бубрења говеђих (А) и свињских (Б) еритроцита одређен 
микрохематокритском методом према процедури Vitvitsky и сарадника 
[147] (резултати су представљени као средње вредности ± стандардна 
девијација пет експеримената) и проточном цитометријом према 
модификованој процедури Piagnerelli и сарадника [159] (резултати су 
представљени као средње вредности ± стандандардне девијације три 
експеримента). 
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5.4 . ДОБИЈАЊЕ ЕРИТРОЦИТНИХ ДУХОВА ИЗ ОТПАДНЕ 

КЛАНИЧНЕ КРВИ ГРАДУАЛНОМ ХЕМОЛИЗОМ  

У следећој групи експеримената извршено је дефинисање кинетике 

отпуштања хемоглобина и превођења еритроцита у “духове” процесом 

градуалне хипотоничне хемолизе, као и карактеризација добијених духова, 

са циљем утврђивања да ли се у описаном процесу заиста добијају интактне 

мембране које је могуће користити за инкапсулацију биолошки активних 

супстанци. 

5.4.1. ДИНАМИКА ОСЛОБАЂАЊА ХЕМОГЛОБИНА И “ПРЕВОЂЕЊА” 
ГОВЕЂИХ И СВИЊСКИХ ЕРИТРОЦИТА У „ДУХОВЕ“  ПРОЦЕСОМ 

ГРАДУАЛНЕ ХЕМОЛИЗЕ  

У овом раду су бели еритроцитни духови (мембране еритроцита без 

или са малом количином резидуалног хемоглобина), добијени поступком 

градуалне хипотоничне хемолизе, који подразумева постепено увођење 

хипотоничног пуфера за хемолизу у суспензију ћелија (слика 23). Као пуфер 

за хемолизу коришћен је 35 mМ NaCl/Na-фосфатни пуфер за који је у 

претходним анализама показано да доводи до хемолизе > 90% и говеђих и 

свињских еритроцита (слика 27). Градуална хемолиза изведена je са великом 

запремином еритроцита (100 ml) током 30 min при протоку пуферa од 300 

ml/h. Резултати мерења параметара на основу којих је праћен ток градуалне 

хемолизе, прерачунати на релативну А540 хемолизата (А540t/А540max) графички 

су приказани на слици 32. Добијене криве зависности степена хемолизе од 

времена (прерачунат према једначини 6) за говеђе и свињске еритроците 

имале су сигмоидалан облик (слика 32). Хемолиза, односно екстрацелуларни 

хемоглобин детектован је у 3. минуту код оба узорка еритроцита. Ипак, 50% 

хемолизе постигнуто је у 14. минуту за говеђе и 10. минуту за свињске 

еритроците. Говеђи еритроцити су комплетно лизирани након 27 min, што је 

одговарало концентрацији пуфера у систему од 74 mМ (прерачунато према 

једначини 7). Процес градуалне хемолизе за свињске еритроците завршен је 

у 21. минуту, што је одговарало концентрацији пуфера у систему од 80 mМ 

(прерачунато према једначини 7). Ови резултати потврдили су наше 

претходне резултате о већој осмотској осетљивости свињских еритроцита, 
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без обзира да ли се еритроцити постепено/градуално или нагло излажу 

хипотоничним пуферима. Процес градуалне хипотоничне хемолизе праћен је 

и кроз смањење броја еритроцита, као што је приказано на слици З3. Број 

ћелија током процеса градуалне хемолизе опадао је у степеничастом тренду, 

што је било више изражено за говеђе еритроците. Тренд степенастог 

смањивања броја еритроцита био је још једна потврда постојања разлике у 

осмотској осетљивости између говеђих и свињских еритроцита пореклом из 

кланичне крви, али и потврда да се процес хемолизе остварује комплексним 

механизмом. Измерена осмоларност финалног хемолизата износила је 0,141 

osmol/kg за говеђе еритроците и 0,149 osmol/kg за свињске еритроците. 

 

 

 

Слика 32. Временска зависност ослобађања хемоглобина током 
градуалне хипотоничне хемолизе говеђих и свињских еритроцита. 
Тачке представљају средњу вредност ± стандардна девијација три 
узорка; линије представљају фитоване криве, (x) – прерачунате 
вредности концентрације пуфера у систему 
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Слика 33. Временска зависност броја ћелија током градуалне 

хипотоничне хемолизе говеђих и свињских еритроцита. Тачке 
представљају средњу вредност ± стандардна девијација три узорка; 

линије представљају фитоване криве, (x) – прерачунате вредности 
концентрације пуфера у систему 

 

Постепени прелазак еритроцита у еритроцитне духове током процеса 

градуалне хипотоничне хемолизе потврђен је фазно-контрасном 

микроскопијом (слика 34).  

Микрографије за оба узорака еритроцита направљене су у 

дефинисаним временским интервалима процеса градуалне хемолизе којима 

одговарају одређене концентрација пуфера у систему (према једначини 7) и 

то: 1) 4 min/130 mМ, 2) 6 min/120 mМ, 3) 9 min/105 mМ, 4) 18 min/84 mМ и 5) 

26 min/75 mМ. Како садржај хемоглобина у еритроцитима чини да на фазном 

контрасту ћелије изгледају као светле, јасно се може се уочити да је на крају 

процеса градуалне хемолизе већина говеђих и свињских еритроцита из 

кланичне крви, "преведена" у интактне мембране без хемоглобина. На 

основу резултата добијених из тестова осмотске фрагилности, 

претпоставили смо постојање осмотски различито осетљивих фракција 

еритроцита у оквиру узорака еритроцита добијених из говеђе и свињске 

кланичне крви. Фазно контрасне микрографије које су показале 

консекутивне морфолошке промене еритроцита до еритроцитних духова 
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током процеса градуалне хемолизе, потврдиле су постојање еритроцита са 

различитом осмотском осетљивошћу у оба узорка испитиваних еритроцита . 

 

 

Слика 34. Фазно контрасне микрографије морфолошких промена 
еритроцита из (А) говеђе и (Б) свињске кланичне крви и добијање 
еритроцитних духова током градуалне хипотоничне хемолизе. 
Микрографије су добијене након: 1) 4 min, 2) 6 min, 3) 9 min, 4) 18 min 
и 5) 26 min којима одговарају концентрације пуфера од 1) 130 mМ, 2) 
120 mМ, 3) 105 mМ, 4) 84 mМ и 5) 75 mМ; Увећање ×400 
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5 .4.2 МОРФОЛОШКА И БИОХЕМИЈСКА АНАЛИЗА ДУ ХОВА ДОБИЈЕНИХ 

ГРАДУАЛНОМ ХИПОТОНИЧНОМ ХЕМОЛИЗОМ  

Говеђи и свињски еритроцитни духови изоловани процесом градуалне 

хипотоничне хемолизе окарактерисани су у смислу оних морфолошких и 

биохемијских својстава од значаја за потенцијалну инкапсулацију активне 

супстанце, односно утицај на дифузиони и подеони коефицијент 

потенцијално инкапсулиране активне супстанце. Ова група испитивања 

обухаватила је: утврђивање детаљних топографских карактеристика, као 

што су облик, величина и храпавост, утврђивање расподеле величине, 

испитивање протеинског састава, садржаја холестерола и реорганизације 

липидног двослоја добијених еритроцитних духова из говеђе и свињске 

кланичне крви.  

5.4.2.1. Скенирајућа електронска микроскопија 

Детаљан увид у морфологију интактних говеђих и свињских 

еритроцита и еритроцитних духова добијених градуалном хемолизом, био је 

омогућен применом скенирајуће електронске микроскопије (слика 35). На 

слици 35 А и В, приказана је микрографија говеђих и свињских еритроцита 

из кланичне крви као стартног материјала за добијање еритроцитних духова. 

Већина говеђих еритроцита имала је облик биконкавног диска, мада су 

уочени и еритроцити звездасте морфологије. Присуство еритроцита 

различите морфологије (поикилоцитозе) у периферној крви говеда је 

нормална карактеристика еритроцита ових животиња. Сви еритроцити из 

кланичне крви свиња имали су звездасту (ехиноцитну) морфологију (слика 

35 В). Оваква морфологија еритроцита свиња не треба се тумачити као знак 

абнормалности еритроцита датог узорка, имајући у виду да су измерени 

параметри еритроцита били у оквиру референтних вредности. Оваква 

ехиноцитна морфологија представља уобичајени артефакт у руковању 

свињском крвљу, и јавља се након излагања ових еритроцита атмосферском 

кисеонику [162].  
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Слика 35. FE-SEM микрографије говеђих еритроцита (A), говеђих 
еритроцитних духова (Б), свињских еритроцита (В), и свињских 
еритроцитних духова (Г).  

 

Морфолошка анализа добијених еритроцитних духова обе врсте 

открива значајну дисторзију од еритроцитног облика и измењену текстуру 

површине са израженим наборима мембране и постојањем бројних 

инвагинација (слика 35 Б и Г). Ипак, већи део површине без инвагинација је 

уочен код говеђих еритроцитних духова у односу на свињске. Наши резулати 

антипротеин фосфотирозин имуноблота (непубликовани) су показали да су 

морфолошке промене духова еритроцита обе врсте праћене одсуством 

фосфорилације тирозина у саставу трансмембранских/цитоскелетних 

протеина, што иде у прилог тврђењу да су овакве морфолошке промене 

последица "цурења" АТP-а током хемолизе [163]. Поређењем полазних 

еритроцита и резултујућих духова у случају оба испитивана узорка, FE-SЕМ 

микрографије указале су да постоји само благо смањење просечне величине 

добијених духова у односу на полазне еритроците (слика 35 Б, Г). 
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5.4.2.2. Мерење и расподела величине говеђих и свињских еритроцита и духова 

методом ласерске дифракције 

У својства материјала која одређују да ли се један материјал може 

применити за инкапсулацију активних супстанци спадају и величина честица 

и униформност расподеле честица. Због једноставности и прецизности, 

метода анализе дифракције ласерске светлости на честицама је примарна 

метода за испитивање расподела величина у дисперзним системима [164]. 

Типичне криве расподеле величине по броју полазних еритроцита и 

добијених еритроцитних духова за оба узорка кланичне крви приказане су на 

слици З6. Изведени статистички параметри расподеле величине 

анализираних узорака приказани су у табели 9. 

На основу приказаних резултата (слика З6, табела 9) може се 

закључити, да су говеђи еритроцити мањег дијаметра од свињских. Ова 

метода је показала да су еритроцитни духови обе животињске врсте били 

незнатно мањи (за само 10%) од интактних еритроцита . Поред тога, 

расподела величине добијених еритроцитних духова била је приближно иста 

за оба типа испитиваних еритроцита из кланичне крви. 

 

 

 

Слика З6. Расподела величина говеђих и свињских еритроцита и 
еритроцитних духова добијених процесом градуалне хемолизе, 
диспергованих у изотоничном PBS-у 
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Табела 9. Статистички параметри расподеле величине говеђих и свињских 
еритроцита и еритроцитних духова добијених процесом градуалне хемолизе 

 
Статистички параметри расподеле величине еритроцита и еритроцитних духова 

(µm)а 

 Говеђи  Свињски 

 еритроцити еритроцитни 
духови 

еритроцити еритроцитни 

духови 

d(N, 0,1)б  2,45 ± 0,01 2,17 ± 0,02 2,77 ± 0,03 2,65 ± 0,04 

d(N, 0,5)б 3,32 ± 0,02 2,89 ± 0,02 3,69 ± 0,03 3,44 ± 0,04 

d(N, 0,9)б 4,60 ± 0,02 3,95 ± 0,03 5,04 ± 0,04 4,62 ± 0,04 

Расподела 
величинев 

0,65 ± 0,01 0,62 ± 0,01 0,62 ± 0,01 0,59 ± 0,01 

а Резултати три експеримента су приказани као  средње вредности ± стандардна 
девијација 
бОвај параметер указује на 10., 50. (средњи) и 90. перцентил.  
вПараметар који указује на дисперзију података, дефинисаних као ( d(N, 0,9)–d(N, 
0,1))/d(N, 0,5). 

 

5.4.2.3. Испољавање фосфатидилсерина на површини мембране свињских и 
говеђих еритроцита и духова добијених градуалном хемолизом 

 Познато је да излагање еритроцита осмотском стресу (тј. хипер- или 

хипотоничним условима) и оксидативном стресу може довести до 

испољавања фосфолипида фосфатидилсерина на спољашњој страни 

мембране [3, 165], који се нормално налази на унутрашној страни мембране 

еукориотских ћелија. Утицај градуалне хипотоничне хемолизе на 

реорганизацију липидног двослоја мембране говеђих и свињских 

еритроцита анализиран је проточном цитометријом на основу интензитета 

везивања флуоресцентно обележеног протеина анексина V који се 

специфично везује за фосфатидилсерин.  

На основу добијених резултата (слика 37) везивања FITC­ом 

обележеног анексина V детектоване су разлике у очуваности структуре 

липидног двослоја на нивоу свињских и говеђих еритроцита, као полазног 

материјала за добијање духова еритроцита. Наиме, говеђи еритроцити нису 

везивали анексин V, док је у случају свињских еритроцита детектовано око 

6% позитивних ћелија, тј. ћелија које имају некаква 

оштећења/реорганизацију на нивоу липидног двослоја мембране. Анализом 

еритроцитних духова добијених градуалном хемолизом, показано је да је 
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50% свињских, и само 20% говеђих духова везивало анексин V. Овакав 

резултат показао је да градуална хемолиза доводи до реорганизације 

липидног двослоја, а да је степен реорганизације липидног двослоја (тј. 

оштећења мембране) већи код еритроцитних духова свиња.  

 

 

Слика 37. Везивање флуоресцентно обележеног анексина V за 
говеђе и свињске еритроците и еритроцитне духове добијене 
градуалном хемолизом. Вертикална линија представља 
граничну вредност за неспецифичну флуоресценцу 
 

5.4.2.4. Aнализа протеинског профила мембрана еритроцита из кланичне крви 
добијених градуалном хемолизом 

У литератури постоје подаци да одређени параметри осмотске 

хемолизе (нпр. врста пуфера и додатак нутријената) могу утицати на  

протеински састав добијених мембрана [166]. Ефекат коришћеног процеса 

градуалне хемолизе на протеински садржај изолованих говеђих и свињских 

мембрана еритроцита, анализиран је SDS-PAGЕ-ом у редукционим условима. 

SDS-PAGЕ анализа (слика 38) показала је да се након градуалне 

хипотоничне хемолизе говеђих и свињских еритроцита у добијеним 

духовима детектују све главне протеинске фракције карактеристичне за 

интактне мембране еритроцита (α спектрин (240 kDа), β спектрин и анкирин 

(220 kDа), бенд 3 (95 kDа), бенд 4.1 (80 kDа), бенд 4.2 (72 kDа); актин (43 kDа), 
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глицералдехид-6-фосфат дехидрогеназа (35 kDа), стоматин-тропомиозин (27 

kDа), пероксиредоксин (22 kDа) и редуковани глобински ланци (16 kDа)).  

 

Слика 38. SDS-PAGE еритроцитних духова добијених градуалном 
хемолизом свињских (линија 1) и говеђих (линија 2) еритроцита. (а)-α 
спектрин, (б)-β спектрин и анкирин, (в)-бенд 3, (г)-бенд 4.1, (д)-бенд 4.2; 
(ђ)-актин, (е)-глицералдехид-6-фосфат дехидрогеназа, (ж)-стоматин 
тропомиозин, (з)-пероксиредоксин, и (и)-редуковани глобински ланци. 

 

Процес градуалне хемолизе у овом раду, пројектован је и оптимизован 

тако да се изврши максимално искоришћење потенцијала еритроцита из 

отпадне кланичне крви, односно да се добије пречишћени интактни 

хемоглобин са максималним приносом и да се очувају мембране еритроцита 

као потенцијални носачи биолошки активних супстанци. И поред 

оптимизованог избора пуфера којим се постиже максималан степен 

хемолизе, резидуални хемоглобин у мембрани еритроцита је неизбежна 

појава након процеса хемолизе, али може бити и користан маркер степена 

оксидативних оштећења еритроцита [167]. Релативна количина заосталог 

хемоглобина у добијеним говеђим и свињским еритроцитним духовима 

процесом градуалне хемолизе (изражена као однос А540 и хематокрита) је 

приказана у табели 10. Релативан садржај заосталог хемоглобина у 

свињским еритроцитним духовима је шест пута већи у односу на говеђе 
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еритроцитне духове добијене истим поступком градуалне хемолизе, што је 

био индиректан показатељ о већем степену оштећења свињских у односу на 

говеђе еритроцитне духове.  

 

Табела 10. Релативан садржај заосталог хемоглобина у говеђим и 
свињским еритроцитним духовима добијених процесом градуалне 
хемолизе 

 
Заостали Hb у еритроцитним духовима* 

(А540/Hct ) 

Свињски духови 0,30 ± 0,05* 

Говеђи духови 0,05 ± 0,01 

*изражен као А540 нормализован на вредности хематокрита.  
Вредности су представљене као средње ± стандардна девијација; *p<0,05, 
статистички значајна разлика између говеђих и свињских еритроцитних духова  

 

 

5.4.2.5. Aнализа садржаја холестерола у духовима говеђих и свињских 

еритроцита добијених градуалном хемолизом 

Липидни профил еритроцитних духова добијених градуалном 

хемолизом није анализиран у целини, већ кроз испитивање садржаја оних 

липидних компонената које су битне за примену духова за отпуштање 

биолошки активних супстанци. Тако је од липидних компоненти анализиран 

холестерол, односно испитиван је утицај градуалне хемолизе на његов 

садржај у финалним еритроцитним духовима. Концентрације холестерола 

одређене у полазним еритроцитима и резултујућим духовима, приказани су  

на слици 39. Јасно се може уочити да није било значајне разлике у садржају 

холестерола говеђих и свињских еритроцита и добијених духова. Конкретно, 

више од 90% холестерола присутног у интактним еритроцитима говеда и 

свиња је задржано у еритроцитним духовима добијеним градуалном 

хипотоничном хемолизом.  
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Слика 39. Концентрација холестерола у говеђим и свињским 
еритроцитима и одговарајућим еритроцитним духовима 

добијеним градуалном хипотоничном хемолизом 

 

5.4.2.6. Анализа антиоксидативног капацитета и липидне пероксидације у 

духовима говеђих и свињских еритроцита добијених градуалном хемолизом  

У литератури постоје подаци да могућа оштећења мембране до којих 

долази услед излагања еритроцита осмотском стресу, смањују отпорност на 

оксидацију, односно њихов антиоксидативни капацитет [3]. На слици 40, 

приказани су резултати добијени анализом in vitro липидне пероксидације и 

антиоксидативног капацитета, говеђих и свињских еритроцита и 

одговарајућих духова добијених градуалном хемолизом. Концентрација 

TBARS била је значајно већа (p<0,05) у узорку свињских еритроцита у односу 

на узорак говеђих еритроцита. Вредности TBARS добијене за резултујуће 

еритроцитне духове биле су знатно веће од вредности TBARS добијене за 

полазне еритроците, али је за оба испитивана узорка еритроцитних духова 

(говеђи и свињски) та вредност била слична. Као што је и очекивано, одређен 

антиоксидативни капацитет еритроцитних духова ове врсте (слика 40) 

показао је обрнути тренд у односу на полазне еритроците.  
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Слика 40. TBARS вредности и антиоксидативни капацитет еритроцита 
из говеђе и свињске кланичне крви и одговарајућих духова добијених 
градуалном хемолизом. #антиоксидативни капацитет одређен је FRAP 
методом и изражен као што је описано у поглављу 4.2.12; *p<0,05 
статистички значајна разлика у TBARS вредностима између свињских и 
говеђих еритроцита; резултати су представљени као средње вредности 
± стандардна девијација шест независних експеримената. 

 

5.5. ИНКАПСУЛАЦИЈА  DexP У ГОВЕЂЕ И СВИЊСКЕ 
ЕРИТРОЦИТНЕ ДУХОВЕ  

Како би се показала потенцијална примена описаног процеса 

градуалне хипотоничне хемолизе, DexP је прелиминарно инкапсулиран у 

говеђе и свињске еритроцитне духове, тако што је наведен лек додат у 

најмањој концентрацији у фазама процедуре описане у поглављу 4.2.13. У 

циљу потврде присуства DexP након прелиминарне инкапсулације у говеђе и 

свињске еритроцитне духове градуалном хемолизом извршена је FTIR 

анализа. 

5 .5.1. ИНФРАЦРВЕНА СПЕКТРОФОТОМЕТРИЈА СА ФУРИЈЕОВОМ 
ТРАНСФОРМАЦИЈОМ  

Поред потврде присуства DexP након прелиминарне инкапсулације у 

говеђе и свињске еритроцитне духове градуалном хемолизом , без 

оптимизације параметара инкапсулације, са најмањом концентрацијом лека, 
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FTIR анализом је утврђена и хемијска интеракција лека DexP и структурних 

компоненти обе врсте еритроцитних духова. На слици 41 приказани су 

добијени FTIR спектри неинкапсулираног лека DexP, празних говеђих и 

свињских еритроцитних духова и говеђих и свињских еритроцитних духова 

са инкапсулиралим DexP.  

 

Слика 41. FTIR спектри неинкапсулираног DexP, празних говеђих и 
свињских еритроцитних духова и DexP инкапсулираних говеђих и 
свињских еритроцитних духова 

 

Неколико карактеристичних трака примећено је у свим анализираним 

спектрима, али су се оне разликовале по положају и интензитету. Јака и 

широка апсорпциона трака на 3430 cm-1 је детектована услед О–H вибрација 

савијања и растезања у спектру чистог DexP. Анализа FTIR спектара оба типа 

еритроцитних духова указала је на C-H вибрације растезања 

угљенохидратних ланаца у протеинима и фосфолипидима (2852, 2872, 2925, 

2960 cm-1), као и на неке траке типичне за фосфолипиде, конкретно P=О везу 

(1236 cm-1), CH2 деформационе вибрације угљенохидратних ланаца и C=О 

везе на око 1740 cm-1 [168]. 

FTIR спектри узорака говеђих и свињских еритроцитних духова са 

инкапсулираним DexP показали су слагање са "fingerprint" регионом у 

спектру чистог DexP. Главни пикови DexP примећени су на 854, 925, 1045 и 

1453 cm-1 у спектрима узорака говеђих и свињских еритроцитних духова са 

инкапсулираним DexP, али су били маскирани/померени услед интеракција 
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инкапсулираног DexP са структурним компонентама еритроцитних духова. 

Из FTIR спектра DexP-инкапсулираних свињских еритроцитних духова може 

се видети да је апсорпциона трака на 3429 cm-1 померена ка таласном броју 

3408 cm-1, што указује на изражено присуство водоничних веза. У случају 

DexP-инкапсулираних говеђих еритроцитних духова померање наведеног 

пика мање је изражено ка таласном броју 3422 cm-1. Приметан је појачан 

интензитет трака на 2852 и 2925 cm-1 и растући интензитет односа трака 

2852/2925 код оба испитивана узорка са инкапсулираним DexP. Ипак, већа 

сличност са "fingerprint" регионом спектра чистог DexP била је показана код 

DexP-инкапсулираних свињских еритроцитних духова.  

5 .5.2. КВАЛИТАТИВНА И  КВАНТИТАТИВНА АНАЛИЗ А DexP  

ИНКАПСУЛИРАНОГ У ГОВ ЕЂЕ И СВИЊСКЕ ЕРИТРОЦИТНЕ ДУХОВЕ  

У овој докторској дисертацији, развијена је и валидирана метода 

UHPLC/–HESI–MS/MS за апсолутну идентификацију и квантификовање DexP 

инкапсулираног у говеђе и свињске еритроцитне духове. Карактеристике ове 

методе, попут недвосмислене (селективне) идентификације испитиване 

активне супстанце инкапсулиране у сложени носач какав представља 

еритроцитни дух, као и високе осетљивости која омогућава одређивање 

ниских концентрација активне супстанце (ng/ml), одредиле су је као методу 

избора. Најпре је на основу UHPLC/–HESI–MS/MS хроматограма укупних јона 

(енгл. Total Ion Chromatogram, TIC) чистог неинкапсулираног DexP (слика 

42А) јасно показан пик DexP на ретенционом времену (енгл. Retention time, 

Rt) 5,31 min са пиком продукт јона масе m/z 471 (слика 42Б), што одговара 

квази молекулском јону- M+H-2Na–. MS/MS анализа јона прекурсора DexP 

m/z 471 је дала као главне  MS2 фрагменте m/z 471, m/z 453, m/z 441, m/z 

139, и m/z 97 (слика 42Б). Паралено је урађена анализа и добијен UHPLC/–

HESI–MS TIC хроматограм дефосфорилисаног облика DexP, дексаметазона 

(Dex) (слика 42 В и Г). UHPLC/–HESI–MS TIC хроматограм Dex је за разлику од 

DexP јасно показао пик са ретенционим временом Rt5,96 min са пиком 

продукт јона масе m/z 436 (слика 42В), што одговара насталом производу са 

мрављом киселином MH+HCOO– као резултат коришћења мравље 

киселине као мобилне фазе. MS/MS анализа јона прекурсора Dex масе m/z 
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436 дала је главне  MS2 фрагменте масе m/z 326, m/z 311, m/z 307, m/z 293 и 

m/z 186 (слика 42Г). На овај начин, Dex и DexP су били јасно хроматографски 

раздвојени и могли су се разликовати на основу MS и MS/MS спектара.  

 

 

Слика 42. Разлике у MS и MS/MS спектрима DexP (А и Б) и његовог 
дефосфорилисаног облика Dex (В и Г) 
 
 
Апсолутна квантификација DexP у узорцима је извршена у SRM 

експериментима, као најосетљивијем типу анализе коришћеног масеног 

спектрофотометра са троструким квадруполом, на основу фрагмената m/z M-

H- од 471,29 и m/z M-H- од 97,14, поређењем са стандардом DexP (слика 43). 

Линерана регресиона анализа DexP калибрационе криве показала је одличну 

линеарност, уз корелациони коефицијент од r = 0,9999, p < 0,001. Разблажења 

стандарда припремљена су растварањем у метанолу, у опсегу концентрација 

2,5 ng/ml до 1000 ng/ml. Лимит детекције и квантификације за метод 

износили су 0,1 и 2,5 ng/ml, респективно. Између и током анализа варијације 

метода унутар линеарног опсега су биле мање од 10% што је одговарало 

тачности већој од 90% у свим случајевима. Отпуштање DexP из говеђих и 

свињских еритроцитних духова праћено је паралелно и DAD анализом (енгл. 
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Diode Аrray Detection). Присуство дефосфорилисаног облика лека, Dex није 

било детектовано ни у свињским ни у говеђим еритроцитним духовима, 

указујући на комплетну очуваност (енгл. recovery) лека DexP инкапсулираног 

у еритроцитне духове.  

 

 
Слика 43. Апсолутна квантификација DexP стандарда (А, Б) и 
инкапсулираног DexP у говеђе(В, Г) и свињске (Д, Ђ) еритроцитне духове 
извршена у SRM експериментима на основу фрагмената m/z M-H- од 
471,29 и m/z M-H- од 97,14 
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5.5.3 . ИСПИТИВАЊЕ УТИЦАЈА  ПРОЦЕСНИХ ПАРАМЕТАРА  НА 
ЕФИКАСНОСТ ИНКАПСУЛАЦИЈЕ DexP У ГОВЕЂЕ И СВИЊСКЕ 

ЕРИТРОЦИТНЕ ДУХОВЕ  

Процесом градуалне хемолизе извршена је инкапсулација DexP у 

свињске и говеђе еритроцитне духове, на начин описан у поглављу 4.2.13. Са 

циљем оптимизације процеса, тј. постизања максималне ефиксности 

инкапсулације DexP, анализиран је утицај температуре инкубације, 

концентрације лека и додатка глутаралдехида на инкапсулирану количину 

лека у говеђе и свињске еритроцитне духове. Утицај различитих 

концентрација DexP и температуре инкубације на количину лека која се 

инкапсулира у говеђе и свињске еритроцитне духове, приказан је на слици 

44.  

Без обзира на концентрацију лека као и врсту еритроцитних духова, 

инкубација на 37°С имала је статистички значајан стимулативни ефекат на 

количину инкапсулираног DexP у еритроцитним духовима (р<0,05). 

Израженији ефекат инкубације на 37°C постигнут је у случају инкапсулације 

DexP у говеђе еритроцитне духове, где је концентрација DexP, коришћењем 

почетне концентрацијe лека од 0,08 mg/ml, чак 18 пута већа у односу на 

количину инкапсулираног лека добијену након инкубације на собној 

температури (слика 44А). Очигледно је да се под истим експерименталним 

условима много веће вредности инкапсулираног DexP добијају у свињским 

него у говеђим еритроцитним духовима (слика 44Б). Такође, резултати су 

показали да је инкапсулација DexP у обе врсте еритроцитних духова 

директно пропорционална порасту концентрације лека у пуферу за 

инкубацију, у опсегу испитиваних концентрација од 0,04 до 0,12 mg/ml.  

Ефикасност инкапсулације DexP у говеђе и свињске еритроците духове 

при различитим концентрацијама лека, на температури од 37°C приказана је 

на слици 45. При истим експерименталним условима, инкапсулација DexP 

била је пет пута ефикаснија код свињских у односу на говеђе еритроцитне 

духове. Добијене вредности ефикасности инкапсулације (EE) показале су да 

примена различитих концентрација DexP није значајно утицала на 

ефикасност инкапсулације. Тако су вредности ЕЕ, независно од примењене 
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концентрације DexP износиле 13-14% и 2-3% у случају свињских, односно 

говеђих еритроцитних духова. 

 

 

Слика 44. Утицај температуре инкубације и концентрације лека на 
инкапсулацију DexP у А) говеђе и Б) свињске еритроцитне духове. 
Вредности су приказане као средње вредности ± стандардне девијације, 
три узорка у свакој групи. (*) статистички различите вредности 
инкапсулиране количине лека након инкубације на 37˚C и собној 
температури. Статистички различите вредности инкапсулиране 
количине лека при различитим полазним концентарцијама лека након 
инкубације на собној темпeратури (◊) и на 37˚C (#). Статистичка 
значајност је одређена t-тестом, где је за ниво значајности узето р < 
0,05 
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Слика 45. Утицај концентрације DexP на ефикасност инкапсулације 
у говеђе и свињске еритроците духове на 37°C. Резултати су 
приказани као средња вредност±стандардна девијација три 
експеримента 

 

 

Иако није показана статистички значајна разлика у ефикасности 

инкапсулације при додавању различитих концентрација лека у инкубациони 

пуфер (слика 45), показани значајни утицај концентрације DexP од 0,12 

mg/ml и температуре инкубације од 37°С на количину инкапсулираног лека, 

одредили су ове параметре процедуре инкапсулације као најповољније за 

оба типа иститиваних еритроцитних духова. Лек је у овој концентрацији 

додат у хипертоничним, као и изотоничним фазама процедуре 

инкапсулације. Додавање воденог раствора глутаралдехида (0,01% (v/v)) у 

хипертоничној фази процедуре инкапсулације у овом истраживању није 

показало значајан утицај на побољшање параметара инкапсулације DexP 

(р>0,05) (слика 46).  
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Слика 46. Утицај додатог глутаралдехида (0,01% (v/v)) на 
количину инкапсулираног DexP у говеђе и свињске еритроците 
духове на 37°C. Резултати су приказани као средња 
вредност±стандардна девијација три експеримента 

 

5.5.4. МОРФОЛОШКА АНАЛИЗА Г ОВЕЂИХ И СВИЊСКИХ 
ЕРИТРОЦИТНИХ ДУХОВА СА ИНКАПСУЛИРАНИМ DexP 

Како је за контролисано отпуштање од значаја и униформна величина 

духова са инкапсулираним леком, детаљно је анализирана величина 

инкапсулираних духова методом ласерске дифракције. На слици 47, 

приказане су логаритамске криве расподеле величине контролних 

(привидно инкапсулираних) говеђих (А) и свињских (Б) еритроцитних 

духова и духова са инкапсулираним леком DexP. Изведени статистички 

подаци су приказани у табели 11. 

На основу мерења приказаних у табели 11, закључено је да није било 

значајне разлике у величини између контролних (привидно 

инкапсулираних) говеђих и свињских еритроцитних духова и оних са 

инкапсулираним DexP (р>0,05). Величина еритроцитних духова била је 

приближно иста за све четири врсте формулације, што указује да поступак 

инкапсулације DexP градуалном хипотоничном хемолизом није значајно 

утицао на величину еритроцитних духова, као и на расподелу величине. 
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А 

 

Б 

 

Слика 47. Логаритамска зависност нормализованог броја говеђих 
(А) и свињских (Б) контролних еритроцитних духова и 
еритроцитних духова са инкапсулираним DexP од њиховог пречника 

 

Табела 11. Утицај инкапсулације DexP на расподелу величине говеђих и 
свињских еритроцитних духова 
 
 Статистички параметри расподеле величине честица (µm) 

 Говеђи еритроцитни духови Свињски еритроцитни духови 

 Контрола DexP Контрола DexP 

d(N,0,1)б  2,12± 0,01 1,99± 0,01 2,38 ± 0,03 2,19± 0,02 

d(N,0,5)б 2,88 ± 0,01 2,74 ± 0,02 3,00 ± 0,02 3,05 ± 0,03 

d(N,0,9)б 3,99 ± 0,02 3,89 ± 0,02 4,37 ± 0,02 4,62 ± 0,02 

Расподела 
величинев 

0,65 ± 0,01 0,69 ± 0,02 0,67 ± 0,02 0,70± 0,02 

аСредње вредности± стандардна девијација три експеримента 
бОвај параметер указује на 10., 50. (средњи) и 90. перцентил. 
вПараметар  који  указује на дисперзију података, дефинисаних  као (d(N, 0,9)–d(N, 0,1))/d (N 
0,5). 
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5.5.4.1. Скенирајућа електронска микроскопија (FE-SEM ) 

На слици 48. приказане су скенирајуће електронске микрографије 

контролних и говеђих и свињских еритроцитних духова са инкапсулираним  

DexP. FE-SEM слике оба типа инкапсулираних духова (слика 48 Б, Г) показују 

да добијени еритроцитни духови носачи имају сличан облик као контролни 

(привидно инкапсулирани) духови на основу чега је закључено да процедуре 

инкапсулације DexP у духове не узрокују значајне морфолошке промене. 

Међутим, иако минималне разлике у облику, величини као и топологији 

привидно инкапсулираних у поређењу са духовима са инкапсулираним DexP, 

биле су више изражене код свињских духова (слика 48 В, Г).  

 

 

Слика 48. Скенирајуће електронске микрографије : А- контролни 
говеђи еритроцитни духови, Б- DexP инкапсулирани говеђи 
еритроцитни духови, В- контролни свињски еритроцитни духови, 
Г- DexP инкапсулирани свињски еритроцитни духови 

 

5.5.4.2 Микроскопија атомских сила (AFM) 

У циљу добијања још детаљнијег увида у топологију испитиваних говеђих 

и свињских еритроцитних духова са инкапсулираним DexP, урађене су АFМ 
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анализе. У поређењу са FE-SEM анализом која је обезбедила квалитативну 

морфолошку карактеризацију духова, применом АFМ анализе запажене 

морфолошкe променe могле су бити и квантификоване кроз израчунавање 

храпавости површине односно RMS вредности. Резултати АFМ морфолошке 

анализе дати су на сликама 49 и 50 за DexP инкапсулиране говеђе и свињске 

еритроцитне духове, конкретно тродимензионалне топографске слике 

(слике (а1) и (б1)) и висина попречног пресека дуж селектованих линија на 

узорцима (Слике (а2) и (б2)). Током померања АFМ сонде по површини 

узорка, и амплитудне и фазне осцилације АFМ носача сонде под утицајем су 

рељефа узорка. У близини оштрих ивица код топографија, АFМ промене фазе 

су нагле, па се фазне микрографије могу користити за бољу визуaлизaцију 

ивица мембранских инвагинација. Фазне слике испитиваних узорака духова 

приказане су на сликама 49 (а3) и (б3) за контролне и DexP инкапсулиране 

говеђе еритроцитне духове, односно, на сликама 50 (а3) и (б3) за контролне 

и DexP инкапсулиране свињске еритроцитне духове, респективно.  

На фазним сликама се "кашњење" фазе, тј. када АFМ носач сонде прелази 

преко површине духова, представља као светао контраст. С друге стране, 

ивице мембранских инвагинација могу се јасно уочити као тамне појаве 

унутар површине еритроцита, јер ови делови одговарају максималном 

"кашњењу" фазе АFМ носача сонде у односу на површину еритроцитних 

духова. Према добијеним АFМ микрогрофијама, контролни говеђи 

еритроцитни духови имају значајну површину са мембранским 

инвагинацијама. Добијена вредност RMS за површинску храпавост лажно 

инкапсулираних (контролних) духова износила је 17,1 ± 1,5 nm. 

Инкапсулација DexP довела до благог (али статистички незначајног, р > 0,05) 

пада RMS вредности у односу на површинску храпавост контролних говеђих 

еритроцутних духова, и та вредност је износила 15,9 ±2,8 nm. RMS вредности 

за површинску храпавост за контролне и DexP инкапсулиране свињске 

еритроцитне духове износиле су 30,0 ± 5,4 nm и 34,2 ± 7,7 nm, респективно. 

Међутим, ни ова разлика се није показала као статистички значајна (р > 0,05). 

Ипак, АFМ анализа показала је значајне разлике у морфологији говеђих и 

свињских еритроцитних духова, како у случају контролних, тако и духова са 

инкапсулираним леком (p<0,05).  
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Слика 49. АФМ анализа утицаја процедуре инкапсулације DexP на 
морфологију: (а) контролних говеђих еритроцитних духова (б) DexP 
инкапсулираних говеђих еритроцитних духова. Слике (а1), (б1) 
представљају тридимензионалне топографије. Слике (а2), (б2) 
представљају висински профил узорака дуж линија означених на 
сликама (а1), (б1), респективно. АФМ фазне слике добијене су 
симултано са топографским сликама и приказене као (а3), (б3). 
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Слика 50. АФМ анализа утицаја процедуре инкапсулације DexP на 
морфологију: (а) контролних свињских еритроцитних духова (б) DexP 
инкапсулираних свињских еритроцитних духова. Слике (а1), (б1) 
представљају тридимензионалне топографије. Слике (а2), (б2) 
представљају висински профил узорака дуж линија означених на сликама 
(а1), (б1), респективно. АФМ фазне слике добијене су симултано са 
топографским сликама и приказене као (а3), (б3). 
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5.5.5 . ОТПУШТАЊЕ ИНКАПСУЛИРАНОГ DexP ИЗ ГОВЕЂИХ И 
СВИЊСКИХ ЕРИТРОЦИТНИХ ДУХОВА  

У наредној фази рада праћено је in vitro отпуштање DexP из говеђих и 

свињских еритроцитних духова, при физиолошким условима: на 37°C у 

изотоничном PBS­у (pH 7,2). Иако еритроцитни духови представљају 

производ потпуне контролисане хемолизе еритроцита (што подразумева да 

је највећи део садржаја хемоглобина уклоњен), неизбежна појава је 

присуство резидуалног хемоглобина у духовима, што је и описано у поглављу 

5.4.2.4). Ниво резидуалног хемоглобина и у говеђим и свињским 

еритроцитним духовима показао је изражене индивидуалне варијације. У 

циљу испитивања ефекта резидуалног хемоглобина на кинетику ослобађања 

DexP, узорци DexP инкапсулираних духова, који су садржали нижи ниво 

заосталог хемоглобина упоређени су са узорцима који су имали већи садржај 

хемоглобина (табела 12). Криве отпуштања испитиваних узорака приказане 

су на слици 51. 

 

Слика 51. Профили отпуштања DexP из еритроцитних духова са 
различитим садржајем заосталог хемоглобина 
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Као што се види са кривих отпуштања приказаних на слици 51, 

почетно нагло ослобађања лека, повезано са површински везаним леком 

више је изражено у случају говеђих еритроцитних духова. Штавише, криве 

отпуштања говеђих духова показују мултифазни образац ослобађања. Тако 

је, почетно ослобађање лека ("burst" фаза), у трајању од четири сата (табела 

12), праћено спором "lag" фазом, која је трајала од шест до четрнаест сати у 

зависности од садржаја резидуалног хемоглобина (табела 12), а потом и 

другом фазом бржег отпуштања. DexP инкапсулирани свињски еритроцитни 

духови имали су мањи ефлукс лека током почетне ("burst") фазе и изостанак 

друге фазе бржег отпуштања, уочене код говеђих еритроцитних духова 

(слика 51). Јасно се може видети да је током истог експерименталног 

времена, виши ниво DexP ефлукса добијен у случају оба типа узорака са 

већим садржајем резидуалног хемоглобина, у односу на узорке са нижим 

садржајем резидуалног хемоглобина. Такође се може уочити да је ефекат 

резидуалног хемоглобина био израженији у случају говеђих еритроцитних 

духова у односу на свињске еритроцитне духове.  

 

Табела 12. Параметри in vitro кинетике отпуштања DexP из говеђих и 

свињских еритроцитних духова у изотоничном PBS-у на 37°С 

 Говеђи еритроцитни духови Свињски  еритроцитни духови 

 
Мањи садржај 

резидуалног Hb 

Већи садржај 

резидуалног Hb 

Мањи садржај 

резидуалног Hb 

Већи садржај 

резидуалног Hb 

A540/Hcta 0,0004±0,0001 0,0020±0,0001 0,0012±0,0001 0,0030±0,0001 

Трајање почетног 
периода отпуштања (h)б 

4 6 10 10 

Трајање секундарног 

периода отпуштања (h)
 в 

12 24 / / 

Укупна количина 

ослобођена лека (%)г 
26 96 33 64 

Hb-хемоглобин 
аА540/ Hct представља релативну количину преосталог хемоглобина (изражена као А 540 

нормализована са Hct вредностима). Подаци су приказани као средње вредности± 
стандардна девијација;  
бВреме кад се почетно ослобађање лека завршава; 
вВреме кад се друго ослобађање лека завршава; 
гКоличина ослобођеног лека током трајања почетног и другог периода ослобађања лека. 
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Продужено отпуштање DexP постигнуто је током 3 односно 5 дана за 

свињске и говеђе еритроцитне духове, респективно. Још једна занимљива 

појава уочена је у профилима отпуштања DexP из говеђих и свињских 

еритроцитних духова (слика 52). Након 3 односно 5 дана продуженог 

ослобађања DexP, концентрација DexP у медијуму у којем је праћено 

отпуштање почела је да опада. Како је детектовано смањење брзине 

отпуштања лека могло бити последица преласка DexP у Dex, за које је 

описано да се дешава под утицајем фосфатаза присутних у ћелијама [52], 

испитали смо присуство Dex у анализираним узорцима. Применом UHPLC/–

HESI–MS/MS није било могуће детектовати присуство Dex , чак ни у 

траговима.  

 

Слика 52. Профили отпуштања DexP из свињских и говеђих еритроцитних 
духова током 11 дана 
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Имајући на уму да се у кланицама, крв добија као споредни производ 

при клању животиња које су прошле контролу и прегледе за коришћење у 

исхрани људи, у овој докторској дисертацији урађено је испитивање 

могућности коришћења отпадне говеђе и свињске кланичне крви као 

непресушног извора биодеривативног материјала - еритроцитних мембрана 

(духова) које би се користиле за инкапсулацију биолошки активних 

супстанци. Поред доступности у месној индустрији, свињска и говеђа 

кланична крв као извор еритроцита имају и друге предности. На пример, у 

поређењу са еритроцитима живине, говеђи и свињски еритроцити, као 

еритроцити сисара, су ћелије без једра па се много лакше могу процесирати у 

циљу изоловања еритроцитних духова.  

У литератури постоје бројни описи успешних примена еритроцитних 

духова из хумане крви као носача лекова, са битном напоменом да су све ове 

студије изведене са изузетно малим количинама еритроцита (до 1 ml 

пакованих еритроцита) [26, 169-171]. Међутим, еритроцитни духови 

пореклом из животињске крви су много мање истражени [37,64,172,173], 

посебно они добијени из већих количина говеђе и свињске кланичне крви. 

Познато је да су методе засноване на осмотским особинама еритроцита, као 

што су хипотонична хемолиза, хипотонична дилуција, хипотонично 

пребубрење и друге, најшире коришћене методе за инкапсулацију активних 

супстанци у хумане и животињске еритроците/еритроцитне духове [2]. Сa 

друге стране, подаци о осмотским особинама говеђих и свињских еритроцита 

из кланичне крви су оскудни. Као што су ранија истраживања показала 

[38,39] током процеса у коме се градуално смањује јонска јачина раствора у 

комe су инкубирани еритроцити, еритроцити бубре, а хемоглобин излази из 

ћелијa, остављајући интактне еритроцитне мембране. Процесом градуалне 

хипотоничне хемолизе је пуцање еритроцитних мембрана и ослобађање 

мембранских липида и протеина сведено на минимум. Генерално, 

привремени отвори на мембрани еритроцита величине 20–50 nm који 

настају током процеса хипотоничне хемолизе [156] омогућавају да 

класични/конвенционални лекови, али и пептиди, ензими и нуклеинске 

киселине, додати екстрацелуларно , буду инкапсулирани [174]. На тај начин, 

успостављање одговарајућих хипотоничних услова у складу са специфичним 
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осмотским особинама еритроцита омогућава оптимизовано изоловање 

еритроцитних духова и инкапсулацију различитих активних супстанци у 

њих. Због тога су у почетној фази рада на овој докторској дисертацији 

испитане и упоређене осмотске особине еритроцита пореклом из говеђе и 

свињске кланичне крви у смислу њихове осмотске отпорности и степена 

бубрења. 

Пре испитивања осмотских особина, анализе основних хематолошких 

карактеристика говеђих и свињских пакованих еритроцита изолованих из 

кланичне крви су показале да се средње вредности концентрације 

еритроцита и концентрације хемоглобина у крви, хематокрит, као и 

вредности MCV, МCH и МCHC нису значајно разликовале од референтних 

вредности за здраве животиње [155]. Овакав налаз говори да се ови основни 

параметри „квалитета“ еритроцита, уз коришћење натријум-цитрата као 

антикоагуланса и током процеса уклањања протеина плазме  и добијања 

пакованих еритроцита из кланичне крви, не мењају. Додатно је тестом 

механичке фрагилности, потврђено да говеђи и свињски еритроцити 

изоловани из кланичне крви не показују значајан степен механички 

индуковане хемолизе и да третирани на описан начин могу бити полазни 

материјал за добијање еритроцитних духова. 

Добро је познато да се еритроцити сисара разликују по многим 

својствима (величини, запремини и облику, саставу липида мембране, 

саставу и структурној организацији трансмембранских и цитоскелетних 

протеина, ензимској активности, јонском саставу, садржају ATP-а и других 

метаболита…) [155, 175]. Свако од наведених својстава у мањој или већој 

мери утиче на осмотске особине еритроцита. Међутим, подаци о осмотским 

особинама животињских еритроцита су веома ограничени и 

неконзистентни. Тако, Jain [155] тврди да постоји линеаран однос између 

величине еритроцита и њихове осмотске отпорности. Према овом тврђењу, 

за говеђе еритроците који су мање величине од свињских еритроцита 

очекује се да буду мање осмотски резистентни у поређењу са свињским 

еритроцитима. Са друге стране, истраживања аутора Matsuzawa и Ikarashi 

[176], као и Brzezińska-Slebodzińska [177] и Johnstone и сарадника [178] у 

сагласности су са резултатима ове докторске дисертације да су говеђи 
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еритроцити, иако ћелије са мањим пречником, осмотски отпорнији од 

свињских еритроцита. Наши резултати показали су да 50% хемолизе у 

узорку свињских еритроцита проузрокује раствор натријум-хлорида 

концентрације 118 mМ (0,69% раствор NaCl), док 50% хемолизе у узорку 

говеђих еритроцита проузрокује раствор натријум-хлорида концентрације 

108 mМ (0,60% раствор NaCl). Ради поређења, према резултатима које су 

објавили Matsuzawa и Ikarashi [176], измерена је H50 у 0,51% и 0,47% раствору 

NaCl за свињске и говеђе еритроците, респективно. У студији Johnstone и 

сарадника [178] H50 вредност одређена је у 0,56% раствору NaCl за свињске и 

0,48% NaCl за говеђе еритроците. Једно од објашњења за повећану осмотску 

фрагилност свињских еритроцита, може бити поремећај метаболизма и 

последично оксидативна оштећења мембрана еритроцита, услед транспорта 

животиња од фарме до кланице и/или услед третмана животиња у 

кланицама, како су предложили други аутори [179,180]. У литератури је 

познато да међу анализираним еритроцитима сисара до данас, свињски 

еритроцити јесу најосетљивији према оксидативном стресу индукованим 

слободним радикалима [177]. Објашњење за овај феномен може бити нижи 

ниво ензима антиоксидативне заштите које свињски еритроцити имају у 

односу на друге врсте [181].  

Осим једне студије Jain-а [155], у литератури не постоје подаци других 

аутора о степену бубрења говеђих и свињских еритроцита. Да би се 

дефинисао оптимални хипоосмотски пуферски систем чијим коришћењем је 

могуће лизирати еритроците уз очување структуре њихове мембране, 

испитан је степен хемолизе и степен бубрења говеђих и свињских 

еритроцита у Nа-фосфат/NaCl пуферима различите моларности (pH 7,2-7,4) 

применом две методе: микрохематокритске методе (по Vitvitsky и сар. [147]) 

и проточне цитометрије (по модификованој методи Piagnerelli и сар. [159]). 

Методе су дале сагласне резултате по питању осмотске фрагилности 

испитиваних врста еритроцита (слике 25-30), односно да су свињски 

еритроцити из кланичне крви осмотски фрагилнији од говеђих еритроцита 

из истог извора. Међутим, док је микрохематокритска метода дала индекс 

бубрења приближно 2 за обе врсте испитиваних еритроцита, метода 

проточном цитометријом није показала бубрење у случају свињских 
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еритроцита. Ипак, методом проточне цитометрије при испитивању 

осмотског бубрења потврђено је постојање осмотски различитих фракција 

еритроцита у узорцима изолованим из говеђе и свињске кланичне крви. На 

овакав резултат прелиминарно је указала деривација резултата добијених 

тестом осмотске фрагилности (слика 26). Очигледно је (слике 29 и 30) да се 

наведене фракције разликују у величини (о чему говори бимодална 

расподела величине еритроцита у хипотоничним пуферима) и својству 

бубрења. Колико је до сада познато, бимодална дистрибуција величине 

ћелија која се детектује проточном цитометријом типична је за биконкавне 

ћелије као што су еритроцити, када се ћелије налазе у изотоничној средини 

[160]. Како то не важи за еритроците у хипотоничним условима, у којем су 

попримили сферичан облик, добијени резултат о бубрењу еритроцита 

проточном цитометријом указује на постојање осмотски различитих 

фракција еритроцита у узорцима изолованим из говеђе и свињске кланичне 

крви. На основу овог резултата и резултата већ показаних у литератури за 

хумане еритроците [171], може се очекивати различита количина 

инкапсулиране активне супстанце по појединачном 

еритроциту/еритроцитном духу уколико се за инкапсулацију користи 

метода заснована на осмози.  

Следећи корак била је изолација еритроцитних духова са што мањим 

садржајем хемоглобина из говеђе и свињске кланичне крви процесом 

хемолизе у коме је одабрани хипотонични пуфер увођен градуално. Процес 

градуалне хемолизе је једноставан и без високе цене коштања, јер захтева 

само реакторску посуду у којој се одвија хемолиза, систем за мешање и 

перисталтичку пумпу. Овај процес се може вршити и у стерилним условима . 

Због могућности лаког увећања размера, процес је конципиран тако да се 

примењују само јефтини пуферски системи (Nа-фосфат/NaCl пуфери) без 

додатака адитива (нутријената), који би могли повећати квалитет добијених 

духова, али и цену коштања процеса. На основу резултата детаљног 

испитивања осмотских особина говеђих и свињских еритроцита из кланичне 

крви, градуална хемолиза велике запремине еритроцита (100 ml, Hct 60%) 

изведена је са 35 mМ Nа-фосфат/NaCl пуфером. Тиме је обезбеђено >90% 

хемолизе за оба типа испитиваних еритроцита (слика 32) при протоку 
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пуфера од 300 ml/h током 30 min. Изоловани еритроцитни духови из говеђе 

и свињске кланичне крви окарактерисани су у смислу морфолошких и 

биохемијских својстава која би имали утицај на дифузиони и подеони 

коефицијент потенцијално инкапсулиране активне супстанце. У литератури 

је познато да се из неких полимера, инкапсулирана активна супстанца 

отпушта десорбовањем са површине и дифузијом из запремине; овакав 

начин отпуштања потенцијално инкапсулиране активне супстанце веома 

зависи од величине, храпавости и специфичне површине материјала 

коришћеног за инкапсулацију [182]. Тако су у смислу морфологије, 

анализиране топографске карактеристике - облик, величина, храпавост 

изолованих празних говеђих и свињских еритроцитних духова. Морфолошка 

анализа FE-SEM-ом еритроцитних духова обе врсте, открива значајну 

дисторзију од еритроцитног облика, и измењену текстуру површине са 

израженим наборима и постојањем бројних инвагинација (слика 35 Б и Г). 

Ехиноцитна морфологија уочена код свињских еритроцитних духова 

карактеристична је за хумане еритроците којима је уклоњен ATP, и за хумане 

еритроцитне духове добијене лизом у хипотоничном раствору PBS-а [166]. 

Резултати имуноблот анализе којом је испитиван ниво фосфорилисаог 

тирозина у мембранским/цитоскелетним протеинима дугова еритроцита 

(наши непубликовани резултати) показали су да су морфолошке промене 

духова еритроцита обе врсте праћене потпуним одсуством фосфорилације 

тирозина у саставу трансмембранских/цитоскелетних протеина, што иде у 

прилог тврђењу да су морфолошке промене последица "цурења" донора 

фосфатне групе, ATP-а, током хемолизе. Показане морфолошке промене 

говеђих и свињских духова могу бити последица и промена у липидном 

двослоју или структуре цитоскелета, изазване утицајем хипоосмотског 

пуфера коришћеног за хемолизу, као што је документовано за хумане 

еритроцитне духове [166]. 

Резултати мерења величине и расподеле величине методом ласерске 

дифракције, као и резултати FE-SEM анализе, указали су да процес градуалне 

хемолизе доводи до смањења величине резултујућих духова у односу на 

полазне еритроците у просеку за само 10%. Поред тога, расподела величине 

добијених еритроцитних духова била је приближно иста за оба типа 
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испитиваних еритроцита из кланичне крви. Овај резултат потврдио је да је 

процес градуалне хемолизе имао само благи утицај на величину 

еритроцитних духова, односно да је без утицаја на расподелу величине 

испитиваних еритроцитних духова. Ради поређења, Montes и сарадници [183] 

објавили су резултате који показују да се класичном хемолизом, тзв. 

"осмотским шоком" добијају хумани еритроцитни духови чија је величина 

три пута мања у односу на величину полазних еритроцита (за мерење је 

коришћена метода статичке дифракције светлости применом уређаја 

Zetasizer). Показана униформна расподела величине за оба узорка 

еритроцитних духова добијених процесом градуалне хемолизе је од 

изузетног значаја за њихову потенцијалну примену за отпуштање 

инкапсулиране биолошки активне супстанце. 

Иако се SDS-PAGE сматра „грубом“ анализом за одређивање 

протеинског садржаја, она може бити изузетно корисна у процени утицаја 

различитих хемијских и физичких агенаса на свеукупни протеински састав 

мембране еритроцита [184]. SDS-PAGE анализом говеђих и свињских 

мембрана еритроцита добијених градуалном хемолизом, показано је да оне 

садрже све главне протеинске фракције које се налазе у интактним 

мембранама еритроцита. Добијени резултат потвђује да градуална 

хипотонична хемолизе није довела до губитка ни једне од главних 

протеинских фракција мембране/цитоскелетона изолованих еритроцитних 

духова обе врсте.  

Резултати теста везивања анексина V показали су да еритроцитни 

духови обе врсте испољавају фосфатидилсерин у спољашњем слоју 

мембране, што указује да је процес градуалне хемолизе индуковао 

реорганизацију у фосфолипидном двослоју мембране испитиваних 

еритроцита. У литератури је већ показано да излагање говеђих еритроцита 

оксидативном стресу проузрукује делимично испољавање 

фосфатидилетаноламина (40%) и фосфатидилсерина (30-33%) у спољашњем 

слоју фосфолипидног двослоја мембране [185]. Испољавање 

фосфатидилсерина из унутрашњег слоја еритроцитне плазма мембране у 

спољашњи, дешава се када се еритроцити нађу у осмотски "неповољном 

окружењу", као што је хипотоничан раствор [3] Поред тога, осмотски стрес 
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проузрокован излагањем еритроцита хипотоничним растворима може 

проузроковати стварање "изврнутих" (енгл . inside out) духова [186] и то може 

бити један од разлога испољавања фосфатидилсерина на површини 

еритроцитних духова. Показане мање промене у дистрибуцији фосфолипида 

и у величини говеђих и свињских еритроцитних духова изолованих 

градуалном хипотоничном хемолизом подразумевају свеукупно релативно 

очуван липидни састав обе врсте еритроцитних духова, према ауторима 

DeLoach и Spates [172]. Уколико би се изоловани еритроцитни духови 

применили као носачи активних супстанци, показане структурне промене у 

мембрани би вероватно довеле до њиховог препознавања и преузимања од 

стране макрофага [174], што указује да би ови еритроцитни духови могли 

имати потенцијалну примену као испоручиоци активних супстанци 

макрофагима и дендритским ћелијама. Холестерол, који представља кључни 

регулатор флуидности мембране (преко утицаја на "паковање" липида у 

мембрани) и деформабилности мембране (преко модулације интеракције 

мембранских протеина у спољашњем делу цитоскелетона [187]), може 

знатно утицати на пролазак активне супстанце и њено задржавање у 

мембрани еритроцита. Наши резулати показали су да је више од 90% 

холестерола присутног у интактним еритроцитима и говеда и свиња 

задржано у еритроцитним духовима добијеним градуалном хипотоничном 

хемолизом. Овај резултат указује да у процесу градуалне хемолизе не долази 

до статистички значајне деплеције холестерола. Обзиром на показани 

очувани садржај холестерола и протеина, као и на минималне промене у 

величини еритроцитних духова, може се рећи да изоловани еритроцитни 

духови из кланичне говеђе и свињске крви имају способност да имитирају 

хемијско и структурно анизотропно окружење ћелијских мембрана in vivo, 

што је од значаја за дифузију и партициони коефицијент лекова при њиховој 

инкапсулацији. 

Даље је у овој докторској дисертацији испитано да ли процес 

градуалне хемолизе изазива оксидативна оштећења изолованих говеђих и 

свињских еритроцитних духова, при чему је резидуални хемоглобин у 

духовима еритроцита анализиран као један од маркера оксидативних 

оштећења [167]. Добијени резултати указали су на статистички значајно 
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већи садржај резидуалног хемоглобина у свињским у односу на говеђе 

еритроцитне духове. Добијени резултати SDS-PAGE говеђих и свињских 

еритроцитних духова потврдили су да су глобински ланци хемоглобина 

везани за протеине мембране/цитоскелетона (слика 38). Овај феномен 

везивања глобинских ланаца описан је у литератури за хумане еритроците 

изложене оксидативном стресу [188]. Према литературним подацима, говеђи 

еритроцити у мембрани имају низак ниво незасићених масних киселина које 

су склоне оксидацији, па су на тај начин мање подложни липидној 

пероксидацији [189]. Значајно веће вредности TBARS добијене за свињске 

духове у односу на говеђе духове, биле су у складу са наведеним 

литературним подацима о осетљивости ових врста еритроцита на липидну 

пероксидацију [189]. Добијени подаци о смањеном (скоро недектабилном) 

антиоксидативнном капацитету (слика 40) и говеђих и свињских 

еритроцитних духова у односу на полазне еритроците су очекивани и 

последица су уклањања унутарћелијских компоненти антиоксидативног 

система, заједно са хемоглобином током процеса градуалне хемолизе. 

Као биолошки активна супстанца за инкапсулацију, у овој докторској 

дисертацији изабран је DexP, широко коришћени глукокортикоид са 

израженим антиинфламаторним и имуносупресивним дејством, али и 

бројним нежељеним ефектима [190]. Поред терапијске примене, DexP је у 

великој мери неопходан и као састојак медијума за ћелијске културе, али је 

његова директна примена ограничена због токсичних ефеката на ћелије 

[141,191]. Без обзира на сврху примене DexP, показано је да се наведени 

нежељени ефекти могу избећи уколико се лек примени кроз систем који 

обезбеђује његово контролисано или продужено ослобађање 

[53,54,141,192,193]; из тог разлога постоји потреба за сталним развојем 

(нових) система за продужено отпуштање DexP. За разлику од биолошких 

носача лекова заснованих на ћелијама, синтетски носачи лекова као што су 

полимерне или липидне честице, често не испуњавају клиничка очекивања 

[18]. Због тога су биолошки носачи, добијени од бактеријских и сисарских 

ћелија, који имају својство контролисане и продужене испоруке лека посебно 

привлачни истраживачима и клиничарима као системи са потенцијалом за in 

vivo примену [18]. У литератури добро позната примена аутологих хуманих 
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еритроцита као система за контролисано отпуштање DexP, са 

фармакокинетичког и фармакодинамичког аспекта даје изузетно 

задовољавајуће резултате у персонализованој медицини [52]. Ипак, у циљу 

производње универзалног система за испоруку DexP, примена хетерологих 

(алогених) еритроцита је неприхватљива због ограничене количине 

еритроцита доступних за добијање овакве формулације. Други лимитирајући 

фактор је недостатак индустријске процедуре за производњу таквих система. 

Из тог разлога је врло битно било размотрити говеђу и свињску кланичну 

крв, као непресушан извор полазног материјала за добијање нових носача 

DexP, а кроз развој процеса градуалне хипотоничне хемолизе. Како је у првом 

делу ове докторске дисертације резултатима биохемијских и морфолошких 

анализа, показано да се процесом градуалне хипотоничне хемолизе добијају 

еритроцитни духови из кланичне говеђе и свињске крви који имају 

способност да имитирају хемијско и структурно анизотропно окружење 

ћелијских мембрана in vivo, у другом делу овог истраживања приступило се 

инкапсулацији DexP.  

У циљу демонстрације примене описаног процеса градуалне 

хипотоничне хемолизе, DexP је прелиминарно инкапсулиран у еритроцитне 

духове из говеђе и свињске кланичне крви, без оптимизације параметара 

инкапсулације, и са најмањом концентрацијом лека. У поређењу са другим 

методама за инкапсулацију активних супстанци у еритроцитне мембране 

описаних у литератури, може се рећи да се градуална хипотонична хемолиза 

базира на принципима неколико метода. Наиме, процес је пројектован тако 

да се изврши уклањање хемоглобина у што је могуће већој мери, да би се он 

даље могао користити као извор хемског гвожђа [38], што је главна 

карактеристика методе хипотоничне хемолизе (видети поглавље  2.5.1). 

Другим речима, постављен је циљ да се добију духови са што мањим 

садржајем хемоглобина. Садржај хемоглобина у финалним духовима у 

великој мери зависи од интериндивидуалних варијација у полазним 

еритроцитима, а може се до одређене мере мењати променом броја циклуса 

испирања духова након градуалне хемолизе. У погледу фаза у којима се 

додаје лек, примењена градуална хипотонична хемолиза има 

карактеристике хипотоничне дилуције, у којој се лек додаје већ у фази са 
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хипотоничним пуфером, као и хипотоничне дијализе у којој се лек додаје и са 

хипертоничним пуфером. Поред тога, градуалном хипотоничном хемолизом 

врши се и контрола бубрења еритроцита, на чему се заснива метода 

хипотоничног пре­бубрења (видети поглавље 2.5.1). Предност примењене 

градуалне хипотоничне хемолизе управо јесте контрола бубрења, односно 

спречавање пуцања еритроцита у хипотоничној средини, што омогућава 

реверзибилно отварање хемолитичких отвора и последично инкапсулацију 

активне супстанце. Такође, градуална хипотонична хемолиза не захтева 

скупу посебну дизајнирану опрему, као што је то нпр. случај са хипотоничном 

дијализом (видети поглавље 2.5.1).  

Потврда присуства DexP након прелиминарне инкапсулације у говеђе 

и свињске еритроцитне духове градуалном хемолизом урађена је FTIR 

анализом, на основу појаве специфичних трака из "fingerprint" региона 

чистог DexP у спектрима говеђих и свињских духова са инкапсулираним DexP 

(слика 41). Поред тога појачан интензитет трака на 2852 и 2925 cm-1 заједно 

са растућим интензитетом односа трака 2852/2925 указао је на повећану 

уређеност мембране еритроцита обе испитиване врсте са инкапсулираним 

DexP [194]. Ипак, већа сличност са "fingerprint" регионом спектра чистог DexP 

била је показана код DexP-инкапсулираних свињских еритроцитних духова, 

указујући вероватно на бољу ефикасност инкапсулације свињских у односу 

на говеђе еритроцитне духове. За даљу апсолутну идентификацију и 

квантификовање DexP инкапсулираног у говеђе и свињске еритроцитне 

духове у овој докторској дисертацији развијена је и валидирана метода течне 

хроматографије под ултра високим притиском у спрези са MS/MS масеном 

спектрофотометријом (UHPLC/-HESI-MS/MS). У оквиру развоја нових система 

за испоруку лека, постоје два главна аналитичка аспекта које треба узети у 

обзир: квантификација садржаја лека у носачу и квантификација лека 

ослобођеног из носача [195]. То значи да поступак за разарање носача лека 

мора бити успостављен тако да обезбеди екстракцију укупно 

инкапсулираног лека. Поред тога, екстрахован лек мора бити квантификован 

на специфичан, тачан и поновљив начин [196]. Што се тиче квантификације 

ослобођеног лека из носача, развијени аналитички поступак мора 

детектовати ниске концентрације лека у медијуму за отпуштање  лека, и 
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селективно га квантификовати у присуству других састојака система за 

испоруку лека, који се такође могу ослободити у медијум [195]. Због сложене 

хемијске структуре испитиваних еритроцитних духова (који се састоје од 

липида, протеина и угљених хидрата) као носачa DexP и претходно описане 

појаве дефосфорилације инкапсулираног DexP до Dex услед дејства ензима 

присутних у еритроцитима [53,54], основни предуслов за ово истраживање 

био је развој аналитичког поступка за апсолутну идентификацију и 

квантификацију инкапсулираног лека. DexP је у узорцима идентификован на 

основу његових МS и МS/МS спектара, поређењем са стандардом DexP. 

Апсолутна квантификација DexP у узорцима извршена је у SRM 

експериментима, као најосетљивијем типу анализе коришћеног масеног 

спектрофотометра са троструким квадруполом, на основу фрагмената m/z M-

H- од 471,29 и m/z M-H- од 97,14 (слика 42), поређењем са стандардом DexP. У 

студијама других аутора, DexP је такође био идентификован на основу 

специфичних продукт јона: [M+H2Na] од m/z 471, [M+H2NaH2O] од m/z 

453, и [M+H2NaCH2O] од m/z 441 [197]. Оптимизована метода омогућила је 

једнозначно разликовање дефосфорилисаног облика лека Dex, за које је 

показано у литератури да може настати конверзијом DexP при 

инкапсулацији у носаче који се заснивају на еритроцитима [52-54]. 

Присуство дефосфорилисаног облика лека, Dex није било детектовано ни у 

свињским ни у говеђим еритроцитним духовима, указујући на комплетну 

очуваност ("recovery") лека DexP инкапсулираног у еритроцитне духове. Овај 

резултат уједно је потврдио одсуство активности фосфатаза одговорних за 

дефосфорилацију DexP у еритроцитним духовима са инкапсулираним DexP. 

Аналитичка метода развијена у оквиру ове докторске дисертације, 

омогућила је недвосмислену идентификацију и квантификацију DexP 

екстрахованог из еритроцитних духова, оптимизацију инкапсулационих 

параметара (почетна концентрација лека, температуре инкубације, додатак 

глутаралдехида), као и праћење кинетике отпуштања DexP из говеђих и 

свињских еритроцитних духова. Испитивањем утицаја процесних 

параметара на ефикасност инкапсулације DexP у говеђе и свињске 

еритроцитне духове, показано је да инкубација на 37°C има статистички 

значајан ефекат на количину инкапсулираног DexP у еритроцитним 
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духовима (р<0,05). Под истим експерименталним условима много веће 

вредности инкапсулираног DexP добијене су у свињским него у говеђим 

еритроцитним духовима, што се може објаснити специфичним саставом 

фосфолипида у мембрани говеђих еритроцита и успостављањем аналогије са 

утицајем липидног састава липизома на инкапсулацију/отпуштање лека. 

Наиме, код сисара је фосфатидилхолин генерално најзаступљенији 

фосфолипид у саставу еритроцитних мембрана; међутим изражено 

одступање од овог "правила" постоји код говеђих еритроцитних мембрана, 

које су посебно дефицитарне у фосфатидилхолину, али садрже висок ниво 

сфингомијелина [198]. Успостављањем аналогије између еритроцитних 

мембрана са липозомима, за које је показано спорије отпуштање 

инкапсулираног лека из липозома који садрже сфингомијелин у односу на 

липозоме без сфингомијелина [199], може се објаснити смањена 

пермеабилност мембране говеђих еритроцита при инкапсулацији DexP у 

односу на свињске еритроцитне мембране. Поред тога, инкапсулација DexP у 

обе врсте еритроцитних духова била је директно пропорционална порасту 

концентрације лека у пуферу за инкубацију, у опсегу концентрације од 0,04–

0,12 mg/ml. Добијени резултати у складу су са резултатима истраживања које 

су објавили Millan и сар. [65], Hamidi и сар. [34,200], и Foroozesh и сар. [169], 

при инкапсулацији различитих лекова у хумане еритроцитне духове 

применом хипоосмотских метода. 
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 Схематски приказ оптимизованог процеса градуалне хипотоничне 

хемолизе за инкапсулацију DexP у говеђе и свињске еритроцитне духове из 

кланичне крви дат је на слици 53. 

 

Слика 53. Схематски приказ оптимизованог процеса градуалне хипотоничне 
хемолизе за инкапсулацију DexP у говеђе и свињске еритроцитне духове из 
кланичне крви 

 

Резултати добијени за ефикасност инкапсулације DexP у свињске 

еритроцитне духова (13-14%) слични су резултатима који су добијени при 

инкапсулацији различитих активних једињења (лекова, ензима, протеина, 

полисахарида, ДНК) у хумане еритроцитне духове хипоосмотским 

процедурама [26,64,152,201]. Ниске вредности ефикасности инкапсулације 

показане у случају говеђих еритроцитних духова (2-3%) нису сматране 

лошим резултатом. DexP је хидрофилан и током процедуре инкапсулације 

тежи да дифундује из спољне средине (пуфер са леком) у унутрашњу 

"водену" средину еритроцитних духова. Узимајући у обзир мању ефикасност 

инкапсулације добијене у случају говеђих еритроцитних духова, може се 

претпоставити да је дифузиони отпор мембране говеђих еритроцита према 

DexP већи у поређењу са дифузионим отпором мембране свињских 

еритроцита. Поред тога, добијени резултати за нижу ЕЕ DexP у говеђе духове 

били су компарабилни са резултатима које су објавили Kim и сар. [70] при 

инкапсулацији антисенс олигонуклеотида у хумане еритроцитне духове , 

процедуром која укључује хипотоничне и изотоничне фосфатне пуфере. 

Насупрот томе, Sternberg и сар. [171] показали су да је ефикасност 
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инкапсулације FITC-обележеног говеђег серумског албумина у хумане 

еритроцитне духове (без хемоглобина) скоро 97%. У наведеној студији су 

фосфатни пуфери такође били примењени у процедури инкапсулације FITC -

обележеног говеђег серумског албумина. С обзиром на то да су Ким и сар . 

[70] показали да примена других пуфера у процедури инкапсулације може да 

побољша ефикасност инкапсулације, могуће објашњење у нашем 

истраживању било би то да примењени пуфер није одговарајући за говеђе 

еритроцитне духове. Будућа истраживања би требало да узму у обзир овај 

предлог. Генерално, резултати о ефикасности инкапсулације DexP у свињске 

и говеђе еритроцитне духове из кланичне крви добијени у овој докторској 

дисертацији могу се поредити са ефикасношћу инкапсулације, која је 

износила 4-13%, када је DexP инкапсулиран у поли(d,l-лактид-ко-гликолид) 

(PLGA) и поли(d,l-лактид-ко-гликолид)/полигликолид (PLGA/PLA) 

микросфере [131,192]. 

Методом ласерске дифракције одређено је да је величина 

еритроцитних духова без и са инкапсулираним леком била приближно иста 

за обе врсте узорка. Овај резултат указао је да поступак инкапсулације DexP 

градуалном хипотоничном хемолизом није имао значајан утицај на величину 

еритроцитних духова, као и расподелу величине. Изведени закључак у 

супротности је са претходним истраживањима чији су резултати показали да 

постоји ефекат повећања величине еритроцитних мембрана и промене 

расподеле њихове величине у случају када се примењује хипоосмотски 

поступак инкапсулације лекова [152,169,200]. Резултат добијен ласерском 

дифракцијом потврдиле су и FE-SEM и AFM микрографије. FE-SEM 

микрографије показале су да су минималне разлике у облику, величини као и 

топологији привидно инкапсулираних у поређењу са духовима са 

инкапсулираним DexP биле више изражене код свињских духова (слика 48 В, 

Г). Овaкав резултат био је у складу са карактеристикама свињских 

еритроцита који су осетљивије природе посебно након излагања 

хипоосмотским условима [162].  

Поред тога, FE-SEM и AFM дале су сагласне резултате по питању 

површинске храпавости говеђих и свињских еритроцита са инкапсулираним 

DexP. Инкапсулација DexP у говеђе духове довела је само до благог пада RMS 
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вредности у односу на површинску храпавост контролних говеђих 

еритроцитних духова, са 17,2 ± 1,5 nm на 15,9 ± 2,8 nm (p>0.05). У случају 

свињских еритроцитних духове, RMS вредности за површинску храпавост 

износиле су 30,0 ± 5,4 nm и 34,2 ± 7,5 nm за контролне и DexP инкапсулиране 

свињске еритроцитне духове, респективно  (p>0,05). Резултат добијен АFM 

анализом показао је да додавање лека DexP у процедуру градуалне хемолизе 

нема приметни додатни ефекат на морфологију еритроцитних духова. Ипак, 

AFM анализа потврдила је постојање значајне разлике у морфологији између 

говеђих и свињских еритроцитних духова (и контролних и са 

инкапсулираним леком, p<0,05), а то може веома утицати на карактеристике 

тј. понашање ове две испитиване врсте еритроцитних духова као носача 

DexP.  

Кинетика отпуштања инкапсулираног DexP значајно се разликовала 

како између врста испитиваних узорака еритроцитних духова, тако и између 

узорака исте врсте у зависности од садржаја резидуалног хемоглобинa. 

Говеђи еритроцитни духови за разлику од свињских еритроцитних духова 

показали су мултифазну кинетику отпуштања инкапсулираног DexP. Код обе 

врсте еритроцитних духова, постојање lag-фазе показује да су у процес 

ослобађања лека из духова, поред дифузије укључене и неке структурне 

промене ћелијске мембране.  

Добро је познато да кинетика отпуштања лека из еритроцита као 

носача зависи од величине и поларности инкапсулираних супстанци [26]. 

Углавном, могу се посматрати три различита начина отпуштања лека: 1) 

отпуштање лека се обавља брзом дифузијом кроз мембрану код липофилног 

лека попут примакина [46] или метотрексата [202]; 2) отпуштање лека се 

обавља ћелијском лизом код лекова попут еналаприлата [152], гентамицина 

[63] и трамадола [169]; 3) профил отпуштања лека представља комбинацију 

прва два, као што је показано за изониазид [203] и еритропоетин [204]. 

Кинетика ослобађања DexP из еритроцитних духова, показала је да је већи 

DexP ефлукс добијен у случају оба типа узорака са већим садржајем 

хемоглобина (током истог експерименталног времена) у односу на узорке са 

нижим садржајем резидуалног хемоглобина. Такође се може уочити да је 

ефекат резидуалног хемоглобина био израженији у случају говеђих 
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еритроцитних духова у односу на свињске еритроцитне духове. Ова 

чињеница иде у прилог теорији да је ослобађање лека поспешено 

отпуштањем хемоглобина из еритроцитних носача [152,169]. Како је 

биохемијским анализама показана очувана, односно слична структура 

говеђих и свињских еритроцитних духова и полазних еритроцита, самим тим 

и сличне транспортне карактеристике кроз духове као и еритроците, 

показане разлике у профилима отпуштања DexP из говеђих и свињских 

духова могу се објаснити постојањем различитих ефлуксних транспортера 

(који посредују активни ефлукс лека из мембране) у еритроцитним 

мембранама ове две врсте, како су неки аутори већ предложили [200,205].  

Додавање воденог раствора глутаралдехида (0,01% (v/v)) у 

хипертоничној фази процедуре инкапсулације у овом истраживању није 

показало значајан утицај на побољшање параметара инкапсулације DexP 

(р>0,05). Међутим, имајући у виду познато дејство глутаралдехида да 

стабилише, учвршћава и умрежава мембрану еритроцитних духова, поступак 

његовог додавања је задржан у процедури инкапсулације, као фактор који 

контролише отпуштање лека, како је већ показано у неколико рањих 

истраживања [169,206,207].  

У овој студији остварено је продужено отпуштање DexP из говеђих 

(током 5 дана) и свињских еритроцита духова (током 3 дана). Будућа 

истраживања требало би да се фокусирају на нове ефективне методе за 

контролисано отпуштање лека из еритроцитних духова, као што је облагање 

еритроцитних духова слојевима различитих полимера [26]. Запажени 

феномен опадајућег тренда ослобођеног DexP након 3 дана у случају 

свињских и 5 дана у случају говеђих еритроцитних духова, последица је 

највероватније нестабилности лека проузроковане интеракцијом са неком 

од градивних компонената сложене структуре еритроцитних духова у 

експерименталним условима који су коришћени у тесту ослобађања лека 

(нпр. солубилизација лека од стране масних киселина и сл.). Могућност 

смањења количине DexP у медијуму услед његове дефосфорилације и 

превођења у Dex је искључена након додатне UHPLC/-HESI-MS/MS анализе 

узорака добијених у тесту in vitro праћења ослобађања лека. Оваква појава 

смањења количине лека је већ описана у литератури за случај трамадола 
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инкапсулираног у хумане еритроците, где је опадајући тренд ослобађања 

лека запажен након 5 дана [169]. Разматрајући друге типове система за 

продужено ослобађање DexP, поменуте флуктуације у ослобађању DexP 

описане су и у случају дуго циркулишућих липозома са инкапсулираним DexP 

[125].  

На основу приказаних морфолошких и структурних карактеристика, и 

карактеристика отпуштања DexP из говеђих и свињских еритроцитних 

духова изолованих из кланичне крви, може се претпоставити да овакви 

еритроцитни духови показују велики потенцијал за биомедицинску примену 

у циљу продужене и контролисане доставе антиинфламаторног лека DexP - 

од примене у културама ћелија, са циљем стимулације раста и усмеравања 

диференцијације, до примене у терапијске сврхе широко распрострањених 

аутоимуних инфламаторних болести. Истовремено, добијени резултати 

указују на потребу даљих истраживања која би за циљ имала побољшан 

дизајн еритроцитних духова. Овај приступ подразумева пре свега облагање 

духова слојевима различитих полимера ради постизања ефикасније 

инкапсулације и боље контролисаног отпуштања лека као и маскирања 

антигених детерминанти са циљем добијања носача који би био погодан за 

примену код већег броја врста сисара. Такође, отвара се као неопходан 

правац испитивања ефикасности DexP инкапсулираних духова као система за 

продужену испоруку лекова у in vivo условима са крајњим циљем њихове 

клиничке примене. 
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У овој докторској дисертацији испитана је могућност коришћења 

говеђих и свињских еритроцитних мембрана („духова”) пореклом из отпадне 

кланичне крви, као полазне основе за производњу система за 

продужено/контролисано ослобађање активне супстанце дексаметазон-

натријум-фосфата (DexP). Након дефинисања хематолошких и осмотских 

карактеристика говеђих и свињских еритроцита, оптимизован је процес 

градуалне хипотоничне хемолизе за изоловање еритроцитних мембранa. 

Добијене еритроцитне мембране окарактерисане су у морфолошком и 

биохемијском смислу (применом метода SEM; проточне цитометрије, 

ласерске дифракције, FRAP, ТBARS...). Процесом градуалне хемолизе је затим 

инкапсулиран DexP у говеђе и свињске еритроцитне мембране, где је 

методом UHPLC/-HESI-MS/MS испитан утицај процесних параметара на 

ефикасност инкапсулације и праћена кинетика отпуштања инкапсулираног 

DexP. Детаљно су испитане морфолошке особине добијеног система на бази 

еритроцитних мембрана за продужено отпуштање DexP. На основу 

приказаних резултата могу се извести следећи закључци: 

 

- Говеђи и свињски еритроцити изоловани из отпадне кланичне крви по 

својим основним хематолошким параметрима нису значајно одступали 

од референтних вредности за здраве животиње и нису показали значајан 

степен механички индуковане хемолизе (p<0,05). Овај резултат 

потврђује да еритроцити изоловани из отпадне кланичне крви могу бити 

полазни материјал за добијање еритроцитних духова. 

 

- Тест осмотске фрагилности, микрохематокритска метода и проточна 

цитометрија дале су сагласне резултате по питању осмотске 

фрагилности испитиваних еритроцита, и показале да су свињски 

еритроцити осмотски фрагилнији од говеђих. У обе врсте испитиваних 

еритоцита детектоване су најмање две фракције које се разликују по 

осетљивости на осмотску лизу. Методом проточне цитометрије 

потврђено је да се ове фракције разликују и у величини и степену 

бубрења. 
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- Као оптимални пуфер за извођење хемолизе говеђих и свињских 

еритроцита, у циљу добијања еритроцитних мембрана, одређен је 35 mМ 

натријум-фосфатни/NaCl пуфер. Његовом применом при протоку пуфера 

од 300 ml/h, током 30 min ослобађа се >90% хемоглобина из велике 

запремине (100 ml) обе врсте еритроцита. 

 

- Морфолошке (величина и површинска морфологија) и биохемијске 

карактеристике (протеински и липидни састав мембране) говеђих и 

свињских еритроцитних духова изолованих градуалном хемолизом, 

указују да као такве, биохемијски и структурно одговарају ћелијским 

мембранама in vivo. 

 

- Развијена метода течне хроматографије под ултрависоким притиском у 

спрези са MS/MS масеном спектрофотометријом (UHPLC/-HESI-MS/MS) 

омогућила је апсолутну идентификацију и квантификацију 

инкапсулираног DexP у говеђе и свињске еритроцитне духове. 

 

- Од испитиваних параметара као најоптималнији за инкапсулацију DexP, у 

обе врсте еритроцитних духова, одређени су концентрација лека од 0,12 

mg/ml и температура инкубације од 37°С. Додавање воденог раствора 

глутаралдехида (0,01% (v/v)) у хипертоничној фази процедуре 

инкапсулације у овом истраживању није показало значајан утицај на 

побољшање параметара инкапсулације DexP (р>0,05). 

 

- Коришћењем свињских еритроцитних духова, постигнут је већи степен 

инкапсулације DexP (13-14%) у поређењу са говеђим еритроцитним 

духовима (2-3%). Концентрација инкапсулираног DexP у свињским 

еритроцитним духовима, одговара минималним концентрацијама DexP 

које се препоручују за терапијске, профилактичке сврхе, и примену као 

модулатора раста у културама ћелија.  

 

- Детаљна морфолошка анализа (AFM, FE-SEM, ласерска дифракција) оба 

типа еритроцитних духова са инкапсулираним DexP, показала је да 

присуство инкапсулираног DexP нема утицаја на морфологију 

еритроцитних духова, али да постоје значајне разлике у морфологији 
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између говеђих и свињских еритроцитних духова, на основу чега се може 

очекивати различито понашање ове две испитиване врсте еритроцитних 

духова као носача DexP. 

 

- Кинетика отпуштања инкапсулираног DexP, разликовала се како између 

врста еритроцитних духова, тако и између узорака исте врсте у 

зависности од садржаја резидуалног хемоглобинa. Постигнуто је 

продужено отпуштање DexP у периоду од три, односно пет дана у случају 

DexP инкапсулираних свињских и говеђих еритроцитних духова, 

респективно. 

 

На основу добијених морфолошких и структурних карактеристика и 

карактеристика отпуштања DexP из говеђих и свињских еритроцитних 

духова изолованих из кланичне крви, може се закључити да они показују 

велики потенцијал за биомедицинску примену у циљу продужене и 

контролисане доставе антиинфламаторног лека DexP. 
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ПРИЛОГ А  

 

Зависност хематокрита, степена хемолизе (%) и степена бубрења од 

моларности Na-фосфатног/NaCl пуфера добијених при одређивању степена 

бубрења еритроцита из говеђе и свињске кланичне крви, модификованом 

микрохематокритском методом [147]. Резултати представљају средњу 

вредност пет независних експерименaта. 
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Моларност пуфера 
(mM) 

Hct 
(%) 

Степен хемолизе  
(%) 

Степен бубрења 
(V/Vo) 

154,0 35 ± 5 1,0 ± 1,7 1,00 ± 0,00 

139,1 37 ± 4 1,1 ± 1,8 1,01 ± 0,02 

124,2 37 ± 5 1,1 ± 1,9 1,04 ± 0,04 

109,3 39 ± 4 1,6 ± 2,1 1,06 ± 0,06 

 94,4 40 ± 5 2,7 ± 2,5 1,08 ± 0,10 

 79,5 41 ± 5 6,0 ± 4,3 1,15 ± 0,12 

 64,6 38 ± 5 22,3 ± 9,8 1,32 ± 0,17 

 49,7 23 ± 5 68,1 ± 12,0 1,85± 0,58 

 34,8 11 ± 5 87,8 ± 6,5 1,84± 0,60 

 19,9 5 ± 1 93,5 ± 4,5 1,88± 0,46 

 12,5  96,2 ± 2,2  

 5,0  98,96 ± 3,6   

0  100 ± 0  
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Моларност пуфера 
(mM) 

Hct 
(%) 

Степен хемолизе 
(%) 

Степен бубрења 
(V/Vo) 

154,0 35,0 ± 0,7 0,9 ± 0,3 1,00 ± 0,00 

139,1 37,6 ± 0,5 1,2 ± 0,5 1,08 ± 0,02 

124,2 40,8 ± 2,2 3,9 ± 3,2 1,20 ± 0,09 

109,3 41,0 ± 1,1 14,6 ± 11,8 1,38 ± 0,19 

94,4 35,0 ± 4,8 41,5 ± 18,0 1,78 ± 0,37 

79,5 13,5 ± 9,4 78,9 ± 6,7 1,96 ± 0,02 

64,6 0,0 91,1 ± 5,8 0,0 

49,7  95,7 ± 5,5  

34,8  95,8 ± 5,7  

19,9  96,3 ± 5,1  

12,5  97,5 ± 3,9  

5,0  98,1± 4,1  

0  100 ± 0  

Осенчене вредности представљају најниже вредности моларности пуфера у којима се могао одредити 

хематокрит и степен бубрења.  
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