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Naslov: OPTICKE | TRANSPORTNE OSOBINE NANOPRAHOVA NA BAZI

OKSIDA GVODA

Apstrakt

Nanaestice oksida gut¥a, posebno magnetita @&m), privlate paznju zbog svojih
superparamagnetnih osobina, biokompatibilnostskog nivoa toksinosti. Od mnoStva
metoda za dobijanje nakestica, elektrohemijska (EH) metoda se pokazala kao
jednostavna, jeftina i ekoloski prihvatljiva, a pdrtoga omogtava i dobru kontrolu
osobina dobijeniktestica. Struktura, morfologija i véina cestica, pa time i njihove
magnetne, optke i elektréne osobine, mogu se menjati promenom uslova W&k

tokom procesa sinteze i/ili njihovim naknadnim grgem u odgovaragoj atmosferi.

U ovoj disertaciji ispitivane su mogunosti sinteze nanoprahova oksida gieyzEH
metodom, u opsegu gustina struje 200-1000 mA/drhi temperatural = 295-361 K.
Takaie je prodeno preuréenje katjona i vakancija u magnetitu, prouzrokovano
toplotom, kao i fazni prelazi magnetit-maghemie,03) i maghemit-hematito-Fe03).

U disertaciji su prikazani rezultati ispitivanjaidtture, morfologije i raspodele véine
cestica dobijenih nanoprahova, koji su dobijeniitgizin tehnikama, kao Sto su difrakcija
X-zratenja (XRD), skenirajta i transmisiona elektronska mikroskopija (SEM, TEM
dinamicko rasejanje laserske svetlosti. Magnetne osobmeodrelene merenjem
zavisnosti magnetizacije od temperature Faradejen@todom i merenjem histerezisa
SQUID aparaturom. Izmereni su i infracrveni (IC)redqri dobijenih prahova, kao i

temperaturna zavisnost spedife elektréne otpornosti i specifne toplote.

Da bi se ispitali n&ni vezivanja razltitih organskih supstanci, koje gesto koriste za
oblaganje nangestica oksida gvda, ravnotezne konformacije i vibracioni spektri
molekula limunske kiseline, dekstrana (1-5 molekupelietilen glikola (1-3 molekula),
citozana (1-3 molecula) i oleinske kiseline poor@ati su polu-empirijskom,
kvantno-mehagkom metodom AM1, a neki od molekula i metodom Imea
kombinacija atomskih orbitala (LCAO), sa bazisomlagaih funkcija 631-G,

koris¢enjem programskog paketa HyperChem.



Mogucnosti primene dobijenih nanoprahova oksida geod biosistemima, ispitane su
tako Sto su neki neoblozeni, kao i neki prahovoabhi limunskom kiselinom (ferofluid),
u razléitim koncentracijama parenteralno administriranisi&f pacovimain vivo, ili
primenjeni na uzorke humane krvn vitro. 24 casa posle primene nanoprahova i
ferofluida, analizirane su promene krvne slike,edthcijalne krvne slike, i ispitane
metabotke promene, pomdo VSC (Volume-Conductivity-Light Scatter) aparature
Utvrdeno je da primenjeni nanoprahovi i ferofluid nalite naine uticu na krv, ali da

u primenjenim koncentracijama nisu Stetni, ni np kacin.

Klju éne redi: Nandiestice oksida gvaa, Elektrohemijska sinteza, Karakterizacija, Tramspe

magnetne i optke osobine, Ferofluid, Prarani molekula, Bioprimene

Nauéna oblast: Elektrotehnika

Uza nawna oblast: Fizicka elektronika

UDK broj: 621.3
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Title: OPTICAL AND TRANSPORT PROPERTIES OF IRON OXI DE

NANOPARTICLES

Abstract

Iron oxide nanoparticles, especially Magnetites(Jz¢ have attracted attention due to
their biocompatibility, low toxicity and superparagnetic properties. Among the

numerous methods for nanoparticles preparationgeltbdetrochemical (EH) method has

been recognised as an easily feasible, low cost,eamironmental friendly preparation

process, which offers good possibillity for nandjgées properties control. Structure,

morphology, size, magnetic, optical, and electrpralperties of the powders can be tuned
by changing the conditions in the EH cell during rowder synthesis, and/or by their
subsequent heating in the appropriate atmosphere.

In this dissertation, the EH synthesis of iron @xichanopowders of specific
characteristics is investigated in the range ofenirdensity of] = 200—1000 mA/dr
and temperature of = 295-361 K. The temperature induced cation-vacaeordering
in magnetite, the magnetite to maghemjt&€0s), and the maghemite to haematie (
Fe03) phase transitions were examined, as well. Fdr r@son structure, morphology
and particle size distribution of the produced pewsdare investigated, using X-ray
diffraction (XRD), Scanning and Transmition Electriwlicroscopy (SEM and TEM), and
dynamic light scattering. The magnetic propertiese astablished by temperature
dependent magnetisation measurements using Faradethod, and hysteresis
measurements by SQUID. Infrared spectra and teryeralependences of specific

electrical resistivity and specific heat are alstedmined.

In order to analyse the attachment of various stafds, the properties of optimal
ground-state conformation, and vibrational speofraitric acid molecule, dextran (1-5
molecules), polyethylen glicol (1-3 molecules),tokan (1-3 molecules), and oleic acid
molecule are calculated at AM1 quantum-mechanarad, some of the molecules also at
ab-initio LCAO (Linear Combination of Atomic Orbisg 631-G level, using the

Vii



HyperChem program package. The calculated restdtc@mpared with measured IR
spectra, and some literature data.

For the purpose of investigation of their applitipin biosystems, some of the obtained
powders were covered with the citric acid layerr@8uid), and together with some non-
covered powders parenterally administrated to Wisdgsin vivo, and human blooéh
vitro in various concentrations. 24 hours after the iappbn of the powders and the
ferrofluid, a Volume-Conductivity-Light Scatter aatus is used to analyse the changes
of blood test, differential blood test, and metabchanges. It has been established that
ferrofluid and plane powders influence blood inieas ways, but that any of them is by

no means harmful in the applied concentrations.

Keywords: Iron oxide nanoparticles, Electrochemical synthe$&lharacterization, Transport,
magnetic and optical properties, Ferrofluid, Malec calculations, Bioapplications

Scientific area: Electrical Engineering

Scientific subarea:Physical Electronics

UDC number: 621.3
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1. UVOD

U mnoStvu materijala, koji se koriste u biosistemimangestice (N) oksida gvoda,
zbog svojih pogodnih osobina i biokompatibilnosiguzimaju zné&jno mesto.
Zahvaljujwi dimenzijama, poredivim sa dimenzijama &eljskih komponenti, virusa i
gena, ' mogu da se kfm unutar organizma ne omet&junjegovo normalno
funkcionisanje, kao i da stignu do mesta koja swgign tretmanima nedostupna. Zbog
svog zn&ajnog magnetnog momenta’ksida gvoda imaju dodatnu prednost da mogu
da se usmeravaju i podwju spoljasnjim magnetnim poljem. “Rezonantni odziv
magnetne narestice (MNC) na spoljasnje, vremenski promenljivo magnetnogjepol
dovodi do prenosa energije polja na MNsto je omoggéilo njihove zna&ajne primene u

hipertermiji i snimanju magnetnom rezonansom (MRI).

Metod dobijanja u mnogome odige veliinu, raspodelu valine i oblik NC, njihovu
povrsinsku hemiju, koncentraciju strukturnih defekaneistoca, i njihovu raspodelu u
gestici, pa samim tim i hemijske, magnetne, @tii transporne karakteristikeON Osim
od ovih osobina, primena M u biolo3kim sistemima i medicini zavisi od njihove
stabilnosti u fizioloSkim rastvorima sa ra&#im pH vrednostima i, pre svega, od njihove
biokompatibilnosti, pa se, shodno tim zahtevimayrgma NC oblaze raziiitim
organskim i neorganskim materijalima. Multifunkcadne NC su nova generacija
biomaterijala od kojih setekuje da promene standardégigja i nege pacijenata. One se
obi¢no dobijaju tako Sto se@oblazu biomaterijalima, koji su funkcionalni sapai sebi,

ili omogutavaju dalje vezivanje odgovardgjh entiteta, koji su u stanju da prepoznaju
speciféne vrstetelija i tkiva, i(ili) omogwee ciljanu isporuku lekova.

Primena nanotehnologija ima potencijal da¢aj@o poboljSa zivot ljudi sa zdravstvenim
problemima. One se mogu Koristiti za ranu dijagikastprevenciju i léenje raka i
drugih teSkih i sistemskih bolesti, reparaciju &iv organa i kontinuirani zdravstveni

nadzor, poméu implantiranih senzora, antena i drugiérsh ureiaja.



Predmet ove disertacije su istrazivanja nanoprahuksida gvdza koji su dobijeni
elektrohemijskom metodom, a motiv za ova istraz@wge da se ispitaju mogoosti
primene ovakvih prahova u medicini. Osnovni cilfagivanja je bio da se, Sto je m@égu
detaljnije, odrede karakteristike ovih prahovailhoya zavisnost od uslova dobijanja, kao
i mogunosti da se te karakteristike podese odgovéirajuoplotnim tretmanom u
pogodnoj atmosferi. Take su ispitane i mogumosti oblaganja ovako dobijenih(N
oksida gvoda razlgitim organskim oblogama, timi vezivanja tih obloga za povrSinu
nand@estice, kao i promene u infracrvenim (IC) spektriinadrugim parametrima

molekula, do kojih usled ovog vezivanja dolazi.

U prvom poglavlju dat je pregled nekih metoda zabi@dmje, oblaganje i

funkcionalizaciju N, sa posebnim osvrtom na’Noksida gvoita.

Drugo poglavlje posweno je ponadanju ®l u biosistemima i njihovom uticaju na

biosisteme u kojima se koriste.

Tre¢im poglavljem obuhwéen je prikaz mogénosti korig&enja NC oksida gvoda u

hipertermiji, ciljanoj isporuci lekova i kao konstaih agenasa u MRI oslikavanju.

U cetvrtom poglavlju su prikazane osnovne osobine ratigni maghemita, a opisana je i
elektrohemijska metoda kojom su dobijeni nanoprakoy su bili predmet istrazivanja u
ovoj disertaciji. U ovom poglavlju su dati i analani detaljni rezultati dobijeni

razlicitim eksperimentalnim metodama kojima su deree:
» struktura, difrakcijom X zr&enja (XRD),

» morfologija, skenirajiom i transmisionom elektronskom mikroskopijom (SEM,
TEM),

* raspodela vetinacestica, dinangkim rasejanjem laserske svetlosti,
* |IC spektri FTIR (Fourier Transform Infrared Spestopy) metodom,
» elektricne osobine, merenjem specife otpornosti u funkciji temperature,

* magnetne osobine, merenjem histerezisa SQUID (8apducting Quantum
Interference Device) aparaturom i magnetne sudmbpmisti u funkciji

temperature Faradejevom metodom.



» toplotne osobine, merenjem spesiie toplote u funkciji temperature metodom

diferencijalne skenirajie kalorimetrije (DSC).

Programskim paketom HyperChem, na fatzin nivoima ta&nosti (polu-empirijski,
kvantno-mehargki AM1 i ab-initio metod linearne kombinacije atokits orbitala,
LCAO) odreieni su svi parametri ravnoteznih konformacija nekiblekula pogodnih za
oblaganje N oksida gvod#a i njihovi IC spektri. Na osnovu toga su predldzen
najverovatniji mehanizmi vezivanja ovih molekula & oksida gvod#a i analizirane
moguwe promene razlitih parametara, koje nastaju usled spégifi n&ina njihovog

vezivanje za nanietice.

U petom poglavlju je analiziran uticaj dobijenihnegrahova (neoblozenih i oblozenih
limunskom kiselinom) na krvnu sliku laboratorijkitacovain vivio, i uzorke ljudske krvi,

in vitro.

U Sestom poglavlju su sumirani rezultati dobijerdisertaciji i izlozeni zakljtci koji iz

njih proizilaze, a navedeni su i magyravci buddih istrazivanja



2. OSOBINE | NACINI DOBIJANJA NANO CESTICA

2.1. Osobhine nandestica

Najopstija definicija nantestica (N) je da su taestice sa bar jednom karaktetatm
dimenzijom izméu 1 i 100 nm [Leslie-Pelecky D.L., 1996, EI-Shall34and Edelstein
A.S., 1996]. Strukturne, hemijske, transportne, mnetdige | optke osobine
nanomaterijala obno se zn&jno razlikuju od osobina istih materijala u volm@znom
(bulk) obliku. Osim od vetine, ove specifine osobine K zavise i od n&na njihovog
dobijanja.

Smanjivanje vetiine ¢estica dovodi do izrazitog porasta broja atoma oar§ni u
odnosu na broj atoma u zapremigiine se povéava energija povrsine, pa se kao
specifina osobina K ¢esto navodi i veliki odnos povrsine prema zaprerjabunde

K, 2001]. Posledica toga je daCNimaju veliku specifinu povrsinu po jedinici mase i

visoku reaktivnost

Male magnetne & (MNC) oksida gvoda se po vetini obi¢no dele u dve grupe [Boyer
C., 2010]: SPION sa p¥ricima koji se kréu izmetu 50 i 100 nm, i USPION (ultra-male
SPION) sa préicima manjim od 50 nm, mada se kuite dimenzije za sine podele
¢esto razlikuju od autora do autora. Tako u svajadovima Elias A. i Thorek L.J.
definiSu oralne SPIO sa dimenzijama 300 nmt3r6 standardne SPIO (SSPIO) 50-
150 nm i ultramale SPICGestice (USPIO) sa pteikom manjim od 50 nm. Kao
podkategorija mogu se definisati MION (monokrisgglnCLIO (“cross-linked", ukrsteno
povezane)Xestice oksida gvala. Moguia je i podela prema veéini hidrodinamékog
precnika, koji ukljutuje i oblogucestice [ Elias A., 2009., Thorek L.J., 2005].

Kada je vekina MNC manja od krittne veltine, koja je razliita za razkite materijale,
destice postaju jednodomenske, tj. imaju samo jesagnetni domen. M sa jo$
manjim dimenzijama, koje ne dozvoljavaju formiramg@menskog zida mogu pod
odreienim uslovima (koji osim od dimenzijgestice zavise od magnetnih osobina

materijala, oblikacestice, temperature, karakteriste vremenske skala posmatranja, i



spoljasnjeg magnetskog polja) da budu superparaetegiSPM). U tom staju, svaka
cestica se ponaSa kao atom, ali sa velikim magnemiomentom, koji je rezultat
slaganja svih magnetnih momenat&estici. SPM ponasanje se za KINdraiene vrste i
uslove posmatranja ispoljava iznad temperatureitaloja (Tg), iznad koje su vektori
magnetizacij&estica sldajno orijentisani, stino kao kod paramagnetnog gasa slobodnih
elektrona.

FEROMAGNETNE NC SUPERPARAMAGNETNE NC

o T;“x /x J (b)
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MAGH POLIE
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Slika 2.1. Magnetno pona3anje visedomenskih feroeimih i superparamagnetninCNu
spoljasnjem magnetnom polju. (@) U prisustvu spofeg magnetnog polja, domeni
feromagnetnilNC i pojedinane superparamagnetnéjl‘ﬂ)oravnatl su sa primenjenim poljem. U
odsustvu spoljadnjeg magnetnog polja, feromagnBifiece zadrzati odidenu makroskopsku
magnetizaciju, dok SPMC nete. (b) Veza izméu velicine NC i strukture magnetnih domena.
Dc je kriticna velgina za formiranje jednodomenskih, as 2a formiranje SPMcestica
[Akbarzadeh A.,2019.

SPION se mogu tretirati kao mali, zasebni magn&ap takve imaju veliki potencijal za
bioloske i medicinske primene. One se relativnagstiavno dobijaju, biokompatibilne
su, a njihovi stabilni koloidni rastvori u odgovpr@dm nose€im tecnostima, koji se
nazivaju ferofluidi, su posebno pogodni za biopme¢Berkovski B., and Bashtovoy V.,
1996]. Tako se uobajenim osobinama taosti dodaju SPM osobine(\ $to omogtava
koris¢enje magnetnih sila za njihovo denje na Zeljenu lokaciju u telu, po&gnje
magnetnog signala pri analizama magnetnom rezong@slagnetic Resonance Imaging,
MRYI), i lokalno zagrevanje podéja u koje swestice smesStene (hipertermij@ovrSina
SPION moze se funkcionalizovati razlim oblogama, kao Sto su mali organski molekuli,
polimeri, proteini i antitela.



2.2. Neke mogdnosti dobijanja nanocestica

Nacinom dobijanja nantestica moze se uticati na njihovu va&lu i raspodelu vetne
strukturu i morfologiju, a na osnovu toga i na oyk hemijske, elekithe, optéke i
magnetne karakteristike. Pimen& Ni bioloskim sistemima i mediciriesto zahtevaju
veoma usku raspodelu wéhe oko neke vrednosti koja je 6hbo manja od 100 nm, a u
nekim sl&ajevima i NC koje imaju veliki magnetni momenat. Zbog toga jeteza
velikin kolicina nanokristala uniformne veéihe, (monodisperzija), sa relativnom
standardnom devijacijom veéine cestica <5%, od kljgnog zn&aja za realizaciju

kvalitetnih nanouréaja i njihove primene [Faraji M., 2010].

Jedna mogtnost klasifikacije metoda za sintezu nanomaterij@lpo tome da li se ona
odvija ucvrstoj fazi (razltite reakcije wvrstoj fazi, mehanohemijska sintezajnej fazi
(elektrohemijska (EH) metoda, sol-gel metoda, miéatija, hidrotermalna sinteza,), ili
disperznom sistemu (aerosolu) (sprej piroliza, sagaje hemijska ili fizika depozicija

iz pare).

Kod ,top-down® pristupa sintezi, nanostrukturni mdali se dobijaju usitnjavanjem
krupnih zrna osnovnog materijala, a kod ,bottom-upfistupa, nanostrukture se
formiraju u procesu nukleacije, rasta i agregaaig@ma ili primarnihtestica [Goya G. F.,
2008]

2.2.1. Sinteza iz t&ne faze

Hemijska koprecipitaciia. Do homogene precipitacije dolazi kada koncentaacij

prekursora u rastvoru de u zasienje i otp@ne nukleacija i rastestica kombinacijom
procesa difuzije atoma u nukleuse i nepovratnegagige nukleusa. Slika 2.2.1 prikazuje
kako se, po LaMeru, mogu pripremiti monodisperzestice sa relativnom standardnom

devijacijom velEine od ~ 5%, i koje je uslove za to potrebno ispun



() Nukleacija mora da bude dovoljno brza da onenibgalji rast koncentracije
cestica u rastvoru. U suprotnom &ju, stvorée se veliki broj nukleusa u kratkom

periodu.

() Brzina rasta nukleusa mora da bude dovoljno valk#rzo smanji koncentraciju
cestica u rastvoru ispoddlke nukleacije. Na ovaj & se stvara samo ogréan broj

destica.

(1)  Sa druge strane, brzina ragestica mora da bude dovoljno mala da period rasta
bude dug&ak u pordenju sa periodom nukleacije, Sto umanjuje uticajeknog vemena

nukleacije na raspodelu véhe ¢estica.

Kontrolom ovih faktora mogu se sintetizovati morspdirzne nani@stice razlitih

veli¢ina.

SUPERSATURACIIA

NUKLEACITA

EONCENTRACHA RASTYORNE SUPS TANCE

VEEME —

Slika 2.2.1. Mehanizam formiranja uniformnifstica u rastvoru. Kriva I: nukleacija i uniformni
rast difuzijom (klagini model LaMer-a i Dinegar-a). Kriva Il: nukleagijeast i agregacija manjih
¢estica. Kriva lll: viSestruka nukleacija i rg§tartaj P.,2003]

Hemijska koprecipitacija je jednostavartdsto korigen n&in za sintezu narestica
oksida gvoda (FeOy, ili y-Fe,03) i drugih ferita. Ovaj postupak aimo koristi vodene
rastvore soli, u kojima su odgovaréjyoni dispergovani u tno definisanim atomskim

odnosima, a talozenje se inicira dodavanjem bameSanjem rastvora pri kontrolisanoj



temperaturi i pritisku [Sun Y.P., 2007]. Odgovat@uhemijska reakcija se moze
prikazati kao:

M?* + 2F€* + BOH — MFe0, + 4H,0

gde je M* jon metala. Potpuna precipitacija sa stehiométrijsodnosom F&/M?* od
2:1 se mozeaekivati na nivoima pH izmiu 8 i 14 [Faraji M., 2010, Tartaj P., 2003].

Nanaestice magnetita (E®.) nisu stabilne u ambijentalnim uslovima, jer oksipi u
maghemity-Fe,0s3, a u kiseloj sredini se rastvaraju. Badda je i maghemit ferimagnet,
sa slénim magnetnim osobinama kao magnetit, oksidacijgmaita u hemijski stabilniji
maghemit ohino ne predstavlja problem kod bioloSkih primena, ggaonacesto i
namerno inicira. Vetina, oblik i sastav K dobijenih koprecipitacijom u velikoj meri
zavisi od vrste upotrebljene soli (npr. hloridi, Ifati, nitrati), odnosa NI/Fe’,
temperature reakcije, pH vrednosti, baze koja dowud taloZenja, brzine meSanja i
jonske snage sredine. Magnetna svojstva ovako eubijNC mogu se kontrolisati
prilagaiavanjem molarnog odnosa dvo- i trovalentnih katjda® i kontrolom vetiine i
oblika nangestice, koja se obmo ostvaruje podeSavanjem pH vrednost, ili konesija
jona u rastvoru. Optimalne vrednosti koncentragy@zia u rastvoru su iznde 39 i
78 mM, a pH rastvora koji omogava brzo stvaranje B®@, postize se dodavanjem
velikih koli¢cina baze [Laurent S., 2008Yeca brzina meSanja rastvora dovodi do
formiranja manjihcestica. Kod hemijske koprecipitacije, temperat@aniza, a vreme
reakcije krége nego kod, npr. termalne dekompozicije i hidroemag metoda. Prinos
reakcije je visok, pa se, za relativno kratko vremeze dobiti znatna k@lina materijala.
Raspodela valine cestica je relativno uska, sa srednjom vrednasintervalu 2-20 nm.
Znxajno je i to Sto je rastvaraekoloski prihvatljiv (voda), afestice mogu biti
funkcionalizovanean-situ, pomau odgovarajtih organskih aditiva, ili polimera [Boyer
C., 2010]. Méutim, postoje i miSljenja da ova metoda ne obéafee dovoljno dobru
kontrolu oblika i raspodele vélne nandestica oksida gvaa za bioloSke primene.
Pored toga¢esto dolazi i do agregacije neoblozedastica [Wu W., 2008].

Nancaestice sa nula-valentnim guigm koje se mnogo koriste u oblasti zaStite zivotne
sredine, okino se pripremaju meSanjem jednakih &okh NaBH, i FeCk, prema reakciji
[Farai M., 2010]



4F€" + 3NaBH, + 9H,0 — 4F€ | + 3NaHBO; + 12H'+ 6H;

Velika prednost ovog metoda je njegova jednostaym@osn se moze bezbedno koristiti u
vecini hemijskih laboratorija sa jednostavnim hemimgkireagensima i na sobnoj

temperaturi.

Elektrohemijska (EH) metoda. Ova metoda sinteze namestica oksida gvdaa,

nagese magnetita, omogava jednostavnu kontrolu vé&ine i morfologije ¢estica
podeSavanjem uslova sinteze, Sto jecajro, jer mnoge osobine nafmstica zavise od
njihove veltine i oblika. EH sinteza & se deSava na gr&nbj povrsini elektroda-
elektrolit na snovu hemijskih reakcija koje u etektu indukuje struja izm#u elektroda.
Metoda je jeftina, jednostavna i veoma prilagodijia krajnji proizvod je¢jst”, sa malo
necistoca i ekoloSki prihvatljiv. [Mohapatra M., 2010]. Ehhetoda je, u poslednjoj
deceniji, postala veoma popularna za sintezu nahopa razliitih oksida [Marques
R.F.C., 2008; Cabrera L., 2008; Franger S., 20B&kcal sa saradnicima je, due
prvima, EH metodom sintetisao na&estice maghemita vélne 3-8 nm, u vodenom
rastvoru DMF (dimetilformamid) sa katjonskim surfaktima [Pascal C., 1999]. Vé&inu
Cestice je kontrolisao promenom gustine struje. € ogkga, Zhang sa saradnicima je
dobio nanoestice y-FeO; sfernog oblika, vefine 22 nm, koje su imale
superparamegnetne osobine [Zhang Z., 2007]. MarfMasques R.F.C., 2008] je EH
metodom dobio nakestice magnetita u rasponu v&la 4.4 do 9 nm, a Starowicz
[Starowicz M., 2011] je ovom metodom dobio n&estice vekine 20-40 nm, priblizno
sfernog oblika. Cestice su dobijene u vodenom raststvoru etanola, ¢@mu je
ustanovljeno da na veélnu ¢estica bitno utie koncentracija rastvora. Fajaroh jedme
prvima ispitivao uticaj raztitih parametara EH sinteze na osobine tako dolhjeni
nana@estica. Ustanovio je da OHoni imaju vaznu ulogu u formiranju nafestica
magnetita [Fajorah F., 2012], a da se dreé cestica moze kontrolisati podeSavanjem
gustine struje i rastojanja izihe elektroda, préemu formiranjeestica nije mogée kada

je rastojanje izmdu elektrodaveé¢e od neke kritine vrednosti.



Treba pomenuti i impulsnu EH metodu u kojoj se $trivremenski promenljiva,
impulsna, struja. EH metoda je podjednako pogodmaiotrebu u laboratoriji i za

industrijske primene [Karami H., 2012].

Sol-gel sinteza.Hidrolza i kondenzacija metal-alkoksidgu osnovni procesi koji se

koriste pri sol-gel sintezMetal-alkoksidi su hemijska jedinjenja opSte formM(OR)x,
gde M ozna&ava metalni jon a —OR alkoksidnu grupu, tj. konjgyou alkoholnu bazu
nastalu uklanjanjem protona iz hidroksilne grupegaxrajéeg alkohola. Krajnji
proizvod sinteze je gelije osobine zavise, kako od internih, tako i od teksh
parametara procesa. Interni parametri su, pre gbbine metalnog jona i alkoksidne
grupe, a eksterni, molekulski udeo vode u hidrplizista rastvata, pH vrednost i
temperatura rastvora, vrsta katalizatora itd. Paxgem ovih parametara dobija se gel
Zeljene strukture i osobin®énadé R.R., 2006] Prednost metode je Sto se, kéei§jem
relativno jednostavne opreme i po pristtp@ ceni, mogu dobiti zrigajne koltine
¢estica neorganskih i organskih materijala ukljuci tu i neke metale, uz moguost
dobre kontrole raspodele w&he. Osnovno ograéenje metode je u tome Sto je tesko

sintetisati materijaléija stehiometrija odstupa od standardne.

Solvotermalna_sinteza. Solvotermalna sinteza je relativno jednostavan otheta

pripremu superfinih prahova metalnih oksida komsaoie vekine i morfologije [Butter
K., 2005, Sreeja V., 2003]. Osnovni parametri kejguliSu solvotermalnu reakciju su
[Demazeal., 2008]J:

. hemijski parametri (priroda rastvé&es priroda reagenasa, koncentracija)
. termodinamiki parametri (temperatura, pritisak i vreme tragargakcije).

Solvotermalna sinteza obuhvata réig# tipovein-situ hemijskih reakcija, koje se mogu
klasifikovati u pet osnovnih grupa: oksidacija-redia, hidroliza, termoliza, stvaranje
kompleksnih jedinjenja i reakcije dvostruke izmer@ve reakcije se odvijaju u

zatvorenom sistemu u prisustvu rastéarana temperaturi visoj od temperature ddjoja
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rastvarga (esto viSoj od 200 °C) i visokom pritiskdesto véem od 2000 psi, 1 bar

14.5 psi). Ukoliko se kao rastvarkoristi voda, proces se naziva hidrotermalna sate

Rastvara nage&e obezbéuje aktivnu hemijsku komponentu reakcije, ili floid fazu
koja, u skladu sa svojim figko-hemijskim svojstvima, oddeje i usmerava reakciju. On
se bira na osnovu karakteristika njegove interak@p reagensom (rastvorljivost,
reaktivnost, mogténost stvaranja kompleksa) i hemijskog sastava &wg materijala
koji treba da se dobije. Koncentracija prekursona weliki uticaj na oblik nanokristala
dobijenih solvotermalnim procesom [Wang Q., 2006].

Polazna suspenzija, koja ¢bo sadrzi odgovaragu organo-metalni prekursor, recimo
Fe(CO} se izlaZe visokoj temperaturi (do 4%D) i pritisku (do 100 MPa) [Boyer C.,
2010]. U veéini slucajeva, porast temperature i pritiska catina kinetiku faznih
transformacija tako Sto dovodi do pdeaeja rastvorljivosti i koncentracije prekursora,
podsttu¢i na taj ndin proces rasta nano i mikrokristala [Demazéay 2008], ali i
rastvaranje i ponovno formiranjgvrste faze, Sto omogava dobijanje nehidratisanih
oksidnih¢estica [Srdi V.V., 2004]. Ovakav metod sinteze ima nekolikodmesti:

. krajnji proizvod je nehidratisani oksid koji se djalu jednostepenom procesu,

. kontrola veltine, morfologije, rasta, starenja i agregacgstica [Stojanovi Z.,

2009] je bolja nego kod koprecipitacije,

. mogue je uraditi oblaganje i funkcionalizacijgestica tokom samog procesa
dobijanja,

. moguta je ugradnja drugih metala (Mn, Co, Ni, Zn,...Josnovnu strukturu
magnetita,

. hidrotermalna sinteza nije Stetna za okolinu.

Kinetika reakcije je oldno spora nezavisno od radne temperature, ali mas=dibrza i
do dva reda veline poma@u lokalizovanog mikrotalasnog super-zagrevanjavoaat
Solvotermalnom sintezom se mogu dobiti ngsbice sa uskom raspodelom viele.

Nedostatak metode je Sto se p@émaje mogu dobiti samo oksidni prahovi.
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Termalna dekompozicija. Odlicna kontrola veliine i monodisperznosti na&estica

moze se ostvariti visoko temperaturnom dekompazitiprganometalnih prekursora ili
karbonila, kao Sto je gvde (penta)karboniFe(CO}, uz kori€enje organskih rastvata

i obloga, kao 5to su oleinska kiselina i hexadeoyta Ako je metal u sastavu
organometalnih prekursora nula-valentan (kao Stwjée u Fe(CQ), u paetnoj fazi
termalne dekompozicije dolazi do formiranja metalman@estica. Mdutim, ako je
proces préen oksidacijom, mogu se proizvesti i veoma kvalitahonodisperzni prahovi
metalnih oksida. Sa druge strane, dekompozicijayssera sa metalnim katjonima, kao

Sto je Fe(acag)direktno dovodi do formiranja nagestica metalnih oksida.

Odnosi pgetnih koncentracija reagenasa, tj. organometaédimjenja, molekula koji se
koriste za oblaganje i rastvaea najvise utiu na veléinu i morfologiju dobijenih N, a

na njih utéu i temperatura i vreme reakcije, kao i periodest@. Smatra se da je od
metoda, koje imaju visok i merljiv prinos, termaldekompozicija trenutno najbolja za
kontrolu veltine i morfologije N°. Jedan od glavnih nedostataka ove metode je $to se
pomau nje dobijaju N koje su nestabilne u organskim rastvorima, Stoamigmva
njihovu primenu u bioloSkim sistemima, pa je neapim da se njihova povrSina
prilagodi na odgovarafii natin. Osim toga, metoda se zasniva na relativho

komplikovanim procesima, ili takvim koji zahtevagiativno visoke temperature.

Mikroemulzije (emulzijska hidroliza). Ova metoda sedesto koristi za sintezu

magnetnih nangestica uniformne valine. Ona podrazumeva izotropan i termodingmni
stabilan sistem, koji se sastoji od tri komponemnede, koja sadrzi reagense, ulja i
odreiene koncentracije nekog molekula, koji sluzi katogh. Molekuli obloge smanjuju
povrSinski napon iznikl vode i ulja Sto omodiava formiranje providnog rastvora.
Sfericne nanokapljice vode koje sadrze reagense, pona8afao nanoreaktori, brzo se
stapaju (sjedinjuju), $to omogava procese mesanja, spajanja, sinteze i predjpitd€.
Zidovi nanokapljica oblozeni molekulima obloge senpSaju kao kavezi za ra&tu
cestice i tako smanjuju prosau veliinu formiranihcestica. Tako se veina sferénih
nana@estica moze kontrolisati i podeSavati Kolom vode u emulziji, tj. molarnim

odnosom voda-oblogad\p, tako Sto vée vrednostM obicno daju vée cestice. Ako se
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dve mikroemulzije voda-u-ulju koje sadrze Zeljeaaktante pomesaju, mikrokapljice
se sudarati, spajati i opet razdvajati, i kim@ace dai do precipitacije u micelama.
Mikroemulzije se mogu Kkoristiti za sintezu monodismih N sa razkitom
morfologijom. Ova metoda zahteva veliku Rotu rastvaraa.

Sonohemijskametoda. Ova metoda seéesto koristi kao alternativa onim tehnikama za

dobijanje NC koje zahtevaju mnogo vremena, kao i za proizvodmjuih materijala sa
neobi&nim svojstvima. Fiziko-hemijske efekte koji su specifi za ovu metodu stvara
ultrazvuk koji potée iz akusiine Supljine, koja nastaje implozijom meltarikoji se
stvaraju u ténosti. Ta implozija pom&u adijabatske kompresije proizvodi lokalizovano
ZariSte, ili Sok talas, u gasnoj fazi raspadegumehuria. Eksperimentalno je utieno da
temperature u ovim zariStima dostizu 5000 K, miti$800 atm, a brzine hianja su
iznad 1010 K3. Ovi ekstremni uslovi omogavaju formiranje specifhih materijala i
spretavaju aglomeraciju, to je neophodno da bi se @mjle visoko monodisperzne(N
[Mason T.J., 2002]. Vijayakumar sa saradnicima $peo da na ovaj i@ proizvede
FeO4 prah sa dimenzijam&estica od oko 10 nm. [Vijayakumar R., 2000]. Pond
oksida gvo#a, ovom metodom se mogu dobiti i raili nanokompozitni materijali
[Bang J.H., 2007].

Mikrotalasna metoda. Ova metoda se sve viSe primenjuje umesto konveabith

metoda za dobijanje ® jer lokalizovano super-zagrevanje rastvora midasima
omoguava i brzo volumetrijsko zagrevanje, i ekstremnoubkinetiku kristalizacije. To
skratuje vreme potrebno za dobijanj&’N povetava kolkinu proizvoda. Makroskopske
temperature pri kojima se proces odvija sucajred nize od temperatura potrebnih za
dobijanje N klasinim nainima zagrevanja, pa su vreme procesiranja, utresakgije

i, posledéno, troskovi proizvodnje, z&ajno smanjeni.
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2.2.2. Sinteza iz gasne faze

Hemijska depozicija iz pare Tokom hemijske depozcije iz pare (CVD), gasni dest

sistem kontinuirano dovodi prekursore u vakumiraeakcionu komoru u kojoj se
odrzava visoka temperatura (>900 °C). KaraktedstMC dobijenih ovim metodom
zavise od mogtnosti odrzavanja niskih koncentracija prekursogasu nosiocu, brzine
ekspanzije noseg gasa, i brzine htanja NC prilikom izlaska iz reaktora. Tako se rast i
aglomeracijaestica mogu usporiti brzom ekspanzijom dvofaznagngg toka na izlazu
iz reakcione komore. Naknadni toplotni tretman avalobijenih nanoprahova visoke
Cistote omoguiava modifikaciju velline, morfologije, sastava i strukturéestica,
ukljucujuéi tu i njihovo preiscavanije i rekristalizaciju.

U poslednje vreme, sve viSe se koristi hemijskeodigfja iz pare uz pontokatalizatora
(CCVD) koja omogdava proizvodnju velikih kodina kvalitetnih NC. Tokom ovog
procesa, posebno odabrana podloga, koja jénobtagrejana na visoku temperaturu,
izlaze se gasovitom prekursoru koji reaguje, 8@ razgrduje na njenoj povrsini, pri
cemu se dobija Zeljeni film, ili prah, dok se nuspvodi reakcije izbacuju sa
neproreagovanim prekursorskim gasovima. Osim zazyodnju nanéestica, CVD
metod je pogodan za dobijanje nanostrukturnih tarfkmova, slojeva i premaza, i
kompozitnih materijala veoma visokestoce. U zavisnosti od vrste materijala i uslova u
reaktoru, njime se mogu dobiti i epitaksijalni, igaktalni i amorfni filmovi razlgitin
debljina, kao i gotovi proizvodi (tranzistori, igeesana kola, senzori i druge elektronske

komponente).

Fizi¢ka depozicija iz _pare. Nasuprot hemijskoj, kod fizke depozicije iz parne faze

Zeljeni prekursor se iavrste faze prevodi u gas i nanosi na podlogu.

Hemijska depozicija iz gasne faze ima nekoliko posti u odnosu na figku depoziciju.
Velike brzine protoka gasovitog prekursora omiya znatno we brzine dobijanja
od onih koje se mogu ostvariti metodom dk& depozicije, a kontrolom brzine protoka

gasovitog prekursora moze da se reguliSe i njirgiehiometrija. |Izborom temperature
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podloge i sastava nossy gasa moze se odabrati odgova@jueakcija (piroliza,
oksidacija, redukcija, nitrifikacija, karbidizacijad.), i tako dobiti ¢cestice Zzeljenog

sastava i osobina.

Laserska piroliza. Laserski snop odgovardjh karakteristika moze da zagreva i izazove

reakciju u gasovitoj meSavini prekursora. Na tafimanogu da se proizvedu male,
neaglomerisane & sa uskom raspodelom wgtie, u opsegu od 2 do 7 nm [Morales
M.P. 2003, Veintemillas-Vendaguer S., 200Zh dobijanje X' baziranih na gvatil,
metodom laserske pirolize, ¢bb se koriste meSavine koje sadrze gesz
(penta)karbonil, etilen, kao energetski agens iduhz kao oksidans. Zahvaljdju
¢injenici da je ovaj metod jednostavan i da moZe sedaprimeni u ambijentalnim

uslovima, @éekuje se njegova svedeeprimena za sintezu nafestica.
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Slika 2.2.2. Sematski prikaz aparature za dobijaajegestica maghemita dimenzija oko 5 nm

laserskom pirolizom [Tartaj P., 2003].

Sprej-piroliza u plamenu. Reakcije u disperznom sistemu mogu da se izvedatidm

vremenu, na velikoj reakcionoj povrsSini, a omégwaju dobijanje finih, jedno- ili viSe-
komponentnih nanostrukturnih materijala kontrolsgusastava, veline i morfologije, i

odli¢cnih svojstava. Sprej-piroliza u plamenu oméayxa direktno dobijanje raznih oksida
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gvozia, pored magnetita i maghemita, recimo i hematik®,03 | wutsite-a FeO [Boyer
C., 2010]. Valentno stanje Fe, pa time i dobijapjyovarajieg oksida, kontroliSu se
koris¢enjem pogodnog prekursora (Fe(GOFe(NQ)s), i njegovom koncentracijom u
plameniku. Metoda je pogodna za dobijanje vrloHfigestica (6-50 nm) predvidljive
velicine i oblika i razléitog sastavay velikim kolicinama (nekoliko grama na sat) [Tartaj
P., 2003]. Ovom metodom se mogu dobiti i drugeevadtsida (TiQ, ZnO, Silica), kao i
hibridne NC (Silica-SPIONs). Mana metode je 5to u ovako dolije nan@esticama

¢esto ima i primesa.

Gas Rastvor Povecanje temperature

Metalni filter

X Rotaciona pumpa
. UZ
=== aparatura

Slika 2.2.3. Sematski prikaz udl@a za sprej-pirolizu koji sluZi za dobijanje naestica
maghemita. [Tartaj P., 2003].

Luéno praznjenje. Metodom I&nog praznjenja obno se dobijaju naresnice

enkapsulirane u ugljeniku, ili metalni karbidi, ak metoda moZze koristiti i za oblaganje
metalnih NC bor nitridom (BN)[Sun X., 2000., Kuno M., 2001]. Metalni prekurseg
obicno smestaju unutar udubljenja izbuSenog u grafigiektrodi, a zatim isparavaju
pomcu elektrénog Iwnog praznjenjaCestice dobijene ovom metodom &o imaju
Siroku raspodelu valine, a postoji i problem kontrole debljine oblo@sim toga, metod
nije pogodan za dobijanje velikih kailha NC, tj. za industrijsku proizvodnju. Proizvod
se obtno sastoji od meSavina radtih jedinjenja ugljenika, a odvajanj&éestica od

nesistoca je otezano, Sto ovu metodini neprakttnom.
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2.2.3. Sinteza wvrstoj fazi

Sinteza wvrstoj fazi moze da se Koristi za dobijanje r&tih tipova NC. Dobar primer
su cestice dobijene topljenjem #&; i ugljeniénih prahova na visokim temperaturama,
elementarnog Fe i uglj@mih prahova, ili Co nanestica i kopolimera. Miutim,
velicina, a time i magnetna svojstugestica dobijenih topljenjem se teSko mogu
kontrolisati, a superparamagnetdestice se ne mogu dobiti, jer je ¢etna veltina

¢estice obhino mnogo véa od 10 nm.

Sinteza sagorevanjem.Ova metoda je kor&na za dobijanje razltih magnetnih

nan@estica [Bystrzejewski M., 2007, Borysiuk J., 2008froséna veltina cestica
dobijenih ovom metodom je ¥a Sto su temperature sagorevanja vise. Ovaj pristup
omoguava dobru kontrolu veline ¢estica, a time i dobru kontrola magnetnih osobina,
ukljuéujuéi tu i mogutnost dobijanja SPMestica.Cestice dobijene na ovaj &ia sadrze

veoma malo néstoca, a metod je pogodan i za proizvodnjidikioli¢cina materijala

Reakcije u évrstoj fazi. To je jedan od konvencionalnih dmaa dobijanja nanoprahova,

kod kojeg se reakcije odigravajuez prisustva rastvafa, u cvrstom stanju, tako Sto
reaktanti méusobno difunduju. Difuzija zavisi od temperatureakeje i kontakne
povrSine na granici zrna. Na proces &ajao utte i prisustvo n&stoca i defekata.
Ukoliko ne postoji mehanizam za kontrolu rasta zrpa poviSenim temperaturama
dolazi do formiranja velikih zrna, pa je neophodraknadno mlevenje kako bi se usitnile
sinterovane i aglomerisangstice. Pored toga, nedostaci metode su i dugo evrem
zagrevanja na visokim temperaturam&sto, hemijska nehomogenost ovako dobijenih

prahova.

Mehanohemijske metode.Ove metode podrazumevaju mlevenje jednog, ili smes

prahova, u mlinovima razitih tipova. Na r&un energije koja u sistem dospeva

delovanjem mehatkih sila, tokom ovog postupka mozeédo do hemijskih reakcija u
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¢vrstom stanju koje dovode do promene strukture rfohagije materijala, pacak i
nastanka novih jedinjenja. Dve osnovne mehanohkenijmetode su mehaikia
aktivacija i mehartko legiranje.

Mehantka aktivacija je postupak kojim se visokodisperzni nanostruktupnahovi
dobijaju dezintegracijom (mlevenjem) krupnozrnihalppva do nanokristalnog, ili
amorfnog stanjaDvim postupkom moze se paati reaktivnost materijala, bez promene
njegovog hemijskog sastava. §gim, nije iskljuiieno da mehatka energija uneta
procesom mlevenja, pored lokalnog zagrevanjge mmvesti i danehanikog legiranja

ili iniciranja hemijskih reakcija wvrstom stanju koje dovode do promene strukture i

nastanka novih jedinjenja.

Mehantko legiranjeje proces do kojeg dolazi pri viSestrukom, uzastoprspajanju i

lomljenju zrna reaktanata, tokom mlevenja smesSéqwa u mlinu. Na ovaj @& se

stvaraju uslovi za odigravanje hemijske reakcije ¢wrstom stanju i na nizim
temperaturama, bez potrebe za spoljasnjim grejanfgmakcija se moze odvijati, ili u
stacionarnom, ili u rezimu samorasprostgureakcije. U prvom stiaju dolazi do

stvaranja nangestica, a u drugom, zbog visokih temperatura, dstamka cestica

mikronskih dimenzija [Tsuzuki T., 2004].

Velicina kristalita prahova dobijenih mehanohemijskomtadem, najee se krée
izmedu 5-20 nm, a njihova kristalna struktura je ¢oloi u odréenoj meri naruSena
[Zduji¢ M.V., 2001].

Mehanohemijske metode su jednostavne i njima seen@tirati veliki broj raziitin
neorganskih materijala, ukfuju¢i tu keraméke materijale, nanokristalne i amorfne
supstance, cement, razne legure, kompozite i irtema jedinjenja. Oprema koja se
uporebljava nije skupa. Nedostaci metode su Stgmue dobijajucestice sa kristalnom
strukturom koja ima dosta defekata, postoji momgst da dde do aglomeracije i

kontaminacije praha, a raspodela &ek dobijenih¢estica je okino Siroka.
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2.3. Oblaganje i funkcionalizacija nandestica

Dizajniranje magnetne natestice (MN) za primene u medicini zahteva fundamentalno
razumevanje njene prirode, kao biokompatibilnogtetat, koji n€ée povrediti pacijenta,
bilo da se ona koristi kao farmaceutski preparafi &e krée kroz telo u potrazi za
svojim ciljem, ili kao kontrastni agens koji omdgwa prikazivanja raalitih
biomedicinskih slika. Slozene(se obéno sastoje od vise slojeva, ili vise faza, koje
sadrze raziite komponente koje omogavaju da N ispuni Zeljenu funkciju u
organizmuCestice koje imaju prazno jezgro ®bo se nazivaju "Supljgestice". Kada je
odreiena faza u nizu od viSe njih prazna, strukturaagva "poroznom". Faza koja je
rasprSena u nekom sloju, i proteze se kroz ceq shgiva se "filtrirana struktura” i

obi¢no ima veliki uticaj na svojstva celog sloja.

Raspon primena magnetnifCNi biomedicini zavisi od njihove stabilnosti u rasima

pri razlicitim fizioloSkim pH vrednostima, i stepena do kog rgihove povrSine mogu
funkcionalizovati. PoSto se gotovo sva tkivaelije u organizmu snabdevaju preko
krvotoka, intravenozno ubrizgavanje je metod un@s&nji obezbéuje dopremanje

do najvéeg broja razliitih tkiva i organa, pa je stabilnostC(Nu krvi, od posebne
vaznosti. Da bi K ispunile svoju namenu u organizmu, one ne smejlzdaovu
imunoloske reakcije, i budu brzo izteme, od strane mononuklearnih fagocita (MPS,
recticuloendotelni sistem), procesima opsonizacgadocitoze/fagocitoze. Ta#te, one

ne treba da dozive prerani metabolizam, da budwrbpgane u tkiva kojima nisu
namenjene, niti da budu previSe t@ks, osim za ciljnéelije i tkiva (kao Sto je recimo
tumor). Hemijski sastav, vélna i oblik, hidrofobénost/hidrofilicnost i povrSinsko
naelektrisanje K su pri tome od velikog z#aja [Pitkethly M.J 2003]. Molekuli i atomi

u povrsinskom sloju N su obéno aktivniji od onih u unutrasnjostiak i u sl¢aju kada

je ¢estica homogena. lako je ova osobina povrSinskog &sto sama po sebi korisna,
da bi se N osposobile za spedifie primene, one moraju da se prilagode pomenutim
zahtevima “opstanka“ u organizmu, a mora da se Bz njihovo unoSenje samo u

Zeljene ¢elije i tkiva. Zbog toga se njihova povrSina moklife na razlite na&ine,
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nagege tako Sto se N oblazu spoljasnom oblogortije karakteristike zavise od svrhe

koju NC u organizmu treba da ostvari.

Prilikom projektovanja obloga, mora se uzeti u obziokompatibilnost kori&nog
materijala, njegova molekulska tezina, povrsinskstiga, i arhitektura (linearan odnosno
razgranat), koloidna i mehaka stabilnost, otpornost na oksidaciju, méagpst
funkcionalizacije i fagocitna otpornost. Pored togeaterijali koji se koriste za oblaganje
treba da budu hidrofilni i da stabilizuju nastice u vodenoj sredini pri fizioloSkoj pH.
lako su hemijski procesi za funkcionalizaciju’Nlobro poznati, potrebno je resiti jos
dosta problema koji secti njihove biokompatibilnosti, stabilnosti i usmeaaya. Osim
toga, oblaganje i strategije imobilizacije moguraali¢ite n&ine da utku na magnetne
osobine nangestica, recimo preko debljine i hidrofobnosti ai@oDuan H.W., 2008;
LaConte L.E.W., 2007].

MAGNETNG JEZGRO

ZASTITNA OBLOGA

ORGANSKI LINKER /

AKTIVNI MOLEKUL

Slika. 2.3.1.Tipican dizajh magnetne natestice za primene u biotehnologiji [McBain S.C.,
2008].

lako su FgO4 nan@estica intenzivno praavane sa raznih aspekata, priprema disperzije
Fe;0, nancgestica u t&nom/vodenom medijumu za biomedicinske primene jegku
predstavlja izazov. lzoelektna ta&ka FgO,, na kojoj postoji jednak broj pozitivnih i
negativnih povrsinskih naelektrisanja je na pH &8lwaju kada nisu oblozene, f&&
nana@estice imaju tendenciju da se spajaju (Van der M@ssile, magnetna interakcija)
kako bi smanjile svoju veliku povrsinsku energija0Q dyn/cri) i minimizirale
magnetnu energiju sistema. Jaka tendencig@®F8PION ka aglomeraciji, dovela je do
toga da se one retko koriste u biomedicini nenikaraine, tj. "gole”, nego im se, za te
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primene, povrSina oblaze, za vreme, ili posle gmteDdbojne sile iznde molekula
obloge spréavaju aglomeraciju i omogavaju stvaranje termodina&ki stabilne
koloidalne suspenzije, poznate kao ferofluid. &bi se koriste dva mehanizma
stabilizacije MNC: elektrostatika stabilizacija i stetha stabilizacija. Elektrostaka
stabilizacija se postize promenom izoelekte ta&ke nandestica, Sto dovodi do toga da
se povrSine dve cestice naelektrisane istom vrstom naelektrisanjabijad.
Elektrostattka stabilizacija je osetljiva na pH rastvora i me&#lisanje jona, pa je njena
primena u biomedicini ogratena. Do stethne, ili entroptne stabilizacije, dolazi kada se
obloga koja sadrze funkcionalne grupe, kao Stoatbdksilnakiselina, amini, fosfati i
sulfati, fizicki adsorbuje, ili hemijski veze za povrSinuCUNOvaj metod se n&g¥e
koristi za pripremu ferofluida za primene u bione#uii Obloga pomaze i da se ograni
rast magnetnihcestica jezgra, da se potuo sterénog odbijanja molekula obloge
stabilizuje disperzija N u noséem fluidu, tj. spréi njihova aglomeracija i taloZzenje, i da
se ublazi proces opsonizacijeCNu organizmu, olho to efikasnije $to je lanac

makromolekula obloge duzi.

Kada se N koriste za ciljane isporuke lekova (target drudiveéey), kao obloge se

nagege koriste lipozmi, mali organski molekuli i poliméPitkethly M.J., 2003].

Lipozomi su "objekti" koje formiraju polarni fosfiipidi nerastvorljivi u vodi, koji se u
vodi samo-organizuju u konceritne, ili zatvorene membrane. Oni se doioi dobijaju
tako Sto se odgovardja kolicina fosfo-lipida rastvori u organskom rastwarakoji se
zatim otpari. Nakon toga se vodom deluje na osudeplipida, Sto dovodi do spontanog
formiranja multi-lamelarnih lipozoma ragiie velicine, koji mogu da se pretvore u
jedno-lamelarne odgovargm procesom sonifikacije. Dimenzije lipozoma seckred

50 nm, za najmanje jedno-lamelarne, do nekolikoromietara za multi-lamelarne.

Micele su agregati sa sferoidalnom strukturom, kejiformiraju u rastvoru tako Sto je
hidrofobno jezgro za&teno od vode omotem od hidrofilninh grupa. Pe#aik im
uglavhom ne prelazi 50 nm [Rakéw., 2010]. Lipozomske i micelarne obloge
obezbeuju laku i jednostavnu enkapsulaciju i modifikacipovrsine N, kao i
sekvestraciju i zastitu lekova od degradacije doowpg aktiviranja u ciljniméelijama i

organima. Lekovi mogu da se smeste u vodenu famutau lipozoma, ili izméu
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njegovih slojeva, zavisno od njihove hidrofilnastifrofobicnosti. Smestanje & unutar

lipozoma moze se izvesti na dvaima:

. tako Sto se u vodi rastvorljivi SPION zatvara u deai“ centar lipozoma nakon

sinteze, ili tako Sto se hidrofobni SPION oblazeatama.

. direktnim taloZenjem (precipitacijom) SPION-a ugez lipozoma. Na taj r&n se

dobijaju visoko-uniformne nagestice prénika oko 15 nm.

Kada se u lipozome ugrade i magnetestice, mogée je ugraene lekove osloboditi
grejanjem magnetniktestica u naizmetihom magnetnom polju, sho kao kod

Hipertermije, Sto razara oblogu oko leka i tako g@slobaa. Primene u ciljanom
prenoSenju lekova mogu se kombinovati sa primenatitecestica kao kontrasta za MR
[Boyer C., 2010].

Ved je re&eno da neoblozene SPION nisu stabilne u vodi olfidkom rastvoru, i da pri
normalnim pH vrednostima brzo dolazi do njihoveoaggracije i talozenja [Duan H.W.,
2008]. Zato se one za upotreibevivo oblozu odgovarajtom oblagomgija je funkcija
da se izbegne aglomeracija, obezbede hemijske zeezrolekule leka, i(ili) ligande, i
ogranti interakcija SPION sa nespec¢ifim celijama. Za mnoge bioloSke primene
oblaganje polimerima ima prednost nad oblaganjertimmarganskim molekulima, jer
polimeri omogédavaju bolju koloidnu stabilnost njima oblozeréstica i bolju dodatnu
funkcionalizaciju drugim molekulima [Boyer C., 2Q1®iorazgradljivi polimeri koji
sluze za ciljanu isporuku lekova se definiSu kaeresf ako su s@jeni od ¢vrste
polimerne mreze, ili kao kapsule, ako je centralhkast okruZzena polimernom oblogom
[Pitkethly M.J., 2003]. Zavisno od odabranog polineg materijala, koriste se i
odgovarajde metode za njegovo dobijanje i oblaganj€, Necimo, sinteza ponda
emulzije ulje/voda, polimerizacija na granici faZaprecipitacija u heterogenom
medijumu. SmesStanje leka se @ vrSi tokom samog procesa polimerizacije, a njego
oslobadjanje kontroliSe, ili brzina difuzije lekaok polimernu oblogu, ili brzina erozije
obloge, ako je polimer biorazgradljiv. U pdenju sa lipozomima, polimeri omogavaju

bolju kontrolu brzine oslol@anja leka, a obno su i stabilniji u bioloSkim fluidima.

Slican pristup koristi se i za oblaganje MNkoje se koriste kao kontrasti za snimanje

magnetnom rezonancom MRI, i u hipertermiji [Pitkgthl.J., 2003]. Te MN' su obéno
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superparamagnetne, sa dimenzijama od oko 10 nmmaifije. One se ng&e oblazu
tokom samog procesa dobijanja, recimo koprecipgaodgovarajtih soli gvoda u
alkalnom vodenom rastvoru, tako Sto se rastvoruaotidrofilni makromolekuli, kao
Sto je oligosaharid dekstran, karboksi-dekstragiuigi njegovi derivati, citozan, skrob,
heparin, ili albumin. Materijali koji se n&@&e koriste za oblaganje natestica oksida

gvozia za medicinske primene su:

Dekstran je polisaharidni polimer koji se sastoji iskljuo od jedinica [-D-]
glukopiranoze, a moze da ima réik duzine lanca i razgranatost. Ovaj polimer je
biokompatibilan, biorazgradiv i polaran, zb&égga se Siroko primenjuje kao sredstvo za
oblaganje nangestica. Dekstran manje molekularne tezine se laolgorbuje na povrsini
NC od onoga sa vem molekularnom tezinom, a moze se desorbovatiezagjem na
120 °C, ili se moze rastvoriti. Da bi se sfilee ovako lako uklanjanje dekstrana s&' N
ponekad mu se dodaje umreZivkao 3to je epihloridrin. OblaganjeCNdekstranom
obicno se radiin situ tehnikama [Molday R.S., 1982], a da bi se korgath
hidrodinaméka veliina cestica, upotrebljavaju su rati oblici polimera dekstrana, kao
Sto su karboksi-dekstran i karboksi-metil dekstfaaurent S., 2008]. Ispitivane su
razlicite moguénosti klinicke primene I ¢estica obloZenih dekstranom [Molday R.S.,
1982, Mornet S., 2005, Weissleder R., 1989, Weis! R., 1990, Stark D.D., 1998].

Citozan je netoksian, biokompatibilan i bioapsorbilan, katjonski, tafilni polisaharid,

i kao takav je vrlo interesantan materijal za farendasku industriju [Janes K.A., 2001].
Sastoji se od ponavljajin jedinica glukozamina i N-acetil-glukozamina, dnosu Kkoji
zavisi od stepena deacetilacije polimera. Njegov@adhezivnost gadini idealnim
materijalom za izradu obloga u primenama koje zatjtemukoznodejstvo lekova, jer
on olakSava prenos lekova preko sluznog epiteltoz&n ima i amino i hidroksilne
funkcionalne grupe, koje omoéavaju njegovo raznovrsnije vezivanje za povrsinly N
time i raznovrsniju i lak3u funkcionalizacijuNza medicinske primene, kao 5to su MRI,

hipertermija i ciljana isporuka lekova [Kim E.HQ@5].
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Zbog slabe rastvorljivosti i neodgovaréju pH vrednosti potrebnih za precipitaciju,
direktno oblaganje citozanom je péilio teSko [Kumar M., 2004], pa seCNoblazu
citozanom tako Sto se on adsorbuje né& nanetu oblogu od oleinske kisline. Na ovaj

natin mogu se dobiti sfern&stice prénika od oko 15 nm [Kim E.H., 2005].

Odgovarajdi nanokompoziti citozan/magnetit mogu se sintefisanmagnetnom polju,
in-situ hibridizacijom. Nanoestice FgO4, koje su sonohemijskim metodom dbae u
mikrosfere od citozana, nisu se pokazale kao ddRi kontrastni agensi, jer su njihove
hidrodinaméke dimenzije, sa ptaikom koji se kretao u rasponu od 100 do B bile

prevelike.

Limunska kiselina (CA) CsHgO-, je mali, biokompatibilmi organski molekul koji emtri

karboksilne i jednu hidroksilnu grupu. On mozZe dareze za Fe-OH molekule koji se nalaze
na povrsini nangestica oksida gvaa, pomau svojih negativno naelektrisanih karboksilnih
grupa,ostavljajuci jednu ili dve od njih slobodne za dalju funkcidinaciju [de Sousa M.E,
2013]. Ta funkcionalizacija se moze ostvariti fleecentnim bojama, proteinima, lekovima
ili hormonima, i ona moZze da omaguusmeravanje I njihove razléite primene u
bioloskim sistemima [Goodarzi B., 2004]. Sa kolikarboksilnih grupace se limunska
kiselina vezati za povrSinu nafestica magnetita, zavisi od dostupnog prostora i
zakrivljenosti povrSine N [Goodarzi B., 2004]. Utdeno je da se dodavanjem limunske
kiseline u razlitim fazama procesa dobijanjaCNi pri razligitim temperaturama, moze
podeSavati vetina jezgra nantestica i kontrolisati njihov hidrodinadki radijus [Li L.,
2013]

Najmanje jedna karboksilna grupa ostaje izloZzestvaa&u i obezbduje steréno odbijanje

i koloidnu stabilnost K, ali, na drugoj strani, smanjuje spedifii apsorbovanu snagu (SAR)
pri hipertermiji [de Sousa M.E, 2013]. Kako je molekul limunske kse mali,
hidrodinaméka veliina njome oblozenih nagestica se ne u¢ava mnogo, Sto moze biti od
zna&aja u razkitim terapijskim primenama [de Sousa M.E, 2013)vridéno je da oblaganje
limunskom kiselinom ne ute na superparamagnetno ponaSanje ¢estica oksida gvaa
velicine izmetu 91 25 nm[Li L., 2013].
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Zbog pomenutih dobrih osobina, limunska kiselina Ss®ko koristi kao materijal za
oblaganje N za biomedicinske primene.

Oleinska kiselinaje jos jedan organski molekul koji gesto koristi za oblaganje feritnih
nanaestica [Park J., 2004; Bloemen M., 2012¢&ciu M., 2010]. Tokom dobijanjad
oleinska kiselina moze da formira zastitni monoslajnjinovoj povrsini i tako omogu

proizvodnju visoko uniformnih i monodisperznélestica. U odnosu na neoblozené€ N
oksida gvo#ta, proséan hidrodinamiki precnik NC obloZenih oleinskom kiselinom se
povecava za oko 5 nm, dok magnetizacyaicenja (Ms) ostaje gotovo nepromenjena,
$to je veoma dobro [Wu W., 2008]. Zbog toga #MNkoje su obloZene oleinskom
kiselinom na optimalan &&, imaju malu citotoksginost i veliku vrednost SAR pri
hipertermiji. Na taj né&n, ove cestice, koje interaguju uglavhom sa membranom
tumorskih ¢elija, omogéavaju njihovo ubijanje tokom hiperthermije proceséatijske
apoptoze [Jadhav N.V, 2013]. Pokazalo se da kotogtabilnost nari@stica oblozenih
oleinskom kiselinom, dispergovanih u r&#im vodenim sredinama, ukKujuci tu i

humani serum i plazmu, jako zavisi od pH rastJ8taemen M., 2012].

Polietilen_glikol (PEG) se zbog svojih hidrofilnih, neantigenskih i neimunogkin

karakteristikagesto koristi kao materijal za oblaganj€ N°EG je rastvorljiv u polarnim
i nekim nepolarnim rastvatina, biokompatibilan i pritino hemijski stabilan [Karakoti
A.S., 2011]. RasprSeni u rastvanaPEG lanci se snazno odbijaju i poboljSavaju labiai
stabilnost njima obloZenikkestica [Barrera C., 2009], pa PEG-om obloZer@ o
rastvargima, kao Sto je voda, formiraju stabilne ferofluittdrofilnost PEG-a sptava
interakciju povrsine njime oblozenih (Nsa éelijama i proteinima, i tako umanjuje
njihovu potencijainu tokshost. PEG spr@ava vezivanje proteina zal\tim efikasnije
§to su njegova gustina na&CNi njegova molekularna masacdee[Boyer C., 2010]. Zbog
svega navedenog PEG obloga pomaze produzavanjensenadrzavanja®u krvotoku

i reguliSe njihovu interakciju séelijskim membranama [Gupta A.K., 2004]. Odkeai
PEG derivati poboljSavaju i unosCNu ¢elije, tako $to poboljSavaju rastvorljivost njima

oblozenih¢estica u lipidnom dvostrukom slogelijske membrane. Tako oblaganje PEG-
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om mozZe da poboljda unosCN u éelije raka. PEG-om obloZene SPION ne:wtha
adhezivno ponaSanjéelija u ljudskim fibroblastima, a njihovo unoSenjeendozome
pruza mogunost za izuzetno efikasno obelezavanje &ditlicelija. MRI eksperimenti na
Zivim pacovima su pokazali da su SPION oblozene ¥Ehiokompatibilne i da imaju
dugo vreme cirkulacije u organizmu, Sto ih poteaadnip ¢ini upotrebljivim za MRI

kontrastne agense.

Poli(laktid-ko-glikolna kiselina) (PLGA) se, zbog svoje biokompatibilnosti, bio-

razgradivosti i neotrovnosti, dosta ptava za primene u inZenjerstvu tkiva i usmerenom
dejstvu lekova. Produkti degradacije PLGA se izaoigma izbacuju uobajenim
metabolékim putem. Meutim, povrSinski omota od PLGA zn#ajno smanjuje
magnetizaciju zaéenja (Ms) magnetnih nan@stica, Sto moze da bude ozbiljan problem

za MRI primene i hipertermiju.

Polietilenimin (PEI) je polimer rastvorljiv u vodi, koji moze da se fareni u lineranom

i razgranatom obliku, i koji se u poslednje vremestd koristi za oblaganje SPION
[Veiseh O., 2010, Kievit F.M., 2009, McBain S.CQQ8]. Zbog velikog broja ,imin*
grupa raspoienih duz lanca, PEI omoéava aktiviranje elektrostaéke interakcije sa
negativno naelektrisanom fosfathom ¢kiom* DNA, i njeno “k&enje” na povrsinu
cestice. Zato se PEI koristi u isporuci gena, urdetaskom prometu icelijskoj
transfekciji Sto su najexe primene DNA i siRNA nukleotida. Tae je pogodan zi
vivo transfer gena u mozak odraslih sisara [McBain BID,7]. PEl moze da se veze za
SPION kori§enjemin situ metoda, ali i adsorpcijom, ili graftingom (kaleerjem),

nakon sinteze. Koloidna stabilnost PEI u bioloSkastvorima je slaba.

Kopolimeri nastaju polimerizacijom velikog broja raztih monomera od kojih
nasleiuju njihove funkcionalnosti, ali takie imaju i kombinacije osobina homopolimera
koje formiraju odgovarajge monomerne vrste. Blok-kopolimeri ¢bo formiraju

nekoliko veza sa SPION, Sto péaea stabilnost vezivanja obloge, ali moze da smaniji
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njenu gustinu. Postojanje viSe funkcionalnih grupanjihovoj strukturi, omogtava
njihovu dalju viSestruku i raznovrsnu funkcionatiga. Arhitektura samog kopolimera je
veoma vazna, jer postojanje viSe funkcionalnih grgwmzvoljava i interakciju nael
polimerima, pa moze da de do flokulacije. Da bi se to izbeglo, funkcionalpeipe u
blok-kopolimerima treba da budu relativno kratke, duze od nekoliko molekularnih
jedinica.

Jedna od modiih alternativa linearnim PEG kopolimerima su polimg@ kopolimeri)
poly(oligoethilene oxide (metha)acrylate), koji iaraju oblik “Cetke”, sa kratkim PEG
lancima zak&enim za akrilnu strukturu “Eme”, koja povezuje celi molekul [Boyer C.,
2010]. Veiseh, sa saradnicima, je proizveo novunmhu strukturu i funkcionalanost
spajanjemPEIl i PEG polimergVeiseh O., 2010]. U tu svrhu su ispitivani i blok-
kopolimeri poloxamer i poloxamine. Njihov centraheigion je sé&njen od hidrofobnog
poly(propylene oxide) PPO, koji se vezuje za powsiestice, a on je okruzen sa
hidrofilnim lancima poly(ethilene oxide), PEO, kgu okrenuti u rastvor. Kako bi se
pojatala veza izméu kopolimera icestice,cesto se primenjuje i proces kojim se PEO
transformiSe u PEGPitkethly M.J, 2003].

Postoje dve opsSte procedure p@ondojih se povrSine SPION oblazu polimerima [Boyer
C., 2010].Kod prve od njih (“oblaganje iz"), odgovargép polimerna klica se kKana
SPION povrsinu, i na njoj naknadno dolazi do rgstdimera. U drugoj proceduri,
(“oblaganje na”), vé formiran polimer se vezuje za povrSinu SPION. ‘@janje iz”
procedura omogiava da se formira polimerna obloga®eustine, dok “oblaganje na”
procedura omogdiava bolju kontrolu strukture polimera i nudi¢vézbor moguinosti za

njegovu dalju funkcionalizaciju.
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Tabela 2.1. Osobine prirodnih i sintddih polimera koji se koriste za oblaganje magnetnih

nana@estica. [McBain S.C., 2008]

Polimer Hidrofobnest |Primene Reference
FPriprodni polimert
Earbohidrat
Dekstran Hidrofilan Isporuka lekova Yuan et al 2006
Radiomunctestov Lietal 1996
MR osikavanje Morales ot al 2003
Hipertermija Jordan et al 1009
Skrob Hidrofilan Ciljanje tumora, ME osikavanje, Oshlcavanye . Alexiou et al 2001
Proteini K an
Albutnan Hidrofilan ME. esleavane Roser et al 1908
RGD Hidrofilan Fluorescentne 1 MR oslikcavange . Montet et al 2006
Lipidi Hidrofoban Imunoteston Matsunaga and Takevama 1008
Stnteticld polivmeri
Polietilenglikeol (PEG) Hidrofilan MR oskavanje Kohler 2005
Veiseh et al 2005
Kohler 2005
Isporuka lekova
Polrnil alkohol (PVA) Hidrofilan : Isporuka lekova

Prisustvo Fe-OH grupa na povrSini SPION om@ya da se za njih, raglim
postupcima, vezu razlie funkcionalne grupe [Boyer C., 2010]. Grupa kddilne
kiseline COOH, je jedna od funkcionalnih grupa ke@ kao vezivnaesto koristi pri
oblaganju SPION. Njom se na SPIONs vezuju, na primleinska i limunska kiselina
[Boyer C., 2010]. Ova veza je ptitio slaba i moze se lako prekinuti na povisenoj

temperaturi, ili u prisustvu drugih aktivnih grupa.

Fosfonska kiselina $PG0;, tj. HPO(OH) takaie ima jak afinitet prema povrsSini SPION.
Fe-O-P veza, koja se pri tome formira, jégjad veze koju formira karboksilna grupa, a

omoguava i veéu gustinu prekrivanja povrsirestice.

Zahvaljujti pojatanom prekrivanju orbita elektrona iz benzenovogema, Dopamin
(CgH11NO,) se takde dobro vezuje za povrSinu SPION. Vezivanje péumave grupe
omoguava oblaganje SPION raglim peptidima i amino-kiselinama, ali je pridena

odralena nestabilnost ove veze u vodi i bioloSkigntstima.
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Vezivanje obloge za § preko uobiajenih «vezivnih» grupa je afmo slabo i umanjuje
efikasnost dalje funkcionalizacije [Pitkethly M.2003]. Ovaj problem moze da se
prevazie tako, Sto se SPION prvo tretiraju silanol grupaf8dCHs);OH), koristei
njenu reaktivnost sa alkoholom, i tako formira taiséoj silicijum dioksida na njihovoj
povrsini [Boyer C., 2010]. Pri tome mora da se phzprilikom formiranja Si@sloja ne
dode do nepovratne agregacije SPION [Boyer C., 208l@pativno naelektrisanje na
SiO, omogiava se njime oblozene(Nefikasno rasprse, i da se tako dobiju disperzije
koje su stabilne i u vodi, i u nevodenim rastvorin@sim toga, obloga od silicijum
dioksida je biokompatibilna, netoksia i jako hidrofilna, Sto usporava uklanjanje
nand@estica od strane retikuloendotelnog sistema, u, jslezeni i koStanoj srzi. Ona
takade Stiti magnetno jezgro od biodegradacije i oksjdadako pomaze da ne de do
pogorSanja njegovih magnetnih karakteristika. Naj @loj SiQ posle moze da se veze
neka organska obloga, recimo dekstran. Silanol ayrig idealna i za kovalentno
vezivanje odréenih liganda, kao Sto su amini, koji se na povrdig0O, nan@estica
obloZzenih ovom oblogom mogu naneti padmdidrolize, ili kondenzacijom organosilana
(kao Sto je aminopropiltrietoksilan). Veza izéneSPION i obloge moZze da se &jai
formiranjem “umrezenih” (cross-linked) narestica. Mana ove procedure je Sto je
neophodno intenzivno naknadno ggéavanje, kako bi se eliminisali tragovi reaktivnin
supstanci kori&nih u procesu umrezavanja, i tako omolguprimena ovih¢esticain

Vivo.
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3. PONASANJE NANO-CESTICA U LJUDSKOM ORGANIZMU

PonaSanje N in vivo je sloZeno i na njega, pored osobina samih &estwa, utu i
konvekcija u krvi, difuzija u krvi i tkivu, ekstrazacija tj. prolazenje sastojaka krvi i
limfe iz krvnih, ili limfnih sudova i njihovo prodanje u tkiva i telesne Supljine i raiti
spoljasnji uticaji. Mononuklearni fagocitne sistéMPS) ima zadatak da Stiti organizam
od bolesnih¢elija, agresivnih mikroorganizama i strandestica i stoga predstavlja
osnovni faktor koji utte na bioraspodelu natestica u organizmu. [Morenet S., 2004].
Prvi korak u delovanju MPS sistema je proces osmije, pri kome se razlie klase
proteina (imunoglobulini, proteini, fibronectindit.), adsorbuju na povrSinu bilo kog
objekta koji je prepoznat kao invazioni. Ti proiemnogu da komuniciraju sa posebnim
receptorima monocita i makrofaga, i tako im om&yaju da prepoznaju stragestice.
Cestice koje se razlikuju po veii, obliku, i karakteristikama povrsine, su izloie
razlicitom tretmanu tokom procesa opsonizacije, pa faovahketika icelijski unos N°

in vivo, ukljuéujuci i njihovu sposobnost da savladaju bioloSke begjjgn&ajno zavisi
od njihovih fizicko-hemijskih svojstava, morfologije, hidrodinaike veliine,
naelektrisanja i drugih karakteristika povrSinetaZge oblaganje povrSine terapeutskih
NC odgovarajagom oblogom od sustinske vaznosti. Tip obloge i dadanca polimera
obloge odréuju hidrodinaméku veli¢inu i koloidnu stabilnost N i igraju zn&ajnu
ulogu u njihovoj bioraspodeli.

Akumulacija MNC u organizmu protavana je u eksperimentima na Zivotinjama i
klinickim eksperimentima na ljudima na osnovu vizuelnogsrpatranja, ponio
snimanja magnetnom rezonancom (MRI) i histolosSkildiga. Pokazalo se da magnetne
sile mogu da koncentriSu mikro i namsticein vivo, ali da detalje te pojave nije lako
eksperimentalno odrediti. MRI i vizuelno posmateangmaju rezoluciju koja moze da
pokaze u kojim su krvnim sudovima magnetne site jad protoka krvi i gde tao u
samim krvnim sudovima dolazi do akumulacije MNKako se histoloske studije
obavljaju nakon Zrtvovanja Zivotinje i zaustavl@r§rvi, one mogu samo deligmo da
odgovore na ova pitanja.

Obimna istrazivanja su pokazala je da sted&zicko-hemijske osobine nadestica

zna&ajno uttu na njihovo ponasanje u organizmu:
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Veli¢ina i hidrodinami éka velié¢ina

Na bioraspodelu N znaajno uttu i velicina jezgra, i veliina i vrsta obloge. Te veélne
se mogu kontrolisati izborom metoda sintez&, kborom materijala obloge i kontrolom
razligitih parametara tokom procesa sinteze i oblagagjd@heng J., 2007]. Utdeno je
da vreme preZivljavanja®u krvi opada sa rastom uéhe jezgrasestice, dok pouanje
molekularne tezine, recimo PEG ovojnice, cajao povéava vreme prezivljavanja.
Rasponi vellina jezgra i obloZene & odreiuju opste mehanizme njihovagicéenja iz
organizma, dok ostale figie i hemijske karakteristike dti na detalje ponasanjaCN\u
organizmuCestice mikrometarsih dimenzija ne mogu dadpriroz kapilare, zbogega
moraju da se ubrizgavaju Sto je moégublize regiji u organizmu koja treba da bude
tretirana, dok ' mogu, pa su zato pogodne za sistemske primenetaNaain
hidrodinaméka velgina regulise koncetraciju 8 u krvnim sudovima, ute na
mehanizam njihovog uklanjanja iz organizma i ddje propusnost N pri njihovom
izlasku iz krvotoka.

NC sa prénikom 20-100 nm imaju najduze vreme prezivljavamjarganizmu, a one sa
velicinom izmetu 30 i 150 nm, najviSe se taloze u jetri, slezkostanoj srzi, srcu,
bubrezima i stomakuCestice vée od 200 nm efikasno uklanjaju fagocitéelije u
slezini, ili makrofagi u krvi, dok seestice manje od 10 nm, uklanjaju procesom renalnog
¢is¢enja. Ove male N MPS sistem teze prepoznaje, jer je apsorpcijeprata njihovoj
povrsSini slabija, Sto dovodi do njihovog slabijekjanjanja u jetri i produzenja vremena
Zivota u krvotoku. I ovih veliina sakupljaju retikulkoendotelrilije, ukljusujuéi tu i
limfne ¢vorove i koStanu srz [Pankhurst Q.A., 2003].

Prema jednom od modela [Decuzzi P., 2010], maqjesféricnog oblika lakse difunduiju,
pove&avajlti koncentraciju u srediStu krvnog suda, i na tajimagrantavaju interakciju

sa endotelnintelijama i produzavaju vreme cirkulacije ng&astica u krvotoku.

Oblik

U nekoliko eksperimentalnih studija o uticaju oblikC na bioraspodelu, geno je da
anizotropne N bolje izbegavaju eliminaciju od sfernih, $to produa vreme njihovog
prezivljavanja u organizmu, i @8 na njihovu bioraspodelu [Veiseh O., 2007, Liu Z.,
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2007]. Tako se sferne (Nzlata tri puta vise apsorbuju delijama nego izduzene, a
uoceno je, da za razliku od sfernih, gde je granica 2@, elipténe cestice vekine i do
1000 nm mogu da pdo kroz slezinu. | teorijski protani ukazuju daestice izduzenog
oblika imaju duze vreme poluzivota u organizmu nefgne. Ovi negekivani rezultati
protumaeni su samo-organizacijom eligih ¢estica u toku telesnog fluida.

U jednoj od studija, [Geng Y., 2007], autori su améli 'in vivo' da je produzena
cirkulacija nanocetica u krvi, u korelaciji sa povanjem odnosa njihove duzine i visine.
"In vivd' analiza Stagiastih magnetnih nadestica je pokazala da i one imaju duze
vreme cirkulacije krvi nego sféme nandestice. Ovi netekivani rezultati protumzeni
su samo-organizacijom izduzenilstica u toku telesnog fluida, Pomenuti rezultati s
obatavajuti, ali je potrebno joS mnogo istrazivanja da bidentifikovali svi aspekti koji
imaju bitan uticaj na farmakokinetiku nafstica.

Obloge

Hemija povrine N, $to podrazumeva i sastav obloge i naelektrispajasine, je
kriti¢na osobina koja ute na njihovu apsorpciju MP8elijama i zn&ajno utke na
njihovo zadrzavanje u krvotoku i njihovu bioraspld@Alexis F., 2008]. Zbog toga,
vrsta obloge i njene karakteristike, koje atirj@ i hidrodinaméku velicinu NC, imaju
zna&ajnu ulogu u bioraspodeli ® [Roohi F., 2012]. Pov@nje molekularne teZine
obloge zn&ajno povéava vreme prezivijavanja, i jako dadatina kinetiku N u krvi
[Roohi F., 2012:Almeida J.P., 2011]. Préavanja N magnetita obloZzenog ragilim
oblogama pokazalo je d@stice sa v@m hidrodinamékim preinikom imaju nizi stepen
éelijskog unosa, i da efikasnost prolazenj& Mroz membrane eritrocita zavisi od
sposobnosti obloge nafestica da se efikasno veze za membiathie. Otkriveno je i da
DMSA (dimercaptosuccinic acid) obloga moze da pnomautacelijski metabolizam
kalcijuma u glatkim vaskularnim m&im ¢elijama [Soler M.A.G., 2007], a da oblaganje
sa amnio-PVA omodiava, dok oblaganje sa carboxy-PVA spnea unutatelijsko
nakupljanje SPION [Mehlhorn A., 2006]. Uticaj obtbogna magnetne osobineCNe
manje izrazen [Roohi F., 201&Imeida J.P., 2011].

32



Cesto je pozeljno izabrati oblogu koja oméaua dodatnu funkcionalizaciju QN i
dozvoljava vezivanje liganada za ciljanje i/iliapeutika. Oblaganje moze da se koristi i
da bi se olak3ala endocitozaC Mksida gvota hidrodimakog prenika 8 nm, obloZene
monomerom citrita weliju ulaze procesom fagocitoze, dok iste r@stice oblozene
karboksidekstranom, sa hidrodingkim prenikom od 31 nm, éeliju ulaze pinocitozom
[Mandarano G.2010]. Obloga K ima i direktan uticaj na opsonizaciju proteinaji ko
povecavaju verovatnéu da dde do receptorom-posredovane fagocitoze u tkivinma ka
Sto su jetra ili slezina. Hidrofilni polimeri, ka&to je PEG, koji uz to omogavaju i

steriéno odbijanje izméu NC, slabe ove nespedifie interakcije proteina.

Naelektrisanje i hidrofobnost

Bioraspodela K zavisi i od naelektrisanja i hidrofobnosti njihopevrsine, jer ove
velitine utéu na interakcije K sa plazma proteinima, ekstracelularnom matricom,
imunim sistemom i neciljaniréelijama [Davis M.E., 2002].

Vrsta i Kkolcina proteina koji se veZzu za naestice jako zavise od
hidrofobinosti/hidrofilnosti polimera obloge. Hidrofobne ia@lektrisane K imaju
tendenciju da vezu ¥ebroj proteina (IgG, albumine, apoliproteine, fiwgen), pa su
podloznije procesu opsonizacije i imaju ¢@asreme cirkulacije u organizmu, do&stice
sa hidrofilnom povrSinom vezu samo albumine [ChaDly 1996]. Hidrofobne grupe na
povrdini NC, mogu nakon injekcije da indukuju aglomeracij@,Nsto takde moze da
dovede do njihovog brzeg uklanjanja od strane MR&sgh O., 2007].

Vece nelektrisanje povrSine obloge dovodi dotege vezivanja proteina iz plazme.
Negativno naelektrisane nafestice vezu proteine koji imaju izoelektronsk&ktavee
od 5.5, kao Sto je IgG, a pozitivnho naelektrisaaeaestice vezu proteine koji imaju
izoelektronske ke manje od 5.5, kao §to je albumin. Pozitivno ektelsane N
generalno imaju @& brzine fagocitoze nego neutralne, ili negativaelektrisane N.
One mogu da se vezu i sa neciljaniglijama (obéno negativno naelektrisanim), Sto
dovodi do njihovog nespedifiog unosa. Pozitivho naelektrisani polimeri, kao f&
polietileneimin, jako interaguju sa proteinima, $a cito-tokstni, i nisu podesni zan-
vivo primene. Medjutim, oni potencijalno mogu da budloril prenosioci DNA i RNA.
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Jaka negativna naelektrisanja na povrsii i takodje Stetna jer mogu da dovedu do

njihovepovecane apsorpcije u jetri [Schlachter E.K., 2011].

BioloSke barijere

Pored pomenutih problema koje imaju u krvotokuddficnim organima, i moraju da
savladaju i raztita anatomska ogratenja, kojacesticama odrenih veltina i osobina
ograntavaju pristup ciljnom tkivu (npr. ekstravazacija kevnih sudova nani@stica
kojima je cilj limfa). Ovaj niz ‘bioloSkih barijeraini sastavni deo odbrambenog sistema
ljudskog tela koji sluzi da ga zastiti od stranihtieeta, ukljujuci tu i one koji su
ubaeni u terapeutske svrhe, sfmeajwi ih tako da dospeju do Zeljenog odredisSta. Ove
barijere mogu ogragiti funkciju nan@estica u organizmu, blokirajunjihovo kretanje,
ili izazivaju¢i negativan odziv dongna, koji moze dovesti do izbacivanfastica, ili
promene njihovih osobina.

Ova ogranienja treba posebno imati na umu kada se za ciljuimegani kao Sto su
mozak i bubreg. U mozgu, endoteltelije zajedno sa astrocitnirfelijama stvaraju
¢vrste spojeve izmii celija u krvnim sudovima u okruZenju mozga, Sto dbvdo
strukturne i metabalke barijere koja se naziva ,krvno-mozdana barijékVIB). Samo
NC dovoljno malih dimenzija i odgovaraiin fizicko-hemijskih svojstava mogu pgifio
KMB. NC ¢iji je pre¢nik manji od 150 nm, mogu da g vetinu endotelnih barijera ali
KMB postavlja znatno ozbiljnija ogratenja, i omogtava pasivnu difuziju samo malih,
neutralno naelektrisanin molekula, rastvorljivinipidima. Tako ona spetava viSe od
98% potencijalnih neuroterapeutika, kontrastninnaga i véinu uobtajenih NC, da
pradu kroz nju. Zbog toga se problem KMB intenzivnhaaguje, kako bi se razvile nove
strategija léenja tumora mozga, Parkinsove, Alchajmerove i Higttinove bolesti.
Rezultati dosadasnijih istrazivanja ukazuju, da r@pgsnost KMB, u mnaoj ili \®j
meri, utéu sva fizEko-hemijska svojstava ® i da veltina nije iskljwivi faktor koji

diktira propusnost N kroz KMB.

BioloSke barijere nisu tiphe samo za vdaelijske prostore. Naprotiv, postojanje
unutacelijskih barijera je kljdni razlog zbog kojeg ne deluju mnogi lekovi i tajap

ukljucujuéi i NC. Kada seselijski-specifina NC veze za membranu Zeljebelije, celija
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je obino apsorbuje endocitozom poéooreceptora, i transportuje preko endozomalnih
kanala, kako bi je obradila i razlozila. \éena ovih endozoma se zatim premesta u
lizozome gde hidrolitke i enzimske reakcije potpuno metaboliSu makrooee
Mnogi terapeutici, kao Sto su DNK i siRNK, osetljsu na lizozomsko razlaganje, pa ih
¢elijska obrad&ini neefikasnim. Méutim, mogue je napraviti takve nose cestice koje
ée izbe&i endozome pre lizozomskog transportd: Kbje mogu da izbegnu endozome,
moraju da savladaju i druge bioloSke barijere, &moje membrana nukleusa. Svaka od
ovih prepreka ukazuje da se prilikom dizajna jezgpavrSine nangestica mora voditi

racuna o specifinim zahtevima koje diktira oddena primena.

3.1. Uticaj nano<estica na tkiva i metabolizam

Poznato je da nagestice uitu i na neke fizioloSke parametéelija. Kako se véna
terapeutskih i dijagnoskih primena N bazira na intravenskoj, ili oralnoj primeni,
poznavanje interakcija ® i biomaterijala, posebno krvnih komponenti, je weo
znaajno [Mocan T., 2013]. U krvotoku 8l dolaze u dodir sa eritrocitima i mogu da se
¢vrsto zakae za povrSinkelije, ili ¢ak da du u nju, Sto u oba staja moze uticati na
fizioloSke parametréelija [Nadejde C., 2009]. Posto jeito da je neki oblik interakcije
krvnih ¢elija sa NC neizbeZan, vazno je ispitati odgovor membranaceita na male
koncentracije . Utvrdeno je da se § oksida gvola poj&ano vezuju sa crvenim
krvnim zrncima, a da je tendencija samifi Na formiraju velike agregte slaba [Mornet
S., 2004]. Pokazalo se da i neobloZene i obloZeitt(i dendroni) M\ ne menjaju
znatajno unutatelijski sadrzaj Ca, dok je promena pH vrednosti Zagna [Moersdorf
D., 2010]. A. Dzarova sa saradnicima, je utvrdia MNC prodiru kroz membranu
eritrocita nekim mehanizmom raglim od fagocitoze i endocitoze, a da njihovo
povrSinsko naelektrisanje nema veliki uticaj nahoyi unos u eritrocite. Na osnovu
dejstva na limfocite ovi autori su zaldjli, da su za bioprimene pogodniji magnetozomi
nego NC magnetita dobijene hemijskom sintezom i obloZeatijum oleatom i PEG
[Dzarova A., 2010].

Zdravi eritrociti izm&u makrofagima i obavljaju svoju funkciju transpaoja

kiseonika tokom 110-120 dana, a ovako dugo vremkelleicije omogdeno je mnostvom
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fizicko-hemijskih i fizioloSkih faktora. Smatra se datreciti imaju povrSinsku zastitnu
barijeru koja ih Stiti od hidrofilnih grupa oligdsarida i spréava adsorpciju opsonina i
prepoznavanje od strane makrofaga. [Mornet S., ROBP4ime&eno je dain vivo
stimulisana Kupffekelija ne&e fagocitovati zdrave eritrocite. Zbog toga se sandt je
razumevanje uzajamnog odnosa stimulisanog fagoadtrocita klju& za dizajniranje
sintetskih koloida sa dugim periodom cirkulacije kwvi. Znanje koje je st&no
istrazivanjem u ovoj oblasti moglo bi pofiada se oko#a i dugotrajno istrazivanje

proizvodnje vestkih crvenih krvnih zrnaca.

Jetra i slezina su tkiva poznata po tome Sto intkika uklanjaju strana tela, ukdjujudi

tu i magnetne materijale [CreanB.E., 2009]. N injektovanein vivo, bivaju zahvéene
makrofagima Sto smanjuje njihovo vreme cirkulacjekrvi i dovodi do njihovog
povetanog prisustva u jetri (80-90%), slezini (5-8%koBtanoj srzi (1-2 %) [Varna M.,
2012 ]. U jednoj od studija, prirdeno je prisustvo oko 55 %(u jetri 6 sati nakon
injektovanja, odnosno 20% u slezini @4sa nakon injektovanja. Manje kotie uaene
Su u mozgu, srcu, bubrezima i @ilma [Varna M., 2012]. Ovéinjenice su iskori&ne za
pasivno usmeravanje c¢estica u ove organe, ¢enje metastaza tumora jetre i
unutacelijsko tretiranje infekcija antibioticimaDugozivete cestice koje su uspele da
izadu iz krvotoka ohino se koncentriSu oko mesta na kojima kapilari infapestracije,
kao u sinusnom endotelu jetre, ili tamo gde je &lda barijera porendéena upalnim
procesom (kao kod reumatodnog artritisa, infekicijgkih tipova tumora), Sto je ta#e

kori&teno za pasivno usmeravanje n&msiica.

Joni gvoda iz hemoglobinskog jezgra mogu interagovati &allom magnetnim poljem
MNC prikacenim zacelije crvenih krvnih zrnaca [Creand.E., 2009], a visak gvda

nije pozeljan u mozgu, jer dovodi do neuro-degenarié bolesti, kao Sto su Alzheimer-
ova i Parkinson-ova bolestUprkos tome, ustanovljeno je da su SPION, u
koncentracijama koje se koriste u kéikoj praksi, neSkodljive za organizam. Ukupna
koli¢ina gvoda u organizmu zdravih odraslih osoba je iZm8500 i 4000 mg. Klirtke
doze koje se obno koriste su oko 1 mg(Fe)/(kg telesne mase) kb 50-200 mg/osoba,

su male u poenju sa ukupnom kalinom gvoda koja se in& nalazi u telu [Elias A.,
2009] Smrtonosna doza  SPION  oblozenih  dekstranom je  2000-
6000 mg(Fe)/(kg telesne mase), a za neobloZesee je 300-600 mg(Fe)/(kg telesne
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mase). NI oksida gvoda se apsorbuju u lizozomima, razlazu ('FeFe*, i tako
razlozeno gvoZe postaje deo normalnog sadrzaja @eoi organizmu, tj. ferritin-a,
hemosiderin-a, transferritin-a, haemoglobin-a,.itéleiutim, pokazano je da neoblozene
NC oksida gvo#ta, u nekim sléajevima kada se primene intravenozno, mogu imati
Stetne posledice na jetru, bubregéduica [Schlachter R.K., 2011].

lako imaju istu kristalnu strukturu, magnetit;6g, i maghemity-F&03, imaju donekle
razlicito ponaSanje u organizmu [Boyer C., 2010]. Ak@eldo Fenron reakcije, u kojoj

se formira slobodan radikal:
FE* + H,0 — FE" + HO + HOe’

magnetit moze da bude blago citot@ksi. Sa druge strane, svi joni gdazu maghemitu
su F&*, pa do ove reakcije ne moZe dateoBiokompatibilnost magnetita u dobroj meri
zavisi od njegove koncentracije u krvnom uzorku kad parametara elektromagnetnog
polja, pri tretiranju [Nidejdel C., 2009].

U jednoj od studija, unos obloZeninCNmaghemita wtelije, prokavana je uz pongo
Ramanove spektroskopije i transmisione elektronskiroskopije (TEM). Poréenje

podataka dobijenih Ramanovom spektroskopijéiste krvi i uzoraka Kkrvi tretiranih
visokom koncentracijom magnetnog fluida, pokaza® da su N maghemita
biokompatibilne i da njihov unos u eritrocite zawsl koncentracije i hidrodinagkog

preinika NC [Soler M.A.G., 2007].

Prowavanje bioraspodele MY injektovanih u tumor misa, je pokazalo da séinee
cestica zadrzava u tumoru, a manje od jednog pradajektovaninc¢estica detektovano

je u jetri i slezini. Na prekligkom modelu pacova (9L-glioma tumor mozga) pémo
MRI je utvrdeno da se MR obloZzene sa PEG akumuliraju u tumoru dok u zdravom
tkivu nisu priméene [Varna M., 2012].

U prisustvu spoljasSnjeg pobudnog naizndeog magnetnog polja, SPION moze
promeniti ¢elijsku proliferacije i diferencijaciju, $to zavisid obloge N i frekvencije
polja. U prisustvu naizmetnog magnetnog polja, priréeno je smanjenje proliferacije
[Mehlhorn A., 2006]. Osloltanje hemoglobina je intenzivnije u prisustvu MNbez

prisustva spoljadnjeg RF polja, nego pri delovaRifupolja u odsustvu M&. Prim&eno
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je i da delovanje naizmefmniog magnetnog polja na SPION, tokom 4h, moze dadov
do poj&anja aktinskog skeleta i slabljenja fokalnih adjseg@riraslica). Pored ovih, nisu
uacene nikakve druge morfoloske promene. Izgleda gdasustvu statkog magnetnog
polja SPIONcestice nemaju nikakav efekat édijsku proliferaciju ili diferencijaciju. U

odsustvu magnetnog polja, SPIO®¢stice ne menjajucelijska svojstva MC3T3 i

C3H10T1/2¢elija.

Prisustvo malih kotina feromagnetnih materijala u tkivu prvi put jeteldovano pri
monitoringu fizioloSkih magnetnih polja koja p&atiod elektrénih struja u srcu. Od tada
su urd@ena obimna istrazivanja o uticaju magnetnih matixipa raztiita tkiva, i vetina
izveStaja an vitro interakciji ferofluida sa eritrocitima, koji se o n&i u literaturi je
povoljna. Testovi citotoksnosti uglavhom pokazuju odsustvo hemoki&é aktivnosti
koja bi bila posledica odsustva biokompatibilnositijejstva MNC na eritrocite. Samo u
nekoliko sl&ajeva eksperimentalniin vitro istrazivanja evidentirana je ubrzana
hemoliza usled interakcije MN sa eritrocitima, pri izlaganju krvi elektromagn@tm
zra&éenju u vidljivoj oblasti [Creang D. E., 2009]. Nivo hemolize pri istovremenom
prisustvu MNC i dejstvu elektromagnetnog polja, znatno je vidizbira vrednosti koje
se dobijaju RF z&enjem i uticajem MM, ponaosob [Edejdel C., 2009]. Takie je
pokazano da je brzina hemolize Zajmo drugdija za razléite obloge, recimo PLGA i
PEG.

Procene hemolitkog efekta MM koje su date u literaturi dobijene su koéegjem
razligitih metoda, pa tako nisu pogodne za pgerge.Cak i kada su koreni slgni
pristupi, faktori kao Sto su antikoagulanti plazmesme inkubacije krvi, centrifugalne
sile, talasna duzina elektromagnetne pobude, Vissireod sl¢aja do sldaja. Za sada je
nemoguce precizno zakljgiti zasto u nekim skajevima dolazi do hemolize, i koje su
osobine korigenih MNC za to odgovorne [Creaad. E., 2009].

Pored navedenih, vrSe se i eksperimenti usmereidiekdifikaciji sulkelijske lokalizacije
MNC, optimizaciji MNC za spajanje sa aksonima i kég&ju magnetnih polja kao
inicijatora razlitih interakcija MNC u organizmu.
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4. PRIMENE NANO-CESTICA OKSIDA GVOZ PA U MEDICINI

4.1. Nanoé¢estice kao prenosioci spoljasnje pobude: Primenehipertermiji

Red "hipertermija" je gtkog porekla, i ozngava pregrevanje, tj. povanje telesne
temperature koje prevazilazi normalne granice [Mb&, 2004]. Zdravéelije imaju
razvijene mehanizme za odienje prekomerne toplote do odemog nivoa, dok obolele
¢elije (kao Sto sueelije raka) pdinju da odumiru pod ekstremnim uslovima. PosSto su
visoke temperature opasne i za zdrave i za obéédie, cilj terapije hipertermijom je da
zagrejecelije do nivoa na kome zdravelije prezivljavaju, a obolele slabe, ili odumiru.
Razvoj nanotehnologijemogucio je da se K oksida gvoda upotrebe za generisanje
toplote pod uticajem spoljasnjeg naizntermig magnetnog polja, odnosno u hipertermiji.
Po3to se za obe primene mogu Koristiti iste Igre nego Sto se pristupi hipertermiji,

njihova raspodela u organizmu se moze preciznodddMRI metodom.

Istrazivanja hipertermije koja za zagrevanje koristale ¢estice u naizme&inom
magnetnom polju, gela je krajem 1950-tih, ali je u to vreme¢ia studija sprovdena
na neodgovarafim zivotinjskim vrstama, ili loSe odabraniex vivouzorcima tkiva, a
termometrija je bila neprecizna. Posto ni paranmeizmeninog (AC) magnetnog polja
nisu bili optimizirani, rezultati ovih istrazivanjaisu imali poseban Kklitki znaiaj
[Jordan A., 1999]. Za uspeSno vrednovanje metodk, $u potrebne studije sa
pouzdanim i uporedivim podacima ia-vivo rastu tumora, uklgujuci i sve vazne
provere, precizno péanje temperature i posmatranje patoloskog tkivartokretmana, a
one su bile retke. Od tada je ulozeno mnogo tdargtsempirijskog rada kako bi se ovi
nedostaci uklonili, i na odgovar&junatin objasnio terapeutski efekat hipertermije na

nekoliko nage&e tretiranih tipova tumora [Hiergeist R., 1999].

Cestice oksida gvaa za grejanje tumora prvi put je upotrebio Gilohf@Gilchrist R.K.,

1957]. On je za to koristigesticey-FeOs, velicine 20-100 nm, koje je grejao u AC
magnetnom polju frekvencije 1.2 MHz. 1980-tih, otkno je da koloidne disperzije
subdomenskih superparamagnetnih (SPM)dksida gvoa (SPION) imaju izvanrednu

specifénu brzinu apsorpcije snage, SAR [W/g]. SAR je defina kao snaga grejanja po
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gramu magnetniltestica, SAR=@T/At, gde je C specini toplotni kapacitet, koji, u
slicaju kada swestice raspodeljene u tkivu, mora se uzeti u obwplotni kapacitet
tkiva. Za Kliniki tolerantneHqf kombinacije (H-intenzitet, f-frekvencija magnetnog
polja), SAR koje omogtavaju SPION su mnogo &e od onih koje se dobijaju pri
histerezisnom zagrevanju die, viSedomenskih (MD¥estica. 1993. godine je prvi put
pouzdano ustanovljeno koje su amplitude i frekvjenidipolja pogodne za primene kod
ljudi [Jordan A., 1993], a Shinkai sa saradnicimay eksperimentu na pacovima,due
prvima proizveo i primenio magnetne lipozome zatartelijksu hipertemijuc¢vrstog
tkiva subkutanog glioma [Shinkai M., 1999].

Za terapiju tumora, generalno se koriste dve vatej&ipertermije:
« "Umerena" hipertermija, na temperaturama idme&l i 46°C ima za cilj da
modifikuju¢i razlicite proteine unutaéelije tumora, utte na njihov rast i deobu i
izazove nespecifan imuni odziv organizma, ili dovede do njihove pioze,

¢elijske smrti izazvane regulativnim sistemom saeilge [Hilger I., 2002].

« Termoablacija, na temperaturama 46°66koja dovodi do nekroze, koagulacije

ili karbonizacijecelija tumora.

Ova dva mehanizma proizvode potpuno tdtdi bioloSke reakcije, i imaju razlte
primene [Jordan A., 1999]. "Umerena" hipertermijgdukuje gotovo reverzibilno
oStetenje celija i tkiva, ali dodatno povava osetljivostéelija tumora na zegenje i
poveava efikasnost hemoterapije, jer onem&@ya obnavljanjetelija raka oStéenih
primenom ovih metoda. Nmni tretiranja tumora hipertermijom mogu se podédliha
osnovu prirode izvora zagrevanja, i mete, koja mioifiecelo telo, odréeno tkivo, ili

jednacelija tumora [Mornet S., 2004].
Izvori toplote koji se koriste za hipertermiju moggl grubo podeliti na tri vrste:
» zagrevanje spoljaSnjomdmoZu,

* izvori sa beskontaktnim aplikatorom (ultrazwiy mikrotalasni, radiofrekventni
(RF), infracrveni (IC))

e unutradnji izvori zréenja (sonde, antene, laserski fiberi, i r&a@i vrste

medijatora, ukljdujuci i nanaestice).
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Osnovni nedostatak ¥me ovih izvora je Sto nisu u stanju da predajuddiow energiju
ciljanim ¢elijama tumora, a da pri tome ne oStete okolnoawmlitkivo. Zbog toga se i
koriste medijatori koji pretvaraju energiju spohgg elektromagnetnog polja u toplotu.
Oni mogu biti kapacitivhog (koriste uglavhom elektiu komponentu poljeE), ili
induktivnog tipa (koriste uglavhom magnetnu kompunoe polja, B). lako veoma
efikasno, korigenje elektine komponente polja, moze dovesti do pregrevanjavad
tkiva, koje takde dobro apsorbujE-komponentu. Nasuprot tome, tkivo samo po sebi ne
apsorbuje induktivnu komponentu poBa pa se zagreva samo ono tkivo koje u sebi ima
magnetnecestice (medijatore) koje na takvo polje reagujusi@kgvo4a su posebno
pogodni medijatori, jer imaju znatno manju provosinmego neki metalni magnetni
materijali i njihove legure, St@ini apsorpciju E-komponente polja zanemarljivom.
Savremeni pristup hipertermiji kao medijatore kibrimagnetne nan@stice u formi

koloidnog rastvora (ferofluid), koji moze lako dasbrizga u organizam.
Na osnovu néna ubrizgavanja, hipertermija moze da bude:

» Hipertermija arterijalnom embolizacijom (AEH), gde magnetnéestice unose u
arterijski sistem koji snabdeva tumor krvlju. Naapwain se ostvaruje odiha
raspodela toplote u tumoru, sa oStrim padom naomjeggranicama. Méutim,
metod nije pogodan za tumore koji nemaju spé&aifisistem snabdevanja krvlju

(recimo mikro-metastaze), pa se po pravilu ovajothdristi za tumore jetre.

* Hipertermija direktnom injekcijom (DIH), gde sestice ubrizgavaju direktno u
tumor, pa je neophodno da on bude jasno vidljigstdpan. Oslobadjanje toplote
je uglavnhom vaéelijsko, a metod je primenjiv za veliki broj tipovamora. Kod

velikih ili nepravilnih tumora, moze biti neophoduni&estruka injekcij&estica.

« Unutacelijska hipertermija, kod koje se MNubrizgavaju intravenozno i na
odgovarajdi n&in, selektivno Salju @éelije tumora. Kod ove metode, maguje
kao n&in unoSenja Koristiti i arterijsku embolizaciju irektno ubrizgavanje.
Oslobaanje toplote je unutéelijsko, pa su potrebna slabija magnetna polja za
postizanje istog toplotnog efekta. To omégwa sigurniji i efikasniji tretman, a
mogu se tretirati i metastaze. Ova metdéda osnovu Hipertermije magnetnim

fluidom (MFH), kojoj¢e biti posvéeno viSe prostora u ovom radu.
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MFH je mnogo manje invazivna nego laserska, mikastea, ili ultrazvdna hipertermija,
jer ne greje zdravo tkivo, u kome je koncentrammgnetnihiestica obino veoma niska,
ako ih uopste ima [Jordan A., 1999].

4.1.1. Osnovni principi hipertermije magnetnog fluda (MFH)

Zagrevanjecestica magnetnih oksida gwa® male elekttine provodnosti, fme je
izbegnut uticaj vrtloznih struja) u spoljasSnjem azmentnom magnetnom polju nastaje
zbog gubitaka koji nastaju zbog promena orijen¢aoiggnetnog momentastica. Ako

je toplotna energija /& suviSe mala da omogdureorijentaciju magnetnih domena,
dominiraju gubici usled histerezisa, koji zaviser@alina remagnetizacije, Sto ukfuje
pomeranja domenskog zida, i(ili) nekoliko tipovata@je magnetnih momenata. Sa
opadanjem vetine ¢estica, dolazi do SPM ponaSaggstica, koje zavisi od temperature
i frekvencije pobude, i do pojave takozvanih Né&legubitaka. Na specifnu apsorpciju
snage moze se uticati i modifikacijom magnetizabiC, ali i tu, biokompatibilnost
ograntava upotrebu mnogih pogodnih elemenata, kao naepiwbalta.

U slwaju ferofluida, mogu se take pojaviti gubici usled Browne-ovog kretanja
magnetnih ¢estica u naizme&ihom magnetnom polju. PosSto pored karakteristika
magnetnog polja, prenos snage pri hipertermijiissii zavisi i od prirode MK, i od
karakteristika njihove obloge, ferofluid mora bdetaljno optimiziran, a optimizacija
obloge MNC u tom pravcu, moze dodatno da doprinese apsorguége [Jordan A.,
1999]. Dosadasnji eksperimentalni rezultati ukanguypotrebu za detaljnim ispitivanjem
rotacijecestica u bioloSkom tkivu, tokom raglih primena. U zavisnosti od frekvencije
pobude, veliine i oblika ¢estice-jezgra i njenog magnethog momenta, mogu se
optimizovati njegove oscilacije unutar obloge, aleopoznaje struktura materijala obloge
i njen viskozitet. Sa druge strane, alestica osciluje u polju kao celina (jezgro i obloga
zajedno), mogénosti za podeSavanje su mnogo manje, pogotovoaitew da ferofluid
za medicinske namene bude neka vrsta neto&svodene disperzije, ograava izbor
materijala obloge i rastvata. Potrebno joS mnogo istrazivanja da bi se Stoizige
odredila zavisnost SAR u naizmémim magnetnim poljima, od 50-100 kHz, od

oscilacija NC obloZenih razlitim oblogama, koje imaju razito hidrodinaméko
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ponaSanje. €ekuje se da bi se istovremenom optimizacijom magetjezgra i
ovojnice, mogle dobiti vrednosti SAR od 400-500 Y¥&) [Mornet S., 2004]. Pri tome
se ipak mora voditi kuna da obloga mora da ostane netoiaii biokompatibilna i da

omoguci vezivanje MNC za ciljaneéelije i tkiva [Kim D.H., 2006].

Koncentracijecestica u ferofluidu se oltio kretu u opsegu od 8107 cestica/nd
[Goya G.F., 2008], a njegova stabilnost zavisi adnpteze izméu priviacnih Van der
Walsovih i dipol-dipol magnetnih sila izrle cestica i odbojnih stefih i
elektrostatikih sila izmetu samihcestica, icestica i ténosti [Jordan A., 1999]. Za datu
pobudnu frekvenciju, postoji "idealna" u#ha ¢esticed ferofluida, koja omogtava
maksimalni SAR. Da bi se minimizovala masa feraluikoja je neophodna za
terapeutski tretman odtene zapremine ciljnog tkiva (tumora, na primer)freono
ostvariti usku raspodelu veéine cestica oko idealne. Osim minimizovanja ubrizgane
kolicine MNC, to kod klingkih primena omogtava i finu kontrolu predaje toplote
obolelom podrgju, uz minimalno o&céenje okolnog zdravog tkiva. Veliki SAR
podrazumevaju krace vreme izlaganja celog organizma spoljasnjem pudndpolju
[Lima E., 2013].

Kod MD fero i ferimagnetnihtestica, toplota se oslofe pretezno zbog histerezisnih
gubitaka, nastalih usled pomeranja zidova magnetfumena. Kod SPION takvih
gubitaka nema, jer nema ni domenskih zidova, aggaese predajéesticama tako Sto
njihov magnetni moment rotira preko energetskejdrarib=KV, gde je K efektivha
konstanta magnetne anizotropije, a V zapreminaCMEnergija se oslolda tokom
precesa poznatog kao Neel-ova relaksacija, po zakgnt,e“V“D, gde je 4 konstanta
reda 10 s, k—Boltzman-ova konstanta, a T temperatura. ieretija f, koja omogtava
maksimalno grejanje ponmio ovog mehanizma data je relacijomf@n=1, koja moze i
eksperimentalno da se izmeri, jer odgovara maksiopalrednosti imaginarnog dela
magnetne susceptibilnosti=y'-iy". Istrazivanja SAR ostvarenog SPIQfésticama sa
dijametrom jezgra izn# 3 i 150 nm, bez, ili sa oblogom od dekstrana,nékog
njegovog derivata, u opsegu amplituda magnetnojg pdl 6.5 do 14 kA i frekvencija
od 300 do 1000 kHz, rastvorenih u fizioloSkom rasty ili vodi, dali su vrednosti SAR
od 0.1 do 626 W/g(Fe), u nagam broju sldajeva, véi od 100 W/g(Fe) [Mornet S.,
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2004]. Takde je ustanovljeno da za MN oksida gvo#a, SAR raste kada raste
molekularna tezina obloge od dekstrana [Morne2@04].

Zbog velikog broja parametara koji &ti na SAR (vellina, raspodela veline, oblik,
hemijski sastav i kristalna struktutastice, amplituda i frekvencija pobudnog magnetnog
polja, mehanizam apsorpcije snage, itd...) teSkeqeijski odrediti izraz za SAR koji bi
vazio u Sirokom opsegu svih pomenutih parametaaasypeksperimentalna merenja od

sustinske vaznosti.

| kod ferofluida sa Mesticama, i kod onih sa SPION, mégsu gubici energije i usled
Brown-ovog kretanja. Vreme relaksacije Brown-ovogeténja dato je relacijom:
ts=3nVe/KT, gde jen viskoznost sredine u kojoj sestica nalazi, a ¥ hidrodinaméka
zapreminacestice (zapremin&estice sa oblogom). Maksimalni gubici energije ovim
procesom se dobijaju zarfdts=1. Nije lako razdvijiti Neel-ov i Brown-ov doprisa u
predaji energije kod hipertermije [Mornet S., 2Q0%¢orijski, kriticni preinik ¢estice na
kome dolazi do promene mehanizma moze se odreditslova {=tg. Kada je prénik
cestice blizu te kritine veltine, pogodno je koristiti efektifno vreme relakgeci
tefr=tnts/( tn+ts), Na osnovu kojeg je frekvencija pri kojoj dolam maksimalnog grejanja
definisana kao: #estess = 1.

Doprinos Brown-ove relaksacije moze se odreditipekisnentalno, ako se spgre
slobodna rotacij&estica [Hiergeist R., 1999]. U tu svrhu su istrahivuzorci, koji su
prethodno, na osnovu vélne i vrste gubitaka merenih na 50 Hz, podeljedva grupe:
grupu A koja pokazuje SPM ponaSanje i grupu B wjkspy dominantni histerezisni
gubici. Velina i oblik ¢estica odréeni su poméu TEM mikroskopije i analize Sirine
karakteristtnog XRD pika. Srednja veina c¢estice razliitih uzoraka varirala je od 8 nm
za tipine ferofluide estice tipa A) do nekoliko 100 nm za feromagnetagpsnzije
(Cestice tipa B). Krive magnetizacije su merene upemraturnom opsegu od 10 do 300 K,
i pomcau njih je odréena temperaturna zavisnost zaostale magnetizakgercitivnog
polja. SAR je odréen poméu vremenski zavisnih kalorimetrijskin merenja. Sema
eksperimentalne postavke je prikazana na Slicl4.1.
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Slika 4.1.1. Eksperimentalna postavka za kalorijs&r merenja vremenske zavisnosti SAR
[Hiergeist R., 1999].

Eksperimentalne krive porasta temperature u ovimraima u RF-magnetnom polju
frekvencije 410 kHz i amplitude 6.5 kA/m, prikazanena Slici 4.1.2.
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Slika 4.1.2. Rast temperature pri zagrevanju u Blisgestica magnetita u komercijalnom gelu: (a)
ferofluid (uzorak tipa A) i (bfestice tipa B. ObeleZene sucptna téka RF-pobude i tka topljenja
gela. [Hiergeist R., 1999].

Kod uzoraka tipa B, u@va se znatno ¥¢e gubitak snage u tmosti (prevojna tka
karakteristike na oko 850 s), neg@wrstom gelu (Slika 4.1.2. (b)). Nasuprot tome, kod
rastvorenog ferofluida moze se primetiti samo nagaijacija karakteristike na dki
topljenja gela (Slika 4.1.2. (a)). Wena razlika pote od razkitog uticaja Brown-ovih
gubitaka na grejanje ove dve vrsiestica. U sltaju ¢estica B, Brown-ovi gubici su
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znaajni, Sto dovodi do zrtajne razlike izméu gubitaka snage u gelu (gde je Brown-ova
rotacija onemogtena) i u ténosti, gde je ona moga. Kod veoma maliktestica,

prisutnih u ferofluidu A, Brown-ov doprinos je maliova razlika je zanemarljiva.

Na osnovu Browne-ove i Neél-ove teorije relaksacijeeksperimentalnih provera,
pokazano je da subdomensiestice (vekine desetak nanometara) apsorbuju mnogo vise
snage u, za ljude podesnim oblastirklgf naizmentnog magnetnog polja, nego

multidomenskecestice (vekine mikrona), koje se zagrevaju prevashodno na\asno
histerezisnih gubitka. Ustanovljena je i odgovatajzavisnost, SARH 2f, gde jex

konstanta materijala za datlsf kombinaciju. Za optimalan jeddasovni MHF tretman,
proizvod Hof treba da bude manji od 4.85%18m™s?, pri cemu, zbog karakteristika
tkiva, frekvencija treba da se keeu opsegu 50 kHz do 10 MHz, pa se za amplitude pol
biraju vrednosti od nekoliko desetina KArfMornet S., 2004].

Da bi se utvrdile moginosti MFH za selektivno regionalno zagrevanje i lokacija
u telu trebalo je razviti odgovardj aparature za regionalno grejanje naizirem
magnetnim poljem, a migracije ferofluida van ollasttmana diniti zanemarljivim.
Takaie je bilo potrebno reSiti i tehtke probleme, kao Sto je gubitak toplote u
magnetnom jezgru aparature, mekikaiopteréenje cele konstrukcije, i mnoge druge.
Jedan rani prototip aplikatora naizms8mg magnetnog polja za lokalnu MFH kod malih

zivotinja, prikazan je na Slici 4.1.3.

Slika 4.1.3. Prototip maSine za tretman naiziv@m magnetnim poljem sa frekvencijom od
500 kHz i amplitudama do 10 kA/m. Vazdusni zazognenog jezgra od 20 mm, je pogodan za
tretiranje miSeva i drugih malih Zivotinja. Zbogzligitog poprénog preseka tela i provodnosti
tkiva, na ljudskim kiima bi trebalo koristiti nize frekvencije, tj. 5@Q kHz [Jordan A., 1999].
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Merenje SARIin-vivo otezano je&injenicom da je téna koncentracij&estica na ciljnom
(grejanom) mestu o#o nepoznata [Goya G.F., 2008]. SAR merenja niz®EINC,

sa prosénim velicinama u rasponu od 3 do 26 nm, pokazala sdagna zavisnost SAR
od velkine gestica, 5to sugerise da je neophodno Koristitidaketode sinteze MiKkoji
omoguavaju podeSavanje veéine cestica za date eksperimentalne uslove [Goya G.F.,
2008]. Pokazano je da je optimalan qmi& Fe;O, cestica koji omogéava maksimalan
SAR oko krittne dimenzije za prelaz iz jedno- u viSe-domenskinme ali nije odena
jaka korelacije izmé&u magnetizacije zasnja Ms (ili magnetnog momenta jedne
destice) i SAR vrednosti za MNu SPM rezimu [Goya G.F., 2008]. Zastice srednje
veli¢cine u SPM rezimu, SAR g®vecavaju sa frekvencijom, a od amplitude polja zavise
po kvadratnom zakonu. Histerezisni gubici u feronegim ¢esticama, od frekvencije

zavise linearno [Hergt R., 2006].

4.1.2. Bioloski koncept MFH

Zagrevanje do temperatura izéie4l i 46 C dovodi do umerene inaktivadigija, koja
zavisi od deponovane toplotne doze. lako krive kmj&azuju reakciju tkiva na doze
toplote veoma &e na krive koje prikazuju reakciju na doze radj@di lekova, kriticni
mehanizam koji dovodi do toplotne inaktivacijéelije, joS uvek nije poznat.
Najverovatniji razlog za to je Sto, za razliku oozpatog oSt&enja DNK zr&enjem, ne
postoji samo jedan, specifin deoc¢elije na koji deluje hipertermija, pa mnoge osobine
¢elije 1 procesi u njoj utiu na njenu toplotnu inaktivaciju. Hipertermija jakiice na
vecinu biomolekula, a posebno na regulatorne protdimaze, ili cikline, koji su
ukljuceni u rast i diferencijacijéelije, kao i na odidene receptorne molekule, koji su
ukljuceni u putanje za prenos signala. Nekoliko minutkRonahipertermije wueliji se
stvara posebna klasa proteina, takozvanih proteijplatnog Soka (hsp), koji Stiteeliju
od daljeg zagrevanja i posevaju verovatnéu prezivljavanjuéelija nakon pregrevanja
(efekat termotolerancije). Uticaj hipertermija nietienost regulatornih proteina dovodi
do promena welijskom ciklusu i mozetak da indukuje apoptozu, smielije koju
izaziva sam regulatorni siste¢elije. Delovanje molekularnih mehanizama koje akdiv

hipertermija joS uvek je predmet obimnih istrazijzan
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Poznato je da kombinovani efekat ¢gmja i hipertermije na nivogelije, uglavhom
nastaje jer se, nakon o&mja DNK radijacijomgelije, usled delovanja toplote, slabije
obnavljaju. Procesi obnavljangalije su manje efikasni, bilo da se toplotom delpje ili
posle ozr&avanja, a precizno je definisan i vremenski intema oba ova modaliteta.
Treba napomenuti da su oba ova procesa (radija@st&enje i poviSena temperatura)
istovremeno prisutna pri oZfavanju tkiva teSkim jonima, Sto je pored ¢dk prostorne
kontrole deponovane energije, dodatni razlog zaetnu efikasnost ovog tretmana
tumora. Poznato je da séelije tumora koje imaju malu koncentraciju kiseanik
(hipokskne), znatno otpornije na Zenje, ali znatno osetljivije na temperaturu, nego
¢elije sa velikom koncentracijom kiseonika (eudks). Zbog toga je kombinovani
tretman tumora ztmnjem i hipertermijom znatno efikasniji nego tretmaamim
zra&enjem [Mornet S., 2004]. Savremena istraZivanjausmerena i na razumevanje

odnosa izméu termalne tolerancije i efikasnosti delovanja ddreh lekova.

Primeeni su i drugi efekti hipertermije na nivou tkivkao Sto su promene
mikrovaskulature, protoka krvi (mnogi tumori imagpeciftan sistem snabdevanja
krvlju, koji je bitno razltit od normalnog, Sto otvara radte zanimljive mogunosti za
njihov tretman nantesticama), statusa energije i kiseonikavitro je demonstrirano da,
zahvaljuj&i promenama nekih povrSinskih molekularnih recegtoéelije raka koje su
tretirane toplotom imuni sistem dotmaa bolje prepoznaje, pa ikelije ubice imunog

sistema lakSe pronalaze i uniStavaju [Multhoff @93].

U jednoj zanimljivoj studiji [Jordan A., 1997] treaina izogernog C3H karcinoma
mlecne Zlezde miSa, koji je transplantiran u njegovsndezadnju nogu, magnetni fluid je
dat intralezijski, bez anestezije, a pre tretmam@gzmenénim magnetnim poljem,
ustanovljeno je da se magnetni fluid u ciljnoj jedeponovao u skladu sa&ekivanjima.
Necatekivano je ustanovljeno, da je nakon prve MFH sesgspodela magnetnilestica
dodatno homogenizovana. Ovaj novi efekat, koji @vaove perspektive, ne samo kod
hipertermije, vé i pri usmeravanju dejstva lekova, genetskoj i iowrapiji, nazvan je
"termalni bystanderefekat". Da bi se ispitala mogwst MFH kao mono-terapije (bez
dodatnog zréenja, ili lekova) za lokalnu kontrolu tumora, Zivgé su tretirane 30
minuta, odrzavajti temperaturu tumora od 4T, koja je neuolthjeno visoka za

hipertermiju. Dobra kontrola rasta tumora je ostwarkod 44% zivotinja (Slika 4.1.4 (a)
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i (b), Sto ukazuje da bi MFH mogao postati minineainvazivni pristup za regionalno
selektivno tretiranje toplotom na mikroskopskomauiy koji obéava bolje rezultate od

bilo kog slénog metoda, koré&nog do sada.
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Slika 4.1.4 (a). Krive rasta C3H karcinoma &nle Zlezde miSa: (1) netretirani (kontrolni) uzorak,
(2) dekstran (Jordan A., 1999).
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Slika 4.1.4 (b). Krive rasta C3H karcinoma time Zlezde miSa: (1) dekstran+ferit, bez tretmana u
magnetnom polju i (2) MFH tretirane Zivotinje. Vigé da do uticaja na rast tumora dolazi tek
nakon zagrevanja naizmeénim poljem, Sto dovodi do 44% smanjenja tumora dBadnakon
tretmana [Jordan A., 1999].

4.1.3. Perspektive primene MFH

Rezultati in vitro eksperimenata sa ra&iiin tipovima tkiva ukazuju na veliki potencijal

pravilno izabranin¢estica magnetita za primene u hipertermiji. Kakoobéoga moze
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funkcionalizovati tako da na nju reaguju samo bilakoli odreiene vrste, modga je
specifikacija tkiva icelija u kojima do apsorpcije toplote treba daielolstrazivanja
ukazuju da, kad jednom primiestice, tumor ne moze da ih se u potpunosti osiplpad
bi i ¢elije potomci trebalo da sadrze i do 50% oddiné cestica, koje sadrze roditeljske
éelije. Stoga, ne samo d=lije tumora u kojima se nalazeCNoksida gvodta sadrze
"markere" za svoju sopstvenu smrt, négoi potomci imati pov&anu smrtnost tokom
budwih primena naizmetinog magnetnog polja. Mogoost da séelije tumora napune
hiljadama c¢estica, koje bi, za razliku od gena, postale aktitek nakon primene
spoljasnjeg naizmetmog magnetnog polja i dovele do smrti sééija koje ih sadrze, je
zaista fascinantna.

Dobijanje magnetnih fluida od 8 sa funkcionalizovanom povrsinom, koja oméaya
njihovo ciljano smesStanje i selektivhu inaktivacijelija raka, pri minimalnim
koncentracijama KN, takale je izazov za namike. MoZe se &kivati da ¢e
nanotehnologije ponuditi nove strategije funkciaredije, 1 nove tipove
funkcionalizovanih ¢estica, kojece mci da izbegnu delovanje retikulo-endotelnog
sistema. Posebnu paznju treba posvetiti dizajnh diitH, koji ce omogditi tretiranje
tumora sa loSom prognozom i tumora koje se teSkjugkao Sto su tumori mozga i

organa sa velikom perfuzijom (bubrezi, jetra,calu

Pored togaginjenica da magnetnéestice to prestaju da budu na jasno definisanoj
temperaturi (Curie temperaturag)T bar u principu pruza moguoost za samo-kontrolu
maksimalne temperature pri hipertermiji. lako je ©ksida gvo#a, magnetita i
maghemita, dosta visoka (6hb preko 570FC), kod drugih oksidnih materijala ona je
znatno niZza, i moze se podeSavati na razreegpromenom sastava, ugtie, oblika
gestice, itd...). Tako je kod basSr 2sMn0s, Tc=56 °C, a kod LggSr MnOs, Tc=48°C,

i oba ova materijala pokazuju dobro definisan plat temperaturama podesnim za
hipertermiju [Mornet S., 2004].

Neophodan je i veliki broj i prekliskih i Kklinickih studija sa postojm
biokompatibilnim ferofluidima i Kklintkim prototipovima aplikatora naizmeimog
magnetnog polja, kako bi MFH prerasla u standarklimic¢ku terapiju. Mé@u prvim
publikovanim klintkim iskustvima primene hipertermije je tretman @aaog lokalnog

chondrosarcoma [Mornet S., 2004] i primena intefisine hipertermije u kenju
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humanog kancera prostdtlohannsen M., 2005Fahvaljujiti rezultatima ovih obimnih
istrazivanja, vé je konstruisano nekoliko prototipova aplikatoraji komoguwavaju

tretiranje ljudi, a jedan od njih prikazan je n&cB4.1.5 [Johannsen M., 2005].

Slika 4.1.5. MFH300, MagForce Nanotechnologies,liBeaplikator naizmegnog magnetnog
polja frekvencije 100 kHz i podesljivog intenziteteagnetnog polja 0-18 kAf

Sirok spektar novih bioloskih strategija, nova stwa sa klintkom hipertermijom,
otkrice "termalnog baistender efekta", upotreba precizigtema za wienje ¢estica, uz
nove metode interventne radiologije i mikrohiruegipb€avaju pojavu novog efikasnog
oruzja protiv raka, MHF.
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4.2. PrenoSenje i usmeravanje lekova pondo nanoestica

Konvencionalne tehnike za isporuku lekova imaju gmograntenja, kao Sto su niska
efikasnost (usled nestabilnosti lekaaliji, hemijskih osobina molekula ispatfilaca leka,
promena u genetskom sastavu povrsinskih recepédifa, promena u putanjama signala
usled napredovanja bolesti, degradacije leka.gjar@ena biodostupnost (samo deo
primenjene doze leka koji dospeva u sistemsku ladiu stize do Zeljenog cilja), brzo
uklanjanje retikuloendotelnim sistemom (RES) i damnanje imunog sistema [Sletter
K.D., 2011]. Mnoga pomenuta ogréenja ,klasénih” metoda isporuke lekova mogu se
prevazéi primenom nanéestica za kontrolisanu isporuku lekova, to je gosedna od
vodelih oblasti multidisciplinarnih  nammih istrazivanja, koje kao svrhu imaju

unapréenje zdravlja pacijenta.

NANONOSACT NANOURERAJI
MNanocestice s .
Nanofipovi
®e (neorcanslke .
metal)
Nonoroboti
Micele 109 m @
[ 103m Nanopore
““"'. i _Fl
S Lo = i =
S - 10°m &

v B Earhon
o, e -12 v
o . - 10+ BANOCevl
5 250 Dendrimeri s

' 10-15m

Moanozce
-1% —
_ 10-=1m -:_:][';-_7
Kvanine | )
tacke 104 n
[ 1024m Nancljusle @

4.2.1. Tipovi nanonosa i nanourdaja [Sletter K.D., 2011].
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Osnovni zadaci ciljane isporuke lekova su: da omio@pecificno usmeravanje i
isporuku leka jasno definisanom cilju, omégwkontrolu prostorne raspodele leka i
njegovog otpustanja, smanji toksost i obezbedi biokompatibilnost leka, Sto bi
omoguilo da se razviju ,sigurni lekovi [De Jong W.H2008]

Dakle, kontrolisani sistem lokalne isporuke lekgamasu NC ima tu prednost da su
toksicni i takozvani sporedni efekti njihove sistematsggmene, u velikoj meri
izbegnuti, ili bar drastho smanjeni. Ovakav sistem je stabilan posle adtniranja,
primenljiv za mnoge kategorije lekova, ima sposabrimfilizovanja i relativno nisku
cenu [Singh K., 2013], Sto z&gno poboljSava dijagnoski i terapeutski potencijal
mnogih lekova. Kontrolisandostava lekova je posebno Zapa u sldajevima kada se,

iz nekog razloga, lek ne moze na drugiingrimeniti, ili uneti u organizam

Prednosti primene ciljane dostave leksudAkhtar J., 2009]:

» Difuzija nan@estica u kapilarnoj mrezi je brza, pa se postiikasha dostava
lekova do obolelog tkiva.

* Nanaestice mogu da se ke i izvan krvnih sudova i tu deponuju lek, to
omoguava njegovo odloZeno oslatamje u ciljanom podwtju.

» PostiZze se terapijski odgovor u ciljanim organirassamo jednom desetinom leka
od one u slobodnoj dostawiime se koncentracije leka u slobodnoj cirkulaciji
smanjenjuje se za faktor 100 ili viSe.

 Mogwe je kontrolisati otpuStanje lekova u ciljnom tkiwuintervalima od 30
minuta do 3Gasova

* Metod se moze Koristiti na bilo kom delu tela.

* Problem otpornosti na lek zbagmoguc¢nosti da se lek transportuje kréelijsku
membranu tumora moze se prevazier celije tumora imaju znatno ve
fagocitnu aktivnost od normalnih, paNnogu lak3e da se internalizuju

Medutim, uaieni su i neki problemi koji zahtevaju prilatpvanje strategije primene

cillane dostave lekova, posebnanuwivo uslovimalAkhtar J., 2009]

» Brzocis¢enje iz organizma, pogotovo nosilaca koji koristétala.
* Imune reakcije pri intravenskom unoSenju.

» Heterogenost ciljanog tkiva.

- Problem nedovoljne lokalizacije lekatalijama tumora
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» Difuzija i preraspodela otpustenog leka moze dowkshespecitine akumulacije
(tj. akumulacije u nezeljeno tkivo).

» _Nanaestice odgovarafih karakteristika je teSko proizvesti u velikim
kolicinama.

» Ogranteno prihvatanje N od strane biosistema

» Lek je teSko usmeriti ka organima koji su smestrioko u organizmu

* Magnetno vdenje je relativno skupa tehnika koja zahteva spkmgvane
proizvadace aparatura i posebnu kontrolu kvaliteta.

» Potreban je specijalizovan magnet za ciljanje, kara da ima stabilan gradijent
magnetnog polja, da bi se izbeglo lokalno predopr#gokseénim lekovima.

« Neophodne su napredne tehnika zaégmge NC i obweno osoblje, kojete
obavljati sloZzene proceduredenja i aktiviranja leka.

Kada NC dospeju u krv moZe da de do njihove aglomeracije, promene svojstava i
sekvestracijecestica, kao i do nespedifie interakcije izm@&u nand@estica i proteina
plazme, Sto moze da pokrene delovanje imunog sisteaxtelijskin matrica i neciljanih
éelijskih povrsina. Ovi mehanizmi mogu dovesti dagdgoda N budu izbdene iz
organizma, ili da se prevremeno vezu za necilfgiiju i tako ne ispune ulogu koja im je

namenjena.

Postoje i razliita anatomska ografenja koja ogragavaju pristup ciljnom tkivu
nanaesticama odiene veléine (npr. ekstavazacija iz krvnih sudové& Kojima je cilj
limfa). Ova ogranienja treba posebno uzeti u obzir kada & cilj imaju organe kao $to
su mozak i bubreg, jer samo dovoljno malé ddgovarajaih fizicko-hemijskih osobina

mogu pr@i ¢ak i krvno mozdanu barijeru.

Strategija usmeravanja i koncentrisanja ®Nkao nosilaca lekova, u Zeljenu oblast
(tkivo) pomcu spoljasnjeg magnetnog polja je¢vdobro zasnovana [Boyer C., 2010,
Mornet S., 2004]. Kada se ferofluid intravenski se@ organizam, spoljaSnje magnetno
polie pomaze u akumulaciji M na Zeljenim mestima u organizmu, tako da je ndegu
ostvariti zng&ajnu koncentraciju npr. hemoterapijskih agenasecijanom mestu bez
vetih toksiénih efekata. Osim od §ne primenjenog magnetnog polja, akumulacija ®N
zavisi i od fizioloSkih parametara, kao Sto su darel cestice, karakteristike njene

funkcionalne povrsSine, i brzina protoka krvi [Rakdslin R., 2010].
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Slika 4.2.2 Magnetno usmeravanje leka u spedifiregion. Kateter je umetnut u arteriju koja
hrani tumor, a magnet je postavljen iznad ciljarmestg Tartaj P., 2003].

MNC bez obloge mogu éelijskom okruzenju izazvati denaturizaciju proteigto dalje
moze proizvesti tok&ne efekte [Chomoucka J., 2010]. NeobloZzene SRi€stice bivaju
brzo apsorbovane makrofagama, sto je iskeri® za njihovo usmeravanje u jetru i

slezinu, ali je ovaj metod ograen uglavnom na ova dva organa.

U primenamain vivo MNC moraju biti obloZzene biokompatibilnom oblogom, &oj
spre&ava stvaranje velikih agregata, promene u origmjaktrukturi i biodegradaciju
MNC tokom njenog boravka u bioloskom sistemu. Lekaving oblogu mogu vezati
pomaiu kovalentne, vodotine, ili neke druge veze polarnog tipa, kao i pémo
hidrofobno/hidrofilne interakcije. Lek se moze vezalirektno na SPION (kao u slaju
citostatika amptohecin-a), pa tek onda obloZitirégradljivom oblogom, kao Sto je
kombinacija polivinilalkohol/polivinilamin. Oblogéoje se koriste u isporuci lekova
moraju da imaju odgovaraja hemijske karakteristike, da budu rastvorljive adivi
biorazgradljive [Jokano¥iV., 2012]. Mogue je da lek promeni karakteristike originalne
MNC, kao 3to su hidrodinagka veliina, stabilnost i magnetizacija i dadetina njihovu
bioraspodelu [Jain T.K., 2008].

SPION sa organskom oblogom, na koju je vezan lekapale su se veoma korisnim,
kako za transport leka u Zeljenu oblast, tako ibe§u vizualizaciju ciljne oblasti u
organizmu, pomé MRI tehnike [Boyer C., 2010]. & oksida gvoda, uglavnom

magnetita (F¢€D,) i maghemitaf —Fe0s3) nageXe se koriste za ove primene, jer su jako
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magnetni materijali, kao Sto su kobalt i nikl, taks, podlozni oksidaciji i stoga manje

pogodni za upotrebu [Tartaj P., 2003].

Da bi se povéala verovatnéa dacestice stignu do Zeljenog mesta u organizmu, nakon
oblaganja njihove povrSine odgovar@m oblogom, oblozi mogu da se dodaju ligandi,
koji imaju tendenciju da se vezu za odgovatrajéelije, poma@u procesa molekularnog
prepoznavanja, kao Sto je interakcija antitelogerti Ligandi su obno oligo-saharidi,
oligo-peptidi (RGD, NGR [Boyer C., 2010]), mali neduli, kao folna i oleinska kiselina
[Boyer C., 2010], aptamer-i, proteini (monoklonabnaitela [Boyer C., 2010]) i njihovi
fragmenti, pricemu ovaj poslednji izbor ima bar dve mane,dmeli antitela (oko 20 nm)

i njihovu osobinu da izazivaju imuni odziv organaniNasuprot tome, receptori folne
kiseline intenzivno interaguju sa povrSindmlija raka, a pored toga pomazu unoSenje
inkapsuliranih lekova u pronadjenslije raka [Boyer C., 2010]. Poré@ ovakvog
ozna&avanja ligandima, mode je delovati na vaskularne embolije i trombovey kaa

metastaze tumora.

Magnetno jezgro se moze iskoristiti da se lek asibln Zeljenom trenutku, nakon Sto se
pomaiu MRI ustanovi da jelestica stigla do zeljenog cilja. To se postize loka
zagrevanjemcestice naizmegnim magnetnim poljem (kao kod hipertermije), koje
oslobata vezani lek iz ovojnice, za koju je do tada drosto vezan. Ovaj pristup ka@en

je u slkaju leka koji je smeSten unutar SPION obloge odnteosetljivog polimera
PEG-b-PEO-b-PEG, umrezenog zelatinom.

Lek se moze osloboditi i pordo kontrole pH vrednosti, Sto podrazumeva postojanje
takve veze izmi#u leka i nosée cestice koja je osetljiva na pH vrednost, kao Sttoje

slutaj kod leka doxorubicin-a vezanog za SPION oblodipali-oligo- etilenglikola

Hidrofobna/hidrofilna interakcija kor&na je da se doxorubicin inkapsulira u
hidrofobicno jezgro poli(D,L-laktid), stabilisano hidrofilnomvojnicom, na koju su
zaka&eni RGDpeptidi, kao agensi koji usmeravajesticu. Oslobdanje leka kontrolisano

je uticajem pH vrednosti na biorazgradivost jezgra.

Dugo vreme cirkulacije nagestica manjih od 500 nm omagya njihovu akumulaciju
u tumorima i oblastima upale u organizmu, pomefekta povéane propustljivosti i

retenacije (zadrzavanja) EPR. Ovaj efekat je ordegupovéanom propustljivodu
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vasularnog sistema i neefikasnom limfnom drenazorokalini tumora. Zacestice
veli¢ine 40-100 nm efekat zavisi samo od vremena pieZatja N u organizmu, tj. od
karakteristika obloge, dok zestice vekine ispod 20 nm, efekat zavisi i od wtie NC.
Manjim cesticama je potrebno k@ vreme da stignu do tumora, negcine ali je i
njihovo vreme zadrZavanja u tumoru éega Raspodela, pa time i efikasnost,Nzavisi
dakle i od njihove vetine, i od vremena njihovog zadrZavanja u oblastidta. MNC su
ve¢ korikene kao nosa vodonerastvorljivin lekova protiv raka [Jain T,K2008].
Merenjem promena intenziteta MRI signala karotidrterije miSa, pokazano je da ove
MNC imaju produzeno vreme cirkulacije u krvotoku, fobitno za ciljanu isporuku
lekova i vaskularna snimanja.

U jednom istrazivanju, dva ragiia ferofluida su primenjena néelije primarnog
ljudskog glioblastoma formiranog u intraoperativhonaterijalu. Jedan se sastojao od
cestica magnetita sa oblogom aminosilanskog tipapiinikom jezgra 10 nm, |
hidrodinamékim  preinikom 30 nm, sa uglavhom pozitivnim  povrSinskim
naelektrisanjem, a drugi je imao oblogu od dekstraa prénikom jezgra od 3 nm, i
hidrodinamékim pretnikom od 70 nm, sa neutralnim, ili slabo negativrpovrSinskim
naelektrisanjem [Jordan A., 1999]. Uteno je da obloga od dekstrana nije sasvim
pogodna za unutéelijsku primenu, jer moze da bude "napadnuta" odnst enzima i

lizozoma.

Prim&uje se dacestice magnetnog fluida imaju veliku adheziju za/rpmu celija
karcinoma, Sto nije, ili je izrazeno u daleko mameri, kod normalnil€elija. Primarne
¢elije glioblastoma mnogo vise (do 1000 puta) suodpsvale cestice magnetita sa
pozitivno naelektrisanom aminosilanskom oblogongmene sa oblogom od dekstrana.
Takade je u@eno da je apsorpcija oba tipastica, znatno & u ¢elijama glioblastoma
(oko 500-2000 puta), nego u normalnim neurons&gijama i fibroblastu [Jordan A.,
1999].
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Slika 4.2.3. SEM mikrografijatelije adenokarcinoma debelog creva uzgajanecd®a u
medijumu ispunjenom ferofluidom od magnetita sarasilanskom ovojnicom, p¥aika jezgra
oko 10 nm, u koncentraciji od 0.6 mg/ml [Jordan¥9299].

lako je vezivanje proteina za na®gtice u principu nepozeljno, u nekim¢gjevima ono
moze poméi da se prdu speciféne barijere u organizmu, kao Sto je ¢slu sa
apolipoproteinom, koji pomaze prolasku krvno-mozldrarijere.

U terapiji je mogde iskoristiti i druge osobine MW ili ferofluida. Usmeravanjem
mahnetnih ' pomaiu spoljasnjeg magnetnog polja méguje ostvariti embolizaciju
(zatepljenje) kapilara koji su napajali tumor i timeemogditi njegovu ishranu [Akhtar
J., 2009].

4.3. Nand@estice kao kontrasti za merenja magnetnom rezonanso

Magnetna rezonansa (MRI) je tehnika zasnovana manpesignala koji nastaje kada se
jezgro nekog hemijskog elementa sa neparnim brgjeatona nde u homogenom
magnetnom polju indukcijB8,, a istovremeno je izlozeno drugom, na njega naroral
promenljivom radio-frekventnom (RF) polju, koje pmokuje transverzalnu
magnetizaciju. Kori&nje ove tehnike za snimanja u organizmu ondagaju protoni iz
vode, razkitih tkiva, membrana lipida, proteina, itd. Nakoregtanka transverzalnog RF

signala, vektor magnetizacije tezi da se usmearlpbiro saBy, a protoni teZze da se vrate
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u ravnotezno stanje. Ovaj proces se nhaziva relgsamna zavisi i od intenziteta
statitkog magnetnog polja i od karakteristika sekvengeulisa RF talasa.

Relaksacija moze biti:

* longitudinalna (spin-lattice relaksacija), kojaksrakteriSe vremenom,;Tza koje
se magnetni momenti u merenom sistemu poravnagjuasecem poljaBy, (vreme

za koje se ponovo uspostavi 63% longitudinalne reizgcije),

» transverzalna (spin-spin relaksacija), koja se Wara&ge vremenom JIkoje je
potrebno da transverzalna magnetizacija opadne7ff & pdetne vrednosti
(iS¢ezavanja signala u pravcu normalnonBgpa

JosS dva vremena su vazna za razumevanje informkajge se dobija iz MR signala:
vreme ponavljanja RF impulsag {repetition time), i vreme kasSnjenja, odnosno vreme
izmedju zavrSetka RF impulsa i@tka merenja signalag{echo time). Od vrednostirT

i Tg zavisi da lice u MRI signalu preovladati;Tli T, efekat.

Kako intenzitet MRI signala zavisi od trajanja ma&a T, i T, i gustine protona u
posmatranoj zapremini, aie se menjati sa promenom navedenih parametarazitge
signala ¢e porasti ako se smanji;,Tpov&a T, i povea gustina protonaBrzine
relaksacije u razitim tkivima su razlite, Sto omogéava kontrast izm# razlitin
struktura, i kontrast iznie normalnog i abnormalnog tkiva. Bolje magnetnebos®
tkiva (Sto uglavnom zavisi od broja i koncentragy®tona, tj. od gustine i mobilnosti
molekula vode u njemu) omo@avaju intenzivniji signal, pée slika biti svetlija, a vazi i
obratno. Zato Ti T, imaju vrednosti koje su karakterigie za odréene vrste tkiva.
Promene u tkivu, kao Sto je promena gustine prateedem, ili tumor, utiée na
magnetnu interakciju protona iz vode, $® dovesti do promena u MRI snimku. Na
primer, u fluidima, koji su oldho povezani sa patologijama kao Sto su unutrasnje
povrede i lezije tumora,;Tje dug&ko, pa se T efekat uglavhom koristi za dijagnoze te
vrste promena. Tako se maligni tumori i metastaraota jetre, koji oldno sadrze
znatan broj Kupfferovil€elija, prilikom snimanja zasnovanog na Kontrastu, vide kao
sjajne lezije, nasuprot tamnog kontrasta. Dobam@rije i oksihemoglobin (osnovni
hemoglobin u arterijskoj krvi), koji je dijamagnétnpa ima slab odziv na relaksaciju

okolnih protona, dok je dioksihemoglobin paramaipétoji znatno bolje reaguje na
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protone iz okruzenja. To omogava da se odredi koji su delovi mozga bolje, a kdije

snabdeveni kiseonikom, kao i merenje varijacijaqia krvi. [Mornet S., 2004].

Treba uzeti u obzir i da promena magnetnog poljazlicitim materijalima zavisi od
njihove magnetne susceptibilnosti. Za tkiva je omala i iznosi oko 9 ppml(ppm =

1x10°), &to znai da je magnetno polje u tkivu samo malo manje negonjega.

Upotreba kontrastnog agensa mozecajr uticati na vremena relaksacije. Kontrastni
agensi mogu biti paramagnetna makromolekularnajedia, superparamagnetne (SPM)
cestice oksida gvaa (SPION), ili organski komplekesi jona retkih zdjm@Bahadur D.,
2003].

Postoji viSe kriterijuma za podelu kontrastnin aggm Prema gau na koji se
raspodljuju u organizmu (bioraspodela), kontrastgensi se mogu svrstati u sléee
grupe [Saebo K.B., 2004]:

* materijali male molekularne tezine rastvorljivi wdi, koji se raspodeljuju u
varcelijskomom prostoru. Oni se iz organizma izbacugnaino i imaju

ograntenu biotransformaciju.

* Vodo-rastvorljivi materijali koji u odrdenoj meri interaguju sa endogenim
krvnim  materijalom. Ovi agensi se izlwu renalno, sa ografenim

preuzimanjem od strane RES.

» Unutar-vaskularni¢estiéni kontrastni agensi koji se eliminisu, ili razlapueko
RES.

» Kontrastni agensi koje se unose u spe&adicelije, ili tkiva, pasivnim ciljanjem
pomaiu sekundarnin mehanizama bioraspodele.
» Kontrastni agensi koji aktivno ciljaju specifie ¢elije ili tkiva.

Prema preovidujucoj vrsti relaksaciji, kontrasti se dele na pozigvm negativne.
Negativni kontrastni agensi su uglavnom SPI&Ntice, sa hidrodinakim presnikom
vecim od 50 nm, koje indukuju veliko ski@nje vremena transverzalne relaksacije T
protona iz okolne vode, Sto dovodi do opadanjaniriteta signala, a time i do

"zatamnjenja" slike. Pozitivni kontrastni agensi gretezno paramagnetni helati koji
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izazivaju veliko skréenje vremena longitudinalne relaksacije 3to poj&ava intenzitet
signala iz posmatranog tkiva i "posvetljava" MRIiksl Za pravilan izbor kontrasta,
neophodno je utvrditi karakteristike ispitivanogvtk i na osnovu toga, tip relaksacije

koji omoguwava optimalan kvalitet slike.

Kontrastni agenasi se mogu podeliti i na osnovicifigaog odnosa FT;. Ako je ovaj
odnos 1-5, agens je pogodan da generiSe pozitivatrdst poméu T, sekvenci. Ako je

ovaj odnos vé& od 5, kontrastni ager® najbolju vizualizaciju obezbediti preke iTT .

Paramagnetni joni sa nesparenim elektronskim spifgadolinijum Gd*, gvoiie Fé*,
mangan MA") uticu na kontrast slike i intenzitet signala tako Stjisn lokalnim
magnetnim poljem efikasno sktgu vreme relaksacijeTprotona u svojoj okolini. Zato
se razne vrste organo-metalnih kompleksa male raldkd teZine koje sadrze pomenute
metalne jone koriste kao pozitivni MRI kontrastrgeasi. Prva generacija kontrastnih
materijala bila je zasnovana bas na materijalimaosgte, koji su sadrzali paramagnetni
jon GF* sa sedam nesparenih elektrona i velikim spinomiutie, Gd je potencijalno
toksican, a helati, organska jedinjenja u kojima je sere3a ovu primenu, nisu tkivo-

selektivni.

Druga vrsta kontrastnih agenasa koristi §Ma bazi oksida gvda (SPION). Kao
rezultat kolektivne interakcije magnetnih dipolarag, magnetni moment MNzavisi od
njene velkine, morfologije, kristalne strukture i uniformnbsOsim od magnetnog
momenta, intenzitet MRI signéé zavisiti i od kokine i polozaja MNC u tkivu, njihove
koncentracije u okviru datog voksela, parametarmagmjenog, magnetnog polja, idiaa
prikupljanja podataka [Wang Y.X., 2001]. | u malkancentracijama, SPION z&&gno
pojatavaju MRI signal, tako Sto skiaju vremena relaksacije; T T, u tkivima u kojima
se nalazi agens. SKenje T, relaksacije rezultuje hipersignalom, pacetina porast
pozitivnhog kontrasta, dok skianje T, i T,* pojacava negativan kontrast. U prisustvu
statitkog magnetnog polja SPION imaju velike magnetne emm zn&ajno veée od
obi¢cnih pramagnetika, Sto dovodi do jake dipolne irkkeja izmeiu njih i okolnih
protona i povéava brzinu relaksacije (kako longitudinalne takoansverzalne) protona
[Mornet S., 2004]. Efekat je izrazen n&to kod cestica sa poluptaikom manjim od
10 nm [Tartaj P., 2003, Morales M.P., 2003]. To got@va veliki gradijent magnetnog

61



polja oko njih, zbogiega je i njihov uticaj na relaksaciju okolnih pneédomnogovedi,
nego onaj Gd-helata. Do izrazenog relaksacionogtafdolazi usled pojmne difuzije
vode kroz jako i nehomogeno magnetno polje kojaqgposko SPION i koje indukuje
razurglenje magnetnih momenata protona u vodi, Sto dododikracenja T, signala.
Takva kontrastna sredstva se iddkamazivaju susceptibilni agensi zbog njihovog ydica
na magnetno polje [Mornet S., 2004].¢8b kao kod ostalih paramagnetnih supstanci,
iznad temperature blokiranja,gT kada se ukloni magnetno polje, makroskopska
magnetizacija SPIONestica se gubi. lako se SPIQstice ohino koriste kao T
kontrastni agensiWWang Y.X., 200}, ispitivanja su pokazala da se one mogu uspesno
koristiti i kao T, agensi [Bjornerud A., 2004], jer skigu vreme relaksacije;protona iz
okolne vode, ipove¢avaju brzinu “poravnavanja” njihovih magnetnih nemta sa

fiksnim magnetnim poljem, pajavajwi signal i stvarajti "pozitivan" kontrast.

Kao i ostali kontrastni agensi, i oni koji se pravd SPIONcestica treba da budu
biokompatibilni i netoksini, a samecestice treba da imaju uniformnu \itiu,
uniforman i veliki magnetni moment i visoku koloidrstabilnost[Lodhia J., 201D
Osobine povrsine i velina NC odretuju modalitete njihove interakcije sa bioloSkim
sistemima i samim tim i njihovu cirkulaciju i raggeu u organizmu, pa je izbor jezgra i
obloge, od krittnog zn&aja. Hemijski sastav obloge odrge povrSinske interakcije,
rastvorljivost i reaktivnost N [Lodhia J., 2010], a materijali pogodni za oblggasu
silika, lipidi, polimeri i amfifilni ligandi. Za perSinu ovako obloZeniltestica mogu
dodatno da se vezu lekovi, proteini, enzimi, algtitedruge molekularne grupe koje,
pored usmeravanja spoljaSnjim magnetnim poljem, gu¢evaju dodatne modalitete za
ciljanje specifénih molekulacelija i tkiva [Lodhia J., 2010]. Razumevanje melzama
pomau kojih obloga MNC uti¢e na relaksaciju okolnih protona je od velikogéaja za
optimizaciju performansi kontrastnog sredstva. Rtoznje da debljina obloge, preko
uticaja na ukupni magnetni mometgstice, utte na T i T,. Negativni kontrast (J) je
znatno veéi za obloge manje debljind§Conte L.E.W., 2007]. Zbog toga konjugacija
velikih biomolekula, kao Sto su antitela (préme prenik 10 nm), koja dovodi do
poveéanja ukupne debljine obloge MNmoZe znatno da smanijb.TOsim toga osobine
biomolekula obloge, recimo duzina polimeraguti na broj i raspored molekula u vodi i

njenu difuziju u okolini MNC, pa i na taj néin uti¢u na . Zbog toga ¥ obi¢no opada sa
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duzinom polimernog lanca, odnosno njegovom molekola tezinom. Takie, za
SPION sa pr&icima u opsegu 10-30 nm, hidrofobne obloge u jincsmanjuju §
relaksaciju, dok je hidrofilne po¥avaju. Ustanovljeno je i da fosfatni ligandi znatno
manje uttu na magnetne osobine SPION, nego karboksilathgedovode do naginjanja

spina u povrsinskoj oblastestice.

Postoji i1 interes za kontrastnim sredstvima sa gamam odnosom 7T, koji bi se
koristili za snimanje krv[LaConte L.E.W., 2007], pa velike magwsti za modifikaciju

MNC govore u prilog njihove upotrebe avivo MRI snimanja.

Idealane vetiine NC oksida go#a zain-vivo MRI snimanja su izmi 5 i 150 nm. Ove
NC treba da imaju visoke vrednosti magnetizacijelikeefunkcionalne povrsine. M8
sa preénikom veim od 50 nm, a pogotovo onedeeod 200 nm, bivaju zadrzane u jetri i
slezini i eliminisane preko retikuloendotelnog (REStema (mrezéelija koje oblazu
krvne sudovetija je funkcija da uklone strane supstance iz loka), Sto dovodi do
smanjenja njihovog vremena cirkulacije u organiz@ue cestice se uglavnom koriste za
oslikavanje jetre i slezine. Manji SPION imaju duzeme cirkulaciju u krvi, a time i
veéu mogunost nakupljanja u oddenim organima, ali one sa gregkom manjim od 5-
10 nm, bivaju brzo uklonjene iz organizma prekoregh [Gupta A.K., Gupta M., 2005].
Uzimajuéi u obzir¢injenicu da je u sastavu organizma veliki procesake, jasno je da je
za in vivo primene hidrodinanika velina NC znaajnija od veltine samog jezgra
estice. Prema hidrodinashkioj veli¢ini, kontrastni agensi na bazi(Noksida gvoda
klasifikovani su kao SPION, ako im je hidrodingkiiradijus ve&i od 40 nm, odnosno
kao USPION (ultra-small) ako je taj radijus mang @0 nm. Za intravaskularnu
administraciju, hidrodinanski preznik NC na bazi oksida gvda veoma retko jeeéi od
150 nm, a vetiina jezgra oliino je oko, ili manja od 15 nm. N@Xe se koristi obloga
od dekstrana, ili njegovih derivata, male molekalsézine. Kinetika kontrastnih agenasa
u krvi je takate vrlo vazan faktor koji treba uzeti u obzir kadapanira upotreba MRI
metode, a kljani parametri koji tu kinetiku oddiju su vel€ina cestice i karakteristike
obloge [Roohi F., 2012].

Ako nisu apsorbovani u jetri ili slezeni, SPION @im imaju visok specitan unos u

¢elije slicne makrofagima, zbog&ega se oni intenzivno préavaju kao MRI markeri za
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dijagnozu upalnih i degenerativnih porefag, koji su povezani sa visokom aktivhos
fagocita makrofaga. SPION odenih karakteristika se dreniraju kroz limfni sistem
akumuliraju u limfnim¢vorovima, i tako omogtavaju dijagnozu tumora limfniévorova
pomaiu MR limfografije. Prime¢eno je da se nakon intravenskog ubrizgavanja SE©®N
preinikom manjim od 10 nm (USPIO), akumuliraju u limfnicvorovima, proizvodeci
hipointenzivan signal. Za razliku od normalnih Imtf ¢vorova,évorovi sa metastazama
nemaju makrofaga, pa nakon unosenja kontrastagajuniizointenzivan signal u odnosu
na snimke bez kontrasta, koje daje normalno tkfaio su USPIO kontrasti potencijalno

korisni za otkrivanje metasataza tumora limfénorova [Qiao R., 2009].

Bolji kontrast obéno zn&i i ve¢u osetljivost, Sto omogava da se smanji kdélha
kontrastnog agensa potrebnog za snimanje. Ukuppa geoda koja se u kontrastnom
agensu Kkoristi prilikom jednog MRI snimanja, & je manja od one koju sadrzi jedna
jedinica zdrave krvi, ali je, za dobre MRI snimkevivo, veta nego one potrebne za

radiotrejsere, za koje su dovoljne nanomolarne &otrecije. [LaConte L.E.W.2007.

Pored mogénosti da se koriste kao kontrasti za MRI snimamjeltifunkcionalni SPION
imaju i druge, jedinstvene moguosti primene u dijagnostici i terapiji, posebnoraau
detekciju razkitin bolesti i patoloSkih proces@iMandarano G., 2010]. Zahvaljudju
interakcijama sa proteinima iz krvi, mononuklearnfagocitnim ¢elijama, bioloSkim
barijerama,celijama raka, tkivnim makrofagima, SPION kontrasagensi su veoma
efikasni u otkrivanju raztitih bolesti [Lodhia J., 201Mandarano G., 2010]. Osim toga,
obloga moze biti projektovana tako da omema hemijsko vezivanje funkcionalnih
grupa i liganada koji omogavaju multimodalno snimanje, ili peptida, terap&it

komponenti i fotosenzibilizatora, koji pomazu uadinozi i I€enju [Liu H.M., 2012].

SPION oblozeni dekstranom mogu da se zadrze udkudtdo dva sata, Sto omaga

i MR angiografiju. Dekstran je biorazgradiv, a mjgg mala molekulska tezina smanjuje
moguénosti da dde do nezeljenih reakcija u organizmu. Neki negatefakti uaeni pri

in vivo ispitivanju kontrastnog sredstva od dekstranonozdnih USPION klasifikovani
su kao kratkotrajani i slafjElias A., 2009]. Zato se SPION obloZene dekstragesto
upotrebljavaju kao kontrastni agensi koje RES sistgelektivho preuzima, i posle
tretmana, izlauje preko jetre [Pankhurst Q.A., 2003]. Dendrimeraobloge imaju
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razgranatu polimernu strukturu koja doprinosi vglibrzini nespecitinog celijskog
vezivanja. One se koriste za lipofekciju agenasg, kose DNK ucelijsko jezgro, i

omogucavaju unutatelijsku ugradnju magnetnin@u maténim ¢elijama.

MNC se takde koriste un vivo pra¢enju genske ekspresije [Hoehn M., 2002]. Pogodne
su i za enkapsulacija u ciljne, spesie agense, kao Sto su lipozomi, koji se lokalizuju
koStanoj srzi [Pankhurst Q.A., 2003.]. Tako surssgnetolipozomi pokazali kao dobri
kontrasti za MRI snimanja &nene mozdine i mononuklearnitelija u perifernom
krvotoku. Amfifilne obloge produzavaju vreme Zivotacirkulacije ¢estica u krvnoj
plazmi od reda valine minuta, do reda velne sati,éime se pobofavaju moguénosti

cillanjog usmeravanja kontrastnog agensa [Thorék, (2006].

Komercijalne N° maghemita (Endorem i Resovit)dveu korigene kao MRI kontrastni
agensi za lociranje i dijagnozu tumora, mozdarsitanih udara i oStenja jetre. [Kim
D.K., 2001]. Poméu njih je poboljSana osetljivost detekcije i skigija patoloSkih
struktura primarnih i metastékih tumora mozga, zapaljenja i ishemija [Roberts.,P.
2000]. SHU-55A Resovist ima jezgro utie 4.3 nm obloZzeno karbo-dekstranom do
prenika od 60 nm. Ovaj kontrast ima Vreme relaksacije 15hmol*sec™, i uprebljava
se samo za oslikavanje jetre i slezine. Kako hidgile kontrasti pogodni za speciia
MIR oslikavanja, za aminima oblozene i ukrStenograne SPION su vezivani protein
transferin [Hogemann D., 2000], membransko trasis@ci tat-peptid HIV tat protein
[Josephson L., 1999; Lewin M., 2000], ili oligonaktidi razltitih sekvenci [Josephson
L., 2001]. Posebno funkcionalizovani MRI kontrasgipravljeni od ovih K, koriste se i
pri vizualizaciji vaskularnog i centralnog nervnsigtema [Pankhurst Q.A., 2003ko i

pri odretivanju maligniteta limfnihtvorova, tumora jetre i mozga.

VrSena su i preklidka ispitivanja USPION oblozenih dekstranom i kaiakekstranom
(AMI-227, Sinerem, Combidex i SHU-55C, Supravistjirbdinamikog pre&nika oko
20 nm, kao kontrastnih agenasa za MRI snimanjanlimgvorova, koStane srzi i
inflamatornih procesa. Preklifka ispitivanja MNC veligine 5-7 nm, obloZenih PEG, do
hidrodinamékog pre&nika od 20 nm (NC100150, Clariscan), kao MRI kosiaza

angiografiju, limfogarfiju, otkrivanje tumora i iafkta su obustavljena.
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Proizvodi kao OMP (Abdoscan) i AMI-121 (Lumirem, $h@mark) hidrodinantkog
precnika 300 nm oblozeni su polistirenom. Administnirae oralno i prodaju se u USA i

Evropi, kao gastro-intestinalni kontrasti, po @gnio visokoj ceni.

Elmiladi i saradnici su razvili novi metod kof&nja SPION kontastnih agenasa uz
primenu ultrazvuka (UZ). Narestice, dobijene kombinacijom centrifugalno i magoe
orijentisanog talozenja, tako da se na njihovu iowr mogu dodavati makromolekuli
samo sa jedne strane, imaju geometrijski centdrj&opzIKit od centra mase. Kada se
tako dobijen&estice ubrzavaju u rezonantnom UZ talasu, onebesy gvog asimeitnog
oblika, povremeno nakrive, Sto prozvodi dodatneofensa UZ frekvencijom koji i

na vreme relaksacije okolnih protona. Efekat U2Vl snimke je primetan, pa upotreba
NC kao lokalne antene u kombinaciji sa UZ, @be realizovanje novih metoda za

dobijanje kontrasta i vizualizaciju dodatnih osa@btkiva.
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5.

DOBIJANJE, OSOBINE, OBLAGANJE | PRIMENA

NANOCESTICA OKSIDA GVOZ PA

Osnovna tema kojom se ova disertacija bavi je q@eanje mogénosti primene

nanoprahova oksida gwid#, magnetita (R©,) i maghemita (-FeO3) u medicini.

Magnetit i maghemit su feri-magnetici, tj. imajupBdreSetke sa suprotno orijentisanim

spinovima, skno antiferomagneticima, samo Sto je magnetni momeant jednoj

podreSeci znatno ¥enego na drugoj. Odatle pé& znatan makroskopski magnetni

moment ovih materijala, tj. njihov magnetizam. Rapgk koje prikazuju raztite

moguenosti prelaza izm#u oksida i hidroksida gvada, prikazane su na Slici 5.1.

Fe
) N notmaltho
Oksidaciiatokom korodiranje
1spiratia
FeCly+NHyOH — Fe (OH); —* {-Fe0 OH—— (.-Fe0O-OH

DrZati u HoO.  lepidolait) (getif) !

\ Z;" evanje

etz Zagrevanje u HyO
n antoklsa hidroliza fa 150 °C.

na 120-160C | \
NaFeO: ¥ tFeil
hleZa ze sa MaOH.  (hematit)

NaOH
FeCl; b “Fe{OH)y
gel ili sol
\ Tagrevarge ey o
Tagrevane LAULe: nia 300C 3000c
izpod 300C

\ zagrevatije 1 walkm 250

T-FeOy " Fe;Oy

Patljivaoksidacija.  (magnetit)
Tagrevarje
dijaliza

FeOCl —————— (-FeO OH

Slika 5.1. Mogidnosti prelaza m#u razlgitim hidroksidima i oksidima gvata [Cornell R.M.,

1996].
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Neke osnovne karakteristike gwdaZi njegovih oksida i hidroksida su dat u Tabeli. 5.

Tabela. 5.1. Neke osnovne karakteristike oksiddroksida gvoéa.

Mineral

Iron, Fe
Oksidi

Magnetite
FQ;O4

Hematite
o-Fe05

Maghemite
Y:Fezos

Oksihidroksidi

Goethite
o-FeOOH

Lepidocrocite,
y-FeOOH

Feroxyhyte
3-FeOOH

Strukturni | Konstanta Kriticna | T topljenja
_ Magnetno N
tip reSetke ~ |temperatura ili prelaza
uredenje o
[A] Te, N[°C]  Tm[C]
bcc 2.87 FM 770 1535
Spinel, Fd3m 8.397 _ 1594(5)
ferrimagnet 575-585
Romboedarska 5.04 canted 675 1565
13.76 AFM
Spinel, Fd3m, 8.346 >300
ili
ferrimagnet  ~600
Tetraedarska
P23
Rombina 4.65 200
AFM,
10.02 ~120
slab FM
3.04
Rombina 3.88
12.54 AFM -196
3.06
ferrimagnet ~180

FM = feromagnetno udenje, AFM = antiferomagnetno uienje

Tc = Curie, = Néel temperaturds = magnetizacija zasnja na sobnoj temperaturi.
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5.1. Osobine oksida gvafa sa strukturom spinela

Spineli su klasa jedinjenja sa strukturom koja neeidobila po mineralu spinelu,
MgAl0s. Osim jedinjenja interesantih za ovaj rad, magaete;0, i maghemitay-

Fe0s, ovu strukturu imaju, recimo i minerali jakobsinMe0O, i hromit (Fe,Mg)Cs0..

Spinel struktura se moZe predstaviti opStom formmilEA;.«Bx)[A x2B1.x2]204, gde mala i

srednja zagrada oztavaju redom tetraedarske i oktaedarske poloZajestakoj reSeci,
A — (formalno) dvovalentne katjone,

B — (formalno) trovalentne katjone,

O — dvovalentne anjone kiseonika koji se nalaze etema tetraedara, tj. oktaedara.

Idealna spinel struktura je kubna, sa prostornoopgm Fd3m i gustim pakovanjem
kiseonikovih anjona (32 po jedimoj ¢eliji, na kristalografskom polozaju 32e). U
idealnoj spinel strukturi, parametar poloZaja kiska u iznosi 3/8, dok u realnim
sistemima ovaj parametar ima neStaGwesrednost. Katjoni zauzimaju 8, tj. 1/8 od
ukupno 64 tetraedarske intersticije (kristalografgdozaj 8a), i 16, tj. 1/2 od ukupno 32
oktaedarske intersticije (kristalografski polozapd), u jedinénoj celiji. Oktaedri
kiseonika koji su raspodeni oko kristalografskin polozaja 16d formiraju ue
povezanu zajeddkim ivicama. Tetraedri kiseonika koji su raspteri oko
kristalografskih poloZaja 8a, imaju zajetk® vrhove (rogljeve) sa oktaedrima, ali ne i sa

drugim tetraedrima.

Normalna spinelna struktura se javlja za vredrfaktora inverzije x=0, pri ¢emu
formula jedinjenja postaje (A)BO,4 , Sto znai da svi A (dvovalentni) katjoni zauzimaju

tetraedarske polozaje a svi B (trovalentni) katjpktaedarske polozaje.

Inverzna spinelna struktura se formiraxzal. Oblik jedinjenja je (B)[AB]Q, tj. polovina
B katjona je u tetraedarskim polozajima, a drugdoyoa, zajedno sa A katjonima

zauzima oktaedarske polozaje.

MesSovita spinelna struktura se formiraxzl/3, sa raspodelom katjona izéneone u

normalnoj, i one u inverznoj spinel strukturi.
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Koji ¢e od ovih tipova spinela nastati, zavisi od vrsteaj koji formiraju jedinjenje, i

uslova pri kojima ono nastaje.

Na sobnoj temperaturi, magnetitsBg ima inverznu spinel strukturu. To zada je
jedan tetraedarski poloZaj po jedinici formule Ztuza F& katjonima, a da je jedan od
dva oktaedarska poloZaja po jedinici formule zaszeFé&*, a drugi sa Fé katjonom, tj.
jedinjenje se moZe prikazati formulom ¢BgFe®"Fe#*]0,4. Okruzenja oko katjona gvadd

na oktaedarskom [Fel], i tetraedarskom polozaje2)Fprikazane su, redom, na Slikama
5.1.1. (@) i (b).

() (b)

Slika 5.1.1. OkruZenja oko katjona gdaZu: (a) oktaedarskom [Fel] i (b) tetraedarskon®)Fe
poloZaju. O1-kiseonik (velike crvene sfere)

Magnetna struktura magnetita je tipa za spinele koji imaju veliku koncentraciju
magnetnih katjona i na oktaedarskim i na tetrad@targolozajima. Ona zavisi od
veli¢ine i znaka super-izmenske interakcije izamesusednih Fe atoma, koja opet zavisi
od stepena prekrivanja Fe-3d i O-2p orbitala, iau§le-O-Fe veze. Posto Fe joni
zauzimaju i tetraedarske i oktaedarke polozaje,bmirose moraju uzetietraedar-
tetetraedar (tet-tet)oktaedar-oktaedar (okt-okt) tetraedar-oktaedar (tet-okthajblizi
susedi. Daleko najf@ magnetna interakcija u strukturi magnetita je éamFé* na
tetraedarskim i F& na oktaedarskim poloZajima, pretat-O-oktveze koja gradi ugao od

oko 125.2°. Ova interakcija je negativna, tj ambfeagnetna, Sto ztiada su magnetni
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momenti F&" jona na tetraedarskim, antiparalelni magnetnim emtima F&" jona na
oktaedarskim polozajima. Slede interakcija po j&ni je ona izméu najblizih
oktaedarskih polozaja, skt-O-oktuglom veze od 90°. U magnetitu je i ova interakcij
negativna (antiferomagnetna), ali posto je pretloogomenutaet-oktinterakcija mnogo
jata, ona prisiljava sve magnetne momenate na oktsiagapodreSeci da se urede u
istom smeru, tj. feromagnetno. Posto tetraedri msdusobno prvi susedi, pa ne postoji
direktna tet-O-tet veza, tet-tet interakcija je najslabija. Zbog toga je i demje na
tetraedarskoj podreSeci uslovljetet-okt interakcijom, pa je zato i ono feromagnetno.

Veza izméu tetraedara koji su mdasobno najblizi imaet-O-tetugao od oko 80°.

Magnetna struktura koja minimizira totalnu energih razl€itih izmenskih interakcija
je jednostavna kolinearna struktura u kojoj postejomagnetno udenje magnetnih
momenata i na oktaedarskoj, i na tetraedarskojg3edr, i antiferomagnetno denje
izmadiu ove dve podreSetake. Ovakav tip magnetne strikiukazan na Slici 5.1.2.
poznat je kaderimagnetna struktura

Oct Tet Oct Tet Oct Tet

Pl

FES+ F93+ FEB+ o 93+ F93+
FEE+ FeE+ F92+
Mg 5ug %Hp Spg kg  Sug

Slika 5.1.2- Sematski prikaz ferimagnetne strukimagnetita

Ukupna magnetizacija tako denog spinela oddena je razlikom izm#u magnetizacije
oktaedarske i tetraedarske podresetke. Kod maagnjgtitan F& katjon (sa momentom 5
Us) i jedan F&" kation (sa momentom 4s) po jedinici formule, nalaze se na
oktaedarskim poloZajima, a jedan’Fkatjon je na tetraedarskom poloZaju. Prema tome,

oc¢ekivana magnetizacija magnetita uc¢gliu potpunog ukienja jeMs=(5+4)-5=4
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Ms. Eksperimentalno ustanovljena vrednost jeig,1a razlika potie od malog doprinosa

nespregnutih orbitnih magnetnih momenat ke oktaedarskom poloZaju.

5.2. Dobijanje nanoprahova oksida gvoda elektrohemijskom (EH) metodom

Da bi se odredila optimalna procedura za dobijanggnetita EH metodom, uien je
veliki broj eksperimenata pri razitim uslovima sinteze [Vudevi¢ LJ., 2006, Vultevi¢
LJ., 2007a, Vulievic LJ., 2007b, Vulbievic LJ., 2008]. Dve elektrode otelika sa
malim sadrzajem uglienika (99.6 masenih% Fe, najp§senija primesa je 0.25
masenih% Mn) su uronjene u vodeni rastvor NaClmedusobnom rastojanju od 3cm.
NaCl je kori€en da bi poboljSao provodnost izéeelektroda, i nije imao drugih uticaja
na EC proces. Mogmosti za dobijanje prahova oksida gitazsu ispitivane u opsegu
temperatura 293-361 K, i gustina struje u opsedi+ZDOMA/dn?, tokom vremenskog
intervala 30-60 min., koji je dovoljno dugak da se proizvede zadovoljavégukolicina
praha, bez zrajnije promene pH vrednosti elektrolita. Sintetiaov prahovi su
sakupljani na dnu EHRelije, i izdvajani procesom filtracije. Da bi sepasilo starenje
prahova, tako dobijeni filtrat je ispiran u destiihoj vodi dok mu provodnost ne bi pala
ispod 10uS/cm.

Procesi u EReliji mogu se prikazati jeditamama:

Anoda: F&" + 30H o (yi/ili a)-FeOOH + HO (5.1)
2HO0 o 4H + 46 + O, (5. 1a)

Katoda: HO +e - 1/2H, + OH (5. 2)

Rastvor:  3(i/ili a)-FeOOH + 1/2H - F&O,4 + 2H0 (5.3)
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5.3. Karakterizacija i osobine nanoprahova oksida gpzda dobijenih EH metodom

Pored magnetita, u dobijenim prahovima se ma@gkigati i mala kolina maghemita-
Fe0Os; posebno ukoliko je magnetit bio izlozen duze vreaevazduhu i vlazi na
povisenoj temperaturi. Magnetit i maghemit se mpgkazati zajedrikom formulom
(FENa[Fe* 1yFe 14y yd0a, ( -vakancije, @&y<l, y=0<ist magnetit, y=Iist
maghemit). A ozn&ava tetraedarske, a B oktaedarske polozaje u tstrigpinela. Na
osnovu formule se vidi da se maghemit moze smapmatipuno oksidisanom fazom

magnetita, koja nastaje reakcijom:
4Fe; Oy + O, - 6(y-Fe0s3), (5.3.1)
koja je, u vazduhu, posebno efikasna na temperaturanad 550 K.

Karakteristike nekih prahova dobijenih opisanomfaétodom, date su u Tabeli 5.3.1.

Tabela 5.3.1. Karakteristike nekih prahova magaetitbijenih opisanom EH metodom [Mamula
Tartalja D., 20144a]

Uzorak J T Oer a AV y/3 Nvac Tc
[mA/dm?] | [K] | [nm] | [A] | [A%] | [nm] [nm] | [K]

200 293 8 8.364 6.95 0.216 1.7 580

200 313 12 8.368 6.11 0.190 15 750

200 333 18 | 8.35| 9.89 0.307 2.5 862
10-30*

4 200 361 34 8.396 0.21 0.007 0.51 862

5 300 333 24 8.369 5.90 0.183 15 758

6 500 333 18 8.32 16.1 0.503 4 690

7 1000 333 20 | 8.37 | 5.70 0.176 1.4 610
15-30*

8 1000 361 21 |8.384| 2.75 0.085 0.7 900
10-30*

J — gustina struje, T — temperatura, u &&ji za vreme sintezeg-konstanta reSetkel,-
veli¢ina kristalita odréena poméu XRD merenja (*- vrednosti procenjene iz TEM

merenja),AV-izmerena razlika zapremine jedine celije uzorka u odnosu na idealan
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magnetit (ag=8.397A, JCPDS 19-629), y/3-parametar oksidacijgsbroj vakancija u
jedinicnoj ¢eliji uzorka, procenjen pod pretpostavkom da jestanta reSetke maghemita
(ang=8.346A, JCPDS 39-1346), cITCurie temperatura odiena merenjem

temperaturske zavisnosti magnetizacije.

Iz rezultata prikazanih u Tabeli 5.3.1. se vidi Wigproltavanom opsegu parametara
temperaturd tokom EH sinteze viSe @& na vekinu kristalita d;, nego gustina strujé

Pri J=200 mA/dnf, d raste sa po parabolinom zakonu, dok se recimo, a333 K,
der krece u uskom opsegu iz 18 i 24 nm, pri promenama gustine strdijg celom
opsegu od 200 do 1000 mA/dnRezultati koje su istom metodom, pri nesto diija
uslovima u EHceliji dobili drugi istraziv&i [Fajaroh F., 2012], prikazani su na Slici
5.3.1.
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Slika 5.3.1. Efekafgustine struje i rastojanja izie elektroda na valinu ¢esticamagnetita
dobijenih EH metodom [Fajaroh F., 2012].

Vidi se da je uticaj razmaka izuhe elektroda pri vém gustinama struje zajan. Na
zalost, rezultati dobijeni u ovoj disertaciji swan opsega gustina struja prikazanih na
Slici 5.3.1.,¢ime je onemogteno direktno pormdenje. Na osnovu korg&nog razmaka
izmedu elektroda od 3 cm, oni bi trebalo da se nalazmin dve zavisnosti prikazane na
Slici 5.3.1.
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Merenja difrakcije X-zréenja (XRD) vrSena su sa Philips difraktometrom,i kayristi
Philips PW 1130 generator X-zZenja na 40 kV i Cu-Kdoublet sa srednjom talasnom
duzinomA=1.5418 A. Difraktometar je povezan sa Philips PW.Q kontrolerom i Ni
filterom. Merenja su vrSena u Bragg-Brentano redfi@koj geometriji, u opsegu uglova
20 = 10-100 stepeni, sa korakom od 0.05 stepeni. Mekakteristini XRD snimci

prikazani su na Slici 5.3.2.
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Slika 5.3.2. XRD difraktogrami uzoraka 1, 3 i 4.inantna (indeksirana) faza u svim uzorcima
je magnetit

Neki strukturni parametri magnetita i maghemitaZznitaza razumevanje ova dva

jedinjenja, dati su u Tabeli 5.3.2.

75



Tabela 5.3.2. Neki strukturni parametri magnetitasaighemita.

Koordinacija | @e.o Rre Ree " AViet' | AVoet | AVoet

Al Al Al [A%] [A%] [A%]
Tetraedarska 0.49 0.63 0.37
#1.857 | "0.457 #0.277

Oktaedarska 0.645(HS) | 0.78(HS) 0.332 |1.196

0.55(LS) | 0.61(LS) -0.095 | 0.159

#2.077 | "0.609 #0.154
#0.745 #0.940

dre-0= 1.99 A je “kritiina” vrednost oktaedarskee-O veze pri kojoj dolazi do faznog
prelaza metal-izolator [Frick M., 2007].

do.o = 2.80 A je duzin@-O veze u idealnom magnetitu, pod pretpostavkom ganki
radijus kiseonikd&Ro> = 1.40 A [Slater J., 1965].

3+

o' i Ree?t, su jonski radijusi gvafa, (HS) - high spin, (LS) — low spin vrednosti
[Shannon R. D., 1976].

#1.857,72.077 su eksperimentalno odemede..o distance u uzorku 4, koji ima najbolje
definisanu strukturu od svih ispitivanih uzorakie* i *Res’” su odgovarajte
vrednosti odréene iz izmerenih duzina veze pod pretpostavkom ztmakk magnetita

ima idealnu strukturu inverznog spinela i d&jg = 1.40 A.

Ret = 0.308 A iR, = 0.574 A su radijusi tetraedarske i oktaedarskemcije, redom za
Ro? = 1.40 A[Gottstein G., 2004].

AViet", AVoet, AVt ', su Sirenja kristalne resetke uslovljena razlikemapreminiFe®*

i Fe** jona, i njima dostupnih vakancija.

Konstante reSetke magnetita i maghemita se raalikamo za oko 5%, 5to daje razliku u
zapremini jedininih ¢elija dva jedinjenja od 10.723°AZnajwi da u idealnom skaju

maghemit ima %5 vakancije po jedignoj ¢eliji viSe nego magnetit, doprinos jedne
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vakancije kontrakciji jedirgine ¢elije bi trebalo da bude .= 4.021 &, 5to je mnogo
vie nego $to iznosi razlika u w#ti, bilo FE*, bilo FE* jona, i njima dostupnih
vakancija u strukturi podreSetke kiseonika (Tab&la.2.) Na osnovu toga se moze
zakljuiti da strukturnoj relaksaciji pri prelasku magteetut maghemit, viSe od polovine
doprinosa daju faktori koji nististo geometrijski.

Na Slici 5.3.3. su prikazani detalji strukture: (ejraedarskog (8a), i (b) oktaedarskog
(16d) polozaja u uzorku 4, odieni uta&njavanjem XRD podataka punom Rietveld
metodom.

Slika. 5.3.3. Detalji strukture: (a) tetraedarskBg), i (b) oktaedarskog (16d) poloZaja u uzorku
4, odreteni ut&njavanjem XRD podataka punom Rietveld metodom

Na Slici 5.3.4. su prikazane mikrografije nekih abbijenih prahova, snimljene
skenirajéim elektronskim mikroskopom (SEM) JOEL, JSM-35 gniergiji elektronskog

snopa od 25 keV, pri nultom upadnom uglu (snop @atemna uzorak).
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J=200 mA/dm*

Slika 5.3.4. SEM mikrografije uzoraka: 1-(a), 3;(H)}(c), 6-(d), 7-(e), i 8-(f) [Vulievi¢ Lj,

2008].

J=200 mA/dm? J=1000 mA/dm?®
(b)

-—

=

T=361K

(d) 2
J=1000 mA/dm

i 100 nm
k —
A-A‘

T=361 K

Slika 5.3.5. TEM mikrografije uzoraka: 3-(a) i 8}(kc), (d).
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Na Slici 5.3.5. prikazane su mikrografije uzorka @zorka 8, na tri razlita uvetanja,
dobijene tunelskim elektronskim mikroskopom (TEMhilps EM 400, pri radnom
naponu od 120 kVm, sa uzorcima praha deponovaniogl@nikom presvéenu bakarnu

mrezu.

Sa Slika 5.3.3. 1 5.3.4. se vidi da se morfologgstica prahova dobijenih pri ragtim
uslovima u EHceliji, znatajno razlikuju. Generalno, prahovi dobijeni priimzJ i na
nizim T, imaju vea zrna, pravilnijeg oblika. Svi dobijeni prahovissgie od dve bitno
razlicite faze,ciji relativni odnos veoma zavisi od uslova koji gu dobijanju viadali u
EC ¢eliji. Prvu fazu, koja najverovatnije pdé od getitaq-FeOOH) kao prekursoréine
iglicasti kristaliti (Whiskers) sa p¥aikom od 15 do 80 nm, i njihove formacije, Slika
534 (d) i (e), Slika 5.3.5 (d). Dimenzije zrnaeov¥aze, koja presudno & na
makroskopske magnetne osobine prahova,dete magnetnim merenjima, ukazuju da
bi ona mogla biti u superparamagnetnom (SPM) rezmawsobnoj T. Drugu fazu, koja
verovatno nastaje od lepidokrita;-FeOOH), koji se u prisustvu vodonika brzo
transformiSe u pkéasti magnetit¢ine pravilna pldasta zrna sa pteikom izmetu 300 i
800 nm. Raspodela véine ¢estica dobijenih prahova merena je u rastvoru dsjoane
vode metodom dinatkog rasejanja laserske svetlosti, pémaireiaja MALVERN
Mastersizer 2000. Prethodno su rastvori prahovaane u ultrazvénoj kadi, kako bi se
izvrSila de-aglomerizacijéestica praha. Rezultati su prikazani u Tabeli 5.pvV&amula
Tartalja D., 2014].
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Tabela 5.3.3. Raspodele wtie cestica prahova magnetita dobijenih EH metodom
izmerene dinantkim rasejanjem laserske svetlosti.

Uzorak d Ad/d| | dst | Adsi/dst \Y |(d-dy)/d] | Polidisper-
[nm] | [%] | [%] | [nm] | [%] [%0] [%0] Znost

1 300 30.6 | 40.7| 294 29.7 6.3 2 0.393
J=200 1180 | 36.6| 57.4 | 1420 | 38.2 51.9 20.3
RT 5240 86 | 1.9 | 5330 | 134 41.8 1.7

2 171 21 | 42.8| 144 21 9 16 0.825
J=200 1180 32 44 | 1360 33 12 15
T=313 | 4950 13 | 13.2 | 5140 15 79 4

3 181 22 | 78.8| 149 23 30.0 18 0.511
J=200 940 23 | 17.2 | 994 25 7.3 6
T=333)| 5400 6 4.1 | 5470 12 62.7 1

4 160 23 | 77.0] 135 21 36.0 16 0.497
J=200 916 25 | 17.9| 978 26 5.7 7
T=361 | 5310 7 5.1 | 5400 12 58.4 2

5 1450 23 | 90.9 | 1590 25 32.8 10 0.355
J=300 5400 6 9.1 | 5470 12 67.2 1
T=333

6 212 40 | 88.3| 148 45 43.1 30 0.263
J=500 2780 43 | 11.7| 3970 32 56.9 43
T=333

7a 215 45 | 67.6| 134 35 52.3 | 38 0.368
J=1000]| 938 46 | 31.4| 1190 50 25 27
RT 5060 11 1 5200 15 22.7 |3

7 258 40 | 56.8| 141 28 135 45 0.423
J=1000| 797 39 | 37.6| 851 48 15.1 7
T=333 | 5010 12 5.6 | 5190 15 71.4 4

8 167 16 | 40.2 | 147 17 62.8 12 1
J=1000| 469 17 | 59.8 | 488 20 37.2 4
T=361

d - srednja dimenzij&estice,dss — pre&nik sfericne cestice koja proizvodi isti signal kao

d-cesticaad/d i Ads{ds; relativna odstupanja vélne cestice u odréenoj raspodeli,
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| — intenzitet signala koji daje odiena raspodelay — ukupna zapremingestica u
odretenoj raspodeli,(d-ds)/d — odstupanje srednje dimenzijestice od prénika
odgovarajde sferénecestice (“asfetinost”).

Tabela 5.3.4. Raspodele w@hia zrna prahova magnetita dobijenih alternativnim
metodama n&T, merene dinanmikim rasejanjem laserske svetlosti.

Uzorak d Adid | | dst | Adsddsi | V |(d-csp)/d|
[nm] | [%] | [%] | [nm] | [%] | [%] [%]
1
J=200, RT,
(NaCl)
1. dan 300 30.6 | 40.7| 294 29.7 6.3 2

4. dan 390 359| 99 | 446 | 37.9 | 46.5 14.4

la
J=200, RT,
(Vazduh)
1. dan 195 43.4| 922 131 | 43.7 | 453 32.8
3940 | 279 | 7.8 | 4620 | 22.7 | 54.7 17.3
2.dan | 229 |56.8|938| 127 | 757 | 547 | 445
3970 | 27.7| 6.2 | 4630 | 225 | 453 16.6
4.dan | | 0
131 40 100| 90.8 34.9 100 30.7
9
FeCk, (H)
1. dan 700 41.4| 100 | 849 | 38.0 | 100 21.3
4 dan | 234 [336]97.1] 178 | 446 | 37.4| 239
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Odgovarajde raspodelecestica prahova dobijenih nRT, sa NaCl (uzorak 1 iz
Tabela5.3.1. i 5.3.3.) i vazduhom rastvorenim ektolitu, kao i metodom
koprecipitacije iz FeG| uz prisustvo vodinika (H), merene na isticinai pod istim
uslovima kao prahovi iz Tabele 5.3.3., date su lbelid.3.4. U tabeli su data i merenja
raspodela prahova u radtim vremenskim intervalima, kako bi se procenilezibe

talozenjacestica raztiitih velicina. Oznake kolona su iste kao u Tabeli 5.3.3.

Pored dve faze koje su ¢eme elektronskom mikroskopijom, analiza vigle cestica
laserskom metodom ukazuje i na prisustvédréaze sénjene od velikuh aglomerata.
Cinjenica da je ova faza tena i nakon 10 minuta tretiranja rastvora prahova u
ultrazvwenoj kadi, ukazuje da su hemijske i magnetne in@j@kmeiu cesticama praha
veoma jake. Osim toga, analiza dobijenih raspodkbrzuje da, za razliku od veine
kristalita, gustina strujel tokom sinteze u elektrolitkoj celiji ima ve&li uticaj na
aglomeraciju od temperatufe

Infracrveni (IC) spektri nekih od dobijenih prahoymikazani su na Slici 5.3.6. Oni su
snimljeni Perkin-Elmer 983G instrumentom, na soldeajperaturi (RT) u opsegu 4000-

250 cm™. Za pripremu uzoraka za snimanje kéeiSe su KBr palete.

T=20, J=200 (vazduh)
50 (8) T=88, J=1000

(9) FeCl,+H,
(1) T=20, J=200 (4% NacCl)
40 1(7) T=60, J=1000
(7a) T=20, J=1000Q

30

20

10

O S ! , ! , ! , ! , ! , ! , !
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Intenzitet [proizv. jedinice]

Talasni broj [cm™]

Slika 5.3.6. IC spektri prahova magnetita dobijemirazi€ite naine.
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Trake u spektru u oblasti ispod 1000 tmoticu od magnetita, i govore o kvalitetu i
uredenosti njegove kristalne strukture. One su jasrazemi kod svih uzoraka, osim kod
uzorka 8, Sto je u saglasnosti sa razen®$u njegove kristalne strukture, koja jeceoa

i pomatu XRD merenja (Slika 5.3.7.). Trake na visokim frekcijama potiu od
adsorbovane vode i to onaj na 34007 cmd isteZdgih, a onaj oko 1600 cih od
savijajuwih vibracija OH grupe. Trake oko 1100, 1380, i 2906" poticu od vibracija
OH grupe koja je ugdena u kristalnu strukturu hidroksida gdez koji bi, u veoma
malim kolicinama (nisu detektovani por&o XRD merenja), mogli da postoje u uzorcima
praha.

Uticaj odgrevanja u atmosferi argona i na vazduma,kristalnu strukturu uzorka 8,
prikazan je na Slici 5.3.7.

J=1000 mA/dm?, T=88 °C

(®
1500 L (b) 2h Ar
- 311
1000 () 220 440
400 S11
I 111 292 422 541 731 800 743

Intenzitet [proizvoljne jedinice]

al

o

o
T

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

20 [°]

Slika 5.3.7. XRD difraktogrami uzorka 8: (a) nepambio nakon dobijanja, (b) nakon 2 sata
odgrevanja u argonu, (c) nakon dva sata odgrevamjgazduhu. Indeksirana faza je magnetit
(maghemit) sa strukturom spinela.

Temperaturska zavisnost spegite toplote (T) je merena kompjuterski kontrolisanim
Perkin-Elmer DSC-2 instrumentom, u atmosferi azotapsegu temperatura 320-770 K,

pri brzini grejanja od 10 K/min. Korig&ni su aluminijumski nosa uzoraka i safirni
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Ws[Ds
W D

standard. Cp(T) je oddena iz relacijec, = [Cps, Sa greSkom od oko +2%, Ds

I Cps su redom, masa, signal i speaifa toplota standarda na odeeoj temperaturi, 8/i
D su vrednosti izmerene na uzorku. Rezultati dobizanuzorke 3 i 6, prikazani zu na
Slici 5.3.8.

Uzarak 3

et BT

Uzorak & i
i\

250 400 450 500 550 600 &S50 OO TS0
T K]

Slika 5.3.8. Temperaturska zavisnost sp&oditoplote ((T) uzoraka 3 i 6.

Rezultati nerenja Cy(T) pokazuju da se toplotne karakteristike dva prateoma
razlikuju. lako im je toplotni kapacitet na sobrioglican, i blizak vrednosti iz literature
(izmedu 0.7 i 0.8 J/gK) [Weidenfeller B2002], toplotni kapacitet uzorka 3 u ispitivanom
opsegu temperatura je mnogoéivea kriticna temperatura znatno visa, oko 710 K.
Toplotni kapacitet uzorka 6 je mali, a kit temperatura je znatno niza (oko 540 K),
mada se kod ovog uzorkadava i Sirok, slabo izrazen maksimum iznad 700 Knsl
kao kod uzorka 3. Krigha temperatura uzorka 3 je za oko 130 K, a uzorka éko 150

K niza od Curie temperature ova dva uzorka koje oslieiene poméu merenja
temperaturske zavisnosti magnetizacije. Ove &udtitemperature priblizno odgovaraju
temperaturama na kojima odgovatauemeperaturske zavisnosti magnetizacijgrpo

da opadaju (Slika 5.3.10. (b)), tj. na kojimacipge magnetno razudenje uzoraka.

Uzorak 3 je u svakom pogledu kvalitetniji od uzofkasto pokazuju i XRD i IC merenja

84



(bolja strukturna urgenost), i znatno viSacl(jata magnetna interakcija). Uzorak 6 je
izrazito sitno-zrnast (Slika 5.3.4 (d)) i jedinodkajega i uzorka 8 uopste nije doSlo do
formiranja krupnih aglomerata (Tabela 5.3.3.). Aalas nemamo potpuno i pouzdano
objasSnjenje za ovako izrazenu razliku u toplotnamngsanju uzoraka, ali je ona jasna
indikacija dac¢e se dva praha ponaSati bitno réwi i kada se budu zagrevali u RF

magnetnom polju, kod primena u hipertermiji, naran.

Magnetizacija prahova u zavisnosti odifee magnetnog polja merena je “Quantum
Design” MPMS XL-5 SQUID magnetometrom, na sobnapperaturi. Rezultati su

prikazani na Slici 5.3.9.

80 L M=73.2
»»»»»»»»»» e N AABADLADL - -
M=46.7 - Aﬁ@
40L T Sememso-- ?ﬁ:@ o0 COH00e006-- | A
0 L
]
— 0r 8 - A
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qi‘ ° luzorak 7 I
£ 401 05000000005 | 11000 masdm? i vzorakc 1
< o ' i & |3=200 mA/dm?2,
'E T=60 °C AAAAAAAAAAMQ T=20 OC
Q’ _80 i 1 1 1 1 1 i 1 1 1 1 1
IS
(@]
§ 80T M=70.4 '»M_757 »»»»»»»»» 5 6 OO & OO GO0 - -
i onEoE8E888E-- gfﬁ@
@ ; i 6
c
5 40 - .
8 : _
<o
o B -
a0k Uzorak 6 B Uzorak 3
i |p=s00 mA/dm?, § o [9=200 mA/dm?,
80| Toeneenee T=60 °C i oooooooooo«ﬁi& T=88 °C
-60000 -30000 0 30000 60000 -60000 -30000 0 30000 60000

Magnetno polje [Oe]

Slika 5.3.9. Magnetizacija u zavisnosti odifee magnetnog polja, uzoraka 1, 4, 6 7.

Poredéi rezultate prikazane na Slikama 5.3.9., 5.3.2.3i% vidi se da magnetizacija

zastenja Ms veoma zavisi od uslova dobijanja prahova, tj.aig morfologije i kvaliteta
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njihove strukture. Udava se da uzorak @ji XRD difraktogram i IC spektri ukazuju na

loSe definisanu strukturu, ima znatno manjgdd ostalih uzoraka.

Temperaturske zavisnosti normalizovane magnetnengsdsilnosti uy(T), magnetne
susceptibilnostiyy(T) i speciféne elektréna otpornostip(T), su merene pri ne-
izotermnom zagrevanju (brzina zagrevanja idatga, w25 K/min), na uzorcima u
obliku diska, sa prmikom od 8 mm i masom od oko 1&g, koji su dobijeni jedno-
osnim presovanjem prahova na pritisku od 400 MPazuRati merenjaun(T)
modifikovanim Faraday-evim metodom, u vazduhu, akardobijenih pri raztitim

uslovima u ECeliji, prikazani su na Slikama 5.3.10. (a) i (b).

(a) 3. i (b) | ]

UN FROIZVOLIHE - JEDIHICE
[y
-
\
|
[l
-~ JJ
/
Uy FROIZVOLIME JEDIMICE
o
|
|
I
)

Slika 5.3.10un(T) zavisnosti dobijene pri ne-izotermnom zagregamj vazduhu /25 K/min)
uzoraka sintetisanih na: (a) J = 200 mAZdinT = 293 (1), 313 (2), 333 (3) i 361 K (4), (b)=
333 K, i J =200 (3), 300 (5), 500 (6) and 1000riA/dnT.

Uocava se zn@jna razlika Curie temperaturec Tuzoraka dobijenih pri razitim
uslovima, Sto je u saglasnosti sa rezultatima njer@p(T) (Slika 5.3.7.) i merenja

magnetizacije u zavisnosti od magnetnog polja 63413.8.).

Temperaturska zavisnost normalizovane magnetneegtiisitnosti yn(T) uzorka 8, pri
ne-izotermnom zagrevanju/ldkienju brzinom 25 K/min u vazduhu i argonu, prikazana je
redom, na Slikama 5.3.11. (a) i (b).
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Slika 5.3.11. Temperaturska zavisnost normalizevaagnetne susceptibilnogt(T) uzorka 8,
pri ne-izotermnom zagrevanju/kienju brzinom 25 K/min u: (a) vazduhu i (b) argonu.

Uocava se da je nakon ciklusa grejanjetblge u argonu, vrednogi(T) viSe od 2 puta
veca nego péetna, Sto zna da je grejanje u argonu dovelo do nepovratnogeng
magnetnih momenata u uzorku, a da je pri toievana kristalna struktura magnetita.
Slicno nepovratno povanjeyn(T) pri grejanju u argonu, @eno je i u drugim uzorcima.
Vrednostyn(T) nakon ciklusa grejanje/htanje na vazduhu je znatno manja odgtoe,
Sto ukazuje da je dobar deo uzorka magnetita doZaeni prelaz, prvo u maghemit a
zatim u hematit, koji je slabo magnetan materijaldela 5.1.).

Jednosmerna (DC) specifia elektréna otpornost je merena u temperaturskom opsegu
293-570 K, u vazduhu, korigieaparaturu sopstvene izrade, a rezultati merezgaka 8,

pri zagrevanju na vazduhu (I), argonu prvi prol# i( argonu drugi prolaz (lll) su
prikazani na Slici 5.3.12.

Ako se pretpostavi temperaturska zavisnost sgeeifotpornosti u obliku [Guskos N.,
2002]:

AT) = poexp (E/KT)

gde jeE, aktivaciona energijag, specifitha otpornost na visokim T, k = 0.862516V/K
Boltzmann-ova konstanta, aktivacione energije deine iz zavisnosti (1), (ll), and (Ill)
na Slici 5.3.11. su 0.98 eV, 0.68 eV and 0.23redpm.
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Slika 5.3.12. Temperaturska zavisnost spé&u#fiotpornosti uzorka 8 pri zagrevanju na: vazduhu
(), argonu, prvi prolaz (ll), i argonu drugi praldll).

Pri grejanju na vazduhu (1), nakongetnog pada(T), oko T = 600 K dolazi do naglog
porasta zavisnosti za viSe od 6 redovacisdi, Sto je pouzdan znak da je doslo do faznog
prelaza magnetit-maghemit.

Aktivaciona energija dobijena pri prvom grejanjuargonu (Il) je takde velika, Sto je
prouzrokovno procesom nepovratne preraspodele riggtj@oji je uden takae pri
merenjimayn(T) u argonu. Aktivaciona energija pri drugom grgjaistog uzorka u
argonu (Ill) je znatno niza (0.23 eV) i bliska vredtima koje su drugi autori dobijali za
kvalitetne uzorke magnetita (teoretska vrednoshaaokristal magnetita je 0.1 eV). Ova
vrednost priblizno odgovara polovini energetskogpcppa magnetita u merenom

temperaturskom opsegu.
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5.4. Oblaganje nanoprahova oksida gvata dobijenih EH metodom

Da bi se spr@la aglomeracija, poboljSala i i@ dobra biokompatibilnost i ostvarila
Zeljena funkcionalnost nadestica oksida gvaa, oni se oblazu razitim oblogama, o
cemu je, uopSteno, bilo ¢ u poglavlju 2.3. ove disertacije. U ovom poglavlj
predstavljeni su rezultati detaljnih préuma organskih molekula koji se tege koriste

za oblaganje oksida gvo#a, sa posebnim osvrtom na promene koje bi trebalo
ocekivati u IC spektrima ovih molekula pri oblaganpeki od prahova su oblozeni
limunskom kiselinom (CA) i na njima je eksperimdntaprovereno odstupanje u IC
spektrima izméu slobodnog i vezanog molekula, i to upteeo sa odgovaragim

proratunom.

5.4.1. Oblaganje limunskom kiselinom

Prahovi oksida gvata koji su dobijeni pri J=1000 mA/dm T=20 °C (p-2), odnosno
T=60 °C (p-3) su oblagani molekulima limunske kiselineAjQC¢HsO-, tako $to su
odgovarajai prahovi intenzivnho mehatki mesani

u 25 % vodenom rastvoru CA. Na tajémadobijen

je odgovarajui ferofluid (ff). Molekul CA,
optimiziran programskim paketom HyperChem,
semi-empirijskim kvantnim metodom AM1, sa
nazngenim duzinama svih  karakterigtih

hemijskih veza, prikazan je na Slici 5.4.1.

Slika 5.4.1. Molekul limunske kiseline optimiziran
programskim paketom HyperChem, na nivou AM1.
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Istim programskim paketom i metodom, koji se pokazaouzdan pri protanu
vibracionih spektara ove vrste molekula [IvartoM., 2006], prorédunat je i vibracioni
spektar CA molekula i dva karakterista modagije se frekvencije najviSe menjaju pri
oblaganjucestica praha molekulima CA, tj. pri formiranju féuda, prikazane su na
Slici 5.4.2.

@ | (®)

Slika 5.4.2. Dva karakterigtia vibraciona moda molekula CA koji se najviSe ragnjpri
formiranju fero-fluida. (a) C=0 isteza vibracija (2069 ci i (b) C-OH istezta vibracija,
pracena O-H savijanjem u istoj ravni (1555 &nunutar terminalne COOH grupe CA molekula

Eksperimentalni IC spektar #84:(CA) ferofluida, snimljen Perkin-Elmer 983G
instrumentom, u refleksionom modu, na sobnoj teatpe; poméu KBr paleta, i

proratunati IC spektar CA molekula prikazani su na 3id.3.

Razlika izméu prorg&unatih vibracionih spektara CA molekula i ekspemtaéo izmerenih
IC spektaraff ukazuje da se CA molekuli za povrSinu n&siica FeO, vezu preko
terminalnih C=0 i C-OH grupa, koje pripadaju COOHigj. To ukazuje da je povrSina
nana@estica takva da su atomi koji se nalaze na samejSpo atomi Fe, Sto potduje
rezultate nekih skorijin protana [Zhu L., 2006], prema kojima je najstabilngavrsina

nan@estica magnetita ona sa orijentacijom (111) i ieloin Fe atomima.
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Slika 5.4.3. Eksperimentalni IC spektars®g(CA) ferofluida i pror&unati vibracioni spektar
CA molekula.

Pored CA, COOH grupom se zaNbksida gvoda, vezuje i oleinska kiselina [Boyer C.,
2010]. Veza koju gradi COOH grupa obo je prilcno slaba i moze se lako prekinuti na
povisenoj temperaturi, ili u prisustvu drugih akilv grupa.

5.4.2. Dekstran

Oligomeri dekstrana razite duzine (1-5 molekula) optimizirani su prograinsk
paketom HyperChem na polu-empirijskom kvantnom uaivéM1, a osnovna
konformacija glukoze i kompletnim LCAO (Linearna ikbinacija Atomskih Orbitala)
proratunom, sa bazisom atomskih funkcija 631-G, sa ks@mobijaju veoma pouzdane
duzine veza i naelektrisanja na atomimama. Na Sli¢i4. mogu se uporediti rezultati
AM1 i 631-G prorguna osnovne konformacije glukoze. DuzZine veza soaene
podebljanim brojevima, a naelektrisanja atoma $a daagradama. Atomi ugljenika (C)
su svetloplavi, kiseonika (O) crveni, a vodinika) @¥etlo sivi. Iste oznakée se koristiti

i u prora&unima ostalih molekula u ovoj disertaciji, ako rijeiga&ije naglaseno.
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(a) Glukoza_AM1

(0.209)

(0.132)
(0.112)
(:0.323) A8
(0.017)
"Q e &(0.227)

(0.221)

Slika 5.4.4. Osnovna konformacija glukoze optinari na: (a) AM1 i (b) 631-G nivou.

Na slici se vidi da su duzZine veza dobijene 631-@rgyunima nesto krge, a
naelektrisanja na odgovaréim atomima zn&jno ve&a (u nekim sltajevima cak
razlicitog znaka), od onih dobijenih AM1 pra@@nima, Sto se odrazava i na pkanae I1C

spektara.
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Da bi se udile razlike koje u strukturi molekula nastaju poriiranju dekstrana
vezivanjem molekula glukoze na odgovaéajoacin, na Slikama 5.4.5. (a) i (b) su
prikazani osnovni molekul glukoze i oligomer deksi koji sadrzi dva povezana

molekula glukoze, optimizirani na nivou préuama AML1.

(a) Glukoza_AM1

(0.209)

(0.175)

Slika 5.4.5 (a). Osnovna konformacije glukoze mjptirana na AM1 nivou
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(b) Dekstran_AM1_2
ot (0.209)

Molekul-G1 Molekul-G2
(0.227)

Slika 5.4.5 (b) Oligomer dekstrana koji sadrzi dwalekula glukoze G1 i G2, optimiziran na
AML1 nivou.

Uocljive razlike izmeiu odgovarajtih parametara molekula dekstrana i molekula
glukoze, javljaju se samo u oblasti veze dva mdelglukoze (dekstran veza). C-OH
veza koja potie od CHOH grupe preko koje je molekul glukoze G2 vezarekstran je
zna&ajno duza (1.427 A) od ostalih veza te vrste u kuwlg ukljusujuéi tu i C-O vezu
(1.418 A), koja sa anomernog poloZaja molekula ghekG1 kompletira dekstran vezu.
Najduza C-O veza (1.432 A, G1; 1.430 A, G2) je &nf@m povezuje O u benzoidnom
prstenu sa C atomom na koji se za prsten vezgOBHgrupa. Ova veza se, pri
formiranju dekstrana, ne menja ni u jednom od mdkelglukoze. Naelektrisanje atoma
kiseonika (-0.309 e) koji se nalazi u sredistu tlaksveze je manje negativno nego kod
ostalih O atoma u OH grupama, i blisko onome ko IO u benzoidnom prstenu.
Naelektrisanje na C atomu (-0.007 e) JOH grupe molekula G2, koja je ukfjena u
dekstran vezu, i ono na C atomu (0.002 e) za kojajgrupa vezana za prsten, su nesto
pozitivnija nego na istim atomima u molekulima giak. Veza koja od tog C atoma vodi
do O u benzoidnom prstenu je nestoc¢krgl.430 A), a naelektrisanje na O u prstenu

nesSto manje negativno (-0.308 e) nego kod osnovnoigkula glukoze. Sve navedene
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promene duzina veze i naelektrisanja atoma su gicslekarakteristine preraspodele

naelektrisanja do koje dolazi prilikom formiranjeekdtran veze i vazne su za
razumevanje njene prirode i mehanizma formiraraspektri molekula glukoze, i dva i

tri molekula glukoze povezana u dekstran,dareati na AM1 nivou, prikazani su na Slici
5.4.6.

oo 1Glukoza_IC spektar
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40 -
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100
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T N T N T N T
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Intenzitet [proizvoline jedinice]
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. . -1
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Slika 5.4.6. IC spektri molekula glukoze, i dvarii tholekula glukoze povezana u dekstran,
izragunati na AM1 nivou.

IC spektri molekula glukoze iz¢anati na 631-G nivou i njihov odnos prema

odgovarajégem AML1 spektru prikazani su na Slici 5.4.7.
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1GIukoza AM1_IC spektar
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Slika 5.4.7. IC spektri molekula glukoze igumati na 631-G i AM1 nivou.

Na slici se vidi da su bitna odstupanja u frekvmea IC modova dobijenim sa dva
koris¢ena nivoa pror&ana, uglavnom na visokim frekvencijama, koje gotod modova
povezanih sa istezim C-H i O-H vibracijama. Méutim, razlike u relativnim odnosima
intenziteta u dve grupe modova na nizim frekvema#g1000-1700 cih i 250-750 crm

1), koje daju ova dva nivoa prémna nisu zanemarljive. Posto su ove grupe modova od
kljuéne vaznosti za razumevanje ponaSanja ovih molekulagvakoj detaljnijoj analizi,

prora&unati spektri se moraju korelisati sa eksperimaot@merenim.

Karakteristténi modovi IC spektra molekula glukoze, koji pripad&€H,OH grupi kojom
se dekstran obino veze za narestice, prikazani su na Slici 5.4.8.
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|, \ 1545 cm’”

Slika 5.4.8. Karakterigthi IC modovi molekula glukoze koji péti od CHOH grupe za koje se
ocekuju zn&ajne promene pri vezivanju dekstrana za dastice

Prim&uje se da se te karakterésie frekvencije mogu a u delu spektra sa niskim
frekvencijama (386 cif), gde potiu od savijajde (bending) deformacije terminalne OH
grupe van ravni CpOH, na srednjim frekvencijama, gde gatiod: (1182 crf) —
ljuljaju¢e (rocking) deformacije C#DH, (1370 crit) — deformacije «makaze» (scissors)
CH,OH i (1545 crit) - savijajue deformacije CHDOH grupe u vlastitoj ravni. Naravno,
moZe se &ekivati i promena moda na visokim frekvencijamag@s00 crit), koji nije
prikazan na slici, a koji pate od isteztih (stretching) frekvencija OH grupe koja
pripada CHOH.

5.4.3. Polietilen glikol (PEG)

Oligomeri polietilen glikola (PEG) raziite duzine (1-3 molekula) optimizirani su

programskim paketom HyperChem na polu-empirijskowanknom nivou AM1, a
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konformacije sa 1 i 2 molekula i kompletnim LCAComunom, sa bazisom atomskih

funkcija 631-G, koji daje veoma pouzdane duzineaveraaelektrisanja na atomima. Na
Slici 5.4.9. mogu se uporediti rezultati AM1 (€31-G (b) proréuna etilen glikola.

PEG

(a) AM1

(-0.331)

(b) 631G

(0.444)

¢ (0.153)

Slika 5.4.9. Konformacije etilen glikola optimiaine na: (a) AM1 i (b) 631-G nivou

Kao i kod prorduna molekula glukoze, dava se da su duzine veza 631-G konformacije
nesto krée, a naelektrisanja na odgovaca atomima zn&jno vea, Sto se odrazava i

na prorgune IC spektara.

Da bi se utvrdilo kako vezivanje etilen glikola ante uite na njegove molekularne
parametre, isti ovakvi protani, uraieni su i za dietilen glikol, a rezultati su prikazaa
Slici 5.4.10. (a) i (b).
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(b) 631G

(-0.748)

(0.445) ~ - ba
H Ao\ (-0-006) y S
Qo? O 5

Slika 5.4.10. Konformacije dietilen glikola optinmane na: a) AM1 i b) 631-G nivou

Jedine bitne razlike u odnosu na molekule prikazen8lici 5.4.10. su u naelektrisanju i
duzinama veza atoma kiseonika preko kojeg se mhletien glikola vezu. Oba metoda
daju nize vrednosti nelektrisanja na ovom, negtenainalnim atomima kiseonika. Osim
toga, i duzine veza od centralnog kisonika do suisedgljenika su po AM1 metodu
nesto duze, a po 631-G neStodead odgovarajiih terminalnih veza. Razlika u znaku

promene duzine ovih O-C veza, koju daju dva metodeaiuna, potte od razkitog
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znaka naelektrisanja na C atomima za koje je oisgokik vezan, koja su po AM1
metodu negativha, a po 631-G metodu pozitivha, Btoo utie i na lokalizaciju

naelektrisanja u vezi, pa time i na njenu duzinu.

Infracrveni (IC) spektri jednog, dva i tri povezamwlekula PEG, izfaunati na AM1

nivou, prikazani su na Slici 5.4.11.
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Slika 5.4.11. IC spektri jednog, dva i tri povezamalekula PEG, izkaunati na AM1 nivou.

Kao i u slkaju dekstrana, najdbivije promene u IC spektru paéti od modova koji
poticu od veze izm#u dva molekula etilen glikola. Promene u ostalimdowma se

ogledaju uglavnom u povanju broja modova u karakterigtim oblastima spektra i u
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promenama njihovih relativnih intenziteta, Sto jebidajeno pri povéanju broja

gradivnih jedinica u oligomeru (polimeru).

IC spektri izr&unati na 631-G nivou i njihov odnos prema odgowgen AM1 spektru
prikazani su na Slici 5.4.12.
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Slika 5.4.12. IC spektri PEG molekula izuaati na 631-G i AM1 nivou

Bitne razlike u IC spektrima koji su dobijeni saadkori¥ena nivoa prorana, nalaze se
uglavhom na visokim frekvencijama, i patiod modova koji su povezani sa istéau

C-H i O-H vibracijama. Kao i kod protana IC spektara dekstrana, ni razlike koje dva
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metoda daju za odnose intenziteta unutar dve gropeova na nizim frekvencijama
(1000-1600 ci, 200-500 crif), koje su vaZzne za razumevanje ovih molekula, nisu
bezna&ajne, pa svaka detaljna analiza zahteva korelgepuatunatih sa izmerenim I1C
spektrima.

Karakteristtni modovi IC spektra PEG molekula, koji pripadajt£OH grupi kojom se
molekul obéno veze za narestice, prikazani su na Slici 5.4.13.

PEG_AM1_karakteristic¢ni IR modovi
197 cm’’

1314 cm’

Slika 5.4.13. Karakterigtni IC modovi CHOH grupe PEG molekula za koje sg&ekuje zn&ajna
promena pri njegovom vezivanju za naestice

Te frekvencije u delu spektra na niskim frekverroga(197 crit) poticu od savijajdih
(bending) vibracija terminalnih OH grupa van rammlekula, na srednjim frekvencijama
(1300-1500 cr) poticu od savijajdih vibracija terminalnih OH grupa u ravni molekula,
a na visokim frekvencijama (iznad 3500 tnpoticu od istezuih (stretching) frekvencija
OH grupa.
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5.4.4. Citozan

Oligomeri citozana raalite duzine (1-3 molekula) optimizirani su programskaketom
HyperChem na polu-empirijskom kvantnom nivou AM1,0anovna konformacija i
kompletnim LCAO prorédunom, sa bazisom atomskih funkcija 631-G. Na Slik&.14

(@) i (b) mogu se uporediti rezultati AM1 i 631-Gopuna osnovne konformacije
molekula citozana.

(a) Citozan_AM1_1

(-0.321) (0.208)
O 0.966' H

-
EY
EN
o

b

(-0.012) (0.076)

(0.131)

(0.116) &

(-0.326)

? ‘ <
. vy | %
s ) T A
‘ AT g™ (0. %7 W o
(0.226) ~ O «A (0.004) % (0.165)

(-0.334) (4 002

(0.144)

Slika 5.4.14 (a). Osnovna konformacija molekulazdina, optimizirana na AM1 nivou.
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Slika 5.4.14 (b). Osnovna konformacija molekulazdna, optimizirana na 631-G nivou.

Kao i kod prorduna PEG i dekstran ologomeragawa se da su, sa izuzetkom C-N veze,
duzine veza 631-G konformacije neStoderaa naelektrisanja na odgovarajo atomima
zn&ajno vea, Sto uite i na prordune IC spektara. Da bi se dile razlike koje u
strukturi molekula citozana nastaju pri formiramligomera viSeg reda, na Slici 5.4.15.
su prikazani osnovni molekul citozana i njegov ofiger koji sadrzi dva povezana

molekula, optimizirani na AM1 nivou.
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(a) Citozan_AM1_1 (—0.3201) 965 (Igl.zos)

0.012) 1 (0.076)

(0.131) (0.224)

(-0.334)

(W (0.057)
(0.144)

(b) Citozan_AM1_2 02
Molekul-Ch1

(0.129) & 0.969 Molekul-Ch2
N 1(0.226)
.123 /v (0.150)

(0.113)

(0.148)

Slika 5.4.14. Osnovna konformacija citozana (aegav oligomer koji sadrzi dva molekula (b),
optimizirani na AM1 nivou.

Prema ¢ekivanju, bitnije razlike parametara oligomera, dnasu na osnovni molekul,
uotavaju se u oblasti veze izthedva osnovna molekula (citozan veza). C-O veza koj
potice od G-OH grupe molekula Ch2 je z#gjino duZa (1.431 A) od ostalih C-O veza u
molekulu, ukljiujuéi tu i C-O vezu (1.413 A) koja sa anomernog polazaplekula Chl

kompletira citozan vezu. Naelektrisanje atoma kigenkoji se nalazi u srediStu citozan
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veze (-0.274 e) je manje negativho nego kod os@ldtoma u OH grupaméak manje i
od onog koje imaju O u benzoidnim prstenovima. Beisanja na C atomu (0.123 e) sa
anomerne strane citozan veze (molekul Chl) seiprakne menja, ali je njegova veza
prema O u benzoidnom prstenu daa1.414 A), a naelektrisanje na benzoidnom O (-
0.309 e) manje negativho nego kod osnovnog molekiitzzana. Naelektrisanje C1
atoma, koji pripada molekulu Ch2 sa druge stramezan veze je blago negativno (-
0.021 e), dok je u osnovnom molekulu citozana dagdpozitivho (0.007 e), a veze C1
prema susednim C atomima u benzoidnom prstenu $to meize (1.546 A, 1.538 A),
nego u osnovnom molekulu citozana (1.541 A, 1.53@V&vedene promene duzine veza
i naelektrisanja na atomima su posledica karakiémes preraspodele naelektrisanja
prilikom formiranja citozan veze i vazne su za raeuvanje njene prirode i mehanizma

formiranja.

IC spektri osnovnog molekula, i oligomera citozaaadva i tri molekula, izeainati na
AML1 nivou, prikazani su na Slici 5.4.16.
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Slika 5.4.16. IC spektri osnovnog molekula, i ofiggra citozana sa dva i tri molekula, traati
na AM1 nivou.
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IC spektri molekula chitozana izanati na 631-G nivou i njihov odnos prema
odgovarajaem AM1 spektru prikazani su na Slici 5.4.17.
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Slika 5.4.17. IC spektri molekula citozana tmaati na 631-G i AM1 nivou.

Kao i kod ostalih ré&unatih molekula, u IC spektrima dobijenim sa dva¥ena metoda
prora&una, najvise se razlikuju frekvencije modova kaptiqu od istezdgih C-H i O-H, i

u ovom sléaju N-H vibracija, u oblasti iznad 3000 €mU ovom sldaju postoje i
zna&ajne razlike, ne samo u relativnim intenzitetimagehrajéih modova, nego i u
njihovom rasporedu, u oblastima frekvencija 1000aL.@ni* i 250-750 crit, pa je za
pouzdano tum#enje rezultata neophodno pdemsje izr&unatih i eksperimentalno

izmerenih IC spektara.
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Karakteristtni modovi IC spektra molekula citozana, koji gatiod CHOH grupe, kao

jedne od mogtnosti da se citozan veze za néestice, prikazani su na Slici 5.4.18.

. CH,OH vibracioni modovi Citozana
389 cm 1194 cm”

3482 cm’

Slika 5.4.18. Karakteristni IC modovi molekula citozana koji psti od CHOH grupe i za koje
se @ekuje zndajna promena ako se molekul paiamje veZe za nagestice.

Karakteristéna frekvencija CHOH grupe, na niskim frekvencijama (389 tmpotice od
savijajute (bending) deformacije terminalne OH grupe vamir&H,OH. Na srednjim

frekvencijama mod na (1194 &inpotice od asimettine ljuljajuce (rocking) deformacije
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CH,OH, a mod na (1542 ¢t od savijajée deformacije CBOH grupe u vlastitoj ravni,
vrlo sli¢no kao kod glukoze (dekstrana). Mod na visokimegicijama (oko 3482 cm),

potice od istezéih (stretching) frekvencija OH grupe koja pripadd,OH.

Karakteristtni modovi IC spektra molekula citozana, koji gatiod NH grupe, koja je

druga grupa kojom se citozaasto veze za nadestice, prikazani su na Slici 5.4.19.

219 cm™ | NH, vibracioni modovi Citozana 315 em”

1004 cm”

Slika 5.4.19. Karakteristhi modovi IC spektra molekula citozana, koji gatiod NH grupe, za
koje se ¢ekuje zn&ajna promena ako se molekul pamamje vezZe za nagestice.

Modovi na niskim frekvencijama péti od asimettine (219 crit), i simetriéne (315 crif)
savijajuite (bending) deformacije NH grupe van ravni grupe. Mod na srednjim
frekvencijama (1004 cif) potice od «ljuljajite» (rocking) deformacije NiHgrupe, a mod na

visokim frekvencijama (3458 ch) od asimettine isteZde (stretching) deformacije NH

grupe.
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5.4.5. Oleinska kiselina

Molekul oleinske kiseline, optimiziran programskipaketom HyperChem na polu-

empirijskom kvantnom nivou AM1, prikazan je na $5c4.20.

Oleinska kiselina

Slika 5.4.20. Molekul oleinske kiseline optimiziraa AM1 nivou.

Uocava se bitna razlika u duzini dvostruke C=0O, i mstruke C-OH veze u COOH

grupi, kao i razlika naelektrisanja odgovatdjuO atoma.
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Slika 5.4.21. IC spektri molekula oleinske kiselirmatunati na AM1 nivou.

IC spektri molekula oleinske kiseline, i2tenati na AM1 nivou, prikazani su na Slici
5.4.21

Kao i kod limunske kiseline, dva karakersia intenzivha moda koja péti od COOH
grupe, kojom se molekul alyio veze za namestice, jasno su vidljiva su na
frekvencijama oko 2100 i 1550 émZajedno sa ostalim karakteristim IC modovima

koji poticu od COOH grupe molekula oleinske kiseline, onpskazani na Slici 5.4.22.
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Slika 5.4.22. Karakteristii IC modovi molekula oleinske kiseline koji paiiod COOH grupe,
a za koje sedkuje zndajna promena kada se molekul pdmaje veZe za nadestice

Karakteristéna frekvencija COOH grupe, na niskim frekvencijafh@7 cni), potice od
savijajute (bending) deformacije terminalne OH grupe vamrawsavijajute deformacije
atoma O u ravni COOH grupe. Vibracioni mod na sjiedfrekvencijama (1547 cif
potice od asimettine savijajie deformacije C-OH, u ravni COOH molekula, a mod na
(2086 cnt) uglavnom od istefie (stretching) deformacije C=0 veze u COOH grupi.
Mod na visokim frekvencijama (oko 3431 ¢jn potice od istez¢e deformacije OH

grupe koja pripada COOH.
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6. UTICAJ NANOPRAHOVA OKSIDA GVOZ PA NA KRV, in-vivo |
in-vitro

IstraZzivanje je sprovedeno na 22 Albino pacova bjatar, kojima je intravenski
ubrizgano 0,5 ml rastvortistih prahovap-2 (J = 1000 mA/dfy T =20°C) i p-3

(J = 1000 mA/d) T = 60°C), i ferofluida f) koji je dobijen oblaganjem ovih prahova
limunskom kiselinom (CA). | prahoviff su ubrizgani u razblazenjima od 1:10 i 1:100.
Uzorak p-2 je ubrizgan u grupu 2, (broj pacova n=6), uzgpa® u grupu 3, (n=6), a
ferofluid u grupu 4, (n=6). Grupa 1 (n=4) je bilarkrolna grupa [Mamula Tartalja D.,
2012]. Aplikaciju navedenih rastvora ekperimentainetinje su podnele dobro. Samo
jedan pacov je nakon ubrizgavanja pokazao znakénelembolije, ali se i on brzo
oporavio. Zivotinje su Zrtvovane 24 sata nakon ens prahova, a krv dobijena
punkcijom srca, analizirana je potuo automatskog hematoloSkog VCS (Volume,
Conductivity, Light Scattering) analizatora, HmX@@r, koji je, kao referentna metoda,
preporden u ovu svrhu od Svetske zdravstvene organizddigiene su analize krvne
slike (WBC-bela krvna zrnca, neutrofili, eozinafitnonociti i limfociti), diferencijalne
krvne slike (% neutrofila, bazofila, limfocita i mocita), i ispitane metabdke promene
(ukupni proteini, enzimi, AST-ALT-ALP, i GGT). DOmjeni rezultati prikazani su na
Slikama 6.1 (a), (b) i (c).

i Eela krvna zrnca (a)
B Creena krena zrnca/

F___________,Ql Trombociti
s :
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Slika 6.1. (a). Relativne promene (u odnosu narktmi grupu) krvne slike krvi albino Wistar
pacova 24 sata nakon unoSenja 5 ml, 1:10 rastwa@hopa p-2 i p-3 i ferofluida. Linije su

povwene da vode oko
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Slika 6.1. Relativne promene (u odnosu na kontrgrupu): (b) metabaikih parametara i (c)
diferencijalne krvne slike, krvi albino Wistar paeo24 sata nakon unoSenja 5 ml, 1:10 rastvora
prahovap-2i p-3i ferofluida. Linije su poviene da vode oko.

Primena nanoprahova i ferofluidadgina neke parametre u sve tri vrste testova, ali na
razlicit natin. Ni jedan od tri primenjena agengad, p-3 ff) nije imao zn&ajan uticaj na
crvena krvna zrnaca. Matim, agensip-2 i p-3 zna&ajno smanjuju nivo belih krvnih
zrnaca, Sto je efekat koji ponekad prati imuno-kivae terapije, dok gdf zna&ajno
povecava, Sto bi mogao biti znak upalnog procgs® i p-3 takaie smanjuju nivo
trombocita (joS jedna karakteristika imunog odgeypidok je uticajff na trombocite

neznatan.

Sto se e parametara diferencijalnih testova krvi, svatfensa slabo @i na bazofile i

limfocite, aff i na neutrofile, Sto ukazuje da uiemje nanoprahova u krv ne izaziva
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ozbiljne infekcije ili upale. Sva tri agensa smanjnivoe eozinofila ff i do -80 %) i
neutrofila, ap-3 i monocita. Sa druge strape2 i ff znaajno pove¢avaju nivo monaocita,

Sto bi mogao biti znak brze reakcije anti-inflanraty sistema.

Primenap-3 agensa ne izaziva ztgne metabotke promene, osim promena GGT
(Gama-glutamil transferaza ), koju sva tri upofjeid agensa smanjuju za oko 20 %.
Medutim, nizak nivo GGT oldno nije pokazatelj koji izaziva zabrinutost-2 takaie
smanjuje ALT (alanin aminotransferaza) za 9 % ,j8tbezndajno, alipovecava AST
(aspartat aminotransferaza) za 20 % . Ferofluidngme ALP (alkalna fosfataza) za 11 %
i poveéava ALT(18 %) i AST(24 %), parametri koji su potealmi pokazatelji
poremeéaja jetre. Na osnovu svih izloZzenih rezultata, eneg zakljditi da nijedan od
ispitivanih rastvora nije izazvao zfgne upalne niti nekrathe promene, i da nijedan

nije tokstan, posebno ne hepatotaiesi.

In-vitro istrazivanje je sprovedeno na uzorcima ljuske,kako Sto je venepunkcijom
uzeta krv od 30 raglitih osoba i razvrstana u odgovargupodgrupe. Analizani su
slede€i parametri: krvna slika (WBC-bela krvna zrnca, tefili, eozinofili, monociti i

limfociti), diferencijalna krvna slika (% neutrtd] bazofila, limfocita i monocita), i
metaboléke promene: ukupni proteini, enzimi (AST-ALT-ALP, GGT). Uzorci su

razvrstani u 3 grupe:

grupa 1. kontrolna grupa, u kojoj je uzeto i analizirarel0 uzoraka sa po 15 ml krvi po

uzorku, bez dodatnih intervencija, tj. tretmana.

grupa 2. u kojoj je uzeto n=10 uzoraka sa po 45 ml krvi ymorku, pa je svaki od
uzoraka dodatno podeljen u 3 podgrupe od po 15wl kojima je dodat rastvor praha

p-2, p-3ili ff, u razblazenju 1:100.

grupa 3. u kojoj je uzeto n=10 uzoraka sa po 45 ml krvi ymorku, pa je svaki od
uzoraka dodatno podeljen u 3 podgrupe od po 15wl kojima je dodat #ni rastvorff
u razblazenju od 1:100, a koje su zatim, redomzehe laserskom zf@nju gustine 0,1,
110 J/crh.

KoriS¢en je laser izlazne snage 100 mW, talasne duzidenB() sa trajanjem impulsa

5000 ps, i gustinom snage od 20 mW/cm
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Za 3 ispitivane gustine laserskog&aja od 0,1, 1 i 10 J/dyvreme delovanja laserskog

snopa bilo je, redom, 5, 50 i 500 s. Dobijeni regtuprikazani su na Slici 6.2.
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Slika 6.2. Relativne promene (u odnosu na kontrgrupu): (a) krvne slike, (b) metabikih
parametara i (c) diferencijalne krvne slike, kr@i lpidskih davalaca nakon unoSenja 5 ml, 1:100
rastvora prahova-2i p-3i ferofluida. Punim simbolima oztene su relativne promene nakon
ozra&avanja odgovarafih uzoraka laserom, gustinama energije od: 0.1 XLOXL1) i 10 (L10)
Jlent u odnosu na rezultate dobijene nakon uno$enjafligda. Linije na slici su poviene da
vode oko.
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Rezultati dobijeni nakon unoSenja ispitivanih ras&v/u ljudsku krviju su, generalno,
veoma skani rezulatima dobijenim primenom istih agenasapaaovima. Dodatno
ozraavanje laserom nije zt@jno uticalo naveéinu ispitivanih parametara, osim mozda
na monocite i AST (smanjenje) i Hematokrite (H@dyecanje), gde je najmanja gustina
energije (0,1 J/cf) proizvelaveée promene nego najée (10 J/crh). lako se nivo AST
i ALP menja sa primenom agenasa i laserskodemnja, nivo ukupnih proteina je veoma
stabilan u svim skajevima. Hemoglobin (HGB) je jedini parametar Kagikazuje jasan
porast posle oztavanja najvéom gustinom snage, i u odnosu na kontrolnu grupu, i

odnosu na uzorak kome je dodéan

Rezultati ispitivanja krvne slike i metab&kih promena nakon unosSenja rastvora prahova
p-2, p-3 i ff su u saglasnosti sa&@lim objavljenim rezultatima, koji su pokazali da se
prilikom degradacije dekstranom oblozenilC Noksida gvodta, i dekstran i gvaie
ukljucuju u normalne metabgke puteve organizma, bez primetnog uticaja na nivo
metabolizma, pa se mozeti da ove supstance ne prouzrokuju nikakav dugordos

efekat u organizmu [Mandarano G., 2010].

Mada je priméen odréeni nivo tokstnosti neoblozenih N oksida gvoda na jetru,
bubrege i plda kada se oni administriraju intravenozno pémajekcije [Schlachter
E.K., 2011}, njihova akutna toksnost do sada nije prijavljena, a mehanizmi degrigelac
éelije u okolini nandestice jo3 uvek nisu poznati [Lévy M010} NC oksida gvoda
nisu prouzrokovale ni dugotrajne promene u nivorraa jetre [Varna M., 2012], a pri
ispitivanju dekstranom oblozenih USPIO, kao koritrag sredstva un-vivo primeni,
povremeno je uena samo kratkotrajna gnina i vrtoglavica [Andrew A., 2009].
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7. ZAKLJU CAK

U ovoj disertaciji su prikazani rezultati pra@avanja nanoprahova oksida gdaz koji su
dobijeni elektrohemijskom (EH) metodom i m@gosti njihove primene u medicini. EH
metoda je odabrana zato Sto oméaya da se na jednostavan (promenom gustine siruje
temperaturdl, pH vrednosti i sastava elektrolita, razmaka idmelektroda), brz i jeftin
natin dobije znatna kotina cestica razliitin veli¢ina i oblika, pa samim tim i razitih
karakteristika, koje dalje wtii na makroskopska svojstva prahova. Zbog toga tsljmte
ispitane struktura, morfologija, opkie, elektréne i magnetne osobine prahova dobijenih
pod razléitim uslovima, i nakon njihovog toplotno tretmanaumosferi argona (Ar) i u
vazduhu. Da bi se omogjia bolja kontrola EH procesa i osobina tako dafiljgprahova,
one su uporiene sa karakteristikama @lih prahova oksida gvda dobijenih drugim
metodama, kao 5to je precipitacija. Osim togatas@ su i mogtnosti modifikacije i
oblaganja dobijenih nakestica odréenim molekulima, koji se né&&Xe koriste pri

njihovoj primeni u bioloSkim sistemima i medicini.

Mogucnosti dobijanja nanoprahova EH metodom su ispigvammpsegu temperatura 293-
361 K i gustina struje u opsegu 200-1000 mAidtokom vremena dovoljno dugog (30-
60 min) da se proizvede zadovoljaugkolicine praha, bez zdajnije promene peetne
pH vrednosti elektrolita. Rezultati dobijeni XRD reajima ukazuju da tokom EH
sintezeT vise utie na vekinu kristalitad,,, negoJ, i da zaJ=200mA/dnf, d.; raste sa
temperaturom po parab&tiom zakonu. Nasuprot tome, za konstanind,, se krée u
uskom opsegu vrednosfza T=333K, d, =18-24 nm), pri promenamd u celom
ispitivanom opsegu. Prahovi dobijeni pri manjim twwsma struje i na nizim
temperaturama, po pravilu imaju éae zrna, pravilnijeg oblika. Analizom dobijenih
prahova elektronskom mikroskopijom (SEM, TEM) demo je da se oni sastoje od dve,
bitno razltite faze,¢iji relativni odnos bitno zavisi od uslova koji gokom sinteze
vladali u EH ¢eliji. Prvu fazu, koja najverovatnije pd# od getita ¢-FeOOH) kao
prekursoragine iglicasti kristaliti (Whiskers) sa ptaikom od 15 do 80 nm i od njih
sa&injene formacije. Dimenzije zrna ove faze i izvidanagnetna merenja ukazuju da bi

ona mogla biti u superparamagnetnom rezimu na $abmperaturi i da presudno &gi
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na makroskopske magnetne osobine prahova. Drugwciag pravilna pldasta zrna sa
precnikom izmetu 300 i 800 nm, a pretpostavka je da ova faza jeasthlepidokrita -

FeOOH), koji se u prisustvu vodonika u elektrobtzo transformiSe u ptasti magnetit.

Dodatna analiza raspodele vele cestica koja je uena na osnovu merenja
dinamikog rasejanja laserske svetlosti, ukazuje i naupti® trée faze koja se sastoji
od velikih aglomerataCinjenica da je ova faza ena i nakon 10 minuta tretiranja
rastvora prahova u ultrazémoj kadi, ukazuje da su hemijske i magnetne in@jak
medu ¢esticama praha koje dovode do aglomeracije, ve@ke. jOsim toga, analiza
ovako dobijenih raspodela je pokazala da, za nazhi# uticaja na velinu kristalita,

gustina struje tokom sinteze u elektrgktj celiji ima veti uticaj na aglomeraciju od

temperature.

Na osnovu analize rezultata XRD merenja zakdno je i da viSe od polovine doprinosa
strukturnoj relaksaciji pri oksidaciji magnetitanbaghemit daju faktori koji nisiisto
geometrijski, tj. ne mogu se objasniti razlikom eligini Fe*** jona i njima dostupnih

polozaja u kristalnoj strukturi ova dva jedinjenja.

Merenja zavisnosti speciéne toplote od temperature su pokazala da je taptagacitet
razlicitih prahova na sobnoj temperaturi (RT)Xah, ali da se temperaturske zavisnosti
toplotnog kapaciteta, i krithe temperature ¢ razlicitih prahova bitno razlikuju.
Potpuno objasnjenje za ovako izraZzene razlike lotopm ponaSanju uzoraka, za sada
nije naieno, ali je uéena odrdena korelacija sa raspodelom v&le i morfologijom
¢estica praha, kao i sa:Tdobijenim iz magnetnih merenja. Vaznosteme razlike u
toplotnim karakteristikama pojedinih prahova oglegau tome Sto se &ho ponaSanje
moze dekivati i kada se prahovi budu zagrevali u RF magma polju, Sto je od

presudnog zn@ja za njihove primene u hipertermiji.

Merenja magnetizacije prahova u zavisnosti aging magnetnog polja (histerezis) su
pokazala da uslovi dobijanja prahova, preko rasigodelicine i morfologijecestica, u

velikoj meri odréuju magnetizaciju zagnja M.

Temperaturne zavisnosti normalizovane magnetne gadsitmosti un(T) | magnetne
susceptibilnostiyn(T), merene u opsegu od RT do 900 K, sa brzinonrexagja

20 K/min, takae se znatno razlikuju od uzorka do uzorka, a vepanése i od atmosfere
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(Ar, vazduh) u kojoj je merenjedano. Tokom peetne faze odgrevanja u obe atmosfere
dolazi do urdenja strukture i magnetne strukture uzoraka. Ovampna je pri
odgrevanju u Ar nepovratna (nakon deéaja do RT magnetni moment uzorka je 2-3
putra véi nego pre odgrevanja), dok dalje zagrevanje naivadlovodi do oksidacije
magnetita i njegovog prelaska u maghemg.kdje su izmerene u uzorcima grejanim u
Ar u potpunoj su saglasnosti sa onima koje seeudlitiri navode kao karakterisie za
magnetit. Velika odstupanjacTkoja su priméena pri merenjima u vazduhu gatiod
toga Sto maghemit, koji nastaje pri zagrevanju reéitgn na vazduhu, pri odtenim
uslovima formira super-strukture, koje imaju speaid uretenje katjona i vakancija.
Postojanje ovih super-struktura moze se ustanositbsnovu slabih, ali karakteristih
XRD refleksija, koje su zaistatene u difraktogramima pojedinih prahova. Ustanowje

je da ti prahovi imaju znatno viSe ©d onih u kojima te refleksije nisu ¢ene.

Temperaturne zavisnosti jednosmerne spawfielektréne otpornostp(T) merene su u
Ar i vazduhu, u opsegu temperatura 293-600 K, prhibi zagrevanja od 20 K/min.
Rezultati merenja odgovaraju onima koje su drudiomudobijali za skne uzorke
magnetita, a na osnovu njih su atkee aktivacione energije i druge karakteristike
nekoliko procesa (,electron hopping®, skokovito targe elektrona, udenje strukture
praceno preraspodelom katjona, oksidacija magnetitaghmmit) do kojih u prahovima
dolazi tokom njihovog odgrevanja u ra&tim atmosferama, pod ragitim uslovima.
Znaajan pad specifne otpornostip(T) u patetnoj fazi odgrevanja, potvrdio je da u
uzorcima dolazi do udenja strukture i preraspodela katjona, Sto j&eno i pri
magnetnim merenjima. Tale je potvdena nepovratnost ovih promena pri odgrevanju u
Ar, jer nakon prvog, sva naredna odgrevanja niseeldodo znaéajnijin promenap(T).
Ustanovljeno je da pri ovim uslovima u vazduhu, f@anog prelaza magnetita u
maghemit dolazi na temperaturi nesto nesto nizop@d K, Sto je préeno drastinim
porastom specifne otpornosti za oko 6 redova vatie.

Infracrveni (IC) spektri prahova dobijenih pri r&#im uslovima su mereni u opsegu
talasnih vektora od 400-4000 ¢mAnaliza karakteristhih vibracija koje se manifestuju
u spektru je pokazala da je dominantna faza u smarcima zaista magnetit. Kao i na
osnovu rezultata prethodno opisanih merenja, péaszada méu razliitim prahovima

postoje zn&jne razlike u kvalitetu i udenosti strukture, ali i u higroskopnosti.
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Ovakva temeljna karakterizacija ispitivanih nandynea omogdava izbor onih koji
imaju optimalne osobine za odene primene u biosistemima i medicini, Sto pored

visoke efikasnosti podrazumeva deaje nezeljenih efekata na najmanju magmeru.

U cilju spre&avanja aglomeracije, poboljSanja i dea dobre biokompatibilnost i
ostvarivanja zeljene funkcionalnosti na&gstica oksida gvaa, neki od prahova su
oblozeni molekulima limunske kiseline (CAkIO;. Da bi se ispitao @i vezivanja
CA za povrSinu nanstica i promene u do kojih dolazi usled vezivaigmereni su IC
spektri neoblozenih, i prahova oblozenih sa CAnO®ga, molekul CA je optimiziran
na osnovu polu-empirijskin kvantno-meh&ah prora&una modelom AM1 iz
programskog paketa HyperChem, i za tako éeine molekularnu komformaciju uten
je pror&un IC spektara. Na osnovu razlike iztnepror&unatih i eksperimentalnih IC
spektara CA molekula zakljgno je da se oni za povrSinu néestica oksida gvaa
vezu preko terminalnin C=0 grupa, koje pripadajuGOgrupi. To ukazuje da se na
samoj povrSina naiestica nalaze atomi Fe, Sto pdiye rezultate nekih skorijih

proratuna povrsine monokristalnog magnetita drugih autor

Pored molekula CA, sihi prora&uni su urdeni i za nekoliko drugih molekula koji se
cesto koriste za oblaganje né&esetica oksida gvaa. Oligomeri citozana razlte duzine
(2-3 molekula), dekstrana (1-5 molekula), polietilglikola (PEG) (1-3 molekula) i
molekul oleinske kiseline, take su optimizirani programskim paketom HyperChem na
polu-empirijskom kvantnom nivou AM1, a osnovne kamhacije dekstrana, citozana i
PEG molekula i kompletnim LCAO (Linearna kombinacijatomskih orbitala)
prora&Eunom, sa bazisom atomskih funkcija 631-G, koji degema pouzdane duzine veza
i naelektrisanja na atomima. U IC spektrima dobiempomau dva korigena nivoa
prora&&una (AM1 i LCAO) zndajnije se razlikuju uglavnhom C-H, N-H i O-H isteé&u
vibracije na visokim frekvencijama. Te razlike @atiod razlike u duzinama veze, a
posebno u naelektrisanju pojedinih atoma, koju dija modela. Utdeno je koiji
modovi potéu od grupa kojima bi se ovi molekuli mogli vezadi govrSinu nangestica i
karakteristtne molekularne vibracije koje ih proizvode su poselprikazane. Na taj
n&in su odréene oblasti IC spektra na koje posebno treba obidiznju tokom

eksperimentalnih merenja nawstica obloZzenih ovim molekulima.
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Ovako dobijeni i okarakterisani nanoprahovi su ugdfeni u istrazivanju koje je
sprovedeno na Wistar miSevirmavivoi na 30 uzoraka humane ki vitro. MiSevima,
podeljenim u nekoliko grupa, je intravenski ubriagd,5 ml rastvoréistih prahovgp-2i
p-3, kao i fero-fluida ff) sacesticama oblozenim sa CA, u razblazenjima od 11:QG00.
Tri grupe uzoraka humane krvi su posle apliciram@oprahova ff dodatno ozréene
laserskom svetl@si, talasne duzine 904 nm, sa trajanjem impulsa pm&zlaznoj snazi
lasera od 100 mW i gustinom snage na uzorku od \B@cm?, do ukupnih gustina
energija ozrdavanja od 0.1, 1 i 10 J/ém

24 sata nakon ubrizgavanja prahovauraiene su analize krvne slike (WBC-bela krvna
zrnca, neutrofili, eozinofili, monociti i limfocitj diferencijalne krvne slike (% neutrofila,
bazofila, limfocita i monocita) i ispitane su metiibke promene (ukupni proteini,
enzimi, AST-ALT-ALP, i GGT). Dobijeni rezultati pakzuju da kori&ni prahovi iff ne
prouzrokuju nikakve ozbiljne imune, metal&k, ili inflamatorne promene u krvi, pa se
mogu bezbedno koristiti za radite bioloSke i medicinske primene.

Dalji rad zahteva precizniju sistematizaciju i Kdesizaciju prahova na osnovu \@tie |
oblika zrna, i eksperimentalno ispitivanje mogaosti kori€enja prahova sa uskom
monodisperznom raspodelom glie i oblika za raztite medicinske primene. Tafe

bi trebalo ispitati mogénosti oblaganja ovakvih monodisperznih prahovaid¢girh
organskim molekulima, koriste eksperimentalno-teorijsku proceduru koja je u jovo
disertaciji primenjena za nekih od njih koji seuusvrhu najese koriste. Na taj r@n bi

se dobio egzaktan uvid u fékio-hemijske procese koji su odgovorni za vezivanje
organskih molekula za natestice gvoda, od cega bitho zavisi vreme cirkulacije i
usmeravanje ovakvih slozentestica, pa samim tim i njihova primena. Kao naredni
korak, ista procedura bi mogla da se primeni i ke&€nje” odreenih aktivnih supstanci

na organsku oblogu nafestica.
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IIpusor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

IMormmucana Jannua Mamyna Taprajba

Opoj uHAeKCca

Hsjasibyjem
J1a je TOKTOpCKa aucepTalija moJi HacJIOBOM

OnTuuke U TPAaHCIIOPTHE ocoOuHe HaHOIIpaxoBa Ha 0a3u okcuaa FBO)Kl)a

¢ pPE3YyJTAT COINCTBCHOI UCTPAKMUBAYKOT paja,

*  J1a Ipe/UIOKEHA JAcepTalrja y HeTUHN HH Y JIeJIOBUMa HUje Ouiia IpeioskeHa 3a
nobujambe OWJIO KOje JUIUIOME IIpeMa CTYIUjCKUM TporpamMuMa JIpYTHUX

BHCOKOIITKOJICKMX YCTaHOBA,
* Ja Cy pe3yiTaTH KOPEKTHO HaBEeJICHH U

* Jla HUCAM KpIIHO ayTOPCKa MpaBa M KOPUCTHO MHTEJEKTYAJIHY CBOJUHY JIPYIHX

JIMIa.

IMoTnuc noxkropanaa

VY beorpany,
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MpwuJor 2.

VlsjaBa O UCTOBETHOCTMU LUTaMMNaHe U eNNeKTPOHCKe Bepswje AOKTOPCKOr paaa

Nme u npe3ume ayropa _Jlanuna Mamyna Taprama

Bbpoj unnexca

Cryaujcku mporpam

HacnoB paga __OnTuuke u TpaHCIIOPTHE OCOOMHE HAHOIIPaxoBa Ha 0a3u OKcuia reoxha

MenTop np Butomup Munanosuh, npodecop emeputyc

TTornucann Hanmna Mawmyna Tapraba

M3jaBpyjeM fAa je ITammaHa Bep3uja MOI JIOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA E€JIEKTPOHCKO]
BEP3MjU KOjy caM Ipeaaoa 3a 00jaBjbuBambe Ha MopTany JMruTajaHor peno3uropujyma

Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM Jia ce 0OjaBe MOjH JIMYHU TIOJIAIM BE3aHH 3a J0OHjame aKaJeMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UME U Mpe3uMe, roJIMHa U MeCTO polema U I1aTyM oa0paHe

pana.

OBH TMYHH noaanum Mory ce O6jaBI/ITI/I Ha MPCKHHUM CTpaHUIlaMa JUTHUTAJIHC 6I/I6J'II/IOT€K€,

y €JIeKTPOHCKOM KaTajiory u y nmyonukanujama Y HuBep3urera y beorpany.

ITornuc fokTopanaa

¥ beorpany,
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Mpwujor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Omnamhyjem YuuBep3uteTcky OubOimoreky ,CBero3ap Mapkosuh” ma y Jururamau
peno3utopujym YHuBep3uTeTa y beorpamy yHece Mojy JOKTOPCKY IUCEPTAIUjy TOJ

HacJIO0BOM:

OnTruke u TPaHCIIOPTHE ocoouHe HaHOIIpaxoOBa Ha 0asu OKCHIa FBO)KT)&

KOja je Moje ayTOPCKO JIeJI0.

Jlucepranmjy ca CBUM NPHIIO3MMA MPEao caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy IOTOJHOM 3a

TPajHO apXUBUPAHE.

Mojy NOKTOpPCKY aucepTalnujy noxpameny y Jururanau peno3utopujyMm YHHUBEp3UTETA
y beorpaagy Mory na KopucTte CBM KOjH MOIITY]y OJpende caapkaHe y 0/ladpaHOM THITY

munenne Kpearusue 3ajequauiie (Creative COmmonSh kojy caM ce 0Iy4Ho.
1. AyropcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIHjaJTHO

3. AyTopcTBO — HEKOMEPIIHMjalTHO — O3 TIpepajie

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIIHjATHO — ISJIUTH O]l HCTUM YCIIOBHMA

5. AyropctBo — 0e3 mpepaje

6. AyTOpCTBO — AEIHTH IO/ UCTUM YCIOBHUMA

(Monumo fa 3a0KpY)XHUTE caMmoO jeJHY OJ HIECT MOHYHEHHX JHUICHIHM, KpaTaK OIHC

JIMIICHIIH JaT je Ha MOJIChUHU JIUCTA).

ITornuc noxkTopanaa

VY beorpany,
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