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Fotodinamicko citotoksi¢no i antibakterijsko dejstvo grafenskih kvantnih tacaka

in vitro

REZIME

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivano je fotodinamicko citotoksi¢no dejstvo
grafenskih kvantnih taaka (GKT) na celije humanog glioma, kao i njihov
antibakterijski efekat na bakterije rezistentne na konvencionalnu antibiotsku terapiju.
lako odli¢ne fotoluminiscentne karakteristike GKT omogucavaju njihovu Siroku
primenu u biomedicini, njihova citotoksi¢nost, kao i antibakterijsko dejstvo do sada nisu
ispitivani. Gliomi su najc¢es¢i i najletalniji tumori mozga otporni na konvencionalnu
terapiju i Cesto inoperabilni, pa su stoga neophodni novi terapijski pristupi u njihovom
leCenju. GKT, ovalne ugljenicne dvodimenzionalne nanodestice, Sintetisane su
elektrohemijskom oksidacijom grafita i karakterisane su metodama UV-Vis
spektroskopije, mikroskopijom atomskih sila i transmisionom elektronskom
mikroskopijom. Nakon fotoekscitacije plavom svetlos¢éu (470 nm, 1 W) GKT su
produkovale reaktivne kiseoni¢ne vrste, ukljudujuéi i singletni kiseonik (*0,), sto je
dovelo do oksidativnog stresa i smrti U251 ¢elija humanog glioma. Celijska smrt
indukovana fotoekscitiranim GKT pokazivala je morfoloSke 1 biohemijske
karakteristike kako apoptoze (eksternalizacija fosfatidil-serina, aktivacija kaspaza, DNK
fragmentacija), tako i autofagije (formiranje autofagnih vezikula, konverzija LC3-I u
LC3-II, degradacija autofagnog kargo receptora SQSTM1/p62). Genetska inaktivacija
klju¢nog autofagnog proteina LC3B smanjila je fotodinamicku citotoksi¢nost GKT.

Otkrivanje novih, efikasnijih metoda lecenja bakterijskih infekcija postalo je
neophodno usled porasta ucestalosti infekcija uzrokovanih sojevima bakterija koje
pokazuju rezistenciju na veliki broj antibiotika. 1z tih razloga je ispitivan uticaj
fotoekscitiranih  GKT na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije, meticilin-
rezistentni  Staphylococcus aureus i Escherichia coli, koje spadaju u grupu
najznacajnijih nozokomijalnih patogena, ali se sa velikom ucestalos¢u izoluju i kao

izazivaci infekcija u vanbolni¢koj sredini. Ubijanje bakterija fotoekscitiranim GKT



pokazano je smanjenjem broja bakterijskih kolonija, detekcijom ostecenja bakterijske
membrane bojenjem propidijum jodidom, kao i vizuelizacijom morfoloskih promena
pomoc¢u mikroskopije atomskih sila. Indukcija oksidativnog stresa u bakterijama
tretiranim  fotoekscitiranim GKT potvrdena je bojenjem redoks senzitivnim
fluorohromom dihidrorodaminom 123. Takode je pokazano da pojedinacni tretmani
GKT ili plavom svetlo$¢u nisu doveli do indukcije oksidativnog stresa i redukcije
vijabilnosti bakterija, kao i da fotoekscitirane GKT nisu bile toksi¢ne za splenocite

misa.

Dobijeni rezultati ukazuju na potencijalnu primenu GKT u fotodinamickoj
terapiji, u kojoj se netoksi¢ni fotosenzitivni agensi izloZeni svetlosti odredene talasne

duzine koriste za ubijanje malignih ¢elija i bakterija.

Kljucne reci: grafenske kvantne tacke, fotodinamicka terapija, citotoksi¢nost, slobodni

radikali, oksidativni stres, antibakterijsko dejstvo, apoptoza, autofagija
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Photodynamic cytotoxicity and antibacterial effect of graphene quantum dots in

vitro

SUMMARY

In this doctoral dissertation the photodynamic cytotoxic effect of graphene quantum
dots (GQD) was investigated in human glioma cells and antibiotic-resistant bacteria.
The excellent physicochemical properties of GQD make them suitable candidates for
biomedical applications, but their cytotoxicity towards cancer cells or bacteria has not
been extensively studied thus far. Gliomas are among the most frequent and letal brain
tumors, often inoperable and highly refractive to the standard chemotherapy protocols,
thus there is a pressing need for the development of new therapy approaches. GQD, the
two-dimensional carbon nanoparticles, were synthesized by the electrochemical
oxidation of graphite and characterized by UV-Vis, atomic force microscopy, and
transmission electronic microscopy. It was shown that GQD irradiated with the blue
light (470 nm, 1 W) produced reactive oxygen species, including singlet oxygen (*O.),
which killed U251 human glioma cells by causing oxidative stress. The cell death
induced by the photoexcited GQD displayed morphological and/or biochemical
characteristics of both apoptosis (phosphatidylserine externalization, caspase activation,
DNA fragmentation) and autophagy (formation of autophagic vesicles, LC3-I1/LC3-11
conversion, degradation of autophagic cargo receptor SQSTM1/p62). Moreover, genetic
inactivation of autophagy-essential LC3B protein partly abrogated the photodynamic
cytotoxicity of GQD.

Searching for new treatments for bacterial infections has become necessary,
because of a dramatic increase in the frequency of infections caused by drug-resistant
bacteria. Therefore, we examined potential antimicrobial effect of photoexcited GQD on
the Gram-positive and Gram-negative bacteria, methicillin-resistant Staphylococcus
aureus and Escherichia coli, which are leading nosocomial pathogens. Bacterial killing
was demonstrated by the reduction in number of bacterial colonies using a standard

plate count method, by the increased uptake of propidium iodide in bacteria with



damaged membrane, as well as by visualizing morphological defects employing AFM.
The induction of oxidative stress in bacteria exposed to photoexcited GQD was
confirmed by staining with a redox-sensitive fluorochrome dihydrorhodamine 123.
Moreover, neither GQD nor light exposure alone was able to cause oxidative stress and
reduce the viability of bacteria. Finally, photoexcited GQD were not toxic to the mouse
splenocytes.

These data indicate a potential usefulness of GQD in photodynamic therapy, in
which nontoxic photosensitizing agents exposed to the light of a particular wavelength

are used to kill cancer cells or bacteria.

Keywords: graphene quantum dots, photodynamic therapy, citotoxicity, free radicals,

oxidative stress, antibacterial effect, apoptosis, autophagy

Research area: Medicine

Research field: Molecular medicine
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1. UVOD

Kvantne tacke su poluprovodnicke nanostrukture kod kojih je kretanje elektrona
prostorno ograniceno U Sve tri dimenzije. Predstavljaju nula-dimenzionalne ili
dvodimenzionalne materijale ¢ije lateralne dimenzije ne prelaze 100 nm. Sastoje se od
nekoliko stotina do nekoliko miliona atoma i predstavljaju prelazni oblik izmedu ¢vrstih
tela (kristala) i pojedina¢nih atoma. Zbog nanometarskih dimenzija i izrazenog efekta
kvantnog ograni¢enja (engl. quantum confinement effect), njihove opticke i elektri¢ne
karakteristike razlikuju se od makroskopskih poluprovodnika od kojih su napravljene.
Odnos broja atoma na povrs$ini 1 unutrasnjosti mnogo je veci kod kvantnih tacaka nego
kod ¢vrstih materijala i zato imaju izrazen povrsinski efekat (engl. edge effect) (Volkov,
2015). Kvantne tacke karakteriSe fotoluminiscencija koja je zavisna od njihove veliCine,
odnosno emisione talasne duzine su obrnuto proporcionalne njihovoj veli¢ini, $to ih ¢ini
podesnim za primenu u biomedicini kao biosenzora. Takode, koriste se kao
fluorescentne probe za ,,bioimidzing” (engl. bioimaging), posto su otpornije na gubitak
fotoluminiscencije usled degradacije molekularne strukture (engl. photobleaching) u

poredenju sa organskim fluoroforama (Calin i sar., 2013).

Grafen je dvodimenzionalna kristalna alotropska modifikacija ugljenika,
izgradena od ugljenikovih atoma organizovanih u Sestougaonu reSetku koja podseca na
strukturu sac¢a (Geim, 2009). Grafen ima planarnu strukturu i sastoji se od jednog sloja
atoma ugljenika koji su sp? hibridizovani. Svaka od tri sp® hibridizovane orbitale atoma
ugljenika sa tri susedna atoma ugljenika formira jake kovalentne o veze koje su
odgovorne za stabilnost i ¢vrstinu reSetke, kao i za elasti¢ne osobine grafena. Interakcije
izmedu preostalih susednih nehibridizovanih 2p, orbitala se razvijaju u delokalizovane =
(vezujuce) nivoe koji formiraju valentnu zonu i 7+ (anti-vezujuce) nivoe koje formiraju
provodnu zonu. Re¢ grafen, nastalu kombinovanjem reci grafit sa sufiksom —en, uveo je
Hans Peter Boem (Hanns-Peter Boehm) 1962. godine da bi opisao jednoslojnu
ugljeni¢nu foliju. Grafen su prvi put eksperimentalno napravili 2004. godine dvojica

fizicara ruskog porekla Andrej Gejm (Andre Geim) i Konstantin Novoselov sa
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Univerziteta u Mancesteru, Velika Britanija. Utvrdili su da se raslojavanjem segmenata
visoko orijentisanog pirolitickog grafita pomocu lepljive trake, dobijaju razlicite
ljuspice od kojih su neke tanje od ostalih. Dobijene ljuspice su prenosili na silicijumsku
podlogu i ponovo razdvajali na jo$ tanje slojeve, dok nisu dobili sloj debljine jednog
atoma, ¢iju su stabilnost potvrdili na elektronskom mikroskopu (Novoselov i sar.,

2004). Za otkri¢e grafena dobili su Nobelovu nagradu za fiziku 2010. godine.

Grafenske kvantne tacke (GKT) su podgrupa ugljeni¢nih kvantnih tac¢aka koje
poseduju grafensku strukturu, elipsastog su oblika ili oblika diska, imaju pre¢nik manji
od 100 nm i mogu biti izgradene od jednog ili viSe tankih slojeva grafena debljine 3-30
nm. GKT u svom srediStu uobi¢ajeno imaju strukturu kristalne reSetke grafena, dok na
povrsini i na ivicama mogu biti delimi¢no oksidovane i sadrzati polarne funkcionalne
grupe (karboksilne, hidroksilne, karbonilne, epoksidne i dr.). Upravo ove funkcionalne
grupe se ponasaju kao reaktivna mesta i odgovorne su za njihovu visoku rastvorljivost u
vodi i dobru biokompatibilnost. GKT su prvi put definisane u istrazivanjima Silvestrova
i Efetova 2007. godine (Silvestrov i Efetov, 2007).

Slika 1. Struktura grafenske kvantne tacke



Metode sinteze GKT se mogu podeliti u dve grupe: ,top-down” metode i
,bottom-up” metode. ,, Top-down” metode podrazumevaju dobijanje GKT se¢enjem
jeftinih i1 lako dostupnih ugljeni¢nih materijala (grafen oksid, ugljeni¢ne nanotube)
primenom hemijskog, elektrohemijskog ili fizickog pristupa 1 upotrebom
koncentrovanih kiselina, jakih oksiduju¢ih agenasa i izlaganjem uzorka visokim
temperaturama. Nedostatak ovog pristupa je nemogucnost kontrole morfologije i
raspodele veli¢ina dobijenih Cestica. ,,Bottom-up” metode se odnose na sintezu GKT
zasnovanu na hemijskim reakcijama kondenzacije, pomocu pirolize i karbonizacije
policikli¢nih aromati¢nih jedinjenja, kao $to su fulereni (Cgo) ili derivati benzena. lako
su veoma kompleksni, ovi postupci omogucavaju dobro kontrolisanje osobina GKT
(Baker i Baker, 2010). GKT poseduju nekoliko prednosti u odnosu na konvencionalne
neorganske kvantne tacke, koje ih ¢ine pogodnijim za primenu u zivim bioloskim
sistemima. Imaju odlicne opticke karakteristike (fotoluminiscencija, velika
fluorescentna aktivnost, fotostabilnost), biokompatibilnost, termalnu i hemijsku
stabilnost, nisku toksi¢nost, lako se sintetiSu i dobro rastvaraju u razli¢itim
rastvara¢ima. GKT imaju izrazenu opti¢ku apsorpciju u UV oblasti, sa spektrom koji
ima zavrSetak u vidljivom delu spektra. Usled efekta kvantnog ograni¢enja, UV-Vis
spektri pokazuju zavisnost opti¢ke apsorpcije od velicine GKT i metode sinteze (Li i
sar., 2013), pa sa povecanjem veli¢ine Cestica dolazi do pomeranja apsorpcionog pika u
crveni deo spektra (Peng i sar., 2012). Najznacajnija karakteristika GKT je
fotoluminiscencija. GKT razli¢itih veli¢ina pokazuju razliite boje u spektru
fotoluminscencije, od vidljive svetlosti do infracrvene oblasti. lako tacan mehanizam
fotoluminiscencije GKT jo$ uvek nije poznat, pretpostavlja se da luminiscencija potice
od ekscitacije ugljenika, efekta kvantnog ograni¢enja, aromati¢nih struktura,
kiseoni¢nih funkcionalnih grupa, cik-cak ivica i iviénih defekata (Zhou i sar., 2007; Lu i
sar., 2009; Li i sar., 2013). Usled odli¢nih fotoluminiscentnih karakteristika GKT imaju
sve §iru primenu u biomedicini kao biosenzori (npr. za detekciju jona gvozda Fe** ili
biomaterijala) i netoksi¢ni agensi za ,bioimidzing” (Shen i sar., 2012). Takode se
koriste i kao fotosenzitizeri, molekuli koji apsorbuju svetlost odredene talasne duzine i
prenose energiju na drugi molekul, i kao specificni nosaci lekova za kontrolisanu
terapiju odredenih bolesti. Jedna od najvaznijih osobina GKT je sposobnost da se

ponasaju kao donori i akceptori elektrona, odnosno da poseduju prooksidativni i

3



antioksidativni potencijal (Wang i sar., 2009). Pokazano je da za razliku od grafena, a
slicno fulerenima (Cgp), GKT nakon ekscitacije plavim svetlom proizvode reaktivne
kiseoni¢ne vrste (RKV), ukljudujuéi i singletni kiseonik 'O, (Christensen i sar., 2011).

Ova osobina GKT otvara mogucnost njihove primene u fotodinamickoj terapiji.

Fotodinamicka terapija (FDT) predstavlja savremenu terapijsku alternativu
konvencionalnoj terapiji tumora (hirurske intervencije, hemoterapije i radioterapije), i
ima niz prednosti: minimalno je invazivna, ispoljava minimalna nezeljena dejstva i ima
nisku sistemsku toksi¢nost. U FDT se netoksi¢ni fotosenzitivni agensi izlozeni svetlosti
odredene talasne duzine koriste za ubijanje malignih ¢elija i mikroorganizama kao §to
su bakterije. Naime, fotosenzitivni agens aktiviran svetlos¢u prenosi energiju ili
elektron na molekularni kiseonik prisutan u ciljnim c¢elijama, pri ¢emu nastaju
superoksidni i hidroksil radikali u fotohemijskoj reakciji (mehanizam po tipu 1) i
singletni kiseonik (mehanizam po tipu Il) (Clo i sar., 2007). Singletni Kiseonik je jedna
od tri elektronske konfiguracije molekulskog kiseonika u kojoj su oba elektrona sparena
u jednoj orbitali, i koja ima nizu energiju, ali znacajno duzi zivotni vek od ostalih
konfiguracija. Zbog svoje izuzetno visoke oksidativne mo¢i singletni kiseonik ucestvuje
u ¢itavom nizu hemijskih i biohemijskih reakcija (Briviba i sar., 1997). U interakciji sa
razli¢itim RKV ucestvuje u indukciji oksidativnog stresa i prenosu ¢elijskih signala koji
dovode do ostecenja celije i Celijske smrti. Pobudeno singletno stanje kiseonika je
glavna citotoksi¢na RKV koja nastaje tokom FDT, tako da se poveéanjem produkcije
0, unutar tumorskih éelija i tkiva moze poboljsati terapijski odgovor. Broj nastalih
molekula singletnog kiseonika po fotonu apsorbovane svetlosti je najvaznija mera
efikasnosti nekog fotosenzitivnog agensa, tako da koncentracija singletnog kiseonika u
tumorskom tkivu predstavlja direktni pokazatelj efektivne isporu¢ene doze FDT. FDT
predstavlja dinamic¢an proces, jer je koncentracija prisutnog kiseonika u tumorskim
¢elijama promenljiva usled njegove potrosnje, a menja se i distribucija fotosenzitivnog
agensa. Takode, na koncentracije kiseonika i fotosenzitivnog agensa utic¢u i raspodela
talasnih duzina zracenja, odredena karakteristikama izvora svetla, kao i opticke osobine
tumorskog tkiva. Selektivnost fotodinamicke terapije se postize selektivnim izlaganjem
ciljnog tkiva zracenju, ¢ime se smanjuje toksi¢nost prema okolnom zdravom tkivu.
Konvencionalna FDT se koristi u terapiji razli¢itih tumora, ali je klini¢ka primena
postojec¢ih fotosenzitivnih agenasa Gesto ogranidena niskim prinosom *O,, kao i slabom
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biokompatibilnos¢u i izrazenim ,fotobli¢ingom” (Ge i sar.,, 2014). Jedan od
ograni¢avaju¢ih faktora je i nedovoljna dubina prodiranja svetlosti kroz tkivo pri
tretmanu tumora lokalizovanih u unutras$njim, tesko dostupnim regijama organizma kao
Sto su miSici i kosti. GKT apsorbuju intenzivno u UV oblasti i u celokupnom vidljivom
delu spektra (Leach i sar., 1992). Pojedine GKT su ekstremno efikasni izvori singletnog
kiseonika sa prinosom koji je priblizan vrednosti 1,3, §to znac¢i da generi$u vise od
jednog molekula singletnog kiseonika za svaki foton koji apsorbuju (Ge i sar., 2014).
Upravo ove karakteristike ih ¢ine interesantnim kandidatima za fotosenzitivne agense u

FDT.

FDT se intenzivno proucava poslednjih godina kao potencijalni neinvazivni
tretman razli¢itih infektivnih oboljenja (Hamblin 1 Hasan, 2004). Neadekvatna i
rasprostranjena primena antibiotika dovela je do pojave i Sirenja rezistencije bakterija na
antimikrobne agense, kako medu Gram-pozitivnim tako i medu Gram-negativnim
vrstama. Tokom poslednjih decenija dramati¢no je porasla incidencija infekcija
izazvanih bakterijama koje su postale rezistentne na veliki broj antibiotika. Pojava
multirezistencije (rezistencija na najmanje tri klase antibiotika) i panrezistencije
(rezistencija na sve dostupne antibiotike) ograniCila je broj terapijskih moguénosti, $to
danas predstavlja jedan od najznacajnijih problema sa kojim se suocavaju lekari u
svakodnevnom klinickom radu. Terapija infekcija izazvanih rezistentnim sojevima
bakterija zahteva primenu lekova ,,drugog izbora” koji su praceni ucestalijom pojavom
nezeljenih reakcija i znacajno povecavaju troskove leenja. Procenjuje se da svake
godine oko 700.000 ljudi umire zbog infekcija izazvanih rezistentnim sojevima
bakterija, a pretpostavlja se da bi taj broj mogao iznositi 10 miliona do 2050. godine,
ukoliko se hitno ne preduzmu mere za zaustavljanje razvoja 1 Sirenja rezistencije i ne
uloze napori u pronalazenje novih antimikrobnih agenasa (Willyard, 2017). Zbog svega
navedenog, Svetska zdravstvena organizacija (SZO; engl. World Health Organization,
WHO) i Svetski ekonomski forum (engl. World Economic Forum) uvrstili su
rezistenciju bakterija na antibiotike u grupu globalnih zdravstvenih problema od
najveceg znacaja (Blair i sar., 2015). SZO je 2017. godine prvi put objavila listu
rezistentnih i multirezistentnih bakterija koje predstavljaju najveci zdravstveni problem
zbog nedostatka dostupnih terapija (Willyard, 2017). Ova lista obuhvata 12 bakterija i
familija bakterija, medu kojima su meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA)
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i ¢lanovi familije Enterobacteriaceae ukljucujuéi i vrstu Escherichia coli. Pored toga sto
pokazuju izrazitu sposobnost sticanja rezistencije na antibiotike, MRSA i E. coli
spadaju u grupu najznacajnijih nozokomijalnih patogena, ali se sa visokom ucestalo$¢u
izoluju i kao izazivaéi infekcija u vanbolnickoj sredini. Stavise, poslednjih godina sojevi
MRSA diseminovani u opstoj populaciji (CA-MRSA, engl. community acquired) se sve
¢eS¢e izoluju u bolnickoj sredini 1 pretpostavlja se da ¢e u bliskoj buduénosti u
potpunosti zameniti HA-MRSA (engl. hospital- or health-care-acquired) sojeve koji su
tipino izaziva¢i nozokomijalnih infekcija (Thurlow i sar., 2012; Pourmand i sar.,
2017).

S. aureus je Gram-pozitivna koka (Slika 2) koja kolonizuje kozu i sluznice
Coveka. Iako se smatra oportunistickom bakterijom, usled produkcije velikog broja
razli¢itih  faktora virulencije izaziva Sirok spektar oboljenja, od blagih,
samoograni¢avaju¢ih infekcija koze i trovanja hranom do vrlo teSkih, invazivnih
infekcija, kao Sto su bakterijemija, endokarditis, osteomijelitis 1 nekrotiziraju¢a
pneumonija (Thurlow i sar., 2012). S. aureus je vrlo brzo razvijao rezistenciju na nove
antimikrobne agense. Ubrzo posle uvodenja penicilina u upotrebu 40-tih godina proslog
veka, pojavili su se rezistentni sojevi koji su produkovali penicilinazu, enzim koji
razgraduje B-laktamski prsten penicilina. Kako su penicilin-rezistentni sojevi postali
dominantni u bolnicama tokom naredne dve decenije, 1959. godine je u klinicku
upotrebu uveden meticilin, polusintetski beta laktamski antibiotik otporan na dejstvo
penicilinaza. Medutim, samo dve godine kasnije izolovani su prvi sojevi S. aureus
rezistentni na meticilin i od tada je klini¢ki zna¢aj MRSA u stalnom porastu (Thurlow i
sar., 2012; Pourmand i sar., 2017). Rezistencija na meticilin se danas koristi kao
laboratorijski marker za rezistenciju na sve beta laktamske antibiotike, ali sojevi MRSA
tipicno pokazuju multirezistenciju zbog ¢ega je infekcije izazvane ovom bakterijom

veoma teSko leciti.

E. coli je Gram-negativan bacil (Slika 2) koji se nalazi u sastavu fizioloske
mikroflore gastrointestinalnog trakta i genitalnog trakta Zena. To je danas najceSce
izolovana bakterija u klinickim mikrobiolo§kim laboratorijama (Vila i sar., 2016). Pre
svega je prepoznata kao najznacajniji uzrocnik urinarnih infekcija, ali je sveukupan

klinicki znacaj E. coli veoma veliki. U pitanju je bakterija koja pored infekcija
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urinarnog trakta izaziva i Citav niz drugih ekstraintestinalnih infekcija, kao Sto su
bakterijemija, neonatalni meningitis, intraabdominalne infekcije i infekcije hirurskih
rana. Specifi¢ni sojevi E. coli, takozvani dijarigeni sojevi, takode su prepoznati kao
vazni uzrocnici intestinalnih infekcija . Kada je rezistencija na antibiotike u pitanju, od
posebnog su znacaja sojevi enterobakterija koji produkuju beta laktamaze proSirenog
spektra delovanja, takozvani ESBL sojevi (engl. extended spectrum beta lactamases).
ESBL sojevi pokazuju rezistenciju na cefalosporine svih generacija i aztreonam,
ostavljajuci karbapeneme kao lekove izbora u terapiji teskih infekcija izazvanih ovim
sojevima enterobakterija. Medutim, Siroka primena karbapenema dovela je do pojave i
Sirenja sojeva enterobakterija koji produkuju karbapenemaze, medu kojima su od
velikog klini¢kog znacaja karbapenem-rezistentni sojevi E. coli (Vila i sar., 2016;
Pourmand i sar., 2017). S obzirom da ovi sojevi ¢esto pokazuju rezistenciju i na veéinu
drugih antibiotika i da su geni rezistencije smesteni na mobilnim genskim elementima
koji se horizontalnim transferom mogu preneti na druge Gram- negativne bakterije,
ESBL i karbapenem-rezistentni sojevi enterobakterija predstavljaju jednu od najvecih

pretnji ljudskom zdravlju (Willyard, 2017).

Slika 2. Bakterije Staphylococcus aureus i Escherichia coli, bojenje po Gramu

Pored infektivnih i kardiovaskularnih bolesti, maligniteti predstavljaju jedan od

vodecih uzroka smrtnosti u svetu i njihovo rano dijagnostikovanje i lecenje je najveci
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izazov u svetskoj medicini. Tumore ili neoplazije ¢ine grupe izmenjenih celija koje
nekontrolisano i neprestano proliferisu. Tumori mogu biti benigni ili maligni i dele se na
osnovu vrsta ¢elija ili tkiva od kojih su se razvili. Gliomi su tumori nastali od c¢elija
glije, potpornih ¢elija nervnog sistema, i predstavljaju najceS¢e primarne tumore
centralnog nervnog sistema (CNS). Gliomi ¢ine oko 30% svih tumora CNS-a i 80%
svih malignih tumora mozga (Goodenberger i Jenkins, 2012). Prema SZO gliomi
astrocitnog porekla (astrocitomi) su klasifikovani u cCetiri stadijuma na osnovu
histopatoloskih karakteristika i stepena maligniteta . U poslednji, IV stadijum malignog
glioma, spada i glioblastoma multiforme (GBM), najc¢es¢i i1 najletalniji tumor mozga,
koga odlikuje velika agresivnost uzrokovana velikim proliferativnim i angiogenetskim
potencijalom (Jones i Holland, 2011; Westphal i Lamszus, 2011). GBM moze nastati de
novo iz prekursorskih ¢elija (primarni GBM) ili progresivnhom transformacijom GBM
glioma nizeg stadijuma (sekundarni GBM) (Arjona i sar., 2006). Prose¢no vreme
prezivljavanja obolelih od GBM je 12-15 meseci od trenutka postavljanja dijagnoze,
odnosno stopa petogodiS$njeg prezivljavanja je manja od 5% (Minniti i sar., 2008).
Standardni terapijski protokol za novootkrivene glioblastome podrazumeva hirursko
odstranjivanje tumora u kombinaciji sa radioterapijom i tretmanom citostatikom
temozolomidom, Kkoji se primenjuje za vreme i posle terapije zracenjem. Medutim,
specificna lokalizacija glioma ¢ini ove tumore Cesto inoperabilnim. Dodatni problem
predstavlja velika otpornost glioma na indukciju apoptoze konvencionalnom terapijom

(zraGenjem, hemioterapijom ili imunoterapijom) (Giese i sar., 2003).

Apoptoza ili programirana Celijska smrt tipa I je evolutivho konzerviran i
geneticki determinisan proces eliminacije ¢elija prvi put imenovan od strane Kerr i sar.
1972. godine (Kerr i sar., 1972). Apoptoza se odigrava u normalnim fizioloSkim
uslovima, tokom embriogeneze i1 diferencijacije, 1 ima vaznu ulogu u procesima
regulacije imunskog sistema, u razvicu i starenju, odrzavanju homeostaze tkiva, u
uklanjanju ¢elija oStecenih toksi¢nim agensima, kao i u nizu patoloskih stanja (Norbury
i Hickson, 2001; Yuan i Kroemer, 2010). U toku apoptoze dolazi do karakteristicnih
morfoloskih promena Cdelije, kao Sto su zaokrugljivanje, smanjivanje Celijskog
volumena, kondenzacija i fragmentacija hromatina (piknoza) i intenzivno pupljenje
plazma membrane. Terminalnu fazu apoptoze karakteriSe pojava apoptotskih tela koja
predstavljaju citoplazmu sa gusto pakovanim organelama, sa ili bez fragmenata jedra i
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sa ocuvanom plazma membranom na ¢ijoj povrSini se nalazi fosfatidilserin (Taylor i
sar., 2008). Fosfatidilserin predstavlja signal za makrofage i okolne ¢elije da fagocituju
apoptotska tela, ¢ime se sprecava sekundarna nekroza i produkcija citokina, pa kod
¢elija koje umiru apoptozom ne dolazi do oslobadanja ¢elijskog sadrzaja u okolnu
sredinu 1 oStecenja tkiva (EImore, 2007; Bogner i sar., 2010). Apoptotska tela u in vitro
uslovima se spontano degeneriSu procesom nekroze. Dakle, za razliku od nekroze,
apoptozu karakteriSe ocuvanje strukture ¢elijske membrane sve do krajnjih stadijuma
procesa, kao i posledi¢no odsustvo inflamatorne reakcije (Kurosaka i sar., 2003).
Apoptoza je energetski zavisan proces koordinisan kaskadnom aktivacijom
proteolitickih enzima kaspaza. Kaspaze pripadaju familiji visoko konzerviranih cistein-
zavisnih aspartat-specifi¢nih proteaza, koje se sintetiSu kao neaktivni prekursori, pro-
kaspaze. Razlikujemo se inicijatorske (kaspaza-2, -8, -9, -10), efektorske (kaspaza-3, -6,
-7) i inflamatorne (kaspaza-1, -4, -5) kaspaze (Cohen, 1997). Grupisanjem u
odgovaraju¢e komplekse prekursorske forme inicijatorskih kaspaza se autokatalitiCki
aktiviraju, a zatim svojom proteolitickom aktivno$¢u dalje aktiviraju efektorske
kaspaze. Efektorske ili egzekutorne kaspaze su odgovorne za aktivaciju endonukleaza i
proteaza, Sto za posledicu ima fragmentaciju hromozomalne DNK 1 isecanje proteina
citoskeleta i nukleusa, pri ¢emu nastaju citomorfoloske promene karakteristicne za
apoptozu (Slee i sar., 2001). Postoje dva jasno definisana signalna puta koja aktiviraju
proces apoptoze, spoljasnji ili receptorski i unutra$nji ili mitohondrijalni put. Spoljasnji
put zapocinje na nivou ¢elijske membrane aktivacijom receptora smrti iz TNFR (engl.
tumor necrosis factor receptor) familije (Locksley i sar., 2001). Svi ¢lanovi TNF
receptorske familije imaju sli¢an ekstracelularni domen - domen smrti (engl. death
domain) (Ashkenazi i Dixit, 1998), koji ima klju¢nu ulogu u prenoSenju signala sa
povrSine u unutrasnjost celije. Po vezivanju liganda za receptor smrti dolazi do
konformacione promene, grupisanja adaptora za intracelijske domene smrti FADD
(engl. Fas-associated protein with death domain) i vezivanja za kaspazu-8, pri ¢emu se
formira aktivni kompleks DISC (engl. death-inducing signalling complex) u kome je
stimulisana autokataliticka aktivacija kaspaze-8 (Hsu i sar., 1995; Lavrik i sar., 2005).
Na kraju, kaspaza-8 direktno aktivira efektorsku kaspazu-3, koja vrse¢i kontrolisanu
proteolizu, zapo€inje egzekucionu fazu apoptoze (Kischkel i sar., 1995; Cabal-Hierro i

Lazo, 2012). Sa druge strane, mitohondrijalni put apoptoze je najce$ce iniciran
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faktorima koji izazivaju oste¢enja DNK i nekih drugih ¢elijskih struktura (hemoterapija,
zracenje, toksini, hipoksija, hipertermija, virusna infekcija, RKV) ili odsustvom faktora
rasta, hormona i citokina koji su neophodni za prezivljavanje ¢elija (Simon i sar., 2000;
Saelens i sar., 2004). Svi ovi stimulusi izazivaju depolarizaciju i promenu
propustljivosti spoljasnje mitohondrijalne membrane, $to za posledicu ima oslobadanje
proapoptotskih proteina kao §to su citohrom c, indukuju¢i faktor apoptoze (engl.
apoptosis inducing factor, AlIF), Smac/DIABLO i endonukleaza G (Saelens i sar.,
2004). Citohrom ¢ u citoplazmi zajedno sa kaspazom-9 i Apaf-1 (engl. apoptotic
peptidase activating factor 1) proteinom formira kompleks, apoptozom, koji aktivira
efektorske kaspaze-3, -6 i -7, koje proteoliticki razgraduju ¢elijski sadrzaj ukljucujuéi i

genetski materijal.

Tumorske ¢elije koje imaju mutirane gene koji kodiraju proteine neophodne za
odvijanje apoptoze mogu da umru nekim drugim tipom celijske smrti, npr. nekrozom ili
usled neregulisane autofagije. Autofagija je precizno regulisani katabolicki proces za
razgradnju nepotrebnih ili disfunkcionalnih komponenti same ¢elije (oStecene organele,
proteinski agregati i membrane) u lizozomima (Yang i Klionsky, 2010). U ¢eliji je uvek
prisutan bazalni nivo autofagije, koji se pojacava u uslovima stresa. Na osnovu
fizioloske funkcije i nacina isporuke sadrzaja lizozomima definisana su tri tipa
autofagije: mikroautofagija, autofagija posredovana Saperonima i makroautofagija
(Mizushima i sar., 2008). Makroautofagija, odnosno autofagija u uzem smislu,
predstavlja glavni put koji eliminiSe oSte¢ene organele i disfunkcionalne proteine.
Proces makroautofagije zapoCinje formiranjem fagofore, dvoslojne membrane
najverovatnije poreklom od endoplazmati¢nog retikuluma, koja okruzuje delove
citoplazme pri ¢emu nastaje autofagozom. Autofagozom se spaja sa lizozomom
formirajuci autolizozom u kome se sadrzaj degradira lizozomalnim kiselim hidrolazama
(Mizushima, 2007; Yang i Klionsky, 2009). Autofagija je kompleksan proces koji se
sastoji se od nekoliko faza regulisanih produktima ATG gena (engl. autophagy related
genes): indukcija autofagije, stvaranje autofagozoma (nukleacija i elongacija),
sazrevanje autofagozoma, fuzija autofagozoma i lizozoma, i konac¢no razgradnja
sadrzaja (Kung i sar., 2011).. Klju¢ni molekul u regulaciji autofagije u uslovima
ograni¢ene dostupnosti nutrijenata je serin/treonin kinaza mTOR (engl. mammalian
target of rapamycin), koja kontrolise aktivnost kinaze ULK1 (engl. Unc-51-like kinase)
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i Ciji inhibitorni signali spreCavaju inicijaciju autofagije (Hosokawa i sar., 2009).
Serin/treonin kinaza ATG1 kod kvasnica i homolozi ULK1 i ULK2 kod sisara
predstavljaju glavne molekule koji iniciraju autofagiju. ULK fosforilacijom AMBRA1
proteina (engl. activating molecule in Beclin-1 autophagy 1) stimuli$e translokaciju
PI3K kompleksa na membranu endoplazmati¢nog retikuluma, mesto formiranja
autofagozoma. PI3K kompleks koji obuhvata fosfoinozitid 3-kinazu klase 111 (PI3K),
serin/treonin kinazu p150, ATG14 i beklin-1 (ATG6) kontrolise nukleaciju i elongaciju
pre-autofagozomalne membrane, tj. fagofore. U uslovima niskog energetskog stanja u
¢eliji dolazi do fosforilacije beklina-1 i slabljenja interakcije beklina-1 sa Bcl 2, pri
¢emu se beklin-1 oslobada i ucestvuje u indukciji autofagije (He i Klionsky, 2009). U
kasnijem procesu rasta i sazrevanja autofagozoma ucestvuju dva konjugaciona sistema
sli¢na ubikvitinskom konjugacionom sistemu, jedan koji ¢ine ATG12, ATGS i ATG16,
I drugi sastavljen od proteaze ATG4 i LC3 proteina (engl. microtubule-associated light
chain-3). ATG4 proteoliticki obraduje LC3 (homolog ATG8 kod sisara) i nastaje
solubilna forma LC3-I. LC3-1 se dalje konjuguje sa fosfatidilaminom pomo¢u ATG12-
ATG5-ATG16 kompleksa, stvaraju¢i LC3-II koji se specificno vezuje za
autofagozomalnu membranu. Prelazak LC3 proteina iz solubilne citoplazmatske forme
LC3-1 u membransku LC3-Il formu tokom faze sazrevanja autofagozoma koristi se za
eksperimentalno dokazivanje prisustva autofagije. Tokom procesa sazrevanja
citoplazmatski sadrzaj pakuje se u dvoslojni autofagozom koji se zatim spaja sa
lizozomom stvarajuc¢i autolizozom sa jednostrukom membranom u kome se vrsi
digestija makromolekulskog sadrzaja (Mizushima i sar., 2011; Wirawan i sar., 2012). Za
LC3 se direktno vezuje p62 (engl. p62/sequestosomel-SQSTML) protein, cija je
osnovna uloga da dovede proteine obeleZzene ubikvitinom do autofagozoma (He i
Klionsky, 2009). Sam p62 se degradira u procesu autofagije, pa se smanjivanje njegove
koncentracije u eksperimentalnim uslovima koristi kao dokaz efikasne autofagne
degradacije (Bjorkoy i sar., 2009). Autofagija uestvuje u kontroli ¢elijskog rasta,
razvica 1 u odrzavanju homeostaze (Levine i Klionsky, 2004; Klionsky, 2005). U
uslovima metaboli¢kog stresa kao Sto su gladovanje 1 hipoksija, kao i tokom zracenja ili
oksidativnog stresa, autofagija ima bitnu ulogu u uklanjanju ostecenih ¢elijskih organela
I proteina, i sluzi kao alternativni izvor energije neophodan za odrZzavanje osnovnog

¢elijskog metabolizma, te na taj nacin sprecava umiranje ¢elije i obezbeduje energiju i
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prekursore za sintezu makromolekula neophodne za prezivljavanje pod stresnim
uslovima (Onodera i Ohsumi, 2005; Maiuri i sar., 2007; Apel i sar., 2008). Sa druge
strane, kada je neadekvatno ili preterano aktivirana, ili kada je indukovana u ¢elijama sa
oSte¢enim mehanizmom apoptoze, autofagija moze biti alternativni put Celijske smrti
(Notte i sar., 2011). Autofagija ima vaznu ulogu i u procesima urodenog i steCenog
imunskog odgovora, u ubijanju intracelularnih patogena (engl. xenophagy), prezentaciji
antigena i aktivaciji limfocita (Deretic, 2011). Selektivna degradacija proteinskih
agregata, oSteCenih organela i patogena autofagijom predstavljaju vaznu oblast
istrazivanja u cilju dizajniranja novog terapijskog pristupa u leCenju tumora,

neurodegenerativnih bolesti i infekcija.

Oksidativni stres se definiSe kao neravnoteza izmedu nastanka i uklanjanja RKV
u Celiji (Orrenius i sar., 2007). Poveéan nivo RKV dovodi pored drugih pojava do
oksidacije tiol (-SH) grupa u proteinima i do promene u prenosu redoks signala u ¢eliji
(Kemp i sar., 2008). Pored superoksidnog anjon radikala (O;) u RKV se ubrajaju i
hidroksilni anjon (OH") i vodonik peroksid (H,O). Kompleksi I i 11l transportnog lanca
elektrona su mesta gde se najceS¢e deSava ,.curenje” elektrona do Kkiseonika i
predstavljaju primarni izvor produkcije superoksida u vecini tkiva (Kirkinezos i Moraes,
2001; Fariss i sar., 2005). Neutralizacijom superoksidnog anjon radikala pomocu
enzima superoksid dismutaze (SOD) nastaje vodonik peroksid koji dalje reaguje sa Oy’
u Haber-Vajsovoj reakciji ili sa redukovanim prelaznim metalima (obi¢no Fe®* ili Cu®")
u Fentonovoj reakciji i dovodi do nastanka izuzetno reaktivnog hidroksilnog radikala
(OH). Nastali hidroksilni radikal moze da oksiduje mitohondrijalne proteine, DNK i
lipide (oksidacija polinezasi¢enih masnih kiselina) i na taj nain pojaca efekte
oksidativnog ostecenja izazvanog superoksidnim anjonom (Toninello i sar., 2004), sto
moze da dovede do ¢elijske smrti apoptozom ili nekrozom (Brown i Borutaite, 2002).
Pored SOD u fizioloskim uslovima stvorene RKV neutraliSsu katalaza, glutation
peroksidaza i neenzimski antioksidansi (glutation, alfa-tokoferol, askorbinska kiselina i
beta-karoten).

Bioloski efekti GKT su ispitivani u cilju njihove potencijalne primene kao
fotosenzitivni agensi u FDT humanih oboljenja. FDT predstavlja savremenu terapijsku

alternativu konvencionalnoj terapiji tumora i infektivnih oboljenja, a karakterise se
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selektivno$¢u I minimalnom invazivno$s¢u (Hamblin i Hasan, 2004) Do sada je
pokazano antitumorsko dejstvo neorganskih kvantnih tacaka (npr. Cd/Se) na razli¢itim
tumorskim celijskim linijama, ali je njihova primena bila ograni¢ena zbog toksi¢nosti
(Baker i Baker, 2010). S druge strane pokazano je da su ugljeni¢ne kvantne tacke
biokompatibilne, ali da nisu ispoljile znacajno antitumorsko delovanje (Bajwa i sar.,
2016). Takode, skorasnja istrazivanja su pokazala da neorganske kvantne taCke
ispoljavaju toksi¢ne efekte na Gram-pozitivnim i Gram-negativnim bakterijama,
ukljucujuéi S. aureus i E. coli, dok GKT funkcionalizovane amino-grupama pokazuju
antimikoplazmatsku aktivnost (Jiang i sar., 2013). Medutim, fotodinamicko dejstvo

GKT na ¢elije tumora i bakterije do sada nije ispitivano.
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CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ova doktorska disertacija ima sledece ciljeve:

Ispitati sposobnost GKT da nakon fotoekscitacije produkuju RKV.

Ispitati fotodinamic¢ko antitumorsko i antibakterijsko dejstvo GKT u in vitro

uslovima.

Ispitati mehanizme odgovorne za fotodinamicku citotoksi¢nost i antibakterijsko

dejstvo GKT (tip ¢Celijske smrti i uloga oksidativnog stresa).
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Rastvori i reagensi

U izradi ove doktorske disertacije koriS¢eni su slede¢i reagensi: serum fetusa
goveceta (engl. fetal calf serum, FCS), medijum za kultivaciju celija - RPMI-1640
(engl. Roswell Park Memorial Institute Medium), L-glutamin, natrijum piruvat
(GIBCO), rastvor antibiotika i antimikotika (PAA), HEPES, tripsin (Invitrogen),
EDTA, PBS (engl. phosphate buffered saline) (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na;HPO4 i 2 mM KH,POy, pH 7,4), MTT (3-4,5dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolium
bromid, Sigma-Aldrich), dimetilsulfoksid (DMSO, Sigma-Aldrich), kristal violet,
metanol, H3PO, (Zorka), p-nitrofenil fosfat, Tween 20, TRIS, natrijum acetat, triton X-
100 (sve Sigma Aldrich), jodonitrotetrazolijum hlorid, mle¢na kiselina, N-
metilfenazonijum metilsulfat, B-nikotinamid dinukleotid, aneksin V-FITC (BD
Pharmingen), propidijum jodid (PI; BD Pharmingen), ApoStat (R&D Systems),
dihidroetidijum (DHE; Invitrogen) dihidrorodamin (DHR; Invitrogen), 2'7'-
dihlorodihidrofluorescein diacetat (DCFDA, Invitrogen), albumin iz seruma goveceta
(engl. bovine serum albumin, BSA), RNAza (Sigma-Aldrich), askorbinska kiselina,
ACK pufer (150 mM NH4CI, 1 mM KHCOz; 0,1 mM NaEDTA, pH 7,4),
paraformaaldehid, glutaraldehid, Columbia agar i Tripkaza soja agar (bioMérieux).
Akrilamid/bisakrilamid (30% wi/v), N,N,N',N'-tetrametiletilen-1,2-diamin (TEMED)
(Serva), fenil-metil-sulfonil-fluorid (PMSF), natrijum ortovanadat, natrijum fluorid,
koktel inhibitora proteaza, natrijum dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS),
bromfenol plavo, amonijumpersulfat, glicin, Coomassie Brilliant Blue G-250, BSA,
Folin-Ciocalteu fenol reagens, 2,5-difeniloksazol (PPO) (Sigma-Aldrich), 1,4-bis-(5-
feniloksazol-2-il)-benzen (POPOP) (Backman Instruments), odmaséeno mleko u prahu
(Carl Roth), ze¢ja antitela protiv formi LC3, p62 (Cell Signaling Technology) i f-aktina
(Abcam), kozji anti-ze¢ji IgG konjugovan sa peroksidazom rena (SouthernBioteck).
Vreme inkubacije i koncentracije odredenih agenasa su navedeni na slikama ili u

legendama slika. Suspenzija GKT ¢uvana je na +20°C u koncentraciji 400 pg/ml.
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3.2. Celije i celijske kulture

Dejstvo GKT je ispitivano na U251 ¢elijama glioma &oveka. Celijska linija
U251 nabavljena je od Evropske kolekcije celijskih kultura (European Collection of
Cell Cultures, Velika Britanija). Celije su gajene u inkubatoru u vlaznoj atmosferi sa 5%
CO,, na temperaturi od 37°C, u HEPES-om (20 mM) puferizovanom medijumu RPMI
1640 sa dodatkom fetalnog govedeg seruma (5%), L-glutamina (2 mM) i rastvora
antibiotik/antimikotik (1%) (PAA). Celije su po odmrzavanju iz teénog azota

2. Po dostizanju

propagirane u plasti¢cnim bocama za kultivaciju celija od 25 cm
konfluentnosti, ¢elije su tripsinizovane, centrifugirane i resuspendovane u PBS-u sa 5%
FCS-a. Zatim je 4x10° ¢elija u zapremini od 200 pl prebageno u staklene epruvete od 15
ml i kori§¢eno u daljem ispitivanju posle dodavanja 200 pl PBS-a sa FCS-om (kontrola)
ili 200 pl suspenzije GKT. Nakon toga, pomenute suspenzije su bile izlagane dejstvu
plave svetlosti (465-475 nm, 1 W) u razli¢itim vremenskim intervalima, a potom
razblazivane u medijumu za kultivaciju. U cilju ispitivanja vijabilnosti celije su
zasejavane u polistirenske ploge sa 96 bunara (2x10* ¢elija/bunaru), dok su za analize
na protoénom citofluorimetru ¢éelije zasejavane u plode sa 24 bunara (1x10°
¢elija/bunaru). Za imunoblot analize U251 ¢elije su sadene u Petrijeve Solje precnika 10
cm (2x10° ¢elija/Solji) i tretirane nakon dostizanja 80% konfluentnosti. Za RNK
interferenciju ¢elije su inkubirane u polistirenskim plocama sa 6 bunara (2x10°
¢elija/bunaru). Ploc¢e sa bunarima i Petrijeve posude su nabavljene od Sarstedt-a. Sve
¢elije su tretirane 24 h nakon zasejavanja, po postupcima koji su opisani u legendama

slika.

3.3. Suspenzije bakterija

U ispitivanju antibakterijskog dejstva GKT kori$¢eni su klini¢ki izolat meticilin-
rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) (Cirkovic i sar., 2013) i referentni soj
Escherichia coli ATCC 25922, kao predstavnici Gram-pozitivnih i Gram-negativnih
bakterija. Bakterije su ¢uvane u tripkaza-soja bujonu (bioMérieux) sa dodatkom 12,5%
glicerola na -70°C. Za ispitivanje antibakterijskog dejstva pripremljene su subkulture

bakterija na Columbia agaru (Oxoid) sa 5% ov¢je krvi i inkubirane preko noci na 37°C
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pod aerobnim uslovima. Bakterijske suspenzije su pripremljene u PBS-u sa 2x10°
CFU/ml. Nakon toga, 200 pl bakterijske suspenzije je prebaceno u epruvete od 15 ml i
dodato je 200 ul GKT (finalne koncentracije 50-200 mg/ml) ili PBS-a. Nakon izlaganja
dejstvu plave svetlosti (465-475 nm, 1W) u trajanju od 15 min., bakterijske suspenzije
su centrifugirane (4000 g, 10 min.) i resuspendovane u PBS-u, a zatim kori$¢ene u

daljim eksperimentima.

3.4. Izolovanje splenocita

Splenociti su asepti¢no izolovani iz slezina muzjaka miSeva Balb/c soja, starih
od 6 do 8 nedelja, koji su za potrebe eksperimenta Zrtvovani cervikalnom dislokacijom.
Zivotinje su gajene pod standardnim uslovima u uzgajalistu ICN Galenika, Beograd.
Suspenzija pojedinaénih ¢elija je dobijena pazljivim usitnjavanjem tkiva slezine kroz 70
mm mreZicu u hladnom medijumu za kultivaciju. Celije su centrifugirane (500 g, 10
min.) i eritrociti su uklonjeni inkubacijom u hipotoniénom ACK puferu (150 mM
NH,Cl, 1 mM KHCO3, 0,1 mM Na,EDTA, pH 7,4). Celije su resuspendovane u PBS-u
sa 5% FCS-om (3x10° ¢elija/ml) i u 200 ul éelijske suspenzije je dodato 200 ul
suspenzije GKT ili PBS-a. Nakon izlaganja dejstvu plave svetlosti (465-475 nm, 1 W)
¢elijske suspenzije su centrifugirane i resuspendovane u PBS-u, i spremane za analizu

na fluorescentnom mikroskopu.

3.5. Sinteza i karakterizacija GKT

Elektrohemijski metod dobijanja GKT zasniva se na upotrebi grafita ili
viSeslojnih ugljeni¢nih nanotuba kao elektroda u procesu elektrohemijskog secenja
(Zhang i sar., 2013). Prilikom procesa elektronhemijske oksidacije kiseoni¢ni i
hidroksilni radikali reaguju sa grafitnom elektrodom i dovode do oslobadanja GKT u
rastvor. Stabilna etanolska suspenzija GKT je pripremljena po prethodno opisanom
protokolu (Li i sar., 2010). Tokom elektroforeze, intenzitet primenjene struje iznosio je
50 mA, pri ¢emu su koriséene grafitne elektrode i rastvor elektrolita NaOH u etanolu.

Odgovarajuce koli¢ine MiliQ vode su dodavane uz konstantno meSanje, a postepeno
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uklanjanje etanola iz rastvora postignuto je uparavanjem pod snizenim pritiskom u
rotiraju¢em uparivacu. Ova procedura je ponovljena 5 puta, posle ¢ega je pH vrednost
suspenzije GKT podeSena na 7,0 dodavanjem HCI. Ukupne koncentracije GKT i NaCl
suspenziji podesene su na 1 mg/ml, odnosno 0,9%. U rastvoru koji je sadrzao do 5%
NaCl nije primecena vidljiva agregacija GKT. Kontrolni rastvor je pripremljen na isti
nacin od 0,9% rastvora NaOH u etanolu, iskljucujuci korak elektroforeze grafitne

elektrode.

Mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy, AFM) je metoda
koja se zasniva na merenju medumolekulskih interakcija (na primer Van der Waals-ove
sile) izmedu molekula vrha merne sonde mikroskopa i molekula na povrs$ini ispitivanog
uzorka, ¢iji intenzitet zavisi od rastojanja atoma sonde i uzorka. Na osnovu intenziteta
sila se rekonstruiSe rastojanje od uzorka i to predstavlja osnovu formiranja slike
dobijene AFM metodom. AFM merenja su izvedena na Quesant mikroskopu (Agoura
Hills). Primenom metode za oblaganje ravnih povrSina tankim slojem materijala (engl.
spin coating), tanak sloj GKT nanet je na mineral liskun (susenje na vazduhu na 200°C,
10 min.) i analiziran AFM metodom. Mikroskop je podesen na visoko amplitudni
dinamicki rezim rada (engl. tapping) i koris¢ene su standardne silicijumske iglice (Nano
and More Gmbh) pri konstantnoj sili od 40 N/m, na sobnoj temperaturi. Slike GKT na

reSetkama obelezenim termoplasticnom smolom dobijene su upotrebom transmisionog

elektronskog mikroskopa (Morgagni 268D).

Analiza GKT izvrSena je 1 primenom transmisione elektronske mikroskopije,
mikroskopske tehnike u kojoj snop elektrona prodire kroz veoma tanak uzorak. Slika se
formira na osnovu interakcije elektrona koji prodiru kroz uzorak, potom se uvecava i
fokusira na uredaj za slikanje, kao §to je fluorescentni ekran, na sloj fotografskog filma
ili se detektuje senzorom kao $to je CCD kamera. Na osnovu TEM analize mogu se
dobiti informacije o morfologiji Cestica u uzorku, odnosno mogu se odrediti njihova
veli¢ina i oblik. Takode, ova vrsta mikroskopije pruza informacije o kristalografskoj
strukturi, odnosno o na¢inu uredenja atoma 1 mogucem postojanju defekata koji su reda
veli¢ine atoma. GKT su analizirane pomoc¢u transmisionog elektronskog mikroskopa
(Philips CM200) primenom napona od 200 kV. Uzorci su pripremljeni nakapavanjem

disperzije GKT na bakarnu mrezicu obloZenu ugljenikom sa 300 proreza, precnika ~63
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pm (engl. drop casting method). UV-Vis spektri suspenzije GKT su detektovani u
opsegu talasnih duzina od 260-510 nm koris¢enjem spektrofotometra (Avantes Uv-Vis).
Sva UV-Vis merenja sprovedena na 20°C su bila automatski korigovana u odnosu na
rastvor koriS¢en za pravljenje suspenzije GKT. Fotoluminiscentna spektroskopija
predstavlja nedestruktivnu metodu za dobijanje informacija o elektronskoj strukturi
uzorka. Usmeravanjem svetlosti na uzorak, ona se apsorbuje i dolazi do prenosa viska
energije na materijal u procesu fotoekscitacije. Visak energije se moze rasejati od strane
uzorka emisijom svetlosti ili luminiscencijom. U slucaju fotoekscitacije, to je proces
fotoluminiscencije. Energija emitovane svetlosti, odnosno fotoluminiscencija,
predstavlja razliku izmedu energetskih nivoa izmedu dva elektronska stanja koja su bila
ukljuena u prelaz izmedu ekscitovanog i ravnoteznog stanja. GKT pokazuju
fotoluminiscenciju zavisnu od talasne duzine ekscitacije. Spektri fotoluminescencije
GKT mereni su na spektrofluorimetru (Fluorolog-3 FL3-221), na sobnoj temperaturi,
upotrebom 450 W Xenon lampe kao izvora ekscitacije (328 nm) i R928P
fotomultiplikatorske tube kao detektora. Elektronska paramagnetna rezonanca (EPR) je
metoda pomocu koje se detektuje zraCenje emitovano od strane nesparenih elektrona u
magnetnom polju, pri ¢emu su analizirani suvi uzorci GKT u ¢vrstom stanju. EPR je
takode koris¢en i kao senzitivna metoda za detekciju singletnog kiseonika
produkovanog od strane GKT. Pri reakciji 2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TMP) sa
oslobodenim superoksidnim anjon radikalom O, nastaje stabilni nitroksidni radikal
TEMPOL i dolazi do ultrafinog razdvajanja EPR signala na tri uske linije, §to se
detektuje spektrometrijski (Vileno i sar., 2010). Smesa koja je sadrzala 0,18 ml TMP
(Sigma-Aldrich) i 2 ml suspenzije GKT (1 mg/ml) bila je ultrasonifikovana i izloZena
dejstvu plave svetlosti (465-475 nm, 1 W) na sobnoj temperaturi u trajanju od 30 min.
Alikvoti (7 ul) TMP-GKT smeSe su premestani u kvarcne tube unutrasnjeg pre¢nika 3
mm i TEMPOL signal analiziran je na spektrometru (Magnettech Gmbh), koriste¢i kao

kontrolu smeSu TMP i rastvora bez GKT.

3.6. Testovi vijabilnosti

Uticaj GKT na vijabilnost ¢elija je odredivan kolorimetrijskim metodama

zasnovanim na merenju aktivnosti mitohondrijalnih dehidrogenaza, kisele fosfataze,
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laktat dehidrogenaze, kao i odredivanjem broja adherentnih celija kristal violet testom,

nakon tretmana od 24 h.

3.6.1. Test aktivnosti mitohondrijalnih dehidrogenaza

MTT (3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolium bromid) test je zasnovan na
redukciji ove tetrazolijumske soli dehidrogenazama poreklom iz ¢elijskih mitohondrija.
U ovoj reakciji dolazi do cepanja tetrazolijumskog prstena i nastanka formazana, koji
poseduje karakteristi¢nu boju. MTT mogu da redukuju samo dehidrogenaze poreklom iz
aktivnih mitohondrija zivih ¢elija, te je ovaj kolorimetrijski test pogodan za merenje
broja vijabilnih ¢elija, njithove metabolicke aktivnosti i proliferacije. Nakon zavrSetka
tretmana i uklanjanja medijuma u bunarice je dodato po 50 pl rastvora MTT (0,5 mg/ml
u medijumu). Posle inkubacije od 1 h na 37°C, supernatanti su odlivani, a ¢elije lizirane
DMSO-om (50 pl) koji rastvara stvoreni formazan. U bunarima se razvijala
karakteristi¢na crveno-ljubicasta boja, ¢iji je intenzitet odredivan spektrofotmetrijski
merenjem apsorbancije (570 nm) na automatskom ¢ita¢u mikrotitarskih plo¢a (Sunrise;
Tecan). Od svake vrednosti je oduzeta apsorbancija samog rastvora MTT. Intenzitet

razvijene boje i odgovarajuca vrednost apsorbancije bili su proporcionalni broju zivih

celija.

3.6.2. Kristal violet test

Kristal violet test omoguc¢ava odredivanje relativnog broja adherentnih celija
(Flick i Gifford, 1984). Nakon odgovarajuceg tretmana kultura je tri puta ispirana PBS-
om da bi se odstranile neadherentne cCelije. Usledila je fiksacija adherentnih celija
metanolom 10 minuta na sobnoj temperaturi, a potom 1 bojenje fiksiranih celija
rastvorom kristal violeta (1%) u trajanju od 15 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon
toga, bunari¢i su intenzivno ispirani vodom da bi se odstranila boja koju nisu primile
fiksirane ¢elije. Boja ugradena u Celije je rastvorena u 33% rastvoru siréetne kiseline, a
intenzitet nastale boje je odredivan merenjem apsorbancije svetlosti (570 nm) na
automatskom cita¢u ploc¢a za mikrotitraciju (Sunrise; Tecan). Izmerene apsorbancije

odgovarale su broju adherentnih c¢elija. Od svake vrednosti je oduzeta vrednost
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apsorbancije iz bunara koji je inkubiran sa rastvorom kristal violet boje bez celija.
Rezultati MTT i kristal violet testa su predstavljeni kao % vijabilnosti u odnosu na

kontrolne (netretirane) kulture ¢ija je vijabilnost arbitrarno postavljena na 100%.

3.6.3. Test oslobadanja laktat dehidrogenaze

Celijska smrt pradena gubitkom integriteta ¢elijske membrane analizirana je
primenom testa koji meri aktivnost citosolnog enzima laktat dehidrogenaze (LDH), koji
se nakon oS$tecenja Celijske membrane oslobada u supernatant (Raicevic i sar., 2005).
Aktivnost LDH u medijumu za kultivaciju direktno je proporcionalna broju ¢elija sa
oSte¢cenom membranom u kulturi i zato se moze smatrati merom citotoksi¢nosti
ispitivanog agensa. Pored kontrole netretiranih ¢elija (Zive celije), u testu se koristi i
pozitivna kontrola (100% mrtve ¢elije), koju cine netretirane celije lizirane
deterdzentom triton X-100 (3%). Celije u pozitivnoj kontroli, usled potpunog
naruSavanja integriteta Celijske membrane maksimalno oslobadaju citosolnu LDH.
Princip LDH testa se zasniva na dve oksido-redukcije. U prvoj reakciji LDH katalizuje
oksidaciju laktata do piruvata uz istovremenu redukciju NAD" do NADH i H*. U drugoj
reakciji se uz pomo¢ N-metilfenazonijum metilsulfata kao prenosioca nastalog H*
jodonitrotetrazolijum redukuje do intenzivno crveno obojenog rastvorljivog formazana,

koji apsorbuje svetlost talasne duzine 492 nm.

Test je izvoden tako §to je na kraju tretmana po 50 ul supernatanta iz svakog
bunara preneto u novu ploc¢u i mesano sa istom zapreminom supstrata za LDH (54 mM
mle¢na  kiselina, 0,28 mM  N-metilfenazonijum metilsulfat, 0,66 mM
jodonitrotetrazolijum hlorid, 1,3 mM p-nikotinamid adenin dinukleotid koji su
rastvoreni u 0,2 M Tris puferu, pH 8,2). Nakon inkubacije od 10 minuta na sobnoj
temperaturi, ocCitana je apsorbancija na 492 nm sa korekcijom na 592 nm na
automatskom cita¢u ploc¢a za mikrotitraciju (Sunrise, Tecan). Od svake vrednosti je
oduzeta apsorbancija smeSe supstrata za LDH i Cistog medijuma, i rezultati su
predstavljeni u procentima citotoksi¢nosti u odnosu na celije lizirane sa triton X-100

(pozitivna kontrola, 100% mrtve Celije), koja je izraCunata pomocu prikazane formule:
%C = [(E-S)/(M-S)] x 100, gde je:
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E - apsorbanca tretiranih ¢elija
S - apsorbanca kontrolnih (netretiranih) ¢elija
M - apsorbanca mrtvih ¢elija dobijenih liziranjem sa triton X-100

C - citotoksicnost (broj ¢elija sa narusenim integritetom celijske membrane)

3.6.4. Test aktivnosti kisele fosfataze

Test se zasniva na merenju aktivnosti lizozomalnog enzima kisele fosfataze koja
predstavlja meru vijabilnosti ¢elija (Connolly i sar., 1986). Celije koje su na kraju
tretmana zive i poseduju aktivnu kiselu fosfatazu liziraju se pomocu tritona X-100. Na
taj nacin ovaj lizozomalni enzim izlazi iz citosola u vancelijski prostor, gde reaguje sa
supstratom p-nitrofenil fosfatom (pNPP). U prvom koraku reakcije kisela fosfataza
defosforilise p-NPP pri ¢emu nastaje p-nitrofenol, dok u drugom koraku dolazi do
deprotonovanja p-nitrofenola u baznoj sredini pri ¢emu nastaje zuto obojen p-
nitrofenolat. Intenzitet boje proporcionalan je aktivnosti kisele fosfataze, odnosno broju

zivih ¢elija.

Ukratko, na kraju inkubacije medijum za kultivaciju je odstranjen i u svaki
bunari¢ je dodato po 100 pl sveze pripremljenog rastvora sa supstratom za kiselu
fosfatazu i tritonom X-100 (10 mM p-nitrofenil fosfat i 0,1% triton X-100 u 0,1 M
natrijum acetatu, pH 5,5). Nakon inkubacije od 1 h na 37°C, reakcija je prekinuta
dodavanjem 50 pl 1 M NaOH. Apsorbancija dobijenog Zutog produkta je merena na
talasnoj duzini od 405 nm na automatskom citaCu plo¢a za mikrotitraciju (Sunrise,
Tecan). Od svake vrednosti je oduzeta apsorbancija samog rastvora sa supstratom i
NaOH i rezultati su predstavljeni kao procenat vijabilnosti kontrole, tj. netretiranih

¢elija €iji je vijabilnost 100%.

3.7. Analiza parametara Celijske smrti

Parametri celijske smrti su analizirani metodom proto¢ne citofluorimetrije na
aparatu FACSCalibur (BD Biosciences). Svaka analiza je obuhvatila 10000 dogadaja, tj.
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¢elija po pojedinanom uzorku za tretmane koji su radeni u duplikatu ili triplikatu.

Dobijeni podaci su analizirani kori$¢enjem softvera BD Cell Quest Pro.

3.7.1. Odredivanje apoptoze

Da bi se utvrdio udeo apoptoticnih i nekroti¢nih ¢elija u kulturi nakon
odgovarajucih tretmana ¢elije su bojene ancksin V-fluorescein-izotiocijanatom (aneksin
V-FITC) i propidijum jodidom (PI), a zatim analizirane na proto¢nom citofluorimetru.
Aneksin V je protein mase 35-36 kDa obelezen fluorohromom (FITC) koji nakon
pobudivanja svetlos¢u argonskog lasera FACSCalibur aparata (talasna duzina 488 nm)
emituje zelenu fluorescencu (FL1 detektor). Aneksin V-FITC se vezuje za
fosfatidilserinske ostatke koji se kod ¢elija u ranoj fazi apoptoze nalaze sa spoljasnje
strane Celijske membrane Ciji integritet je oCuvan. Pl je fluorescentna boja koja se
umece izmedu nukleobaza dvolanc¢ane DNK i po pobudivanju laserskom svetloséu
proto¢nog citofluorimetra emituje crvenu fluorescencu (FL2 detektor) koja je
proporcionalna sadrzaju DNK u ¢eliji. PI ne moze da prode kroz ocuvanu celijsku
membranu, ali prolazi kroz oSteCenu membranu celija u kasnoj fazi apoptoze i
nekroti¢nih ¢elija i vezuje se za DNK. Dvostrukim bojenjem sa aneksin V-FITC i Pl se
mogu razlikovati populacije celija koje se na tackastom dijagramu prikazuju u
kvadratnoj raspodeli kao: zive (aneksin/PI’), éelije u ranoj fazi apoptoze (aneksin*/PI’) i
éelije u kasnoj fazi apoptoze, odnosno nekroti¢ne delije (aneksin®/P1%). Nakon
odgovarajuc¢ih tretmana, bojenje Celija je sprovedeno prema instrukcijama proizvodaca
(BD Pharmingen). Celije su iz ploée sa 24 bunara tripsinizirane i prebacivane u
odgovaraju¢e FACS epruvete. Nakon centrifugiranja (500 g, 5 min., 22°C) i pranja (1
ml PBS-a), talog celija je resuspendovan u 100 pl 10x razblazenog originalnog pufera
(aneksin-vezujuci pufer) u koji je dodato 10 pl PI (20 pg/ml) i 0,2 ul aneksin V-FITC (2
pg/ml). Po isteku inkubacije (30 minuta, 37°C, u mraku) u suspenziju ¢elija je dodato
400 pl pufera. Uzorci su zatim analizirani na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati su
izrazeni kao udeo odgovarajucih ¢elijskih populacija u ukupnom broju analiziranih
éelija. Procenat aneksin/PI, aneksin®/PI" i aneksin*/PI" ¢elija odredivan je kori$éenjem

CellQuest Pro softvera.
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3.7.2. Odredivanje fragmentacije DNK

Fragmentacija DNK je ispitivana proto¢nom citofluorimetrijom, nakon fiksacije
¢elija u etanolu i bojenja PI po prethodno opisanom protokolu (Raicevic i sar., 2005).
Ova metoda omogucava razlikovanje faza celijskog ciklusa, a moze se koristiti 1 za
odredivanje broja ¢elija sa hipodiploidnim sadrzajem DNK, odnosno fragmentisanom
DNK kao parametrom apoptoze. Princip ove metode zasniva se na osobini Pl da se
umec¢e u dvolan¢ani molekul nukleinskih kiselina i emituje crvenu fluorescencu
proporcionalnu sadrzaju DNK u ¢eliji. U kasnoj fazi apoptoze endonukleaze razgraduju
DNK u male fragmente veli¢ine oko 180 baznih parova, koji se akumuliraju u ¢eliji.
Ovi oligomeri se mogu ukloniti fiksiranjem ¢elija pomocu etanola i ispiranjem PBS-om,
¢ime se smanjuje sadrzaj DNK u ¢Celiji. S obzirom na manji sadrzaj DNK, apoptoti¢ne
¢elije se nakon bojenja sa PI i ocitavanja crvene fluorescence na protocnom
citofluorimetru distribuiraju ispred vijabilnih ¢elija na histogramu formiraju¢i zonu
specificnu za apoptozu - sub-Gy/G; ili hipodiploidni region. Posto se PI vezuje i za
RNK neophodno je razgraditi RNK prisutnu u uzorku primenom RNA-ze. Ukratko, po
isteku tretmana ¢elije su tripsinizirane, 2 puta oprane sa po 1 ml PBS-a, resuspendovane
u 300 pl PBS-a i fiksirane sa 700 pl hladnog apsolutnog etanola (finalno 70%). Sadrzaj
svake epruvete je zatim pazljivo resuspendovan, a epruvete ostavljene na +4°C preko
noc¢i. Zatim su ¢elije centrifugirane (800 g, 7 minuta, 22°C), oprane u FCS-u, a talog
¢elija je resuspendovan u 500 ul PBS-a uz dodatak 1 pg/ml RNA-ze (Sigma-Aldrich).
Po isteku 15 minuta inkubacije na 37°C, u svaku epruvetu je dodavano 20 pg/ml PL.
Nakon 30 minuta inkubacije na 37°C u mraku, usledila je analiza na proto¢nom
citofluorimetru. Udeo hipodiploidnih ¢elija u sub-Go/G; fazi Celijskog ciklusa je
analiziran koriS¢enjem Cell Quest Pro softvera. Rezultati su izrazeni kao % celija u sub-

Gy fazi u odnosu na ukupan broja analiziranih ¢elija.

3.7.3. Odredivanje aktivacije kaspaza

Aktivacija kaspaza je merena na protoénom citofluorimetru, nakon obelezavanja
¢elija sa Celijski permeabilnim inhibitorom pan-kaspaza, ApoStat-om, koji je
konjugovan sa FITC-om, prema instrukcijama proizvodaca (ApoStat; R&D Systems).

Kaspaze su cistein proteaze koje nakon aktivacije razgraduju ¢elijske proteine i dovode
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do reorganizacije citoskeleta, fragmentacije DNK, kondenzacije hromatina i odgovorne
su za pokretanje i izvrSavanje smrti ¢elije apoptozom. ApoStat se selektivno vezuje za
aktivirane kaspaze, a intenzitet fluorescence FITC-a, koji se detektuje na protoénom
citofluorimetru, direktno je proporcionalan aktivnosti kaspaza u ¢eliji. Ukratko, nakon
odgovarajucih tretmana ¢elije su tripsinizirane, centrifugirane (500 g, 5 minuta, 22°C) i
oprane u PBS-u. Zatim je talog ¢elija resuspendovan u 300 pul medijuma koji je sadrzao
3 wl fluorescentno obelezenog pan-kaspaznog inhibitora (finalna koncentracija 0,5
png/ml). Po isteku 30 minuta inkubacije na 37°C, ¢elije su oprane da bi se isprala
nevezana boja i resuspendovane u 500 ul PBS-a, nakon ¢ega su analizirane na
proto¢nom citofluorimetru. Rezultati su prikazani u obliku histograma raspodele
intenziteta zelene fluorescence i prikazani su kao % celija u kojima su aktivirane
kaspaze. Porast zelene fluorescence u odnosu na kontrolu predstavljao je meru

aktivnosti kaspaza u tretiranoj populaciji ¢elija.

3.8. Analiza ¢elijske smrti kod bakterija

Celijska smrt bakterija je analizirana bojenjem bakterijskih suspenzija PI.
Bakterije su inkubirane sa 4 uM Pl 15 min. na 25°C u mraku. Crvena fluorescenca
¢elija obojenih PI, proporcionalna sadrzaju DNK u ¢eliji, analizirana je na
fluorescentnom mikroskopu (Axiolab HB 50, Zeiss) na uvelicanju 100x (refraktorni
indeks imerzionog ulja 1,25) pri ekscitaciji svetloS¢u talasne duzine 536 nm.
Posmatrana polja su nasumi¢no fotografisana (5 polja po uzorku) pomocu digitalne

kamere (Nikon).

3.8.1. Odredivanje broja bakterija u suspenziji

Odredivanje broja bakterija u suspenziji izvrSeno je standardnom metodom koja
se zasniva na brojanju kolonija na ¢vrstoj hranljivoj podlozi (agar). Kolonija je golim
okom vidljiva formacija na ¢vrstoj hranljivoj podlozi nastala razmnozavanjem jedne
bakterijske celije. Bakterijske suspenzije su zasejavane na tripkaza-soja agar
(bioMérieux) u odgovaraju¢im razblaZzenjima kako bi se omogucéilo precizno brojanje.

Krajnji broj kolonija na agaru, odnosno broj zivih bakterijskih ¢éelija koje formiraju
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kolonije (engl. colony forming unit, CFU), iznosio je izmedu 100 i 1000. Inokulisane
podloge su inkubirane 24 h na 37°C pod aerobnim uslovima.

3.8.2. Morfoloska analiza bakterija mikroskopijom atomskih sila

Bakterijske celije su nakon tretmana fotoekscitiranim GKT fiksirane u 2,5%
glutaraldehidu (pH 6,8) u trajanju od 2,5 h na 4°C, nakon ¢ega su oprane u PBS-u.
Merenja pomoc¢u AFM su izvedena po ve¢ opisanom protokolu za GKT i razli¢iti AFM

parametri su odredivani za najmanje 30 bakterijskih Celija po uzorku.

3.9. Odredivanje produkcije RKV

3.9.1. Odredivanje intracelularne produkcije RKV

Da bi se odredila ukupna produkcija RKV, ¢elije su bojene neselektivnim redoks
senzitivnim bojama DHR i H,DCFDA, dok je za detekciju produkcije superoksidnog
anjona koriS¢ena fluorescentna boja DHE. DHR ulazi slobodno u ¢elije, a nakon
reakcije sa RKV oksiduje se u katjonsku formu rodamin koji fluorescira zeleno (Qin i
sar., 2008). DCFDA se nakon ulaska u ¢elije deacetiluje pomocu ¢elijskih esteraza u
nefluorescentno jedinjenje, koje se oksiduje u kontaktu s RKV i nastaje 2', 7' -
dihlorofluorescin (DCF) koji takode fluorescira zeleno. DHE slobodno ulazi u ¢eliju i
reaguje sa superoksidnim anjon radikalom (O;), pri ¢emu se formira krajnji produkt
etidijum, koji interkalira u DNK i emituje crvenu fluorescencu. Ukratko, DHR i
DCFDA su dodavani u ¢elijsku kulturu na pocetku tretmana u finalnoj koncentraciji 2
MM, dok je DHE dodavan po isteku tretmana (20 uM) i inkubiran 30 minuta na 37°C.
Nakon toga ¢elije su tripsinizirane, prebacene u odgovarajuce epruvete i centrifugirane
(500 g, 5 minuta, 22°C), a zatim oprane sa 1 ml PBS-a.Celije su finalno resuspendovane
u 500 pl PBS-a i analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati su prikazani u
obliku histograma raspodele fluorescence (FL1 za DHR i DCFDA bojenja, a FL2 za
DHE bojenje), pri ¢emu pomeraj histograma tretiranih celija udesno u odnosu na

kontrolu, ukazuje na povecanje produkcije RKV, odnosno superoksidnog anjona.
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3.9.2. Odredivanje produkcije RKV u sistemu bez celija

Flourescentna boja DHR je koriS¢ena i za merenje RKV u sistemu bez celija,
koris¢enjem Chameleon (Hidex) fluorescentnog ¢itaca pri ekscitaciji od 488 nm i
detekciji na 535 nm. Razli¢ite koncentracije GTK su meSane sa fluorescentnom bojom
DHR (2 uM) i na ¢itacu je pracena promena koncentracije nastalih RKV. EPR
spektroskopija je koriSéena za detekciju singletnog kiseonika koji produkuju GKT u
vodenom rastvoru. Metoda se zasniva na sposobnosti 2,2,6,6-tetrametilpiperidina,
diamagnetika rastvorljivog u vodi, da veze singletni Kkiseonik i pri tome generise
paramagnetni proizvod, stabilni nitroksidni radikal TEMPOL (Lion i sar., 1976).
Nespareni elektron se nalazi na NO grupi TEMPOL radikala, $to dovodi do hiperfinog
cepanja EPR signala na tri uske linije usled interakcije izmedu nesparenog elektronskog
spina i jezgra azota “*N. Smesa koja sadrzi 0,18 ml TMP (Sigma-Aldrich) i 2 ml GKT
(1 mg/ml) je ultrasonifikovana i izlozena dejstvu plave svetlosti (465-475 nm, 1 W) na
sobnoj temperaturi u trajanju od 30 min. Alikvoti (7 pl) TMP-GKT smeSe prebaceni su
u kvarcne kivete unutraSnjeg precnika 3 mm i1 TEMPOL signal analiziran je na
spektrometru (Magnettech Gmbh), koriste¢i kao kontrolu smesu TMP i kontrolnog
rastvora bez GKT. Kvantifikacija signala je postignuta izracunavanjem srednjih

vrednosti amplituda EPR signala, a rezultati su prikazani kao relativne vrednosti.

3.9.3. Odredivanje produkcije RKV u bakterijama

Intracelularna produkcija RKV u bakterijama je analizirana bojenjem
bakterijskih suspenzija DHR-om. Nakon tretmana bakterijske suspenzije su oprane i
obojene sa 5 uM DHR-om (Invitrogen/Life Technologies) i inkubirane 20 min. u mraku
na 25°C, a zatim analizirane na fluorescentnom mikroskopu (Axiolab HB 50, Zeiss) na
uvelicanju 100x (refraktorni indeks imerzionog ulja 1,25) pri ekscitaciji svetlos¢u
talasne duzine od 488 nm. Posmatrana polja su nasumi¢no fotografisana (5 polja po

uzorku) pomocu digitalne kamere (Nikon).
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3.10. Fazno kontrastna mikroskopija

Morfoloske promene U251 c¢elijske linije glioblastoma Coveka, analizirane su
pomocu fazno-kontrastnog mikroskopa (Leica Microsistems DMIL) pomocu Leica
Microsistems DFC320 kamera i Leica Application Suite (verzija 2.8.1), pri ¢emu je

izabrano uveli¢anje od 20x.

3.11. Ultrastrukturna analiza ¢elija na transmisionom elektronskom

mikroskopu

Analiza strukture 1 prisustvo vakuola u ¢elijama tretiranim sa GKT proucavani
su na transmisionom elektronskom mikroskopu (TEM). Celije su zasejavane u 60 mm
Petri Solje, tretirane, i po isteku 24 h tripsinizirane, prebacene u odgovarajuce epruvete i
centrifugirane (500 g, 5 minuta, 22°C), a zatim oprane dva puta sa 1 ml PBS-a. Nakon
poslednjeg pranja (200 g, 5 minuta, 22°C), ¢elije su fiksirane 3% gluteraldehidom u
PBS-u, isprane u kakodilatnom puferu 30 minuta, i fiksirane 1% osmijum tetroksidom u
trajanju od 1 h. Celije su opet isprane kakodilatnim puferom i ostavljene u uranil acetatu
preko noci. Po isteku 24 h izvrSena je dehidratacija u alkoholima rastu¢e koncentracije i
propilenoksidu i zapoceto je kalupljenje u EPON 812 (Agar Scientific). Gotov kalup je
ise¢en na ultramikrotomu. Prvo je napravljen polutanki ise¢ak koji je obojen toluidin
plavim 1 na njemu je izabran deo koji ¢e biti iseCen za ultratanke isecke. Zatim su
ultratanki ise¢ci hvatani na bakarne mrezice, kontrastirani uranil acetatom i olovo

citratom, i analizirani na TEM (Morgagni 268D, FEI).

3.12. Analiza ¢elija na konfokalnom mikroskopu

Intracelularna lokalizacija GKT je analizirana na konfokalnom mikroskopu
(LeicaTCS SP2). Celije su zasejavane u posebne ploe sa komoricom i tretirane
fotoekscitiranim GKT. Nakon tretmana u trajanju od 4 h, ¢elije su oprane u PBS-u i
fiksirane u 4% paraformaldehidu, a intenzitet zelene fluorescence (530 nm) koju

emituju GKT detektovan je pomoc¢u konfokalnog mikroskopa na uveli¢anju 40x.
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3.13. Imunoblot analiza

Aktivnost i ekspresija proteina je odredena iz ukupnog celijskog ekstrakta
imunoblot (Western blot) analizom nakon elektroforetskog razdvajanja proteina.
Koncentracija totalnih proteina u lizatu ¢elija iz kojih je radena imunoblot analiza je
odredivana metodom po Bradford-u (Bradford, 1976), pri ¢emu je kao standard koris¢en
BSA. Test je izvoden meSanjem 980 pl Bradfordovog reagensa (0,1 mg/ml Coomassie
Brilliant Blue G-250, 5% (v/v) etanol, 10% (v/v) H3PO,4 u vodi) sa 20 ul uzorka (1:2
razblazenje proteina). Nakon 10 minuta ocitavana je apSorbanca na talasnoj duzini od
595 nm i koncentracija proteina u uzorku je izracunata u odnosu na standardnu krivu.
Neposredno po zavrSetku inkubacije ¢elije su lizirane na ledu u sveze pripremljenom
puferu za lizu ¢elija uz dodatak inhibitora proteaza i fosfataza (30 mM Tris-HCI, pH
8,0, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1 mM PMSF, 20 ul/ml koktela proteaznih inhibitora, 2
mM NazVOy4 i 50 mM NaF). Celijski lizati su zatim inkubirani 15 minuta na ledu, uz
povremeno snazno mesanje na vorteksu, centrifugirani (14000 g, 15 min., 4°C), a
dobijeni supernatanti, koji su predstavljali ukupan ¢elijski ekstrakt, su cuvani na -20°C
do upotrebe. Uzorci za elektroforezu su pripremljeni kuvanjem (5 min., 100°C)
odredene zapremine ukupnog Ccelijskog ekstrakta sa odgovarajuéom zapreminom
redukujuceg pufera za pripremu uzorka (finalne koncentracije sastojaka pufera nakon
kuvanja uzorka su bile: 2% SDS, 10% glicerol, 2 mM 2-merkaptoetanol, 0,002%
bromfenol plavo, 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8). U ovom koraku proteini su denaturisani i
oblozeni negativno naelektrisanim SDS molekulima. Dodatkom 2-merkaptoetanola u
pufer spreceno je formiranje disulfidnih veza u denaturisanim proteinima. Zahvaljujuci
SDS-u svi proteini u uzorku postali su negativno naelektrisani i razlikovali su se
medusobno samo po molekulskim masama. Proteini iz skuvanih uzoraka su zatim
razdvojeni na osnovu razlika u molekulskim masama elektroforezom u 10% (za analizu
p62 proteina i B-aktina) ili 12% (za analizu LC3 proteina) poliakrilamidnom gelu. U
bunare su sipane jednake koli¢ine proteina (od 10 pug do 50 ug, zavisno od analiziranog
proteina). Uzorci su nanoSeni na gel za sabijanje proteina (4% akrilamid/0,14%
bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,125M Tris-HCI, pH 6,8), koji je prethodno naslojen na gel
za razdvajanje proteina (10% akrilamid/0,34% bisakrilamid ili 12% akrilamid/0,41%
bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,375 M Tris-HCI, pH 8,8). Kao katalizatori polimerizacije

gelova koriscéeni su 0,05% amonijumpersulfat i 0,033% TEMED. Pufer za rezervoare u
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kojem je tekla elektroforeza se sastojao od 192 mM glicina, 0,1% SDS i 25 mM
Tris-HCI, pH 8,3. Elektroforetsko razdvajanje je trajalo oko 90 min. pri konstantnom
naponu. Prvih 20 minuta primenjivan je konstantni napon od 100 V, a nakon prolaska
uzoraka kroz gel za sabijanje proteina, napon je povec¢an na 150 V. Uzorci su putovali
kroz gel do izlaska fronta boje bromfenol plavo sa gela. U cilju odredivanja molekulskih
tezina na svaki gel je naneta i smesa referentnih proteina poznatih molekulskih masa
(10-250 kDa, Precision Plus Protein™ Dual Color Standards; BioRad). Po zavrSetku
elektroforeze proteini sa gela su odmah transferisani na nitrocelulozne membrane
(Hybond C; GE Healthcare) pomocu aparature za polusuvi transfer (TE 70 Semi-dry
transfer unit, Amersham Biosciences). Nitrocelulozne membrane su inkubirane 1-2
minuta u puferu za transfer (192 mM glicin, 20% metanol i 25 mM Tris-HCI, pH 8,3) i
postavljene u aparaturu na visoko adsorbuju¢i filter papir, koji je prethodno natopljen
transfer puferom. Gelovi su isprani malom koli¢inom istog pufera i postavljeni pazljivo
na membrane, a preko gela je smeSten jo$ jedan sloj visoko adsorbujuéeg filter papira
natopljenog puferom. Membrana je bila okrenuta ka pozitivnoj, a gel ka negativnoj
elektrodi ¢ime je omoguceno da pod dejstvom struje konstantne jacine (0,8 mA/cm?
membrane) negativno naelektrisani proteini putuju sa gela ka pozitivnoj elektrodi. Na
putu ka anodi proteini su zaustavljani od strane membrane, koja ih je vezivala za sebe.
Transfer se odvijao na sobnoj temperaturi i trajao je ukupno 90 min. Po zavrSetku
transfera delovi membrane sa proteinima od interesa su inkubirani 60 min. na sobnoj
temperaturi u 5% rastvoru odmasc¢enog mleka u Tris puferu (20 mM Tris, 137 mM
NaCl, pH 7,6) sa 0,05% Tween 20 deterdzenta (u kasnijem tekstu TBST). Na taj na¢in
su blokirana nespecificna mesta vezivanja proteina na membranama. Membrane su
potom inkubirane sa odgovaraju¢im primarnim antitelom preko noc¢i na temperaturi od
4°C uz blago meSanje, pri ¢emu su se antitela vezivala za odgovarajuce proteinske
epitope. Koris¢ena su sledeCa razblazenja antitela u rastvoru za blokiranje: 1:900 za
anti-LC3, 1:1500 za p62 i 1:8000 za anti-p-aktin (Cell Signaling Technology). Nakon 3
ispiranja u TBST-u, membrane su inkubirane sa sekundarnim antitelom, anti-zec¢ijim
IgG konjugovanim sa peroksidazom rena (Jackson IP Laboratories), 75 min. na sobnoj
temperaturi. Po isteku inkubacije membrane su ponovo isprane 3 puta i prelivane 3 min.
hemiluminiscentnim reagensom (GE Healthcare). Peroksidaza, koja je vezana za

sekundarno antitelo je razgradivala H,O, iz supstrata do kiseonika i vode. Kiseonik je
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reagovao sa luminolom iz supstrata uz nastanak 3-aminoftalata, koji je emitovao foton.
Nastala svetlost je zabeleZena na rendgenskom filmu (Hyperfilm™ ECL; GE
Healthcare), a intenzitet hemiluminiscence je bio direktno proporcionalan koli¢ini
proteina vezanog za membranu. Ispiranje primarnog i sekundarnog antitela vrseno je sa
TBST puferom. Nakon razvijanja filma relativna opticka gustina imunoreaktivnih traka
LC3-1I1 i p62 proteina u odnosu na aktin kvantifikovana je denzitometrijom koris¢enjem
ImageJ softvera. Rezultati su predstavljeni u odnosu na netretiranu kontrolu, kojoj je

arbitrarno dodeljena vrednost 1.

3.14. Transfekcija pomoéu ShRNA (engl. short hairpin RNA)

Da bi se inhibirala ekspresija LC3B, U251 ¢elije su transfektovane pomocu
shRNA za humani LC3B, kao i kontrolnom shRNA (Santa Cruz Biotechnology). U251
¢elije su zasejavane u plo¢u sa 6 bunara u RPMI medijumu sa 5% FCS-a, bez
antibiotika i inkubirane preko noci. Liofilizovani plazmidi (kontrolni i LC3B) su
rastvoreni u dejonizovanoj vodi (0,1 pg/ml u 10 mM TRIS-u i 1 mM EDTA), a zatim u
transfekcionom medijumu bez antibiotika (10 pg/ml) (Rastvor A). Istovremeno,
transfekcioni reagens (3 pl) je razblaZzen u transfekcionom medijumu bez antibiotika
(Rastvor B). Rastvor A dodat je direktno u rastvor B, paZljivo resuspendovan i
inkubiran 15-45 min. na sobnoj temperaturi da bi se formirao kompleks. Celije su
oprane dva puta u transfekcionom medijumu, a zatim im je dodato 0,8 ml
transfekcionog medijuma po bunaru i 200 pl kompleksa. Nakon 6 h inkubacije na 37°C
u Celijske kulture je dodata jednaka zapremina (1 ml) kompletnog medijuma za
kultivaciju. Posle 24 h, uklonjen je plazmid bez ispiranja PBS-om, a nakon 48 h od
transfekcije ¢elijama je dodat medijum sa puromicinom. Stabilno transfektovane celije

su selektovane inkubacijom u medijumu sa puromicinom (10 pg/ml).
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3.15. Statisti¢ka analiza

Za analizu statisticke znacajnosti razlike izmedu tretmana kori$¢ena je analiza
varijanse (ANOVA) sa Student-Neuman-Keuls-ovim testom za viSestruka poredenja.

Vrednost p<0,05 se smatrala statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI

4.1. Karakterizacija GKT

Nakon sinteze GKT izvrSena je njihova karakterizacija. Primenom metode
mikroskopije atomskih sila dobijene su informacije o veli€ini Cestica (duZina, Sirina,
visina), kao i o njihovim fizickim karakteristikama poput morfologije, hrapavosti i
teksture povriine. Na prikazanoj povrsini uzorka 5 x 5 um? jasno se vidi da su GKT
nanometarskih dimenzija i tipi¢nog ovalnog oblika (Slika 3A, B). Pomocu statisticke
analize AFM slika izracunate su vrednosti za pre¢nik GKT koji je iznosio od 20-67 nm,
sa prosecnom vredno$cu od 40 nm (Slika 3A, 4B). Dobijeni rezultati su u skladu sa
rezultatima dobijenim primenom TEM (Slika 3B, 3C gore), metode koja omogucava
detaljnu analizu morfologije i strukturnih defekata kristalnih materijala. Analizom slika
dobijenih pomo¢u TEM visoke rezolucije takode je pokazano da su GKT oblika diska,
kao i da poseduju izrazenu kristalnu strukturu, sa parametrom resetke od 0,263 nm, i

cik-cak strukturom ivice (Slika 3C dole).

A

Slika 3. Karakterizacija GKT. (A) Slika GKT dobijena AFM, (B) TEM slika GKT, (C) Mikrografije
GKT dobijene metodom TEM visoke rezolucije.
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Visinski profil, dobijen AFM analizom, je pokazao da su GKT sintetisane

elektrohemijskom oksidacijom grafita, prosecne visine 3 nm, $to teorijski odgovara

visini troslojnog grafena (Slika 4A).
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Slika 4. Karakterizacija GKT. (A) Visinski profil GKT, (B) Normalizovana distribucija veli¢ine GKT

dobijena pomocu AFM softvera (n=500), (C) Fotoluminiscentni spektar GKT izloZenih razli¢itim

ekscitacionim talasnim duzinama, (D) UV-Vis spektar apsorbancije GKT, (E) EPR analiza GKT

proizvedenih elektrohemijskom oksidacijom grafita.
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Opticke karakteristike GKT su odredene analizom fotoluminiscentnih i UV-Vis
spektara. Fotoluminiscentne osobine GKT su ispitane pobudivanjem uzorka svetlo$¢u
razli¢itih talasnih duzina (328, 375, 420 i 488 nm) (Slika 4C). Analizom
fotoluminiscentnih spektara je pokazano da GKT imaju najveci intenzitet luminiscencije
u vidljivom delu spektra, sa maksimalnom talasnom duzinom izmedu 494-548 nm
(Slika 4C). Intenzitet fotoluminiscencije se eksponencijalno smanjivao pri dostizanju
visih talasnih duZina na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da GKT, kao i mnoge druge
ugljeni¢ne luminiscentne nanocestice, imaju fotoluminiscentne osobine koje direktno
zavise od ekscitacione talasne duzine. Na slici 4D prikazan je UV-Vis apsorpcioni
spektar koji pokazuje da je vrednost apsorbance GKT bila najvisa u UV oblasti (275
nm). Sa spektra se jasno uocava apsorpcioni maksimum u UV oblasti na 260 nm koji se
pripisuje n-n* prelazima, odnosno vibraciji aromati¢nih grupa, kao i dugacak ,,rep” koji
se prostire duz vidljive oblasti (Jiang i sar., 2015; Shi i sar., 2015). Pomo¢u metode EPR
uoCen je unutrasnji signal nesparenog elektrona Lorencijanskog oblika, koji je
pozicioniran u g = 2,0051 (Slika 4E), ¢ija je linija bila Siroka 2 G, $to je u skladu sa

prisustvom ugljenikovih slobodnih radikala na povrSini GKT.

4.2. Fotoekscitirane GKT proizvode singletni Kiseonik

Da bi se ispitalo da li GKT generisane elektrohemijskom oksidacijom grafita,
mogu da produkuju RKV, GKT su obojene DHR-om i analizirane su na

(Costa i sar., 2007). Posto su dobijeni rezultati
pokazali da su GKT, ekscitovane laserskom svetlos¢u talasne duzine (488 nm),
znac¢ajno dozno zavisno povecale intenzitet DHR fluorescence u poredenju sa
kontrolnim uzorcima bez GKT ili DHR (Slika 5A), moglo se zakljuciti da GKT
proizvode RKV. Imaju¢i u vidu da neke fluorescentne boje koje se koriste u detekciji
RKYV daju lazno pozitivne rezultate kada se koriste sa ugljeni¢énim nanomaterijalima
(Lyon i sar., 2008), dodatno je koris¢ena EPR spektroskopija kao osetljiva i selektivna
metoda za detekciju singletnog kiseonika. Amplituda EPR signala emitovana od strane
GKT izlozenih dejstvu plave svetlosti (470 nm) bila je visa od amplitude dobijene u
kontrolnom uzorku (Slika 5B), $to je ukazivalo na sposobnost GKT da produkuju
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singletni  kiseonik nakon fotoekscitacije. Dakle, GKT sintetisane pomocu
elektronemijske oksidacije grafena proizvode RKV kada su ekscitirane plavom

svetloS¢u, a deo produkovanih RKV potice od singletnog kiseonika.
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Slika 5. . (A) RKV produkcija zavisna od

koncentracije GKT, merena kao porast fluorescence DHR-a. Suspenzija GKT ili odgovarajuéa koli¢ina
kontrole (DMSQ) obojena je redoks senzitivnom bojom DHR (2 pm) i dobijeni intenzitet zelene
fluorescence (530 nm) detektovan je na fluorescentnom ¢ita¢u. Rezultati su prikazani kao srednje
vrednosti (SV) + standardna devijacija (SD) triplikata dobijenih iz najmanje tri nezavisna eksperimenta
(*p<0,05 oznacava statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu), (B) EPR analiza
produkcije singletnog kiseonika od strane GKT ozrac¢enih plavom svetlo§¢u (470 nm, 1W, 30 min.) i

kontrolnog rastvora.

4.3. Fotoekscitirane GKT ubijaju U251 ¢elije

Nakon $to je utvrdeno da GKT ozracene plavom svetloS¢u generiSu singletni
kiseonik, dalje je ispitivana njihova fotodinamicka citotoksi¢nost i uticaj na vijabilnost
esu e humanog glioma. Da bi se

odredila 1Csp vrednost ozracenih GKT, c¢elije su istovremeno tretirane razliCitim

koncentracijama GKT (50-200 pg/ml) i izlagane dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1 W)
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u trajanju od 10 min. Nakon 24 h, vijabilnost ¢elija je analizirana odredivanjem broja
adherentnih Celija kristal violet testom. Pojedinacni tretmani GKT ili plavim svetlom
nisu imali uticaj na vijabilin , dok su fotoekscitirane GKT na dozno
zavisan na¢in smanjile vijabilnost U251 ¢elija (Slika 6). ICsy vrednost je bila priblizno

200 pg/ml 1 koris¢ena je u daljim eksperimentima.

120 Slika 6. Fotoekscitirane GKT smanjuju
vijabilnost ¢elija glioma na dozno zavisan
1007 nadin. U251 celije su tretirane razlicitim

koncentracijama  GKT, potom  ostavljene
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o
}
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neozracene ili su izlozene dejstvu plave svetlosti
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kristal violet (% kontrole)
D
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Kako bi se detaljnije ispitala fotodinamicka toksi¢nost GKT, U251 ¢elije su
tretirane GKT (200 pg/ml) 1 izloZzene dejstvu plave svetlosti u razli¢itim vremenskim
intervalima (470 nm, 1 W). Vijabilnost tretiranih ¢elija je odredena kristal violet testom,
koji je pokazao da fotoekscitirane GKT dovode do znacajnog, vremenski zavisnog
smanjenja broja c¢elija (Slika 7A), dok GKT koje nisu bile izloZzene dejstvu plave
svetlosti nisu imale uticaj na celije. Sli¢ni rezultati su dobijeni i MTT testom koji
detektuje aktivnost mitohondrija (Slika 7B), kao i testom aktivnosti lizozomalnog
enzima kisele fosfataze u kulturi ¢éelija glioma (Slika 7C). U skladu sa prethodnim
rezultatima bili su i rezultati dobijeni merenjem aktivnosti oslobodene LDH (Slika 7D).
LDH test je pokazao da GKT dovodi do znacajnog oSte¢enja Celijske membrane U251
¢elija i izlaska LDH u supernatant kulture ¢elija glioma (Slika 7D). S obzirom na to da
je zraCenje plavom svetloS¢u u duzini od 10 min. pokazalo najjaci citotoksi¢ni efekat, za

dalje eksperimente je izabrana ta duzina zracenja.
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Slika 7. Fotoekscitirane GKT smanjuju vijabilnost ¢éelija glioma na vremensko-zavisan naéin. (A-D)
U251 ¢elije glioma inkubirane su u prisustvu ili odsustvu GKT (200 pg/ml) i izloZene su dejstvu plave
svetlosti (470 nm, 1 W) u razli¢itim vremenskim intervalima. Nakon 24 h odredivana je vijabilnost ¢elija
(A) kristal violet testom, (B) detekcijom mitohondrijalne aktivnosti (MTT), (C) detekcijom aktivnosti
kisele fosfataze (KF) i (D) detekcijom oStecenja Celijske membrane (LDH). Prikazani su reprezentativni
rezultati iz najmanje tri eksperimenta kao SV * SD triplikata (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu

razliku u odnosu na odgovarajuce ¢elije koje nisu izlozene dejstvu plave svetlosti).
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44. Fotoekscitirane GKT izazivaju apoptozu celija glioma

Posto su prethodni rezultati pokazali citotoksi¢ne efekte fotoekscitiranih GKT,
dalje je ispitivan tip i mehanizam c¢elijske smrti koji GKT izazivaju. Da bi se utvrdilo da
li fotodinamicka citotoksicnost GKT dovodi do indukcije apoptoze, programirane
¢elijske smrti tip I, analizirani su razli¢iti parametri ¢elijske smrti. Kako nisu primeéene
znacajne promene Vijabilnosti kod celija tretiranih samo GKT (Slike 6, 7) u svim
analizama na proto¢nom citofluorimetru poredene su Celije tretirane ozra¢enim GKT sa
¢elijama inkubiranim u prisustvu iste doze GKT bez izlaganja dejstvu plave svetlosti.
Da bi se ispitao uticaj fotoekscitiranih GKT na gustinu i morfologiju U251 ¢elija, ¢elije
su nakon odgovarajueg tretmana analizirane na fazno-kontrastnom mikroskopu.
Uoceno je da su celije tretirane GKT koje potom nisu bile izlozene dejstvu plave
svetlosti, zadrzale poligonalnu ili vretenastu formu karakteristicnu za kontrolne,
netretirane Celije (Slika 8A), dok je tretman sa GKT i zracenjem plavom svetlos¢u
promenio morfologiju i smanjio gustinu ¢elija (Slika 8B). Takode je pokazano da su se
¢elije smanjile, izgubile svoj normalni poligonalni oblik i zaokruglile, $to odgovara
morfologkim karakteristikama apoptoze. Stavise, u skladu sa indukcijom Celijske smrti,
zaokrugljene Celije su se odlepljivale od podloge, Sto je karakteristicno za ¢elije koje

umiru apoptozom (Vermes i sar., 2000).

>
w

neozracene
ozraéene

Slika 8. Uticaj fotoekscitiranih GKT na morfologiju ¢elija humanog glioma U251. (A) U251 ¢elije su
inkubirane u medijumu u prisustvu GKT (200 pg/ml), (B) i zatim izlozene dejstvu plave svetlosti (470

nm, 1 W) u trajanju od 10 min. Morfologija ¢elija je analizirana pod svetlosnim mikroskopom (uveli¢anje
10x).
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U cilju odredivanja tipa ¢elijske smrti ispitivana je veliina/granuliranost éelija
tretiranih GKT i izlozenih dejstvu plave svetlosti, analizom c¢elija na proto¢nom
citofluorimetru. Pokazano je da je velicina ¢elija (parameter FSC, engl. forward scatter)
bila smanjena, dok je njihova granuliranost (parameter SSC, engl. side scatter) bila
povecana u odnosu na ¢elije tretirane GKT bez ozracivanja plavom svetlosc¢u (Slika 9).
Ovakve promene FSC i SSC karakteristicne su za apoptoti¢ne Celije (Vermes i sar.,
2000).
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Slika 9. Fotoekscitirane GKT ulaze u c¢elije humanog glioma. U251 Celije su tretirane GKT (200
pag/ml) i potom ostavljene neozracene ili su izlozene dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1 W) u trajanju od
10 min. Veli¢ina ¢elija (FSC) i ¢elijska granuliranost (SSC), kao merilo apoptoze, ispitane su protocnom

citofluorimetrijom 4 h nakon tretmana.

Kako bismo potvrdili da je ¢elijska smrt izazvana dejstvom GKT 1 zracenjem
plavom svetloS¢u zaista apoptoza dalje smo ispitivali prisustvo biohemijskih
karakteristika apoptoze. U251 celije su nakon tretmana fotoekscitiranim GKT u trajanju
od 24 h Dbojene aneksinom V i propidijum jodidom i analizirane na proto¢nom
citofluorimetru. Aneksin V detektuje fosfatidilserinske ostatke koji se u toku rane faze
apoptoze premestaju iz unutraSnje na spoljaSnju stranu celijske membrane, dok se PI
umec¢e u DNK ¢elija sa naru$enim integritetom cCelijske membrane, koje se nalaze u
kasnoj fazi apoptoze i/ili nekroze. Analiza proto¢ne citofluorimetrije pokazala je
znadajan porast broja ¢elija u ranoj fazi apoptoze (aneksin’/PI™ éelije), kao i u kasnoj
fazi apoptoze/nekroze (aneksin®/PI” ¢elije) u kulturi ¢elija glioma tretiranih sa GKT i

ozracenih plavom svetlos¢u (Slika 10).
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Slika 10. Fotoekscitirane GKT indukuju apoptozu. U251 c¢elije su inkubirane sa GKT (200 pg/ml) i
potom ostavljene neozracene (grafik levo) ili su izlozene dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1 W) u trajanju
od 10 min. (grafik desno). Nakon 24 h éelije su bojene aneksinom V-FITC i propidijum jodidom i
analiziran je procenat apoptoti¢nih (aneksin®) éelija na protoénom citofluorimetru. Rezultati su prikazani
u vidu tacaka koje predstavljaju pojedinaéne Celije (dot plot). Prikazani rezultati su iz reprezentativnog od

tri nezavisna eksperimenta.

U skladu sa smanjenjem vijabilnosti i opisanim morfoloskim, odnosno
biohemijskim promenama ¢elija glioma nastalim pod uticajem GKT i zracenja, dalje je
ispitivan uticaj ovog tretmana na celijski ciklus celija glioma. Bojenje fiksiranih celija
propidijum jodidom i naknadna analiza distribucije ¢elija u razli¢itim fazama ¢elijskog
ciklusa na proto¢nom citofluorimetru je pokazala da se nakon 24 h od tretmana sa GKT
1 zracenjem povecava procenat hipodiploidnih ¢elija u ukupnoj ¢elijskoj populaciji,
odnosno procenat apoptoticnih celija sa fragmentisanom DNK (sub-Go/G; faza

¢elijskog ciklusa), $to je takode karakteristika apoptoze (Slika 11).
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Slika 11. Fotoekscitirane GKT izazivaju
fragmentaciju DNK u ¢elijama glioma. U251
¢elije su inkubirane sa GKT (200 pg/ml) i potom
ostavljene neozradene (grafik gore) ili su izloZene
dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1 W) u trajanju od
10 min. (grafik dole). Nakon 24 h ¢elije su
fiksirane etanolom i bojene propidijum jodidom.
Celijski ciklus je analiziran na protoénom
citofluorimetru. Rezultati su prikazani u vidu

histograma iz reprezentativnog od tri nezavisna

400 600  eksperimenta.

Da bi se ispitalo da li je apoptoza indukovana delovanjem GKT i zra¢enjem

zavisna od aktivacije kaspaza, enzima klju¢nih za egzekuciju apoptoze, celije su 24 h

nakon tretmana obojene fluorescentnim pan-kaspaznim inhibitorom (ApoStat) i

analizirane na proto¢nom citofluorimetru (Sadowski-Debbing i sar., 2002). Rezultati su

pokazali da GKT izlozene dejstvu plave svetlosti izazivaju aktivaciju kaspaza, pa je

apoptoza koja je detektovana u nasim eksperimentalnim uslovima verovatno zavisna od

aktivacije kaspaza (Slika 12).
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Slika 12. Fotoekscitirane GKT indukuju
aktivaciju kaspaza. U251 ¢elije su inkubirane
sa GKT (200 pg/ml) i potom ostavljene
neozracene (grafik gore) ili su izlozene dejstvu
plave svetlosti (470 nm, 1 W) u trajanju od 10
min. (grafik dole). Nakon 24 h ¢elije su obojene
ApoStat-om i analizirana je aktivacija kaspaza
na protocnom citofluorimetru. Rezultati su
prikazani u vidu histograma iz reprezentativnog

od tri nezavisna eksperimenta.
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4.5. Fotoekscitirane GKT indukuju oksidativni stres u éelijama glioma

Imajuéi u vidu da je oksidativni stres snazan induktor apoptoze ispitivali smo da
li fotoekscitirane GKT indukuju produkciju RKV u ¢elijama glioma. Analizom ¢elija
obojenih redoks-senzitivnim fluorescentnim bojama DHR i DCFDA na proto¢nom
citofluorimetru, uoceno je poveéanje intracelularnog intenziteta zelene fluorescence u
poredenju sa kontrolnim uzorcima. Na osnovu dobijenih rezultata moglo se zakljuciti da
GKT stimuliSu produkciju RKV u U251 ¢elijama (Slika 13A, B) i1 da je fototoksi¢nost
GKT povezana sa nastankom RKV. Osim toga, intenzitet DHE flourescence, boje
selektivne za superoksidni anjon, takode je bio povecan u ¢éelijama koje su bile tretirane
fotoekscitiranim GKT, §to je ukazalo da bar deo produkovanih RKV poti¢e od
superoksidnog anjon radikala (Slika 13C).
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10° 10’ 10? 10° 10°* superoksidnog anjona (C), odredivana je nakon

DCFDA fluorescenca (FL1) 4 h proto¢nom citofluorimetrijom. Rezultati su

predstavljeni u obliku histograma iz jednog

reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta.

Da bi se ispitalo da li oksidativni stres doprinosi fotodinamickoj citotoksicnosti

GKT, U251 ¢elije su tretirane antioksidansom L-askorbinskom kiselinom (Padayatty i
sar., 2003). Tretman L-askorbinskom kiselinom je doveo do delimi¢nog oporavka
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vijabilnosti ¢elija tretiranih fotoekscitiranim GKT, $to je pokazano kristal violet i MTT
testovima (Slika 14A, B).
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Slika 14. L-askorbinska kiselina $titi celije glioma od citotoksi¢nosti fotoekscitiranih GKT. (A, B)
U251 ¢éelije su inkubirane u prisustvu ili odsustvu razli¢itih koncentracija L-askorbinske kiseline (50-200
mg/ml). Nakon 6 h Celije su isprane, tretirane GKT (200 pg/ml) i izloZene dejstvu plave svetlosti (470
nm, 1 W) u trajanju od 10 min. Nakon 24 h odredivana je vijabilnost ¢éelija kristal violet i MTT testom.
Prikazani su reprezentativni rezultati iz najmanje tri eksperimenta kao SV + SD triplikata (*p<0,05

oznacava statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na ¢elije koje nisu izlozene dejstvu plave svetlosti).

4.6. GKT indukuju autofagiju u ¢elijama glioma

Poznato je da funkcionalizovane ugljenikove kvantne tacke, mogu da prodru u
¢elije, ali njihova specifi¢na lokalizacija do sada nije istrazivana (Cao i sar., 2007). Da
bi se detaljnije ispitao mehanizam fotodinamicke citotoksi¢nosti GKT, istrazivali smo
njihovu intracelularnu lokalizaciju nakon tretmana. U251 (celije tretirane
fotoekscitiranim GKT su nakon 4 h posmatrane pod konfokalnim mikroskopom. S
obzirom na to da GKT fluoresciraju zelenom svetlos¢u, utvrdena je znacajna

akumulacija GKT unutar ¢elija (Slika 15A). Ovi rezultati su potvrdeni analizama na
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proto¢nom citofluorimetru, koje su pokazale znaCajan porast zelene fluorescence u

U251 inkubiranim sa GKT (Slika 15B) u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolu.

A B

1 kontrola GKT

1
y 3

broj celija

10° R 10°
Intezitet fluorescence (FL1)

talasna duzina 488 nm

Slika 15. Fotoekscitirane GKT ulaze u ¢elije glioma. (A, B) U251 Celije su inkubirane sa GKT (200
pa/ml) ili u kontrolnom rastvoru i izlozene su dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1 W) u trajanju od 10 min.
Nakon 4 h intenzitet zelene fluorescence koju emituju GKT (530 nm) pracen je na (A) konfokalnom

mikroskopu ili (B) proto¢nom citofluorimetru.

Za preciznije utvrdivanje intracelularne lokalizacije GKT koriséena je
ultrastrukturalna TEM analiza. U poredenju sa kontrolnim c¢elijama (Slika 16A), u
citoplazmi c¢elija tretiranih fotoekscitiranim GKT nakon 12 h uoceno je prisustvo
velikog broja vakuola (Slika 16B). Vec¢ina GKT su se nalazile u brojnim intracelularnim
vezikulama, ukazujuci da se internalizacija desila verovatno putem endocitoze (Slika
16C). Medutim, u velikom broju vezikula su se nalazile i ¢elijske komponente, kao Sto
su mitohondrije (Slika 16D), $to je karakteristicno za autofagne vakuole koje nastaju u
¢eliji tokom makroautofagije, procesa kojim celija razgraduje sopstveni sadrzaj

(Mizushima i sar., 2008).
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kontrola

GKT

Slika 16. GKT indukuju autofagiju i prisutne su u autofagnim vezikulama U251 ¢elije su inkubirane
u (A) kontrolnom rastvoru ili (B-D) sa 200 pg/ml GKT i izlozene dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1 W) u
trajanju od 10 min. Nakon 12 h intracelularna lokalizacija GKT je analizirana pomo¢u TEM. (C) Bele
strelice ukazuju na intracelularne vakuole koje sadrze GKT (crne strelice), (D) autofagne vakuole sadrze

GKT i ¢elijske komponente (crne strelice), ukljucujuéi i mitohondrije (bele strelice).

Da bi se potvrdila sposobnost fotoekscitiranin GKT da indukuju autofagiju,
ispitivan je njihov uticaj na konverziju LC3-1 u LC3-1l (Slika 17), oblik koji ulazi u
sastav membrane autofagozoma (Mizushima i sar., 2008), kao i na nivo kargo receptora
SQSTM1/p62, koji se specificno razgraduje u procesu autofagije (Ichimura i sar., 2008;
Yang i Klionsky, 2010). U tom cilju imunoblot metodom ispitivana je ekspresija
pomenutih proteina u U251 ¢elijama tretiranim GKT i ozracenim plavom svetloséu u
intervalima od 4, 12 i 20 h nakon tretmana. Rezultati su pokazali jasno vremenski
zavisno povecanje nivoa LC3-II u celijama tretiranim fotoekscitiranim GKT u
poredenju sa netretiranim ¢elijama (Slika 17), $to ukazuje na indukciju autofagije. Osim

toga, nivo proteina SQSTM1 je bio znacajno smanjen u celijama tretiranim
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fotoekscitiranim GKT u poredenju sa netretiranim ¢elijama, $to potvrduje i povecanje
autofagne proteolize. Dakle, prikazani rezultati nedvosmisleno pokazuju da

fotoekscitirane GKT indukuju autofagiju u ¢elijama glioma.

LC3-| - ey o aoap
LC3-II B —_—

052 - — - -
akin G D D G *»

@ GKT © GKT © GKT
4h 12 h 20 h

Slika 17. Imunoblot analiza proteina karakteristi¢nih za autofagiju. Konverzija LC3 proteina i nivo
SQSTM1/p62 proteina u U251 Celijama inkubiranim u kontrolnom rastvoru ili sa GKT (200 pg/ml) i
izlozenim dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1 W) u trajanju od 10 min., odredivani su imunoblotom u
naznacenim vremenskim intervalima. Ekspresija aktina je kori§¢ena kao pokazatelj jednake koncentracije
proteina u analiziranim uzorcima. Prikazani su rezultati jednog od dva eksperimenta sa sli¢nim

rezultatima.

Da bi se detaljnije istrazila uloga autofagije u fotodinami¢noj citotoksi¢nosti
GKT, ispitivan je njihov uticaj na vijabilnost U251 c¢elija u kojima je autofagija
suprimirana RNK interferencijom, odnosno transfekcijom shRNA koja blokira LC3B,
klju¢ni protein za formiranje autofagozoma. Imunoblot analizom je potvrdeno znacajno
smanjenje ekspresije LC3B u U251 ¢elijama koje su stabilno transfektovane shRNA za
LC3B. Kristal violet testom je pokazano da su celije sa nizom ekspresijom LC3B
znacajno zasti¢ene od fotodinamicke citotoksi¢nosti GKT (Slika 18). Ovi rezultati jasno
pokazuju da fotoekscitirane GKT mogu da udu u ciljnu ¢eliju i da indukuju autofagiju

koja ucestvuje u njihovoj fotodinamickoj citotoksicnosti.
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Slika 18. Autofagija indukovana fotoekscitiranim GKT doprinosi njihovoj fotodinamickoj
citotoksi¢nosti. U251 celije su stabilno transfektovane kontrolnom ili LC3B shRNA (smanjenje
ekspresije LC3B potvrden je imunoblotom) i inkubirane su sa GKT (200 pg/ml) i izlozene dejstvu plave
svetlosti (470 nm, 1 W) u trajanju od 10 min. Vijabilnost ¢éelija je odredena nakon 24 h kristal violet
testom. Prikazani su reprezentativni rezultati iz najmanje tri eksperimenta kao SV * SD triplikata
(*p<0,05 oznaCava statisticki znaCajnu razliku u odnosu na celije koje transfektovane kontrolnom

ShRNA).
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4.7. Fotoekscitirane GKT ubijaju bakterije

Nakon §to je utvrdeno da fotoekscitirane GKT

bakterijske kulture S. aureus i E. coli. Da bi se
odredila ICso vrednost, bakterije su tretirane razli¢itim koncentracijama GKT (50-200
pg/ml) i izlagane dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1 W) u trajanju od 15 min. Nakon
tretmana, vijabilnost bakterijskih ¢elija je ispitivana primenom fluorescentnog eseja za
detekciju oCuvanosti integriteta Celijske membrane i standardnog metoda za brojanje
bakterija u suspenziji. Analize bakterijskih c¢elija obojenih Pl na fluorescentnom
mikroskopu pokazale su da pojedinacni tretmani GKT u najveéoj koncentraciji (200
pg/ml) i plavim svetlom maksimalnog trajanja (15 min.), nisu imali uticaj na vijabilnost
bakterija S. aureus (Slika 19A) i E. coli (Slika 20A). Sa druge strane, tretman razli¢itim
koncentracijama GKT (50-200 pg/ml) u kombinaciji sa plavim svetlom (470 nm, 1 W,
15 min.), doveo je do znacajnog smanjenja vijabilnosti bakterijskih celija, odnosno
znacajnog povecanja broja bakterija obojenih Pl koje su fluorescirale crvenom bojom
(Slika 19B) i (Slika 20B). ICsp vrednost je bila priblizno ista kod obe bakterije < 100
pg/ml. Kako bi se detaljnije ispitala fotodinamicka toksi¢nost GKT, suspenzije bakterije
S. aureus su tretirane GKT (200 pg/ml) i izloZene dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1 W)
u razli¢itim vremenskim intervalima (5, 10, 15 min.) (Slika 19D). Rezultati su pokazali
da fotoekscitirane GKT dovode do vremenski zavisnog smanjenja broja S. aureus, dok
tretman GKT koje nisu bile izloZzene dejstvu plave svetlosti nije imao uticaj na
bakterijske ¢elije. Antibakterijski efekat fotoekscitiranih GKT je bio dozno zavisan pri
tretmanu plavom svetlo$¢u od 15 min. (Slika 19C, 20C).
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Slika 19. Fotoekscitirane GKT smanjuju vijabilnost bakterija S. aureus. Suspenzija S. aureus je
inkubirana u PBS-u (kontrola) ili sa GKT (200 ug/ml) i izloZena je dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1W)
u trajanju 15 min. Nakon bojenja Pl bakterije su analizirane (A) na svetlosnom i (B) fluorescentnom
mikroskopu. (C,D) Suspenzija S. aureus inkubirana je u PBS-u (kontrola) ili sa razli¢itim
koncentracijama GKT (50-200 pg/ml) i izlozena dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1 W) u trajanju od 15
min., odnosno inkubirana sa GKT (200 pg/ml) i izlozena dejstvu plave svetlosti u razli¢itim vremenskim
intervalima. Bakterije S. aureus koje su imale oste¢enu membranu i fluorescirale crveno, prebrojane su i
rezultati iz reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta su prikazani kao SV + SD vrednost (*p<0,05

oznacava statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na odgovarajucu kontrolu).
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Slika 20. Fotoekscitirane GKT smanjuju vijabilnost bakterija E. coli. Suspenzija E. coli je inkubirana
u PBS-u (kontrola) ili sa GKT (200 pg/ml) i izlozena je dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1W) u trajanju
15 min. Nakon bojenja PI bakterije su analizirane (A) na svetlosnom i (B) fluorescentnom mikroskopu.
(C) Suspenzija E. coli inkubirana je u PBS-u (kontrola) ili istovremeno GKT (50-200 pg/ml) i izloZena je
dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1 W) u trajanju od 15 min. Bakterije E. coli koje su imale oStecenu
membranu i fluorescirale crveno, prebrojane su i rezultati iz reprezentativnog od tri nezavisha
eksperimenta su prikazani kao SV £ SD vrednost (*p <0,05 oznaCava statisticki znacajnu razliku u

odnosu na odgovarajucu kontrolu).

51



U skladu sa rezultatima dobijenim primenom fluorescentnog eseja za detekciju
oCuvanosti integriteta Celijske membrane, rezultati dobijeni primenom standardnog
metoda za brojanje bakterija u suspenziji, pokazali su znac¢ajno smanjenje broja CFU u
suspenzijama obe bakterije, S. aureus i E. coli, kada su tretirane fotoekscitiranim GKT
(Slika 21).
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Slika 21. Fotoekscitirane GKT smanjuju broj bakterija u suspenziji. (A) E. coli i (B) S. aureus
bakterijske suspenzije inkubirane su u PBS-u (kontrola) ili sa GKT (200 pg/ml) i izlozene dejstvu plave
svetlosti (470 nm, 1 W) u trajanju od 15 min. Broj CFU je odreden standardnom metodom za brojanje
bakterija u suspenziji. Prikazani su reprezentativni rezultati iz najmanje tri eksperimenta kao SV + SD

triplikata (*p<0,05 oznacava statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na odgovarajucu kontrolu).
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4.8. Fotoekscitirane GKT menjaju morfologiju bakterija

Mikroskopija atomskih sila je kori§¢ena za vizuelizaciju promena u morfologiji i
dimenzijama bakterijskih celija indukovanih tretmanom fotoekscitiranim GKT.
Rezultati dobijeni pomo¢u AFM su pokazali da su bakterijske celije E. coli u
kontrolnim, netretiranim uzorcima bile tipi¢nog Stapicastog oblika (Slika 22A), dok su
bakterijske celije S. aureus bile loptastog oblika (Slika 22B). Nakon tretmana
fotoekscitiranim GKT, bakterijske celije obe ispitivane vrste su pokazale povecanu

tendenciju da stvaraju agregate (Slika 22A, B).

A E.coli B S. aureus
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Slika 22. AFM analiza bakterija nakon tretmana fotoekscitiranim GKT. AFM slike (A) E. coli i (B)
S. aureus inkubirane u PBS-u (kontrola) ili istovremeno tretirane GKT (200 pg/ml) i ozradene plavom

svetlos¢u (470 nm, 1 W) u trajanju od 15 min.
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Prose¢na duzina bakterija se nakon tretmana nije primetno menjala, dok je Sirina
znacajno porasla, kako kod E. coli, tako i kod S. aureus (Tabela 1). Visina, kao i RMS
vrednost (engl. root mean square, RMS) hrapavosti znacajno su porasli kod obe
ispitivane bakterije nakon izlaganja fotoekscitiranim GKT. Primec¢eno je povecanje
povrsinske hrapavosti i visine nakon tretmana, §to ukazuje na oStecenje celijske

membrane i posledi¢no uvecanje bakterijskih Celija.

Primenom statisticke analize dimenzija bakterija sa AFM slika u softveru za
obradu slike, dobijene su prosecne vrednosti za duzine, visine i Sirine bakterija, pre i
nakon tretmana ozra¢enim GKT. Takode je izraunata i RMS vrednost. Rezultati ove

analize su prikazani u Tabeli 1.

Tabela 1. AFM parametri E. coli i S. aureus nakon tretmana fotoekscitiranim GKT. Rezultati su

prikazani kao SV + SD vrednosti (*p<0,05 u poredenju sa kontrolnim, netretiranim uzorcima).

Escherichia coli Staphylococcus aureus
kontrola GKT+svetlost kontrola GKT+svetlost
Duzina (um) 5,75+1,13 72+3]1 0,74 + 0,08 0,70 £ 0,07
Sirina (um) 0,53 £ 0,07 1,02 +0,15* 0,56+0,09 0,40 £+ 0,08*
Visina (nm) 99 + 16 300 + 79* 148 + 21 450 + 96*
RMS 33,256 84 £ 19,2* 27,449 63,0 £ 14,1*
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4.9. Fotoekscitirane GKT izazivaju oksidativni stres kod bakterija

Pokazano je da Cestice grafena i grafen oksida, kada se ozrace svetlo$¢u talasne
duzine bliske talasnim duZinama infracrvene svetlosti, ubijaju tumorske celije
oslobadajuci toplotu (Robinson i sar., 2011). Kako nije primeceno znacajno povecanje
temperature u bakterijskim suspenzijama tretiranim fotoekscitiranim GKT, iskljucena je
moguénost da je u osnovi antibakterijskog delovanja GKT fototermalna citotoksi¢nost.
S obzirom da je pokazano da GKT kada su izlozene dejstvu plave svetlosti, mogu da
produkuju RKV, ukljuéujuci singletni kiseonik, moze Se pretpostaviti da je u osnovi
antibakterijskog delovanja fotoekscitiranih GKT fotodinami¢no dejstvo posredovano
produkcijom RKV (Christensen i sar., 2011). Da bi se ispitala ova moguénost, meren je
intracelularni nivo RKV koris¢enjem DHR. Rezultati analize na fluorescentnom
mikroskopu su pokazali da nema produkcije RKV kod netretiranih bakterija, kao ni kod
bakterija izlozenih samo GKT ili samo plavoj svetlosti. Sa druge strane, znacajno
poveéanje broja zelenih fluorescentnih ¢elija koje su produkovale RKV primeceno je
kod obe ispitivane bakterije, S. aureus (Slika 23B) i E. coli (Slika 24B) kada su tretirane
kombinacijom GKT (200 pg/ml) i plave svetlosti (470 nm, 1W) u trajanju od 15 min.
Ovi rezultati ukazuju na sposobnost GKT da izazovu produkciju RKV i oksidativni
stres u bakterijama.
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Slika 23. Fotoekscitirane GKT indukuju
oksidativni stres u bakterijskim ¢elijama S.
aureus. (A, B) Suspenzija S. aureus je inkubirana u
PBS-u (kontrola) ili sa GKT (200 pg/ml) i izloZena
je dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1 W) u trajanju
15 min. Nakon bojenja DHR, bakterije su
analizirane na svetlosnom (A) i fluorescentnom
mikroskopu (B) Bakterije koje su fluorescirale
zeleno su prebrojane i rezultati iz reprezentativnog
od tri eksperimenta su prikazani kao SV = SD
vrednost (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu

razliku u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolu).
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Slika 24. Fotoekscitirane GKT indukuju
oksidativni stres u E. coli. (A, B) Suspenzija E.
coli je inkubirana u PBS-u (kontrola) ili sa GKT
(200 ug/ml) i izlozena je dejstvu plave svetlosti
(470 nm, 1W) u trajanju 15 min. Nakon bojenja
DHR-om, bakterije su analizirane (A) na
svetlosnom i (B) fluorescenthom mikroskopu. (C)
Bakterije E. coli koje su fluorescirale zeleno su
prebrojane i rezultati iz reprezentativhog od tri
eksperimenta su prikazani kao SV £ SD vrednost
(*p<0,05 oznadava statisticki znacajnu razliku u

odnosu na odgovarajucu kontrolu).

Fotoekscitirane GKT ne smanjuju vijabilnost misjih splenocita

Imaju¢i u vidu da fotoekscitirane GKT poseduju citotoksi¢na 1 baktericidna

svojstva, bilo je vazno utvrditi da li su i netransformisane eukariotske Celije osetljive na

isti tretman. Posto se tumorske Celije brzo dele i osetljivije su na stimuluse koji dovode

do Celijske smrti u odnosu na neproliferiSu¢e normalne celije, ispitivan je efekat

fotoekscitiranth GKT na primarnim misjim splenocitima, koji su koris¢eni kao model

sistem normalnih eukariotskih ¢elija. Analize splenocita na fluorescentnom mikroskopu,

koji su tretirani GKT u koncentraciji koja ubija vise od 50% bakterija (100 pg/ml) i

57



izlozeni dejstvu plave svetlosti (470 nm, 1W, 15 min.), pokazale su umeren porast (5-
17%) u broju Pl permeabilnih splenocita, dok je doza od 200 pg/ml fotoekscitiranih
GKT ubila skoro sve bakterije, ali manje od 50% splenocita (Slika 25) Dakle, splenociti

misa su manje osetljivi na fotodinamicku toksi¢nost GKT u odnosu na bakterije.
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netretirani (gornji panel) ili istovremeno tretirani GKT (100 ili 200 pg/ml) i plavom svetlo¢u (470 nm, 1
W) u trajanju od 15 min. (donji panel). Nakon bojenja sa PI, Celije su vizuelizovane optickim ili
fluorescentnim mikroskopom. Celije u koje je usla PI boja, crvene su boje, prebrojane su i rezultati iz
reprezentativnog od tri eksperimenta su prikazani kao SV + SD vrednost (*p<0,05 oznacava statisti¢ki

znacajnu razliku u odnosu na odgovarajuéu kontrolu).
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5. DISKUSIJA

U ovoj studiji su ispitivani fotodinamicki citotoksi¢ni 1 antibakterijski efekti
GKT i mehanizmi koji su u osnovi ovih pojava. Prvi put je pokazano da GKT
sintetisane elektrohemijskom oksidacijom grafita nakon fotoekscitacije plavom
svetlos¢u produkuju RKV, ukljucujuéi i singletni kiseonik. Osim toga, pokazano je da
fotoekscitirane GKT indukuju apoptozu U251 ¢elija humanog glioma zavisnu od
oksidativnog stresa i aktivacije kaspaza, kao 1 citotoksi¢nu autofagiju. Na osnovu
rezultata ovog rada se takode moze zakljuciti da su fotoekscitirane GKT ispoljile i
antibakterijski efekat na ispitivanim sojevima Gram-pozitivnih i Gram-negativnih
bakterija, S. aureus i E. coli, posredovan mehanizmima koji podrazumevaju oStecenje
membrane bakterija i indukciju oksidativnog stresa. Bitno je ista¢i da su bakterije bile
osetljivije na fotodinamicku toksi¢nost GKT u odnosu na netransformisane eukariotske

¢elije - splenocite.

Poluprovodnicke neorganske kvantne tacke su nanocestice sa optiCkim
karakteristikama koje im omoguéavaju primenu u nanomedicini u vidu proba za
,bioimidzing™ (Bruchez i sar., 1998; Alivisatos, 2004). Medutim, njihova primena je
ogranicena usled toksi¢nosti zbog oslobadanja teSkih metala (npr. CdSe, CdTe) iz
njihovog jezgra (Shiohara i sar., 2004; Lovric i sar., 2005). Sa druge strane, pokazano je
da GKT nisu toksi¢ne §to ih ¢ini pogodnijim za primenu u zivim biolo§kim sistemima.
Osim toga, GKT se dobro rastvaraju, imaju veéu biokompatibilnost i jednostavnije se
sintetisu (Esteves da Silva i Gongalves, 2011). Izuzetne opticke osobine GKT poput
podesive fotoluminiscencije i izrazene fotostabilnosti ¢ine ih dobrim kandidatima za
potencijalnu primenu u FDT. Istrazivanja su pokazala da su opti¢ke osobine GKT
odredene njihovim dimenzijama i oblikom ivica (,,armchair” ili cik-cak), koje zavise od
polaznog materijala i metode sinteze (Li i sar., 2013; Wang i sar., 2015). U na$oj studiji
GKT sintetisane elektrohemijskom oksidacijom grafita su imale oblik diska, prosecni
pre¢nik oko 40 nm i cik-cak strukturu ivice. Takode, poznato je da apsorpciona talasna

duzina GKT zavisi od njihove veli¢ine, oblika, prisustva funkcionalnih grupa,
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modifikacije njihove povrSine i oblika ivica (Zheng i sar., 2015). Analiza UV-Vis
apsorpcionih spektara je pokazala da je apsorpcija svetlosti bila najvisa u UV delu
spektra 1 da je eksponencijalno opadala sa povecanjem ekscitacione talasne duzine
svetlosti. Time je potvrdeno postojanje dugackog ,,repa“ koji se prostire duz vidljive
oblasti i moze se pripisati defektima na povrsini GKT (Jiang i sar., 2013). Li i sar. su
pokazali da je apsorpcioni pik GKT oko 250-300 nm (Li i sar., 2011). U skladu sa tim,
apsorpcioni maksimum GKT u nasoj studiji bio je oko 260 nm i moze se pripisati n-*

prelazima poreklom iz strukture grafena (Liu i sar., 2013).

Fotoluminiscencija zavisi od ekscitacione talasne duzine svetlosti kojom je
materijal ozrac¢en kao i od osobina samog materijala. lako mehanizam koji je u osnovi
fotoluminiscencije GKT i dalje nije u potpunosti razjasnjen, moze se pretpostaviti da je
ona posledica kombinacije emisija pojedinacnih komponenti: ugljeni¢nog jezgra (npr.
sp’ ugljenika), funkcionalnih grupa i defekata na njihovoj povrsini (Wang i sar., 2016).
Analiza fotoluminiscentnih spektara GKT kori$¢enih u nasoj studiji pokazala je da one
imaju najveéi intenzitet fotoluminiscencije u vidljivom delu spektra, sa maksimalnom
talasnom duZinom izmedu 494-548 nm, pri ekscitaciji svetlos¢u talasne duzine 328 nm.
Sk i sar. su pokazali da prisustvo defekata na povrsini i cik-cak oblik ivice GKT
prouzrokuju pomeraj fotoluminiscentne emisije u crveni deo vidljivog spektra, dok
»armchair® 1 prisustvo funkcionalnih grupa pomeraju fotoluminiscenciju ka plavom delu
vidljivog spektra (Sk i sar., 2014). U skladu sa tim prisustvo cik-cak ivice i defekata na
povrsini GKT kori§¢enih u nasoj studiji, maksimum fotoluminiscencije bio je pomeren

ka crvenom delu spektra.

Maksimum apsorpcije GKT bio je u UV oblasti spektra elektromagnetnog
zraCenja. Imajuéi u vidu da UV zracenje indukuje oste¢enje DNK i ¢elijsku smrt (Sinha

i Hader, 2002), za fotostimulaciju GKT umesto UV svetlosti kori§¢ena je netoksi¢na

(380-500 nm) i sa najvecom
energijom. U na$im eksperimentalnim uslovima tretman plavim svetlom nije imao
uticaj na vijabilnost cCelija glioma, S§to je u skladu sa prethodnim istrazivanjima
Oplandera i sar. koji su pokazali da plavo svetlo nije imalo toksi¢an efekat na humane

dermalne fibroblaste (Oplander i sar., 2011). Ipak, neka istrazivanja pokazuju da
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dugotrajno izlaganje plavom svetlu moze biti toksi¢no za retinocite, sugeriSuéi da je
toksicnost plave svetlosti ¢elijski specificna (Kuse i sar., 2014). Bitno je ista¢i da plava
svetlost emituje dovoljno veliku koli¢inu energije za indukciju fotohemijskih procesa,
pa se moze koristiti za aktivaciju fotosenzitivnih agenasa u FDT glioma (Quirk i sar.,
2015). Medutim, utvrdeno je da plava svetlost slabo prodire kroz tkiva. Naime, kroz
kozu prodire do dubine od 500 pum, a kroz tkivo bogato vodom do 2 mm. Ograni¢ena
prodornost plavog svetla moze se objasniti visokom apsorpcijom koja je posledica
prisustva melanina, hemoglobina, oksihemoglobina i vode u bioloSkom tkivu (Moreira i
sar., 2011). Iako su gliomi tesko dostupni za tretman FDT zbog svoje lokalizacije, u
poslednjih nekoliko godina razvijene su razliite tehnike za jednostavnije dopremanje
izvora svetlosti i fotosenzitivhog agensa u specificne regije mozga bez uticaja na
normalno funkcionisanje mozga (Zorzos i sar., 2010). Razli¢iti laseri (argonski i lu¢ni
ksenonski laseri) se primenjuju kao izvori svetlosti u FDT (Svanberg i sar., 1994).
enjem kablova sa optickim vlaknima
umetnutim u endoskop pri ¢emu se vlakna implantiraju direktno u mozdano tumorsko
tkivo (Wilson, 2002). lako su endoskopi posebno prilagodeni le¢enju
, pogodni su i za intersticijalnu FDT (Simone i sar.,
2012). Alternativa lasera su LED (engl. light-emitting diodes), koje se koriste u
tretmanu tumora poput melanoma, a pokazali su se efikasnijim i jeftinijim za
osvetljavanje tumora (Gudgin Dickson i sar., 2002). Drugi moguci nadin je primena
uredaja nalik balonu unutar koga je postavljen izvor svetlosti i koji je obloZen sa
spoljasnje strane razblaZzenim fotosenzitivnim agensom u te€nom stanju. Sferi¢an oblik
uredaja olakSava prijanjanje na Supljinu resekcije i omogucava ravnomernu raspodelu
svetlosti (Stylli i Kaye, 2006). Ovakav terapijski pristup posebno je pogodan za
uklanjanje rezidua tumora nakon hirurske intervencije. Pored slabe prodornosti plave
svetlosti u tkivo, drugi potencijalni problem tokom sistemske terapije glioma zasnovane
na kori$¢enju GKT je pojava imunosupresije koja bi mogla da pogoduje rastu tumora
(Volarevic i sar., 2014). Osim toga, na$i rezultati su pokazali da su primarne celije
(splenaciti) priblizno osetljive kao i tumorske celije na fotoekscitirane GKT. Ovi
problemi mogli bi efikasno da se prevazidu lokalnom aplikacijom GKT na mesto

tumora ¢ime bi se izbegla nezeljena dejstva.

61



Za FDT je bitno da ni zracenje ni fotosenzitivni agens ne budu toksi¢ni kada se
koriste samostalno, kako bi se izbeglo oStecenje normalnog tkiva. U skladu sa
rezultatima dobijenim na razli¢itim tumorskim celijskim linijama (HeLa c¢elijama
cervikalnog karcinoma, MG-63 ¢elijama humanog osteosarkoma, A549 Celijama
karcinoma pluca, ¢elijama karcinoma dojke MCF-7, MDA-MB-231 i T47D) (Chong i
sar., 2016), kao i na stem c¢elijama (Shang i sar., 2014), GKT u odsustvu ekscitacije
svetloS¢u nisu imale citotoksican efekat na U251 ¢elije humanog glioma 1 primarne
splenocite. Sa druge strane, nakon izlaganja plavoj svetlosti GKT su ispoljile snazno
citotoksi¢no dejstvo na ¢elije U251 glioma. Vazno je napomenuti da je citotoksi¢no
delovanje kombinovanog tretmana pokazano upotrebom vise vrsta testova za merenje
vijabilnosti ¢elija (MTT, kristal violet, LDH, KF), jer je ranije pokazano da ugljeni¢ne

nanotube mogu direktno da utic¢u na redukciju MTT (Worle-Knirsch i sar., 2006).

Citotoksiéno dejstvo fotoekscitiranih GKT posredovano je produkcijom 'O, Koji
je glavni medijator toksi¢nosti u FDT (Dolmans i sar., 2003). Prisustvo strukturnih
defekata i slobodnih radikala na povrsini GKT ukazuje na njihov potencijal za stvaranje
'0,. Takode, Christensen i sar. su veé¢ pokazali da GKT sintetisane primenom laserske
ablacije i oblozene polietilenskim glikolom mogu da proizvedu 'O, i druge RKV nakon
ekscitacije plavim svetlom (Christensen i sar., 2011). Imaju¢i u vidu da neke
fluorescentne boje kada se koriste sa ugljeni¢nim nanomaterijalima u detekciji RKV
daju lazno pozitivne rezultate (Lyon i sar., 2008), pored DHR-a u naSim
eksperimentima kori$¢ena je i EPR spektroskopija kao osetljiva i selektivna metoda za
detekciju '0,. Sli¢no rezultatima Christensen i sar., pokazali smo da nakon
fotoekscitacije plavim svetlom GKT sintetisane elektrohemijskom oksidacijom grafita

produkuju singletni kiseonik u sistemu bez ¢éelija.

Ocekivano, fotoekscitirane GKT su 1 u kulturi ¢elija produkovale RKV, §to je
pokazano povecanjem intracelularne fluorescence neselektivnih redoks senzitivnih boja
DHR i DCFDA. U skladu sa nasim rezultatima, Chong i sar. su pokazali da je bojenje
DCFDA emitovalo ekstremno slab fluorescentni signal u celijama tretiranim
pojedina¢no GKT ili plavom svetloS¢u, a izuzetno visok pri istovremenom tretmanu
(Chong i sar., 2016). Fluorescenca DHE je takode bila povecana u ¢elijama tretiranim

fotoekscitiranim GKT, §to je ukazalo na to da jedan deo nastalih RKV potice 1 od
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superoksidnog anjon radikala. lako su ovi rezultati u skladu sa rezultatima d

, treba ista¢i da je sposobnost GKT da produkuje RKV bila
nesrazmerno visoka u poredenju sa sposobnos$¢u GKT da generiSu singletni kiseonik
izmeren pomoc¢u EPR. Na osnovu ovih zapaZanja moze se pretpostaviti da su neke
druge RKV, a ne singletni kiseonik, zapravo odgovorne za citotoksi¢nost
fotoekscitiranin GKT (Yamakoshi i sar., 2003). Iako do sada nisu utvrdeni ta¢ni
mehanizmi produkcije RKV od strane fotoekscitiranih GKT moze se pretpostaviti da su
sli¢ni onima opisanim kod fulerena (Cgp), poSto GKT mogu biti proizvedene direktno iz
fulerena (Lu i sar., 2011). Triplet ekscitovano stanje fulerena *Cg, nastalo od singletnog
ekscitovanog stanja nakon stimulacije svetlom, odlican je akceptor elektrona.
Primanjem elektrona tripletno stanje *Ceo” se redukuje $to omogucava prenos elektrona
na molekularni kiseonik, odnosno nastanak superoksidnog anjon radikala (Yamakoshi i
sar., 2003). Za razliku od nastanka singletnog kiseonika ovaj tip reakcije se pre svega
desava u polarnim rastvara¢ima, posebno u prisustvu redukujuc¢ih agenasa kao $to je
NADH (Mroz i sar., 2007). Takode,
nastaje pozitivna povratna sprega za povecanu proizvodnju superoksida (Zorov i sar.,
2006), koji dalje moze doprineti oksidativnom stresu izazvanom tretmanom GKT. Stoga
jem , pre nego singletni kiseonik, bio glavni oblik RKV
odgovoran za proapoptotsku aktivnost GKT.

Oksidativni stres ima klju¢nu ulogu u indukciji apoptoze (Kannan i Jain, 2000).

Nasi rezultati su pokazali da ¢elije glioma nakon izlaganja fotoekscitiranim GKT umiru
apoptozom, budu¢i da je primeceno premestanje fosfatidil-serina sa unutrasnje na
spolja$nju stranu Celijske membrane, aktivacija kaspaza, fragmentacija DNK, kao 1
morfoloSke promene karakteristine za apoptozu (zaokrugljivanje, smanjenje volumena
¢elija 1 odvajanje celija od podloge) (Galluzzi i sar., 2009). Budu¢i da je tretman
antioksidansom L-askorbinskom kiselinom smanjio citotoksicno delovanje GKT
ozracenih plavom svetloS¢u, moze se pretpostaviti da je u osnovi fotodinamicke
citotoksi¢nosti GKT upravo oksidativni stres (Padayatty i sar., 2003). U prilog ovakvoj
pretpostavci govore i istrazivanja Qin i sar. u kojima je utvrdeno da je apoptoza koju
indukuju GKT u makrofagima zavisna od povecane produkcije RKV (Qin i sar., 2015).
Takode, produkcija RKV predlozena je kao mehanizam citotoksi¢nosti i za druge
nanomateriijale (Qu i sar., 2013; Sun i sar., 2013). lako se zna da su oksidativni stres i
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indukcija apoptoze po pravilu udruzeni sa promenom membranskog potencijala
mitohondrija, fotoekscitirane GKT nisu indukovale depolarizaciju mitohondrija (Ott i
sar., 2007). Dobijeni rezultati mogli bi se objasniti prethodno pokazanom sposobno$éu
oksidativnog stresa da osStecuje DNK 1 indukuje apoptozu nezavisnu od oStecenja
mitohondrija (Fei Liu, 2016). Osim apoptoze, fotoekscitirane GKT najverovatnije
indukuju i nekrozu koju karakteriSe gubitak integriteta ¢elijske membrane, §to je u ovoj
studiji detektovano merenjem oslobadanja LDH i citofluorimetrijskom analizom ¢elija
obojenih Ann/Pl. Jiang i sar. su pokazali sposobnost GKT da indukuju nekrozu u HelLa
¢elijama (Jiang i sar., 2015). Sa druge strane, moguce je da je u naSim eksperimentalnim
uslovima ovaj rezultat pokazatelj sekundarne apoptoze do koje dolazi usled

nepostojanja ¢elija koje bi fagocitovale apoptoti¢ne ¢elije u in vitro uslovima.

S obzirom na to da GKT fluoresciraju zeleno, bilo je moguce da se odredi
njihova tacna intracelularna lokalizacija 1 distribucija u ¢elijama. Pokazano je da su
GKT bile akumulirane u citoplazmi tretiranih ¢elija, ali ne 1 u nukleusu, $to je u skladu
sa do sada poznatim rezultatima (Wu i sar., 2013; Jiang i sar., 2015). U citoplazmi je
uoceno prisustvo velikog broja vakuola u kojima je detektovano prisustvo GKT. Nasi
rezultati ukazuju da se internalizacija moze odvijati putem endocitoze, §to je u skladu sa
zapazanjima Wu 1 sar., koji su pokazali da se GKT internalizuju primarno putem
endocitoze posredovane kaveolama (Wu i sar., 2013). Interesantno je da neke od
vezikula sa internalizovanim GKT po svojoj strukturi i sadrzaju lice na vakuole koje
nastaju u Celiji tokom autofagije, tj. imaju dvoslojnu (autofagozomi) ili jednoslojnu
membranu (autolizozomi) i sadrze citoplazmatski materijal. Pokazano je da FDT moze
indukovati autofagiju u ¢elijama, kao mehanizam zastite ¢elija od oksidativnog stresa 1
u cilju obezbedivanja energije za odrzavanje osnovnog ¢elijskog metabolizma (Reiners i
sar., 2010). Indukcija autofagije detektovana je i u celijama tretiranim drugim
nanomaterijalima, ukljucujuci i klasi¢ne kvantne tacke (Zabirnyk i sar., 2007; Stern i
sar.,, 2008). S druge strane, autofagija moze biti u osnovi citotoksi¢nih efekata
nanocestica, kao i fotodinamickog tretmana, tako §to stimuli$e apoptozu (programiranu
¢elijsku smrt tipa I) ili predstavlja alternativni nacin celijskog umiranja (programirana
¢elijska smrt tipa Il) i na taj nacin uniStava celije tumora (Silvestrov i Efetov, 2007;
Khan i sar., 2012). Pokazano je da GKT mogu izazvati citotoksi¢nu autofagiju u
¢elijama makrofaga na dozno i vremenski zavisan naéin (Qin i sar., 2015). Kako je
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primeéeno da je vijabilnost ¢elija glioma bila znac¢ajno veca nakon utiSavanja LC3B,
esencijalnog gena za autofagiju, moze se zakljuciti da autofagija ima citotoksi¢nu ulogu
i da doprinosi apoptozi. Ovi rezultati jasno pokazuju da fotoekscitirane GKT mogu da
udu u ciljnu cCeliju 1 da pokrenu autofagni odgovor koji doprinosi fotodinamickoj

citotoksi¢nosti.

Prethodne studije su pokazale da postoji slozen odnos izmedu oksidativnog
stresa 1 autofagije. U brojnim istrazivanjima pokazano je da oksidativni stres ucestvuje u
indukciji autofagije na nekoliko nacina: preko inaktivacije ATG4 koja dovodi do
povecanja lipidovane forme LC3 u ¢eliji i formiranja veéeg broja autofagozoma, preko
aktivacije PI3K/Beklin-1 i inhibicije PI3K/Akt/mTOR signalnog puta, kao i
povecanjem ekspresije SQSTM1/p62 gena aktivacijom transkripcionog faktora NRF2
(Gurusamy i Das, 2009; Jain i sar., 2010; Komatsu i sar., 2010). Koji od pomenutih
mehanizama bi mogao biti uklju¢en u indukciju autofagije fotoekscitarinim GKT ostaje
da se ispita. lako autofagija uglavnom smanjuje oksidativni stres i njegove posledice,
uklanjajuci ostec¢ene proteine i nefunkcionalne mitohondrije koje su proizvodaci RKV i
na taj nacin zapravo $titi ¢elije, autofagija moze doprineti indukciji oksidativnog stresa
u retkim okolnostima (Kiffin i sar., 2006). Pokazano je da se degradacijom vaznog
antioksidativnog enzima katalaze tokom autofagije moze izazvati prekomerna
akumulacija RKV i povecana propustljivost spoljasnje membrane mitohondrija, $to za
posledicu ima umiranje ¢elije (Yu i sar., 2006). Ovi rezultati sugeriSu da bi i autofagija
izazvana fotoekscitiranim GKT mogla da indukuje apoptozu upravo povecanjem

oksidativnog stresa.

Osim $to je utvrdeno da GKT nakon fotoekscitacije ispoljavaju citotoksi¢no
dejstvo na U251 ¢elije humanog glioma, pokazano je da imaju i antibakterijski efekat na
ispitivane Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije, S. aureus i E. coli. Prema
podacima u literaturi, razli¢ite ugljeni¢ne nanocestice ukljucujuci fulerene, ugljeni¢ne
nanotube i grafen, ispoljavaju antibakterijsko dejstvo (Lyon i sar., 2006; Kang i sar.,
2008; Liu i sar., 2011). Osim toga, pokazano je da neorganske kvantne tacke imaju
antibakterijsko dejstvo na razli¢ite Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterije

S. aureus i E. coli, dok su funkcionalizovane GKT u odsustvu

fotoekscitacije delovale inhibitorno na mikoplazme, bakterije bez ¢celijskog zida (Wang
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I sar., 2011; Jiang i sar., 2013; Lai i sar., 2013). Sa druge strane, Sun i sar. u svojim
rezultatima ukazuju na odsustvo antibakterijskog dejstva GKT, §to su pokazali na
primeru S. aureus i E. coli koje su bile zive i zadrzale su svoj oblik i nakon tretmana
GKT (Sun i sar., 2014). U naSoj studiji je upotrebom fluorescentnog eseja za detekciju
oCuvanosti  integriteta  citoplazmatske = membrane bakterija pokazano da
nefunkcionalizovane GKT u odsustvu fotoekscitacije nisu imale baktericidno dejstvo na
S. aureus i E. coli. Rezultati su u skladu sa Cinjenicom da neozratene GKT ne
produkuju RKV koje bi o$tetile membranu bakterija. Prethodni rezultati pokazali su da
je samostalni tretman plavom svetlo$¢u bio toksi¢an za S. aureus i E. coli (Nitzan i
Kauffman, 1999), sto je u suprotnosti sa naSim rezultatima. Ova diskrepanca bi se
mogla objasniti time $to u naSim eksperimentima nije koriS¢ena aminolevulinska
kiselina kao stimulator sinteze porfirina koji deluju kao endogeni fotosenzitizeri u
bakterijama (Lubart i sar., 2011). Sa druge strane, fotoekscitirane GKT u na$oj studiji su
pokazale snazan antibakterijski efekat koji zavisi od doze GKT 1 trajanja zracenja
plavom svetloS¢u. Naime, istovremeni tretman GKT i plavom svetlo$¢u indukovao je
znacajno povecanje broja bakterija obojenih PI koje su fluorescirale crvenom bojom, §to
ukazuje na gubitak integriteta citoplazmatske membrane. Vazno je napomenuti da je
kapacitet za emisiju crvene fluorescence GKT ekstremno nizak, tako da je malo

verovatno da je njihova fotoluminiscencija doprinela detektovanoj fluorescenci.

U skladu sa rezultatima fluorescentnog eseja za analizu integriteta
citoplazmatske membrane bakterija bili su i rezultati dobijeni standardnom metodom za
brojanje bakterija u suspenziji, koji su pokazali znacajno smanjenje broja CFU u
suspenzijama ispitivanih bakterija posle tretmana fotoekscitiranim GKT. E. coli je
pokazala vecu otpornost na toksi¢no dejstvo fotoekscitiranim GKT u odnosu na S.
aureus. U skladu sa naSim rezultatima, Hui i sar. su pokazali da tretman Cg-GKT nema
uticaj na E. coli, dok znacajno smanjuje vijabilnost dva soja S. aureus (ATCC 29213 i
ATCC 25923), sto je pokazano oSteCenjem membrane S. aureus, dok je membrana E.
coli bila intaktna (Hui i sar., 2016). Posto je u osnovi antibakterijskog delovanja GKT
ostecenje citoplazmatske membrane, moguce je da veca otpornost Gram-negativnih
bakterija poti¢e od kompleksnije grade Celijskog zida u ¢iji sastav ulaze spoljasnja
membrana i mala koli¢ina peptidoglikana Kkoji formiraju barijeru. Takode, u sastav
spoljaSnje membrane ulaze i porini koji su odgovorni za selektivnu propustljivost, jer
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ogranicavaju prolazak i vezivanje fotosenzitivnih agenasa za citoplazmatsku membranu
¢ime doprinose rezistenciji Gram-negativnih bakterija na fotodinamic¢ku inaktivaciju
(Huang i sar., 2010). Sa druge strane, veca osetljivost Gram-pozitivnih bakterija se
moze objasniti veCom propustljivoséu celijskog zida. Naime, iako je citoplazmatska
membrana Gram-pozitivnih bakterija okruzena debljim slojem peptidoglikana, u njemu
su nalazi veliki broj pora koje omogucavaju molekulima fotosenzitivnih agenasa laksi

prolaz do citoplazmatske membrane (Malik i sar., 1992; Lambert, 2002).

Na ostecenje citoplazmatske membrane bakterija tretiranih fotoekscitiranim
GKT ukazuje 1 promena njihove morfologije. Naime, primeceno je povecanje visine i
povrSinske hrapavosti Celija obe ispitivane vrste bakterija nakon tretmana
fotoekscitiranim GKT. Ovi rezultati su bili u skladu sa rezultatima Hui i sar. koji su
pokazali da povrsina bakterija S. aureus nakon tretmana sa Cgo-GKT postaje znacajno
hrapavija i prekrivena karakteristi¢cnim ispup¢enjima veli¢ine nekoliko nm (Hui i sar.,
2016). Takode, uoceno je da obe bakterije pokazuju povecanu tendenciju ka stvaranju
agregata posle izlaganja fotoekscitiranim GKT. Nastanak agregata bakterija moze imati
odbrambenu ulogu od oksidativnog stresa. Kod E. coli je pokazano da ekspresija
povrsinskog proteina Antigena 43 dovodi do agregacije, sto moze da doprinese zastiti
bakterija od oSte¢enja uzrokovanim RKV (Schembri i sar., 2003). Sli¢ne promene
morfologije bakterijskih celija zabeleZene su pri delovanju drugih antibakterijskih
agenasa, kao S§to su azot-oksid, apolipoforin IIT i jednoslojne ugljeni¢ne nanotube

(Deupree i Schoenfisch, 2009; Liu i sar., 2010; Zdybicka-Barabas i sar., 2013).

S obzirom da je pokazano da u tumorskim celijama GKT nakon izlaganja
dejstvu plave svetlosti produkuju RKYV, ukljucuju¢i singletni kiseonik, moZe se
pretpostaviti da je u osnovi njihovog antibakterijskog delovanja slican mehanizam. U
skladu sa mogu¢om ulogom oksidativnog stresa u dejstvu fotoekscitiranih GKT je 1
¢injenica da neki antibiotici izazivaju produkciju RKV u bakterijama, $to predstavlja
dodatni mehanizam njihovog antibakterijskog dejstva. Do sada je pokazano da tri klase
antibiotika sa baktericidnim delovanjem, hinoloni, B-laktami i aminoglikozidi, stimulisu
produkciju hidroksilnih radikala kod Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija
(Kohanski i sar., 2007). Bitno je naglasiti da je produkcija RKV takode jedan od
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osnovnih mehanizama antimikrobne aktivnosti fagocita u okviru urodene imunosti

(Flannagan i sar., 2009).

Rezultati analize na fluorescentnom mikroskopu su pokazali da nije detektovano
povecanje DHR signala, odnosno da nema produkcije RKV kod bakterija pojedinacno
tretiranih plavom svetlos$¢u ili GKT. Posto sam fluorescentni mikroskop proizvodi plavu
svetlost talasne duzine od 488 nm, postavlja se pitanje zasto u bakterijama tretiranim
GKT tokom mikroskopiranja nije prime¢ena DHR fluorescenca, uprkos cinjenici da
fotoekscitirane  GKT mogu da produkuju RKV i oksiduju DHR do visoko
fluorescentnog rodamina (Christensen i sar., 2011). Jedno od mogucih objasnjenja je da
GKT ne mogu da udu u intaktne bakterijske ¢elije. Na odsustvo antibakterijskog dejstva
GKT kod intaktnih bakterija ukazuju rezultati Sun i sar., koji su pokazali da su ¢elije E.
coli i nakon tretmana GKT imale istu morfologiju (Sun i sar., 2014). Sa druge strane,
znacajno povecanje broja bakterija koje fluoresciraju zelenom bojom, odnosno koje
produkuju RKV, primeceno je kod obe ispitivane vrste, E. coli i S. aureus, nakon
tretmana fotoekscitiranim GKT. Na osnovu navedenog moze se pretpostaviti da
fotoekscitirane GKT fotodinamicki narusavaju integritet citoplazmatske membrane,
ulaze u oSte¢enu bakterijsku Celiju 1 poc€inju da proizvode dodatne kolicine RKV.
Takode, i same ostecene bakterije u pokusSaju da se zastite od delovanja stranih agenasa
(engl. oxidative shielding) mogu da produkuju dodatne koli¢ine RKV mehanizmima
sli¢nim onim u mitohondrijama (Naviaux, 2012). Medutim, pokazano je da GKT mogu
ispoljiti antibakterijsko dejstvo i kada se nalaze ekstracelularno. Naime, Akhavan i sar.
su pokazali da oSte¢enje membrane moze biti posledica direktnog kontakta bakterije sa
ostrim ivicama grafenskih nanocestica (Akhavan i Ghaderi, 2010). Kako nije primeéeno
da pojedinac¢ni tretmani GKT i plavom svetlo§¢u imaju uticaj na bakterije, moze se
pretpostaviti da bi fotoekscitacija GKT, osim S$to omogucava GKT da ispolje
antibakterijsko dejstvo posredstvom produkcije RKV, mozda mogla da izmeni njihovu
strukturu i tako im omoguc¢i da mehanicki ostete membranu bakterije. Utvrdivanje

tatnog mehanizma zahteva dodatna istrazivanja uticaja plave svetlosti na GKT.

Pokazano je da Cestice grafena i grafen oksida, kada se ozrace svetloS¢u talasne
duzine bliske talasnim duzinama infracrvene svetlosti, ubijaju tumorske celije

oslobadajuci toplotu (Robinson i sar., 2011). Kako nije primeéeno znacajno povecanje
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temperature u bakterijskim suspenzijama tretiranim fotoekscitiranim GKT, iskljucena je
moguénost da je u osnovi antibakterijskog delovanja GKT fototermalna citotoksicnost.
S obzirom da je pokazana indukcija oksidativnog stresa u odsustvu porasta temperature,
nasi rezultati ukazuju na fotodinamicku prirodu antibakterijskog dejstva fotoekscitiranih
GKT. Medutim, da bi se u potpunosti razjasnila vremenska kinetika ovih kompleksnih
desavanja i utvrdio ta¢an mehanizam antibakterijskog delovanja fotoekscitiranih GKT,
potrebna su dodatna istrazivanja u kojima bi se Kkoristio sistem za pracenje

internalizacije GKT i merenje produkcije RKV u realnom vremenu.

Zbog svega navedenog, kao i zbog Cinjenice da je tokom poslednjih godina
dramati¢no porasla incidencija infekcija izazvanih bakterijama rezistentnim na
antibiotike, $to je znacajno ogranicilo broj terapijskih mogucnosti, fotoekscitacija GKT
bi se mogla razmatrati kao potencijalni alternativni metod u terapiji bakterijskih
infekcija. Imajué¢i u vidu malu prodornu mo¢ plavog svetla u tkivo, kao i malu
apsorpciju svetlosti vecih talasnih duzina od strane GKT, ovakav pristup bi pre svega
bio efikasan u terapiji infekcija koze i sluznica, ali i za dezinfekciju vodenih i drugih
povrsina. FDT je ve¢ odobrena za upotrebu u klini¢koj praksi u tretmanu infekcija
izazvanih bakterijom Propionibacterium acnes, a klinicka ispitivanja su pokazala dobre
rezultate u tretmanu infekcija zeluca izazvanih bakterijom Helicobacter pylori (Dai i
sar., 2012). Takode, pokazana je efikasnost FDT i u inaktivaciji bakterija S. aureus,
MRSA i Pseudomonas aeruginosa uzro¢nika infekcija na kozi i postoperativnih
hirurskih rana (Guffey i Wilborn, 2006; Enwemeka i sar., 2009). Imajuéi u vidu da se
FDT koja je posredovana RKV neselektivno ubijaju bakterije, primena FDT je narocito
pogodna za tretman polimikrobnih infekcija (Sharma i sar., 2002; Huang i sar., 2010).
Sa druge strane, neselektivnost FDT mozZe biti i negativna, jer mogu nastati i oStecenja
eukariotskih c¢elija. Medutim, nasi rezultati su pokazali da su splenociti (normalne
eukariotske ¢celije) manje osetljivi na delovanje fotoekscitiranin GKT od bakterija, te bi
se preciznim podeSavanjem doze svetlosti 1 koncentracije GKT mozda moglo posti¢i
selektivno ubijanje bakterija. Takode, dodatna selektivnost u slucaju lokalizovanih
infekcija moze se efikasno postic¢i lokalizacijom fotosenzitera i zracenja, Cime bi se
izbegla nezeljena dejstva na okolno tkivo. Veca otpornost eukariotskih u odnosu na
bakterijske Celije moze se objasniti kompleksnijom regulacijom odgovora na oksidativni
stres kod eukariotskih ¢elija (Lushchak, 2011). U zavisnosti od vrste i koncentracije
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RKV aktiviraju se razli¢iti signalni molekuli Keapl/Nrf2, NF-xB, AP-1, PIK3/Akt
signalni put, p53, proteini toplotnog stresa i kaskadni put mitogenima aktiviranih
protein kinaza (MAPK). Takode, za razliku od prokariota, posttranslaciona regulacija je
izrazenija i viSe ukljucena u adaptivni odgovor na RKV kod eukariota (Lushchak,
2011). Medutim, istrazivanja su pokazala da bakterije mogu razviti rezistenciju na
oksidativni stres (Poole, 2012; Jakubowski i Walkowiak, 2015), pa samim tim i na FDT
(Bolean i sar., 2010; St Denis i sar., 2011), $to treba imati u vidu kao moguci

ogranicavajuci faktor primene GKT u FDT.

FDT sa GKT bi naro¢ito mogla da doprinese prevenciji nastanka bakterijskog
biofilma, koji predstavlja zajednicu bakterijskih ¢elija koje su ireverzibilno adherisane
za povrsinu i/ili jedne za druge i uronjene u ekstracelularnu polimernu supstancu
(matriks) koju same produkuju. Biofilm obezbeduje bakterijama zastitu i vecu otpornost
na spoljasnje nepovoljne uslove (kao §to su antibiotici i dezinficijensi) i odgovoran je za
nastanak infekcije rana, urinarnog trakta, kao i formiranje dentalnog plaka (Parsek i
Singh, 2003). Veliki problem danas predstavljaju i infekcije uzrokovane formiranjem
biofilma na medicinskim implantatima (vestacki sréani zalisci, intravaskularni i urinarni
kateteri i dr.), Cija se uCestalost krec¢e od 1-10%, ali moze iznositi i do 50% (Busscher i
sar., 2012). lako je zabelezeno da izloZenost bakterija plavoj svetlosti moze inhibirati
formiranje biofilma Sirokog spektra nozokomijalnih patogena medu kojima su Gram-
pozitivne (P. acnes) i Gram-negativne bakterije (Acinetobacter baumannii), pokazano je
da se biofilm ne moze u potpunosti eliminisati (Lipovsky i sar., 2010; Mussi i sar.,
2010). Sa druge strane, pokazano je da FDT moze uticati na razlaganje komponenti
matriksa u biofilmu (Wainwright i Crossley, 2002). Stoga bi prevazilaZzenje problema
moglo i¢i u smeru konstrukcije kvalitetnijih materijala za medicinske implantate, koji bi
onemogucavali adherenciju bakterija, kolonizaciju i formiranje biofilma. Zbog svog
antibakterijskog dejstva, niske toksi¢nosti prema normalnim eukariotskim ¢elijama i
dobre biokompatibilnosti, GKT predstavljaju potencijalne kandidate za primenu u
konstrukciji implantata. Kod urinarnih i intravaskularnih katetera spoljasnja i unutrasnja
strana se mogu obloziti tankim slojem GKT i izloziti izvoru plave svetlosti (kablovi sa
optickim vlaknima umetnutim u endoskop), ¢ime bi se unistile bakterije i izbegla
adhezija na njihovim povrsinama (Biel i sar., 2011). Efikasnost GKT bi se dodatno
mogla povecati oblaganjem povrsina zajedno sa antibioticima S§to bi bilo delotvorno i
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protiv polimikrobnih infekcija (Cassidy i sar., 2012). GKT se mogu funkcionalizovati u
cilju dobijanja hidrofobnih svojstava ¢ime bi se onemogucila adherencija bakterija na
njihovoj povrsini (van der Mei i sar., 1988). Takode, GKT bi se mogle inkorporirati u
strukturu polimernih materijala od kojih se prave medicinski implantati u cilju

spreCavanja kolonizacije bakterijama i formiranja biofilma.

Rezultati ove disertacije su pokazali da GKT ekscitirane plavom svetlos¢u
ispoljavaju antitumorsko i antibakterijsko dejstvo produkcijom RKV i indukcijom
oksidativnog stresa, $to ukazuje na potencijalnu primenu GKT kao fotosenzitivnih
agenasa u FDT. Ukoliko se ima u vidu da za vec¢inu tumora jo$ uvek ne postoji efikasna
terapija, kao i da je ucestalost infekcija uzrokovanih sojevima bakterija rezistentnim na
antibiotike u stalnom porastu, primena fotoekscitiranih GKT predstavlja veoma

interesantan pristup za dalja istrazivanja u terapiji tumora i bakterijskih infekcija.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorske disertacije, a na osnovu

dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1.  Grafenske kvantne tacke, sintetisane elektrohemijskom oksidacijom grafita,

nakon ekscitacije plavim svetlom produkuju singletni kiseonik i druge RKV.

2. GKT stimulisane plavim svetlom pokazuju fotodinami¢ku antitumorsku i

antibakterijsku aktivnost u in vitro uslovima.

3. Osnovni mehanizam fotodinamicke citotoksi¢ne aktivnosti GKT je indukcija
oksidativnog stresa, koji kod tumorskih ¢elija dovodi do programirane Celijske
smrti apoptozom i autofagijom, a kod bakterija do promene morfologije i

oStecenja celijske membrane.
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SPISAK SKRACENICA

AFM - mikroskopija atomskih sila (engl. atomic force microscopy)
AIF - indukuju¢i faktor apoptoze (engl. apoptosis-inducing factor)

AMBRAL - aktiviraju¢i molekul u autofagiji 1 regulisanoj beklin-1 (engl. Activating
Molecule in Beclin-1-Regulated Autophagy 1)

Ann V-FITC - aneksin V - fluorescein izotiocijanat (engl. annexin V-fluorescein
isothiocyanate)

ANOVA - analiza varijanse (engl. analysis of variance)

Apaf-1 - faktor-1 za aktivaciju apoptotskih proteaza (engl. apoptotic peptidase
activating factor 1)

ApoStat - fuorescein izotiocijanat (FITC)-konjugovani pankaspazni inhibitor (engl.
fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated pan-caspase inhibitor)

Atg geni - (engl. autophagy related genes)
beklin-1 - (engl. autophagy-related bcl2-interacting Atgé homolog)
BSA - albumin iz govedeg seruma (engl. bovine serum albumin)

CFU - broj jedinica odnosno zivih bakterijskih ¢elija koje formiraju kolonije (engl.
colony forming unit)

CNS - centralni nervni sistem

DCF - 2, 7' - dihlorofluorescin

DCFDA - 2',7'-dihlorodihidrofluorescein diacetat
DD - domen smrti (engl. death domain)

DHE - dihidroetidijum

DHR - dihidrorodamin

DISC - signalni kompleks indukovan smréu (engl. death-inducing signalling complex)



DMSO - dimetilsulfoksid

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

EPR- elektronska paramagnetna rezonanca (engl. electron paramagnetic resonance)
FACS - proto¢na citofluorimetrija (engl. fluorescence-activated cell sorting)

FCS - govedi fetalni serum (engl. fetal calf serum)

FDT - fotodinamicka terapija (engl. photodynamic therapy)

FADD - Fas udruzen protein sa intracelijskim domenima smrti (engl. Fas-associated
protein with death domain)

FSC parametar - (engl. forward scatter)
GKT - grafenske kvantne tacke (engl. graphene quantum dots)
GBM - glioblastoma multiforme

HEPES - 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina (engl. 4-(2-hydroxyethyl)-
1-piperazineethanesulfonic acid)

ICs - polovina maksimalne inhibitorne koncentracije

LC3 - protein asociran sa mikrotubulama lakog lanca 3 (engl. microtubule-associated
light chain 3).

LDH - laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase)

MRSA - meticilin-rezistentna Staphilococcus aureus

mTOR - meta rapamicina (engl. mechanicistic target of rapamycin)
MTT - 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolijum bromid
NazVO, - natrijum ortovanadat

NF-«B - nuklearni faktor kapa B

NH,4CI - amonijum hlorid

PBS - puferizovan fizioloski rastvor (engl. phosphate buffered saline)

PI - propidijum jodid (engl. propidium iodide)



PI3P - fosfatidilinozitol 3-fosfat (engl. phosphatidylinositol 3-phosphate)
PMSF - fenilmetilsulfonil fluorid (engl. phenylmethylsulfonyl fluoride)
PNPP - p-nitrofenil fosfat

RKYV - reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. reactive oxygen species)

RMS - (engl. root mean square)

RNK - ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

RPMI 1640 - medijum za kultivaciju humanih limfocita (engl. Roswell Park Memorial
Institute 1640)

SDS - natrijum dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

SD - standardna devijacija

SV - srednja vrednost

SZO - svetska zdravstvena organizacija (engl. world health organization)

shRNA - mala ukosnic¢asta RNK (engl. small hairpin RNA)

SQSTM1 - p62 (engl. p62/sequestosomel-SQSTM1)

SSC parametar - (engl. side scatter)

TBS-T - deterdzent (engl. tris-buffered saline)

TEM - transmisiona elektronska mikroskopija (engl. transmission electron microscopy)

TEMED - N,N,N',N'-tetrametiletilen-1,2-diamin (engl. N,N,N',N'-tetramethylethylene-
1,2-diamine)

TNFR - receptor za faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor receptor)
Tris - tris (hidroksimetil) aminometan (engl. tris (hydroxymethyl) aminomethane)
ULK - kinaza ULK1 (engl. Unc-51-like kinase)

U251- ¢elije glioma ¢oveka

10, - singletni kiseonik

O, - superoksidni anjon radikal
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oblasti Molekularne medicine.

Koautor je 16 radova u medunarodnim ¢asopisima.



Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani-a Biljana Risti¢
broj upisa M ™ 0§\/\O

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

Fotodinamic¢ko citotoksi¢no i antibakterijsko dejstvo grafenskih kvantnih ta¢aka in
vitro

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za dobijanje bilo
koje diplome prema studijskim programima drugih visoko$kolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krSio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 0%.0% 20A%.

ooy Teesule




Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora Biljana Risti¢

Broj upisa MM 05"\«’)

Studijski program V\O\)e VAR A MED) GANA

Naslov rada Fotodinamicko citotoksi¢no i antibakterijsko dejstvo grafenskih kvantnih
ta¢aka in vitro

Mentor Prof.dr Vladimir Trajkovié

Potpisani __Biljana Risti¢

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju
sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u
Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora
nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 05.0% 200%.

e Tuoimule




Prilog 3.

Izjava o koris¢enju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Fototoksi¢no citoprotektivno i antibakterijsko dejstvo grafenskih kvantnih tadaka in
vitro

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
utorstvo - nekomercijalno - bez prerade
4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo - bez prerade
6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od $est ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na
poledini lista).

Potpis doktoranda
U Beogradu, Ob.0%.2013-. WUM,U\Q ?UQ’/\D\UK




1. Autorstvo - Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i prerade,
ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak 1 u

komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo - nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje
dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca

licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo - nekomercijalno - bez prerade. Dozvoljavate umnoZzavanje, distribuciju i javno
saopsStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede
ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava

najveci obim prava koris¢enja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju i javno saopsStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od
strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom.

Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo - bez prerade. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela,
bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na nacin
odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu

dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili
davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno

licencama otvorenog koda.



	merged(5)
	1

