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Razvoj obloženih superparamagnetnih nanočestica obeleženih sa 
99mTc i 177Lu i ispitivanje njihove efikasnosti na eksperimentalnom 

modelu karcinoma dojke i kolona 

 
Sažetak 

 

S obzirom na rastuću stopu oboljevanja od malignih bolesti u svetu i nedovoljnu 

efikasnost postojećih terapija, veliki napori ulažu se u razvoj novih generacija dijagnostičkih 

i terapijskih lekova, sa smanjenom tendencijom izazivanja neželjenih reakcija. Nedostatak 

efikasnih strategija lečenja naglašava potrebu i za novim terapijskim pristupima. Poslednje 

dve decenije, sa ubrzanim razvojem nanostrukturnih materijala i nanomedicine uopšte, 

donose revolucionarne napretke u medicini i farmaciji. 

Superparamagnetne nanočestice (SMNČ) na bazi magnetita (Fe3O4) pokazale su 

značajnu prednost u odnosu na druge nanočestične materijale, zbog svojih povoljnih fizičko- 

hemijskih karakteristika, sposobnosti generisanja toplote kada se nađu u promenljivom 

magnetnom polju određene frekvencije, biokompatibilnosti i jednostavnog načina sinteze i 

funkcionalizacije. Više od jedne decenije, ove nanočestice su u upotrebi u terapiji određenih 

vrsta tumora magnetnom hipertermijom. 

Osnovni cilj istraživanja ove doktorske disertacije bio je razvoj novih radiofarmaceutika 

na bazi obloženih SMNČ obeleženih radionuklidima 99mTc i 177Lu za potencijalnu primenu 
u dijagnostici i terapiji karcinoma. Ovaj cilj je ostvaren kroz više pojedinačnih ciljeva koji 
su obuhvatali: sintezu stabilnih biokompatibilnih SMNČ i ispitivanje uslova za njihovo 

oblaganje biokompatibilnim jedinjenjima (MDP, HEDP i DMSA), fizičko-hemijsku 
karakterizaciju neobloženih i obloženih SMNČ, određivanje SAR vrednosti obloženih 

SMNČ, ispitivanje uslova obeležavanja obloženih SMNČ sa 99mTc i 177Lu, ispitivanje 
biološke raspodele radioobeleženih SMNČ po organima eksperimentalnih životinja (na 
pacovima i miševima) i in vivo ispitivanje terapijske efikasnosti radioobeleženih SMNČ 
nakon njihove intratumorske primene u BALB/c miševe sa indukovanim ksenograftima 

CT-26 i 4T1 mišjeg karcinoma kolona i dojke. 

Dobijeni rezultati pokazali su da se metodom koprecipitacije sintetišu SMNČ u 

dobrom prinosu (~ 65% u odnosu na teorijski izračunatu masu), a dobijene čestice su sfernog 
oblika, ujednačene veličine (prečnika ~11 nm) i morfologije (PdI vrednost od 28,3%), 

što ovu metodu čini najboljom metodom sinteze ovih SMNČ. Metode fizičko-hemijske 
karakterizacije su potvrdile da su oblaganjem površine SMNČ sa MDP, HEDP i DMSA 
dobijene biokompatibilne i stabilne nanosuspenzije, sa visokom vrednošću SAR parametra. 

Pod optimizovanim uslovima, dobijene su 99mTc i 177Lu radioobeležene SMNČ u 
visokom prinosu (>95%, odnosno >70%), visoke radiohemijske čistoće i stabilne u humanom 

serumu i fiziološkom rastvoru na 37 ℃ tokom ispitivanog vremenskog perioda. Rezultati 
ispitivanja biodistribucije tehnecijumom-99m obeleženih SMNČ nakon i.v. injekcije 
pacovima soja Wistar pokazali su da je najveći procenat nakupljanja u organima RES-a 

(>90%). Rezultati biodistribucije 177Lu-DMSA-SMNČ nakon i.t. injekcije BALB/c miševima 
sa indukovanim ksenograftima CT-26 i 4T1 tumora pokazali su da se radioobeležene čestice 

zadržavaju u tumorskom tkivu dovoljno dugo da zračenje može da izazove terapijski efekat. 

Terapijska efikasnost 177Lu-DMSA-SMNČ je zavisila od injektovane doze zračenja, kao i 
od početne veličine ksenografta. 

Dobijeni rezultati istraživanja pokazuju da intratumorska primena radioobeleženih 

nanočestica ima značajan potencijal u terapiji solidnih tumora, zahvaljujući postignutoj 

visokoj efikasnosti i dobrom bezbednosnom profilu. 
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Vezivanjem radionuklida za različite funkcionalne grupe na površini obloženih, 

biokompatibilnih SMNČ dobija se potencijalni multifunkcionalni dijagnostički, terapijski 

i teranostički agens. 

Ključne reči: nanomedicina, superparamagnetne nanočestice, nuklearna medicina, 

teranostički agens, nanobrahiterapija, tehnecijum-99m, lutecijum-177, terapijska efikasnost 

Naučna oblast: Farmacija 

Uža naučna oblast: Farmakologija 
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Development of coated superparamagnetic nanoparticles 

labeled with 99mTc and 177Lu and testing their efficacy in 

an experimental model of breast and colon carcinoma 

 
Abstract 

 

In view of the growing rate of malignant diseases in the world and the insufficient 

effectiveness of existing therapies, great efforts are being invested in the development of 

new generations of diagnostic and therapeutic medicines with a lower tendency to adverse 

effects. The lack of effective treatment strategies underlines the need for new therapeutic 

approaches. The last two decades have brought revolutionary advances in medicine and 

pharmacy with the accelerated development of nanostructured materials and nanomedicine 

in general. 

Superparamagnetic nanoparticles based on magnetite (Fe3O4) (SPIONs) have shown 

a significant advantage over other nanoparticle materials, due to their favorable physical 

and chemical characteristics, the ability to generate heat when they are in a variable 

magnetic field of a certain frequency, biocompatibility and simple method of synthesis 

and functionalization. For more than a decade, these nanoparticles have been used in the 

therapy of certain types of tumors with magnetic hyperthermia. 

The main goal of the research of this doctoral dissertation was the development of 

new radiopharmaceuticals based on coated SPIONs labeled with radionuclides 99mTc and 
177Lu for potential application in cancer diagnosis and therapy. This goal was achieved 

through a number of individual goals that included: synthesis of stable biocompatible 

SPIONs and examination of conditions for their coating with biocompatible compounds 

(MDP, HEDP and DMSA), physicochemical characterization of uncoated and coated 

SPONs, determination of SAR values of coated SPIONs, examination of labeling conditions 

coated SPIONs with 99mTc and 177Lu, examining the biological distribution of radiolabeled 

SPIONs in the organs of experimental animals (on rats and mice) and in vivo investigation 

of the therapeutic efficacy of radiolabeled SPIONs after their intratumoral administration 

in BALB/c mice with induced xenografts of CT-26 and 4T1 colon and murine mammary 

carcinomas. 

Based on the obtained results, it is considered that the coprecipitation method has a 

great advantage because it enables the synthesis of SPIONs in a good yield (~ 65% compared 

to the theoretically calculated mass), and spherical particles of uniform size (diameter ~11 

nm) and morphology (PdI~28,3%). Physico-chemical characterization methods confirmed 

that biocompatible and stable nanosuspensions, with a high value of the SAR parameter, 

were obtained by coating the surface of SPIONs with MDP, HEDP and DMSA. 

Under optimized conditions, 99mTc and 177Lu radiolabeled SPIONs of high yield 

(>95% or >70%) and high radiochemical purity, stable in human serum and saline at 37 

℃ during the investigated time, were obtained. Results of the biodistribution study of 

technetium-99m labeled SPIONs after i.v. injections in Wistar rats showed that the highest 

percentage of accumulation was in the RES organs (>90%). Results of biodistribution of 
177Lu-DMSA-SPIONs after i.t. injections into BALB/c mice with induced CT-26 and 4T1 

tumor xenografts showed that the radiolabeled particles persisted in the tumor tissue long 

enough for the radiation to induce a therapeutic effect. The therapeutic efficacy of 177Lu- 

DMSA-SPION depended on the injected dose of radiation, as well as on the initial size 

of the xenograft. 
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The obtained research results show that the intratumoral application of radiolabeled 

nanoparticles has a significant potential in the therapy of solid tumors, thanks to the achieved 

high efficiency and good safety profile. 

By binding radionuclides to different functional groups on the surface of coated, 

biocompatible SPIONs, a potential multifunctional diagnostic, therapeutic and theranostic 

agent is obtained. 

 

Keywords: nanomedicine, superparamagnetic nanoparticles, nuclear medicine, 

theranostic agent, nanobrachytherapy, technetium-99m, lutetium-177, therapeutic efficacy, 

pharmacokinetic profile 

Scientific field: Pharmacy 

Scientific discipline: Pharmacology 
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1.1 Epidemiološka slika karcinoma 

dojke i kolorektalnog karcinoma 

Protekle dve decenije, svedoci smo globalnog trenda porasta stope oboljevanja i 

mortaliteta od brojnih neinfektivnih bolesti, među kojima posebno mesto imaju maligne 

bolesti. Prema procenama Međunarodne agencije za istraživanje kancera (IARC) i Svetske 

zdravstvene organizacije (SZO) u 2020. godini od malignih bolesti u svetu je obolelo 

19,3 miliona ljudi, dok je registrovano preko 10 miliona smrtnih slučajeva (1). Trenutne 

procene ukazuju da u svetu ima preko 30 miliona ljudi kojima je u poslednjih pet godina 

dijagnostikovano neko maligno oboljenje, a koji su ili završili lečenje ili su i dalje pod 

nekom vrstom terapije (2). Najviše zabrinjava podatak da stopa oboljevanja raste iz godine 

u godinu (3). Predviđa se da će do 2040. godine broj novoobolelih onkoloških bolesnika 

premašiti 27,5 miliona godišnje i da će broj smrtnih slučajeva prevazići srčana oboljenja. 

(4). Prema podacima IARC-a za 2021. godinu (slika 1), karcinomi pluća, dojke, debelog 

creva i prostate obuhvataju preko 40% svih malignih oboljenja. 
 

 
Slika 1. Vodeće lokalizacije u oboljevanju od malignih tumora u svetu u 2023. godini, 

kod: A) oba pola, B) žena i C) muškaraca. (Preuzeto iz GCO, IARC, pristup 12.2024) 

U Republici Srbiji su stopa oboljevanja od malignih bolesti kao i broj slučajeva 

otkrivenih u uznapredovalim stadijumima bolesti jako visoki. Statistički podaci iz 2021. 

godine pokazuju da je u Republici Srbiji registrovan 41 784 novi slučaj oboljevanja od svih 

oblika karcinoma, dok je broj preminulih iznosio 19 979 (5). Muškarci u Srbiji najčešće su 

oboljevali od karcinoma pluća i bronha, dok je karcinom kolona i rektuma bio na drugom 

mestu po zastupljenosti. Žene su najčešće obolevale od karcinoma dojke, a na trećem mestu 

po učestalosti je bio karcinom kolona i rektuma. 

 

1.1.1. Karcinom dojke 

Karcinom dojke je jedan od najčešćih oblika maligniteta kod žena. Incidenca ove 

bolesti kontinuirano raste na globalnom nivou. Starosna granica u kojoj se ova bolest javlja 
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pomera se sa 50-70 godina na 30-40 godina (6). Prema podacima Svetske zdravstvene 

organizacije, u 2020. godini je registrovano oko 2,3 miliona novih slučajeva karcinoma 

dojke i preko 685 000 smrtnih ishoda. Iste godine, Međunarodna agencija za istraživanje 

kancera (IARC) objavila je na svom zvaničnom sajtu da je karcinom dojke zvanično 

zamenio karcinom pluća prema broju obolelih i tako postao najčešće dijagnostifikovani 

karcinom na svetu (7). 

U našoj zemlji, poslednjih decenija raste broj novoobolelih od karcinoma dojke, 

ali i broj umrlih. Prema podacima Instituta za javno zdravlje Srbije „Dr Milan Jovanović 

Batut”, u 2020. godini, karcinom dojke je bio najčešći tip karcinoma kod žena u Srbiji, 

sa oko 4 600 novih slučajeva, dok je oko 1 700 preminulo. Republika Srbija se nalazi 

na drugom mestu po mortalitetu od ove bolesti u Evropi. Zastupljenost novootkrivenih 

slučajeva u ranoj fazi bolesti u našoj zemlji je oko 30%. Kod preostale dve trećine žena, 

bolest je regionalno proširena, dok 10% žena ima i udaljene metastaze. 

 

1.1.2. Kolorektalni karcinom 

Kolorektalni karcinom je jedan od najčešćih karcinoma u savremenom dobu. Prema 

podacima SZO, ovaj karcinom je treći najčešći maligni tumor kod muškaraca i drugi kod 

žena, sa oko 1,8 miliona novih slučajeva i 881 000 smrtnih ishoda u 2018. godini, što čini 

oko 9,8% svih malignih bolesti. Muškarci oboljevaju 1,1–1,6 puta češće od žena (10). 

Prema podacima “Globocan”-a, kolorektalni karcinom je u Srbiji drugi najčešći 

uzrok oboljevanja kod žena (iza karcinoma dojke) i muškaraca (iza karcinoma pluća), sa 

preko 4 500 novootkrivenih slučajeva godišnje. Standardizovana stopa incidence za ovaj 

karcinom u Srbiji iznosi 27,0 na 100 000 stanovnika (33,6 za muškarce i 20,9 za žene) 

(10). Stopa incidence raste sa godinama starosti kod oba pola (11). Zabrinjavajuće je što 

se u Srbiji primećuje porast broja obolelih među osobama mlađim od 40 godina, što je 

trend sličan ostalim zemljama istočne Evrope (12). 

Što se tiče mortaliteta, kolorektalni karcinom je drugi vodeći uzrok smrti kod 

muškaraca (iza karcinoma pluća) i treći kod žena (iza karcinoma dojke i grlića materice), 

sa preko 2000 smrtnih ishoda godišnje. Standardizovana stopa mortaliteta za kolorektalni 

karcinom u Srbiji iznosi 16,6 na 100 000 stanovnika (21,1 za muškarce i 12,9 za žene). 

Otkrivanje kolorektalnog karcinoma u ranim stadijumima (prvi i drugi od ukupno četiri) 

omogućava visoku stopu izlečenja, obično između 90% i 100%. 

 

1.1.3. Perspektive u lečenju karcinoma dojke i kolorektalnog karcinoma 

S obzirom na svoju različitu etiologiju i veliku heterogenost, prevencija i terapija 

karcinoma dojke i kolorektalnog karcinoma predstavljaju pravi izazov savremenog doba 

i zahtevaju jedan multidisciplinarni pristup. Cilj terapije može biti različit: izlečenje, 

produženje života ili samo poboljšanje kvaliteta života pacijenata. Izbor terapije zavisi od 

mnogih faktora, među kojima su vrsta i stadijum bolesti, životna dob i opšte zdravstveno 

stanje pacijenta (druge akutne i hronične bolesti od kojih pacijent boluje i terapije koje 

prima). Trenutno, metode lečenja karcinoma dojke i kolorektuma uključuju hirurški 

tretman, hemioterapiju, radioterapiju, imunoterapiju, hormonsku terapiju i neke druge (7). 

I pored tako velikih mogućnosti različitih vidova lečenja, situacija je takva da je i dalje 

prisutan visok procenat smrtnosti od malignih bolesti, a korišćeni agensi usled nedostatka 

specifičnosti, ispoljavaju veliki broj neželjenih reakcija koje narušavaju kvalitet života 

obolelih osoba i dovode do sekundarnih komplikacija (13). Hemioterapija, kao jedna od 
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najčešće korišćenih metoda lečenja karcinoma, ispoljava značajne nedostatke među kojima 

se kao glavni ističe niska selektivnost vezivanja za ciljna mesta, što za posledicu ima 

ispoljavanje visoke toksičnosti po zdrave ćelije (6). Nedostatak efikasnih metoda lečenja 

naglašava potrebu za novim terapijskim pristupima. Inovativne terapije su neophodne, 

posebno za pacijente sa rezistentnim oblicima karcinoma, kao što su trostruko negativni 

karcinom dojke ili metastatski karcinom dojke i kolona. Zahvaljujući brzom razvoju nauke 

i medicine proteklih nekoliko decenija, danas se, sa više ili manje uspeha, uvodi veći 

broj novih, veoma različitih terapijskih pristupa (14) Neki od njih su odobreni od strane 

relevantnih regulatornih tela, dok se drugi nalaze u različitim fazama ispitivanja. Velike 

nade polažu se i u brojne ohrabrujuće pretkliničke i kliničke rezultate dobijene na polju 

nanomedicine i nuklearne medicine. 

 

1.2. Biološki efekti jonizujućeg zračenja 

Jonizujuća zračenja su zračenja koja imaju dovoljno visoku energiju da mogu 

da dovedu do jonizacije materije kroz koju prolaze. U jonizujuća zračenja spadaju: 

elektromagnetno zračenje (X-zračenje i γ-zračenje) i čestično zračenje (elektroni, pozitroni, 

protoni, neutron, deuteroni, α-čestice, itd.). 

Pri prolasku zračenja kroz materiju dolazi do uzajamnog dejstva kroz fizičke efekte 

(jonizacije i ekscitacije atoma sredine), hemijske efekte (radijaciono – hemijske reakcije) 

i biološke efekte (koji proizilaze iz niza fizičkih i hemijskih reakcija, koje su izazvane 

primarnom jonizacijom tkiva, kroz koje zračenje prolazi). Istovremeno, sama materija slabi 

primarni snop zračenja i menja njegove osnovne karakteristike (15,16). U zavisnosti od vrste 

jonizujućeg zračenja kao i sredine kroz koju prolazi, raspored i udaljenost jonizovanih i 

ekscitovanih molekula i atoma će biti različit, pa će samim tim i linearni energetski transfer, 

koji predstavlja predaju energije upadnog zračenja po dužini pređenog puta (-ΔE/Δx), 

biti različit. Takođe, od vrste i energije jonizujućeg zračenja zavisi i specifična jonizacija, 

odnosno ukupan broj jona koje jonizujuće zračenje proizvede u nekoj sredini po jedinici 

pređenog puta. 

Prolaz alfa čestice kroz materiju određen je njenom relativno velikom kinetičkom 

energijom i masom. Velika razlika u masi između elektrona i alfa čestice ima za posledicu 

da pri interakciji sa pojedinačnim elektronom iz atomskog omotača atoma materije alfa 

čestica gubi mali deo kinetičke energije i ne skreće, već zadržava svoj prvobitni pravac. 

Na kraju, usled sudara sa jezgrom ili elektronom iz atomskog omotača atoma materije, alfa 

čestica gubi svu svoju energiju. Prolaz elektrona (beta čestica) kroz materiju je složeniji 

od prolaza alfa čestice zbog izrazito male mase i veće brzine. Zbog svoje male mase, beta 

čestice u elastičnim sudarima sa atomskim jezgrima i elektronima u omotaču jako skreću 

od prvobitne putanje, pa im je trag u vidu izlomljene linije. Kinetička energija beta čestica 

iz primarnog snopa opada posle svakog sudara. Takođe za razliku od naelektrisanih čestica, 

koje pri prolazu kroz materiju gube energiju uniformno i kontinualno, predaja energije X 

i gama-zračenja je slučajan proces. Svi primarni fotoni ne moraju da reaguju sa atomima 

i molekulima sredine. 

Kao posledica interakcije zračenja sa materijom, jonizujuće zračenje gubi energiju, 

dok se materija menja fizički i hemijski, a kada je u pitanju živa materija i biološki. 

Biološki sistemi su vrlo osetljivi na zračenje. Jonizujuće zračenje deluje na tkiva i organe 

na ćelijskom nivou kidanjem hemijskih veza i menjanjem strukture molekula. Nakon 

ozračivanja, ćelija može da prođe bez posledica (- sačuvana reproduktivna sposobnost), 

da reparira svoja nastala oštećenja (kada oštećenje ozračene ćelije nema efekta na 
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organizam), mutira (uticaj na genetsko kodiranje ili DNK) ili podlegne ćelijskoj smrti (letalne 

ozlede, gubitak reproduktivne sposobnosti). Kakve će posledice jonizujuće zračenje ostaviti 

na biološki sistem, zavisi od velikog broja faktora, kao što su vrsta jonizujućeg zračenja, 

jačina doze, ukupna primljena doza, energija zračenja, površina tela izložena zračenju, 

radiosenzitivnost ćelije, individualna radiosenzitivnost, starost organizma, stanje imunskog 

sistema i sistema reparacije. Takođe, krajnji efekti zračenja zavise i od toga da li je doza 

data odjednom ili je frakcionisana odn. data u više vremenski razdvojenih ciklusa (17). 

Dejstvo jonizujućeg zračenja na biološki sistem može biti direktno i indirektno 

(slika 2). 
 

Slika 2. Efekat direktnog i indirektnog dejstva jonizujućih zračenja 

na DNK molekul. Prilagođeno prema (18) 

1.2.1. Direktno dejstvo jonizujućih zračenja na biološki sistem 

Direktno dejstvo zračenja na neki biološki sistem se može razmatrati pomoću klasične 

teorije mete (engl. Targeted theory) koja podrazumeva neposrednu interakciju zračenja 

sa određenim (kritičnim) molekulima u ćeliji, što dovodi do raskidanja hemijskih veza 

i narušavanja molekularne strukture ciljnog molekula (19). Kod ćelijskih struktura koje 

bivaju izložene zračenju, stepen oštećenja direktno je proporcionalan apsorbovanoj dozi 

zračenja i relativnom biološkom efektu različitih vrsta jonizujućih zračenja (20). Prolaskom 

kroz ćeliju, zračenje može intereagovati sa gotovo svim biomolekulima (DNK, proteinima, 

lipidima, ugljenim hidratima, fosfolipidima ćelijske membrane i dr), indukujući njihovu 

jonizaciju i ekscitaciju, što dalje dovodi do prekida postojećih hemijskih veza između 

molekula i formiranja novih veza između molekula i lanaca molekula (polimerizacija). 

Kao posledica oštećenja ćelijskih makromolekula, javljaju se poremećaji u metabolizmu 

i fiziološkim funkcijama, mutacije i na kraju potencijalno može doći do smrti ćelije. 

Najvažniji makromolekul u ćeliji koji je odgovoran za razvoj i pravilno funkcionisanje 

svih živih organizama je DNK. Jonizujuće zračenje indukuje brojne vidove oštećenja DNK, 

poput delecija baznih parova, jednolančanih ili dvolančanih prekida. Dvolančani prekidi 

DNK nastaju pod dejstvom jonizujućih zračenja visokog LET-a (alfa zračenje, joni, neutron) 

ili velikih doza zračenja niskog LET-a i teže se mogu reparirati. Manja doza zračenja niskog 

LET-a (X, gama, β-) uglavnom dovodi do jednolančanih prekida DNK (21,22). Dok se većina 
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jednolančanih prekida lako popravlja, ispravljanje dvolančanih prekida je mnogo kompleksniji 
proces, jer uprkos visoko efikasnim sistemima reparacije, tačnost u ponovnom povezivanju 
fragmenata DNK nije uvek potpuna zbog čega može da dođe do preraspodele segmenata između 
hromozoma ili unakrsnog povezivanja molekula DNK sa proteinima (23). Ako se dvolančani 
prekidi zadrže do mitoze, tokom anafaze se mogu izgubiti fragmenti hromatida, što dovodi do 
pojave nebalansiranog genoma. Dvolančani prekidi i naročito višestruka, kompleksna oštećenja 
DNK za ćeliju su najčešće smrtonosni događaji (24). 

Osim na DNK, jonizujuće zračenje deluje i na ostale ćelijske makromolekule. 
Radijaciono-hemijska oštećenja proteina mogu rezultirati poremećajem njihovih ključnih 
funkcija, uključujući enzimske, receptorske i hormonske. Enzimi su najmanje pogodni 
ciljani molekuli proteina za efikasno dejstvo zračenja zbog njihovog velikog broja i 
mogućnosti brze zamene u ćeliji, kao i visokih doza zračenja (preko 1 Gy) neophodnih za 
njihovu inaktivaciju. Efekat zračenja na ugljene hidrate zavisi od doze zračenja i svodi se 
na razgradnju ugljenih hidrata na njihove sastavne delove (25). 

 
1.2.2. Indirektno dejstvo jonizujućih zračenja na biološki system 
Proces oštećenja organizma pod uticajem zračenja je daleko složeniji nego što se može 

objasniti samo pomoću klasične “teorije mete” (19,26). Drugu grupu dejstava jonizujućeg 
zračenja čini njihovo indirektno dejstvo na biološki sistem (slika 3.) Kako voda čini 60-80% 
građe ćelije živih organizama, prilikom izlaganja jonizujućem zračenju, dolazi do radiolize 
vode i formiranja visokoreaktivnih kiseoničnih vrsta (ROS): hidratisani, „akvatizovani” 
elektron (e -), vodonični (H˙), hidroksil radikal (OH˙). Nastale reaktivne kiseonične vrste 
se mogu rekombinovati među sobom, pri čemu se formira toksični vodonik peroksid, 
H2O2, dok u prisustvu kiseonika nastaju i superoksidni anjon (O 2˙¯) kao i hidroperoksi 
radikal (HO2˙). Ovo su izuzetno citotoksične vrste, koje u biološkim sistemima dovode 
do oštećenja ćelijske membrane, ćelijskih organela, citoplazme i oštećenja DNK, što dalje 
za posledicu može imati i ćelijsku smrt. Utvrđeno je da povećana koncentracija kiseonika 
pojačava dejstvo jonizujućih zračenja na biološke sisteme (27). 

Količina reaktivnih vrsta nastalih pod uticajem jonizujućeg zračenja direktno je 
proporcionalna ukupnoj primenjenoj dozi zračenja (27). 

 

Slika 3. Indirektni efekti jonizujućih zračenja. Prilagođeno prema (28) 
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1.2.3. Neciljani efekti jonizujućeg zračenja 

Decenijama prisutna dogma u radijacionoj biologiji da su biološki efekti zračenja prisutni 

samo u ćelijama koje su direktno pogođene zračenjem, dovedena je u pitanje kada su brojna 

istraživanjima u poslednje tri decenije ukazala da do određenih bioloških promena dolazi i u 

ćelijama koje nisu direktno pogođene jonizujućim zračenjem, pri čemu su posledice dejstva 

zračenja na njih bile mnogo dalekosežnije nego što se prvobitno smatralo (29). 

Posmatranjem promena u neozračenim ćelijama, bilo onih u neposrednoj blizini 

ozračenih ili sasvim udaljenih, klasična radiobiološka teorija, značajno je poljuljana 1992. 

godine kada je Nagasawa na osnovu rezultata svojih eksperimenata došao do zaključka da 

ćelije ozračene jonizujućim zračenjem šalju signale različite prirode kojima deluju na 

neozračene ćelije (30,31). Tako su oštećenja DNK molekula u formi hromozomskih aberacija 

uočena ne samo u ćelijama direktno pogođenim zračenjem, već i u susednim, neozračenim 

ćelijama (32). Primećeno je da je oko 1% ćelija ozračenih α-zračenjem indukovalo nastanak 

promena na genetskom materijalu u oko 30% ukupno prisutnih ćelija u ispitivanom sistemu 

(33). Do istog zaključka došao je i Belyakov u svojim istraživanjima. Belyakov i saradnici 

dokazali su da je nastali efekat nakon ozračivanja tumorskog tkiva α-zračenjem znatno veći 

nego što je domet ovog tipa zračenja u tkivu i da je u tom slučaju iznosio oko 1 mm od ozračene 

zone (34). Uočeni efekti potvrđeni su u velikom broju in vitro i in vivo studija (29,33). 

Prema autorima Blyth i Sykes, osim direktnih i indirektnih efekata jonizujućeg zračenja 

postoje i 3 grupe netargetiranih (neciljanih) efekata koji se dešavaju in vivo, a koji zavise 

od komunikacije između ozračenih i neozračenih ćelija (35). To su: 

a) bajstender efekat, BE (engl. Bystander effect), 

b) kohortni efekat, CE (engl. Cohort effect) i 

c) apskopalni efekat, AE (engl. Abscopal effect). 

Komitet Ujedinjenih nacija za efekte zračenja definiše BE kao radiobiološki fenomen 

koji podrazumeva prenos različitih vrsta signala sa ozračenih na neozračene ćelije, prisutne 

u njihovom okruženju, uzrokujući na ovaj način u njima brojne biološke promene različitog 

ishoda. Drugim rečima, u ćelijama koje nisu izložene dejstvu zračenja se javljaju različite 

posledice usled prijema signala koji potiču od obližnjih ćelija, direktno izloženih zračenju. 

Kao odgovor na primljene signale kod neozračenih ćelija se mogu javiti promene u procesu 

translacije, genske ekspresije, ćelijske proliferacije, kao i ćelijska smrt. Smatra se da su 

ključni faktori odgovorni za BE: slobodni radikali, faktori imunskog sistema (citokini), 

promena ekspresije gena uključenih u inflamatorne puteve i epigenetički faktori. 

Zračenjem indukovani AE (od latinske reči ab scopus, što znači udaljen od mete) je 

radiobiološki fenomen kod koga tokom terapije primarnog tumora jonizujućim 

zračenjem dolazi i do smanjenja netretirane metastatske lezije. Drugim rečima, nakon 

ozračenja primarnog tumora i izazivanja smrti njegovih ćelija, dolazi do izlaganja 

njihovog intracelularnog sadržaja ćelijama imunskog sistema organizma. Imunski odgovor 

uključuje regrutovanje citotoksičnih T-limfocita, koji potom identifikuju tumorske antigene, 

a zatim uništavaju udaljene tumorske ćelije, koje nisu bile direktno izložene zračenju (36). 

Sa kliničke tačke gledišta, ovo je najznačajniji neciljani efekat zračenja (35). Iako ne postoji 

jasna granica između BE i AE, BE se smatra lokalnim komunikacijskim efektom u radijusu 

od nekoliko ćelijskih dijametara, koji se odvija kroz sekreciju solubilnih faktora (signala) 

kroz interćelijske prostore ili uključivanjem inflamatornih ćelija tumorskog mikrookruženja 

(TME). Nasuprot tome, AE je sistemski efekat na udaljene metastaze (čak i 

desetinama centimetara udaljen od primarnog mesta ozračivanja), pretežno uzrokovan 

imunskim odgovorom organizma domaćina (30). 
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Treći, najmanje izučavan efekat je CE. Javlja kao posledica međusobne interakcije 

između ćelija unutar tumora nakon izlaganja zračenju. Ovaj efekat ograničen je na prostor 

od svega nekoliko milimetara. Dokazano je da tokom izlaganja tumora zračenju, sve 

njegove ozračene ćelije ne primaju istu dozu zračenja (30). Ozračene ćelije komuniciraju 

sa svojim susedima putem parakrinih i autokrinih signalnih puteva. Parakrini signalni 

putevi omogućavaju ćelijama koje su primile veću dozu zračenja da šalju signale drugim 

ćelijama u njihovoj blizini, koje su primile manju dozu i obrnuto. Autokrini signalni putevi 

omogućavaju ćelijama da reaguju na signale koje same oslobađaju. To znači da ozračene 

ćelije mogu delovati na sebe same putem ovih signalnih puteva (35). Ovaj efekat zavisi 

od ukupne primljene doze i vrste jonizujućeg zračenja, kao i od bioloških karakteristika 

tumora. Ukratko, međusobne interakcije između ozračenih ćelija kod tumora su važan 

aspekt radioterapije i radionuklidne terapije i mogu imati različite efekte na tumorski rast 

i njegovo širenje. Kako je CE najmanje izučavan neciljani efekat jonizujućeg zračenja, on 

se vrlo često svrstava pod BE (slika 4) (37). 
 

Slika 4. Neciljani efekti jonizujućeg zračenja. Prilagođeno prema (30) 

U solubilne signalne faktore, zaslužne za neciljane efekte jonizujućeg zračenja 

ubrajaju se: faktor rasta tumora 1 beta (TGF β-1), faktor nekroze tumora α (TNF α), brojni 

interleukini (IL-2, IL-6, IL-8 itd.). U ostale, ali ne i manje važne mehanizme, zaslužne 

za nastanak krajnjeg BE ubrajaju se i porast koncentracije slobodnih radikala, odn. 

reaktivnih kiseoničnih i azotnih vrsta (ROS, RNS), jona kalcijuma, malih molekula poput 

azot-monoksida (NO), proteina p53, egzozoma itd. (38). Dokazano je da protein kinaza 

C (PKC), osim što je ključni enzim u ćelijama koji ima važnu ulogu u prenosu signala i 

regulaciji brojnih ćelijskih procesa, takođe ima i veoma značajnu ulogu u BE. Pomenuti 

enzim se smatra važnim regulatorom zračenjem indukovane apoptoze. 

Takođe, značajnu ulogu u nastanku neciljanih efekata zračenja ima i aktivacija određenih 

gena koji su uključeni u inflamatorne puteve, a do koje dolazi delovanjem ROS nastalih u ćeliji. 

Najvažniji od njih su mitogenom-aktivirane proteinske kinaze (MAPKs), nuklearni faktor 

kapa B (NFkB), inducibilna azot-oksid sintaza (iNOS) i ciklooksigenaza-2 (COX-2) (slika 5). 

Njihovom aktivacijom dolazi do pokretanja inflamatornog odgovora i proizvodnje NO što 

dalje vodi oksidativnom stresu kao i sintezi određenih prostaglandina, medijatora inflamacije 

(PG-E2 i PG-I2) koji su zaslužni za pojavu simptoma inflamacije (33). 
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Slika 5. Shematski prikaz signalnih puteva tokom BE. Prilagođeno prema (39) 

Osim navedena tri neciljana efekta jonizujućih zračenja, do smrti tumorskih ćelija 

dolazi i usled efekta „unakrsne vatre” (CF, engl. „cross-fire“ efekta), tj. usled apsorpcije 

energije jonizujućeg zračenja u ćelijama koje se nalaze u okolini ćelije za koju je „vezan“ 

radionuklid (slika 6). 

Slika 6. Mehanizmi delovanja radionuklidne terapije: cross-fireefekat (CF, preklapanje 

crvenih krugova) i BE (plavi krug, RIBE) i AE (AbsE, zeleni kvadrat). Prilagođeno prema (40) 

Iz literaturnih podataka se može zaključiti da neciljani efekti jonizujućih zračenja 

imaju značajan uticaj na krajnji efekat primene zračenja u terapiji karcinoma. Pozitivnim 

efektom se smatra letalno ili potencijalno letalno (kada može, a i ne mora doći do smrti ćelije, 

a zavisi od spoljnjih faktora: faze ćelijskog ciklusa, LET i specifične jonizacije, prisustva 

O2, radiosenzitivnih sredstava, radioprotektora, da li je zračenje primenjeno kontinuirano ili 

frakcionarno, hipertermije) oštećenje tumorskih ćelija i njihovih metastatskih lezija. Neželjeni 

efekat je u slučaju kada dolazi do citogenetskih oštećenja odnosno genetske nestabilnosti 

u zdravim ćelijama organizma, uzrokujući na ovaj način sekundarne malignitete (29,41). 

Da bi se izbegli neželjeni efekti jonizujućih zračenja tokom radionuklidne terapije 

pacijentu se daje najmanja doza koja omogućava adekvatan terapijski efekat, uz minimalno 

ozračivanje okolnih zdravih tkiva i organa. Zbog toga se pre radionuklidne terapije mora 

oceniti ukupna korist, koja mora da bude veća od moguće štete (29). 
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1.3. Nuklearna medicina 

Nuklearna medicina je interdisciplinarna grana medicine u kojoj se primenjuju 

otvoreni izvori jonizujućih zračenja, radionuklidi, u dijagnostici i lečenju različitih oboljenja 

i stanja. Koliki je današnji značaj ove grane medicine, najbolje ilustruje podatak da se 

godišnje u Sjedinjenim Američkim Državama na odeljenjima nuklearne medicine obavi 

više od 20 miliona medicinskih procedura (42). Radioaktivni lekovi koji se koriste u 

nuklearnoj medicini, u dijagnostičke ili terapijske svrhe, nazivaju se radiofarmaceutici. 

Radiofarmaceutici se najčešće sastoje od dve komponente: radionuklida i farmaceutika 

(liganda). Tokom razvoja radiofarmaceutika, farmaceutik se bira na osnovu njegovog 

afiniteta za određeni organ ili tkivo, ili na osnovu njegovog učešća u nekom fiziološkom 

procesu, dok se radionuklid bira na osnovu njegovih fizičkih osobina. U dijagnostičke svrhe 

koriste se gama i pozitronski emiteri energije 100-200 keV i vremena poluraspada 

srazmernim dužini trajanja ispitivanja, dok se za terapijsku primenu upotrebljavaju pretežno 

beta emiteri većih energija i dužeg vremena poluraspada. 

Pri koncentracijama koje se koriste za dijagnostičku primenu, radiofarmaceutici 

nemaju poznato farmakodinamsko dejstvo. Kod radiofarmaceutika koji se koriste u terapiji, 

farmakodinamsko dejstvo vodi poreklo od vrste i doze zračenja. 

 

1.3.1. Radiofarmaceutici u dijagnostici 

Nuklearno medicinske dijagnostičke procedure omogućavaju vizualizaciju organa i 

tkiva i ispitivanje njihove funkcije. Nakon primene radiofarmaceutika u telo pacijenta, 

njegova raspodela po organima i tkivima zavisi od fizičko-hemijskih osobina farmaceutika, 

a gama i pozitronsko zračenje koje emituje radionuklid koristi se za praćenje njegove 

raspodele. Najveća prednost ovih dijagnostičkih procedura je mogućnost da se otkriju 

funkcionalne promene u organizmu pre pojave anatomskih ili morfoloških promena 

(26). 

Radionuklidi za primenu u dijagnostici i terapiji dobijaju se u nuklearnom reaktoru ili 

akceleratoru (najčešće ciklotronu). U tabeli 1 je dat pregled najčešće korišćenih radionuklida 

u medicini u dijagnostičke svrhe. 

     Tabela 1. Radionuklidi za primenu u dijagnostici (43) 
 

Radionuklid 
Vreme 

poluraspada (T1/2) 

Vrsta 

zračenja 
Eγ (keV) 

99mTc 6,0 h γ 140 

111In 67,2 h γ 171, 245 

123I 13,2 h γ 159 

13N 9,96 min β+ 511 

18F 109,7 min β+ 511 

15O 2,07 min β+ 511 

68Ga 68 min β+ 511 

11C 20,4 min β+ 511 
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1.3.1.1. Tehnecijum-99m (99mTc) 

U svetu se godišnje, upotrebom 99mTc, obavi preko 20 miliona dijagnostičkih procedura. 
99mTc se koristi u oko 85% dijagnostičkih procedura u nuklearnoj medicini. Tehnecijum je 
prelazni metal VIIB grupe, čiji je atomski broj 43. Otkriven je 1937. godine. Predstavlja 
prvi elemenat koji je dobijen veštačkim putem. 

Tehnecijum-99m nastaje - raspadom molibdena-99. Molibden-99 β- raspadom 
direktno prelazi u dugoživeći 99Tc (12,5%), dok 87,5% prelazi u metastabilni 99mTc, koji zatim 
izomernim prelazom, sa vremenom poluraspada od 6,02 časa prelazi u 99Tc. Dugoživeći 
99Tc - raspadom sa vremenom poluraspada od 2,14x105 godina prelazi u stabilni izotop 

rutenijuma - 99Ru (44). 
Na osnovu kriterijuma za izbor radioizotopa za dijagnostičku primenu u nuklearnoj 

medicini, utvrđeno je da 99mTc ima veoma pogodnu kombinaciju radijacionih karakteristika: 

1) skoro čisto -zračenje niske energije od 140 keV-a, koje se konvencionalnim 

mernim instrumentima može veoma lako detektovati, tj. daje dobru prostornu 

rezoluciju na vizualizacionim sistemima; 
2) skoro potpuno odsustvo primarnog β- zračenja; 

3) kratko vreme poluraspada od 6,02 časa, koje dozvoljava snimanje organa u 

različitim vremenskim intervalima i pod različitim uslovima, sa relativno malom 

apsorbovanom dozom zračenja; 

4) može se koristiti u obliku pertehnetata ili u vidu obeleženih jedinjenja i bioloških 

elemenata za ispitivanje funkcije organskih sistema, u zavisnosti od specifične 

funkcije koju treba ispitati (45). 

Tehnecijum-99m omogućava, uz relativno nisko izlaganje zračenju, veoma jasnu 

vizualizaciju unutrašnjih anatomskih struktura i organa i procenu njihove funkcije. 

Eluiranjem 99Mo/99mTc generatora fiziološkim rastvorom, dobija se 99mTc u obliku 

natrijum pertehnetata (Na99mTcO
4 
) koji ima oksidacioni broj +7. To je najstabilniji oblik 

ovog izotopa. Rastvor natrijum-pertehnetata primenjuje se putem intravenske injekcije. 

Zbog sličnosti pertehnetatnog anjona i jodida (I-) po radijusu i valenci, pertehnetat se 

nakuplja u štitastoj žlezdi, pljuvačnim žlezdama i sluzokoži želuca. 

Kako bi ispitivanje strukture i funkcije brojnih organa ili tkiva bilo moguće, neophodno 

je da se različita organska ili neorganska jedinjenja (tzv. ligandi) prethodno obeleže 

tehnecijumom-99m. Ovi ligandi grade sa 99mTc stabilne komplekse koji imaju afinitet za 

određeni organ ili tkivo u organizmu. Kako se daju u veoma malim koncentracijama, rizik od 

toksičnog efekta kao i saturacije receptorskog sistema veoma je nizak. Da bi se 

mogao koristiti za obeležavanje velikog broja različitih liganada, 99mTc se iz stabilnog 

sedmovalentnog oblika redukuje u niža valentna stanja. U tu svrhu, koriste se različita 

redukciona sredstva, kao što su kalaj(II)-hlorid, kalaj(II)-citrat, gvožđe(II)-sulfat (46). 

Nakon redukcije u niže valentno stanje (I, III, IV ili V), 99mTc postaje visoko reaktivan 

jon i kao takav, pri tačno definisanim uslovima (pH vrednost rastvora, temperatura, 

odgovarajući molski odnos liganda i Sn2+jona), gradi komplekse. 

Redukcija 99mTc u kiseloj sredini može da se prikaže reakcijom: 

99mTcO4 

- + Sn2+ + 8H+ → 99mTc (7-n)+ + Sn4+ + 4H
2
O (n=2-4, 6) 

Ligand + 99mTc (7-n)+ → 99mTc-ligand 

Poslednje dve decenije, sa ubrzanim razvojem nanočestičnih materijala i nanomedicine, 

velika pažnja je usmerena ka razvoju novih radiofarmaceutika na bazi nanočestica različitih 

struktura i dijametara (nanočestica na bazi gvožđa, zlata, micela, dendrimera, fulerena) 
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obeleženih različitim radionuklidima za primenu u dijagnostici i terapiji. Danas se nanočestice 

obeležene tehnecijumom-99m nalaze u različitim fazama pretkliničkih i kliničkih ispitvanja 

za primenu u dijagnostičke svrhe (46). 

 

1.3.2. Radionuklidna terapija 

Radionuklidna terapija zasniva se na selektivnoj depoziciji određenih doza jonizujućeg 

zračenja u tkivima tumora ili organa koji se tretiraju. Za razliku od brahiterapije, u kojoj se 

koriste zatvoreni izvori jonizujućih zračenja koji deluju samo u periodu dok je radioaktivni 

izvor u blizini tumora, radionuklidna terapija podrazumeva primenu otvorenih izvora 

jonizujućih zračenja. Prednost radionuklidne terapije u poređenju sa konvencionalnom 

hemioterapijom, koja se primenjuje sistemski, je njena selektivnost. Ova terapija cilja 

tumorsko tkivo uz minimalno ozračivanje okolnog zdravog tkiva. 

Osnovu uspešne radionuklidne terapije čini dovoljno nakupljanje i prolongirano 

zadržavanje specifičnog radiofarmaceutika u ciljnom tkivu, tako da radiofarmaceutik 

selektivno isporuči visoku efektivnu dozu zračenja obolelom tkivu (selektivno 

ozračuje), uz minimalno ozračivanje okolnog zdravog tkiva. Mehanizam dejstva 

radionuklidne terapije zasniva se na izazivanju radijacionog zapaljenja koje se kao i 

svaka druga inflamacija završava nekrozom i fibrozom. Pri tome, dolazi do smanjenja 

hiperfunkcijskog, tumorskog, hipermetaboličkog ili proliferativnog tkiva. Efikasnost i 

dugoročni efekti radionuklidne terapije mogu se porediti sa rezultatima nekih zastupljenijih 

koncencionalnih metoda lečenja, kao što su hemioterapija i radioterapija (47). Osim 

toga, radionuklidna terapija može predstavljati dobar izbor, kao dodatna terapija nakon 

hirurgije ili hemioterapije, naročito kod pacijenata kod kojih ostali terapijski pristupi 

nisu dali željeni efekat (48,49). 

U rutinskoj kliničkoj praksi, najčešća je primena radiofarmaceutika u terapiji 

onkoloških pacijenata sa karcinomom štitaste žlezde. U reumatologiji se koriste za radijacionu 

sinovektomiju, dok su u onkologiji, osim karcinoma štitaste žlezde, terapijske indikacije: 

palijativno lečenje malignih izliva u serozne šupljine, terapija bola kod metastaza u kostima, 

kao i lečenje endokrinih tumora. Posebna je onkološka indikacija u hematologiji, lečenje 

prave policitemije. 

Za terapiju su najpogodniji radionuklidi koji emituju α, β čestice ili Ožeove elektrone. 

Kako bi ispoljilo terapijski efekat, zračenje mora da ima mali domet i visoke vrednosti 

linearnog transfera energije (LET). LET se definiše kao gubitak energije po dužini puta 

jonizujuće čestice i izražava se u keV/μm. Preciznije rečeno, ova veličina predstavlja 

kvantitativni odraz gustine jonizacije (20). Domet α- čestica (jezgro atoma helijuma – 

sastavljeno od 2 protona i 2 neutrona) je reda mikrometra (srednji domet u biološkim 

tkivima je 50-90 μm) odnosno penetracija u tkivu iznosi oko 10 ćelijskih dijametara. 

Zbog relativno velike mase i energije (4-10 MeV-a), njihov LET je 400 puta veći od 

LET-a β čestice. Samim tim je veći i njihov terapijski efekat. Samo jedan pogodak α- 

čestice je u stanju je da izazove dvostruki prekid lanca DNK i time spreči mogućnost 

reparacije, dok je za β-čestice neophodno nekoliko hiljada pogodaka da bi proizvele isti 

efekat (50). Takođe, u poređenju sa β-emiterima, α-emiteri su daleko pogodniji za 

terapiju jer omogućavaju da se energija zračenja predaje isključivo ciljnom organu ili 

tkivu pri čemu okolna zdrava tkiva ostaju neozračena. Međutim, nedostaci ove vrste 

terapije su da zbog vrlo kratkog dometa, sve tumorske ćelije moraju biti pogođene ovom 

česticom, dok povećana apsorbovana doza u okolnim zdravim tkivima može da dovede 

do razvoja sekundarnih tumora. 
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Beta-čestice su elektroni ili pozitroni sa visokom energijom i brzinom, koji se emituju 

raspadom atomskih jezgara. U radionuklidnoj terapiji koriste se negativno naelektrisane 

β-čestice (elektroni) energija do nekoliko MeV-a. U odnosu na α-čestice, elektroni imaju 

mnogo manju masu (preko 7300 puta manju), ali i daleko veći domet u tkivima (do 12 

mm) (Domet predstavlja put koji čestica zračenja date početne energije pređe u nekom 

materijalu duž određenog pravca do potpunog zaustavljanja). 

Na slici 7 je predstavljena korelacija između vrste i energije korpuskularnih zračenja 

i njihovog dometa u tkivima. 

 

 
Slika 7. Korelacija između vrste i energije korpuskularnog 

zračenja i dometa u tkivu. Prilagođeno prema (51,52) 

 

Izbor radionuklida za primenu u radionuklidnoj terapiji zavisi od vrste patološkog 

procesa koji je potrebno tretirati, njegove lokalizacije, veličine, stadijuma bolesti i dr. Iako 

se, teorijski posmatrano, veliki broj radionuklida može koristiti u svrhu izvora zračenja, 

samo mali broj njih zadovoljava uslove za primenu u medicini. U terapiji se najčešće 

koriste reaktorski radionuklidi: jod-131 (131I), itrijum-90 (90Y), lutecijum-177 (177Lu), 

stroncijum-89 (89Sr), samarijum-153 (153Sm) i renijum-188 (188Re). Bitne karakteristike 

radionuklida koje utiču na efikasnost terapije su energija čestice koju emituje i vreme 

poluraspada. Za primenu u terapiji, pogodni su radionuklidi sa vremenom poluraspada 

od nekoliko sati pa do najviše 50 dana, koliko je vreme poluraspada stroncijuma-89, koji 

se koristi u terapiji bola kod metastatskih promena na kostima (53). Idealno vreme 

poluraspada radionuklida je između 6 časova i 7 sedam dana, u zavisnosti od indikacije 

(51). 

Dugoživeći radionuklidi nisu pogodni za primenu posebno u terapiji malih tumorskih 

lezija jer dovode do nepotrebnog izlaganja zračenju i okolnog, zdravog tkiva i značajno 

povećavaju apsorbovanu dozu u njima. Nasuprot tome, primenom kratkoživećih radionuklida, 

postoji opasnost od njihovog raspada pre dolaska do ciljnog tkiva (54). 

U tabeli 2 date su osnovne karakteristike najčešće korišćenih radionuklida u terapiji. 
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Tabela 2. Radionuklidi namenjeni za terapijske svrhe i njihove osnovne karakteristike (55) 
 

 

Radionuklid 
Vreme 

poluraspada (T1/2) 

Vrsta zračenja i 

energija (keV) 

Maksimalni 

domet u tkivu 

 

177Lu 6,73 dana 
β- (498) 

γ (113, 208) 
2 mm 

 

 

131I 
8,02 dana 

β- (606) 

γ (364) 
2,5-3 mm 

 

186Re 3,72 dana 
β- (1069) 

γ (137) 
3,6 mm 

 

188Re 17 h 
β- (2120) 

γ (155) 
11 mm 

 

153Sm 46,3 h 
β- (808) 

γ (103) 
3 mm 

89Sr 50,5 dana β- (1496) 8 mm 

90Y 2, 7 dana β- (2282) 12 mm 

213Bi 46 min α (8300) 84 μm 

211At 7,2 h α (5982) 80 μm 

225Ac 10 dana α (5982) 60 – 90 μm 

64Cu 64 h Ože-ov elektron 2-500 nm 

 

Radionuklidna terapija ima prednosti u odnosu na druge oblike terapije karcinoma, 

među kojima se ističu: visoka efikasnost i selektivnost, minimalna invazivnost, mogućnost 

ponavljanja i kombinovanja sa drugim vrstama terapija. Osim toga, adekvatnim izborom 

radionuklida, moguće je tretirati kako primarne tumore, tako i njihove metastaze. U 

zavisnosti od lokalizacije tumora, stadijuma bolesti i mnogih drugih faktora, adekvatan 

izbor radionuklida ima odlučujuću ulogu na povećanje efikasnosti terapije. Dok su 

α-čestice visokoefikasne u tretmanu malignih tumora mikrometarskih dimenzija i njihovih 

rezidua, (leukemije, limfomi, gliomi, melanomi itd.), β-čestice su pogodnije za terapiju 

makroskopskih, odn. tumora većih dimenzija (milimetarskih i većih). Prednost β-emitera 

u terapiji makroskopskih tumora je prisustvo efekta „unakrsne vatre“ koji omogućava da 

primenjeno zračenje deluje i na ćelije koje nisu direktno pogođene zračenjem. Ovaj efekat 

podrazumeva da β-čestice pri prolasku kroz ćeliju dovode do oslobađanja elektrona, koji 

dovodi do jonizacije materije, a sama naelektrisana čestica menja pravac svog kretanja i 

nastavlja da deluje na druge atome i molekule na koje nailazi na svom putu. Dok β-čestice 

uglavnom proizvode jednostruke prekide DNK molekula, koji se mogu popraviti kroz 

specifične reparacione mehanizme, α-čestice zbog malog dometa i velikih energija, 

dovode do dvostrukih prekida DNK lanaca, koji se ne mogu popraviti, te dovode do 

ćelijske smrti. Na slici 8 predstavljene su razlike u dejstvu α- i β-čestica. 
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Slika 8. Dejstvo alfa i beta zračenja. Prilagođeno prema (56) 

 

 

Neki radionuklidi, koji pored β-čestica emituju i γ-fotone, mogu se ujedno koristiti 

i za dijagnostičku procenu bolesti, a takođe i za in vivo praćenje efikasnosti primenjene 

terapije (tzv. teranostički pristup, o kome će biti reči u poglavlju 1.3.3.). 

U odnosu na eksternu radioterapiju kod koje se maligni tumor u telu pacijenta izlaže 

spoljašnjem zračenju, tj. snopu jonizujućih zraka (energetskih talasa ili snopova elektrona, 

protona, neutrona), koji se generišu u uređaju koji se nalazi van tela pacijenta, kod radionuklidne 

terapije, radiofarmaceutik se unosi u organizam pacijenta i nakon nakupljanja u ciljnim 

ćelijama tumora, zračenje ispoljava svoje dejstvo. Kod eksterne radioterapije, iako snopovi 

jonizujućih zraka prodiru u telo na zadatom mestu i u ciljanoj željenoj dubini, zbog samog 

načina primene zračenja nemoguće je izbeći ozračivanje i zdravog tkiva. Kod radionuklidne 

terapije ozračivanje zdravog tkiva se može izbeći ili smanjiti izborom pogodnog radionuklida, 

odgovarajućeg farmaceutika, kao i načina primene. 

Na slici 9 je prikazan način delovanja radionuklidne terapije i eksterne radioterapije. 
 

 

Slika 9. Radionuklidna terapija (a) i eksterna radioterapija (b) Prilagođeno prema (57) 
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1.3.2.1. Lutecijum-177 (177Lu) 

Radionuklid lutecijum-177 je otkriven 1949. godine od strane američkih naučnika 
Džordža Hajnsa i Edvarda Hjueta. Za potrebe nuklearne medicine, danas se proizvodi 

neutronskim ozračivanjem obogaćenih meta, poput iterbijuma-176 (176Yb) i lutecijuma-176 

(176Lu), u nuklearnim reaktorima. 

Lutecijum-177 ima vreme poluraspada 6,65 dana. Emisijom beta zračenja (β-čestice) 

maksimalne energije 498 keV i gama zračenja energije 208 keV (11%) i 113 keV (6,4%), 

raspada se do stabilnog hafnijuma-177 (177Hf). Maksimalni domet u tkivu je 2,1 mm, što 

ga čini pogodnim za terapiju tumora manjih dimenzija (58). 

Emisija gama zračenja omogućava in vivo imidžing upotrebom gama kamere. Terapija 

primenom 177Lu je manje invazivna u odnosu na neke druge metode lečenja, i ponovljiva 

je, što može biti korisno u slučajevima kada je potrebno primeniti veći broj tretmana za 

postizanje veće efikasnosti terapije. 

Svedoci smo da dosadašnji konvencionalni terapijski pristupi u lečenju karcinoma 

imaju brojne neželjene reakcije, nedovoljnu selektivnost i malu efikasnost, posebno u 

lečenju uznapredovalih formi bolesti. Poslednjih desetak godina, sa naglim razvojem 

nanomedicine, 177Lu je zbog svojih povoljnih fizičko-hemijskih osobina i lake dostupnosti 

postao često korišćen radionuklid, posebno u ispitivanjima primene lutecijumom-177 

obeleženih nanočestica različitih hemijskih struktura i dimenzija, prvenstveno sa ciljem 

unapređenja terapije karcinoma, o čemu svedoče brojni naučni radovi (46,59). 

 

1.3.3. Teranostika - budućnost nuklearne medicine 

Iako je sam termin “teranostika”, koji uključuje kombinovanje metoda dijagnostike i 

terapije, novijeg datuma i odnosi se i na medicinske procedure koje ne uključuju primenu 

radionuklida, (hemioteranostika, genska teranostika, fotodinamska ili fototermalna 

teranostika) (60), ovaj koncept u nuklearnoj medicini datira praktično još od njenog 

začetka, tačnije od 40-ih godina prošlog veka, kada je dr Saul Hertz prvi put primenio 

radioaktivni jod-131 i za dijagnostiku i za lečenje pacijenata sa hipertireozom (61,62). 

U okviru personalizovane medicine, koncept radiofarmaceutske teranostike se definiše 

kao primena odgovarajuće terapije za svakog pacijenta ponaosob, koja specifično deluje 

na bolest, dijagnostikovanu u određenom stadijumu. U teranostici se u ovu svrhu koriste 

radionuklidni parovi za dijagnostiku i terapiju. Oni se vezuju za isti farmaceutik, tako da 

radionuklidi imaju isti afinitet prema odgovarajućoj strukturi ili biološkom procesu. 

Kod radionuklidnih parova, gama ili pozitronski emiteri služe kao dijagnostički 

agensi, čija se distribucija u organizmu može pratiti pomoću vizuelizacionih tehnika, 

kao što su SPECT ili PET, dok drugi radionuklid služi kao terapijski agens (najčešće α 

ili β-emiter), koji deluje destruktivno na tumorske ćelije (slika 10). Na ovaj način, 

omogućena je personalizovana i ciljana upotreba radionuklida, kao i praćenje njihove 

distribucije i efikasnosti terapije in vivo. Najčešće ispitivani teranostički parovi 

radionuklida su: 68Ga/177Lu, 68Ga/90Y, 123I/131I i 64Cu/67Cu. 
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Slika 10. Teranostički pristup u nuklearnoj medicini. Prilagođeno prema (63) 

Sa napretkom u razvoju nuklearne medicine, danas se primenjuju radiofarmaceutici 

kojima se mogu dijagnostikovati i lečiti bolesti poput karcinoma prostate, metastaza tumora 

na jetri, tumora neuralnog grebena i dr. Poslednjih petnaest godina aktuelna su 

istraživanja sa ciljem pronalaska novih radiofarmaceutika kojima bi se omogućila 

detekcija i lečenje neuroendokrinih tumora i njihovih metastaza (Tabela 3). 

Tabela 3. Izdvojeni primeri teranostičkih parova (64) 
 

Dijagnostički 

radiofarmaceutik 

Terapijski 

radiofarmaceutik 

 

Ciljni vektor 

 

Oboljenje 

 

 

 

[123I] I− 

 

 

 

[131I] I− 

 

NIS 

(SLC5A5) 

Diferentovani karcinom 

štitaste žlezde, 

hipertireoza 

 

[123I]-MIBG, 

[124I]-MIBG, 

[18F]-MFBG 

 

 

[ 131I] I-MIBG 

 

 

NET 

(SLC6A2) 

Neuroendokrini tumori, 

uključujući neuroblastom, 

feohromocitom, 

paragangliom, medularni 

karcinom štitaste žlezde 

 

 

 

 

[68Ga] Ga-DOTATATE, 

[68Ga] Ga-DOTATOC, 

[68Ga] Ga-DOTANOC 

[ 111In]In-pentetreotide, 

[177Lu] Lu-DOTATATE 

(LUTATHERA®), [90Y] 

Y-DOTATATE, 

[225Ac] Ac-DOTATATE, 

[177Lu] Lu-DOTATOC, 

[90Y]Y-DOTATOC, 

[225Ac]Ac-DOTATOC, 

[212Pb] Pb-DOTATATE 

 

 

 

 

 

SSTRs 

 

 

 

Neuroendokrini 

tumori, uglavnom 

gastroenteropankreasni 

tumor 

(GEP-NET) 

[123I] MIP-1072, 

[123I] MIP-1095, 

[68Ga] Ga-PSMA-11, 

[68Ga]Ga-PSMA-I&T 

[68Ga]Ga-PSMA-617 

 

[131I] I-MIP-1095, [177Lu] 

Lu-PSMA-I&T, [177Lu] 

Lu-PSMA-617, [225Ac] Ac- 

PSMA-617 

 

 

PSMA 

 

 

Metastatski karcinom 

prostate 

 

[89Zr]Zr-trastuzumab, 

[68Ga]Ga-NOTA-HER2 

[177Lu] Lu-trastuzumab, 

[131I] GMIB-anti-HER2- 

VHH1 

 

HER2 

 

Karcinom dojke, jajnika 

i želuca 
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Brojni radiofarmaceutici koji svoje delovanje zasnivaju na ovom principu, 

odobreni su od strane regulatornih tela (poput parova 68Ga-DOTATATE-177Lu-DOTATATE 

i 68Ga-PSMA-177Lu-PSMA) ili se nalaze u različitim fazama pretkliničkih i kliničkih 

ispitivanja (65,66). Primenom ovako dobijenih i uparenih “pametnih” radiofarmaceutika, 

omogućeno je ciljano delovanje, čime se postiže selektivnije dejstvo, što za posledicu ima 

smanjenje toksičnosti i povećanje efikasnosti primenjene terapije, što su i glavni 

nedostaci konvencionalnih hemioterapeutika. 

 

1.4. Magnetne nanočestice – primena u medicini 

Lekovi bazirani na nanotehnologijama se definišu kao aktivne farmaceutske supstance 

(API) integrisane sa sistemima za njihovu isporuku (67). Na području Evropske unije je 

2022. godine preporukom Evropske komisije, 2022/C 229/01/EU, usvojena definicija 

nanomaterijala prema kojoj on predstavlja prirodni ili veštački materijal, koji se sastoji od 

pojedinačnih, agregiranih ili aglomerisanih čestica, pri čemu najmanje 50% čestica ima jednu 

ili više spoljnjih dimenzija u rasponu 1-100 nm (68). Nanočestice na bazi albumina, lipozomi, 

PEG-ilirani proteini i polimerne micele su samo nekoliko primera nanofarmaceutika koji su 

već odobreni za humanu upotrebu (69). 

Danas su istraživanja usmerena na pronalaženje materijala pogodnih za primenu kao 

kontrastnih sredstava za tzv. “imaging“ ćelija, organa i sistema organa, kao i za primenu 

u lečenju različitih bolesti, među kojima poseban značaj ima terapija različitih vrsta 

karcinoma (70). Može se reći da su nanofarmaceutici danas postali najperspektivnija 

formulacija za kontrolisanu i ciljanu isporuku lekova, o čemu svedoče brojni naučni 

radovi (71–73). Do sada je Američka agencija za hranu i lekove (FDA) odobrila nekoliko 

nanočestičnih formulacija, dok se više njih nalaze u postupku pretkliničkih i kliničkih 

ispitivanja. 

Nanofarmaceutici uglavnom predstavljaju kombinaciju nanočestičnih formulacija i 

leka, jer samostalno, mali broj nanočestičnih formulacija može da ima terapijski efekat. 

Nanočestice su jedinstvene po svojim osobinama. Njihova prednost je selektivno 

zadržavanje u ciljnom tkivu tokom dužeg vremenskog perioda u odnosu na 

konvencionalne lekove (74). Prema hemijskoj strukturi, nanočestice se mogu podeliti na 

dve osnovne grupe, na organske i neorganske. Dok su organske formulacije na bazi 

ugljenika i ugljovodonika (lipozomi, micele, polimeri, ugljovodonični materijali - fulereni), 

neorganske formulacije su dosta jednostavnije strukture tj. predstavljaju nanočestice na bazi 

metala srebra (75), zlata (76), kobalta, nikla, gvožđa (77), oksida metala (gvožđa, 

titanijuma, silicijuma) ili legura metala (FeCo, FePt). Njihov značaj ogleda se u tome što 

se mogu koristiti i u dijagnostici i u terapiji većeg broja bolesti i stanja (78). 

Zahvaljujući veličini, fizičko-hemijskim osobinama koje direktno zavisne od 

sastava, kontrolisanoj sintezi, mogućnostima za oblaganje njihove površine različitim 

funkcionalnim grupama i in vitro i in vivo stabilnosti u različitim medijumima, neorganske 

nanočestice predstavljaju obećavajuću formulaciju za sintezu multimodalnih dijagnostičkih, 

terapijskih i teranostičkih agenasa (79). 

Superparamagnetni materijali su materijali na bazi kobalta, gvožđa i nikla. Međutim, 

kako su kobalt i nikl visokotoksični po žive organizme, najviše korišćene i izučavane od 

svih magnetnih nanočestica za moguću primenu u biomedicini su nanočestice na bazi oksida 

gvožđa, pre svih magnetit (Fe3O4) i maghemit (Fe2O3) (80). Još jedan od razloga njihove 

danas široke upotrebe je relativno jednostavna, brza i ekonomski isplativa sinteza, koja 
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omogućava dobijanje čestica željenih veličina i oblika (80). Zahvaljujući velikoj specifičnoj 

površini sa mogućnošću kačenja velikog broja reaktivnih funkcionalnih grupa, pogodih za 

vezivanje lekova, fragmenata DNK, antitela, radionuklida itd. za ciljanu isporuku, magnetne 

nanočestice (MNČ) su već duži niz godina u žiži interesovanja (77). 

SMNČ na bazi gvožđa pokazale su brojne prednosti u odnosu na SMNČ bazirane 

na drugim metalima i legurama (81). Zbog povoljnih biomedicinskih osobina, a pre svih 

biokompatibilnosti, biorazgradivosti i netoksičnosti (82), predmet su istraživanja u ovoj 

doktorskoj disertaciji. 

Nanočestice na bazi Fe3O4 se prema prečniku klasifikuju u 3 grupe, standardne 

nanočestice (60–150 nm), monokristalne (10-30 nm) i ultrafine (5–10 nm) (79). Osobine 

feromagnetnih materijala određene su i uslovljene domenima i domenskim zidovima. 

Domenski zid je prelazni sloj koji razdvaja susedne oblasti (domene) namagnetisane 

u različitim pravcima. Uopšteno posmatrano, magnetni materijali su multidomenski. 

Međutim, kada se veličina magnetnih nanočestica smanji ispod kritične veličine, formiranje 

domena više nije energetski povoljno, tako da čestice egzistiraju kao jednodomenske. Zato 

se kod nanočestica dijametra oko 20 nm ili manjeg, uočava fenomen superparamagnetizma 

(80).Superparamagnetizam opisuje pojavu kada se svaka čestica ponaša kao atom, ali sa 

velikim rezultujućim magnetnim momentom, pri čemu su vektori magnetizacije čestica 

slučajno orijentisani (83). Do uređenja dolazi samo ukoliko se one izlože spoljašnjem 

magnetnom polju. 

Pri izlaganju feromagnetnih nanočestica spoljašnjem magnetnom polju određene 

jačine i frekvencije, dolazi do generisanja toplote, tako da se tkivo u kome se čestice 

nađu, zagreva iznad svoje normalne fiziološke temperature (41-45°C), što dovodi do 

promene ćelijske homeostaze i na kraju do ćelijske smrti. Upravo je ova njihova osobina 

iskorišćena za magnetnu hipertermiju odnosno, ablativnu terapiju toplotom određenih vrsta 

karcinoma ili dopunsku terapiju (84). Prednost ove metode lečenja je što je zagrevanje 

tkiva ograničeno samo na tkivo u kome se nalaze SMNČ tj. na tumorsko tkivo (80). Prvi 

rad o upotrebi metalnih nanočestica objavili su 1957. godine Gilchrist i saradnici, u kome 

opisuju kako su tretirali limfne čvorove i metastaze pomoću magnetnog polja nakon 

injektovanja magnetnih metalnih čestica, a sa ciljem da pomoću lokalnog zagrevanja tkiva 

tumora, odn. hipertermije, unište eventualno zaostale tumorske ćelije nakon prethodnog 

hirurškog odstranjivanja tumora (85). 

U Evropskoj uniji je 2013. godine od strane Evropske agencije za lekove, odobren za 

upotrebu lek pod komercijalnim nazivom Nano Therm®, koji sadrži superparamagnetne 

nanočestice obložene aminosilanom, a koji je indikovan u terapiji tumora CNS-a 

(glioblastoma), tumora prostate i pankreasa, metodom hipertermije (86). 

Da bi se mogle primeniti u kontrolisanoj isporuci lekova, SMNČ moraju da poseduju 

neke specifične osobine, među kojima su od najvećeg značaja, uniformnost veličine i 

oblika (tzv. monodisperzibilnost), magnetna svojstva (superparamagnetizam), stabilnost 

i biokompatibilnost (83). Sintetisane, neobložene metalne nanočestice su hemijski visoko 

reaktivne, tako da se veoma lako oksiduju na vazduhu, što dalje dovodi do gubitka 

magnetizma i disperzibilnosti. Veliki problem povezan sa česticama u ovom opsegu veličina 

je njihova suštinska nestabilnost. Kako bi smanjile veliku površinsku energiju, ove čestice 

imaju tendenciju formiranja agregata i aglomerata. Stoga je za njihovu primenu važno 

razviti metode hemijske stabilizacije čestica u toku ili nakon sinteze (87). U literaturi 

se najčešće kao metoda stabilizacije opisuje oblaganje SMNČ organskim polimerima ili 

neorganskim jedinjenjima, metalima i metalnim oksidima. Na ovaj način se značajno 

menjaju njihove osobine, poboljšava stabilnost i biokompatibilnost (77, 80, 88). U osnovi 
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pripreme suspenzija SMNČ stabilnih u odgovarajućem medijumu i u organizmu leže 2 

mehanizma – sterno odbijanje i elektrostatičko odbijanje. Sterno odbijanje se postiže 

oblaganjem nanočestica specifičnim jedinjenjima koji sprečavaju bliske kontakte između 

nanočestica (kao što su npr. masne kiseline, polivinilpirolidon (PVP), polivinilalkohol 

(PVA)). Elektrostatičko odbijanje nastaje usled prisustva različitih grupa, tj. anjona na 

površini nanočestice (90). Brojni literaturni podaci ukazuju da su fosfonati, bisfosfonati, 

citrati i druga jedinjenja, u mogućnosti da formiraju stabilnu vezu na površini ovih čestica 

(79). Sa druge strane, pomenuta jedinjenja zbog prisustva različitih grupa poput amino, 

karboksilne, tiolne i dr, omogućavaju vezivanje različitih liganada kao što su citostatici, 

antitela, radioizotopi, itd. (89). 

Velike su mogućnosti primene SMNČ danas u brojnim granama medicine i nauke. 

Na slici 11 je dat prikaz mogućih uloga SMNČ u multimodalnoj terapiji tumora. 
 

 

Slika 11. SMNČ kao formulacija za multimodalnu terapiji tumora 

 Radioobeležene magnetne nanočestice predstavljaju inovativnu teranostičku 

formulaciju koja integriše preciznu dijagnostiku i ciljanu terapiju. Dijagnostički radionuklid 

omogućava vizualizaciju i praćenje terapije, dok primena hipertermije pod dejstvom 

spoljašnjeg magnetnog polja generiše lokalizovano toplotu koja selektivno uništava 

tumorske ćelije. Ovaj pristup, koji kombinuje dijagnostiku i terapiju u jednom sistemu, 

postao je ključna strategija savremene nuklearne medicine. 

Istraživanja u sklopu ove doktorske disertacije usmerena su ka ispitivanju dijagnostičkih 

i terapijskih mogućnosti koje se pružaju SMNČ nakon radioobeležavanja. 

 

1.4.1. Radioobeležavanje SMNČ 

Radioobeležene nanočestice predstavljaju relativno novu grupu agenasa koji imaju 

veliki potencijal u kliničkoj primeni (91). Obeležavanje različitih čestica nanometarskih 

dimenzija različitim radionuklidima se koristi i za ispitivanje fizičko-hemijskih karakteristika 

čestica, kao i za ispitivanje njihovog biološkog ponašanja, in vivo stabilnosti kao i mogućnosti 

njihove primene u medicini (92). Na ovaj način, omogućeno je veoma jednostavno praćenje 

raspodele radioaktivnosti po organizmu, korišćenjem odgovarajućih detektorskih sistema 

(gama kamera) (93). 
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Prednost radioobeležavanja u proučavanju novih nanočestica leži i u činjenici da taj 

postupak ne dovodi do značajnije promene hemijske strukture nanočestice, njenog oblika, 

veličine i dr. Osim toga, od posebne je važnosti činjenica da su za određivanje biodistribucije 

u složenim sistemima kakvi su živi organizmi potrebne vrlo male količine nanočestica. 

Biodistribucija radioobeleženih jedinjenja i nanočestica u organizmu zavisi od faktora 

kao što su: radiohemijska čistoća, oksidaciono stanje radionuklida, pH, veličina molekula, 

afinitet vezivanja za proteine plazme, mogućnosti vezivanja za ćelijske receptore i dr. Jedino 

radiohemijski čista i homogena radioobeležena jedinjenja i nanočestice će imati kvantitativno 

i kvalitativno određene i ponovljive puteve biodistribucije (94). Različiti hemijski oblici 

radionuklida imaju različite puteve biodistribucije. Zbog toga je cilj optimizacije uslova 

radioobeležavanja da nagrađena hemijska veza između radionuklida i nanočestice bude 

stabilna, kako ne bi došlo do njenog raskidanja i oslobađanja radionuklida in vivo. 

Kako svaki radionuklid ili njegov odgovarajući hemijski oblik, nakon unošenja u 

organizam, ima svoju već dobro poznatu biološku raspodelu, koja se značajno razlikuje 

od biološke raspodele radioobeležene nanočestice, njegovim oslobađanjem bi došlo do 

nepotrebnog i neželjenog ozračivanja drugih, zdravih tkiva i organa. 

1.4.1.1. Metode obeležavanja SMNČ radionuklidima 

U literaturi je opisano više različitih metoda obeležavanja nanočestica radionuklidima 

(slika 12). Metoda radioobeležavanja je jedan od važnih faktora koji utiču na stabilnost 

obeležene nanočestice. Veoma je važno primeniti postupak radioobeležavanja kojim se 

radionuklid ireverzibilno vezuje za obloženu nanočesticu. Na ovaj način se izbegava 

njegovo oslobađanje i nakupljanje u okolnim tkivima i organima koji nisu ciljni, čime se 

smanjuje apsorbovana doza zračenja u njima odnosno radiotoksični efekti. 

U literaturi su opisane dve osnovne metode obeležavanja SMNČ radionuklidima: 

1. metoda direktnog obeležavanja (direktna reakcija građenja kompleksa između 

radionuklida i grupe/a na površini SMNČ) (slika 12a) i 

2. metoda indirektnog obeležavanja, koja podrazumeva upotrebu bifuncionalnog 

helatora. 

Bifunkcionalni helator je jedinjenje koje može da gradi kompleks i sa radionuklidom 

i sa grupom/ama na površini SMNČ. Predstavlja vezu između SMNČ i radionuklida. 

Definisane su dve osnovne tehnike indirektnog radioobeležavanja: 

a) U prvoj fazi, helator gradi stabilan kompleks sa SMNČ, dok u drugoj fazi, helator 

vezan za površinu SMNČ gradi kompleks sa radionuklidom (slika 12b). 

b) Prvo helator da gradi stabilan kompleks sa radionuklidom, a zatim se vezuje za 

SMNČ (slika 12c). 

Ove dve navedene tehnike se najčešće koriste za obeležavanje SMNČ trovalentnim 

metalima, radionuklidima poput 177Lu ili 90Y. Najčešće korišćeni helatori koji stvaraju 

stabilne kovalentne veze sa radionuklidima su DOTA (1,4,7,10-tetraazaciklo- dodekan-N, 

N′, N′′, N′′′-tetrasirćetna kiselina) i DTPA (dietilentriaminopentasirćetna kiselina) kao i 

njihovi brojni derivati. 
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Slika 12. Metode obeležavanja SMNČ radionuklidom. (a) Direktno radioobeležavanje; 

(b,c) indirektno radioobeležavanje SMNČ. Prilagođeno prema (95) 

 

         Ukoliko se SMNČ oblože jedinjenjima koja poseduju fosfonatne, karboksilne i 

tiolne funkcionalne grupe, dobijene SMNČ će imati izrazito negativno naelektrisanje, što 

daje mogućnost za njihovo uspešno radioobeležavanje radionuklidima poput 99mTc i 177Lu.      

Optimizacijom uslova obeležavanja i dobijanjem stabilnih radioobeleženih SMNČ 

sprečava se oslobađanje radionuklida koji se nakupljaju u različitim organima u odnosu 

na radioobeležene SMNČ i povećavaju primljenu nepotrebnu dozu u tim tkivima, pa tako 

pertehnetatni anjon ima tendeciju nakupljanja u želucu, štitastoj i pljuvačnim žlezdama 

(96), dok se trovalentni lutecijum-177 nakuplja prvenstveno u kostima gde ispoljava 

značajnu mijelotoksičnost (97). 

 

1.4.2. Biološko ponašanje SMNČ 

Ispitivanje biološkog ponašanja, odnosno praćenje distribucije leka kroz organizam, 

uključujući njegovu apsorpciju, distribuciju, metabolizam i eliminaciju, ključna je faza u 

razvoju novih lekova. 

Pre nego što se pređe na ispitivanja na humanoj populaciji, u pretkliničkim 

ispitivanjima, za ispitivanje biodistribucije potencijalnih lekova, koriste se eksperimentalni 

žvotinjski modeli. Cilj je da se utvrde farmakokinetički parametri, optimalna doza, kao i 

način primene leka, sa ciljem postizanja optimalnog dijagnostičkog i terapijskog 

potencijala, uz što manje neželjenih reakcija. 

Po dospeću u sistemsku cirkulaciju, nanočestice ispoljavaju karakterističnu biološku 

raspodelu. Dokazano je da ove čestice karakteriše brzi klirens iz sistemske cirkulacije od 

strane retikulo-endotelnog sistema (RES-a), kao i produženo vreme zadržavanja u jetri 

i slezini (98). Ulaskom SMNČ u cirkulaciju, u veoma kratkom vremenskom intervalu 

(reda veličine nekoliko minuta), dolazi do njihove opsonizacije u plazmi i preuzimanja 

od strane RES-a. Opsonizacija podrazumeva adsorpciju proteina plazme na površinu 

različitih stranih tela koja dospeju u cirkulaciju (bakterije, paraziti, nanočestice i dr.), 

obrazujući proteinski omotač, korona. Opsonininima pripadaju imunoglobulini (IgG, 

IgM), komponente sistema komplementa (C1q i C3 fragmenti) (99), kao i serumski 

proteini albumin, fibrinogen, C reaktivni protein, tip I kolagena i dr.) (100). 

Opsonizacijom nanočestice postaju vidljive za makrofage, te zatim dolazi do njihove 

fagocitoze. Smatra se da je proces razgradnje obloge jedne nanočestice značajno brži proces 
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nego što je to razgradnja metalnog dela nanočestice (101). Proces razgradnje SMNČ počinje 

veoma brzo nakon internalizacije u ćelije (prema nekim autorima, već nakon 3 h od i.v. 

injekcije), dok je gvožđe u vidu klastera prisutno i do 28 dana (102). Uočeno je da feritin 

igra značajnu ulogu u zaštiti ćelija od prisutnih velikih koncentracija Fe3+ jona (102). 

U slučaju SMNČ, oblik i veličina čestica, morfologija površine, kao i njihovo 

površinsko naelektrisanje predstavljaju ključne faktore koji utiču na njihovo biološko 

ponašanje (103,104). 

Poznavanje farmakokinetike nanočestica je od značaja za razvijanje formulacija koje 

imaju za cilj minimizaciju potencijalnih toksičnih efekata usled neželjene distribucije i 

nakupljanja. Menjanjem fizičko-hemijskih osobina injektovanih nanočestica (oblik, prečnik, 

vrsta obloge), kao i injektovane doze, može se uticati na produženje vremena cirkulacije, 

a time i povećanje efikasnosti u ciljanoj indikaciji (105). 

Jedan od faktora koji utiče na biološko ponašanje i raspodelu SMNČ po organima, 

odnosno kinetiku i poluživot u plazmi, jeste veličina čestica odnosno njihov hidrodinamički 

prečnik (106,107). Čestice manje od 10 do 15 nm se eliminišu putem bubrega (108). 

Čestice dijametra većeg od 100 nm se brzo nakupljaju u jetri i slezini putem fagocitoze od 

strane RES-a (109). Smatra se da se podešavanjem prečnika nanočestica između 10 i 100 

nm može uticati na njihovo biološko ponašanje, a time i na njihovo nakupljanje u drugim 

organima kao npr. limfnim čvorovima, tumorima, mozgu. Smatra se da su ovo optimalne 

veličine čestica ukoliko se želi prolongirano zadržavanje u cirkulaciji. 

Osim veličine čestica, utvrđeno je da i priroda jedinjenja koje se koristi za funkcionalizaciju 

površine značajno utiče na farmakokinetičke osobine SMNČ, a kod čestica prečnika manjeg 

od 40 nm, čak i više nego sam prečnik (110,111). Osnovni uslov za primenu nanočestica u 

biomedicini je biokompatibilnost i stabilnost u in vivo uslovima. Biokompatibilnost zavisi i 

od prirode same čestice kao i od prirode obloge (101). Najčešće se kao obloge koriste mali 

molekuli ili polimeri, kao što su dekstran, skrob, PEG (110), limunska kiselina (112). U 

zavisnosti od obloge, može se postići sterna ili jonska stabilizacija nanočestica (101). Sa 

ciljem produženja poluživota nanočestica u plazmi, veliki napori su uloženi proteklih 

godina u pronalaženje odgovarajuće obloge. Međutim,  pored brojnih pokušaja, njihova 

primena je i dalje limitirana zbog fagocitoze od strane RES-a. Prema literaturnim 

podacima, hidrofilne obloge produžavaju vreme zadržavanja nanočestica u cirkulaciji(82). 

Od prirode obloge zavisi i površinsko naelektrisanje nanočestica. Naelektrisanje na 

površini nanočestice je takođe jedan od parametara koji može da utiče na biodistribuciju i 

klirens SMNČ. Ono ima veliki uticaj na interakciju nanočestica sa ćelijskom membranom. 

Pozitivno naelektrisanje potiče od amino grupa, dok negativno naelektrisanje potiče od 

karboksilnih ili tiolnih grupa. Naelektrisanje nanočestice utiče na interakciju sa proteinima 
plazme, što dalje ima uticaja na njihovo poluvreme eliminacije iz plazme (113). 

Veliki broj istraživanja pokazao je da se neutralne čestice najduže zadržavaju u 

cirkulaciji (114), dok pozitivno naelektrisane čestice imaju najkraće poluvreme eliminacije. 

Negativno naelektrisane čestice su po ovom parametru između pozitivnih i neutralnih (115). 

Jako negativno naelektrisanje na površini nanočestice (npr. > -35 mV) smanjuje njihovu 

tendeciju ka agregaciji, a time i adsorpciju proteina plazme, čime im se produžava vreme 

zadržavanja u plazmi (82). 

Rezultati brojnih eksperimenata pokazali su da funkcionalizacija površine nanočestica 

utiče i na smanjenje njihove toksičnosti. Smatra se da je razlog tome upravo sprečavanje 

njihove direktne interakcije sa biološkim površinama, čime je onemogućeno stvaranje 

slobodnih radikala, koje bi za posledicu moglo imati oštećenje brojnih ćelijskih struktra, pa 

čak i ćelijsku smrt. Osim toga, oblaganje SMNČ značajno umanjuje opsonizaciju čestica 
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proteinima komplementa i dalje prepoznavanje od strane makrofaga, što neizbežno vodi 

njihovoj fagocitozi (83). 

Osim prethodno opisanih faktora, na biološko ponašanje nanočestica utiče i količina 

injektovanih nanočestica (115). Istraživanja su pokazala da je poluvreme eliminacije iz 

krvi dozno zavisno. Poluvreme eliminacije iz krvi raste kada se zasite jetra i slezina, što 

se u praksi dešava kada se primeni 1015 nanočestica. Preostale čestice cirkulišu u krvi duže 

vreme i na taj način imaju mogućnost da dospeju do drugih organa (npr. tumorskog tkiva). 

Poluvreme eliminacije kod glodara je kraće nego kod čoveka, zbog bržeg metabolizma, 

što se odražava kroz razlike u brzinama otkucaja srca (670 otkucaja u minuti u miša, 420 

u pacova, a 75 u čoveka). Takođe, poluvreme eliminacije nanočestica se povećava sa 

starošću organizma, iz razloga smanjene fagocitne aktivnosti makrofaga (116). 

1.4.2.1. Terapijska efikasnost nanoformulacija nakon intravenske (i.v.) primene 

Protekle tri decenije obeležila su intenzivna istraživanja različitih formulacija za ciljanu 

isporuku lekova baziranih na nanotehnologijama. Ove formulacije su tako postale glavna 

strategija kada je u pitanju ciljana terapija karcinoma. Nanofarmaceutici su prepoznati kao 

lekovi čijom primenom bi se značajno mogla povećati efikasnost u odnosu na toksičnost, 

što predstavlja osnovni problem kod klasičnih lekova koji su danas u upotrebi (117). Za 

veću efikasnost nanofarmaceutika zaslužna je povećana permeabilnost krvnih sudova 

tumora i povećano zadržavanje nanočestica u tumorskom tkivu (tzv. EPR efekat, engl. 

enhanced permeability and retention). Tumori čije krvne sudove odlikuje visoka propustljivost 

predstavljaju dobre kandidate za ovaj vid terapije. Nasuprot kapilarima zdravih organa kojima 

su endotelne ćelije usko priljubljene jedna uz drugu, novoformirane tumorske krvne sudove 

odlikuje abnormalna građa u vidu prisustva širokih fenestracija između ćelija (slika 13) (118). 

U zavisnosti od tipa tumora i stadijuma bolesti, veličina pora iznosi između 400 i 600 

nm (119). Usled ovakve građe, krvni sudovi tumora daleko su propustljiviji od zdravih, što 

omogućava lakši prolaz hranljivih materija i kiseonika, kao i terapijskih agenasa uključujući 

i nanočestica iz sistemske cirkulacije u tumorski intersticijum. Istovremeno zbog smanjenog 

limfnog drenažnog sistema, tumori mogu zadržavati veće količine nanočestica. Sa druge 

strane, konvencionalni lekovi u terapijskim dozama u stanju su da neometano difunduju 

kroz endotel krvnih sudova celog organizma, usled čega imaju potencijal da uzrokuju 

brojne neželjene reakcije (120). 
 

Slika 13. Efekat EPR omogućava neometan prolaz nanočestica iz 

sistemske cirkulacije u tkivo tumora. Prilagođeno prema (121) 
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Nanočestice bi trebalo da budu tako formulisane da nakon intravenskog injektovanja 

izbegnu prepoznavanje i uklanjanje od strane RES-a, čime se omogućava duže zadržavanje 

u sistemskoj cirkulaciji i bolja isporuka terapijskih agenasa tumorskom tkivu (Slika 14). 

Međutim, u praksi je pokazano da bez obzira na nanočestičnu formulaciju, najveći procenat 

nanočestica, injektovanih i.v. biva uklonjen od strane RES-a i pre nego što dospeju do 

ciljnog, tumorskog, tkiva (122). Zbog toga, razumevanje interakcije između nanočestica i 

RES-a je ključno za razvoj bezbednih i efikasnih nanomedicinskih terapija. 

Osim toga, kada se čestice uspešno transportuju iz krvnih sudova u tkivo tumora, da 

bi se postigao optimalni efekat terapije, neophodna je njihova ravnomerna distribucija u 

tkivu tumora. Međutim, tumorska stroma, koja se sastoji od vezivnog tkiva, krvnih sudova 

i ćelija imunskog sistema, kao i pritisak u njoj, često stvaraju fizičku barijeru koja može 

značajno uticati u sprečavanju penetracije čestica kroz nju i ciljanju tumorskih ćelija. 

 

Slika 14. Biodistribucija nanočestica nakon i.v. primene. Prilagođeno prema (67) 

Različiti postupci se primenjuju kako bi se unapredila efikasnost dostave formulacija 

u ciljna tkiva nakon intravenske primene, poput oblaganja nanočestica različitim oblogama 

i/ili funkcionalizacije površine nanočestica različitim tumor specifičnim ligandima, 

antitelima, citostaticima, radionuklidima (123,124). Iako su publikovani obećavajući 

rezultati sa nanoterapeuticima, uključujući proizvode sa komercijalnim nazivima Doxil 

(lipozomalni doksorubicin za metastatski karcinom jajnika) i Abraxane (za albumin vezani 

paklitaksel indikovan za metastatski karcinom dojke), ne može se reći da su dobijeni 

bezbedni i efikasni lekovi (67). Iako manje toksični od konvencionalnih formulacija 

citostatika, ovi lekovi takođe imaju brojna neželjena dejstva (stomatitis, senzorne 

neuropatije, nauzeju i dr). U poslednje vreme, široko je prihvaćen stav da samo pacijenati 

sa visoko permeabilnim tumorima mogu imati koristi od lekova baziranih na nanočesticama 

(118,125). Klinički posmatrano, tumori imaju visok nivo varijacija u vaskulaturi, što dalje 

utiče na ekstravazaciju leka i njegovu intratumorsku distribuciju. EPR je prevashodno 

primećen kod solidnih tumora, u ranim fazama karcinogeneze (displaziji i hiperplaziji) 

(119). Zato se smatra da je i.v. primena nanočestica od koristi kod ranih stadijuma bolesti, 

kada su lezije manje. 

Još jedan faktor koji onemogućava uspešnu terapiju i predstavlja veliki problem je 

činjenica koja je primećena u praksi, da se neovaskularizacija tumora vrši neravnomerno i da se 

ne odvija istim intenzitetom kao i deoba samih tumorskih ćelija (126). Kao rezultat, dolazi 
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do razvoja slabo vaskularizovanih tumora. Možda je ova činjenica ujedno i objašnjenje 

zašto terapija nanofarmaceuticima kod različitih vrsta tumora nije podjednako efikasna. 

Osim toga, primećeno je da nemaju svi tumorski krvni sudovi fenestre (pore i otvore) 

i samim tim povećanu sposobnost da propuštaju nanočestice. Ova pojava može biti 

prisutna čak i u okviru jednog tumora. Dok su određeni sudovi propustljivi i mogu da 

propuste nanočestice dijametra čak i do 200 nm, drugi ne mogu ni one od 3 nm (118). 

Kod pasivnog ciljanja tumora, često se pogrešno pretpostavlja da su svi krvni sudovi 

tumora jednako propusni i da svi tumori poseduju propustljive krvne sudove. Ovo 

može biti slučaj sa brzorastućim modelima tumora kod glodara, ali definitivno nije 

slučaj u humanoj populaciji, gde se značajno pojačana propustljivost krvnih sudova 

primećuje samo kod određenih vrsta tumora (npr. kod Kapošijevog sarkoma) i gde su 

samo određeni delovi tumora hiperpermeabilni. Takođe, treba napomenuti da se pri 

aktivnom ciljanju tumora često pogrešno pretpostavlja da ono može povećati ukupno 

nakupljanje lekova u tumoru. Međutim, ovo u praksi nije slučaj. Nanofarmaceutici 

ulaze u tumorski intersticijum putem pasivne ekstravazacije. Kako je prikazano na 

slici 15, nanofarmaceutici moraju da prođu kroz nekoliko slojeva ćelija poput pericita, 

glatkomišićnih ćelija i fibroblasta pre nego što dopru do tumorskih ćelija. Shodno tome, 

smatra se da je aktivno ciljanje tumorskih ćelija korisno samo za ciljanje određenih 

specifičnih tipova ćelija unutar solidnih tumora. 
 

Slika 15. Pasivno i aktivno ciljanje tumorskih ćelija. Prilagođeno prema (118) 

U određenim naučnim krugovima preovlađuje stav da je EPR efekat precenjen 

(127). Istraživanja su pokazala da samo mali procenat (oko 0,7%) ukupno primenjene doze 

nanočestica zapravo dospeva do solidnih tumora (128). Ovo ukazuje na to da, iako EPR 

efekat može biti koristan, njegova efikasnost u kliničkoj praksi je često ograničena. Tome 

ide u prilog i činjenica da je pomenuti efekat pretežno izučavan na animalnim tumorskim 

modelima, koji, prema nekim autorima, nisu pogodni iz razloga što predstavljaju brzorastuće 

tumore. Humani tumori pretežno nisu, u toj meri, brzorastući. Usled brzog rasta, kod 

animalnih tumorskih modela, razvoj novih krvnih sudova nije srazmeran rastu i razvoju 

krvnih sudova humanih tumora (118). 

1.4.2.2. Terapijska efikasnost nanoformulacija nakon intratumorske (i.t) primene 

Kako bi se prevazišla ograničenja i.v. primene, intratumorski način direktnog 

injektovanja nanočestičnih formulacija u tumor postao je alternativni metod (129,130). 

Injektovanjem nanočestičnih formulacija direktno u tumorsko tkivo izbegava se 

njihovo preuzimanje od strane organa retikuloendotelnog sistema i povećava zadržavanje 

na ciljnom mestu dejstva (tumoru). Za razliku od brze difuzije klasičnih lekova, citostatika, 
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iz tumora u krvotok i okolno zdravo tkivo nakon intratumorske primene, njihova primena 

u vidu nanočestičnih formulacija zadržava ih na mestu primene i ključna je za efikasnost 

terapije (131). 

Različite nanočestične formulacije bile su predmet istraživanja za intratumorsku 

primenu, poput lipozoma, micela, nanogelova, neorganskih nanočestica itd. Na slici 16 je 

prikazan metod intratumorskog injektovanja različitih nanočestičnih formulacija. 
 

Slika 16. Intratumorski način injektovanja nanočestica. Prilagođeno prema (122) 

Brojne nanočestične formulacije su prošle opsežna pretklinička ispitivanja, a pojedine 

su došle i do faze kliničkih ispitivanja. Nanotherm je prvi nanoterapeutik namenjen za 

intratumorsku primenu, prihvaćen od strane EMA-e 2010. godine u terapiji glioblastoma i 

kancera prostate (132). Sastoji se od nanočestica na bazi Fe3O4, prečnika 15 nm, obloženih 

aminosilanom. Primenjuje se u magnetnoj hipertermiji, za ciljano zagrevanje tumora i 

izazivanje toplotne ablacije tumora (133). Drugi lek razvijen od strane kompanije Nanobiotics 

je lek pod komercijalnim nazivom Hensify, odobren 2019. godine za terapiju sarkoma mekih 

tkiva. Predstavlja radionuklidni pojačivač na bazi hafnijum oksida (HfO2), veličine čestica 

50 nm, obloženih negativno naelektrisanom oblogom, fosfatom. Nakon intratumorske 

primene i izlaganja jonizujućem zračenju, ove nanočestice generišu elektrone koji pojačavaju 

radijacijom indukovanu ćelijsku smrt (134). U kombinaciji sa imunoterapijom, trenutno se 

nalazi u prvoj fazi kliničkih ispitivanja za terapiju karcinoma pluća i drugih 

adenokarcinoma (NCT02805894 i NCT03589339). 

Intratumorsko injektovanje nanočestičnih formulacija postaje obećavajući pristup u 

terapiji jer se kontrolom fizičko-hemijskih osobina nanočestičnih formulacija može uticati 

na njihovu distribuciju i zadržavanje u tumoru, što nije moguće istim načinom primene 

(i.t.) konvencionalnih lekova u molekulskom obliku (117). Brojni naučni radovi ukazuju 

na značajno ispitivanje i.t. primene nanofarmaceutika za dostavu radionuklida, β-emitera, 

sa ciljem smanjenja ozračivanja organa koji nisu od interesa za terapiju, a koje se javlja 

pri klasičnom, i.v. injektovanju radionuklida (135). 

Jedan od zahteva koji moraju radioobeležene nanočestice da ispunjavaju je njihova 

stabilnost i zadržavanje u tumoru u obliku radioobeleženih nanočestica nakon i.t. primene 

za razliku od primene klasičnih citostatika koji su dopremljeni vezani ili inkapsulirani u 

nanočesticama, i otpuštaju se iz nanoformulacije na mestu dejstva. Kako slobodan 

radionuklid ima potpuno drugačiji farmakokinetički profil u odnosu na nanočestičnu 

formulaciju, njegovo oslobađanje iz formulacije i distribucija van tumorskog tkiva bi 

značajno povećalo apsorbovanu dozu u zdravim organima i tkivima i dovelo do njihovog 
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oštećenja. Zato je glavni cilj razvoj formulacije u kojoj radionuklid gradi stabilan komp- 

leks sa nanočesticom. 

Iako je pokazano da injektovanje leka direktno u tumorsko tkivo ima niz potencijalnih 

prednosti u odnosu na sistemsku (i.v.) primenu, određeni činioci moraju biti uzeti u obzir 

pri razvoju novih nanočestičnih formulacija kako bi se povećala terapijska efikasnost leka, 

a smanjili sporedni, neželjeni efekati. Za postizanje maksimalne terapijske efikasnosti 

i.t. injektovane nanočestične formulacije, idealno bi bilo da se nanočestice uniformno 

raspodeljuju po celoj zapremini tumora, da se zadržavaju u tumorskom tkivu dovoljno 

dug vremenski period, dok zračenje ne ispolji svoj terapijski efekat, kao i da se 

radionuklid ne oslobađa i dospeva u sistemsku cirkulaciju. Samo zadržavanjem 

radioaktivnosti u tumoru omogućava se postizanje zadovoljavajućeg terapijskog efekta 

(117). Međutim, iako je kod nekih vidova terapija nephodno da lek bude preuzet od 

strane tumorskih ćelija gde će da deluje, kod radionuklidne terapije 

nanoradiofarmaceuticima radionuklidi moraju da se dovedu i zadrže unutar ili u blizini 

mesta gde treba da isporuči doza zračenja, kao kod brahiterapije. Brahiterapija je vid 

terapije koji se već dugi niz godina primenjuje u terapiji solidnih, dobro oivičenih 

tumora. Postupak se sastoji u implantaciji izvora jonizujućeg zračenja u vidu iglica 

direktno u tumorsko tkivo ili u njegovu blizinu. Iglice se implantiraju uz upotrebu 

katetera sa specijalno dizajniranim aplikatorima. Radioaktivni izvori se ostavljaju u 

organizmu u trajanju od nekoliko dana do nekoliko meseci, a zatim se moraju ukloniti iz 

organizma (136). Postupak je tako dizajniran da se velika doza zračenja isporučuje 

ciljnom tkivu, dok okolna tkiva i organi primaju minimalnu dozu. Iz kliničke perspektive, 

brahiterapija je dobar izbor za karcinome dojke, prostate, cerviksa, oka, glave i vrata, bilo u 

vidu monoterapije ili u kombinaciji sa hirurškom metodom lečenja (137,138). 

Međutim, ova procedura ima i svojih ozbiljnih nedostataka koji se ogledaju u tome 

što je postupak invazivan i veoma često uzrokuje komplikacije poput akutnih hemoragija i 

infekcija. Neretko se dešava da i drugi organi budu ozračeni. Takođe, neophodno je 

prisustvo visoko stručnog osoblja kao i specifični uslovi rada u smislu zaštite pacijenata i 

osoblja od jonizujućeg zračenja. Treba pomenuti da gotovo uvek postoji opasnost od 

neadekvatnog postavljanja ili migracije izvora zračenja u zdravo tkivo ili susedne organe. U 

literaturi su opisani slučajevi da je pri postavljanju iglica u tkivo prostate došlo do neželjene 

migracije i ozračivanja susednih organa, bešike i debelog creva (139). 

U nameri da se izbegnu pomenute negativne strane brahiterapije i da se spreči 

ozračivanje okolnih organa i tkiva, poslednjih decenija je došlo do ekspanzije u istraživanjima 

pogodnih nanomaterijala koji bi se mogli primeniti u ove svrhe, takođe i.t, ali na daleko 

pogodniji (komforniji) način. Upotreba nanočestičnih materijala obeleženih radionuklidima 

otkrila je novi pravac u okviru nuklearne medicine, poznat kao nanobrahiterapija. 

Kao alternativni pristup klasičnoj brahiterapiji, radioaktivne nanočestice se 

injektuju i.t, umesto implantacije iglica, što je daleko komforniji pristup po pacijenta. 

Osim toga, primenjene nanočestice su biorazgradive, tako da nije neophodan dodatni 

invazivni postupak odstranjivanja iz organizma, kao što je to neizostavno kod klasične 

brahiterapije. Kod brahiterapije radioaktivnim nanočesticama postoji mogućnost 

personalizovanog doziranja u zavisnosti od stadijuma bolesti i opšteg stanja organizma 

pacijenta. Još jedna prednost nanobrahiterapije je mogućnost praćenja napretka terapije 

neinvazivnim tehnikama poput MRI, CT, SPECT ili PET (139). 

Uprkos brojnim povoljnim rezultatima kada je u pitanju istraživanje nanomaterijala, 

veliki je izazov dobiti funkcionalni nanomaterijal koji će biti konkurentan klasičnoj 

brahiterapiji. U tom cilju neophodno je dobiti radioobeleženi nanomaterijal u visokom 

prinosu, stabilan in vivo, a postupak radioobeležavanja mora biti brz i jednostavan. U 
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literaturi je opisan veliki broj studija koje su pokazale obećavajuće rezultate primene 

nanočestica u eksperimentalnim životinjama poput miševa i pasa (140). 

Na terapijsku efikasnost nanočestičnih formulacija nakon i.t. injektovanja utiču kako 

interni faktori, odnosno osobine samog tumora, tako i eksterni faktori. Svi ovi faktori u 

planiranju jednog novog terapeutika moraju biti detaljno razmatrani. Na slici 17 prikazani 

su eksterni faktori i njihov uticaj na distribuciju nanočestičnih formulacija. 
 

 
Slika 17. Faktori koji utiču na intratumorsku distribuciju i.t. injektovanih nanočestica. 

Prilagođeno prema (122) 

Od internih faktora na intratumorsku distribuciju injektovanih nanočestica utiču: 

vrsta i tip tumora (biologija tumora), stadijum bolesti (veličina tumora), vaskularizacija 

tumora, osobine tumorskog mikrookruženja (TME), gustina i struktura strome, mreža 

krvnih sudova tumora, intersticijalni pritisak tečnosti unutar tumora (IFP). 

1.4.2.2.1. Tumorsko mikrookruženje (TME) 

Građa tumorskog mikrookruženja razlikuje se od građe normalnog tkiva, što se 

dalje odražava na intratumorsku difuziju i lokalizaciju injektovanih nanočestica. Jedna od 

glavnih karakteristika je prisustvo visokopropusnih, abnormalnih krvnih sudova koji su 

nepravilno organizovani i raspoređeni pretežno na njegovoj periferiji, dok limfni sudovi 

nisu dovoljno razvijeni (141,142). Sa jedne strane, ovakvi krvni sudovi omogućavaju ulazak 

nanočestica (tzv. EPR efekat), ali sa druge, dovode do povećanja IFP što dalje otežava 

penetraciju unetih nanočestica u tkivo tumora (143). 

Sledeća karakteristika tumorskog mikrookruženja jeste velika gustina ekstracelularnog 

matriksa i strome, što takođe ometa ravnomernu distribuciju injektovanih nanočestica 

po tkivu tumora. Tumorske ćelije su okružene bazalnom membranom, pericitima, 

fibroblastima, različitim vrstama ćelija imunskog sistema, tumorskim makrofazima (TAM), 

ekstracelularnim matriksom. Svi oni zajedno čine stromu tumora. Stroma je predominantna 

masa svakog tumora. U ekstracelularnom prostoru tumorskog tkiva je prisutno preko 

300 različitih komponenti, uključujući fibrozne molekule, proteoglikane, glikoproteine, 

glikozaminoglikane i druge. Najvažniji među njima su glikoproteini i kolagena vlakna. 

Prema literaturnim podacima, upravo oni predstavljaju glavnu prepreku za distribuciju 

nanočestica kroz tkivo tumora (117). U poređenju sa zdravim tkivom, tumorsko sadrži veće 

količine kolagena tipa I (proizvode ga fibroblasti povezani sa tumorima-CAF) (144–146). 
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Takođe i faktori poput visoko eksprimiranih enzima i IL-1, IL-6, LOX (lizil oksidaza) 

utiču na povećanje gustine ekstracelularnog matriksa. Sve navedeno je i razlog zašto 

matriks predstavlja barijeru za distribuciju nanočestica u odnosu na konvencionalne lekove 

(molekule). Osim toga, brzodeleće tumorske ćelije dovode do povećanja intratumorskog 

IFP od 0 do 3 mm Hg stuba (koliko iznosi pritisak u zdravim tkivima) od 5 do 40 mm 

Hg koliko je izmereno u nekim vrstama solidnih tumora (117). Na periferiji tumora, IFP 

naglo pada na nultu vrednost (119). Takođe je bitno napomenuti da tumori većeg dijametra 

imaju i veći IFP kao i povećanu ekspresiju angiogenih faktora, poput VEGF, PDGF i TGF 

beta (147,148). Visok IFP otežava distribuciju nanočestica kroz tumor, naročito kroz one 

većih dimenzija. Svi ovi činioci utiču na smanjene perfuzije, odnosno otežani transport 

nanočestica (149). 

Osnovni mehanizam distribucije nanočestica kroz tumorski intersticijum jeste 

difuzija. Mali molekuli, kao i strukture veličine do nekoliko nm, veoma lako difunduju 

kroz tumorski intersticijum, ali ga i veoma lako napuštaju. Nasuprot njima, nanočestice 

veće od 60 nm teško prolaze zbog interakcija sa tumorskim matriksom (150). Dokazano 

je da molekuli male mase i nanočestice prečnika manjih od 20 nm lako prolaze sve ove 

barijere, međutim, ispoljavaju zbog toga i više neželjenih efekata. Sa porastom prečnika 

čestica, smanjuje se njihova pokretljivost kroz tumorsko tkivo. Iz tog razloga neophodno 

je obezbediti nanočestice optimalnog dijametra za svaki tip tumora i njegove metastaze 

(119). Takođe, treba napomenuti da je kod solidnih tumora, neretka pojava da je središnji 

deo tumora, srž tumora, nekrotična, što dodatno doprinosi otežanoj difuziji nanočestica 

(151,152). S obzirom da se tumorske ćelije mnogo brže dele nego što su mogućnosti 

neoangiogeneze, tumori su generalno neravnomerno i slabo prokrvljena mesta (126). 

1.4.2.2.2. Uticaj fizičko-hemijskih osobina nanočestica 

Fizičko-hemijske osobine nanočestičnih formulacija usko su povezane sa njihovom 

intratumorskom distribucijom i one određuju interakciju sa strukturama tumorskog matriksa 

kao i njihovu difuzibilnost kroz tumorski intersticijum (117). 

Faktor koji se razmatra pri planiranju formulacije novog nanofarmaceutika je 

veličina čestica. Kada je u pitanju intravensko injektovanje nanofarmaceutika, poznato 

je da veličina čestica mora biti precizno kontrolisana jer je to glavni činilac koji određuje 

njihovu biodistribuciju i akumulaciju u organima i tkivima. Nasuprot ovome, kod i.t. 

injektovanja leka, opseg veličina čestica koje se mogu primeniti je značajno širi i ide 

čak do mikrometarskih dimenzija (155). U svakom slučaju, kako bi se dobio povoljniji 

terapijski ishod, kod injektiranja direktno u tumorsko tkivo, veličina nanočestica mora biti 

u određenom opsegu. Čestice manjih prečnika pokazuju tendeciju slobodnog difundovanja 

kroz tumorsku stromu, što nije slučaj kod čestica većeg prečnika (one su manje pokretne 

kroz tumorski intersticijum (119). Kao primer, Dreher i saradnici, došli su do zaključka da 

nanočestice dekstrana različitih molekulskih masa pokazuju različito ponašanje u tumoru. 

Dok su nanočestice od 3,3 kDa (3,5 nm) lako difundovale kroz tumorski intersticijum, 

one od 2 MDa su ostale na mestu injektovanja. Najbolju distribuciju pokazale su čestice 

molekulske mase od 40 do 70 kDa (5 do 7 nm) (156). 

Drugi faktori od značaja su morfologija i površinsko naelektrisanje nanočestice. 

Primećeno je da nanočestice u obliku iglica, odnosno duguljastog oblika, bolje difunduju 

kroz tumorsko tkivo od nanočestica oblika sfera ili diskova (157). 

Dokazano je i da površinsko naelektrisanje ima značajnog uticaja na interakciju 

između nanočestica i ćelija kao i na ćelijsku internalizaciju. Neutralne čestice difunduju 

brže kroz tumor i homogenije se raspoređuju od pozitivno ili negativno naelektrisanih, 
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koje zbog naelektrisanja reaguju sa matriksom i ćelijama u tkivu tumora (158). Kako je 

ćelijska površina jako negativno naelektrisana, pozitivno naelektrisane nanočestice će se 

mnogo više internalizovati nego negativno naelektrisane ili neutralne. Jake interakcije sa 

ćelijama ne idu u prilog njihovoj pokretljivosti kroz tumorsko tkivo. Svakako je potrebno 

kontrolisati površinsko naelektrisanje jer jako negativno naelektrisanje ometa endocitozu 

nanočestica u ćelije. Modifikacija površine je pogodan metod kojim se može uticati na 

njihovu intratumorsku distribuciju. PEG se često koristi za oblaganje nanočestica kako 

bi se smanjenjem opsonizacije povećala njihova stabilnost i produžilo vreme boravka u 

cirkulaciji nakon intravenske primene. Nanočestice obložene PEG-om često se koriste u 

medicini zbog njihove sposobnosti da izbegnu imunski sistem, čime se smanjuje njihovo 

prepoznavanje i uklanjanje od strane RES-a (159). 

 

1.4.2.2.3. Tehnika injektovanja leka 

Jedan od izuzetno važnih faktora koji utiče na i.t. distribuciju nanočestica je i sama 

tehnika injektovanja u tumorsko tkivo. Postupak i.t. injektiranja leka, koji uključuje varijable 

poput injektovane doze, brzine injektovanja, lokalizacije i broja injektovanja po tumoru, 

značajno utiče na terapijski ishod. Preporuka je da se nanočestice injektuju u središnji deo 

tumorskog tkiva. Ako se injektuju na periferiji, čestice će teže doći do srži tumora zbog 

postojećeg IFP. Osim toga, postoji i opasnost da ulaskom u krvne sudove, nanočestice budu 

odstranjene iz tkiva tumora. Tehnika multiplih injektovanja u tkivo tumora pokazala se 

kao efikasan pristup (160). Takođe i doza, kao i brzina injektovanja moraju biti prilagođeni 

veličini tumorske mase. Treba istaći da u slučaju primene veće zapremine leka ili ako je 

brzina injektovanja veća, postoji opasnost da dođe do eliminacije leka iz tumora, a 

samim tim i do mogućeg ispoljavanja štetnih efekata u drugim organima. Obratno, 

ukoliko se nanofarmaceutik isuviše sporo injektuje, zbog prisutnog velikog IFP, postoji 

šansa da se neće ravnomerno raspodeliti po tumorskom tkivu, odnosno da će ostati na 

mestu primene. Tokom kliničkih studija neophodno je razviti metodu primene 

nanočestičnih formulacija direktno u tkivo tumora upotrebom, za ovu svrhu, 

specijalno dizajnirane dugačke igle (izuzetak je melanom, kao površinski tumor). 

Limitirani pristup tumorima koji su lokalizovani duboko u tkivu je osnovno 

ograničenje kada je u pitanju ovaj vid injektovanja leka. 

Za precizno direktno intratumorsko injektovanje nanočestičnih formulacija u tkivo 

tumora kod čoveka potrebno je koristiti minimalno invazivne tehnike vođene radiološkim 

metodama vizuelizacije (rendgen, ultrazvuk, skener ili magnetna rezonanca). Ova tehnika 

omogućava ciljanu terapiju sa manje bola i bržim oporavkom u poređenju sa tradicionalnim 

hirurškim metodama, kao i manjim rizikom i manjim troškovima lečenja. 

Uopšteno, i.t. način primene je pogodna metoda za API koje ispoljavaju nepovoljan 

farmakokinetički profil ili one sa visokom sistemskom toksičnošću. Prednosti pomenute 

metode su što se primenjena doza zračenja može prilagoditi konkretnom tipu i veličini 

tumora kao i zdravstvenom stanju svakog pacijenta ponaosob. 

Iz do sada prikazanih literaturnih podataka se može zaključiti da, iako su magnetne 

i druge nanočestične formulacije već decenijama bile predmet brojnih in vitro i in vivo 

istraživanja i brojni lekovi dobili odobrenje od regulatornih tela za upotrebu u humanoj 

populaciji, još uvek postoji mnogo nepoznanica u vezi sa njihovim ponašanjem u živim 

sistemima, u pogledu toksičnosti, biodistribucije, mehanizmu dejstva, kretanju kroz 

krvne sudove, tkiva itd. (83). 
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2. CILJEVI I RADNE 

HIPOTEZE ISTRAŽIVANJA 
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2.1. Ciljevi istraživanja 

Osnovni cilj istraživanja ove doktorske disertacije je razvoj novih radiofarmaceutika na 

bazi obloženih superparamagnetnih nanočestica obeleženih radionuklidima tehnecijumom- 

99m i lutecijumom-177 za potencijalnu primenu u dijagnostici i terapiji karcinoma kroz: 

1) sintezu stabilnih biokompatibilnih SMNČ i ispitivanje uslova za njihovo oblaganje 

biokompatibilnim jedinjenjima (HEDP, MDP i DMSA); 

2) fizičko-hemijsku karakterizaciju neobloženih i obloženih SMNČ; 

3) određivanje SAR vrednosti obloženih SMNČ; 

4) ispitivanje uslova obeležavanja obloženih SMNČ sa 99mTc i 177Lu; 

5) ispitivanje biološke raspodele radioobeleženih SMNČ po organima eksperimentalnih 

životinja (pacovi i miševi); 

6) in vivo ispitivanje terapijske efikasnosti radioobeleženih SMNČ na ksenograft 

modelu 4T1 ćelijske linije mišjeg karcinoma dojke i CT-26 ćelijske linije mišjeg 

karcinoma kolona ( BALB/c miševi). 

 

 

2.2. Radne hipoteze istraživanja 

1) Odgovarajućim postupkom sinteze SMNČ na bazi Fe3O4 i njihovim oblaganjem 

sa tri biokompatibilna jedinjenja (MDP, HEDP i DMSA) dobijaju se SMNČ u 

vidu stabilnih nanosuspenzija, pogodnih za in vivo primenu. 

2) Obeležavanjem obloženih SMNČ tehencijumom-99m, dobijaju se in vitro i in 

vivo stabilne radioobeležene SMNČ koje kada se izlože spoljašnjem 

magnetnom polju imaju sposobnost zagrevanja i mogu da se primene kao 

teranostički agens. 

3) Obeležavanjem obloženih SMNČ lutecijumom-177 dobijaju se radioobeleženi 

in vitro i in vivo stabilni nanosuspenzije za primenu u radionuklidnoj terapi- 

ji tumora. 

4) Potencijalni terapijski agens se nakon injektovanja direktno u tumorsko tkivo 

eksperimentalnog animalnog modela (intratumorska injekcija), zadržava u 

tumorskom tkivu dovoljno dug vremenski period da zračenje može da ispolji 

svoje terapijsko dejstvo na tumorska tkiva. 

5) Antitumorski efekat nakon i.t. injektovanog 177Lu-DMSA-SMNČ zavisi od 

primenjene doze zračenja i veličine tumora. 
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3. EKSPERIMENTALNI DEO 
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3.1. Materijal 
 

 
Hemikalije i reagensi: 

• Gvožđe(II)-sulfat, heptahidrat, FeSO4∙7H2O, Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(Taufkirchen, Nemačka) 

• Gvožđe(II)-hlorid, tetrahidrat, FeCl2∙4H20, Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(Taufkirchen, Nemačka) 

• Gvožđe(III)-nitrat, nonahidrat Fe(NO3)3 x 9H2O, Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(Taufkirchen, Nemačka) 

• Rastvor amonijaka (≥25% NH3 u H2O) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, 

Nemačka) 

• Etanol, C2H5OH, Merck, Darmstadt, Nemačka 
• Metanol, CH3OH, Merck, Darmstadt, Nemačka 

• Etilacetat, CH3COOC2H5, Merck, Darmstadt, Nemačka 
• Metilendifonsfonska kiselina (MDP), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, 

Nemačka) 

• 1-hidroksietiliden-1,1-difosfonska kiselina (HEDP) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

(Taufkirchen, Nemačka)  

• Kalaj(II)-hlorid, dihidrat, SnCl2x 2H2O, Merck, Darmstadt, Nemačka 

• Dimerkaptoćilibarna kiselina, (mezo-2,3-dimerkaptoćilibarna kiselina, DMSA) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Nemačka) 

• Dimetilsulfoksid (DMSO), (CH3)2SO, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, 

Nemačka) 

• Voda za injekcije (B. Braun Medical, SA) 

• Natrijumhidroksid, NaOH, Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Nemačka) 

• Hlorovodonična kiselina 37%, HCl, Merck (Darmstadt, Nemačka) 

• Humani serum albumin 20% - „Zavod za transfuziju krvi”, Beograd 

• Fiziološki rastvor, 0,9% NaCl, Hemofarm AD 

• Rastvor penicillina (10 000 IJ) i streptomicina 10 mg/ml), Sigma -Aldrich 

• RPMI-1640 medijum, Merck, Darmstadt, Nemačka 

• 0,25% rastvor tripsin- EDTA, Sigma -Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, 

Nemačka) 

• Ketamin, 100 mg/ml, Laboratorio Sanderson S.A. (Santiago, Čile) 

• Ksilazin, 20 mg/ml, Rompun, Baier, (Puteaux, Francuska) 

• Toluen, Zorka Pharma Hemija 

• Hematoksilin G2, Biognost (Zagreb, Hrvatska) 

• Tripan plavo, Sigma – Aldrich (Poole, Velika Britanija) 

• Eozin, Sigma -Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Nemačka) 

• Aluminijum sulfat, Al2(SO4)3, Merck, Darmstadt, Nemačka 

• Nuclear fast red, Sigma -Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Nemačka) 

• Entellan®, Sigma -Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Nemačka) 
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Potrošni materijal: 

• ITLC-SG trake, Agilent Technologies, SAD 

• Creva za dijalizu (MWCO - 12kDa), prečnika 15 mm, širine 23 mm, Sigma- 

Aldrich 
• Ploče sa 96 bunara, Flow Laboratories, Oldham, Velika Britanija 

• Polarizovane mikroskopske pločice (Superfrost Plus, Thermo Scientific) 

• Tube za centrifugiranje, 15 ml, Corning® Science, Mexico 

• Boce za ćelijsku kulturu, 75 cm2, Greiner Cell Star ® Dish, Sigma - Aldrich 

• Filter za sterilizaciju, 0,22 μm, MillexGP, Merck Millipore® 

 

Uređaji: 

• Mikrotalasna pećnica, ETHOS EASY, Milestone, Italija 

• Centifuga Beckman Avanti J-20, Beckman Coulter Life Sciences, SAD 

NaI (Tl) gama brojač, Wizard 2480, Perkin Elmer, SAD 
• NaI (Tl) gama brojač, Wallac Compu Gamma Counter LKB, Finska 

• Doze kalibrator, Capintec CRC-15 -β, SAD 

• Gama kamera (Siemens e_cam, Duall Head, SAD) 

• UV-VIS spektrofotometar, Molecular devices Spectra MAX 250, Marshall 

Scientific, SAD 
• DM 100 uređaj, nB nanoScale Biomagnetic, Španija 

• BRUKER® In-Vivo Xtreme II uređaj, Bruker, SAD 

• JEOL-JEM-1010 transmisioni elektronski mikroskop, JEOL, Japan 

• SmartLab® X-ray difraktometar visoke rezolucije, Rigaku, Japan 

• Zetasizer Nano – ZS90 uređaj, Malvern Instruments Ltd, Velika Britanija 

• Nicolet iS50 FTIR spektrofotometar, Thermo Fisher Scientific, SAD 

• Komora sa laminarnim protokom vazduha, 1V2, Iskra 

• MPMS XL- 5 SQUID magnetometar, Quantum Design, SAD 

• Kriotom, Kedi Instrumental Equipment, Kina 

• Leica DM LS2 mikroskop, Leica Microsystems, Nemačka 

• Canon PowerShot S70 kamera, Canon, SAD 

• CO2 Inkubator, ICB-CO2-80/160, Thermo Scientific, SAD 

 

Radionuklidi: 

• Rastvor natrijum pertehnetata (Na99mTcO4), dobijen je eluiranjem 99Mo/99mTc 

generatora, proizvedenog u Laboratoriji za radioizotope, Instituta za nuklearne 

nauke „Vinča“, Instituta od nacionalnog značaja za Republiku Srbiju, Univerziteta 

u Beogradu. 
• Rastvor lutecijum-177 hlorida (177LuCl

3
), kupljen je od ITM Oncologics GmbH 

(Nemačka) 
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3.2. Sinteza SMNČ na bazi Fe3O4 

3.2.1. Sinteza SMNČ taloženjem iz rastvora (metoda koprecipitacije) 

Sinteza SMNČ je izvedena prema metodi koju je sedamdesetih godina prošlog 

veka razvio francuski naučnik Massart (161). Metoda se zasniva na taloženju nanočestica 

magnetita (Fe
3
O

4
) pri molskom odnosu Fe2+ i Fe3+ jona od 1:2 u baznom rastvoru. 

U stakleni trogrli balon zapremine 250 ml, opremljen refluks kondenzatorom i 
termometrom, uz zagrevanje u vodenom kupatilu, prvo je uneto po 15 ml vodenih rastvora: 

0,3 M FeCl3∙6 H2O (1,82 g) i 0,15 M FeSO4∙7H2O (0,94 g). Smeša je zagrevana uz neprestano 
mešanje na magnetnoj mešalici do postizanja temperature od 80 ℃. 

Kada je postignuta temperatura, dodavanjem 20-25 ml 25% rastvora NH3 u H2O 

podešena je pH vrednost reakcione smeše (nanosuspenzije) u opsegu od 10 do 11. Mešanje 

nastale crne nanosuspenzije se nastavlja na magnetnoj mešalici u narednih 60 minuta, na 

konstantnoj (prethodno postignutoj) temperaturi. Nakon toga, u cilju taloženja formiranih 

magnetnih čestica, sintetisane Fe3O4 SMNČ, prenete su iz staklenog balona u čašu, 

postavljenu na spoljašnji magnet. Supernatant je dekantovanjem odvojen od taloga (tzv. 

magnetna dekantacija). Talog se više puta resuspenduje i ispira destilovanom vodom i 

supernatant dekantuje sve do postizanja pH vrednosti supernatanta između 7 i 8. Kako bi 

se dobijena nanosuspenzija mogla koristiti za dalja istraživanja, dobijeni crni talog Fe3O4 

SMNČ (0,522 g) je zatim resuspendovan u 30 ml redestilovane vode. 

 

3.2.2. Sinteza SMNČ metodom koprecipitacije 

uz završni kiselinski tretman prečišćavanja 

SMNČ su sintetisane istim postupkom i pod istim reakcionim uslovima kao što je 

prethodno navedeno. U dobijenu nanosuspenziju nakon ispiranja i magnetne dekantacije, 

dodato je 30 ml 2 M HNO3 da bi se kiselinskim tretmanom eliminisali mogući hidroksidi 

gvožđa nastali tokom reakcije koprecipitacije. Zatim je u suspenziju nanočestica dodato 

150 ml 0,1 M rastvora Fe(NO3)3∙9H2O i da bi došlo do potpune oksidacije nanočestica, 

dobijena smeša je održavana na temperaturi ključanja tokom 30 minuta, a zatim ohlađena 

do sobne temperature. Nakon uklanjanja supernatanta magnetnom dekantacijom, ovaj 

kiselinski tretman je ponovljen još jedanput. Nakon toga, dobijeni talog je ispran acetonom, 

koji je zatim uparen u rotacionom vakuum uparivaču do dobijanja suvog ostatka. 

 

3.2.3. Sinteza SMNČ metodom koprecipitacije 

uz primenu mikrotalasnog tretmana 

SMNČ su sintetisane metodom koprecipitacije na isti način kako je prethodno već 

opisano u prvom postupku. Kao nastavak procesa sinteze koprecipitacijom, korišćen je 

tretman u mikrotalasnom polju. Dobijena količina nanočestica (oko 0,52 g) rastvorena je 

u 90 ml redestilovane vode i podeljena u tri teflonske kivete, zapremine približno 30 ml 

po kiveti. Po propisanom protokolu kivete su zatvorene i stavljene u mikrotalasnu pećnicu 

(ETHOS EASY, Milestone, Italija) koja je opremljena rotorom model SK-15. Kivete su 

testirane na maksimalni pritisak od 100 bara. Snaga mikrotalasnog zračenja je podešena 

tako da bude od 0 do 1000 W, uz kontrolisano linearno zagrevanje nanosuspenzije u 

kivetama od sobne temperature do 100°C u toku 10 minuta. Po postizanju temperatura od 
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100 °C, nanosuspenzije su ostavljene na toj temperaturi još 20 minuta. Nakon toga, u toku 

10 minuta nanosuspenzije su hlađene u samoj komori, a zatim su izvađene i ohlađene do 

sobne temperature. Pomoću spoljašnjeg permanentnog magneta, nanočestice se istalože i 

odvoje od supernatanta. Talog je ispiran redestilovanom vodom nekoliko puta do negativne 

reakcije na hloride i sulfate, a zatim dispergovan u redestilovanoj vodi. Jedan deo dobijenih 

nanočestica je sušen preko noći na temperaturi od 50 °C i za dalja istraživanja sprašen u 

porcelanskom avanu. 

 

3.3. Postupak funkcionalizacije sintetisanih SMNČ 

 
3.3.1. Oblaganje SMNČ bisfosfonatima HEDP i MDP 

Postupak funkcionalizacije površina nanočestica bisfosfonatima, 1- hidroksietiliden- 

1,1-difosfonskom kiselinom (HEDP) i metilendifonsfonskom kiselinom (MDP), izveden 

je prema metodi koju su 2017. godine razvili Radović i saradnici (162). U dva reakciona 

balona zapremine 50 ml prenesena je po trećina sintetisanih magnetitnih čestica (~174 mg), 

dobijenih metodom koprecipitacije. U svaki balon je dodato po 2 ml vodenog rastvora 

HEDP ili MDP (350 mg, pH 8-9), tako da je molski odnos između Fe3O4 i bisfosfonata 

bio 1:2. Za podešavanje pH vrednosti vodenih rastvora HEDP i MDP korišćen je 25% 

rastvor NH3. Zatim je nanosuspenzija magnetita i bisfosfonata konstantno mešana 

tokom 2 časa na temperaturi od 30 °C. U cilju uklanjanja viška molekula bisfosfonata, 

nanosuspenzije čestica su prenete u creva za dijalizu (12kDa MWCO) i dijalizirane 

tokom 24 časa u 2 l vode, na sobnoj temperaturi do postizanja pH vrednosti 

nanosuspenzija između 7 i 8. Nakon toga, nanosuspenzije bisfosfonatima obloženih 

SMNČ pažljivo su prenete iz creva za dijalizu u staklene bočice zapremine 20 ml. 

 

3.3.2. Oblaganje SMNČ sa DMSA 

Za funkcionalizaciju mezo-2,3-dimerkaptoćilibarnom kiselinom (DMSA), preostala 

trećina magnetnih nanočestica (~174 mg) preneta je u treći reakcioni balon zapremine 50 

ml, gde je dodato 10 ml 0,8 M rastvora DMSA u DMSO. Molski odnos između Fe3O4 i 

DMSA bio je 1:2, a pH vrednost nanosuspenzije podešena je na približno 6. 

Nanosuspenzija je nakon toga kontinuirano mešana na magnetnoj mešalici u naredna 

24 sata na temperaturi od 30 °C. Nakon toga, višak molekula DMSA je uklonjen postupkom 

dijalize na prethodno pomenut način. 

 

 

3.4. Metode fizičko-hemijske karakterizacije sintetisanih SMNČ 

 
3.4.1. Elektronska mikroskopija 

Raspodela veličina sintetisanih SMNČ i njihova morfologija određeni su korišćenjem 

transmisione elektronske mikroskopije (TEM) na JEOL-TEM 1010 (JEOL, Tokyo, Japan) 

mikroskopu pri radnom naponu od 100 kV. Uzorci za TEM merenja pripremani su tako 

što su sintetisane SMNČ najpre dispregovane u vodi, a zatim nakapavane na bakarne 

mrežice obložene slojem ugljenika i ostavljene na sobnoj temperaturi da rastvarač ispari. Za 

obradu slika je korišćen Image J softver u manuelnom modu. Srednja veličina i statistička 

raspodela čestica po veličini su procenjene merenjem najvećeg unutrašnjeg prečnika 350 
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vani na normalizovanu logaritamsku funkciju, 

 

(Rigaku, Tokyo, Japan). Kao izvor X-zraka 

 

K 

 

pod uglom od 90o 

dodatkom 0,9% rastvora NaCl. Za svaki uz 
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3.4.2. Rendgenska difrakcija na prahu 
 

= 2) 
 

 

3.4.3.  
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3.4.4. Furijeova transformaciona infracrvena spektroskopija 

Za kvalitativnu analizu funkcionalnih grupa i strukturnu karakterizaciju neobloženih 

i obloženih SMNČ korišćena je Furijeova transformaciona infracrvena spektroskopija 

(FTIR) spektroskopija. FTIR spektri analiziranih uzoraka snimljeni su na Nicolet™ iS50 

FTIR spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific, SAD), u ATR (eng. attenuated total 

reflectance) režimu u oblasti talasnih dužina od 400 do 4000 cm-1, sa rezolucijom od 4 

cm-1, na sobnoj temperaturi. Prah SMNČ za snimanje je pripremljen sušenjem na 50 C̊ u 
toku 24 h. 

 

3.4.5. Magnetna merenja 

Merenje magnetnih osobina neobloženih i obloženih SMNČ je urađeno na Quantum 

Design magnetometru MPMS-XL-5. Sprašeni uzorci čestica su homogenizovani i u količini 

od 50 mg su sipani u želatinske kapsule koje se zatim postave u magnetometar. Zavisnost 

magnetizacije od jačine magnetnog polja pri konstantnoj temperaturi merena je u intervalu 

od -5 T do 5 T na 300 K. 

 

3.4.6. Određivanje specifične brzine apsorpcije (SAR) 

Za određivanje efikasnosti zagrevanja obloženih SMNČ u nanosuspenziji korišćen je 

DM1 aplikator (DM100 serija, nB nanoScale Biomagnetic, Saragosa, Španija) opremljen 

temperaturskim senzorom na bazi optičkog vlakna. Kinetičke krive grejanja su snimljene 

u magnetnom polju jačine 300 Gs (23,9 kA·m−1) i rasponu frekvencija od 252 do 577 kHz, 

u vremenskom intervalu od 180 s. Kako bi se odredile SAR vrednosti, 1 ml nanočestica 

koncentracije 5 mg·ml−1 je sipano u kivetu aplikatora. Kinetičke krive su izmerene upotrebom 

sistema optičkog vlakna, čiji je senzor uronjen u kivetu sa nanočesticama. Temperatura 

nanosuspenzije u toku eksperimenata je održavana ispod 65 °C kako bi se minimiziralo 

isparavanje vode i sprečila destabilizacija čestica nastala usled promene koncentracije 

nanosuspenzije. Dobijene SAR vrednosti (izražene kao W·g−1 nanočestica) su procenjene 

fitovanjem kinetičkih krivih na linearnu funkciju u prvih 20 s metodom inicijalnog nagiba 

(dT/dt)0 (165). SAR vrednosti su zatim izračunate iz jednačine: 

 
/  

     
 (3) 

gde je CNP - specifični toplotni kapacitet nanočestice (J·kg−1·K−1), C - specifični toplotni 

kapacitet medijuma (vode), ρ NP - gustina nanočestice u nanosuspenziji (1Kg·m−3), ρ1 - gustina 

tečnosti u nanosuspenziji (Kg·m−3), - maksimalni temperaturni gradijent (K·s−1) 

 

3.5. Radioobeležavanje 

 
3.5.1. Optimizacija obeležavanja obloženih SMNČ tehnecijumom-99m 

Optimizacija uslova obeležavanja SMNČ tehnecijumom-99m sastojala se u ispitivanju 

uticaja različitih parametara (količinski odnos čestica i kalaj(II) jona, pH sredine, temperatura 

i vreme obeležavanja), na prinos obeležavanja. 

Prinos radioobelažavanja SMNČ predstavlja procenat vezane radioaktivnosti za 

SMNČ u odnosu na ukupnu dodatu radioaktivnost. 
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U 50 μl nanosuspenzija MDP/ HEDP/ DMSA obloženih SMNČ koncentracije 5 

mg/ml, dodato je od 50 do 160 μl rastvora SnCl2 (2,5 mg/ml u 0,5 M HCl) i nakon blagog 
mućkanja dodata je odgovarajuća zapremina rastvora Na99mTcO

4 
približne aktivnosti 18,5 

MBq. Nanosuspenzija je dopunjena redestilovanom vodom do ukupne zapremine od 1 ml. 
Kod ispitivanja uticaja pH sredine, pH vrednost nanosuspenzije podešavana je na različite 

vrednosti u rasponu 3 - 8 dodatkom 0,5 M rastvora NaOH ili 0,5 M HCl. Suspenzija je 

zatim inkubirana na sobnoj temperaturi ili zagrevanjem u vodenom kupatilu na temperaturi 

od 950C u vremenskom trajanju od 30 i 60 minuta. Postupkom magnetne dekantacije uz 

pomoć spoljašnjeg magneta, radioobeležene obložene SMNČ odvajaju se od supernatanta. 

Supernatant, koji sadrži slobodne jone 99mTcO
4 

- se odbacuje. Preostali talog se nekoliko 

puta ispira redestilovanom vodom, a zatim se disperguje u 4 ml 0,9 % rastvora NaCl za 
dalja ispitivanja. 

 

3.5.2. Optimizacija obeležavanja obloženih SMNČ lutecijumom-177 

Za obeležavanje obloženih SMNČ radionuklidom 177Lu3+ korišćena je metoda 

direktnog vezivanja radionuklida za funkcionalne grupe na površini obloženih SMNČ, a 

koja podrazumeva inkubaciju obloženih SMNČ sa 177Lu na određenoj temperaturi i pH, 

u određenom vremenskom trajanju. 

U 1,1 ml nanosuspenzije (~ 10 mg) MDP /HEDP/ DMSA obloženih SMNČ se 
doda određena zapremina rastvora 177LuCl

3 
približne aktivnosti 370 MBq, a pH vrednost 

nanosuspenzije prethodno je podešena na pH 4 (za MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ) (166) i 
pH 6,5 (za DMSA-SMNČ) (167) dodatkom 0,5 M NaOH ili 0,5 M HCl. Nanosuspenzija 

je zatim inkubirana na sobnoj temperaturi ili zagrevanjem u vodenom kupatilu na 95 °C, 

u vremenskom trajanju od 30 i 60 minuta. Kao i kod obeležavanja tehnecijumom-99m, 

postupkom magnetne dekantacije pomoću spoljašnjeg magneta radioobeležene SMNČ 

se razdvoje od supernatanta. Supernatant koji sadrži slobodni 177Lu3+ se odbaci, dok se 

preostali talog ispere više puta redestilovanom vodom i nakon toga talog se disperguje u 

4 ml 0,9% rastvora NaCl. 

 

3.5.3. Određivanje radiohemijske čistoće radioobeleženih SMNČ 

Određivanje radiohemijske čistoće je neophodno pre primene radioobeleženih 

SMNČ, jer se na osnovu nje može zaključiti koji je dominantni oblik radionuklida prisutan 

u suspenziji. 

3.5.3.1. Određivanje radiohemijske čistoće tehnecijumom-99m obeleženih obloženih 

SMNČ 

Radiohemijska čistoća tehnecijumom-99m obeleženih obloženih SMNČ određena 

je primenom uzlazne instant hromatografije na tankom sloju (ITLC). Kao stacionarna 

faza korišćene su papirne trake impregnirane silika-gelom (ITLC-SG trake) dužine 15 cm 

i širine 2 cm, dok su kao mobilna faza upotrebljeni: 

a) aceton (slobodni 99mTcO
4 

- putuje sa frontom mobilne faze (Rf=0,8-1,0), dok 

redukovani/hidrolizovani 99mTcO
2 

i 99mTc-SMNČ ostaju na startu (Rf=0,0)) i 
b) smeša rastvarača, piridin: sirćetna kiselina: voda, u zapreminskom odnosu 3:5:1,5 

(redukovani/hidrolizovani 99mTcO 
2 
ostaje na startu (Rf=0,0), dok i 99mTcO - i 99mTc- 

SMNČ putuju sa frontom mobilne faze). 
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U komoru za razvijanje hromatograma uzlaznom tehnikom sipa se rastvarač koji 

predstavlja mobilnu fazu. Komora se zatvara da bi se postigla ravnomerna zasićenost 

molekulima rastvarača u svim delovima komore. Na prethodno pripremljenu traku nanosi 

se mikropipetom 5 μl ispitivanog uzorka na rastojanju od 2 cm od početka trake i taj 

položaj se označava kao startna linija (S). Zatim se traka postavi ukoso u komoru tako 

da nivo rastvarača ne dosegne visinu na kojoj se nalazi ispitivani uzorak, a razdvajanje 

počinje kada mobilna faza pod dejstvom kapilarnih sila počne da se kreće uzlazno. 

Razvijanje hromatograma predstavlja proces razdvajanja komponenata na tankom sloju 

i završava se kada front rastvarača dođe do unapred određene visine pri kraju trake. Tada 

se traka vadi iz komore, zabeleži se front rastvarača i traka se seče na podeoke širine 1 cm. 

Raspodela radioaktivnosti duž trake se određuje merenjem radioaktivnosti svakog 

podeoka ponaosob, u NaI γ brojaču. Identifikacija razdvojenih komponenata, vrši se 

izračunavanjem Rf vrednosti, a kvantitativna analiza preračunavanjem radioaktivnosti 

svake od komponenata u donosu na ukupnu radioaktivnost hromatografske trake i izražava 

se u procentima. 

Kombinujući rezultate primene ova dva sistema, izračunava se radiohemijska čistoća 

ispitivanih tehnecijumom-99m obeleženih obloženih SMNČ (168,169). Za sva merenja 

primenjeni su isti geometrijski uslovi. Dobijeni rezultati predstavljeni su kao srednja 

vrednost tri vrednosti merenja ± standardna devijacija. 

3.5.3.2. Određivanje radiohemijske čistoće lutecijumom-177 obeleženih obloženih 

SMNČ 

Prinos obeležavanja obloženih SMNČ sa radionuklidom 177Lu ispitan je određivanjem 

radiohemijske čistoće suspenzije lutecijumom-177 obeleženih obloženih SMNČ. 

Radiohemijska čistoća lutecijumom-177 obeleženih obloženih SMNČ određena je na 

isti način kao i kod tehnecijumom-99m obeleženih obloženih SMNČ, korišćenjem 

metode tankoslojne hromatografije. Kao stacionarna faza su takođe korišćene ITLC-SG 

trake, dok je kao mobilna faza korišćen 0,9% rastvor NaCl. U ovakvom 

hromatografskom sistemu lutecijumom-177 obeležene obložene SMNČ ostaju na startu 

(Rf = 0,0), dok se slobodni joni 177Lu3+ putuju sa frontom mobilne faze (Rf = 0,9–1,0). 

 

3.5.4. Određivanje in vitro stabilnosti tehnecijumom-99m obeleženih obloženih 

SMNČ i lutecijumom-177 obeleženih obloženih SMNČ 

In vitro stabilnost radioobeleženih obloženih SMNČ praćena je ispitivanjem 

njihove radiohemijske čistoće nakon inkubiranja u fiziološkom rastvoru i humanom 

serumu na 37 oC, u toku određenog vremenskog intervala. Zapremina od 0,2 ml svake od 

ispitivanih nanosuspenzija obeleženih obloženih SMNČ dodata je u 2 ml 0,9% NaCl 

odnosno u 2 ml humanog seruma i inkubirano u termostatu na 37 oC. Kod tehnecijumom- 

99m obeleženih obloženih SMNČ, uzorci su uzimani 30 min, 1, 2 i 24 sata nakon 

inkubiranja, dok kod lutecijumom-177 obeleženih obloženih SMNČ, uzorci su uzimani 

nakon 2, 12, 24, 72, 96 i 144 sati. Radiohemijska čistoća ispitivanih uzorka određena je 

koristeći gore navedene hromatografske uslove. 
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3.6. Eksperimentalne životinje 

 
Etička komisija Instituta za nuklearne nauke „Vinča“ je podržala, a Ministarstvo 

poljoprivrede, šumarstva i vodoprivrede Republike Srbije, u skladu sa Nacionalnim 

zakonom o dobrobiti životinja i Direktivom EU 2010/63/EU, odobrilo (dozvole br. 323- 

07-04725/2018-05 i 323-07-10153/2022-05) eksperimente na laboratorijskim životinjama 

(Wistar beli pacovi i BALB/c miševi). Životinje su redovno praćene od strane veterinara. 

 

3.6.1. Wistar beli pacovi 

U eksperimentalnom radu korišćeni su zdravi pacovi soja Wistar, muškog pola, 

telesne mase 100 ± 10 g i starosti 4 nedelje, kao i telesne mase od 300 do 350 g i starosti do 

8 nedelja. Pacovi su dobijeni od Laboratorije za molekularnu biologiju i endokrinologiju, 

Instituta za nuklearne nauke „Vinča“. Životinje su čuvane pod standardnim laboratorijskim 

uslovima, u prostoriji opremljenoj kaveznim sistemima, gde su temperatura (22 ± 2 oC) 

i vlažnost (45–50%) bile svakodnevno kontrolisane. Uslovi čuvanja podrazumevali su 

sledeće: ciklus svetlo/ tama od 12/12 h, ad libitum pristup hrani i vodi (komercijalna 

hrana za eksperimentalne glodare u vidu peleta (Veterinarski zavod Subotica) i česmenska 

voda). Životinje su bile smeštane u grupama od po najviše četiri pacova, u kavezima od 

pleksiglasa sa piljevinom (prostirka). Kavezi su čišćeni, što je podrazumevalo i promenu 

prostirke, na drugi dan. 

 

3.6.2. BALB/c miševi 

U eksperimentima su korišćene ženke miševa (lat. Mus musculus) soja BALB/c, 

starosti 8-10 nedelja, telesne mase 20±2 g, uzgajane u Institutu za biološka istraživanja 

„Siniša Stanković“, Beograd. Životinje su čuvane pod standardnim laboratorijskim uslovima, 

u posebnoj prostoriji opremljenoj P/N ventilisanim IVC kaveznim sistemima (Allentovn, PA, 

SAD), gde su temperatura (22 ± 2 oC) i vlažnost (45–50%) bile svakodnevno kontrolisane. 

Uslovi čuvanja podrazumevali su sledeće: ciklus svetlo/ tama od 12/12 h i ad libitum 

pristup hrani i vodi (komercijalna hrana za eksperimentalne glodare u vidu peleta 

(Veterinarski zavod Subotica) i česmenska voda). Životinje su bile smeštane u grupama 

od po najviše četiri miša, u kavezima od pleksiglasa sa piljevinom (prostirka). Kavezi su 

čišćeni i prostirka je menjana svaki drugi dan. 

 

 

3.7. Ćelijske linije 

U istraživanju su korišćene sledeće ćelijske linije: 

• komercijalna linija mišjeg karcinoma dojke 4T1 (ATCC® CRL-2539™) i 

• komercijalna linija mišjeg karcinoma kolona CT-26 (ATCC® CRL-2638™) 

Ćelije su nabavljene od Američke kolekcije ćelijskih kultura (eng. American Type 

Culture Collection, Rockville, MD, SAD). 

Ćelijska linija 4T1 predstavlja tumorsku ćelijsku liniju koja se često koristi u 

istraživanjima tumora dojke. Jedna od ključnih karakteristika 4T1 ćelijske linije je njena 

sposobnost da metastazira u različite organe, uključujući i pluća. Zbog toga se često koristi 
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kao model za proučavanje metastatskog ponašanja karcinoma dojke. Pomenuta ćelijska 

linija imitira IV stadijum karcinoma dojke u humanoj populaciji, sa vremenom dupliranja 

od 14 h. Ćelije su epitelne morfologije i adherirajućeg tipa. Predstavljaju metastatski model 

koji se u animalnim studijama može aplikovati ortotopski ili subkutano singenim BALB/c 

ili imunokompromitovanim miševima (170,171). 

CT-26 (Colon 26) je tumorska ćelijska linija koja se često koristi u istraživanjima 

vezanim za tumor debelog creva, uključujući ispitivanje njihove tumorogeneze, 

metastaziranje, terapijske procedure i imunski odgovor. Tumorske ćelije CT-26 su poznate 

po svojoj sposobnosti formiranja solidnih tumora koji oponašaju karakteristike tumora 

debelog creva kod miševa. CT-26 model se često koristi za ispitivanje terapijskih agenasa, 

uključujući hemioterapiju, imunoterapiju i radioterapiju. CT-26 ćelijska linija je izlaganjem 

BALB/c miševa mutagenu N-nitrozo-N-metiluretanu (NMU), što je rezultiralo brzorastućim 

karcinomom četvrtog stepena (Brattain i sar, 1980) (172). Ćelije ove ćelijske linije su 

adherirajućeg tipa i imaju morfologiju fibroblasta (173). Korišćene su u nekoliko stotina 

objavljenih studija, čime je CT-26 ćelijska linija karcinoma kolona postala jedna od 

najčešće korišćenih linija ćelija u razvoju lekova (174). Vreme dupliranja (engl. doubling 

time) ovih ćelija iznosi 22-24h. 

Svi eksperimenti na ćelijama izvođeni su u komori sa laminarnim protokom vazduha, 

uz poštovanje pravila aseptičnog rada sa kulturama i pravila lične zaštite u laboratorijskom 

radu. Ćelije su kultivisane u standardnim laboratorijskim uslovima, u vlažnoj atmosferi u 

inkubatoru (Thermo Scientific, SAD) na 37 °C sa 5% CO2. Sterilni kompletan medijum u 

kome su kultivisane ćelije sastojao se od 90% RPMI-1640, 10% (v/v) FBS (fetalni goveđi 

serum), 1% rastvora penicilin (100 IU/ml) / streptomicin (100 μg/ml)). Medijum je nakon 

pripreme sterilisan filtracijom korišćenjem membranskih filtera veličine pora 0,22 μm 

(Millex GP, Merck Millipor®) i čuvan na +4 °C do momenta upotrebe. Medijum i svi 

ostali rastvori koji dolaze u kontakt sa ćelijama su pre korišćenja zagrejani na 37 °C, kako 

bi se izbegao stresni efekat niske temperature rastvora na žive ćelije. 

 

3.7.1. Gajenje kulture ćelija 

Ćelijske linije su čuvane u krio-epruvetama (engl. crio-vial) uronjenim u tečni azot, 

na temperaturi od -196 °C. Odmrzavanje ćelija vršeno je prema standardnom protokolu. 

Krio-epruveta sa ćelijama se iz tečnog azota prebacuje i inkubira u toku par minuta u 

vodenom kupatilu na 37 C̊. Delimično odleđene ćelije se zatim prenesu u epruvetu sa 

prethodno zagrejanim sterilnim medijumom u zapremini 9 puta većoj od zapremine 

ćelijske suspenzije koja se odmrzava. Ćelije se zatim centrifugiraju 4 minuta na 1000 RPM 

na sobnoj temperaturi. Supernatant se aspirira pomoću vakuum pumpe ili dekantuje, a 

ćelijski pelet se resuspenduje svežim sterilnim medijumom (~12 ml) i na kraju se ćelijska 

suspenzija prenese u boce za ćelijsku kulturu (Greiner Cell Star® Dish, Sigma-Aldrich, 

površine 75 cm2). 

Odgovarajući rast ćelija obezbeđivan je redovnom zamenom kompletnog medijuma 

2 do 3 puta nedeljno. Ćelije su redovno pasažirane (presejavane) u skladu sa svojim 

karakterističnim vremenom udvajanja (4T1 svakodnevno, a CT-26 na drugi dan) do 

postizanja maksimalne konfluentnosti flaska od 80%. Presejavanje ćelija podrazumevalo 

je postupak odlepljivanja od podloge, tj. petominutnu inkubaciju sa 1% rastvorom 

tripsina radi odvajanja od podloge i ponovno zasejavanje u novi sterilni flask. Na ovaj 

način ćelije su održavane u logaritamskoj fazi rasta. Od trenutka odmrzavanja, ćelije su 

pasažirane u toku 4 do 6 dana (zavisno od ćelijske linije) i tek nakon toga su korišćene u 

eksperimentu. 
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3.7.2. Brojanje ćelija 

Po postizanju odgovarajuće gustine u boci za kulturu ćelija, medijum se aspirira i 

ćelijski monosloj se ispira dodatkom PBS-a. Zatim se doda 1% rastvor tripsina, u zapremini 

dovoljnoj da pokrije dno boce. Boca se zatim stavi u inkubator na temperaturu od 37 °C u 

toku 3-5 minuta kako bi se obezbedila odgovarajuća temperatura za maksimalno 

delovanje tripsina. Pod mikroskopom se zatim proveri da li su se ćelije odlepile od zida boce 

(uočavaju se okrugle ćelije u suspenziji) i potom se u posudu sa ćelijama dodaje medijum u 

zapremini tri puta većoj u odnosu na zapreminu dodatog tripsina. Ceo sadržaj se prenese 

u epruvetu, centrifugira se na sobnoj temperaturi u toku 3 minuta na 1000 RPM. 

Supernatant se odlije, a ćelijski pelet resuspenduje u svežem medijumu. 

Za brojanje ćelija korišćen je hemocitometar po Neubaueru. Brojanje se izvodi tako 

što se 10 μl pripremljene suspenzije ćelija homogenizuje sa 10 μl rastvora tripan plavog 

(Sigma - Aldrich, Poole, UK) u fiziološkom rastvoru sa dodatkom fosfata (PBS: 137 

mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 i 2 mM KH2PO4, pH 7,4) (0,4 % v/v), sipa u 

hemocitometar i posmatra pod svetlosnim mikroskopom, pod uvećanjem 200x. Svetle, 
prozračne ćelije su žive, dok su tamnoplave ćelije mrtve. Ćelije su korišćene za eksperimente 

ukoliko broj mrtvih ćelija nije prelazio 5%. Željena gustina ćelija podešena je dodavanjem 

potrebne zapremine medijuma RPMI 1640, tako da je iznosila 1 x 107 ćelija/ml za CT-26 

i 4 x 106 ćelija/ml za 4T1 ćelije. 

 

3.7.3. Tumorski ksenografti 

Ksenografti tumora dobijeni su subkutanom (s.c.) inokulacijom CT-26 i 4T1 ćelijskih 

linija u slabinski deo leđa eksperimentalnih životinja. Ksenograft modeli kod miševa su 

eksperimentalni modeli u kojima se tumorske ćelije transplantiraju u miševe. Ovi modeli 

se koriste za proučavanje tumorogeneze, metastaza, za proučavanje biologije tumora, kao 

i preklinička istraživanja različitih potencijalnih terapijskih agenasa. 

U našim istraživanjima je korišćen model ektopičnog tumorskog ksenografta. To 

je heterotopski model jer se ćelije tumora aplikuju na mesto koje je različito u odnosu na 

ono mesto gde se tumor primarno razvija. Takođe, korišćeni model je i singeni model, što 

znači da su korišćene ćelijske linije (CT-26 i 4T1) i BALB/c miševi istog genskog porekla. 

Ksenograft karcinoma kolona indukovan je jednokratnim aplikovanjem supkutane 

injekcije u desni obrijani bok miša. Injekcija je sadržala 1x106 ćelija mišje tumorske linije 

CT-26 suspendovanih u zapremini od 100 μl medijuma za kulturu tkiva (RPMI 1640). 

Ksenograft karcinoma dojke je takođe indukovan jednokratnim aplikovanjem 

supkutane injekcije u desni obrijani bok miša. Injekcija je sadržala 4x105 ćelija mišje 

tumorske linije 4T1 suspendovanih u zapremini od 100 μl medijuma za kulturu tkiva 

(RPMI 1640). 

Veličina tumora merena je svakog drugog dana u tri dimenzije pomoću digitalnog 

nonijusa, dok je zapremina tumora računata prema sledećoj formuli: 

V(mm3) = dužina (mm) x širina (mm) x viSina (mm) 

2 
(4) 

Kada su tumori dostigli željenu veličinu, tj. zapreminu (u opsegu 45 mm3 - 300 mm3), 

miševi su uključeni u dalja istraživanja. 

Masa eksperimentalnih životinja merena je svakog drugog dana neposredno pre 

merenja veličine tumora. 
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3.8. Farmakokinetički profil radioobeleženih SMNČ 

 
3.8.1. Biološka raspodela tehnecijumom-99m obeleženih obloženih SMNČ 

u pacovima soja Wistar 

Radioobeležene nanočestice,99mTc–MDP-SMNČ, 99mTc–HEDP-SMNČ ili 99mTc– 

DMSA-SMNČ (približne aktivnosti 2,5 MBq ; 0,1 ml nanosuspenzije sadrži 0,1 mg SMNČ) 

injektovane su i.v. Wistar pacovima telesne mase oko 100 g u zapremini od 0,1 ml. Životinje 

su zatim žrtvovane cervikalnom dislokacijom u različitim vremenskim intervalima (10 min, 

1, 2 i 24 h) nakon injektiranja. Za svaki eksperiment korišćene su po tri ogledne životinje. 

Organi od interesa (srce, pluća, jetra, bubrezi, slezina, želudac, creva, meko tkivo, femur) 

i uzorci krvi (1 ml) su izvađeni, izmerena im je masa, a zatim su stavljeni u staklene kivete 

radi merenja radioaktivnosti u NaI (Tl) γ brojaču. 

Raspodela po organima se izražava kao procenat injektovane aktivnosti po organu 

(% ID/organu) u odnosu na standard koji predstavlja aktivnost one zapremine uzorka (0,1 

ml) koja je injektirana u životinju. Ukupna masa mekog tkiva (mišića), kosti i krvi se 

računaju kao 40%, 10% i 8% celokupne mase pacova (175). Svi dobijeni rezultati prikazani 

su kao srednja vrednost tri rezultata merenja ± standardna devijacija (SD). 

 

3.8.2. Scintigrafske studije 

Dinamska scintigrafija izvedena je u jednoj projekciji korištenjem rotirajuće dvoglave 

gama kamere (Siemens e_cam, Duall Head, SAD) sa niskoenergetskim (“low-energy”) 

“parallel hole” kolimatorom visoke rezolucije (“high-resolution”) uz korišćenje 15%-nog 

simetričnog energetskog prozora centriranog na 140 keV. Dobijene su slike iz 64 projekcije 

(40 sekundi po projekciji) uz korišćenje 256x256 matrice i polukružne orbite od 180º. 

Dva zdrava mužjaka pacova, telesne mase (t.m.) oko 300 g, anestezirana su 

kombinacijom ketamina (100 mg/ml, Laboratorio Sanderson S.A. Santiago, Čile) u dozi 

od 90 mg/kg t.m. i ksilazina (20 mg/ml, Rompun, Baier, Puteaux, Francuska) u dozi od 

10 mg/kg t.m. putem intraperitonealne injekcije.Snimanje pacova počinje istovremeno sa 

injektovanjem 99mTc–HEDP-SMNČ aktivnosti oko 18,5 MBq u repnu venu i traje 60 

minuta. Celokupan period snimanja je bio programirano podeljen na vremenske intervale 

od 10 s, 1, 10 i 60 minuta. Za svaki interval je dobijen po jedan scintigram i konstruisana je 

kriva prolaza 99mTc–HEDP-SMNČ. Sekvencijski scintigrami i dinamske krive pokazuju 

brzinu prolaza 99mTc–HEDP-SMNČ kroz organizam i nakupljanje u organima. 

 

3.8.3. Biološka raspodela 177Lu-DMSA-SMNČ 

Biološka raspodela 177Lu-DMSA-SMNČ je ispitana u BALB/c miševima sa 

indukovanim ksenograftima CT-26 i 4T1 tumora. 177Lu-DMSA-SMNČ (aktivnost 0,5 MBq/ 

0,05 ml nanosuspenzije/0,1 mg SMNČ) injektovane su u repnu venu miševa. Životinje 

su žrtvovane cervikalnom dislokacijom nakon 1, 24, 72 i 144 sata od injektovanja. Po 

tri miša korišćena su po tipu ksenografta, po vremenskoj tački. Organi od interesa (srce, 

pluća, jetra, slezina, bubrezi, želudac, creva, meko tkivo, femur, tumor), kao i uzorci krvi 

(1 ml) su izvađeni, izmerena im je masa, a zatim su stavljeni u staklene kivete radi merenja 

radioaktivnosti u NaI (Tl) γ brojaču. 

Biološka raspodela 177Lu-DMSA-SMNČ ispitana je u BALB/c miševima sa 

indukovanim ksenograftima CT-26 i 4T1 tumora i nakon jednokratne intratumorske 

injekcije. 177Lu-DMSA-SMNČ (aktivnost 0,5 MBq/0,05 ml nanosuspenzije/0,1 mg 
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SMNČ) injektovane su direktno u ksenografte i CT-26 i 4T1 tumora zapremine ~100 mm3. 

Za ispitivanja su korišćena po tri miša za svaki tip ksenografta i za svaku vremensku tačku. 

Prema unapred definisanom protokolu, 1, 5. i 11. dana od injektovanja radioaktivnosti, 

miševi su uvođeni u anesteziju pomoću intraperitonealne injekcije ketamina i ksilazina 

(90/10 mg/kg) i snimani Bruker® In Vivo Xtreme II uređajem (Billerica, MA, SAD), koji 

omogućava detekciju radioaktivnosti, kao i dobijanje rendgenskog snimka unutrašnjih 

struktura tela miša. Nakon snimanja (1. i 14. dana od dana injektovanja doze), miševi su 

žrtvovani dislokacijom cervikalnih pršljenova. Izvađeni su organi od interesa (srce, pluća, 

jetra, slezina, bubrezi, želudac, creva, femur, tumor) i krv.  Izmerena im je radioaktivnost 

u gama brojaču (Wizzard 2480, Perkin Elmer, SAD). 

Biološka raspodela 177LuCl 
3 

ispitana je na miševima injektovanjem jednokratne 

Intravenske ili intratumorske injekcije, aktivnosti 0,5 MBq LuCl3 /0,05 ml. Za ispitivanja 
su korišćena po tri miša za svaki tip ksenografta i za svaku vremensku tačku (1, 24, 72 i 

144 h). Miševi su žrtvovani dislokacijom cervikalnih pršljenova. Organi od interesa su 

izvađeni i izmerena je njihova radioaktivnost u γ brojaču (Wizzard 2480, Perkin Elmer, 

SAD). 

Dobijeni rezultati prikazani su kao odnos radioaktivnosti datog organa i radioaktivnosti 

ukupne injektovane doze (radioaktivnost standarda) (%ID). 

 

3.8.4. Terapijska efikasnost 177Lu-DMSA-SMNČ 

 

3.8.4.1. Uticaj različitih doza zračenja na terapijsku efikasnost 177Lu-DMSA-SMNČ- 

Na početku eksperimenta, ženke BALB/c miševa sa indukovanim ksenograftima 

CT-26 i 4T1 tumora, zapremina tumora od 100 do 150 mm3, podeljene su nasumično u 

grupe od po 6 miševa. Za svaki od ovih eksperimentalnih modela tumora (CT-26 i 4T1) 

formirane su sledeće grupe: 

- pet tretiranih grupa – koje dobijaju jednokratnu intratumorsku injekciju 177Lu- 

DMSA-SMNČ (0,1 mg DMSA-SMNČ/0,05 ml fiziološkog rastvora) različitih doza 

radioaktivnosti: 1,85; 3,7; 9,25; 15 i 25 MBq, da bi se ispitao efekat radionuklidne 

terapije na određenu zapreminu tumora (6 miševa x doza radioaktivnosti). 

- kontrolna grupa – koja dobija jednokratnu intratumorsku injekciju nanosuspenzije 

DMSA-SMNČ u istoj koncentraciji nanočestica i zapremini rastvarača kao što 

je injektovano tretiranim grupama (0,1 mg DMSA-SMNČ/0,05 ml fiziološkog 

rastvora). 

Tokom trajanja eksperimenta, veličine ksenografta merene su svakog drugog dana 

i izračunata je njihova zapremina (u mm3). Na kraju eksperimenta tj. 14. dana, miševi su 

žrtvovani metodom cervikalne dislokacije, a tumori i organi od interesa (srce, pluća, jetra, 

slezina, bubrezi) iz svih grupa su izvađeni i izmerena je njihova masa. Nakon toga, organi 

i tumori su zamrznuti i korišćeni za dalja patohistološka ispitivanja. 

3.8.4.2. Ispitivanje toksičnosti 177Lu-DMSA-SMNČ 

Tokom trajanja eksperimenta, opšte stanje miševa praćeno je svakodnevno vizuelnim 

pregledom, dok je telesna masa miševa (kao indikator sistemske toksičnosti) merena 

svakog drugog dana. 
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3.8.4.3. Uticaj početne veličine ksenografta na efikasnost terapije 177Lu-DMSA-SMNČ 

U ovim eksperimentima, koji su imali za cilj procenu uticaja početnih veličina 

ksenografta na efikasnost terapije 3,7 MBq 177Lu-DMSA-SMNČ (0,1 mg DMSA-SMNČ/0,05 

ml fiziološkog rastvora) nakon jednokratne intratumorske injekcije, ženke BALB/c miševa 

sa indukovanim ksenograftima i CT-26 i 4T1 tumora su nasumično podeljene u grupe (6 

miševa x vrsta tumora x početna veličina tumora). U odnosu na početnu veličinu ksenografta 

na dan injektovanja 177Lu-DMSA-SMNČ, miševi su podeljeni u tri grupe: 

➢ grupa 1: miševi sa malom početnom veličinom ksenografta (45-75 mm3), 

➢ grupa 2: miševi sa srednjom početnom veličinom ksenografta (100-150 mm3), 

➢ grupa 3: miševi sa velikom početnom veličinom ksenografta (200-300 mm3). 

Za poređenje dobijenih rezultata, kontrolnim grupama miševa je i.t. injektovano 0,1 mg 

DMSA-SMNČ/0,05 ml fiziološkog rastvora (3 miša x vrsta tumora x početna veličina 

tumora). 

3.9. Patohistološka analiza 

Nakon žrtvovanja eksperimentalnih životinja u toku autopsije, makroskopski su 

identifikovani tumori i pregledani organi od interesa (srce, pluća, jetra, slezina i bubrezi) 

kako bi se vizuelno utvrdilo prisustvo degenerativnih promena i metastaza na površini 

organa. 

Nakon vađenja iz životinje, organi i tumori su zamrznuti u Tissue-Tec® O.C.T. 

medijumu i čuvani u zamrzivaču na temperaturi od -80 °C dok radioaktivnost ne opadne 

ispod nivoa izuzeća (ispod granice detekcije) što za 177Lu sa vremenom poluraspada od 

6,7 dana iznosi oko 67 dana (10 vremena poluraspada). 

Zamrznuti organi i tumori žrtvovanih miševa sečeni su kriotomom (Kedi Instrumental 

Equipment, Kina) na preseke debljine 5 μm, a zatim nalepljeni na polarizovane mikroskopske 

pločice (Superfrost®, Thermo Scientific). Nakon 24 sata sušenja, preseci tkiva na pločicama 

su bojeni standardnom hematoksilin-eozin (HE) tehnikom koja služi za prikazivanje 

strukturnih promena na ćelijama i prisustvo nekroze tkiva (176–178). Za kvalitativnu 

evaluaciju 177Lu-DMSA-SMNČ u tumorskom tkivu, primenjeno je bojenje pruskim plavim 

(PP) (179) 

Svi HE mikroskopski preseci su pregledani na Leica DM LS2 mikroskopu (Leica 

Microsystems, Nemačka) od strane dva nezavisna iskusna patologa koji nisu bili upoznati 

sa podacima iz eksperimenta. Konačni rezultati interpretacije promena predstavljaju srednju 

vrednost nalaza oba patologa. Originalne mikrofotografije uslikane su Canon PowerShot 

S70 kamerom (uvećanja 100x, 200x i 400x). 

Preseci tumorskog tkiva i organa od interesa kvalitativno su interpretirani u odnosu 

na morfologiju i stepen diferencijacije tumora, kao i na prisustvo metastaza u organima. 

Patohistološki preparati tumorskog tkiva su interpretirani prema semikvantitativnoj analizi 

baziranoj na stepenu nekroze i fibroze u odnosu na zapreminu tumora (diskretna - ako je 

<1/3; umerena - od 1/3 do 2/3; izražena - >2/3 od ukupne zapremine tumora). 



Doktorska disertacija Dragana T. Stanković 

49 

 

 

 

3.10. Statistička obrada rezultata 

Svi dobijeni rezultati analizirani su pomoću statističkog softvera IBM® SPSS® 

Statistics, verzija 17.0 (SPSS Inc, Chicago, SAD), a za grafički prikaz podataka korišćeni 

su programi Microsoft Excell 2007 i Origin®Pro (verzija 8.5). Za proveru normalnosti 

distribucije podataka korišćen je Shapiro-Wilk test. Parametarski test - jednofaktorska analiza 

varijansi (engl. One-way Analysis of variance, akronim one-way ANOVA) korišćen je za 

ispitivanje statistički značajne razlike među dobijenim rezultatima kontrolnih i terapijskih 

grupa. U slučaju nezavisnih uzoraka, korišćen je neparametarski Mann-Whitney U test. 

Rezultati eksperimenata prikazani su kao srednja vrednost ± standardna devijacija. U 

svim slučajevima, dobijena vrednost p < 0,05 smatrana je statistički značajnom razlikom. 

 

Veličina uzorka i snaga studije 

Veličina uzorka određena je pomoću statističkog on-line programa G power (180). 

U obzir su uzete vrednosti α- od 0,05 i snaga studije β od 0,08 za Studentov test (za 2 

nezavisna uzorka). 

Prema očekivanoj najvećoj razlici parametara koje ispitujemo između kontrolnih 

i eksperimentalnih grupa, određen je neophodan broj eksperimentalnih miševa i on je 

iznosio 6 po grupi. 
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4. REZULTATI I DISKUSIJA 
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4.1. Sinteza i karakterizacija SMNČ na bazi Fe3O4 

 
4.1.1. Sinteza Fe3O4 SMNČ metodom koprecipitacije 

U literaturi je opisano više različitih metoda sinteze magnetnih nanočestica, od 

kojih su najznačajnije: hidrotermalna metoda, termalna dekompozicija, sonohemijska, 

emulzifikaciona metoda, metoda taloženjem iz rastvora (koprecipitacija), sol-gel, sprej 

piroliza i druge. Svaka metoda poseduje specifičnu proceduru i uslove rada i svaka od 

njih ima i svoje prednosti, ali i nedostatke. Kao rezultat primene različitih metoda sinteze, 

dobijaju se nanočestice različitih osobina (oblika, veličine, distribucije veličina, kristalne 

strukture, magnetnih svojstava, disperzibilnosti itd.) (181). 

U ovoj disertaciji, primenjena je metoda sinteze SMNČ na bazi Fe3O4 koprecipitacijom 

Fe2+ i Fe3+ jona u baznoj sredini koju je pre više od 3 decenije razvio Rene Massart (161,163). 

Tokom godina, metoda je pretrpela brojne modifikacije. Međutim, u osnovi, hemijska 

reakcija sinteze SMNČ je ostala ista. 

Hemijska reakcija dobijanja magnetita iz odgovarajućih prekursorskih jona se može 

prikazati na sledeći način: 

Fe2+ +2Fe3+ + 8OH- → Fe
3 
O

4 
↓ + 4H

2
O 

Za postizanje bazne sredine korišćen je rastvor amonijaka (25% NH3 u H2O). U 

baznoj sredini, pri pH vrednostima od 8 do 14 (163) dolazi do formiranja Fe2+ i Fe3+ 

hidroksida, koji zatim, na povišenoj temperaturi (50 ℃ do 60 ℃), formiraju magnetit 

(Fe3O4) u vidu taloga crne boje. Pod ovim uslovima, prvo dolazi do formiranja centara 

nukleacije oko kojih se dalje formiraju kristali magnetita (tzv. faza nukleacije). Nakon 

faze nukleacije, kako bi došlo do tzv. faze rasta kristala, smeša se ostavi na povišenoj 

temperaturi (50 ℃ do 60 ℃) narednih 60 minuta. S obzirom da je magnetit jako osetljiv 

na oksidaciju, reakcija se izvodi u struji inertnog gasa (azota). Na taj način se sprečava, 

odnosno umanjuje mogućnost formiranja maghemita (Fe2O3 minerala braon boje, koji u 

svojoj strukturi sadrži samo Fe3+ jone). 

Na osnovu prikazane reakcije, do potpunog taloženja Fe3O4 dolazi pri molskom 
odnosu Fe2+ i Fe3+ jona od 1:2 i pri pH vrednosti u opsegu od 8 do 14. 

 

Slika 18. Sintetisane SMNČ na bazi Fe3O4 
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Očekivana teorijska masa sintetisanog magnetita metodom koprecipitacije iznosi: 

Fe3O4: 0,00337 mol x 231,55g /mol = 0,781 g (781 mg) 

Metodom koprecipitacije je sintetisano 510 mg Fe3O4, tako da prinos reakcije iznosi 

~ 65%, što ovu metodu svrstava u pogodnu metodu za sintezu SMNČ na bazi Fe3O4. 

Ovi rezultati su u skladu sa literaturnim podacima (182,183). Osim toga, ova metoda 

je jednostavna, brza i ekonomski isplativa. Osnovni nedostatak ovog postupka sinteze 

je nemogućnost kontrolisane sinteze nanočestica odgovarajuće veličine i oblika. Pošto 

morfologija i veličina pripremljenih nanočestica kao i njihova uniformnost (visoka PDI 

vrednost) veoma zavise od reakcionih uslova, neophodno je odabrati vrstu soli gvožđa za 

sintezu (hloridi, sulfati, nitrati i dr.) i kontrolisati parametre sinteze, kao što su koncentracija 

polaznih soli u rastvoru, jonska jačina rastvora, temperatura, pH i brzina mešanja, jer oni 

znatno utiču na rast kristala i pojavu agregata (184). 

Da bi se ispitao uticaj reakcionih uslova na morfologiju, veličinu i uniformnost SMNČ, 

sinteza SMNČ je izvedena i modifikovanjem ove osnovne metode. Jedna od modifikacija 

je primena kiselinskog postupka u završnoj obradi precipitata, koja se primenjuje u 

cilju povećanja prinosa i dodatnog prečišćavanja dobijenog taloga magnetita. U drugoj 

modifikaciji sinteze koprecipitacijom, u cilju dobijanja čestica što manjih dimenzija, 

sa značajnije uređenom kristalnom strukturom, korišćeno je izlaganje dobijenog taloga 

magnetita dejstvu mikrotalasnog polja u završnom postupaku (185). Osnovne prednosti 

primene mikrotalasa su velika brzina grejanja i uniformnost prenosa toplote. 

 

4.1.2. Karakterizacija dobijenih SMNČ na bazi Fe3O4 

Analiza strukturnih i mikrostrukturnih osobina SMNČ urađena je primenom metoda: 

rendgenske difrakcije na prahu (XRPD) i transmisione elektrоnske mikrоskоpije (TЕM). 

 

4.1.2.1. Karakterizacija metodom XRPD 

Kristalna struktura sintetisanih neobloženih SMNČ ispitana je metodom rendgenske 

difrakcije na prahu (XRPD). Difraktogrami za SMNČ dobijenih primenom tri opisana 

postupka sinteze prikazani su na slici 19. 

Analizom difraktograma za sva tri uzorka primećuje se da dobijeni talozi pripadaju 

spinelnom tipu strukture, bez prisustva nekih drugih mogućih faza. Karakteristične 

refleksije spinelne strukture (220) i (311), odgovaraju refleksiji maghemita (γ-Fe2O3) 

(JCPDS # 110614) i magnetita (Fe3O4) (JCPDS # 19-0629). Analizom dobijenih rezultata, 
možemo zaključiti da su sintetisane SMNČ verovatno smeša dve faze, magnetita i 

maghemita (186). Izraženo crna boja taloga sugeriše da je magnetit predominantan 

sastojak sintetisanih smeša jedinjenja. Srednja veličina kristalita (d XRD), određena 
pomoću Šererove jednačine (187) iznosila je 12,2 nm što je u skladu sa prečnicima čestica 
dobijenih pomoću TEM metode. 
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Slika 19. Difraktogrami neobloženih SMNČ 

 

4.1.2.2. Karakterizacija metodom transmisione elektronske mikroskopije 

Metodom transmisione elektronske mikroskopije (TEM) ispitani su oblik i veličina 

SMNČ sintetisanih primenom tri opisana postupka sinteze. Dobijene TEM mikrografije 

uzoraka prikazane su na slikama 20-22. Za svaki od uzoraka analizirano je oko 350 čestica 

u cilju utvrđivanja njihove distribucije po veličini. 

Na osnovu prikazanih mikrografija, zaključujemo da su neobložene SMNČ dobijene 

metodom koprecipitacije pretežno oblika sfere (pseudosfere). Prosečna veličina prečnika 

čestica dobijenih metodom koprecipitacije je 11,4 nm. Izmereni indeks polidisperznosti je 

oko 28%, što je u skladu sa rezultatima za metodu koprecipitacije kod koje je polidisperznost 

uzoraka obično oko 25-30% (slika 20) (188). 
 

Slika 20. TEM mikrografija neobloženih SMNČ sintetisanih metodom 

koprecipitacije sa prikazanom distribucijom čestica po veličini 

Prosečna veličina prečnika čestica dobijenih metodom koprecipitacije praćenom 

kiselinskim postupkom u završnoj obradi precipitata, iznosi 12,9 nm, dok je PdI vrednost 

30,6% (Slika 21). 
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Slika 21. TEM mikrografija neobloženih SMNČ sintetisanih metodom koprecipitacije praćenoj 

kiselinskim postupkom u završnoj obradi precipitata 

Prosečna veličina prečnika čestica dobijenih metodom koprecipitacije praćenoj 

mikrotalasnim završnim tretmanom iznosi 10,9 nm, dok je PdI vrednost 31,4% (Slika 22). 

 

 
Slika 22. SMNČ dobijene metodom koprecipitacije sa mikrotalasnim završnim tretmanom 

 

Sa prikazanih slika se može uočiti da čestice imaju tendeciju ka agregaciji. Ovo se 

objašnjava činjenicom da dobijene čestice nanometarskih dimenzija imaju hidrofobnu 

površinu, sa velikim odnosom površine prema zapremini čestica, što za posledicu ima 

veliku površinsku energiju. 

Na osnovu rezultata dobijenih TEM metodom, zaključujemo da primena različitih 

modifikacija sinteze koprecipitacijom nije dovela do značajnih razlika u prosečnoj veličini 

sintetisanih nanočestica. Naprotiv, klasičnim koprecipitacionim postupkom dobijene 

su čestice manjeg prečnika i ujednačenijih veličina (na šta ukazuje dobijena manja PdI 

vrednost). 

Iz pomenutih razloga, kao i usled činjenice da primenjene dve modifikacije sinteze 

imaju duži i složeniji postupak, kao i primenu specijalne opreme (mikrotalasna pećnica), 

odlučeno je da se dalja istraživanja nastave sa SMNČ dobijenim metodom koprecipitacije 

bez modifikacija. 

Metodom koprecipitacije sintetisane su relativno uniformne SMNČ povoljnih fizičko- 

hemijskih osobina, pogodnih za dalju površinsku modifikaciju. 
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4.2. Funkcionalizacija SMNČ 

Nanočestice sintetisane metodom koprecipitacije imaju veliku specifičnu površinu koja 

dovodi do intenzivne težnje ka aagregaciji. Kako je stabilizacija magnetnih nanočestica u 

suspenziji od ključnog značaja za njihovu primenu, potrebno je održavati međusobno 

rastojanje između čestica iznad kritične vrednosti pri kojoj dolazi do agregacije. To se 

može postići funkcionalizacijom površine čestica odgovarajućom oblogom. Različita 

jedinjenja, kaо štо su silani (189) (1/1, fоsfоnati (190), hidrоfilni pоlimeri (pоlietilen 

glikоl (PЕG), pоlietilen оksid (PЕО)) (109), albumin (191), dekstran (191) i sl. se kоriste 

za njihоvo oblaganje. Оbložene SMNČ mogu uspešno vezati različite agense (192) i 

radionuklide za nanočesticu. 

Zbog svoje biokompatibilnosti i dostupnosti koja ih čini pogodnim oblogama 

za funkcionalizaciju nanočestica, u ovoj disertaciji korišćena su tri jedinjenja: 

metilendifonsfonska kiselina (MDP), 1- hidroksi etiliden-1,1-difosfonska kiselina (HEDP) 

i mezo-2,3-dimerkaptoćilibarna kiselina (DMSA). Njihove strukturne formule prikazane 

su na slici 23. 
 

Slika 23. Strukture MDP, HEDP i DMSA 

Ova jedinjenja obeležena 99mTc se više decenija upotrebljavaju u nuklearnoj medicini, 

u dijagnostičkim procedurama. Za scintigrafiju skeleta najčešće se koriste bisfosfonati 

obeleženi tehnecijumom-99m (99mTc-MDP, 99mTc-HEDP), dok se statička scintigrafija 

bubrega izvodi korišćenjem 99mTc-DMSA, koji zbog izraženog afiniteta prema ćelijama 

proksimalnog tubula omogućava procenu funkcionalne kortikalne mase bubrega (94). 

Fosfonati sadrže jednu ili više R-PO(OH)2 ili C-PO(OR)2 (gde je R = alkil, aril) 

grupa. Fosfonatna grupa sadrži tri atoma kiseonika - jedan iz fosforil grupe (P=O) i dva iz 

hidroksilne grupe (P-OH) (193). S obzirom da se do tri atoma kiseonika mogu vezati za 

površinu SMNČ, načini vezivanja fosfonata za površinu metalnih oksida mogu biti mono- 

bi- ili tri-dentatni (194). Prilikom vezivanja atoma kiseonika iz fosfonata za različite 

atome na površini SMNČ gradi se bidentatna ili tridentatna veza. Vezivanjem dva ili tri 

atoma kiseonika iz fosfonata za atom metala gradi se kovalentna veza. Shematski prikaz 

funkcionalizacije SMNČ bisfosfonatima dat je na slici 24. 
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Slika 24: Shematski prikaz funkcionalizacije SMNČ bisfosfonatima 

 

Kod nanočestica na bazi Fe3O4, molekuli DMSA su vezani simetrično za površinu 
nanočestica magnetita preko atoma kiseonika, a Fe–O–C veza je slična polarnoj 

kovalentnoj vezi. Pri funkcionalizaciji površine nanočestice sa DMSA, slobodne tiolne 

grupe iz susednih vezanih molekula su bliže jedna drugoj, čineći da je formiranje 

disulfidnih (-S-S-) mostova unutar čestica dominantan mehanizam, kojim se sprečava 

agregacija čestica i samim tim dolazi do veće stabilnosti u rastvorima. Osim toga, postoji 

mogućnost građenja međučestičnih S–S mostova što rezultuje povećanjem agregacije 

čestica, što ima za posledicu visoke vrednosti hidrodinamičkih prečnika. Dostupnost 

-SH (tiolnih) i –COOH (karboksilnih) grupa pruža više mogućnosti u vezivanju biološki 

aktivnih molekula kao i radionuklida za funkcionalizovane nanočestice (195). Shematski 

prikaz funkcionalizacije SMNČ sa DMSA, dat je na slici 25. 
 

 

Slika 25: Shematski prikaz funkcionalizacije SMNČ sa DMSA (196) 
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4.3. Karakterizacija obloženih SMNČ 

 
4.3.1. Karakterizacija SMNČ obloženih bisfosfonatima (MDP i HEDP) 

 

4.3.1.1. Karakterizacija MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ metodom XRPD 

Kristalna struktura sintetisanih MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ ispitana je metodom 

rendgenske difrakcije na prahu (XRPD). Difraktogrami su prikazani na slici 26. 

Analizom difraktograma za sva tri uzorka primećuje se da dobijeni talozi pripadaju 

spinelnom tipu strukture, bez prisustva nekih drugih mogućih faza. Karakteristične refleksije 

spinelne strukture (220) i (311), odgovaraju refleksiji maghemita (γ-Fe2O3) (JCPDS # 

110614) i magnetita (Fe3O4) (JCPDS # 19-0629). Analizom dobijenih rezultata, možemo 

zaključiti da su sintetisane SMNČ verovatno smeša dve faze, magnetita i maghemita (186). 

Izraženo crna boja taloga sugeriše da je magnetit predominantan sastojak sintetisanih smeša 

jedinjenja. Srednja veličina kristalita (d XRD), određena pomoću Šererove jednačine (187) 

iznosila je 12,2 nm što je u skladu sa prečnicima čestica dobijenih pomoću TEM metode. 

Iz prikazanih difraktograma se može zaključiti da postupak funkcionalizacije nije imao 

uticaja na kristalnu strukturu sintetisanih SMNČ 

 

 
Slika 26. Difraktogrami neobloženih i obloženih SMNČ 

 

4.3.1.2. Karakterizacija MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ metodom DLS 

Veličine čestica SMNČ obloženih bisfosfonatima, određena je DLS metodom. 
Ovom metodom određuje se veličina čestica zajedno sa hidrodinamičkim slojem, tako 
da je dobijena veličina veća u odnosu na onu koja se dobija pomoću TEM merenja. DH 

predstavlja hidrodinamički prečnik sfere (tj. prečnik čestice sa hidrodinamičkim slojem) 

koji ima istu zapreminu kao čestica i predstavlja srednju vrednost prečnika svih merenih 

čestica (197). 
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Srednje vrednosti hidrodinamičkih prečnika dobijenih DLS metodom za SMNČ, 

MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ, prikazane su u tabeli 4. 

Zbog nestabilnosti neobloženih SMNČ na pH 6, nije bilo moguće odrediti njhov 

hidrodinamički prečnik. Vrednosti hidrodinamičkih prečnika čestica za nanosuspenzije 

MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ iznose 45,6 nm, odnosno 51,9 nm. Razlika u prečniku 

SMNČ dobijenom TEM i DLS metodama posledica je toga da vrednost DH (kod DLS) 

uključuje veličinu čestica u hidratisanom stanju, zajedno sa molekulima bisfosfonata 

koji oblažu površinu čestice, čineći omotač oko čestice značajno većim od veličine same 

čestice. Za razliku od DLS-a, bisfosfonatni lanci se ne mogu videti mikroskopskim 

metodama usled slabog kontrasta u odnosu na signal pozadine, kao posledica niske 

gustine elektrona. Dobijeni rezultati ukazuju na vezivanje MDP i HEDP-a za površinu 

sintetisanih SMNČ. 

Tabela 4. Srednje vrednosti prečnika SMNČ dobijenih TEM i DLS metodom 
 

Metoda SMNČ MDP-SMNČ HEDP-SMNČ 

TEM 11,4 ± 3,2 nm 11,4 ± 3,2 nm 11,4 ± 3,2 nm 

DLS - 45,6 ± 2,1 nm 51,9 ± 2 ,4 nm 

 

4.3.1.3. Određivanje zeta potencijala MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ 

Dispergovane čestice se smatraju stabilnim ako je apsolutna vrednost zeta potencijala 

čestica veća od 30 mV. U suprotnom, postoji mogućnost da dođe do agregacije (198). 

Merenjem zeta potencijala nanosuspenzija neobloženih i obloženih SMNČ na pH 

6-7, određeno je površinsko naelektrisanje SMNČ. Kako je vrednost zeta potencijala 

sintetisanih neobloženih SMNČ iznosila +12,5 mV, vezivanjem bisfosfonata za njihovu 

površinu, dolazi do promene naelektrisanja na površini čestica. Zahvaljujući prisustvu 

hidroksilnih i fosfonatnih grupa na površini SMNČ-a koje potiču od obloga, značajno je 

povećano negativno površinsko naelektrisanje SMNČ. Na pH 7, vrednost zeta potencijala 

vodenih nanosuspenzija MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ iznosi −47,4 mV i −49,7 mV, što 

ukazuje da primenjene obloge doprinose stabilizaciji čestica. Slični rezultati opisani su u 

literaturi (199). 

 

4.3.1.4. Karakterizacija MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ metodom FTIR 

Uzorci SMNČ pre i nakon funkcionalizacije sa MDP i HEDP okarakterisani su FTIR 

spektroskopijom u oblasti od 400 do 4000 cm-1. Takođe, izvršena je karakterizacija samih 

jedinjenja koja su korišćena za funkcionalizaciju (MDP i HEDP). Dobijeni FTIR spektri 

prikazani su na slici 27. 
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Slika 27. FTIR spektri SMNČ, MDP, HEDP i funkcionalizovanih SMNČ. 

 

Na FTIR spektrima SMNČ na bazi Fe3O4 (slika 27) uočava se apsorpciona traka na 

540 cm-1 koja potiče od vibracije istezanja Fe-O veze i koja potvrđuje prisustvo Fe 
3
O 

4
. 

FTIR spektar MDP-a karakteriše apsorpciona traka na 1201 cm−1 koja odgovara vibracijama 
istezanja P=O veze, kao i dve apsorpcione trake jakog intenziteta na 1000 cm−1 i 963 cm−1 

koje potiču od asimetričnih (νasym P–OH) i simetričnih (νsym P–OH) vibracija istezanja 

(200,201). U spektru MDP-SMNČ uočava se prisustvo samo jedne široke apsorpcione 
trake jakog intenziteta na 985 cm–1 koja potiče od vibracija savijanja P-O veze. Nestanak 
tri apsorpcione trake u spektru MDP-SMNČ u odnosu na spektar MDP i prisustvo samo 
jedne široke apsorpcione trake jakog intenziteta na 985 cm−1 jasno ukazuje na vezivanje 
MDP za površinu SMNČ. 

U FTIR spektru jedinjenja HEDP uočava se apsorpciona traka na 1242 cm−1 

koja odgovara vibracijama istezanja P=O grupe, kao i apsorpcione trake na 1042 cm−1 

i 913 cm−1 koje potiču od asimetričnih i simetričnih vibracija istezanja P–OH veze. 

Apsorpciona traka na 1242 cm−1 koja odgovara vibracijama istezanja P=O grupe u 
spektru HEDP, ne uočava se u spektru HEDP-SMNČ. Takođe, u spektru HEDP-SMNČ 
nakon funkcionalizacije primećeno je pomeranje traka, koje potiču od asimetričnih i 

simetričnih vibracija istezanja P–OH veza kod HEDP-a (1042 cm−1 i 913 cm−1), ka nižim 

vrednostima talasnog broja (1031 cm−1 i 973 cm−1). Nestanak trake i pomeranje traka ka 

nižim vrednostima talasnog broja jasno ukazuje na vezivanje HEDP-a za površinu Fe3O4 

u uzorcima funkcionalizovanih SMNČ. 
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4.3.1.5. Magnetna svojstva MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ 

Magnetna svojstva sintetisanih SMNČ, kao i funkcionalizovanih SMNČ (MDP- 

SMNČ i HEDP-SMNČ) ispitana su pomoću SQUID magnetometra. Zavisnost izotermalne 

magnetizacije od primenjenog magnetnog polja (histerezisne krive) za ispitivane 

uzorke, merena je na konstantnoj temperaturi od 300 K, u opsegu jačine magnetnog polja 

od -5 T do +5 T. Rezultati merenja prikazani su na slici 28. 
 

 
Slika 28. Histerezisne krive na temperaturi T=300 K 

za SMNČ, MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ 

M(H) krive za sva tri uzorka su pokazale da je na temperaturi 300 K koercitivno 

polje (Hc) i vrednost remanentne magnetizacije (Mr) blizu nule, što ukazuje da su čestice 

superparamagnetne za vremensku skalu reda sekundi. 

Saturaciona magnetizacija (Ms), određena ekstrapolacijom M(1/H) na H=0, iznosi 

50,1 emu/g za neobložene SMNČ. U slučaju obloženih SMNČ, magnituda magnetizacije je 

nešto niža, 41,6 emu/g za MDP-SMNČ i 46,9 emu/g za HEDP-SMNČ, zbog adsorbovanog 

nemagnetnog bisfosfonatnog sloja koji se nalazi na površini SMNČ. Pretpostavlja se i da 

je ovaj efekat uzrokovan magnetnim poremećajem koji postoji na površini SMNČ usled 

efekta interakcija spoljašnjih medija (tj. interakcije između čestica). Takođe, nije isključena 

oksidacija SMNČ tokom procesa oblaganja, što dovodi do formiranja nekih nemagnetnih 

Fe-oksida (202). 

Površina nanočestičnih materijala ima veoma značajan efekat na njihove magnetne 

osobine. Magnetni joni na površini Fe3O4 slabije intereaguju međusobno i stvaraju manje 

nezasićenih i koordinacionih veza, u odnosu na jone koji se nalaze u jezgru, zbog čega 

dolazi do nepotpune orijentacije njihovih magnetnih momenata u smeru primenjenog 

spoljašnjeg magnetnog polja. Takođe, što je nanočestica manja, veći je odnos broja atoma 

na površini u odnosu na zapreminu. Zbog toga je saturaciona magnetizacija niža (79). Osim 

uticaja veličine i distribucija veličine čestica utiče na vrednost saturacione magnetizacije. 

Dokazano je da neujednačena distribucija veličine čestica negativno utiče na magnetna 

svojstva zbog statistike čestične orijentacije. Prema literaturnim podacima SMNČ sintetisane 



Doktorska disertacija Dragana T. Stanković 

61 

 

 

 

metodom koprecipitacije imaju manju saturacionu magnetizaciju u odnosu na SMNČ 

dobijene drugim metodama (poliol) (203). 

4.3.1.6. Magnetna hipertermija MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ 

S obzirom da je jedan od ciljeva ove disertacije sinteza SMNČ koje će postići 

odgovarajuće zagrevanje pod uticajem spoljašnjeg magnetnog polja, čime bi bila 

omogućena njihova potencijalna teranostička primena, određivanje vrednosti specifične 

brzine apsorpcije (SAR) predstavlja važan parameter u njihovoj karakterizaciji. Efikasnost 

grejanja SMNČ predstavlja efikasnost pretvaranja energije magnetnog polja u toplotu 

i procenjuje se preko SAR vrednosti. Pretvaranje energije magnetnog polja u toplotu 

zavisi ne samo od parametara magnetnog polja već i od veličine, raspodele veličine, 

oblika, hemijskog sastava i kristalne strukture čestica. Izbor jedinjenja za oblaganje je 

takođe jedan od parametara koji utiče na efikasnost grejanja nanočestica jer debljina 

obloge, a samim tim i veličina obložene nanočestice utiče na vrednost specifične brzine 

apsorpcije (204,205). 

Kinetičke krive grejanja MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ izmerene su u spoljašnjem 

promenljivom magnetnom polju jačine H = 23,9 kA/m i frekvencijama od 252 kHz, 397 

kHz i 577 kHz, koristeći komercijalni uređaj DM100 serije. Da bi se ispitao uticaj različitih 

površinskih obloga na sposobnost zagrevanja okoline od strane SMNČ, izračunate su 

SAR vrednosti i prikazane u tabeli 5. Izlaganjem u promenljivom magnetnom polju jačine 

23,9 kA/m i frekvencije od 577 kHz, za HEDP-SMNČ, dobijena je vrednost SAR od 

141,4 W/g, dok je za MDP-SMNČ vrednost bila nešto niža (113,3 W/g). SAR vrednost 

za neobložene SMNČ nije određivana iz razloga nestabilnosti samog uzorka u vodenoj 

sredini. 

Tabela 5. SAR vrednosti vodenih nanosuspenzija SMNČ u promenljivomm 

magnetnom polju jačine 23,9 kA/m pri različitim frekvencijama 
 

 
SAR (W/g) 

252 kHz 397 kHz 577 kHz 

MDP-SMNČ 37,3 63,2 113,3 

HEDP-SMNČ 65,5 88,5 141,4 

Zavisnosti promene temperature vodenih nanosuspenzija MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ 

u funkciji vremena izlaganja pri konstantnoj jačini spoljašnjeg promenljivog magnetnog 

polja od 23,9 kA/m i različitim frekvencijama, prikazane su na slici 29. Dokazano je 

da HEDP-SMNČ postižu temperaturu od 42 °C na 397 KHz, dok MDP-SMNČ postižu 

temperaturu od 41 °C na 577 KHz kada su izložene konstantnoj jačini magnetnog polja i 

istom vremenu izlaganja. 
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Slika 29. Temperaturni profili za MDP-SMNČ (A) i HEDP-SMNČ (B) 

kada su izložene konstantnoj jačini spoljašnjeg promenljivog magnetnog polja 

od 23.9 kA/m i frekvencijama od 252 kHz, 397 kHz i 577 kHz. 

U kliničkoj primeni magnetne hipertermije treba imati u vidu i fiziološka ograničenja, 

kada su u pitanju spoljašnji parametri (frekvencija i jačina primenjenog polja), jer magnetno 

polje visokih frekvencija može izazvati lokalno zagrevanje u delu tkiva u kome se ne 

nalaze magnetne čestice usled pojave vrtložnih struja. Dozvoljena frekvencija i amplituda 

polja koje se mogu smatrati bezbednim za kliničku upotrebu još uvek nisu uspostavljene. 

Atkinson i Brezovich (206) su preporučili da su frekvencija od 50 kHz do 1 MHz i jačina 

spoljašnjeg magnetnog polja <15 kA/m gornje dozvoljene granice koje se mogu primeniti 

na ljudima. Eksperimentalno izračunata maksimalna dozvoljena vrednost za proizvod H·f 

koji se može primeniti na ljudima iznosi 4,85∙108 A/m·s (206) , dok je kasnije ustanovljen 

i Herg-tov limit od 5∙109 A/m·s (207). Ove činjenice su dovele do preovlađujućeg stava 

da se gornja granica proizvoda H·f može pomeriti ka većim vrednostima u slučaju kraćih 

vremenskih perioda primene, manjih površina koje se tretiraju i u zavisnosti od ozbiljnosti 

bolesti, veličine tumora i njegove dostupnosti. 

Osim kliničkih, potrebno je posebno obratiti pažnju i na tehnička ograničenja uređaja 

za magnetnu hipertermiju, jer je većina istraživanja uticaja hipertermije na biološka tkiva 

urađena u veoma uskom opsegu primenjenih frekvencija i polja. Zbog toga, parametri 

magnetnog polja moraju biti precizno određeni kako bi se optimizovala efikasnost grejanja 

SMNČ, bilo da se koriste za specifično lokalno oslobađanje leka ili kao terapijski agensi 

same po sebi, izazivanjem citolize tumorskih ćelija, za koje je karakteristično da su osetljivije 

na povišenu temperaturu od zdravih ćelija (208,209). 

Poredeći publikovane SAR vrednosti za SMNČ na bazi gvožđa (koje se kreću u 

intervalu od 10–300 W/g) sa dobijenim SAR vrednostima SMNČ obloženih bisfosfonatima, 

možemo zaključiti da sintetisane MDP-SMNČ i HEDP-SMNČ pokazuju obećavajuću 

efikasnost grejanja pod uticajem spoljašnjeg magnetnog polja, pa se mogu koristiti u daljim 

in vitro / in vivo istraživanjima. 
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4.3.2. Karakterizacija SMNČ obloženih sa DMSA 

 

4.3.2.1. Karakterizacija DMSA-SMNČ metodom XRPD 

Kristalna struktura sintetisanog DMSA-SMNČ ispitana je metodom rendgenske 

difrakcije na prahu (XRPD). Difraktogrami za neobložene SMNČ i DMSA-SMNČ 

prikazani su na slici 30. 

Analizom difraktograma primećuje se da dobijeni talozi pripadaju spinelnom tipu 

strukture, bez prisustva nekih drugih mogućih faza. Karakteristične refleksije spinelne 

strukture (220) i (311), odgovaraju refleksiji maghemita (γ-Fe2O3) (JCPDS # 110614) i 

magnetita (Fe3O4) (JCPDS # 19-0629). Analizom dobijenih rezultata, zaključuje se da su 

sintetisane SMNČ verovatno smeša dve faze, magnetita i maghemita (186). Izraženo crna 

boja taloga sugeriše da je magnetit predominantan sastojak sintetisanih smeša 

jedinjenja. Srednja veličina kristalita (d XRD), određena pomoću Šererove jednačine (187) 

iznosila je 12,2 nm što je u skladu sa prečnicima čestica dobijenih pomoću TEM metode. 
Iz prikazanih difraktograma se može zaključiti da postupak funkcionalizacije nije imao 

uticaja na kristalnu strukturu sintetisanih SMNČ. 
 

Slika 30. Difraktogrami neobloženih i obloženih SMNČ 

 

4.3.2.2. Karakterizacija DMSA-SMNČ metodom DLS 

Vrednost hidrodinamičkog prečnika obloženih DMSA-SMNČ određena je DLS 

metodom i iznosi 140,3 ± 6,5 nm. Ovo povećanje prečnika u odnosu na dijametar neobložene 

čestice (dobijen pomoću TEM) od 11±3 nm je posledica prisustva hidratisanog sloja na 

površini nanočestica. Takođe, obložene SMNČ su znatno većeg prečnika od neobloženih 

što ukazuje na vezivanje DMSA za površinu sintetisanih SMNČ. 

4.3.2.3. Određivanje zeta potencijala DMSA-SMNČ 

Merenjem zeta potencijala vodenih nanosuspenzija neobloženih i obloženih SMNČ 

na pH 7, određeno je površinsko naelektrisanje SMNČ. Zeta potencijal neobloženih 

SMNČ je iznosio +12,5 mV. Oblaganje površine SMNČ sa DMSA je značajno uticalo na 
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površinsko naelektrisanje. Na pH 7, zeta potencijal vodenih nanosuspenzija DMSA-SMNČ 

je negativan i iznosi −35,1 mV, što ukazuje da je došlo do elektrostatičke stabilizacije 

SMNČ nakon oblaganja odn. povećanja stabilnosti SMNČ. Visoka negativna vrednost 

zeta potencijala za DMSA-SMNČ u odnosu na neobložene SMNČ, posledica je prisustva 

karboksilnih i tiolnih funkcionalnih grupa na površini čestica. Ovim je ujedno i potvrđena 

efikasnost funkcionalizacije SMNČ sa DMSA. 

4.3.2.4. Karakterizacija DMSA-SMNČ metodom FTIR 

FTIR spektroskopijom ispitana je uspešnost funkcionalizacije sintetisanih SMNČ 

sa DMSA, kao i razumevanje njihovih interakcija. Oblaganjem SMNČ sa DMSA, dolazi 

do interakcije hidroksilnih grupa koje su deo karboksilnih funkcionalnih grupa DMSA i 

SMNČ i stvaranja polarnih Fe-O-C veza uz izdvajanje molekula vode. Takođe, slobodne 

tiolne grupe DMSA međusobno reaguju i stvaraju disulfidne -S-S-veze u omotaču. Na slici 

31 prikazani su FTIR spektri SMNČ, DMSA i DMSA-SMNČ. 

 

 
Slika 31. FTIR spektri SMNČ, DMSA i funkcionalizovane SMNČ sa DMSA 

FTIR spektri SMNČ, snimani u regionu od 4000 cm−1 do 400 cm−1, ne pokazuju 

prisustvo ostataka organskih faza. U spektrima (SMNČ i DMSA-SMNČ) se na 540 

cm-1 uočava apsorpciona traka koja potiče od istežuće vibracije metal-kiseonik, Fe−O 

veze i potvrđuje prisustvo Fe3O4 nanočestica. Prema literaturnim podacima, vrednost 

istežuće vibracije metal-kiseonik faze za magnetit (Fe O ) iznosi
3 

5
4
50 cm−1 

(210). U spektru DMSA uočavaju se apsorpcione trake na 1632 i 1350 cm−1 koje potiču 
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od simetričnih i asimetričnih vibracija istezanja karboksilnih -COO− grupa. Široka 

traka na 2532 cm−1 odgovara vibraciji istezanja S-H veze tiolne grupe. Traka koja potiče 

od istezanja C-O-Fe veze prisutna u spektru DMSA-SMNČ na 1050 cm−1 potvrđuje da 

su molekuli DMSA vezani za površinu SMNČ (211). Takođe potvrdu oblaganja SMNČ 

sa DMSA predstavljaju i trake na 1632 i 1350 cm−1 koje se odnose na simetrično i 

asimetrično istezanje karboksilnih -COO− grupa. Razlog odsustva -SH grupe u spektru 

DMSA-SMNČ je oksidacija -SH grupa u disulfidne -S-S- grupe koje apsorbuju u nižoj 

IR oblasti. FTIR analiza je takođe potvrdila prisustvo DMSA na površini SMNČ-a, što 

je dokaz uspešnog oblaganja SMNČ. 

 

4.3.2.5. Magnetna svojstva DMSA-SMNČ 

Magnetna svojstva DMSA-SMNČ ispitana su pomoću SQUID magnetometra. 

Zavisnost magnetizacije od primenjenog magnetnog polja (histerezisna kriva, slika 32) za 

DMSA-SMNČ merena je na konstantnoj temperaturi od 300 K, u opsegu jačine magnetnog 

polja od -5 T do +5 T. Vrednost saturacione magnetizacije je određena ekstrapolacijom 

magnetizacije M u zavisnosti od 1/H i dobijena vrednost MS na T=300 K iznosi 42,6 emu/g 
za DMSA-SMNČ. 

Dobijena niža vrednosti izmerene Ms za DMSA-SMNČ u odnosu na neobložene 

SMNČ (50,1 emu/g, slika 28) se može objasniti prisustvom nemagnetnog sloja DMSA na 

njihovoj površini. 

 

 
Slika 32. Histerezisna kriva za DMSA-SMNČ na T=300 K 
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4.3.2.6. Magnetna hipertermija DMSA-SMNČ 

Kako bi se ispitala mogućnost upotrebe nanočestica u magnetnoj hipertermiji, 

efikasnost zagrevanja DMSA-SMNČ je određena merenjem SAR vrednosti (W/g) u 

promenljivom magnetnom polju jačine H=23.9 kA/m i frekvencijama od 252 kHz, 397 

kHz i 577 kHz. Određivanjem nagiba (ΔT/Δt) sa krive promene temperature ferofluida 

sa vremenom, izračunata je SAR vrednost za DMSA-SMNČ. Vrednosti specifične brzine 

apsorpcije DMSA-SMNČ su iznosile 35,9 W/g, 61,3 W/g i 102,6 W/g pri frekvencijama 

252 kHz, 397 kHz i 577 kHz, redom. Za neobložene SMNČ nije određena SAR vrednost 

zbog nestabilnosti uzoraka u vodenoj sredini. 

 

 

4.4. Radioobeležavanje obloženih SMNČ 

Jedan od ciljeva ove disertacije je ispitivanje uslova za radioobeležavanje obloženih 

SMNČ različitim radionuklidima koji se koriste u dijagnostici ili terapiji različitih oboljenja. 

Jedan od radionuklida koji je korišćen za ispitivanja je 99mTc, koji se već nekoliko decenija, 

zbog gotovo idealnih fizičkih karakteristika, koristi u medicini u skoro 85% dijagnostičkih 

procedura. On omogućava, uz relativno nisko izlaganje zračenju, jasnu vizualizaciju 

unutrašnjih anatomskih struktura i organa i procenu njihove funkcije. Na slici 33 predstavljen 

je shematski prilaz radioobeležavanja SMNČ sa 99mTc. 
 

 
Slika 33. Shematski prikaz radioobeležavanja SMNČ obloženih difosfonatima sa 99mTc. 

Drugi radionuklid koji je korišćen za ispitivanja je 177Lu3+, koji se danas sve više 

koristi u terapiji različitih malignih bolesti. 

 

4.4.1. Radioobeležavanje obloženih SMNČ tehnecijumom-99m 

Rezultati prinosa obeležavanja obloženih SMNČ tehnecijumom-99m, dobijeni 

instant hromatografijom na tankom sloju - ITLC (SG) sa dve mobilne faze, prikazani su u 

tabelama 6, 7 i 8. U ovim eksperimentima koncentracija obloženih SMNČ je bila konstantna 

(5 mg/ml) kao i pH 4, dok se količina redukujućeg sredstva, Sn(II)-jona menjala. 
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Tabela 6. Uticaj količine SnCl 
2 
na prinos 99mTc-MDP-SMNČ 

 

 

SnCl2 (μg) 
99mTc -MDP- 
SMNČ (%) 

99mTcO − (%) 
4 

Radiokoloidi 
99mTcO (%) 

2 

275 95,2 ± 0,3 1,4 ± 0,6 4,4 ± 1,1 

300 91,2 ± 2,2 2,7 ± 0,5 7,1 ± 1,3 

350 82,4 ± 4,1 2,3 ± 1,1 16,3 ± 2,8 

400 69,2 ± 4,6 3,8 ± 2,1 28,0 ± 3,3 

 

Tabela 7. Uticaj količine SnCl
2 
na prinos 99mTc–HEDP- SMNČ 

 

 

SnCl2 (μg) 
99mTc –HEDP- 

SMNČ (%) 

99mTcO − (%) 
4 

Radiokoloidi 
99mTcO (%) 

2 

275 65,5 ± 5,3 34,3 ± 3,1 1,1 ± 0,6 

300 73,2 ± 2,8 25,4± 2,1 2,4 ± 1,1 

350 84,6 ±3,7 14,2 ± 2,3 2,2 ± 1,0 

400 97,4 ± 1,3 1,4 ± 0,2 2,2 ± 0,5 

 

Tabela 8. Uticaj količine SnCl 
2 
na prinos 99mTc–DMSA-SMNČ 

 

 

SnCl2 (μg) 
99mTc–DMSA- 

SMNČ (%) 
99mTcO − (%) 

4 

Radiokoloidi 
99mTcO (%) 

2 

275 58,3 ± 4,1 36,3 ± 2,8 6,4 ± 2,1 

300 67,5 ± 5,2 28,4 ± 2,2 5,1± 2,6 

350 86,2 ± 4,3 12,4 ± 2,7 2,4 ± 1,0 

400 98,3 ± 0,4 1,5 ± 1,1 1,2 ± 0,5 

Količina redukcionog sredstva je jedan od ključnih parametara u procesu 

radioobeležavanja jedinjenja ili čestica radinuklidom 99mTc. Tokom optimizacije uslova 

obeležavanja uglavnom se Sn(II)-hlorid dodaje u višku u odnosu na 99mTc da bi se 
obezbedila potpuna 

redukcija 99mTc. Međutim, prisustvo značajnog viška SnCl
2 

može dovesti i do stvaranja 

nepoželjnih radiokoloida koji imaju potpuno drugačije puteve biodistribucije i samim tim 

predstavljaju radiohemijsku nečistoću. Preuzimanje radiokoloida od strane RES-a značajno 

povećava dozu zračenja koju prime jetra, slezina i koštana srž. 
           Na osnovu dobijenih rezultata, može se zaključiti da se obložene SMNČ mogu obeležiti 

99mTc u prisustvu kalaj(II)-jona u visokom prinosu ( 95%). Količina redukcionog sredstva 
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koja je potrebna za uspešno obeležavanje obloženih SMNČ sa 99mTc, optimizovana je 

na 275 μg (za MDP-SMNČ) i 400 μg (za HEDP-SMNČ i DMSA-SMNČ). 

Poznato je da pH vrednost sredine ima jak uticaj na građenje kompleksa, kao i na 

njihovu stabilnost. U ovoj disertaciji ispitan je uticaj pH vrednosti suspenzije (pH 3 do 

pH 8) na građenje i stabilnost kompleksa 99mTc sa obloženim SMNČ, kao i na prinos 

obeležavanja. U opsegu pH od 4 do 6, prinos je bio veći od 95% i nije bilo značajnih 

razlika u prinosu radioobeležavanja kod svih obloženih SMNČ, dok je na nižim i na višim 

pH prinos bio niži od 85%. 

Reakciono vreme, kao i temperatura na kojoj dolazi do obeležavanja obloženih 

SMNČ sa 99mTc su takođe parametri koji utiču na prinos obeležavanja i stabilnost obeleženih 

čestica. Dokazano je da se visok prinos obeležavanja (95%) obloženih SMNČ dobija 

već nakon 30 minuta na sobnoj temperaturi. Produžavanjem trajanja reakcije do 60 min 

nema značajnog uticaja na prinos obeležavanja. Povišena temperatura (95 °C) dovodi 

do značajnog smanjenja prinosa obeležavanja. Za 99mTc-MDP -SMNČ i 99mTc-HEDP- 

SMNČ prinos je iznosio 73,8 ± 1,0% i 72,6 ± 1,3%, dok je za 99mTc-DMSA-SMNČ 

vrednost bila još niža (67,4 ± 0,5%). U tabeli 9 prikazani su prinosi radioobeležavanja, 

dobijeni na sobnoj temperaturi i na pH 4. 

Tabela 9. Uticaj reakcionog vremena na prinos obeležavanja obloženih SMNČ sa 99mTc 

na sobnoj temperaturi i pH 4. 
 

Obložene SMNČ 
obeležene 99mTc 

 

Prinos (%) 

 30 min 60 min 

99mTc -MDP-SMNČ 95,1 ± 1,2 94,8 ± 1,0 

99mTc -HEDP-SMNČ 97,1 ± 0,9 96,5 ± 1,1 

99mTc-DMSA-SMNČ 98,0 ± 1,0 96,2 ± 0,8 

Pošto je prinos radioobeležavanja bio veoma visok kod sve tri grupe radioobeleženih 

SMNČ, nije bilo potrebe za njihovim prečišćavanjem od viška slobodnog 99mTc metodom 

taloženja pomoću spoljašnjeg magneta (213). 

 

4.4.1.1. Studije in vitro stabilnosti obloženih SMNČ obeleženih sa 99mTc 

Radiohemijska čistoća obloženih SMNČ obeleženih sa 99mTc, ispitana je tokom 24 

sata u humanom serumu i fiziološkom rastvoru na 37 °C. Dobijeni rezultati prikazani su 

na slici 34. Dobijeni rezultati su pokazali da nakon inkubacije od 24 sata u fiziološkom 

rastvoru i humanom serumu više od 85% 99mTc ostaje vezano za obložene SMNČ. 

Radiohemijska čistoća svih obloženih SMNČ obeleženih sa tehnecijumom-99m je bila 

nešto niža nakon 24 sata inkubacije u humanom serumu u odnosu na inkubaciju u 

fiziološkom rastvoru. Na osnovu dobijenih rezultata, možemo zaključiti da tehnecijum- 

99m gradi jake koordinativno kovalentne veze sa funkcionalnim grupama na površini 

nanočestica, čime je omogućena velika stabilnost radioobeleženih obloženih SMNČ u 

fiziološkom rastvoru i humanom serumu. Ovako dobijene radioobeležene čestice su 

pogodne za dalja ispitivanja u cilju in vivo primene. 
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Slika 34. In vitro stabilnost 99mTc-MDP-SMNČ, 99mTc-HEDP-SMNČ i 99mTc-DMSA-SMNČ 

u fiziološkom rastvoru i humanom serumu, nakon inkubacije na 37 °C u toku 24 sata. 

 

4.4.1.2. Studije ex vivo biodistribucije obloženih SMNČ obeleženih sa 99mTc 

Rezultati ispitivanja biodistribucije 99mTc obeleženih obloženih SMNČ na zdravim 

pacovima soja Wistar prikazani su na slici 35. Nakon intravenskog injektovanja, radioaktivno 

obeležene nanočestice karakteriše brzi klirens iz sistemske cirkulacije i značajan porast 

radioaktivnosti u jetri i slezini već nakon 10 minuta. Značajno manja radioaktivnost 
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uočena je u plućima i bubrezima. Radioaktivnost u plućima je, pretpostavljamo, posledica 

međusobnog slepljivanja obloženih SMNČ usled van der Waals-ovih interakcija. Kako 

rezultati pokazujuju, ova pojava je nešto izraženija kod 99mTc-MDP-SMNČ u odnosu 

na 99mTc-HEDP-SMNČ i 99mTc-DMSA-SMNČ. Mali procenat (< 3%) radioaktivnosti 

u bubrezima ukazuje na zadovoljavajuću in vivo stabilnost radioobeleženih čestica, jer 

dolazi do degradacije u fiziološkim uslovima samo malog broja čestica, a oslobođeni 99mTc 

se veoma brzo eliminiše putem bubrega. Maksimalno nakupljanje u jetri je 1 sat nakon 

injektovanja 99mTc-MDP-SMNČ i 99mTc–HEDP-SMNČ (83,30 ± 2,5 i 77,10 ± 5,3 % ID/ 

organu) i slezini (14,1 ± 1,0 i 18,0 ± 1,26 % ID/organu). Kod 99mTc–DMSA-SMNČ, 

maksimalno nakupljanje u jetri je nakon 2 sata od intravenskog injektovanja (84,69 ± 4,20 

% ID/organu), dok je u slezini 4,97 ± 0,31 % ID/organu. U ostalim organima uočeno je 

zanemarljivo prisustvo radioaktivnosti. 
 

 

Slika 35. Biodistribucija: A) 99mTc-MDP-SMNČ; B) 99mTc–HEDP -SMNČ i C) 99mTc-DMSA- 

SMNČ nakon i.v. primene u zdravim (normalnim) Wistar pacovima (𝑥̅ ± SD, n= 3). Vrednosti 

radioaktivnosti po organima sa vremenom su korigovane primenom zakona radioaktivnog 

raspada. Raspodela po organima kost, meko tkivo i krv računata je na celu njihovu masu u 

organizmu miša tj. krv ~ 8%, kosti ~10%, meko tkivo ~ 40% od ukupne telesne mase pacova. 

 

 

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja obloženih SMNČ obeleženih 

tehnecijumom-99m, kao i na osnovu SAR vrednosti za sve tri obložene SMNČ (MDP- 

SMNČ, HEDP-SMNČ, DMSA-SMNČ), može se zaključiti da su 99mTc-HEDP-SMNČ 

pokazale najpovoljnije osobine i da bi zato mogle da se koriste za njihovo dalje 

ispitivanje kao potencijalnog teranostičkog agensa. 
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4.4.1.3. Scintigrafske studije sa 99mTc–HEDP-SMNČ 

Scintigrafija je nuklearnomedicinska dijagnostička metoda koja se zasniva na 

praćenju prostorne raspodele gama zračenja, specijalnom kamerom, nakon i.v. injektovanja 

radiofarmaceutika. Ova metoda ima veliki značaj jer za razliku od drugih metoda, pruža 

mogućnost istovremenog ispitivanja morfologije i funkcije organa. 

Kako nije bilo značajne razlike u dobijenim rezultatima biodistribucije za sva tri uzorka 

(99mTc-MDP-SMNČ, 99mTc–HEDP-SMNČ i 99mTc-DMSA-SMNČ) nakon intravenskog 

injektovanja, snimani su na Gama kameri (Siemens e_cam, Duall Head, SAD) samo 

Wistar pacovi kojima je injektovan 99mTc–HEDP-SMNČ. Snimanje je izvedeno nakon 

10 s, 1 min, 10 min i 60 min od injektovanja. Dobijeni scintigrafski snimci 99mTc–HEDP- 

SMNČ prikazani su na slici 36. Na prikazanim snimcima se može uočiti da je najveća 

radioaktivnost u predelu jetre i slezine, dok je zanemarljiva radioaktivnost primećena u 

svim ostalim organima. 

Nakon 10 minuta od injektovanja, uočava se radioaktivnost u mokraćnoj bešici, 

što ukazuje da dolazi do degradacije malog broja 99mTc–HEDP-SMNČ u fiziološkim 

uslovima i oslobođeni 99mTc se eliminiše putem bubrega. Ovi rezultati su u saglasnosti sa 

prethodno dobijenim rezultatima biodistribucije. Nakon 1 minuta od injektovanja, uočava 

se i radioaktivnost u plućima, koja se smanjuje sa vremenom. Ovi rezultati ukazuju da 

se agregati koji nastaju i.v. injektovanjem 99mTc–HEDP-SMNČ zadržavaju u kapilarima 

pluća, ali vremenom usled pritiska struje krvi dolazi do njihovog potiskivanja i prolaska 

kroz lumen kapilara (214,215). 

 

Slika 36. Scintigrafski snimci zdravih Wistar pacova nakon injektovanja 99mTc–HEDP-SMNČ 

u vremenskim intervalima: a) 10 s, b) 1 min, c) 10 min i d) 60 min. 
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4.4.2. Radioobeležavanje obloženih SMNČ lutecijumom-177 

Za obeležavanje obloženih SMNČ radionuklidom 177Lu korišćena je metoda direktnog 

vezivanja radionuklida za funkcionalne grupe na površini obloženih SMNČ. 

Kod određivanja radiohemijske čistoće, slobodni 177Lu3+ joni predstavljali su jedinu 

radiohemijsku nečistoću. U tabeli 10 prikazani su reakcioni uslovi pod kojima su dobijeni 

maksimalni prinosi radioobeležavanja obloženih SMNČ. 

Tabela 10. Maksimalni prinosi radioobeležavanja obloženih SMNČ sa 177Lu određeni 

ITLC- SG metodom 
 

Obložene SMNČ 

obeležene 177Lu 

Reakciono Temperatura Prinos 

vreme (min) (˚C) radioobeležavanja (%) 
   

177Lu-MDP-SMNČ 60 25 74,2 ± 0,3 

177Lu-HEDP-SMNČ 60 25 72,5 ± 1,2 

177Lu-DMSA-SMNČ 30 25 86,6 ± 2,1 

Na osnovu dobijenih rezultata, može se zaključiti da je najveći prinos (> 70%) 

radioobeležavanja SMNČ obloženih bisfosfonatima sa 177Lu3+ dobijen inkubacijom 

nanosuspenzije u toku 60 minuta, na sobnoj temperaturi pri pH 4. Povećanje temperature 

i kraće reakciono vreme nisu uticali na povećanje prinosa obeležavanja SMNČ obloženih 

bisfosfonatima. Rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim od strane Radović i saradnika 

(166). Kada su u pitanju DMSA-SMNČ, najveći prinos radoobeležavanja sa 177Lu3+ (> 

85%) je dobijen nakon inkubacije na sobnoj temperaturi u toku 30 minuta na pH 6,5 (167). 

Povećanjem temperature i reakcionog vremena nije postignut veći prinos 177Lu-DMSA- 

SMNČ. 

Kako je najveći prinos obeležavanja sa 177Lu dobijen sa DMSA-SMNČ, sva dalja 

ispitivanja izvođena su sa 177Lu-DMSA-SMNČ. 

Pre primene u in vitro i in vivo ispitivanjima, iz nanosuspenzije 177Lu-DMSA-SMNČ 

je metodom magnetne dekantacije odstranjen slobodni 177Lu3+. Dobijeni talog 177Lu-DMSA- 

SMNČ je resuspendovan u redestilovanoj vodi. Radiohemijska čistoća prečišćenih 177Lu- 
DMSA-SMNČ bila je > 99%. 

4.4.2.1. In vitro stabilnost 177Lu-DMSA-SMNČ 

In vitro stabilnost 177Lu-DMSA-SMNČ ispitana je tokom stajanja osnovne 

nanosuspenzije na sobnoj temperaturi, kao i u humanom serumu i fiziološkom rastvoru 

na 37 ℃ tokom 6 dana (144 sati) od obeležavanja sa 177Lu (slika 37). Radiohemijska 

čistoća određena je metodom uzlazne ITLC hromatografije. Slobodan 177Lu3+ koji nastaje 

degradacijom 177Lu–DMSA-SMNČ predstavlja radiohemijsku nečistoću. 

Na osnovu dobijenih rezultata in vitro stabilnosti 177Lu-DMSA-SMNČ u fiziološkom 

rastvoru i humanom serumu nakon 144 sata, može se zaključiti da 177Lu gradi stabilne 

koordinativno kovalentne veze sa negativno naelektrisanim funkcionalnim grupama 

na površini čestica, tako da slobodni joni u fiziološkom rastvoru i proteíni humanog 

seruma nemaju značajan uticaj na tu vezu. Radiohemijska čistoća suspenzije bila je > 95 

%, što znači da se manje od 3% 177Lu3+ oslobodilo nakon 144 sata. Takođe, ostavljanjem 

osnovne suspenzije 177Lu-DMSA-SMNČ na sobnoj temperaturi, nema značajnog uticaja 
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na radiohemijsku čistoću radioobeleženih nanočestica (> 97 %). Ovi rezultati ukazuju da 

se 177Lu–DMSA-SMNČ može primeniti u in vivo ispitivanjima (slika 37). 
 

Slika 37. In vitro stabilnost 177Lu-DMSA-SMNČ u osnovnoj nanosuspenziji na sobnoj 

temperaturi, kao i u humanom serumu i fiziološkom rastvoru na 37 ℃ (x±SD, n = 3) 

 

4.4.2.2. Ispitivanje biološke raspodele 177Lu-DMSA-SMNČ 

4.4.2.2.1. Ispitivanje biološke raspodele 177Lu-DMSA-SMNČ nakon i.v. injekcije 

Osnovni uslov koji mora biti ispunjen, kako bi se nanočestice mogle primeniti u 

čoveka je biokompatibilnost i stabilnost u fiziološkim uslovima. 

Biološko ponašanje nanočestica zavisi od mnogobrojnih faktora. Stoga je bilo 

neophodno ispitati uticaj postupka sinteze, funkcionalizacije dobijenih SMNČ sa DMSA i 

radioobeležavanja na biodistribuciju, kao i njihovu in vivo stabilnost u BALB/c miševima 

sa indukovanim ksenograftima CT-26 i 4T1 tumora. 

Poznato je da biološko ponašanje nanočestica u organizmu zavisi i od načina njihove 

primene. U literaturi se mogu naći podaci o različitim putevima primene nanočestica, 

poput per os, intraperitonealne, inhalacione. Međutim, najveći broj ispitivanja se odnosio 

na njihovu intravensku primenu (103,105). 

Biološka raspodela i in vivo stabilnost i.v. injektovanih 177Lu-DMSA-SMNČ ispitivana 

je u funkciji vremena, na eksperimentalnom modelu miša. 

Na slici 38 prikazani su rezultati biološke raspodele 177LuCl
3 

(0,5 MBq/ 50μl) po 

organima BALB/c miševa sa indukovanim ksenograftima CT-26 tumora dobijeni 1, 24, 

72 i 144 sata nakon i.v. primene. Dobijeni rezultati pokazuju da se 177Lu3+ veoma kratko 

vreme zadržava u cirkulaciji, što bi se moglo objasniti brzom nespecifičnon distribucijom 
177Lu3+ u intersticijalne i intracelularne fluide. Nakon 24 sata, samo 1% od injektovane doze 

se nalazi u krvi. 177Lu3+ se distribuira u jetru i slezinu. Nakon jednog sata, oko 9,23% 

injektovane doze (ID) se nalazi u jetri, dok je 4,43% u slezini. Prisustvo radioaktivnosti 

u jetri i slezini se može objasniti hidrolizom 177Lu3+ na pH > 7 (pH krvi) i formiranjem 

hidroksida (Lu(OH) ili LuO(OH)) koji se zatim veoma brzo preuzimaju od strane ćelija 

RES-a. Nakon intravenske primene, rastvorljive hidrolitičke forme 177Lu3+ se eliminišu 

jednim delom iz organizma i putem bubrega. Radioaktivnost u bubrezima raste i maksimalna 

vrednost se postiže 48 sati nakon i.v. primene (4,58% ID). Nakupljanje 177Lu3+ u kostima 
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raste u funkciji vremena, od 12,80% ID 1 sat nakon i.v. primene, do 39,04% ID nakon 

48 sati. Kosti su ciljno mesto vezivanja 177Lu3+, jer se on vezuje za hidroksiapatit. 

Dobijene vrednosti su očekivane tj. u skladu sa literaturnim podacima (216). 
 

Slika 38. Biodistribucija 177LuCl
3 

(% ID/organu) nakon i.v. primene, u BALB /c miševima sa 

indukovanim ksenograftima CT-26 tumora, (x±SD, n = 3). (Raspodela po organima kao što je 

krv, kost, meko tkivo računata je na celu njihovu masu u organizmu miša tj. krv ~ 8%, kosti 

~10%, meko tkivo ~ 40% od ukupne telesne mase miša). 

 

Rezultati ispitivanja biodistribucije 177Lu-DMSA-SMNČ (0,5 MBq/0,04 mg/50 μl) 

pokazuju da je njihova raspodela po organima BALB/c miševa sa indukovanim ksenograftima 

CT-26 i 4T1 tumora nakon i.v. primene u saglasnosti sa literaturnim podacima (126, 215). 

Dobijeni rezultati prikazani su na slici 39. Najveća radioaktivnost (procenat injektovane 

doze (%ID)) je izmerena u jetri i slezini tokom celog perioda ispitivanja. Preko 85% ID 

se nalazi u jetri, oko 8% ID u slezini, dok je nakupljanje u ostalim organima manje od 

3% nakon 1 sata od injektiranja 177Lu-DMSA-SMNČ (Slike 39A i 39B). Slični rezultati 

(manje od 1% ID u tumoru) dobijeni su za oba eksperimentalna modela (CT-26 i 4T1), 1, 

24, 72 i 144 sata nakon intravenske primene 177Lu-DMSA-SMNČ. Izmerena radioaktivnost 

u krvi je bila manja od 1,5% ID u svim ispitivanim vremenskim intervalima, što govori o 

njihovom izuzetno brzom uklanjanju iz cirkulacije od strane RES-a. 

Najveće nakupljanje 177Lu-DMSA-SMNČ u svim vremenskim intervalima je u 

jetri, što se može objasniti fizičko-hemijskim karakteristikama DMSA-SMNČ jer veoma 

brzo po ulasku u cirkulaciju, dolazi do njihove opsonizacije od strane proteina plazme i 

fagocitoze od strane RES-a. 

Nakon 72 sata, uočava se trend smanjanja radioaktivnosti u jetri, što se može 

objasniti degradacijom unetih čestica pod dejstvom enzima u lizozomima Kupferovih 

ćelija jetre (218). 
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Slika 39. Biodistribucija 177Lu-DMSA-SMNČ (% ID/organu) nakon i.v. primene, 

u BALB /c miševima sa indukovanim ksenograftima: a) CT-26 tumora i b) 4T1 tumora 

(x±SD, n = 3). Raspodela radioaktivnosti po organima, kost, meko tkivo i uzorku krvi 

preračunava se na celu njihovu masu u organizmu miša tj. krv ~ 8%, kosti: ~10%, 

mišićno tkivo: ~ 40% od ukupne telesne mase miša) 

Na osnovu prikazanih rezultata, možemo da zaključimo da funkcionalizacija površine 

SMNČ sa DMSA omogućava građenje jake koordinativno kovalentne veze sa 177Lu i da 

je nagrađeni kompleks stabilan u ispitivanim vremenskim intervalima u in vivo uslovima. 

Mala radioaktivnost u kostima (< 3% ID), pokazuje da ne dolazi do značajnije razgradnje 

kompleksa i oslobađanja slobodnog 177Lu3+. 

Iz dobijenih rezultata takođe možemo zaključiti da je nakupljanje 177Lu- DMSA- 

SMNČ u tkivima i CT-26 i 4T1 tumora nakon i.v. primene izuzetno malo (< 1% 

ID/tumoru). Ova količina radioaktivnosti u tumorima nije dovoljna da β- zračenje 177Lu u 

tumorskom (ciljnom) tkivu ispolji svoj terapijski efekat, a sa druge strane velika 

radioaktivnosti u jetri i slezini dovodi do značajnog povećanja efektivne doze u njima, što 

nosi rizik od ozbiljnih oštećenja tih organa. 

Kako nije postignuto značajnije nakupljanje 177Lu-DMSA-SMNČ u tumorskim tkivima 

nakon njihove intravenske primene, u daljem radu su 177Lu-DMSA-SMNČ injektovane 

putem intratumorske injekcije. 

4.4.2.2.2. Ispitivanje biološke raspodele 177Lu-DMSA-SMNČ nakon i.t. injekcije 

Da bi lek mogao da ispolji svoj terapijski efekat pri i.t. načinu primene, neophodno 

je njegovo prolongirano zadržavanje u tumorskom tkivu. Od dužine vremena zadržavanja u 

tumorskom tkivu zavisi i njegova terapijska efikasnost. Stoga je bilo neophodno da se 

ispita vreme zadržavanja ispitivanih 177Lu-DMSA-SMNČ u tumorskom tkivu. 

Snimci miševa sa indukovanim CT-26 tumorima pokazali su da je celokupna 

injektovana radioaktivnost bila u tumorskom tkivu kao i da nije detektovana radioaktivnost 

u drugim organima i tkivima tokom celokupnog perioda ispitivanja (Slika 40 a), b), c)). 

Ovo se može objasniti i strukturom samog CT-26 tumora. Ovaj tip tumora ima 

konzistentnu strukturu i po prirodi je slabo vaskularizovan pa je oslobađanje 

radioaktivnosti iz njih bilo ograničeno. 

Kod miševa sa indukovanim 4T1 tumorima, na snimcima dobijenim nakon prvog 

dana od i.t. injektovanja 177Lu-DMSA-SMNČ radioaktivnost se uočava samo u tumorskom 

tkivu. Međutim, 5. i 11. dana od injektovanja određena doza radioaktivnosti se detektuje 

i u jetri i slezini (Slika 40 d), e), f)). Ovo se može objasniti i prirodom i građom samog 

tumora. Za razliku od CT-26 tumora, 4T1 tumore karakteriše agresivan rast i intenzivna 

tumorska angiogeneza, tj. sposobnost tumora da stvara sopstvenu mrežu krvnih sudova 
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čiji je zid, zbog slabijeg kvaliteta, povećano propustljiv za čestice koje se injektuju u 

ekstracelularni prostor unutar tumora. Čestice koje su injektovane u blizini krvnog suda 

dospevaju u sistemsku cirkulaciju i bivaju veoma brzo prepoznate i preuzete od strane 

ćelija RES-a. Takođe, sastav strome u velikoj meri utiče na prenos materija u tumor i 

iz tumora. Moguće je da razlika u sastavu strome dve vrste tumora igra ključnu ulogu u 

uočenoj razlici u vezi sa distribucijom 177Lu-DMSA-SMNČ (218, 219). Činjenicom da nije 

detektovana radioaktivnost u kostima, potvrđuje se da nije došlo do oslobađanja 

slobodnog 177Lu3+ tj. da je 177Lu-DMSA-SMNČ stabilan. 
 

Slika 40. Snimci BALB/c miševa sa indukovanim tumorima snimljeni 

BRUKER® In vivo Extreeme II uređajem u razlčitim vremenskim intervalima: 

CT-26: a) 1. dan, b) 5. dana i c) 11. dana od i.t. injektovanja 177Lu-DMSA-SMNČ; 

4T1: (d) 1. dana, (e) 5. dana i (f) 11. dana od i.t. injektovanja 177Lu-DMSA-SMNČ. 

 

 

Nakon snimanja 1. i 14. dana od injektovanja 177Lu-DMSA-SMNČ, po tri BALB/c 

miša sa indukovanim CT-26 i 4T1 tumorima su žrtvovana. Izvađeni su organi od interesa 

i njihova radioaktivnost je izmerena u gama brojaču. Dobijeni rezultati su prikazani na 

slici 41. 
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Slika 41. Biodistribucija 177Lu-DMSA-SMNČ u tumoru i organima BALB/c 

miševa sa indukovanim CT-26 (A) i 4T1 (B) tumorima nakon i.t. injekcije. 

Prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost x ± SD. 

 

Iz rezultata prikazanih na slici 41A se može videti da se sva radioaktivnost nakon 

i.t. injekcije kod miševa sa ksenograftom CT-26 nalazi na mestu injektovanja tj. u 

tumorskom tkivu (> 95% ID) i 14. dana od injektovanja, dok je u ostalim tkivima i 

organima bila zanemarljiva. Ovako dobijeni rezultati nam ukazuju da se i.t. injektovanjem 
177Lu-DMSA-SMNČ kod miševa sa indukovanim ksenograftima CT-26 tumora značajno 

smanjilo neželjeno nakupljanje radioaktivnosti u zdravim tkivima i organima, za razliku 

od njihove i.v. primene. 

Nasuprot ovim rezultatima, rezultati dobijeni nakon i.t. injekcije 177Lu-DMSA- 

SMNČ miševima sa 4T1 ksenograftom pokazali su da je 14. dana od injektovanja došlo 

do značajnijeg oslobađanja radioaktivnosti sa mesta primene, a samim tim i distribucije 

radioaktivnosti u zdrave organe (jetru i slezinu) (Slici 41B). Radioaktivnost u tumorima 

se smanjila od 1. do 14. dana sa 92% na 72% ID, dok je radioaktivnost u jetri rasla tokom 

vremena: od 3,2% ID nakon prvog dana do 19,8% ID nakon 14. dana. Slično, radioaktivnost 

u slezini rasla je od prvog dana (1,5% ID) do 14. dana (4,3% ID). Radioaktivnost u ostalim 

organima je bila zanemarljiva. 

Dobijeni rezultati izmerenih radioaktivnosti po organima BALB/c miševa sa 

indukovanim tumorima (CT-26 i 4T1) nakon žrtvovanja su u saglasnosti sa snimcima 

miševa prikazanim na slici 40. 

Kao dokaz da biološko ponašanje primenjenih 177Lu-DMSA-SMNČ u tumoru 

nakon i.t. injekcije zavisi od veličine čestica, kao i stabilnosti koordinativno kovalentne 

veze između grupa obloge na površini SMNČ i radionuklida, BALB/c miševima sa 

indukovanim ksenograftima obe ćelijske linije, i.t. je injektovan rastvor 177LuCl 

(⸛0,5MBq/50μl, pH ⸛6,5). Dobijeni rezultati prikazani su na slici 42. 
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Slika 42. Biodistribucija 177LuCl
3 
u tumoru i organima BALB/c miševa sa 

indukovanim CT-26 (A) i 4T1 (B) tumorima nakon i.t. injekcije. 

Prikazane vrednosti predstavljaju srednju vrednost x ±SD (n=3 po vrsti tumora). 

Dobijeni rezultati pokazali su da se nakon i.t. injekcije rastvora 177LuCl 
3 
u CT-26 

tumore, radioaktivnost iz njih očekivano sporije eliminiše nego iz 4T1 tumora, što se može 
objasniti prirodom i građom samih tumora. Takođe, usled male molekulske mase 
177Lu3+, lako difunduje kroz tkivo tumora i prelazi u krvne sudove, a samim tim i u 

sistemsku cirkulaciju. Nakon eliminacije 177Lu3+ iz tumora, on se najviše nakuplja u 

kostima, jetri i bubrezima. Jetra i bubrezi su glavni putevi eliminacije 177Lu3+ iz 

organizma (221). 

S obzirom da se 177Lu-DMSA-SMNČ zahvaljući svojoj veličini, primenjenoj oblozi i 

fizičko-hemijskim osobinama zadržava u tumorskom tkivu nakon i.t. injektovanja dovoljno 

dug vremenski period tako da emitovano zračenje može da ispolji svoj terapijski efekat, 

ispitivani agens se može smatrati potencijalnim radiofarmaceutskim lekom. 

 

4.5. Terapijska efikasnost 177Lu-DMSA-SMNČ 
 

Poslednjih godina, glavni trend u oblasti nuklearne medicine je personalizovana 

terapija, pri kojoj se farmaceutik i radionuklid za svakog pacijenta biraju ponaosob na 

osnovu tipa i stadijuma bolesti kao i njegovog celokupnog zdravstvenog stanja (222). 

Personalizovana ciljana radionuklidna terapija zasniva se na specifičnom vezivanju 

i zadržavanju radiofarmaceutika u ciljnom tkivu (tumoru) i isporuci visoke doze zračenja 

koja dovodi do radijacionog oštećenja ćelija, sa najmanjim mogućim štetnim efektima 

po okolno zdravo tkivo i organizam u celini. Ovakav vid lečenja razlikuje se od često 

primenjivane, radioterapije, kod koje, pored dejstva na tumorske ćelije, jonizujuće zračenje 

deluje i na ćelije okolnog zdravog tkiva. Prema dosadašnjim saznanjima, ćelije zdravog 

tkiva otpornije su na dejstvo jonizujućeg zračenja od tumorskih ćelija koje se znatno brže 

dele. Upravo, ova razlika u osetljivosti između ćelija tumorskog i zdravog tkiva je jedan 

od osnovnih postulata na kome je osmišljen kompleksan način dejstva radioterapije i 

radionuklidne terapije. 

Mehanizam dejstva zračenja, koje potiče od radionuklida koji je sastavni deo leka, 

leži u izazivanju radijacionog zapaljenja koje se završava nekrozom i fibrozom, pri čemu 

se tretirano tumorsko, proliferativno, hiperfunkcijsko i/ili hipermetaboličko tkivo smanjuje 
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(47). Za ovu svrhu najčešće se primenjuju radionuklidi koji emituju čestično zračenje (α- i 

β-emiteri). Domet emitovanih β-čestica u tkivima je i do nekoliko desetina milimetara u 

zavisnosti od njihove energije. 

U praksi je dokazano da tokom intravenske primene radionuklida nije moguće izbeći 

ozračivanje zdravih tkiva i organa, što sa sobom nosi potencijalne rizike od razvoja novih, 

sekundarnih maligniteta. Kako bi se ovaj rizik sveo na najmanju moguću meru, poslednjih 

desetak godina su sprovedena brojna istraživanja uticaja drugih potencijalnih načina njihove 

primene u cilju smanjenja njihove sistemske raspodele. Jedan od načina, koji zaokuplja 

sve veću pažnju istraživača jeste lokalna primena radioobeleženih nanočestica direktno u 

tumorsko tkivo, odnosno intratumorska primena (223). Ovakav način primene u nuklearnoj 

medicini je poznat pod nazivom nanobrahiterapija i sličan je klasičnoj brahiterapiji. Cilj 

je da se na jedan daleko konforniji i bezbedniji način postigne željena efikasnost terapije, 

uz izbegavanje sistemskog ozračivanja zdravih organa ili tkiva, a ukoliko ga je nemoguće 

izbeći, da se onda svede na najmanju moguću meru. 

U cilju boljeg razumevanja biološkog ponašanja sintetisanih 177Lu-DMSA-SMNČ 

nakon njihove intratumorske primene, neophodno je bilo ispitati efekat zračenja na različite 

vrste tumora, koji će zavisiti ne samo od vrste zračenja već i od građe tumora. 

Osnovni parametar pri intratumorskoj primeni nanočestica koji utiče na efekat terapije 

je svakako mogućnost nanočestica da difunduju po tkivu tumora sa mesta injektovanja, 

što najviše zavisi od vrste tkiva iz kog tumor potiče, odnosno same unutrašnje strukture 

tumorskog tkiva.Idealan slučaj pri intratumorskom injektiranju je ravnomerna difuzija 

radioaktivno obeleženih nanočestica sa mesta injektovanja po celom tumoru i dovoljno 

dugo zadrzavanje u tumorskom tkivu, bez značajne eliminacije u sistemsku cirkulaciju 

tokom vremena trajanja terapije. Na taj način, lokalnim nakupljanjem nanočestica postiže 

se precizna lokalizacija radioterapijskog agensa, čime se smanjuje izlaganje zdravog tkiva 

zračenju, kao i u slučaju brahiterapije, ali za razliku od ove metode, radioobeležene 

nanočestice imaju mogućnost raspoređivanja po celom tumorskom tkivu putem difuzije, a 

sama metoda manje je invazivna (139). 

U skladu sa tim, u ovoj disertaciji, ispitan je uticaj različitih doza zračenja, kao i 

uticaj početne veličine ksenografta na terapijsku efikasnost 177Lu-DMSA-SMNČ. Kada se 

utvrđuje optimalna doza zračenja, ključno je pronaći balans između maksimalnog uništavanja 

tumora i minimalnog oštećenja zdravih tkiva. Ova odluka donosi se na osnovu različitih 

faktora, uključujući vrstu tumora, njegovu veličinu i lokaciju, kao i opšte zdravstveno 

stanje pacijenta. 

Efikasnost terapije praćena je na BALB/c miševima sa indukovanim ksenograftima 

CT-26 i 4T1 tumora nakon i.t. injektiranja 177Lu-DMSA-SMNČ, izračunavanjem zapremine 

tumora svaki drugi dan i merenjem mase tumora na kraju eksperimenta. Sistemska toksičnost 

praćena je posmatranjem opšteg stanja ispitivanih eksperimentalnih životinja kao i merenjem 

njihove telesne mase svakog drugog dana tokom celog perioda trajanja eksperimenata. 

 

4.5.1. Uticaj različitih doza zračenja na terapijsku efikasnost 177Lu-DMSA-SMNČ 

Terapijska efikasnost pet različitih doza 177Lu-DMSA-SMNČ (1,85; 3,7; 9,25; 15 i 

25 MBq/100 μg/0,05 ml) praćena je nakon njihove intratumorske primene u BALB/ c 

miševima sa indukovanim ksenograftima CT-26 i 4T1 tumora u toku 14 dana od dana 

injektovanja radioaktivnosti. Dobijeni rezultati poređeni su sa rastom tumora u kontrolnoj 

grupi, kojoj su i.t. injektovane neradioaktivne DMSA-SMNČ. Dobijeni rezultati su 

prikazani na slici 43 (A, B, C, D). 
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Slika 43. Krive rasta tumora tokom perioda ispitivanja do 14. dana nakon i.t. injektovanja 
177Lu- DMSA-SMNČ BALB/c miševima sa ksenograftima: A) CT-26 tumora, B) 4T1 tumora; 

mase tumora 14. dana od početka eksperimenta: C) CT-26 tumora i D) 4T1 tumora. Vrednosti 

predstavljaju srednju vrednost ± SD (n = 6 za svaku vrstu tumora i dozu zračenja). 

Ksenografti obe kontrolne grupe obe ćelijske linije tumora (CT-26 i 4T1) rasli 

su progresivno i dostigli zapreminu veću od 1200 odnosno 1600 mm3 14. dana od i.t. 

primene neradioaktivnih DMSA-SMNČ, što ukazuje da neradioaktivne DMSA-SMNČ 

čestice nemaju suprimirajući uticaj na rast tumora. Kao što se može videti iz prikazanih 

rezultata, kod obe vrste tumora, u odnosu na kontrolnu grupu, svih 5 injektovanih doza 

su do 4. dana imale suprimirajući efekat na rast tumora dok je razlika u procenjenoj 

zapremini tumora postala statistički značajna u odnosu na kontrolnu grupu već 6. dana 

od i.t. injekcije 177Lu-DMSA-SMNČ (p<0,05). Kod miševa sa ksenograftima CT-26 

tumora, do kraja eksperimenta (do 14. dana) doze od 1,85; 3,7 i 9,25 MBq pokazale 

su suprimirajući efekat na rast tumora. Nije bilo statistički značajne razlike između 

njih u odnosu na terapijski efekat tj. zapreminu tumora (p>0,05). Međutim, nakon i.t. 

primene doza od 15 i 25 MBq uočava se značajan terapijski efekat jer su ove doze 

dovele do potpune regresije rasta i uništenja tumora. Od šestog dana doze 15 i 25 

MBq, u poređenju sa dozama od 1,85; 3,7 i 9,25 MBq pokazale su znatno veći uticaj 

na smanjenje zapremine tumora (p< 0,05). Između doza zračenja od 15 i 25 MBq nije 

bilo statistički značajne razlike u terapijskom efektu (p>0,05), dok je između 9,25 i 

15 MBq uočena statistički značajna razlika (p<0,05) već od osmog dana od početka 

eksperimenta. Ovi rezultati pokazuju da je kod CT-26 tumora, u zavisnosti od očekivanog 

terapijskog efekta, najbolje primeniti dozu od 15 MBq. Veća doza, tj. doza od 25 

MBq, nije poželjna jer može da dovede do povećanja doze zračenja koju primi okolno 

tkivo, a terapijski efekat nije statistički značajno veći od efekta doze od 15 MBq. Kod 

primene nižih doza, od 1,85; 3,7 i 9,25 MBq, najveće smanjenje zapremine tumora bilo 
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je nakon primene doze od 9,25 MBq. Na slici 43A se može uočiti, da nakon primene 

doze od 1,85 MBq dolazi do blagog porasta veličine tumora, jer je terapijski efekat 

dozno zavisan. Ova doza radioaktivnosti nije dovoljno visoka da onemogući dalji rast 

ćelija tumora koje nisu bile izložene bilo direktnim, indirektnim ili neciljanim (BE i 

CE) dejstvima zračenja. Visoke doze od 15 i 25 MBq dovele su do potpunog uništenja 

tumorskih ćelija. Kako je u tkivu tumora maksimalni domet beta čestica koje emituje 
177Lu oko 2 mm, samo direktno dejstvo zračenja ne može omogućiti željeni terapijski 

efekat. Pretpostavlja se da primenom ovih doza dolazi do potpunog uništenja tumora 

kombinacijom i direktnih i indirektnih i neciljanih (BE i CE) dejstava zračenja (27,30). 

Ovi rezultati su očekivani, uzimajući u obzir da ćelijska linija CT-26 spada u grupu 

neinvazivnih tumora koji ostaju in situ, na mestu primene, ne probijaju bazalnu 

membranu i nemaju metastatski potencijal. 

Kod miševa sa ksenograftima 4T1 tumora, dobijeni su slični rezultati nakon 

primene svih 5 injektovanih doza 177Lu-DMSA-SMNČ, kao kod CT-26 tumora (slika 
43B). Doze od 1,85, 3,7 i 9,25 MBq su pokazale suprimirajući efekat na rast tumora u 

odnosu na kontrolnu grupu, međutim od 10. do 14. dana od injektovanja 177Lu-DMSA- 
SMNČ, uočava se porast zapremine tumora nakon primene ovih doza, tj. 1,85 MBq (od 

194,11 do 419,32 mm3), 3,7 MBq (od 231,00 do 312,55 mm3) i 9,25 MBq (od 173,76 do 

273,30 mm3). Pretpostavlja se da su kod ove vrste tumora, usled njegovog agresivnog 

rasta i velikog potencijala za brzo napredovanje bolesti, ćelije koje nisu primile dozu 

zračenja ili su primile jako malu dozu zračenja, nastavile agresivno da rastu. Očekuje 

se da će kod ove vrste tumora primena nekoliko nižih ponovljenih doza (bilo 1,85, bilo 

3,7 ili 9,25 MBq) u određenom vremenskom intervalu od primene početne doze sporije 

ili brže dovesti do uništenja tumora. Međutim, primena visokih doza od 15 i 25 MBq 

dovodi do njihovog uništenja kombinacijom direktnih, indirektnih i neciljanih (BE i 

CE) dejstava zračenja. 

Dokazano je da je 177Lu, zahvaljujući svojim povoljnim fizičkim karakteristikama, 

jedan od radionuklida izbora za obeležavanje nanočestica za primenu u nanobrahiterapiji. 

Njegova primena omogućava nizak nivo izloženosti zračenju zdravih organa i tkiva, tako da 

se ne očekuje opšta ili tkivno specifična toksičnost. Dobijeni rezultati terapijske efikasnosti 
177Lu- DMSA-SMNČ u skladu su sa rezultatima sličnih istraživanja u kojima je korišćen 

isti radionuklid, 177Lu (224,225). 

U velikom broju studija, na modelu eksperimentalnih životinja poput miševa i 

pasa, ispitivan je i.t. način primene zračenja (140). Ispitivani su efekti nanobrahiterapije 

korišćenjem 177Lu, 131I, 125I, 90Y, 188Re, 103Pd i 198Au na in vitro ili in vivo modelima. U 

ispitivanjima su korišćene nanočestice različitih struktura (na bazi gvožđa, srebra, zlata) 

i veličina, funkcionalizovanih oblogama poput PEG, arapske gume i drugih, sa helatorom 

(DTPA, DOTA, TADOTAGA) ili bez njega, sa različitiim antitelima (najčešće korišćen je 

trastuzumab) ili bez njih. Veličine ispitivanih nanočestica su se kretale u rasponu od 5 nm 

do preko 100 nm. Takođe, u eksperimentima su korišćene različite doze zračenja, od 0,5 

MBq do 50 MBq (139,232–234). 

Terapijski efekat zračenja može se objasniti, između ostalog i teorijom mete. 

Teorija mete je klasična teorija koja podrazumeva da ćelija mora biti direktno pogođena 

zračenjem da bi došlo do terapijskog efekta. Međutim, u poslednje dve decenije velika 

pažnja se poklanja BE, CE i ulozi imunskog sistema u terapijskom efektu zračenja, koji je 

doveo do revolucije na polju radiobiologije (226,227) (228). Izvesno je da dejstvo 

jonizujućeg zračenja nije samo lokalnog karaktera već i da dovodi do sistemskog efekta 

aktivirajući brojne signalne 
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puteve (229). Prema ovoj teoriji, ozračene ćelije, sintezom i otpuštanjem brojnih 

medijatora, utiču na neozračene ćelije koje se nalaze u njihovoj blizini, u dometu od 

nekoliko mm, dovodeći do oštećenja DNK u njima (BE). Takođe, usled postojanja 

ćelijskih komunikacija unutar ozračenog tumora, ćelije koje su primile višu dozu 

zračenja emituju signale koji utiču na ćelije koje su primile nisku dozu, kao i obrnuto 

(CE). Laohoubu i saradnici su 2019. godine došli do zaključka u svojim 

eksperimentima sa 212Pd vezanog za karcinoembrionalna antitela (CEA), da je terapijski 

efekat zračenja prisutan nezavisno od apsorbovane doze. Oštećenja DNK su potvrđena i u 

ozračenim i u neozračenim ćelijama, tj. oštećenja su bila homogeno raširena po celom 

tumorskom tkivu. Ovo je bilo neočekivano s obzirom da, prema tadašnjim saznanjima, 

akutno oštećenje ćelija bi trebalo da bude u korelaciji sa ozračenom regijom tumora i sa 

apsorbovanom dozom, dok u neozračenim regijama tumora ne bi trebalo da dođe do 

oštećenja ćelija. 

Rezultati naših istraživanja u skladu su sa rezultatima drugih autora. Khan i saradnici 

su 2008. godine, ispitujući efikasnost dve doze (od 1,3 i 2,7 MBq) i.t. injektovanih 

nanočestica obeleženih radioaktivnim 198Au, zaključili da postoji dozna zavisnost u 

postignutom efektu na ksenograftu B16F10 melanoma na C57BL miševima. Primenjena 

doza od 2,7 MBq je značajno usporila rast tretiranih tumora. Tokom 8 dana, zapremina 

tretiranih tumora bila je za 45% niža u odnosu na kontrolnu grupu (230). 

Poredeći efikasnost i.t. injektovanih doza od 2 i 25 MBq 131I u vidu “injektabilne 

brahiterapije”, Hruby i saradnici došli su do zaključka da je terapija takođe bila dozno 

zavisna. Dok je niža primenjena doza samo suprimirala rast tumora, doza od 25 MBq 131I 

tokom 50 dana dovela je do potpune regresije tumora. Između ove dve injektirane doze, 

razlika u veličini tumora je postala statistički značajna oko 16. dana lečenja (231). 

Ispitujući uticaj tri doze (2, 5 i 10 MBq) 198Au obeleženih nanočestica na melanom u 

trajanju od 14 dana, Chakravarty i saradnici došli su do zaključka da je antitumorski efekat 

takođe dozno zavisan. Dok je doza od 2 MBq samo suprimirala rast tumora u odnosu na 

kontrolne grupe, doze od 5 i 10 MBq su dovele do potpune regresije tumora (232). 

 

4.5.2. Ispitivanje toksičnosti 177Lu-DMSA-SMNČ 

Ispitivanju toksičnosti injektovanih 177Lu-DMSA-SMNČ, praćeno je svakog drugog 

dana merenjem telesne mase svih miševa uključenih u istraživanje i posmatrano je njihovo 

opšte stanje. Dobijeni rezultati pokazuju da nije bilo statistički značajne razlike u masi 

između kontrolne grupe i grupa koje su primile različite doze 177Lu-DMSA-SMNČ (p>0,05) 

kod miševa sa ksenograftima obe vrste tumora. Gubitak telesne mase iznad 20% predstavlja 

kriterijum sistemske toksičnosti (235,236). Prosečan gubitak telesne mase svih merenih 

miševa bio je značajno ispod 20%. Na osnovu ovoga se može zaključiti da ispitivane 
177Lu-DMSA-SMNČ nisu dovele do ispoljavanja toksičnih efekata ni u jednoj od ispitivanih 

grupa miševa, niti kod bilo koje primenjene doze, kako je prikazano na slici 44 (A, B). 
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Slika 44. Telesne mase BALB/c miševa sa ksenograftima: A) CT-26 tumora, B) 

4T1 tumora u toku 14 dana od početka eksperimenta ( ± SD, n=6). 

Dobijeni rezultati u skladu su sa literaturnim podacima za SMNČ. U studijama 

toksičnosti za SMNČ na bazi Fe3O4 ustanovljeno je da doza od 3150 mg/kg nakon i.t. primene 

u miša ne dovodi do toksičnih efekata, a LD50 je 4410 mg/kg (237). Pošto je prosečna 

masa miševa 21 g, maksimalna doza SMNČ koja se može primeniti iznosi 66,15 mg. Ova 

doza je višestruko veća od injektovane količine SMNČ u našim istraživanjima (0,1 mg/ 

mišu). Prema literaturnim podacima, u kliničkoj primeni SMNČ za terapiju glioblastoma, 

koncentracija SMNČ koja se injektuje u tumorsku leziju iznosi 31,36 mg SMNČ/cm3 lezije 

(238). Kako je u našim ispitivanjima primenjena mnogo manja količina SMNČ po mišu i 

po zapremini tumora (100 μg/125 cm3), nisu određivani hematološki parametri, parametri 
jetre (PV, aPTV, TV, ALT, AST), kao ni parametri toksičnosti primenjenog agensa (285). 

Netoksičnost SMNČ obeleženih 177Lu pokazala je i studija Salvanou i saradnika (221). 

 

4.5.3. Uticaj veličine ksenografta na efikasnost terapije 177Lu-DMSA-SMNČ 

Uticaj veličine tumora na terapijsku efikasnost 177Lu-DMSA-SMNČ određen je 

merenjem veličine i izračunavanjem zapremine ksenografta kod BALB/c miševa sa 

ksenograftima CT-26 i 4T1 tumora, u toku 14 dana od i.t. injekcije 3,7 MBq / 0,1 mg/ 0,05 

ml 177Lu-DMSA-SMNČ. Kontrolnim grupama su i.t. injektovane neradioaktivne, DMSA- 

SMNČ (0,1 mg/ 0,05 ml). Dobijeni rezultati predstavljeni su na slici 45. 
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Slika 45. Krive rasta tumora nakon i.t. injektovanja 177Lu-DMSA-SMNČ BALB/c 

miševima sa ksenograftima: CT-26 tumora početne veličine: A) 45-75 mm3, B) 

100-150 mm3 i C) 200-300 mm3; 4T1 tumora; početne veličine: D) 45-75 mm3, E) 

100-150 mm3 i F) 200-300 mm3. Prikazane vrednosti predstavljaju srednju 

vrednost ± SD (n = 6 za svaku vrstu i početnu veličinu tumora). 

 

Kod miševa sa CT-26 ksenograftima tumora, dobijeni rezultati pokazuju veliku 

terapijsku efikasnost 177Lu-DMSA-SMNČ, koja je nezavisna od početne zapremine tumora 

(Slika 45, A), B), C)). U prva četiri dana od i.t. primene 177Lu-DMSA-SMNČ nije bilo 

statistički značajne razlike u veličini tumora tretiranih grupa u poređenju sa kontrolnim 

grupama (p>0,05). Nakon šestog dana od i.t. injektovanja radioobeleženih čestica razlika u 

veličini tumora bila je statistički značajna (p<0,05). Na kraju perioda opservacije (14. dan 

od i.t. injekcije), prosečne veličine tumora svih tretiranih grupa bile su višestruko manje 
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od veličine tumora u kontrolnim grupama, bez obzira na početnu veličinu tumora. Smatra 

se da je β-zračenje 177Lu dovelo do nekroze i samim tim inhibicije rasta tumora u svim 
tretiranim grupama. U kontrolnoj grupi, rast tumora bio je kontinuiran. Dobijeni rezultati 

terapijske efikasnosti 177Lu-DMSA-SMNČ u skladu su sa rezultatima sličnih studija u kojima 

je korišćen 177Lu (224,225). 

Nasuprot tome, kod 4T1 tumora, terapijska efikasnost 177Lu-DMSA-SMNČ zavisila 

je od njihove početne veličine. Naime, primenjena doza zračenja značajno je suprimirala 

rast malih (45-75 mm3) i srednjih (100-150 mm3) tumora u odnosu na rast kontrolne 

grupe. Međutim kod tumora velikih početnih veličina (200-300 mm3) primenjena doza 

zračenja nije imala suprimirajući uticaj na rast, tj. nije bilo statistički značajne razlike u 

veličini tumora tretirane grupe u odnosu na kontrolnu grupu (p>0,05) (Slika 45. D), E), 

F)). Razlika u efikasnosti terapije velikih CT-26 i 4T1 tumora se objašnjava razlikama 

u nivoima biološke invazivnosti tj. agresivnosti rasta. Za razliku od CT-26 tumora, 4T1 

tumori pokazuju izuzetno visok nivo biološke invazivnosti tj. agresivnog rasta i velikog 

potencijala za brzo napredovanje bolesti. 

S obzirom da vreme poluraspada 177Lu iznosi 6,7 dana, a da tumori iz kontrolnih 

grupa obe vrste tumora ne bi prešli etički dozvoljenu granicu od 2000 mm3, eksperiment 

je prekinut nakon 14 dana, kod oba tipa ksenografta, i sve eksperimentalne životinje su 

žrtvovane cervikalnom dislokacijom. 

Rezultati ovog istraživanja još jednom upućuju na zaključak da je u zavisnosti od 

vrste tumora, veoma važno lečenje tumora započeti u ranoj fazi, kada je veličina tumora 

manja i dok nije došlo do lokalnog ili udaljenog metastatskog širenja. 

Prema literaturnim podacima, veliki broj lekova na bazi nanočestica danas se 

ispituje upravo za primenu putem intratumorske injekcije. Iako je intravenska primena 

mnogo konforniji način primene, lokalna primena ima prednosti jer se na taj način, 

između ostalog, zaobilazi opasnost od nastanka ozbiljnih neželjenih efekata kao što je 

npr. citokinska oluja (239). 

Na osnovu dobijenih rezultata, 177Lu-DMSA-SMNČ se može smatrati potencijalnim 

nanobrahiterapijskim agensom. Kako klasična brahiterapija predstavlja invazivan metod 

lečenja (240), koji sa sobom nosi brojne rizike po pacijenta, smatra se da primena 

radioobeleženih biokompatibilnih nanočestica, ima izvesnih sličnosti, ali i značajnih 

prednosti. Prednost je ta što se ove radioobeležene nanočestice injektuju u tumor putem 

injekcije, tako da je ovaj metod mnogo manje invazivan od klasične brahiterapija tokom koje 

se koriste specijalni kateteri ili aplikatori. Takođe, jednom kada se injektuju, radioobeležene 

nanočestice ostaju u tumorskom tkivu dok se ne razgrade, te nije potrebno hiruško 

odstranjivanje izvora zračenja kao kod brahiterapije. 

U odnosu na ciljanu radionuklidnu terapiju, primenjenu sistemski (najčešće i.v.), 

prednost je što radioaktivnost ostaje na mestu injektovanja, ne eliminiše se, pa ne dolazi 

do neželjenih efekata zračenja u zdravim organima i tkivima. Ova činjenica je od velike 

važnosti budući da neželjeni efekti mogu predstavljati ograničavajući faktor od koga zavisi 

nastavak terapije (npr. 90Y-DOTATATE je nefrotoksičan) (241). 
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4.6. PATOHISTOLOŠKA ANALIZA 

Dugi niz godina, karcinom dojke predstavlja drugi vodeći uzrok smrti od karcinoma 

kod žena širom sveta. Iako su učinjena značajna poboljšanja u dijagnostici i lečenju 

karcinoma dojke, rano otkrivanje i inhibicija njegovog metastatskog širenja i dalje 

predstavljaju ključni izazov. 

Pretkliničke studije korišćenjem 4T1 metastatskog mišjeg singenog modela mogu 

doprineti boljem razumevanju biologije karcinoma dojke, uključujući mehanizme progresije 

karcinoma, invazivnosti i metastaza, kao i za testiranje novih terapijskih pristupa, uključujući 

hemioterapiju, terapiju zračenjem i imunoterapiju, kao i za razvoj novih lekova za lečenje 

karcinoma dojke. Takođe, ova ćelijska linija otporna je na mnoge najčešće korišćene 

hemioterapijske agense, što omogućava istraživačima da testiraju nove tretmane koji mogu 

biti efikasniji protiv tumora otpornih na lekove. 4T1 tumorogena epitelna ćelijska linija 

potiče od tumora mlečne žlezde miša i rezistentna je na 6-tioguanin (170). Prema literaturnim 

podacima, kada se injektuje u BALB/c miševe, kod kojih je potpuno funkcionalan imunski 

sistem, ćelijska linija 4T1 može spontano metastazirati u pluća, kosti i jetru i formirati 

vidljive metastatske depozite u ovim organima. Ova linija posebno je korisna za istraživanje 

karcinoma dojke stadijuma IV kod ljudi, jer tumor iz ove ćelijske linije oponaša ljudski 

karcinom dojke i lako metastazira u miševima, čineći ih odgovarajućim modelom za 

karcinom dojke. Liu i saradnici (2014) koristili su ortotopski 4TI singeni mišji model 

da bi pokazali da inhibicija Fas signalne kaskade usporava metastaziranje i rast tumora 

i smanjuje zapaljenjske procese uključene u razvoj ovog tumora, čime se uspostavlja 

Fas signalizacija kao potencijalni terapijski cilj (242). Aceto i saradnici su 2014. godine 

koristili model 4T1 singenog mišjeg ksenografta da pokažu da cirkulišući klasteri tumorskih 

ćelija (CTC klasteri) prisutni u krvi pacijenata obolelih od karcinoma potiču od primarnih 

tumora i u velikoj meri doprinose metastatskom širenju karcinoma (243). Gao i saradnici 

koristili su mišji 4T1 model da testiraju rast karcinoma dojke i metastaze nakon tretmana 

doksorubicinom (DOX) isporučenim putem micela zavisnih od pH vrednosti (244). Otkrili 

su da se primenom polimernih micela formiranih i sa poli(L-laktidom) (PLLA) (Mn 

3000)-b-poli-etilen glikolom) (PEG) (Mn 2000)-folatom i poli(L-histidinom) (PHis) (Mn 

4700)-b-PEG (Mn 2000), i sa inkorporiranim DOX-om, sprečava rast i metastaziranje 

tumora, čime se potvrđuje da je to novi metod za sigurniju isporuku poznatog citostatika. 

Ćelijska linija 4T1 se rutinski koristi za razvoj ksenografta kod 4T1 singenog modela miša. 

Nakon implantacije, proizvodnja faktora stimulacije kolonija, citokina, hemokina i faktora 

angiogeneze omogućava 4T1 tumorskim ćelijama da brzo metastaziraju. Metastatski model 

4T1omogućava proučavanje terapijskih lekova za karcinom dojke u kasnoj fazi. 

Uprkos kontinuiranom napretku i brojnim terapijskim pristupima, kolorektalni 

karcinom često je otporan na kombinovanu hemioterapiju, što naglašava potrebu za 

razvojem potencijalnih novih strategija lečenja. CT-26 je N-nitrozo-N-metiluretan-(NNMU) 

indukovana nediferencirana ćelijska linija karcinoma debelog creva otkrivena kod BALB/c 

miševa sa agresivnim karcinomom debelog creva. Ćelije ove ćelijske linije su adherirajuće 

i imaju morfologiju fibroblasta (245). 

Modeli ksenografta u velikoj meri su korišćeni od 1960-ih i ostaju najčešće korišćeni 

životinjski modeli za razvoj lekova za tretman karcinoma. Ovi modeli su od suštinskog 

značaja za procenu efikasnosti novih lekova u lečenju ljudi sa tumorima. Lechner i saradnici 

(2013) su koristili CT-26 za proučavanje imunskog profila karcinoma debelog creva kako 

bi identifikovali nova ciljna mesta dejstva terapijskih agenasa (246). Oni su proučavali 

pomoćne T-ćelije, markere imunosupresije, citotoksične T-ćelije i zrele dendritske ćelije i 
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zaključili da je moguće koristiti imunski profil za identifikaciju pacijenata koji mogu najbolje 

reagovati na imunoterapijski tretman. Zhao i saradnici su 2017. godine koristili CT-26 kao 

model kolorektalnog karcinoma za poboljšanje strategija imunoterapije. Razvili su novi 

ortotopski mišji model tumora koji je rezultirao indukcijom T ćelija koje infiltriraju tumor, 

NK ćelija i B ćelija, kao i povećanim nivoima imunostimulišućih citokina (interleukin 2 

i 6, interferon-gama i granzim B) i nižim nivoom imunosupresivnih mijeloidnih ćelija 

(247). Radioterapija je tipičan adjuvantni tretman nakon operacije ili hemioterapije kod 

bolesnika sa kolorektalnim karcinomom visokog stadijuma (248). Međutim, dokazano 

je da su kolorektalni karcinomi izrazito radiosenzitivni (249). Stoga su neophodni novi 

pristupi kako bi se poboljšala efikasnost tretmana zračenjem. 

Patohistološka analiza igra važnu ulogu u identifikaciji tumora, utvrđivanju stadijuma 

tumora i stepena diferencijacije, kao i razumevanju njihovih molekularnih karakteristika. 

Ovom analizom moguće je proučavanje ćelijske strukture i organizacije tumora pod 

mikroskopom. 

U cilju razumevanja terapijskog efekata 177Lu-DMSA-SMNČ, kao potencijalnog 

nanobrahiterapijskog agensa, nakon njegove i.t. primene u ksenografte CT-26 i 4T1 tumora 

kod Balb/c miševa, posebna pažnja bila je usmerena ka patohistološkoj analizi tumorskog 

tkiva i organa od interesa. Miševi su žrtvovani 14. dana od injektovanja 177Lu-DMSA- 

SMNČ. Nakon žrtvovanja životinja, organi su prvo makroskopski pregledani, radi 

utvrđivanja eventualnih metastaza vidljivih golim okom. Tokom makroskopskog 

pregleda, prisustvo metastaza nije uočeno ni kod životinja sa ksenograftima CT-26 ni 4T1 

tumora, niti tokom naknadne analize patohistoloških preparata bojenih standardnom 

metodom HE. Na pregledanim organima, kao što su srce, pluća, bubreg, slezina i jetra, 

nisu uočena prisustva mikroskopskih metastatskih depozita koji potiču od ispitivanih 

tumora. 

Za razliku od CT-26 ćelijske linije koja ima nizak metastatski potencijal u 

eksperimentalnom modelu miša, 4T1 ćelijska linija veoma lako metastazira u jetru i pluća. 

Kako nisu uočena prisustva mikroskopskih udaljenih metastatskih depozita ni u jednom 

organu nakon subkutanog injektovanja CT-26 i 4T1 ćelijskih linija i nakon i.t. primene 25 

MBq 177Lu-DMSA-SMNČ, smatramo da je metastatski potencijal ovih ćelija u ksenograftu 

(koji obuhvata pokretljivost, sposobnost invazije i ulaska u krvne sudove, sposobnost 

preživljavanja u cirkulaciji, sposobnost deobe i rasta na udaljenim mestima), značajno 

smanjen dejstvom zračenja. Takođe se pretpostavlja da se ćelije koje su tokom razvoja 

ksenografta i nakon primene zračenja metastazirale, da se nalaze u neaktivnom, pritajenom 

stanju, bilo zbog akvitacije imunskog odgovora BALB/c miša, bilo zbog zračenjem 

indukovanog apskopalnog efekta. 
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Slika 46. Reprezentativne mikrofotografije organa od interesa BALB/c miševa sa 

ksenograftima CT-26 tumora, 14. dana od i.t. primene 25 MBq 177Lu-DMSA-SMNČ; 

HE bojenje (100x). A Srce, B. Pluća, C. Bubreg D. Slezina, E. Jetra 

A. Srce: očuvana histomorfologija miokarda sa jasno vidljivim kardiomiocitima (K) i očuvanim jedrima 

(J); B. Pluća: očuvana histomorfologija pluća sa jasno vidljivim alveolama (A) i bronhom (B); C. 

Bubreg: očuvana histomorfologija bubrega sa jasno vidljivim glomerulima (G) i proksimalnim, savijenim 

kanalićima (PK); D. Slezina: očuvana histomorfologija slezine sa brojnim folikulima (F); E. Jetra: očuvana 

histomorfologija jetre sa centralnom venom (CV) u sredini lobulusa i očuvanim hepatocitima (nH) levo; 

mikrovezikularna masna promena (mvH) desno. 

Rezultati prikazani na reprezentativnim mikrofotografijama organa od interesa BALB/c 

miševa sa ksenograftima CT-26 i 4T1 tumora u skladu su sa literaturnim podacima. Podaci 

iz eksperimenata na miševima, pacovima i zečevima pokazuju da se najveća količina i.v. 

injektovanog 177Lu, deponuje u kostima, a male količine se eliminišu putem bubrega i 

jetre (250). U tim organima 177Lu se raspada u skladu sa svojim vremenom poluraspada 

i selektivno ozračuje te organa. Pokazalo se da su promene u bubrezima i jetri izazvane 

zračenjem reverzibilne (251). 
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Slika 47. Reprezentativne mikrofotografije organa od interesa BALB/c miševa sa 

ksenograftima 4T1 tumora, 14. dana od i.t. primene 25 MBq 177Lu-DMSA-SMNČ; 

HE bojenje (100x). A Srce, B. Pluća, C. Bubreg D. Slezina, E. Jetra. 

A. Srce: očuvana histomorfologija miokarda sa jasno vidljivim kardiomiocitima (K) i očuvanim jedrima 

(J); B. Pluća: očuvana histomorfologija pluća sa jasno vidljivim alveolama (A); C. Bubreg: umereno 

izražena parenhimatozna degeneracija epitelnih ćelija koje oblažu proksimalne savijene kanaliće (PK) i 

očuvana histomorfologija glomerula (G), (HE, 100x; dole desno - detalj sa slike 400x); D. Slezina: očuvana 

histomorfologija slezine sa brojnim folikulima (F); E. Jetra: očuvana histomorfologija jetre sa centralnom 

venom (CV) u sredini lobulusa i hiperplazijom Kupferovih ćelija (hKĆ) 

Prikazani rezultati na slikama 46 i 47 u skladu su sa rezultatima prikazanim na slici 41 

Reprezentativne mikrofotografije organa od interesa BALB/c miševa sa ksenograftima CT- 

26 tumora pokazale su da ne postoje promene ni u jednom od prikazanih organa, jer se sva 

radioaktivnost nakon intratumorske injekcije nalazi na mestu injektovanja tj. u tumorskom 

tkivu (> 95% ID) i do 14. dana od injektovanja. Za razliku od njih, kod BALB/c miševa 

sa ksenograftima 4T1 tumora, dolazi do značajnijeg oslobađanja radioaktivnosti sa mesta 

primene (iz tumora), a samim tim i distribucije radioaktivnosti u zdrave organe (jetru i 

slezinu). Dok se kod histološkog pregleda slezine ne uočavaju neželjeni efekti zračenja, u 

jetri se uočava da dolazi do hiperplazije Kupferovih ćelija. Kako se 177Lu eliminiše putem 

bubrega, u njima se uočava umereno izražena parenhimatozna degeneracija epitelnih 

ćelija koje oblažu proksimalne savijene kanaliće. Kao što je već rečeno, ove promene 

su reverzibilne prirode. Traju samo dok je zračenje prisutno, a nakon toga nestaju (251). 

Mali domet β-čestica i skoro potpuno preuzimanje 177Lu od strane ovih organa 

dovodi do zanemarljivog efekta zračenja na ostala tkiva i organe. Kako su promene na jetri 

i bubrezima reverzibilne, a patohistološkim ispitivanjem nisu uočene nikakve patološke 

promene na ostalim organima od interesa, smatra se da je, sa stanovišta zaštite od zračenja, 

i.t. primena 177Lu-DMSA-SMNČ značajno bezbednija od njegove intravenske primene. 

Na slikama 48 i 49 su prikazane reprezentativne mikrofotografije CT-26 i 4T1 tumora 

nakon i.t. primene svih pet ispitivanih doza 177Lu-DMSA-SMNČ (1,85,;3,7; 9,25, 15 i 25 MBq). 
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Slika 48. Reprezentativne mikrofotografije CT-26 tumora nakon i.t. primene 177Lu-DMSA- 

SMNČ (HE bojenje). A. Kontrolna grupa, 0MBq, (200x) B. 1,85 MBq, diskretna nekroza 

(oivičeno plavim) (200X). C. 3,7 MBq, diskretna nekroza (oivičeno plavim) (200X). D. 9,25 

MBq, umerena nekroza (oivičeno plavim) (100X). E. 15 MBq, izražena nekroza (oivičeno 

plavim) (100X). F. 25 MBq, izražena nekroza (oivičeno plavim) (200X). 
 

 

Slika 49. Reprezentativne mikrofotografije 4T1 tumora nakon i.t. primene 177Lu-DMSA-SMNČ 

(HE bojenje). A. Kontrolna grupa, 0 MBq (400x) B. 1,85 MBq, diskretna nekroza (oivičeno 

plavim) (100X). C. 3,7 MBq, diskretna nekroza (oivičeno plavim) (200X). D. 9,25 MBq, 

umerena nekroza (oivičeno plavim) (200X). E. 15 MBq, izražena nekroza (oivičeno plavim) 

(100X). F. 25 MBq, izražena nekroza (oivičeno plavim), (200x). 
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Patohistološkim pregledom isečaka tumorskog tkiva kontrolne grupe utvrđeno je 

da se tkivo CT-26 tumorskog ksenografta sastoji od zbijenih i homogeno dispergovanih 

polimorfnih tumorskih ćelija sa okruglim do ovalnim jedrima oko kojih je blago bazofilna 

citoplazma. Ovu vrstu tumora karakteriše slaba vaskularizacija, tj. tumor difuzijom dobija 

sve materije koje su mu neophodne za rast. 

Patohistološka analiza tumorskog tkiva svih pet tretiranih grupa eksperimentalnih 

životinja (1,85; 3,7; 9,25; 15 i 25 MBq) pokazuje da su 177Lu-DMSA-SMNČ pretežno 

lokalizovane na mestu uboda (plavi tragovi na slici 50 A i B). Metoda bojenja isečaka 

tkiva sa PP pokazala se kao veoma jednostavna, senzitivna i brza za dokazivanje 

zadržavanja nanočestica na bazi Fe3O4 u tkivima kako različitih organa, tako i u tumorskom 

tkivu (251). 

 

Slika 50. Reprezentativne mikrofotografije CT-26 tumora 

nakon i.t. primene 177Lu-DMSA-SMNČ (PP, 200x) 

Pretpostavlja se da je ovakav nalaz u vezi sa građom samog tumora (gusto zbijene 

ćelije i slaba vaskularizacija). Ipak, β- zračenje koje potiče od 177Lu dovodi do značajne 

supresije rasta tumora (polja umerene do izražene nekroze). Kao što se može videti sa 

prikazanih mikrofotografija, stepen nekroze je dozno-zavisan. Najmanji stepen nekroze 

tumorskog tkiva (diskretna nekroza) postiže se nakon primene 1,85 MBq 177Lu, kao i nakon 

primene 3,7 MBq 177Lu, dok se najveći stepen (izražena nekroza) postiže injektovanjem 

doza od 15 i 25 MBq 177Lu. Smatra se da su osim direktnog (domet u tkivima je oko 2 mm) 

i indirektnog dejstva jonizujućeg zračenja putem slobodnih radikala, značajni i neciljani 

efekti zračenja („cross-fire”efekat, BE, CE i AE) (252–255) 

Patohistološkom analizom 4T1 tumora nakon i.t. injektovanja 177Lu-DMSA-SMNČ 

dokazano je da u zavisnosti od građe ovog tumora (ćelije su slabo diferentovane i karakteriše 

ih prisustvo velikih hiperhromatskih jedara i relativno mala količina citoplazme, tumori 

su sa povećanom vaskularizacijom) (169,256), dolazi do nešto intenzivnijeg širenja 

radioobeleženih čestica po tkivu tumora sa mesta primene, u odnosu na CT-26 tumor 

(plave tačkice na slici 51 A i B). 
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Slika 51. Reprezentativne mikrofotografije 4T1 tumora 

nakon i.t. primene 177Lu- DMSA-SMNČ (PP, 200x) 

Međutim, kako je u pitanju tumor visokog nivoa biološke invazivnosti i sa velikim 

metastatskim potencijalom, manje doze (do 9,25 MBq) samo suprimiraju rast, dok su 

veće doze (od 15 i 25 MBq) dovele do potpune regresije rasta, što je praćeno izraženom 

nekrozom tumorskog tkiva. Niže doze dovele su samo do diskretne (1,85 i 3,7 MBq), 

odnosno umerene nekroze (9,25 MBq). Ćelije koje nisu primile dozu zračenja ili je ona 

izuzetno mala, nastavile su agresivno da rastu. 

Dobijeni rezultati pokazuju da intratumorska primena nanomaterijala obeleženog 

radionuklidom ima veliki potencijal u terapiji solidnih tumora zbog svoje visoke efikasnosti 

i smanjenja neželjenih efekata. Ova metoda se karakteriše minimalno invazivnim tretmanom 

(injekcija) i manjim rizikom, a obezbedila bi se najveća korist za pacijenta. 

Međutim, svojstva tumora kao što su tip tumora, struktura strome, brzina deobe 

tumorskih ćelija, a time i brzina rasta tumora, odnosno sama veličina tumora, vaskularizacija, 

metastatski potencijal i drugo, predstavljaju važne parametre koje treba uzeti u obzir pri 

izboru radionuklida, tj. energije i vrste zračenja, kao i radioaktivnosti (doze) koju treba 

primeniti da bi se ostvario željeni terapijski efekat. Takođe je veoma važno započeti lečenje 

u ranoj fazi razvoja tumora kada je veličina tumora manja i pre bilo kakvog lokalnog 

ili udaljenog metastatskog širenja. U skladu sa rezultatima, iako se i.t. injektiranjem 

radioobeleženih nanočestica nije postigla njihova uniformna intratumorska distribucija, 

ostvaren je značajan terapijski efekat. Intratumorska primena radioobeleženih nanočestica 

kod ljudi bi se morala izvoditi uz primenu radioloških tehnika vizuelizacije (radioskopija, 

ultrazvuk, kompjuterizovana tomografija). 

Pristup koji uključuje primenu lokalne intratumorske injekcije, pažljiv odabir 

radionuklida, optimizaciju radioaktivne doze i precizno određivanje količine nanočestica 

može poslužiti kao temelj za uspostavljanje ciljanog lečenja zasnovanog na principima 

personalizovane medicine. Ovaj koncept omogućava prilagođavanje terapije svakom 

pacijentu ponaosob, uzimajući u obzir genetske, biološke, fiziološke i fenotipske karakteristike 

njegovog tumora. Na ovaj način lekarima je omogućeno da prilagode terapiju invazivnih 

malignih tumora bez metastaza, ali i preduprede nastanak metastaza u fazi dok je maligna 

bolest lokalizovana. 
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5. ZAKLJUČAK 
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✓ Sinteza SMNČ na bazi magnetita izvedena je metodom koprecipitacije, kao i njenim 

modifikacijama: metodom koprecipitacije praćenom kiselinskim postupkom i 

metodom koprecipitacije uz primenu mikrotalasa. Korišćenje različitih modifikacija 

osnovnog metoda sinteze koprecipitacijom nije dovelo do značajnih razlika u 

prosečnoj veličini sintetisanih čestica. Klasičnom metodom dobijene su čestice 

sfernog oblika, ujednačene veličine (prečnika ~11 nm, PdI ~ 28%), pogodne za 

dalju površinsku modifikaciju, koje su korišćene u daljim istraživanjima. 

✓ Oblaganjem površine SMNČ sa MDP, HEDP i DMSA, dobijene su biokompatibilne 

i stabilne nanosuspenzije, sa velikim brojem funkcionalnih grupa (-OH, -SH2 

i -COOH) na površini. FTIR spektroskopijom i određivanjem vrednosti zeta 

potencijala potvrđeno je prisustvo molekula MDP/HEDP/DMSA na površini 

SMNČ-a, što predstavlja dokaz uspešnog oblaganja sintetisanih SMNČ. 

✓ Primenom spoljašnjeg promenljivog magnetnog polja jačine 23,9 kA/m i tri različite 

frekvencije (252, 397 i 577 kHz) određena je sposobnost generisanja toplote (SAR 

vrednost) obloženih SMNČ. Iz dobijenih rezultata može se zaključiti da HEDP- 

SMNČ imaju veću SAR vrednost (141,4 W/g) u odnosu na MDP-SMNČ (113,3 

W/g) i DMSA-SMNČ (102,6 W/g) pri datoj jačini magnetnog polja i frekvenciji od 

577 kHz. 

✓ Optimizovani su reakcioni uslovi obeležavanja SMNČ sa 99mTc (količinski odnos 

čestica i kalaj (II)-jona, pH vrednost nanosuspenzije, temperatura i reakciono 

vreme). Dobijene su radioobeležene SMNČ (99mTc–MDP-SMNČ, 99mTc–HEDP- 

SMNČ i 99mTc–DMSA-SMNČ) visoke radiohemijske čistoće u visokom prinosu 

(>95%). Najveći prinos obeležavanja dobijen je kod 99mTc–DMSA-SMNČ, nakon 
30 minuta, na sobnoj temperaturi i pH 4 (98,0 ± 1,0%). 

✓ Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja SAR vrednosti za sve tri obložene 
SMNČ (MDP-SMNČ, HEDP-SMNČ, DMSA-SMNČ), kao i na osnovu rezultata 

obeležavanja obloženih SMNČ tehnecijumom-99m, zaključuje se da se 99mTc– 
HEDP-SMNČ može smatrati potencijalnim teranostičkim agensom i da može biti 
predmet daljih pretkliničkih ispitivanja. 

✓ Optimizacijom uslova obeležavanja SMNČ lutecijumom-177 (pH vrednost 
nanosuspenzije, temperatura i reakciono vreme), najveći prinos radioobeležavanja 

dobijen je sa 177Lu-DMSA-SMNČ, (86,6 ± 2,1 %) u odnosu na 177Lu-MDP-SMNČ 

(74,2 ± 0,3) i 177Lu-HEDP-SMNČ (72,5 ± 1,2%).U skladu sa tim, sva dalja in vitro 

i in vivo ispitivanja su izvedena sa 177Lu-DMSA-SMNČ. 

✓ In vitro stabilnost dobijenih radioobeleženih SMNČ ispitana je u humanom serumu 
i fiziološkom rastvoru na 37 ℃,  tokom 24 h od obeležavanja tehnecijumom- 99m 
i tokom 6 dana (144 h) od obeležavanja lutecijumom-177. Dobijena je 

radiohemijska čistoća veća od 85% kod 99mTc obeleženih SMNČ, dok je kod 177Lu 
obeleženih SMNČ bila veća od 95%, što ukazuje da su dobijene radioobeležene 
čestice stabilne u uslovima ispitivanja i pogodne za dalja, in vivo istraživanja. 

✓ Rezultati ispitivanja biodistribucije 99mTc–obeleženih obloženih SMNČ (aktivnosti 

~ 2,5 MBq; 0,1 ml/0,2 mg SMNČ) na zdravim pacovima soja Wistar pokazuju da, 

nakon intravenskog injektovanja, radioaktivno obeležene nanočestice karakteriše 

brzi klirens iz sistemske cirkulacije i značajan porast radioaktivnosti u jetri i 
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slezini. Maksimalno nakupljanje je 1 sat nakon injektovanja u jetri (83,30 ± 2,5 i 

77,10 ± 5,3 % ID/organu) i slezini (14,1 ± 1,0 i 18,0 ± 1,26% ID/organu) za 99mTc– 

MDP-SMNČ, odnosno 99mTc–HEDP-SMNČ, redom. Kod 99mTc–DMSA-SMNČ, 
maksimalno nakupljanje u jetri bilo je nakon 2 sata od intravenskog injektovanja 
84,6 ± 4,20% ID/organu, a u slezini 4,97 ± 0,31% ID/organu. U ostalim organima 

uočeno je zanemarljivo prisustvo radioaktivnosti. 

✓ Scintigrafska snimanja izvedena su na Wistar belim pacovima sa 99mTc–HEDP- 

SMNČ. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa prethodno dobijenim rezultatima 

biodistribucije. 

✓ Ispitivanje biološke raspodele nakon i.v. injektovanja 177Lu-DMSA-SMNČ (0,5 

MBq/0,1 mg /0,05 ml) na BALB/c miševima sa indukovanim ksenograftima CT- 

26 i 4T1 tumora je pokazalo da obeležene čestice odlikuje brzi klirens iz krvi i 

nakupljanje u jetri (>85% ID/organu nakon 60 minuta) i slezini (> 8% ID/organu 

nakon 60 minuta), dok je nakupljanje u tumoru bilo < 1% ID/organu. Ovo se može 

objasniti fizičko-hemijskim svojstvima DMSA-SMNČ, usled kojih one nakon 

ulaska u cirkulaciju brzo bivaju prepoznate i opsonizovane od strane proteina 

plazme, a zatim i fagocitovane od strane retikuloendotelnog sistema (RES). 

✓ Nakupljanje u kostima (< 3% ID/organu) pokazuje da ne dolazi do značajnije 

razgradnje kompleksa in vivo i oslobađanja slobodnog 177Lu3+, što ukazuje da su 
177Lu-DMSA-SMNČ stabilne in vivo. 

✓ Ispitivanje biološke raspodele nakon i.t. injektiranja 177Lu-DMSA-SMNČ (0,5 MBq 

/0,1 mg / 0,05 mL) izvršeno je snimanjem BALB/c miševa Bruker Xtreme II uređajem 

(1, 5. i 11. dana od dana injektovanja), kao i merenjem radioaktivnosti po organima 

u gama brojaču (1. i 14. dana). 177Lu-DMSA-SMNČ kod miševa sa indukovanim 
ksenograftima CT-26 tumora ostaje u tumorskom tkivu dovoljno dugo da zračenje 
može da izazove terapijski efekat (>95% nakon 14. dana od injektovanja). Nešto 
lošiji rezultati dobijeni su kod miševa sa indukovanim ksenograftima 4T1 tumora 
(od 1. do 14. dana radioaktivnost u tumorima se smanjila sa 92% na 72% ID/organu, 

dok je radioaktivnost u jetri rasla tokom vremena sa 3,2%ID do 19,8 %ID/organu 

nakon 14. dana). Smatra se da je razlog priroda i građa samog tumora. Odsustvo 

radioaktivnosti u kostima potvrđuje da nije došlo do oslobađanja 177Lu3+, tj. da su 
obeležene DMSA-SMNČ stabilne. 

✓ Ispitivanje terapijskog efekta nakon jednokratnog i.t. injektovanja pet doza 177Lu- 

DMSA-SMNČ (1,85; 3,7; 9,25; 15 i 25 MBq) tokom 14 dana pokazalo je da je 

nanobrahiterapija (NBT) u dozama od 1,85; 3,7 i 9,25 MBq statistički značajno 

(p<0,05) suprimirala rast, dok su doze od 15 MBq i 25 MBq dovele do gotovo 

potpunog uništenja tumorske mase kod oba tipa indukovanih ksenografta. 

✓ Statistički značajno manje mase tumora izmerene su kod svih tretiranih grupa u 

odnosu na kontrolnu grupu. Ispitivanje uticaja različitih početnih veličina tumora 

(45-75 mm3, 100-150 mm3 i 200-300 mm3) na terapijsku efikasnost 3,7 MBq 177Lu- 

DMSA-SMNČ nakon i.t. injekcije pokazalo je da antitumorski efekat zavisi od 

početne veličine tumora u trenutku primene zračenja i da je za postizanje boljeg 

terapijskog efekta neophodno započeti terapiju u što ranijoj fazi bolesti i sa manjim 

dozama zračenja. 
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✓ 177Lu je zahvaljujući svojim povoljnim fizičko-hemijskim karakteristikama jedan 

od radionuklida izbora za obeležavanje nanočestica za primenu u nanobrahiterapiji 

(NBT). Primena 177Lu omogućava nizak nivo izloženosti zračenju zdravih organa i 
tkiva, usled kratkog maksimalnog dometa u tkivu (od samo 2 mm). Ne očekuje se 

opšta ili tkivno specifična toksičnost. 177Lu je zbog niske energije zračenja pogodan 

radionuklid za terapiju tumora manje zapremine (do 150 mm3), dok je za tumore 
većih zapremina preporuka da se primene radionuklidi većih energija zračenja 

(186Re ili 90Y). 

✓ Promene telesne mase BALB/c miševa manje od 20% pokazuju da i.t način 

injektovanja 177Lu-DMSA-SMNČ značajno smanjuje toksičnost koje emitovano 
zračenje izaziva u zdravim organima ili tkivima nakon i.v. primene, što je dodatno 

potvrđeno mikroskopskim pregledom organa od interesa (srce, pluća, jetra, slezina, 
bubrezi). Mikroskopskim pregledom nisu uočene značajne patološke promene 

nakom i.t. injektovanja 177Lu-DMSA-SMNČ. 

✓ Patohistološka ispitivanja tumora pokazala su da su oštećenje tumorskog tkiva i 
stepen nekroze tumora dozno zavisni. Najmanji stepen nekroze tumorskog tkiva 

(diskretna nekroza) postignut je nakon primene doze od 1,85 MBq 177Lu-DMSA- 

SMNČ, kao i nakon primene 3,7 MBq 177Lu-DMSA-SMNČ, dok je najveći stepen, 

u vidu izražene nekroze, postignut primenom doza od 15 i 25 MBq 177Lu-DMSA- 

SMNČ. 

✓ Svi navedeni rezultati istraživanja ukazuju da intratumorska primena 177Lu-DMSA- 

SMNČ ima znatan potencijal u terapiji solidnih tumora, zahvaljujući postignutoj 

visokoj efikasnosti i smanjenju neželjenih dejstava. Ova metoda odlikuje se 

minimalno invazivnim tretmanom putem injekcije i nižim rizikom, i pruža najveću 

korist za pacijenta. Pristup koji uključuje lokalnu intratumorsku injekciju, izbor 

radionuklida, dozu radioaktivnosti i količinu nanočestica omogućava uspostavljanje 

ciljanog lečenja prema principima personalizovane medicine. U perspektivi, 

onkološki konzilijumi će uzimajući u obzir genetske, biološke, fiziološke i 

fenotipske karakteristike moći da prilagode lečenje i prevenciju svakom pacijentu 

ponaosob. 
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