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Magnetne nanocestice na bazi Fe;O, obeleZene radioaktivnim
itrijumom za moguénu primenu u hipertermijsko-radionuklidnoj
terapiji tumora

Rezime

U ovoj disertaciji su opisane magnetne nanocestice (MNC) na bazi oksida
gvozda (Fe3O4) sintetisane pomocu dve metode: oksidacionom hidrolizom i talozenjem
iz vodenih rastvora. Za povrsinsku modifikaciju MNC-a su kori§éena hidrofilna
jedinjenja: polietilen glikol bis(karboksimetil) etar (PEG600), limunska kiselina (CA),
2,3-dikarboksipropan-1,1-difosfonat (DPD) i albumin iz humanog seruma (HSA), koja
sadrze razli¢ite funkcionalne grupe. Oblaganje MNC-a poveéava koloidnu stabilnost i
sprecava aglomeraciju nanocestica, omogucava vezivanje radionuklida %Y za razlicite
funkcionalne grupe na povrsini MNC-a i obezbeduje in vivo stabilnost MNC-a.
Jedinjenje DPD do sada nije kori§éeno za oblaganje MNC-a, pa je ispitivanjem
funkcionalizovanih MNC-a utvrden uticaj obe funkcionalne grupe DPD-a (fosfonatne i
karboksilne) na modifikaciju povr§ine MNC-a. Funkcionalizacija pomoéu CA i DPD-a
je izvriena nakon sinteze MNC-a, dok je funkcionalizacija pomoéu PEG600 uradena
in situ, tj. u toku procesa sinteze MNC-a. Za sintezu MNC-a u HSA matriksu
(magnetne mikrosfere humanog albumina - MMSHA) je koris¢ena modifikovana
emulzifikaciona metoda (voda u ulju - v/u). MMSHA stabilisane su putem denaturacije
albumina na visokoj temperaturi.

Karakterizacija sintetisanih MNC-a je izvrsena pomoc¢u rendgenske difrakcije
na prahu, elektronske mikroskopije, termogravimetrijske analize, Furijeove
transformacione infracrvene spektroskopije, dinamickog rasejanja svetlosti i SQUID
magnetometrije. Merenjem specificne apsorpcije MNC-a je ispitana njihova
potencijalna primena u magnetnoj hipertermiji.

Biolosko ponasanje okarakterisanih biokompatibilnih MNC-a u in vitro i in vivo
sistemima je ispitano primenom MNC-a obelezenih radionuklidom *°Y. In vitro
stabilnost MNC-a obelezenih *°Y u fizioloskom rastvoru i humanom serumu je pracena

ispitivanjem njihove radiohemijske cistoce tankoslojnom hromatografijom u toku



odredenog vremenskog perioda. Podaci vezani za biodistribuciju i in vivo stabilnost, su
dobijeni merenjem radioaktivnosti po organima u toku odredenog vremenskog perioda,
nakon intravenske aplikacije MNC-a obeleZenih radionuklidom u zdravim

laboratorijskim Zivotinjama (Wistar pacovima).

Kljuéne reci: magnetne nanocestice, radionuklidna terapija, itrijum, hipertermija,
Naué¢na oblast: Fizicka hemija
UZa naucna oblast: Radiohemija i nuklearna hemija
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Magnetic nanoparticles based on Fe;O, labeled with radioactive
yttrium for possible use in hyperthermia-radionuclide therapy of
tumors

Abstract

The synthesis of magnetic nanoparticles (MNP) based on iron oxide (Fe3O4)
using two methods: oxidation hydrolysis and coprecipitation is presented in this
dissertation. Hydrophilic compounds: polyethylene glycol bis(carboxymethyl) ether
(PEG600), citric acid (CA), 2,3-dicarboxypropane-1,1-diphosphonate (DPD) and
human serum albumin (HSA), with different functional groups, were used for the
surface modification of MNPs. The coating of MNPs increased their colloidal stability
and prevented agglomeration, allowed the binding of the radionuclide *°Y for the
functional groups on the surface of MNPs and increased the stability of MNPs in vivo.
DPD has not been used for coating of MNPs so far and the results of the study on
functionalized MNPs showed that both carboxyl and phosphonate groups had influence
on the modification of the surface of MNP. Functionalization of the MNPs using CA
and DPD was performed after synthesis, while functionalization of the MNPs using
PEG600 was performed in situ. MNPs in the HSA matrix (magnetic microspheres of
human albumin-MMSHA) were synthesized using a modified emulsification method
(water in oil - w/0). MMSHA were stabilized by denaturation of the albumin at high
temperature.

Characterization of MNPs was performed using X-ray powder diffraction,
electron microscopy, thermogravimetric analysis, Fourier transform infrared
spectroscopy, dynamic light scattering and SQUID magnetometry. Specific absorption
rate of MNPs determined their potential use for magnetic hyperthermia.

The characterized biocompatible MNPs were labeled with radionuclide *°Y and
their biological behavior in vitro and in vivo were examined. In vitro stability of *Y-
MNP in saline and human serum was followed by investigation of their radiochemical
purity during a certain period of time using thin layer chromatography. Data regarding
the biodistribution and in vivo stability were obtained by measuring the radioactivity
per organs during a certain period of time, after intravenous application of **Y-MNP in

healthy laboratory animals (Wistar rats).
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1. UVOD

Znacajan napredak u nanonauci i nanotehnologiji uticao je na razvoj novih
nanostrukturnih materijala koji zbog svojih povoljnih fizi¢ko-hemijskih osobina mogu
imati znaCajnu biomedicinsku primenu. Nastajanjem novih disciplina kao $to je
nanomedicina, omogucen je revolucionarni pristup u dijagnozi i terapiji nekih fatalnih
bolesti. Prednost primene nanostrukturnih materijala u medicini zasniva se na njihovoj
veli¢ini uporedivoj sa bioloSkim entitetima (Celije, proteini, geni i sl.), tako da se
terapija moze ostvariti neposredno na celijskom i sub-¢elijskom (molekulskom) nivou
[1].

U oblasti nanomedicine, magnetne nanocestice (MNC) su medu najperspektivnijim
nanomaterijalima za klinicku dijagnostiku 1 terapijsku primenu. U te svrhe one moraju
biti pre svega biokompatibilne, sa povoljnim magnetnim osobinama, ali i odredenih
fizicko-hemijskih  karakteristika (veli¢ine 1 povrSine pogodne za dalju
funkcionalizaciju).

Primena MNC-a u hipertermiji, koja se zasniva na zagrevanju tkiva na mestu
injektovanja MNC-a pod uticajem spoljainjeg magnetnog polja, pokazala je veliki
potencijal, posebno pri terapiji teSko dostupnih tumora [2]. Radionuklidna terapija je
klini¢ki potvrdena metoda u terapiji, ali nedovoljno efikasna i toksi¢na je po zdravo
tkivo. Istrazivanja pokazuju da hipertermija kao vid terapije znacajno povecava
efikasnost radionuklidne terapije i hemioterapije [3].

Istrazivanja u okviru doktorske disertacije se sastoji iz dva dela. Prvi deo obuhvata
sintezu i karakterizaciju MNC-a oblozenih biokompatibilnim materijalima. MNC na
bazi oksida gvozda (FesO4) su sintetisane pomocu dve metode: oksidacionom
hidrolizom i talozenjem iz vodenih rastvora. Povrsinska modifikacija MNC-a razli¢itim
hidrofilnim jedinjenjima uradena je u cilju poveéanja rastvorljivosti u fizioloSkim
uslovima, smanjenja toksi¢nosti, kontrole veli¢ine Cestica radi dejstva u odredenim
organima produzenja vremena u cirkulaciji i smanjenja dejstva retikuloendotelnog
sistema. Za oblaganje nanocestica koris¢eni su razli¢iti materijali: polietilen glikol
bis(karboksimetil) etar, Mn ~ 600 (PEG600), limunska kiselina (CA), 2,3-
dikarboksipropan-1,1-difosfonat (DPD) i albumin iz humanog seruma (HSA). MNC su

oblozene sa CA i DPD nakon njihove sinteze, dok je oblaganje pomo¢u PEG600



vrieno in situ, tj. tokom procesa sinteze MNC-a. Za sintezu MNC-a u HSA matriksu tj.
magnetnih mikrosfera humanog albumina (MMSHA) koris¢ena je emulzifikaciona
metoda (voda u ulju - v/u). MMSHA su stabilisane putem denaturacije proteina na
visokoj temperaturi. Sintetisane i funkcionalizovane MNC ispitane su primenom
razligitih metoda kojima je utvrden uticaj modifikacije povrs§ine MNC-a na veli¢inu
Cestica, morfologiju, povrsinsko naelektrisanje i magnetne osobine.

Drugi deo obuhvata optimizaciju uslova obelezavanja prethodno okarakterisanih
biokompatibilnih MNC-a radionuklidom *°Y. ¥ je beta emiter sa povoljnim
karakteristikama za primenu u radionuklidnoj terapiji: E,up = 2,2 MeV, vreme
poluraspada je 64,1 h, a srednji/maksimalni domet c¢estica pri kome se moze
prouzrokovati razaranje ¢elija u mekim tkivima je 3,6/11mm [4]. U okviru ovog dela
ispitan je postupak radioobelezavanja, kojim se radionuklid *°Y ireverzibilno vezuje za
MNC, ¢&ime se sprecava njegovo oslobadanje i nakupljanje u zdravim tkivima i
organima. Osim obelezavanju, posebna paznja je posvecena precis¢avanju, s obzirom
da oba postupka moraju da budu brza, zbog kratkog vremena poluraspada Y, i
istovremeno bezbedna, da ne bi doslo do kontaminacije. Nije poznato da postoje
literaturni podaci o obelezavanju MNC-a oblozenih PEG-om 600 i DPD-om,
itrijumom-90. Takode, ovi rezultati ukazuju na moguénost primene “Y-DPD u
terapijiske svrhe.

Nakon sinteze potencijalnog radiofarmaceutika, u vidu MNC-a obelezenih %Y,
ispitane su njegove fizicko-hemijske i bioloske osobine. Neophodno je da sintetisani
kompleks MNC-radionuklid kao potencijalni radiofarmaceutik bude stabilan u toku
vremena u kome se postize terapijski efekat. Najvec¢i nedostatak radiofarmaceutika koji
su u Kklinickoj primeni je radioliza, odnosno otpustanje radionuklida iz
radiofarmaceutika koji u slobodnom obliku moze prouzrokovati nezeljene efekte u
zdravom tkivu. Stabilnost radiofarmaceutika pracena je u toku odredenog perioda
ispitivanjem njegove radiohemijske ¢istoce i in vitro stabilnosti u fizioloskom rastvoru i
humanom serumu. Radiohemijska ¢istoca je ispitana metodom tankoslojne
hromatografije primenom odgovarajuée stacionarne i mobilne faze. U slu¢aju MNC-a
obelezenih *°Y, kao najbolji izbor pokazale su se silika gel (SG) trake sa 0,9 % NaCl
kao mobilnom fazom, jer se u tom sistemu *°Y pomera sa frontom rastvaraca, dok Y-

MNC ostaju na startu. Stabilnost MNC-a obelezenih radionuklidom u fizioloskim



uslovima se moze razlikovati od one u jednostavnom model sistemu koji sadrzi samo
MNC i elektrolite. U tom cilju je ispitana in vitro stabilnost MNC-a obelezenih
radionuklidom u humanom serumu u kome one moraju ostati nepromenjene duzi
vremenski period ukoliko se zele primeniti in vivo.

Biodistribucija i in vivo stabilnost MNC-a obelezenih radionuklidom praéeni su
merenjem radioaktivnosti po organima, nakon njihove intravenske aplikacije u zdravim
laboratorijskim zivotinjama (Wistar pacovima). Poredenjem rezultata biodistribucije
MNC-a obelezenih radionuklidom u toku odredenog vremenskog perioda sa
rezultatima biodistribucije samog nevezanog Y koji se dominantno akumulira u

kostima, dobijeni su podaci o njihovoj in vivo stabilnosti.



2. TEORIJSKI DEO

2.1. Magnetne nanodestice na bazi Fe;O, 1 njihova moguéna
primena u hipertermijsko-radionuklidnoj terapiji tumora

Moguénost kontrolisane sinteze MNC-a, u cilju dobijanja materijala odredenih
fizicko-hemijskih, a pre svega magnetnih karakteristika, ¢ini nanocesticne magnetne
materijale veoma interesantnim i pogodnim za nauc¢na istrazivanja i primenu [5, 6].
Poslednjih desetak godina posebna paznja je usmerena na nanocesticne okside gvozda
zbog njihove potencijalne primene u oblasti biomedicine. Prednost koris¢enja Fe-
oksidnih nanocestica u odnosu na nanocestice cistin metala i druge magnetne
materijale, je u njihovoj hemijskoj stabilnosti i niskoj toksi¢nosti po ljudski organizam
[7, 8]. Dva najcesce koris¢ena ferimagnetna materijala u biomedicini su magnetit
(FesO4) 1 maghemit (y-Fe,Os) zbog povoljnih magnetnih osobina (kao sto je visoka
magnetna saturacija), bioloske kompatibilnosti, hemijske stabilnosti i niske cene
proizvodnje [9]. Magnetit je mineral crne boje, koji sadrzi gvozde u dva valentna
stanja, Fe?* i Fe**. Strukturno, magnetit je inverzni spinel sa kiseonikom koji formira
povrsinski centriranu kubnu resetku i Fe?* i Fe** katjonima koji zauzimaju unutrasnje
tetraedarske i oktaedarske pozicije. Osetljiv je na oksidaciju — lako se transformise u
maghemit oksidacijom Fe?* jona [10]. Za primenu u biomedicini potrebno je da MNC
imaju visoku magnetizaciju i uniformnu veliginu ¢estica manju od 100 nm. Primena MNC-a
u biomedicini zahteva njihovu prethodnu funkcionalizaciju i oblaganje, ¢cime se obezbeduje
biokompatibilnost i omogucava ciljana dostava MNC-a u odredene organe i tkiva. MNC
dispergovane u odgovarajucem rastvaracu formiraju koloidne rastvore Kkoji se nazivaju
magnetni ferofluidi. Vodene koloidne disperzije MNC-a imaju posebnu vaznost zbog
njihove kompatibilnosti sa biosistemima [11].

Zahvaljujuéi osobini da interaguju sa spoljasnjim magnetnim poljem MNC su nagle
primenu kao kontrastni agensi u magnetnoj rezonanci (MRl - magnetic resonance
imaging), u ciljanoj dostavi lekova, magnetnoj separaciji i magnetnoj hipertermiji [12,

13]. Magnetna hipertermija se zasniva na efektu da magnetne Cestice pri izlaganju

naizmenicnom magnetnom polju (AMF) odredene jacine 1 frekvencije lokalno

oslobadaju toplotu zagrevaju¢i tumorsko tkivo [14]. Za primenu u magnetnoj



hipertermiji, pored navedenih osobina pozeljno je da se MNC u velikom procentu
nakupljaju u tumorskom tkivu, ali i da imaju visoku vrednost specifi¢ne apsorpcije
(SPA - specific power adsorption) koja ukazuje na moguénost njihove primene za
zagrevanje tumorskog tkiva u naizmeni¢nom magnetnom polju. Primenom ove metode
moguce je zagrevanje iskljucivo regije tela gde se nalazi tumor, bez oste¢enja okolnog
zdravog tkiva. Postoje dva tipa zagrevanja: umerena (mild) hipertermija koja se odvija
u temperaturskom opsegu 41 °C - 46 °C izazivajuéi odgovor imunog sistema i
termoablacija koja se odvija iznad 46 °C (uz poveéanje temperature do 56 °C) dovode¢i
do uniStenja tumora direktnom celijskom nekrozom, koagulacijom i1 karbonizacijom
[15]. Istrazivanja u toku 70-tih godina proslog veka, potvrdila su da temperature u
opsegu od 42 °C do 45 °C osteéuju éelije tumora, sprecavaju njihov rast ili ih potpuno
unistavaju [16]. Zagrevanje celija tumora uzrokuje nedostatak kiseonika, sto rezultira
preteranom acidifikacijom zagrejanih ¢elija i nedostatkom hranjivih materija u ¢elijama
tumora. Metaboli¢ku procesi u ¢elijama su spre¢eni, sto dovodi do smrti ¢elija tumora
(apoptoze) [17]. Dejstvo toplote indukuje proizvodnju “proteina toplotnog stresa” na
povrsini tretiranih celija, sto ¢ini da imuni sistem, inicijalno “neprepoznatljive” celije
tumora, prepozna i zapo¢ne borbu protiv njih [18].

Postizanje terapijskog efekta zavisi od prirode i koli¢ine MNC-a koje su dostavljene
u ciljno mesto, osobina primenjenog magnetnog polja, kao i od prirodne sposobnosti
hladenja tkiva putem protoka krvi. Gilchrist i saradnici [19] su prvi eksperimentalno
ispitali hipertermiju kao vid terapije, zagrevanjem razli¢itih tkiva pomocu y-Fe,Os3
Cestica velicine 20-100 nm koriste¢i magnetno polje jacine 16-19,2 kA/m i frekvenciju
1,2 MHz. Od tada, mnoga istrazivanja su pokazala mogucnost primene hipertermije kao
alternativnog nacina terapije tumora [20].

Radionuklidna terapija zahteva primenu o ili B-emitera koji nakon specifi¢ne

lokalizacije u tumorskom tkivu, prouzrokuju razaranje ciljanih tumorskih ¢elija. Jedan
od vidova radionuklidne terapije je radioembolizaciona terapija pri kojoj se mikrosfere
(MS) velicine iznad 10 pum obelezene pogodnim radionuklidom, intraarterijski ili
direktno intratumorski injektiraju, cime se postize visok stepen selektivne akumulacije

u ciljanim tkivima i organima. Pri direktnom injektovanju u arteriju koja vodi do

! Specifi¢na apsorpcija predstavlja koliinu energije po jedinici mase nanocestice koja se konvertuje u
toplotu.



tumora, MS se zbog svoje veli¢ine “zaglave” u kapilarnoj mrezi tumora otpustajuci
lokalno radiotoksi¢nu dozu, koja je do 20-30 puta vecée od one koja se postize
spoljasnjom radijacionom terapijom, dok je toksi¢nost po okolno zdravo tkivo
zanemarljiva [21]. Ovaj pristup terapije prvi su razvili Muller i Rossier [22] u
Svajcarskoj koriséenjem ®°zn- i **Au-MS. Za ovu primenu uradena su istrazivanja sa
MS na bazi smole (resin microspheres) obelezenim *°Ho i silikatnim MS (glass
microsheres) obelezenim *°Re/*®Re. Danas postoje dva komercijalno dostupna
preparata na bazi *°Y-MS koji se koriste za selektivnu unutrasnju radioterapiju (SIRT -
selective internal radiation treatment) [23] primarnih i metastaziranih tumora jetre:
silikatne “°Y-mikrosfere prosecne velicine 22 um (TheraSphere, MDS Nordian,
Canada) [24] i ®°Y-mikrosfere na bazi smole proseéne velicine 35 um (SirSheres, Sirtex
Medicals Inc., Australia) [25]. Ove **Y-mikrosfere se uvode kroz hepati¢nu arteriju, s
obzirom na c¢injenicu da se tumori u jetri snabdevaju krvlju ve¢inom iz arterijske
cirkulacije za razliku od normalnog tkiva koje se snabdeva krvlju ve¢inom iz portalne
vene [26].

Poslednjih decenija albuminske mikrosfere zauzimaju posebnu paznju kao efikasni
nosaci lekova zbog jednostavne pripreme, moguénosti kontrolisane promene velicine
Cestica variranjem uslova sinteze, kao i zbog prisustva reaktivnih grupa (amino i
karboksilnih) na svojoj povrsini, koje se mogu Koristiti za vezivanje radionuklida,
helatnih agenasa i antitela. Pored netoksi¢nosti i imunokompatibilnosti, glavna prednost
ovih MS je biodegradibilnost na prirodne produkte [27]. MS humanog albumina
(MSHSA) su zbog visoke mehanicke i hemijske stabilnosti, otporne na hidrolizu i
radiolizu [28]. Albuminske mikrosfere, kao nosaci dijagnostickih i terapijskih
radionuklida, ve¢ imaju znacajnu klini¢ku primenu. Obelezene *™Tc one se rutinski
koriste za perfuzionu scintigrafiju pluca [29], dok obelezene **Re mogu biti koriié¢ene
za radioterapiju [30].

Takode, istrazivanja su pokazala da MNC oblozene silikom [31], HAS [32] i
poliakril amidom [33], i obelezene B-emiterom **®Re, imaju moguénu primenu u
radionuklidnoj terapiji. Ipak, njihova upotreba u terapiji je ogranicena, uglavnom usled
neselektivnog nakupljanja u zdravim tkivima. Kako veli¢ina Cestice znacajno uti¢e na
nakupljanje MNC u odredenom organu, selektivno nakupljanje moze biti poboljsano

primenom uniformnih Cestica odredene velic¢ine [34] ili koris¢enjem velikog gradijenta



magnetnog polja koje zadrzava MNC unutar i oko ciljane lokacije [12]. Inkapsuliranje
MNC-a u mikrosferama takode moZe uticati na njihovo selektivno nakupljanje i
zadrzavanje mikrosfera u odredenim tkivima i poboljSani terapijski efekat

radioembolizacije.

Sinergijski efekat radioterapije i hipertermije se zashiva na tome da toplotni efekat
uni$titi tumorske ¢éelije na koje radionuklidna terapija ne deluje [35, 36]. Hipoksi¢ne
(siromasne kiseonikom) tumorske celije su rezistentnije na zracenje, a senzitivnije na
zagrevanje u odnosu na euoksi¢ne (bogate kiseconikom) ¢elije. Kombinovanjem
metoda, hipertermijom se povecava perfuzija (prokrvljenost) tumorskog tkiva ¢ime se
povecava lokalna koncentracija kiseonika, i na taj nacin je omoguceno efikasnije
razaranje hipoksi¢nih tumorskih celija pod uticajem jonizujuéeg zracenja [37].
Jonizujuée zraCenje oStecuje DNK, dok hipertermija inhibira reparativne proteine
odgovorne za popravku DNK molekula [15]. U temperaturskom intervalu umerene
hipertermije 41 °C - 46 °C o$te¢enja normalnog tkiva su reverzibilna dok se tumorske
¢elije ireverzibilno oStecuju, zbog Cega se najcesce umerena hipertermija kombinuje sa

radio- ili hemo-terapijom.

2.2. Sinteza MNC-a

Cilj sinteze nanocestica je dobijanje jednofaznih uzoraka, tj. ¢estica sto uniformnijih
po veliCini 1 obliku jer od toga dalje zavise fiziCke 1 bioloske karakteristike. Pozeljno je
da veli¢ine Cestica variraju u opsegu manjem od 20 %. Kod sinteze nanocestica
potrebno je izbe¢i njihovu aglomeraciju jer ima nepovoljan uticaj na fizicke osobine
nanocestica 1 njihovu primenu. NajceS¢e koriS¢ene metode za sintezu nanocesti¢nih
magnetnih  materijala su: talozenje iz rastvora (koprecipitacija), termalna
dekompozicija, emulzifikaciona, sonohemijska, solvotermalna, sol-gel,
mehanohemijska, glicin-nitratna, sprej piroliza i hidrotermalna metoda [38-42].

U literaturi je opisan odreden broj metoda za sintezu Fes0;, MNC-a u rastvoru (sol-
gel metoda, taloZenje iz rastvora, metoda reverznih micela, oksidaciona hidroliza) [43-
47] koje se mogu svrstati u hemijske metode. Zajedni¢ko za sve njih je da se polazi od

rastvora hemijskog prekursora, a da u toku sinteze dolazi do hemijske reakcije u kojoj



nastaje nerastvorno jedinjenje tj. formira se ¢vrsta faza. Ove metode su fokusirane na
sintezu jednodomenskih nanocestica veli¢ine 2-20 nm sa superparamagnetnim
osobinama na sobnoj temperaturi. U nasim eksperimentima kori§¢ene su dve metode
sinteze MNC-a: taloZenje iz rastvora i oksidativna hidroliza. Za sintezu MNC-a u HSA

matriksu (MMSHA\) kori$¢ena je emulzifikaciona metoda (voda u ulju - v/u).

Metoda talozenje iz rastvora se smatra jednom od najjednostavnijih hemijskih

metoda sinteze gvozde oksidnih nanocestica i nakon opisa metode pre vise od trideset
godina od strane Massarat-a [48], ova metoda je pretrpela brojne modifikacije. Metoda
se zasniva na taloZenju magnetita u baznom rastvoru (pH od 8 do 14) Fe®" i Fe** jona

koji se nalaze u molarnom odnosu 1:2 (jednacina 2.1).

Fe?* + 2Fe*" + 80H — Fe30, + 4H,0 (2.1)

Postupak dobijanja magnetita metodom taloZenja iz rastvora moze se podeliti u
nekoliko faza. Prvo se u destilovanoj vodi rastvaraju odredene koli¢ine metalnih soli
(najéeSce se koriste hloridi, sulfati i nitrati) pri ¢emu usled disocijacije dolazi do
oslobadanja metalnih jona. Koncentracije metalnih soli u rastvoru odreduju se na
osnovu zeljene stehiometrije gvozde-oksidnih nanocestica. Tako pripremljen rastvor
mesa se sa bazom, najcesée rastvorom NaOH ili NH,OH, koji uti¢e na izdvajanje
nanocesticnog gvozde-oksida u vidu taloga. SmesSa rastvora se odredeno vreme
intenzivno mesa, pod kontrolisanim uslovima (temperatura, pritisak, pH vrednost
smese) kako bi se postigla bolja homogenizacija uzorka. Konacno, dobijeni gvozde-
oksid, se u vidu taloga izdvaja iz rastvora, ispira i susi [49]. Zbog osetljivosti magnetita
na oksidaciju, tokom sinteze se uvodi inertni gas, kako bi se sprecila transformacija
magnetita u maghemit i hematite [50].

Broj i veli¢ina nastalih primarnih Cestica zavisi od brzine nukleacije i brzine rasta
nastalih jezgara. Da bi se dobile primarne Cestice uniformnije raspodele potrebno je da
reakcije nukleacije i rasta budu razdvojene, tj. da prvo nastanu jezgra, pa da se onda
akumulacijom preostalog materijala odvija njihov rast. Procesi nukleacije i rasta
nastalih nukleusa su kineticki kontrolisani tako da nastale primarne Cestice ne moraju

biti i termodinamicki stabilne pa u procesu starenja nastale suspenzije moze doc¢i do



njihovog rasta, odnosno agregacije, Sto vodi promeni morfologije nastalih Cestica.
Takode, moze do¢i i do kristalizacije amorfnih Cestica ili do rekristalizacije ve¢ nastale
kristalne faze, a sve u cilju postizanja bolje termodinamicke stabilnosti [51, 52].
Prednost ove metode je relativna jednostavnost i pristupacnost polaznih komponenti,
niska temperatura pri kojoj se odvija sinteza (do ~150 °C), kao i dobijanje veée koli¢ine
magnetnih nanocestica (do 40 g po sintezi). Glavni nedostatak je tesko obezbedivanje
zeljene stehiometrije dobijenog uzorka i slaba kontrola veli¢ine sintetisanih nanocestica
[53]. Veli¢ina nanocestica, morfologija, magnetne osobine mogu biti kontrolisane u

zavisnosti od pH rastvora, jonske jaCine, temperature, vremena reakcije i tipova soli

[49].

Oksidativna hidroliza je metoda u kojoj se Fe®* joni u baznoj sredini delimi¢no

oksiduju razli¢itim oksidacionim sredstvima (KNOs, H,0;) [54], pri ¢emu nastaju
Fe;04 MNC veli¢ine 30-100 nm. Koncentracija Fe?* jona je odgovorna za mehanizam
rasta Cestica pa direktno utiCe na veli¢inu Cestica i njihovu morfologiju [55].
Najuniformnije &estice se dobijaju kada postoji mali visak koncentracije Fe’* jona u
odnosu na koncentraciju OH™ jona iz baze. Parametri koji ne uti¢u na veli¢inu MNC-a
su izbor baze (KOH, NaOH, NH3, N(CH3)OH) i koncentracija oksidacionog sredstva.

Emulzifikaciona metoda koja se koristi za sintezu MMSHA podrazumeva postojanje

dvofaznog sistema u kome je teCan ili ¢vrst materijal dispergovan u nemesljivoj
tecnosti. Ovakav sistem se naziva suspenzija ili emulzija u zavisnosti od prirode
disperzne faze (Cvrste ili tecne). Proces sinteze MMSHA podrazumeva formiranje
malih kapljica vodenog rastvora albumina u nemesljivoj te¢nosti (uljana faza),
ofvrS¢avanje ovih kapljica kovalentnim umrezavanjem 1 izdvajanje dobijenih
stabilisanih MS. Materijal koji se Zeli inkapsulirati u MS moze biti rastvoren ili
dispergovan u osnovni rastvor albumina. Sinteza albuminskih mikrosfera zasniva se na
principu termicke ili hemijske stabilizacije. Oba nacina stabilizacije podrazumevaju
unakrsno povezivanje (umrezavanje) albumina bilo pomocu povisene temperature (95
°C - 170 °C) ili pomoéu hemijskih agenasa (formaldehid, glutaradelhid). Buduéi da

hemijski stabilisane albuminske mikrosfere pokazuju neuniformnost u veli¢ini 1 manju



stabilnost od termicki stabilisanih MS, u ovom radu je kori$¢ena stabilizacija MS na
visokoj temperaturi gradenjem amidnih veza izmedu proteinskih lanaca.

Kada se emulzifikacione tehnike koriste za pripremu mikrosfera, brojni procesni
parametri utiCu na finalnu strukturu mikrosfera, na primer, izbor rastvaraca i
surfaktanta, fazni viskozitet, odnos dispergovane prema kontinualnoj fazi, brzina
mesSanja, temperatura i vreme procesiranja [56]. Pazljivom modifikacijom procesnih
uslova mogu se dobiti sferne Cestice U Sirokom opsegu veli¢ina, od submikronskih do

mikronskih.

2.3. Funkcionalizacija povrsine MNC-a

Magnetne nanocestice imaju hidrofobne povrSine sa velikim odnosom povrSine i
zapremine i samim tim velike povrSinske energije. Da bi smanjile ukupnu povrSinsku
energiju, MNC imaju tendenciju da stvaraju aglomerate. Na to dodatno uti¢e njihova
magnetna priroda koja dovodi do snaznih dipolarnih privlacnih interakcija izmedu
Cestica [11]. Ove pojave vode ka destabilizaciji njihovih koloidnih disperzija i mogu
uticati na neke od osobina, kao $to je superparamagnetno ponasanje.

Odgovarajuéa funkcionalizacija povrSine MNC-a i izbor rastvaraca su kljuéni za
postizanje odbojnih sila izmedu cestica koje spreCavaju aglomeraciju 1 utiCu na
stvaranje termodinamicki stabilnih koloidnih rastvora MNC-a [57]. Stabilizacija
koloidnih rastvora se vrs$i odrzavanjem medusobnog rastojanja izmedu Cestica iznad

kriti¢ne vrednosti pri kojoj dolazi do aglomeracije i moze biti [58]:

* clektrostaticka - adsorpcija anjona (npr. Cl, citrati itd.) na povrSini nanoCestice
izaziva elektrostaticko odbijanje, ili

* sterna - adsorpcija polimera (polivinilpirolidin (PVP), polivinilalkohol (PVA), i sl.)
odrzava rastojanje izmedu nanocestica na vrednosti pri kojoj je energija interakcije

pozitivna (odbojna) (slika 2.1).

Koloidna stabilizacija omoguéava biokompatibilnost MNC-a i prisustvo razli¢itih
funkcionalnih grupa na njihovoj povrsini preko kojih se mogu vezivati razliciti ligandi 1

jedinjenja [59]. Najées¢i nadini modifikacije povriine MNC-a su preko oblaganja
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razli¢itim jedinjenjima ili inkapsulacijom (ubacivanjem) MNC-a u odgovarajuéi

matriks (HSA, PLGA, silikat, smola itd.) [60].

Slika 2.1: Sematski prikaz a.) elektrostaticke i b.) sterne stabilizacije dispergovanih
magnetnih nanocestica [61]

Razli¢ita jedinjenja, kao Sto su silani [62], fosfonati [63], fosfati [64], hidrofilni
polimeri (polietilen glikol-PEG [65] i polietilen oksid-PEO [66]), albumin [67] i
dekstran [68] se koriste za stabilizaciju MNC-a, interagujuéi sa njihovom povr$inom.

Limunska kiselina (CA) je mali, biokompatibilni organski molekul koji ima tri
karboksilne i jednu hidroksilnu grupu i vrlo Cesto se koristi za sintezu stabilnih vodenih
suspenzija MNC-a kao i za njihovu konjugaciju sa biomolekulima i lekovima preko
nekoordinisanih/slobodnih karboksilnih grupa na povrSini Cestica [69]. Takode,
slobodne karboksilne grupe na povrsini MNC-a omoguéavaju elektrostati¢ko odbijanje
izmedu Cestica ¢ime se postize veca stabilnost ferofluida [70, 71]. Utvrdeno je da se
dodavanjem limunske kiseline u razli¢itim fazama procesa dobijanja nanocestica i pri
razli¢itim temperaturama, moze podeSavati veli¢ina jezgra nanocestica i kontrolisati
njihov hidrodinamicki radijus [72]. Kako je molekul limunske kiseline mali,
hidrodinamicka veli¢ina njome oblozenih nanocestica se ne uvecava mnogo, §to moze
biti od znacaja u razlicitim terapijskim primenama [73].

Kori$¢enje fosfonata za oblaganje povriine MNC-a ima poseban znacaj zbog snazne
interakcije izmedu gvozda 1 fosfonatne grupe, kao i njihove dokazane
biokompatibilnosti, zbog ¢ega se mogu koristi u medicinske svrhe [63, 74]. Takode,
vezivanjem fosfonata za Fes0, MNC postize se njihova rastvorljivost u vodenim
rastvorima. Fosfonati su jedinjenja koja sadrze jednu ili vise R-PO(OH), Lewis-ovih

kiselih grupa. U fosfonatnoj grupi postoje tri atoma kiseonika - jedan iz fosforil grupe
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(P=0) i dva iz hidroksilne grupe (P-OH) [75]. S obzirom da se do tri atoma kiseonika
mogu vezati za povr§inu MNC, nadini vezivanja fosfonatne kiseline za povrsinu
metalnih oksida mogu biti mono-, bi- ili tri-dentatni [76]. Prilikom vezivanja svakog
atoma kiseonika iz fosfonatne kiseline za razliite atome metala pravi se bidentatna ili
tridentatna (bridging) veza. Vezivanjem dva ili tri atoma kiseonika iz fosfonatne
kiseline za isti atom metala gradi se helatna veza. Moguci nacini vezivanja fosfonatnih

kiselina za povrsinu metalnih oksida predstavljeni su na slici 2.2 [76].
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Slika 2.2: Nacini vezivanja fosfonatnih kiselina za povrsinu metalnih oksida, gde je
M - metal. a. i b.) Monodentatno vezivanje, c. i d.) Bidentatno binuklearno (briding)
vezivanje, e.) Tridentatno vezivanje, f. i g.) Helatno bidentatno vezivanje, h.) Helatno
tridentatno vezivanje, i.-1.) dodatne interakcije gradenjem vodonicne veze [76]

U biologkom medijumu elektrostati¢ki stabilisane MNC sklone su aglomeraciji
usled neutralizacije povrSinskog naelektrisanja [77]. Zbog toga se polimeri Cesto koriste
kao stabiliSu¢i agensi jer omogucavaju sternu stabilizaciju, koja za razliku od
elektrostaticke stabilizacije, smanjuje uticaj jonske jacine na koloidnu stabilnost [78]. U

fiziologkim uslovima, funkcionalizacija polimerima smanjuje aglomeraciju MNC-a

12



izazvanu adsorpcijom proteina. Takode, smanjuje se reakcija retikuloendotelnog
sistema i produZava se vreme zadrzavanja MNC-a u krvi [79, 80].

Ubacivanjem MNC-a u odgovaraju¢i matriks nastaju mikrosfere. Mikrosfere
sintetisane od albumina koji poti¢e iz humanog seruma su manje i uniformnije veli¢ine
u odnosu na mikrosfere sintetisane od ovalbumina, usled bolje rastvorljivosti humanog
albumina [81]. Takode, HSA mikrosfere imaju prednost u odnosu na MS napravljene
od drugih materijala jer se prilikom biodegradacije razlazu na prirodne produkte [82].
Zbog visoke mehanicke i hemijske stabilnosti, HSA mikrosfere su otporne na hidrolizu
i radiolizu [83].

2.4. Magnetne osobine nanocesti¢nih materijala

2.4.1. Osnove magnetizma i podela magnetika

Svi materijali u izvesnom stepenu poseduju magnetna svojstva i u skladu sa njima
interaguju sa spoljasnjim magnetnim poljem. Promene u vecini materijala nestaju sa
uklanjanjem spoljasnjeg polja, dok se kod odredene grupe materijala promene
delimi¢no zadrzavaju i posle prestanka dejstva spoljasnjeg polja [84].

UnosSenjem supstancija U magnetno polje u njima dolazi do nastajanja magnetnog
momenta’, koji se najceice izrazava po jedinici zapremine date supstancije i naziva
magnetizacijom - M. Magnetna susceptibilnost - y predstavlja se odnosom
magnetizacije - M i jacine spolja$njeg magnetnog polja — H. Proucavajuci zavisnost
magnetizacije od spoljasnjeg magnetnog polja - M(H), kao i zavisnost magnetizacije od
temperature - M(T), mozemo odrediti kojoj grupi magnetnih materijala pripada
ispitivani materijal. Tako materijale, prema njthovim magnetnim svojstvima, moZzemo
podeliti na [85-87]:

(1) slabe magnetike (dijamagnetici i paramagnetici) kod kojih ne postoji spontana
uredenost magnetnih momenata;
(2) jake magnetike (fero-, antifero- i ferimagnetici) kod kojih postoji spontana

uredenost magnetnih momenata (bez prisustva magnetnog polja).

2 Magnetni moment atoma jednak je vektorskom zbiru orbitalnih i spinskih magnetnih momenata.
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Dijamagnetni materijali ne pokazuju magnetni moment sve dok se ne nadu u

spoljaSnjem magnetnom polju. U spoljasSnjem magnetnom polju, zbog njegovog
delovanja na orbitalno kretanje elektrona u atomu, dolazi do indukovanja magnetnog
momenta. Indukovani magnetni moment, po Lencovom pravilu, postavlja se suprotno
od spoljasnjeg magnetnog polja, tako da dijamagnetne materijale karakteriSe negativna
susceptibilnost, koja ne zavisi od ja¢ine primenjenog spoljaSnjeg polja, niti od
temperature. Dijamagnetizam je univerzalno svojstvo jer se indukovani magnetni
moment javlja kod svih supstancija, bez obzira na magnetno uredenje [85-87].

Paramagnetni materijali su gradeni od atoma koji sadrze nesparene elektrone, tj. od

atoma koji imaju stalni magnetni dipolni moment. Orijentacija magnetnih momenata
atoma paramagnetika je, ukoliko se oni ne nalaze u spoljasnjem magnetnom polju, zbog
termickog kretanja haoticna. Medutim, u spoljasnjem magnetnom polju magnetni
momenti paramagnetika se orijentiSu ve¢inom u pravcu i smeru spoljasnjeg magnetnog
polja, tako da je njihova susceptibilnost pozitivha. Stepen ove orijentacije zavisi od
temperature, pa je magnetna susceptibilnost paramagnetika funkcija temperature. S
obzirom na to da se orijentacija magnetnih momenata atoma kod paramagnetnih
materijala odrzava dejstvom spoljasnjeg magnetnog polja, po prestanku ovog dejstva
uredenost ubrzo prestaje i postaje haoti¢na [85-87].

Feromagnetni materijali poseduju stalni magnetni dipolni moment i karakterise ih

spontana magnetizacija (uredenost magnetnih dipolnih momenata atoma van
spoljaSnjeg magnetnog polja ispod karakteristicne temperature) koja je najveca na
niskim temperaturama (bliskim 0 K). Povisavajué¢i temperaturu spontana magnetizacija
se smanjuje zato $to dipolni momenti sve viSe odstupaju od paralelne orijentacije. Kad
temperatura feromagnetika dostigne ili prevazide Curie-jevu temperature (Tc¢),
materijal gubi svoju preostalu magnetizaciju i postaje paramagnetik. Ispod Curie-jeve
temperature, magnetni momenti su orijentisani i materijal je feromagnetik. Iznad Curie-
jeve temperature, dominantno je termicko kretanje koje uzrokuje proizvoljnu
orijentaciju momenata [88].

Feromagnetni materijali su podeljeni na oblasti homogene magnetizacije, tzv.
domene. Unutar jednog domena svi dipolni momenti su skoro potpuno usmereni u
istom pravcu. Domeni razliitih orijentacija magnetnih momenata su medusobno

razdvojeni granicama domena, domenskim zidovima (Bloch-ovim zidovima).
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Domenska struktura materijala predstavlja jedan od nacina da se troSenjem energije na
stvaranje granica izmedu domena postigne stanje sa minimalnom energijom [86, 87,
89].

U spoljasnjem magnetnom polju dolazi do promena oblika i veli¢ina domena [90].
Proces magnetizovanja feromagnetnog materijala pod dejstvom spoljasnjeg magnetnog
polja (na temperaturi ispod Curie-jeve tacke) odvija se u vise faza. U prvoj fazi, dok je
magnetno polje jo$ slabo, dolazi do povecanja onih domena ¢iji rezultuju¢i magnetni
moment zaklapa najmanji ugao sa spoljasnjim magnetnim poljem i to na racun onih
domena ¢ija je orijentacija manje povoljna. Druga faza se deSava u ja¢im poljima gde
dolazi do rotacije magnetnih momenata domena u smeru spoljasnjeg magnetnog polja.
Kad se vektori magnetnih dipolnih momenata svih domena postave u smeru spoljasnjeg
magnetnog polja, magnetizacija - M postize svoju maksimalnu vrednost - Ms
(saturaciona magnetizacija). Pri isklju¢ivanju magnetnog polja, posle postizanja
saturacione magnetizacije, magnetizacija ne postize vrednost nula nego ima neku
kona¢nu vrednost - Mr (remanentna magnetizacija), a uzrok je zaustavljanje domenskih
zidova u nekim metastabilnim polozajima. Tek nakon primenjivanja magnetnog polja u
suprotnom smeru - Hc (Kkoercitivnho polje) magnetizacija pada na nulu. Daljim
povecanjem polja postize se maksimalna vrednost magnetizacije u suprotnom smeru.
Ponovnim smanjivanjem polja do vrednosti nula i povecanjem polja u suprotnom

smeru proces magnetizacije uzorka tece sli¢no praveci histerezisnu petlju (slika 2.3).

a.) Mt b.)

Ms

A

M
M,

\

®

H=0

Slika 2.3: a.) Sematski prikaz rasta domena u magnetnom polju, b.) Histerezisna
petlja [88]
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Ferimagnetni materijali kao i antiferomagnetni imaju magnetne momente koji su

antiparalelni. Za razliku od antiferomagnetika, kod ferimagnetika oni se ne kompenzuju
u potpunosti jer su razli¢itih vrednosti. Zbog toga ovakve supstancije raspolazu
spontanom magnetizacijom, slicno feromagneticima. Pod dejstvom spoljasnjeg
magnetnog polja ferimagnetici se ponasaju sli¢no feromagneticima (histerezisna petlja
slika 2.3.b). Spontana uredenost magnetnih momenata se narusava iznad Curie-jeve
temperature, kao kod feromagnetika [86, 87].

U antiferomagnetnim materijalima uzajamno dejstvo izmedu atoma koji poseduju

permanentne magnetne momente moze da bude takvo da se magnetni momenti
susednih atoma orijentiSu antiparalelno jedan u odnosu na drugi ali su jednaki po
intezitetu tako da je rezultuju¢i magnetni moment jednak nuli. Sliéno feromagneticima,
pomenuta magnetna uredenost postoji samo u odredenom temperaturnom intervalu, od
apsolutne nule do neke kriticne temperature. Ta temperatura Se naziva
antiferomagnetna Curie-jeve tacka ili Néel-ova temperatura (Ty). Za njih, kao i za
feromagnetne i ferimagnetne materijale, iznad ove karakteristi¢ne temperature narusava

se spontana uredenost magnetnih momenata i oni imaju paramagnetne osobine [86, 87].

2.4.2. Superparamagnetizam

Superparamagnetizam se javlja kod nanocesticnih magnetnih materijala koji
pokazuju ponaSanje slicno paramagnetizmu na temperaturama ispod Curie-jeve ili
Néel-ove temperature (feromagnetici, ferimagnetici i antiferomagnetici) [91, 92]. Na
temperaturama iznad Curie-jeve ili Néel-ove temperature termalna energija je dovoljna
da prouzrokuje da atomski magnetni momenti fluktuiraju neuredeno, tj. da viSe nema
bilo kakvog magnetnog uredenja i materijal pokazuje paramagnetno ponasanje.
Ukoliko je ispitivani materijal na temperaturi ispod Curie-jeve ili Néel-ove
temperature, tj. ako termalna energija nije dovoljna da nadvlada izmenske interakcije
izmedu susednih atoma, dovoljna je da promeni pravac magnetizacije cele Cestice.
Materijal se ponasa na slican nacin kao paramagnetik, osim $to umesto magnetnog
momenta svakog individualnog atoma, magnetni moment cele nanoCestice tezi da se
orijentiSe u pravcu spoljasnjeg magnetnog polja. Energija koja je potrebna za promenu

pravca magnetizacije u nanoCesticama naziva Se energija anizotropije. Energija
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anizotropije jednodomenske Cestice, u prvoj aproksimaciji proporcionalna je zapremini
Cestice V tj. zavisi od osobina materijala i od veli¢ine nanocCestica. Za najjednostavniji
slu¢aj jednoosne simetrije, energija magnetne anizotropije moze se predstaviti u

pojednostavljenom obliku [93]:
E, = KVsin?6 (2.2)

gde je
K - konstanta anizotropije koja se izrazava u jedinicama J m™

0 - ugao izmedu vektora magnetizacije M i pravca ose lake magnetizacije.

Proizvod KV zapravo predstavlja potencijalsku barijeru koja se suprotstavlja
reorijentaciji vektora magnetizacije i koja razdvaja dve ravnotezne orijentacije
odredene minimumom energije anizotropije za 6 =011 8 = w (slika 2.4). Za 6 = w2
energija anizotropije imace maksimalnu vrednost. U slu¢aju dovoljno malih Cestica, KV
postaje uporedivo sa termalnom energijom ksT (ks — Bolcmanova konstanta) tako da
termalne fluktuacije mogu da izazovu reorijentaciju magnetnog momenta Cestice, kao

§to je to slucaj kod atomskih spinova paramagnetika.

-2

Eu i
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/ \ /
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Slika 2.4: Energija anizotropije u zavisnosti od ugla koji vektor magnetizacije zaklapa
sa osom lake magnetizacije [88]
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Ve¢ je napomenuto da u slucaju dovoljno malih Cestica i na dovoljno visokoj
temperaturi visina potencijalske barijere KV postaje uporediva sa termalnom energijom
Sto izaziva superparamagnetnu relaksaciju odnosno spontane fluktuacije magnetnog
momenta Cestice izmedu dva suprotna smera duz ose lake magnetizacije. Nakon §to je
uklonjeno magnetno polje, remanentna magnetizacija ¢e se smanjivati prema

eksponencijalnoj zavisnosti [94]:
M, (£) = Msexp(—) (23)

gde je
Ms — saturaciona magnetizacija
t — vreme proteklo nakon $to je uklonjeno spoljasnje polje

7 — karakteristi¢no relaksaciono vreme

Dakle, termalno ekscitovane fluktuacije magnetnog momenta se deSavaju sa
frekvencijom f odnosno sa karakteristicnim vremenom relaksacije. Kvantitativan izraz
za superparamagnetno relaksaciono vreme (vreme za koje se dogodi reorijentacija

magnetnog momenta) dobija se na osnovu Neel-Brown-ovog modela [95, 96]:
KV
T = TOeXp(kTT (2.4)

Magnetno ponaSanje sistema odredeno je vrednoS¢u karakteristicnog vremena
merenja 7, koje zavisi od upotrebljene eksperimentalne tehnike. U slu¢aju SQUID
magnetometrije 7y iznosi 100 s dok u sluc¢aju npr. Mdssbauer-ove spektroskopije
karakteristi¢no vreme merenja je reda veli¢ine 10 s. Ukoliko je vreme merenja mnogo
vece u poredenju sa vremenom relaksacije 7, » T, relaksacija magnetizacije je brza od
orijentacije magnetizacije u posmatranoj eksperimentalnoj tehnici, $to dozvoljava
sistemu da dostigne termodinamicku ravnotezu. Ansambl nanocestica se tada ponaSa
kao paramagnetni sistem i nalazi se u superparamagnetnom stanju. Sa druge strane, ako
je vreme merenja mnogo manje od vremena relaksacije t » r, relaksacija sistema se
odvija sporo i tada se zapazaju kvazistaticne osobine koje su karakteristicne za uredene

magnetne sisteme. Nanocestice se tada nalaze u tzv. blokiranom rezimu i tokom
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merenja se ne registruje relaksacioni proces. Temperatura koja razdvaja ova dva stanja
(superparamagnetno i blokirano) oznacava se kao temperatura blokiranja Tg i definiSe
se kao temperatura na kojoj je superparamagnetno relaksaciono vreme 7 jednako
vremenskoj skali (vremenu posmatranja/merenja) eksperimentalne tehnike z,. Treba
napomenuti da proces blokiranja ne predstavlja fazni prelaz ve¢ oznacava kontinuiranu
promenu vremena relaksacije magnetizacije r sa temperaturom. Temperatura blokiranja
nije jednoznacno odredena ve¢ se definiSe u zavisnosti od primenjene eksperimentalne
tehnike. Imajuci u vidu da je vreme merenja magnetizacije na SQUID magnetometru zp,

~ 100 s, temperatura blokiranja moze se izracunati na osnovu izraza [97]:

KV
= 2.5
szn(i—’:) (2.5)
odnosno
KV
Tp ~ 25kg (2.6)

Ponasanje dijamagnetika, paramagnetika, feromagnetika i superparamagnetika u

spoljasnjem magnetnom polju prikazano je na slici 2.5 [98].

DM

(x1000)

(a)

H

O
OO

(¢) (d)
Slika 2.5: Sematski prikaz ponasanja dijamagnetika, paramagnetika, feromagnetika i
superparamagnetika u spoljasnjem magnetnom polju [98]
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Kod dijamagnetnih materijala pri povecanju polja, magnetizacija se smanjuje (slika
2.5a). S druge strane, magnetizacija paramagnetnih materijala je veca sa povecanjem
spoljaSnjeg polja (slika 2.5b). Feromagnetne materijale karakteriSe histerezisna petlja
(slika 2.5¢). Za jednodomenske Cestice, petlja je uza (isprekidana linija), dok je za
viSedomentske Cestice ona Sira (puna linija). Zavisnost magnetizacije od spoljasnjeg
magnetnog polja kod superparamagnetika prikazana je na slici 2.5d. Oblik krive je
sigmoidalni. U ovom sluc¢aju koercitivno polje i remanentna magnetizacija imaju nultu

vrednost.

2.5. Metode karakterizacije MNC-a

2.5.1. Rendgenska difrakcija na prahu (XRPD)

Rendgenska difrakcija na polikristalnom materijalu (prahu) je nedestruktivna
metoda koja ima Siroku primenu za karakterizaciju kristalnih materijala, jer se pomocu
nje odreduje struktura ispitivanih materijala i vrsi identifikacija kristalnih faza koje su
prisutne u uzorcima. Takode, primenom rendgenostrukturne analize precizno se moze
izraCunati veli¢ina kristalita sintetisanih Cestica. Princip se zasniva na interakciji X-
zraka sa Cesticama uzorka, njihovom detekcijom, a daljom obradom se dobijaju
difraktogrami predstavljeni kao funkcija intenziteta od ugla rasejanja zraka (20) nakon
interakcije sa uzorkom [99].

U osnovi, difrakciona slika kristala odredena je dvema osnovnim karakteristikama:
polozajem difrakcionih maksimuma i njihovim intenzitetom. Polozaj maksimuma
zavisi od Bragg-ovog uslova®, dok njihov intenzitet zavisi od veceg broja razlicitih
faktora vezanih za atomski sadrzaj kristalografskih ravni i karakteristike samog uzorka.
Na difraktogramu faze niskog stepena kristaliniteta (nanocesti¢ni materijali) lako se
prepoznaju po karakteristiénim Sirokim difrakcionim maksimumima. Sto je stepen

kristaliniteta nizi, maksimumi na dijagramu praha ¢e biti Siri. Zbog toga se Sirine

® Bragg-ov uslov za refleksiju je dat jednaginom: 2d sin @ = nA, gde je n - ceo broj, A - talasna duzina
upadnog X-zraéenja, d - rastojanje izmedu dve susedne ravni u kristalu, 6 - ugao pod kojim upadni snop

pada na kristal.
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maksimuma mogu Koristiti za odredivanje stepena kristaliniteta, tj. dimenzija kristalnih
regiona u kojima struktura nije bitno naru$ena. Sirina difrakcione linije se meri na
polovini visine maksimuma i naziva se §irina na poluvisini. Veli¢ina kristalita se moze
odrediti iz Sirine maksimuma na difraktogramu pomocu Scherrer-ove formule (2.7)
[100]:

_ KA
hkl B cosB

2.7)

gde je

dhu-proseéna dimenzija kristalita u pravcu normalnom na niz ravni sa kojih difraktuju
rendgenski zraci (nm),

K-faktor oblika (priblizno 1),

J-talasna duZina upotrebljenog rendgenskog zracenja (nm),

[-Sirina difrakcione linije nastala samo usled strukturnih faktora (Sirina na polovini
maksimuma)

6-Bragg-ov ugao.

Iz difraktograma praha najc¢es¢e se vrsi identifikacija kristalne faze poredenjem

difraktograma ispitivanog materijala sa difraktogramima poznatih monofaznih uzoraka.

2.5.2. Elektronska mikroskopija

a.) Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Skeniraju¢a elekrtonska mikroskopija jedna je od najvise koriS¢enih metoda u
karakterizaciji povr$ine materijala. SEM uredaji vrSe uvecanja od 10 do preko 500.000
puta, a osim morfologije ispitivanog materijala (topografija) u mogucnosti su da pruze
preciznu informaciju o hemijskom sastavu materijala na njegovj povrsini [101].

Skaniraju¢a elektronska mikroskopija koristi fokusirani elektronski snop
visokoenergetskih elektrona, tj. njithovu difrakciju sa povrSine uzorka, za dobijanje
uvelicane slike posmatranog uzorka. Signal koji se dobija kao posledica interakcije

elektronskog snopa sa uzorkom pruza informacije o morfologiji Cestica 1 izgledu
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njegove povrsine. Kombinacija SEM uredaja sa energetsko-disperzivnim
spektrometrom koji meri broj i energiju X-zraka koji su emitovani iz uzorka,
predstavlja osnov za metodu energetske disperzije X-zraka (EDX ili EDS) koja je u
velikom broju slucajeva, sastavni deo skenirajuceg elektronskog mikroskopa. Ova
metoda se Koristi za ispitivanje hemijskog sastava na izabranoj povrsini uzorka [101].
Osnovni uslovi koji moraju biti ispunjeni da bi se dati uzorak mogao snimati
skaniraju¢om elektronskom mikroskopijom su da je uzorak neisparljiv kako bi bilo
moguce posti¢éi 1 odrzati visoki vakuum unutar mikroskopa i da je uzorak
elektroprovodljiv. Da bi se uzorci koji imaju malu elektroprovodljivost mogli snimati
neophodno ih je najpre napariti nekim od provodnih materijala kao $to su zlato,
ugljenik ili neki drugi provodni metal ili legura. FE SEM (skanirajuca elektronska
mikroskopija na principu emisije elektrona pod uticajem polja) mikroskopi koji rade u

oblasti grubih vakuuma ne zahtevaju posebno naparavanje i pripremu uzoraka [101].
b.) Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM)

Transmisiona elektronska mikroskopija ima izuzetno veliki opseg uvecanja od 50 do
10° puta i mogucnost dobijanja slike untrasnjosti tankih uzoraka materijala u veoma
visokoj rezoluciji, zajedno sa elektronskim difrakcionim podacima.

Kod TEM mikroskopa slika uzorka dobija se difrakcijom elektrona koji prolaze kroz
uzorak. Zahvaljuju¢i maloj talasnoj duZzini elektrona omogucena je hiljadu puta veca
rezolucija od rezolucije opti¢kog mikroskopa, pa je pomo¢u TEM-a moguce posmatrati
objekte veli¢ine nekoliko nm. Transmisionom elektronskom mikroskopijom moguce je
dobiti dve vrste informacija o uzorku: a) uveli¢anu sliku uzorka, i b) difrakcionu sliku.
Prilikom posmatranja uzorka TEM-om potrebno je omoguciti dovoljnu transparentnost

uzorka za snop elektrona, pa je sama priprema uzorka veoma vazna [101].

2.5.3. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Termogravimetrijska analiza je metoda termijske analize u kojoj se posmatra
veli¢ina i1 brzina promene mase uzorka u funkciji temperature ili vremena u

kontrolisanoj atmosferi. Posebne tehnike TGA su izotermska ili staticka
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termogravimetrija, kada se masa uzorka posmatra pri konstantnoj temperaturi u toku
vremena 1 kvazistaticna termogravimetrija, kada se masa uzorka posmatra na nekoliko
rastu¢ih konstantnih temperatura u toku vremena dok se ne postigne konstantna masa
ostatka. Zbog toga primena termogravimetrije ima smisla kod materijala koji pri
zagrevanju menjaju masu, bilo da oslobadaju volatilne produkte, bilo da reaguju sa
gasovima iz atmosfere. Takode, ona predstavlja vaznu analiticku metodu koja
mase, kao Sto su gubitak adsorbovane ili srtukturne (kristalne) vode, termicka
razlaganja uz oslobadanje gasovitih ili te¢nih isparljivih produkata, sagorevanje u
atmosferi vazduha ili vezivanje gasova iz atmosfere u neisparljive produkte.
Fundamentalni rezultati termogravimetrijske analize su: temperatura pocetka i
zavrSetka reakcije i promena mase uzorka koja se obi¢no izrazava u procentima od

polazne mase uzorka [102].

2.5.4. Furijeova transformaciona infracrvena spektroskopija (FTIC)

Furijeova transformaciona infracrvena spektroskopija je spektroskopska metoda
kojom se istovremeno mere sve frekvencije infracrvenog zracenja koja interaguju sa
ispitivanim uzorkom u kome se jedan deo infracrvenog zraCenja odgovarajuce
frekvencije apsorbuje, a drugi reflektuje ili propusta. Posto svaki molekul odlikuje
karakteristi¢no vibraciono kretanje ¢ije su energije kvantirane i €iji prelazi odgovaraju
fotonima infracrvenog zraCenja, to ¢e se u kontaktu uzorka sa infracrvenim zracenjem
Sirokog spektra frekvencija apsorbovati zraCenje frekvencija koje odgovaraju
energetskim prelazima izmedu odgovarajucih vibracionih nivoa.

Infracrvena spektroskopija predstavlja nedestruktivnu metodu koja se moze koristiti
u cilju kvalitativne i kvantitativne analize uzorka, odredivanja kristalne strukture
molekula, tj. uredenja atoma u kristalnoj reSetki molekula, ispitivanja globalne
geometrije 1 detalja o nac¢inu vezivanja atoma u molekulu. Na osnovu IC spektara mogu
se dobiti podaci o mehanizmima odigravanja procesa, faznim transformacijama, o
dinamici protona i protonskih vrsta u razliitim materijalima, mogu se odrediti

termodinamicke veli¢ine 1 dr.
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Osnovni uslov koji mora biti ispunjen da bi data vibracija bila aktivna u IC delu
spektra jeste da proizvodi promenu dipolnog momenta. To prakticno zna¢i da bi
molekul mogao da emituje ili apsorbuje infracrveno zraenje on mora posedovati

razli¢ita naelektrisanja na krajevima veze oko koje osciluje [101].

2.5.5. Dinamic¢ko rasejanje svetlosti (DLS)

Dinamicko rasejanje svetlosti je metoda kojom se meri intenzitet brzine Brown-ovog
kretanja Cestica suspendovanih u tecnosti. Potom se indirektno na bazi brzine odreduju
dimenzije dispergovanih Cestica. To se postize laserskim osvetljavanjem dispergovanih
Cestica 1 analiziranjem intenziteta fluktuacija rasute svetlosti. Manje Cestice se krecu
brze u odnosu na vece, pa ¢e usled toga intenzitet fluktuacija rasute svetlosti nad
manjim Cesticima biti ve¢i od inteziteta fluktuacija nad ve¢im Cesticama [103].
Zavisnost izmedu dimenzije Cestica i njihove brzine usled Brown-ovog kretanja
definisano je Stokes-Einstein-ovom jednacinom (2.8):

KT

D= (2.8)

- 6mNRy

gde je:

D - koeficijent difuzije,

k - Boltzman-ova konstanta,
T - temperatura,

n - viskoznost medijuma,

Ry - hidrodinamicki radijus sfernih Cestica

2.5.6. SQUID magnetometrija

Glavni cilj magnetometrije je merenje magnetizacije materijala, sopstvene ili
indukovane. Magnetizacija se moze meriti na vise nacina pomocu razli¢itih magnetnih
fenomena. Superprovodni kvantni interferometar SQUID (Superconducting QUantum
Interference Device) predstavlja veoma osetljiv magnetometar koji detektuje promene

u primenjenom magnetnom fluksu. Promene fluksa mogu se koristiti za odredivanje
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fizickih veli¢ina koje su povezane sa fluksom kao S$to su magnetno polje, napon,
magnetna susceptibilnost itd., tako da je SQUID naSao svoju primenu kao uredaj za
vrlo precizno merenje magnetnih veli¢ina [104]. SQUID uredaji se danas komercijalno
koriste u mernoj tehnici visoke rezolucije, jer mogu meriti sve veli¢ine koje su mogu
svesti na merenje magnetnog fluksa &iji je kvant (tzv. flukson) @, =h/2e =~ 10> Wh,
tako da se ovim uredajem mogu meriti i magnetne indukcije reda velidine B <107 T,
kao i naponi od oko 10™ V, &to je milion puta veéa preciznost od klasi¢nih uredaja
ranije korisc¢enih u tim oblastima merne tehnike.

Osnova funkcionisanja SQUID-a lezi u cinjenici da kvantno-mehani¢ko stanje
(talasni paket) kojim se opisuje sistem nosilaca superstruje tj. Kuperovih parova ima
veliku duzinu fazne koherencije, $to ga ¢ini fazno uredenim sistemom (sli¢no
laserskom zraku u optici). To dopusta moguénost da se odredi fazna razlika izmedu dve
tatke koje se nalaze na jednoj zatvorenoj kruznoj konturi kojom teCe superstruja
gustine j. Pomenuta fazna razlika u prisustvu spoljasnjeg magnetnog polja zavisic¢e od
gustine struje j i magnetne indukcije B, tako da se merenjem ukupne fazne razlike moze
meriti i magnetni fluks. Merenje fazne razlike izvodi se u praksi merenjem superstruje
kroz tanke izolatorske membrane (10° m), tzv. DZozefsonove spojeve. Pomeraj u fazi
koji izaziva prisustvo membrane direktno je vezan sa jacinom superstruje koja prolazi
kroz nju Jc = Jcsind gde je Jc tzv. kritiCna struja koja karakteriSe samu barijeru.
Ukoliko bi se istovremeno iskoristio jo§ jedan identi¢an spoj na istoj strujnoj konturi (a
koji bi bio van magnetnog polja), mogao bi se izdvojiti deo fazne razlike koji potice od
samog magnetnog fluksa. To je osnhovni princip rada SQUID-a, tj. superprovodnog
prstena sa dva Dzozefsonova spoja, kao $to je prikazano na slici 2.6.

U praksi, kao izlaznu veli¢inu SQUID-a dobijamo sinusoidni naponski signal (slika
2.6). Pomocu broja oscilacija (N) napona na izlazu SQUID-a moguée je odrediti
ukupnu promenu magnetnog fluksa usled prisustva uzorka. Promena napona za jedan
period odgovara promeni fluksa za jedan flukson ®,. Ukupna promena fluksa onda je
data kao @ = N®,. Precizno merenje promene fluksa izazvane prisustvom uzorka ¢ini
ovu metodu danas najosetljivijom za merenje jaCine polja, magnetizacije i
susceptibilnosti. Njeni nedostaci su potreba da se senzor odrzava na niskoj i
konstantnoj temperaturi, i kao kod svih visokoosetljivih metoda, znac¢ajan problem je

zaStita od spoljaSnjih smetnji.

25



—
Josephson -ov
spoj
) i
promena napona za jedan o O promena napona prouzrokovana
period odgovara poveéanju A promenom magnetnog fluksa

fluksa za jedan flukson

Slika 2.6: Princip rada SQUID-a [88]

2.5.7. Magnetna hipertermija

Primena MNC-a u medicini odnosi se najées¢e na ferofluide, tj. superparamagnetne
nanocestice suspendovane u vodi. Izucavanje relaksacione dinamike nanocesti¢nih
magnetnih momenata u magnetnim ferofluidima od klju¢ne je vaznosti u primeni
nanocCestica u magnetnoj hipertermiji [105,106]. Magnetna relaksacija (ili relaksacija
magnetizacije) podrazumeva postizanje stanja termodinamicke ravnoteZe magnetnog
sistema nakon promene spoljasnjih uslova (primenjenog magnetnog polja ili
temperature). Relaksacioni procesi okarakterisani su vremenom relaksacije z, koje se
odnosi na vreme neophodno da magnetizacija sistema postigne svoju ravnoteznu
vrednost [107]. U nanocesticnim sistemima, proces relaksacije podrazumeva
obrtanje/rotaciju magnetnih momenata cestica [91]. Kada se na ferofluid primeni
spoljaSnje magnetno polje, dolazi do relaksacije magnetnih momenata do polozaja duz
primenjenog polja tokom Cega Se oslobada termalna energija u okolinu. Promenom
smera polja dolazi do ponovne relaksacije i oslobadanja toplote [108]. Relaksacija se

moze odigravati fiziCkom rotacijom samih Cestica (Brown-ova relaksacija) ili rotacijom
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spregnutih atomskih magnetnih momenata unutar svake ¢estice (Neel-ova relaksacija)
(slika 2.7) [109].

Néel-ova Braunova
relaksacipa relaksacya

Slika 2.7: Mehanizmi konverzije magnetne energije u toplotu [109]

Svaki od ovih procesa je okarakterisan vremenom relaksacije:

KV

TN = ToeW (29)
Ty =LK (2.10)
_ TBTN
- Tp+TN (211)

gde je

n — Neel-ovo vreme relaksacije,

75 — Brown-ovo vreme relaksacije,

7 — efektivno vreme relaksacije kada se oba procesa deSavaju u isto vreme,
7= 107,

K — konstanta anizotropije,

Vm — zapremina Cestice,

k — Boltzmann-ova konstanta,
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T — temperatura,
n — koeficijent viskoznosti,

Vy — hidrodinamicka zapremina Cestice (zapremina ¢estice sa oblogom).

Brown-ovo vreme relaksacije zavisi od hidrodinamickih osobina fluida dok, Neel-
ovo vreme relaksacije zavisi od energije anizotropije. Oba vremena relaksacije zavise
od velicine cCestice. Oba mehanizma generisanja toplote mogu da se pojave
istovremeno, a koji ¢e mehanizam biti dominantan zavisi od toga kojem mehanizmu je
vreme relaksacije krace [110].

Kod multidomenskih fero i ferimagnetnih Cestica, toplota se oslobada pretezno zbog
histerezisnih gubitaka, nastalih usled pomeranja zidova magnetnih domena.
Histerezisni gubici dominiraju kod velikih cestica (>100 nm), ali su Cestice ovih
dimenzija prevelike za mnoge klinicke upotrebe (ne formiraju stabilni koloid i ne
prodiru lako unutar tumora). Neel-ova i Brown-ova relaksacija su relevantni mehanizmi
zagrevanja superparamagnetnih nanocestica oksida gvozda koja se najvise istrazuju za
klinicke primene [111]. Aproksimativno, Brown-ova relaksacija je znacajna za Cestice
vece od 20 nm, a Neel-ova relaksacija je najzna¢ajnija u ¢esticama manjim od 20 nm
[110].

Za datu pobudnu frekvenciju, postoji “idealna” velicina cestica ferofluida, koja
omogucava maksimalnu SPA vrednost. Da bi se minimizovala masa ferofluida koja je
neophodna za terapijski tretman odredene zapremine ciljnog tkiva (tumora), potrebno je
ostvariti usku raspodelu veli¢ine ¢estica oko idealne. Osim minimizovanja ubrizgane
koli¢ine MNC, to kod klini¢kih primena omogucava i finu kontrolu predaje toplote
obolelom podru¢ju, uz minimalno ostecenje okolnog zdravog tkiva. Velika SPA
vrednost podrazumeva i krace vreme izlaganja celog organizma spoljasnjem pobudnom
polju [112].

SPA merenja niza Fes0, MNC-a, sa prose¢nim veli¢inama u rasponu od 3 do 26 nm,
pokazala su znacajnu zavisnost SPA od velicine ¢estica, $to sugeriSe da je neophodno
koristiti takve metode sinteze MNC-a koje omoguéavaju podesavanje veli¢ine &estica
za date eksperimentalne uslove [113]. Pokazano je da je optimalan precnik Fe3Oq4
cestica koji omogucava maksimalanu SPA vrednost oko kriti¢cne dimenzije za prelaz iz

jedno- u visedomenski rezim, ali nije uocena jaka korelacija izmedu magnetne
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saturacije Ms i SPA vrednosti za superparamagnetne MNC [110]. Za
superparamagnetne cestice srednje velicine, SPA se povecava sa frekvencijom, a od
amplitude polja zavise po kvadratnom zakonu. Histerezisni gubici u feromagnetnim
cesticama, od frekvencije zavise linearno [114].

Zbog velikog broja parametara koji uticu na SPA (veli¢ina, raspodela veli¢ine, oblik,
hemijski sastav i kristalna struktura cestice, amplituda i frekvencija pobudnog
magnetnog polja, mehanizam apsorpcije snage, itd...) tesko je teorijski odrediti izraz za
SPA koji bi vazio u sirokom opsegu svih pomenutih parametara, pa su eksperimentalna
merenja od sustinske vaznosti.

Na slici 2.8 je prikazana Sema aparature za hipertermiju. Oko uzorka se nalazi sloj
izolacije, a termometar je ubacen direktno u uzorak pomocu kojeg je moguce pratiti
promenu temperature sa vremenom. Visoke struje potrebne za generisanje jakog
magnetnog polja dovode do znatnog zagrevanja kola. Posledica ovoga je zagrevanje i
samog uzoka, $to uti¢e na merenje. U tom slu€aju nije moguce razdvojiti generisanu
toplotu fluida koja potice od uredaja i toplotu od zagrevanja usled magnetne

hipertermije. Rashladni sistemi uredaja su bazirani na protoku vode [115].

C=0.005 pF
| |
|

Pojacavaé

=380 kHz

R=2Q

Slika 2.8: Sematski prikaz principa rada uredaja za magnetnu hipertermiju [115]
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2.6. Radionuklidi za primenu u terapiji tumora

Osnovni princip na kome se zasniva primena radionuklida u terapiji je selektivna
depozicija odredenih doza zragenja u tkivima ili organima koji se tretiraju [116].

Da bi se minimizirali Stetni efekti tretmana na zdravo tkivo, neophodan je pravi
izbor radionuklida kojim se obelezavaju MNC. Faktori koji su vazni pri izboru
odgovaraju¢eg radionuklida za obelezavanje MNC-a su: fizi¢ko-hemijske osobine
radionuklida od kojih zavisi na¢in vezivanja za MNC, vrsta i energija Gestica i fotona
koje radionuklid emituje, vreme poluraspada radionuklida i metoda obelezavanja. Za
rutinsku primenu od vaznosti su i dostupnost i cena radionuklida. Tehnika obelezavanja
predstavlja vazan parametar jer dobijene MNC obelezene radionuklidom moraju biti in
vitro i in vivo stabilne. Iz nedovoljno stabilnih kompleksa radionuklidi se oslobadaju i
deponuju na nezeljenim mestima u organizmu S$to moze uticati na neefikasnu
dijagnostiku i terapiju.

Za razliku od radionuklida za primenu u dijagnostici pozeljno je da radionuklidi koji
se koriste u terapiji nakon specifi¢ne lokalizacije u odredenom tumoru, $to vecom
radijacionom dozom prouzrokuju razaranje ciljanih tumorskih éelija u Sto kra¢em
periodu. a- i B-emiteri, zahvaljujuci velikim energijama i malom dometu emitovanih
Gestica koje imaju visok linearni transfer energije (LET)* ¢ime se postiZe veéi transfer
energije ciljanim malignim ¢elijama i minimalno ozra¢ivanje zdravog okolnog tkiva, su
idealni radionuklidi za terapiju. Prolazec¢i kroz tkiva, B-cestice interaguju sa atomima,
uglavnom u molekulima vode, gube svoju energiju i stvaraju ekscitovane i jonizovane
atome i slobodne radikale koji su odgovorni za jednostruki prekid DNK lanca u
¢elijama [117]. “Cistih” p-emitera, kao §to su *?P, *Y i ®Er, nema mnogo. Primena
radionuklida u terapiji koji imaju propratno y-zrac¢enje dovodi do odredenog ostecenja
zdravog tkiva, ali y-zracenje energija do 200 keV, pogodno za scintigrafska ispitivanja,
omogucava vizuelno pracenje terapije [118].

Vreme poluraspada radionuklida znadajno uti¢e na terapijski efekat MNC-a
obelezenih radionuklidom. Idealno vreme poluraspada trebalo bi da bude dovoljno

dugo da omoguci proizvodnju, distribuciju, obelezavanje odgovarajuc¢eg jedinjenja i

* LET (Linear Energy Transfer) predstavlja srednji gubitak energije zratenja na jedini¢noj duzini puta.
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terapijski tretman, ali sa druge strane kratko radi smanjenja radiotoksicnosti,
ukljucujuéi 1 radiotoksi¢nosti potomaka, za zdrava tkiva. Osim toga, da bi se dobio
maksimalan efekat neohodno je posti¢i balans izmedu biolokalizacije i dejstva MNC-a
u ciljanom tkivu i klirensa radioaktivnosti iz zdravog tkiva. Ukoliko se obelezene MNC
sporo lokalizuju u tumoru, a vreme poluraspada radionuklida je kratko, radionuklidi ¢e
se raspasti do dolaska do ciljanog tkiva, tako da ¢e najveéi procenat radioaktivnog
zracenja dejstvovati na organe koji nisu ciljani. Suprotno tome, dugo vreme
poluraspada radionuklida utice na povecanje primljene radijacione doze ne samo u
ciljanom tkivu, ve¢ i u organima sa metaboliCkom funkcijom. Takode, proizvod
raspada “idealnog” radioterapeutika treba da bude stabilan nuklid. Ako pak proizvod
raspada takode ima terapeutski potencijal, kao §to je to sludaj kod *°Ho koji nastaje
raspadom °°Dy, ovakav par moze da se koristi kao in vivo generator. Uslov je da
potomak ostane na mestu primene.

Energija Cestica koje emituju radionuklidi mora biti kompatibilna sa
mikrodistribucijom MNC-a u ciljanom, ali i u zdravom tkivu. Mala energija &estica u
kombinaciji sa nehomogenom distribucijom MNC-a moze rezultovati u nepotpunom
ozracivanju ciljanog tkiva. Ukoliko je domet Cestica isuviSe velik u odnosu na veli¢inu
ciljanog tkiva, mala doza ¢e do¢i do ciljanog tkiva, ali je ozracivanje zdravog tkiva
znatno. Ukoliko je obliznje tkivo radiosenzitivno (kao $to je npr. koStana srz) ovakav
efekat limitira primenu radionuklida velikog dometa [119]. Energija p-Cestica je manja
u odnosu na a-Cestice koje emituju radinuklidi od terapijskog interesa, dok im je domet
u tkivu znatno veéi. LET B-Cestica iznosi od 0,2 do 1,0 keV/um, sa ve¢im vrednostima
za manje energije. Vecina klini¢ki primenjenih B-emitujuéih radionuklida sposobna je
da indukuje razaranje DNK u ¢elijama u okviru radijusa od 2,4 mm (za **'1) do 11 mm
(za *°Y). U tabeli 2.1 su date osnovne karakteristike radionuklida B-emitera povoljnih
karakteristika za primenu u terapiji kao i nuklearne reakcije za njihovo dobijanje.

Efekat terapije kao i odabir odgovaraju¢eg radionuklida zavise osim od njegovih
fizicko-hemijskih osobina takode i od veli¢ine, prirode i lokacije tretiranog tumora.
Idealne Kkarakteristike MNC-a obelezenih radionuklidom pozeline za primenu u
radionuklidnoj terapiji su: brzo nakupljanje u tumoru, relativno dugo efektivno vreme u
tumoru, kratko efektivno vreme zadrzavanja u celom organizmu i visoko nakupljanje u

ciljanom u odnosu na zdravo tkivo [120]. Kod terapije, za razliku od dijagnostike kod
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koje je *™Tc prakticno neprikosnoven, ne postoji dominantan radionuklid koji bi bio
primenjiv u svim indikacijama.

U disertaciji za obelezavanje MNC-a koris¢en je Gist B-emiter *°Y. Kratko vreme
poluraspada i emisija PB-Cestica velikog dometa, ¢ine ga povoljnim za primenu u
radionuklidnoj terapiji. Maksimalni domet od 11 mm u mekim tkivima je pogodan za
terapiju solidnih tumora. Takode, zbog nehomogene distribucije radioobelezenih MNC-
a u odredenom tkivu ili organu, obelezavanje sa dugodometnim B-emiterima, kao $to su
%y 1%Hg j 188Re, je znacajno za postizanje terapijskog efekta. Najveci nedostaci Y
su nespecifi¢no zadrzavanje u kostima, kao i nedostatak propratnog y-zracenja ¢ime je

otezano praéenje njegove akumulacije u tumorskom tkivu [121].

Tabela 2.1: Radionuklidi -emiteri za primenu u terapiji [122]

Karakteristike B - Kaia;::ér;sl,ltf:e
zraCenja radionuklida I y
Vreme radionuklida
Radionukli . Maks
poluraspada Dobijanje E E
d max ) dome max .
(T12) (kev | Prino | " 7 | (kev | Prinos
) s (%) tkivu ) (%)
(mm)
905r/P0y
Oy 64,1 h generator 2280 | 100 | 11,0 - -
89Y (n,y)QOY
186Re 372d | *®Re(ny)®Re| 1070 | 925 | 36 | 137 | 94
188 188
1882 17,0 h WITRe | 2120 | 100 11,0 | 155 | 151
generator
16610 288h | Re (n,y)'®Re | 1854 90 | 81 6,7
130 -
Te (n,y,B)
131
| 8,02 d 255 (n.fisiia) 606 | 89,3 | 2,4 |3645| 81,7
"°Yb (n,y,p)
Yy 6,73 d Yy 4978 | 100 | 1,7 | 208 | 11,0
76| |, (n.y) 77y
169gy 9,4d %810 (p,n) **°Er | 350 1,0 | 84 | 016
152
1535m 46,5 h ?STSEL"V) 808,2 | 100 | 3,1 |103,2| 29,8
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2.7. Obelezavanje MNC-a radionuklidima

In vivo primena radioobelezenih MNC-a je moguéa samo ako postoje jednostavne,
brze i efikasne metode obeleZavanja praéene visokim prinosom obelezenih MNC-a. Da
bi se MNC obelezile, a da pri tom budu pogodne za primenu u radionuklidnoj terapiji,

neophodno je:

izvrsiti izbor radionuklida pogodnih fizicko-hemijskih karakteristika

e dizajnirati i sintetisati odgovaraju¢i bifunkcionalni ligand koji ¢e se
uspesno kovalentno vezati za MNC i kompleksirati metal (radionuklid) ili
izvrsiti povr$insku modifikaciju MNC-a sa funkcionalnim grupama koje ¢e
se koristiti za vezivanje radionuklida

e odrediti najpogodnije uslove obelezavanja MNC-a radionuklidom

I ispitati metode prec¢iscavanja od viska nevezanog radionuklida.

Postoji nekoliko na¢ina obelezavanja MNC-a odgovaraju¢im radionuklidom nakon
njihove sinteze. Obelezavanjem MNC-a radiometalima preko helatnog agensa se stvara
jaka veza izmedu radionuklida i MNC-a pri ¢emu se dobijaju in vitro i in vivo stabilne
radioaktivne MNC [123]. Ukoliko je kompleks nestabilan i metabolise se u organizmu,
stepen 1 mesto redistribucije radioaktivnosti zavisice od hemijske prirode samog
radionuklida. Izbor metala koji se koristi za obelezavanje MNC-a ograniten je na
trovalentne katjone, metale, za koje je poznato da grade helatne komplekse
zadovoljavajuce termodinamicke i kineticke stabilnosti [124]. U grupu trovalentnih
radionuklida pogodnih fizicko-hemijskih osobina za primenu u dijagnostici i terapiji
spadaju 'In, Y, *®sm, #3Bi i "*Tb. Ligandi za koje se o&ekuje da formiraju jake
komplekse sa trovalentnim jonima metala su etilendiaminotetrasiréetna kiselina
(EDTA) [125, 126], dietilentriaminotetrasir¢etna kiselina (DTPA) [127, 128], 1,4,7,10-
tetrazociklododekantetrasiréetna kiselina (DOTA) i njihovi modifikovani derivati.
DTPA se vezuje za albuminske mikrosfere preko amidne veze koristeci jednu od svojih
karboksilnih grupa i na taj nacin je omoguceno obelezavanje MS ve¢im brojem
radionuklida: In, Y, *™Tc, *Ho kao i mnogim drugim lantanoidima.

Radioobelezavanje preko helatne grupe na povrsini mikrosfera zahteva inkubaciju sa
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odgovaraju¢im radionuklidom u toku 5-60 minuta na temperaturi od 20-100 °C.
Obelezavanje DOTA i DTPA sa Y, *In i drugim trovalentnim jonima odigrava se
direktno na optimalnim pH vrednostima, dok obelezavanje pertehnetatom ili
perrenatom zahteva prisustvo redukujuceg agensa u cilju redukcije tehnecijuma i
renijuma do +V ili +1V oksidacionih stanja [129].

Drugi nagin vezivanja radionuklida za MNC je preko razligitih funkcionalnih grupa,
kao sto su —OH, -NH,, -SH i —COOH, koje se nalaze na njihovoj povrsini. Ovaj metod
se primenjuje kod proteinskih MS, koje sadrze veci broj razli¢itih funkcionalnih grupa.

Obelezavanje *Y**

MS dobijenih iz polilakti¢ne kiseline (PLA) se odvija preko
karboksilnih grupa, dok je za obelezavanje polistiren MS sa ®™Tc neophodna dodatna
funkcionalizuja MS karboksilnim grupama primenom poliakrilne kiseline. MS se mogu
obeleziti sa '®Re nakon njegove prethodne redukcije Sn(ll) jonima. MS na bazi jono-
izmenjivacke smole (ion-exchange resins) se obelezavaju radionuklidima u jonskom
obliku direktnom inkubacijom u fizioloskom rastvoru ili vodi sa prinosom obelezavanja
i do 95 % [129].

Posebno treba voditi racuna pri obelezavanju sa Y koji se u jonskom obliku
(*°Y*"), nakon intravenske aplikacije nakuplja u kostanoj srzi gde ostaje do kraja
raspada i ispoljava znacajnu toksi¢nost. Zbog toga je od velikog znacaja omoguditi
stabilno vezivanje radionuklida za cesticu koja se obelezava i time speciti oslobadanje
%Y in vivo [130].

Nakon obelezavanja, neophodno je izvrditi predi§¢éavanje obelezenih MNC-a,
odnosno odvojiti nevezani radionuklid od radioobelezenih MNC-a. Radionuklid se,
ukoliko ve¢ nije u slobodnoj formi, moze osloboditi in vivo, i akumulirati u nekom od
zdravih tkiva. Vec¢ina slobodnih metala ¢e se vezati za transferin i u tom obliku
transportovati do odredenog organa. Za precis¢avanje Vviska nevezanog radionuklida,
najcesce se koristi neka od slede¢ih metoda: jonoizmenivacka hromatografija, gel

filtracija, dijaliza ili HPLC (visokoefikasna te¢na hromatografija).
2.8. Fizi¢ko-hemijska ispitivanja MNC-a obelezenih radionuklidom

Radionuklidna cisto¢a se definiSe kao udeo zeljenog radionuklida u ukupnoj

radioaktivnosti uzorka [131]. Radionuklidna ¢istoca radionuklida koji se koriste za
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obelezavanje odredena je tehnologijom proizvodnje radionuklida. Minimalne promene
u uslovima proizvodnje mogu znac¢ajno uticati na stepen radionuklidne ¢istoce krajnjeg
proizvoda, tako da su za proizvodnju radionuklida neophodni provereni i
standardizovani protokoli. Radionuklidna cistoca odreduje se y - spektrometrijskom
analizom pogodnim detektorom: Ge(Li), HPGe ili Nal(Tl). Ova vrsta merenja
neophodna su da bi pokazala da li je radionuklidna Cisto¢a u okviru prihvatljivog nivoa
za obelezavanje jedinjenja i kasniju primenu [132].

Radiohemijska cistoca se definiSe kao odnos radioaktivnosti ispitivanog
radionuklida prisutnog u uzorku u deklarisanom hemijskom obliku, i ukupne
radioaktivnosti radionuklida u uzorku (izrazena u procentima). Pozeljno je da
radiohemijska Gistoéa obelezenih MNC-a bude veéa od 90 %. Za ispitivanje
radiohemijske Cisto¢e neophodno je izabrati brze i jednostavne analiticke metode kao
Sto su: hromatografija na hartiji, tankoslojna hromatografija, HPLC, elektroforeza na
papiru i natrijum dodecil sulfat poliakrilamid gel (SDS-PAGE) elektroforeza. Njima se
ispituje  prinos obelezavanja MNC-a obelezenih radionuklidom pre samog
prec¢is¢avanja [133]. Tankoslojna hromatografija je najjednostavnija i veoma brza
analiticka metoda za ispitivanje radiohemijske Cistoce. lako nema visoku rezoluciju 1
osetljivost kao HPLC, ona ipak omogucava da se celokupna radioaktivnost naneta na
traku, a razdvojena u okviru razli¢itih frakcija, detektuje. Ovom metodom je moguce
veoma brzo i lako razdvajanje nevezanih radionuklida od obeleZzenih MNC-a.

In vitro stabilnost MNC-a obelezenih radionuklidom u fizioloskom rastvoru ili
humanom serumu, moguce je pratiti ispitivanjem radiohemijske Cistoce obeleZenog
jedinjenja u toku vremena. Visoka radiohemijska Cisto¢a obelezenog jedinjenja u toku
duzeg vremenskog perioda ukazuje na in vitro stabilno jedinjenje, nepromenjenih
fizicko-hemijskih osobina i bioloskog ponasanja. Ovakva stabilna jedinjenja su

primenljiva za dalja in vivo ispitivanja i kasniju klini¢ku upotrebu.
2.9. Bioloska ispitivanja MNC-a obeleZenih radionuklidom

MNC u zdravom tkivu imaju razli¢ito biolosko ponasanje u odnosu na tumorsko
tkivo sto je iskoriséeno u terapiji tumora sa MNC. Ukoliko su fizi¢ko-hemijska

ispitivanja MNC-a obelezenih radionuklidom pokazala visok stepen radionuklidne i
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radiohemijske cCistoce, slede bioloSka ispitivanja. Zadovoljavaju¢a radiohemijska
gistoca MNC-a obelezenih radionuklidom vazan je preduslov za njihovu maksimalnu
akumulaciju u ciljnom organu i minimalno nakupljanje u organima karakteristi¢cnim za
akumulaciju radiohemijskih negistoéa. U okviru biolodkih ispitivanja MNC-a
obelezenih radionuklidom, odreduje se in vivo stabilnost i biolosko ponasanje MNC-a
obelezenih  radionuklidom u toku maksimalnog vremenskog intervala na
eksperimentalnim Zivotinjama, najceS¢e na miSevima i pacovima i to zdravim i tumor
indukovanim. Biodistribucija MNC-a obelezenih radionuklidom definise se i izrazava
kao procenat injektirane doze po gramu tkiva ili procenat injektirane doze po organu.
One mogu biti isporu¢ene u tumorsko tkivo pasivnim dopremanjem koje se zasniva na
tzv. efektu povecane propustljivosti i zadrzavanja (EPR efekat) samo u izmenjenom
tumorskom tkivu. Zavisno od tipa tumora, brzine njegovog rasta i mikrookoline, tokom
svog rasta procesom angiogeneze na krvnim sudovima tumora se stvaraju otvori
veli¢ine ¢ak i do 400-800 nm ¢ime se postize povecana propustljivost i ulazak cestica u
tumorsko tkivo [27]. Ovaj efekat se moze primeniti i za cestice na bazi gvozda koje
mogu dostici vrlo visoku magnetizaciju, tako da se nakon ulaska u tkivo tumora moze

posti¢i njihova efikasna imobilizacija pomoc¢u spoljasnjeg magnetnog polja.
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3. PREDMET | CILJ ISTRAZIVANJA

Raspon primena MNC-a u biomedicini zavisi od njihove stabilnosti u rastvorima
pri fizioloskim pH vrednostima, i stepena do kog se njihove povrsine mogu
funkcionalizovati. Hemijski sastav, velicina, oblik, hidrofobnost/hidrofilnost i
povrsinsko naelektrisanje MNC-a su pri tome od velikog znagaja [134].

MNC se pod uticajem spoljasnjeg magnetnog polja ponasaju kao “izvori
(thermoseeds)™ za indukovanje hipertermije [135], dok su radionuklidi radioterapijski
agensi. lako je poznato da bi istovremena primena hipertermije i radionuklidne terapije
dovela do sinergijskog delovanja, kombinovana metoda je i dalje slabo ispitana zbog
nepostojanja pogodnog terapijskog agensa.

Predmet ispitivanja ove doktorske disertacije je sinteza, funkcionalizacija i
fizickohemijska karakterizacija MNC-a na bazi FesO4 kao i optimizacija uslova
obelezavanja sintetisanih MNC-a beta emiterom visoke energije i velikog dometa u
tkivu, *°Y, za moguénu primenu u kombinovanoj hipertermijsko-radionuklidnoj

terapiji.
Cilj istrazivanja ovog rada moZe se predstaviti slede¢im tezama:

< Sintetisanje  biokompatibilnin MNC  odgovarajué¢ih  fizicko-hemijskih i

magnetnih osobina; koje su istovremeno pogodne i za radioobelezavanje;

R/
L X4

Ispitivanje uticaja razlicitih jedinjenja za oblaganje na fizicko-hemijske i

magnetne osobine MNC-a; kao i njihov uticaj na obelezavanje radionuklidom

%Y i in vivo biodistribuciju;

% Odredivanje specifi¢ne apsorpcije MNC-a i ispitivanje mogucnosti upotrebe
MNC-a u magnetnoj hipertermiji;

% Odredivanje uslova radioobelezavanja pri kojima se radionuklid 0y
ireverzibilno vezuje za MNC;

% Biolosko ispitivanje razli¢itih in vivo stabilnih MNC-a obelezenih Y na

zdravim Wistar pacovima.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

4.1. Sinteza MNC-a

Reagensi koriséeni za sintezu MNC-a su komercijalni proizvodi najvece &istoce,
osim DPD-a koji je sintetisan u Laboratoriji za radioizotope po proceduri Razumenic i
saradnici (1986) [136].

Reagensi:

* Gvozde (IT) sulfat heptahidrat, FeSO4 x 7H,0, Sigma-Aldrich

* Gvozde (III) sulfat monohidrat, Fe,(SO4)3 X H,0O, Sigma-Aldrich

* Anhidrovani gvozde (III) hlorid, FeCls, Fluka

* Gvozde (II) hlorid tetrahidrat, FeCl, x 4H,0, Sigma-Aldrich

» Amonijum hidroksid 25 %, Zorka Pharma Hemija, Srbija

+ Natrijum hidroksid, NaOH, Sigma-Aldrich

+ Kalijum nitrat, KNOj3, Sigma-Aldrich

+ Sulfatna kiselina, H,SO4, Sigma-Aldrich

« Limunska kiselina, Zorka Pharma Hemija, Srbija

+ Polietilen glikol bis(karboksimetil) etar, Mn = 600 (PEG600), Sigma-Aldrich
+ Destilovana voda

 Tetraetil metilendifosfonat, CH,[P(O)(OCH,CHj3).]., Epsilon Chimie, Francuska
« Dietil maleat, C,HsOCOCH=CHCOOC;Hs, Merck, Nemacka

« Etanol, C,Hs0H, Merck

+ Dietil-etar, (C;Hs),0, Baker, Holandija

» Koncentrovana hlorovodoni¢na kiselina, HC1, Merck

* Glacijalna sircetna kiselina, CH3COOH, Merck

« Aktivni ugalj, Merck-Alkaloid, Skoplje, Makedonija

 Laneno ulje, Beohemik, Srbija

* Humani serum albumin 20 % - “Zavod za transfuziju krvi”, Beograd, Srbija
« 0,9 % NaCl

» Tris-HCI pufer, Sigma-Aldrich
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« PYCl; (29,64 GBg/cm?® u 0,05 M HCI), Polatom, Poljska
Rastvori:

* 4,6 % rastvor humanog seruma albumina: odmereno je 1,84 mL 20% rastvora u
6,16 mL H,O

Potro$ni materijal:

*  Whatman 1 mm trake, Merck, Dormstadt, Nemacka
« ITLC/SG traka, Gelman instrument company, Ann Arbor, Michigan

* Creva za dijalizu pre¢nika 15 mm, Sirine 23 mm, Sigma-Aldrich
Aparati:
+ Centifuga Beckman Avanti J-20
* Nal(Tl) gama broja¢, Wallac Compu Gamma Counter LKB, Finska
» [B-doze kalibrator, Capintec CRC-15
4.1.1. Sinteza Fes0, MNC-a

a.) Sinteza Fe;04, MNC-a oksidacionom hidrolizom

Potrebni rastvori:

1.) 0,486 g NaOH 9,0x 10% M
1,364 g KNO3 0,1 M
135 mL H,0

2.) 0,308 g FeSO,x 7TH,0 7,4 x 10% M
15 mL H,SO, 0,01 M

Ovaj metod se bazira na talozenju Fe®* soli (FeSO,) u baznoj sredini (NaOH) u
prisustvu oksidacinog sredstva (KNO3) [9]. Pre sinteze kroz oba rastvora uvodi se N,
konstantnom brzinom u toku 2 h. Zatim se rastvor FeSO, dodaje u kapima u bazni
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rastvor 1 uz konstantno mesanje. Kada je taloZzenje zavrSeno, N, se uvodi jo§ 5 min a
zatim se suspenzija u vidu crnog taloga zagreva do 90 °C i na toj temperaturi stari 24 h.
Vreme starenja u toku 24 h je fiksno u cilju postizanja uslova najblizih ravnotezi.
Nakon toga, rastvor se hladi do sobne temperature pomocu ledenog kupatila i talog se u
vidu magnetita (Fes0, MNC-a) razdvaja talozenjem pomocu spolja$njeg magneta i
ispira nekoliko puta sa destilovanom vodom. Pomoc¢u spolja$njeg magneta talog se
zadrzava na dnu balona, a supernatant dekantuje i odbacuje. Deo taloga se susi na 50
°C, 24 h, dok se drugi deo zadrzava u vidu vodene suspenzije MNC-a. MNC sintetisane

ovom metodom su oznadene kao Fez04 oh.
b.) Sinteza Fe;04, MN C-a taloZenjem iz rastvora

Magnetit se priprema taloZenjem iz rastvora, dodatkom baze u vodeni rastvor Fe®* i
Fe** soli u molskom odnosu 1:2, po proceduri koju je razvio Massarat [137]. Naprave
se vodeni rastvori Fe?* i Fe®* soli (tabela 4.1), koji se zatim prenesu u stakleni balon i
zagrevaju do 50 °C uz konstantno mesanje. Kada se postigne data temperatura u vodeni
rastvor Fe?* i Fe*" soli se dodaje 25 % NH,OH do postizanja pH = 10-11, a zatim se
data meSavina ostavi jo§ 1 h na 50 °C uz konstantno mesanje. Kao rezultat dodatka baze
nastaje crni talog FesO4 MNC-a. Talog se ispira destilovanom vodom nekoliko puta
metodom taloZenja pomocu spoljainjeg magneta, sve dok se ne postigne pH ~ 7. MNC
sintetisane taloZzenjem iz rastvora sa hloridima su obeleZzene kao Fe3O4 th, a sa

sulfatima kao Fe304 ts.

Tabela 4.1: Sinteza Fe304 MNC-a talozenjem iz rastvora

) . . 5 Molaritet Zapremina dodatog
Soli gvozda Rastvori soli gvozda rastvora NH.OH
FeCl, x 4H,0 1,0g/15mL H,0 0,3M

20-25 mL
FeCl, 1,46 g/ 15 mL H,0 0,6 M 0-25m
FeSO, x 7H,0 0,405 g /15 mL H,O 0,1 M 2530 mL
Fex(S04)3 x H,0O 1,2g/15mL H,O 0,2M
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4.1.2. Sinteza Fe;04-CA MNC-a

Fe304-CA MNC su sintetisane u dva koraka. Prvo je sintetisan magnetit talozenjem
iz rastvora Fe?* i Fe** soli amonijum hidroksidom, nakon &ega je usledila stabilizacija
limunskom kiselinom (CA) [57]. Pripreme se vodeni rastvori 0,1 M FeCl, x 4H,0 (0,4
9/20 mL H20) i 0,2 M FeCl3 (0,65 g/20 mL H,0), a zatim se prenesu u stakleni balon i
zagrevaju do 80 °C uz konstantno mesanje. Kada se postigne data temperatura u rastvor
Fe?* i Fe** hlorida, dodaje se 25 % NH,OH (~18 mL) do postizanja pH = 10. Nakon
dodatka baze data smesa se ostavi jo§ 30 min na 80 °C uz konstantno mesanje. Crni
talog u vidu magnetita se ispira destilovanom vodom nekoliko puta metodom talozenja
pomocu spoljasnjeg magneta do postizanja pH ~ 7. Zatim se u talog magnetita,
sintetisanom u prethodnom koraku, doda 2 mL 1 M limunske kiseline (0,5 g/ 2 mL
H,0). Suspenzija magnetita i CA se zagreva do 90 °C i na toj temperaturi se konstantno
mesa 90 min. Zbog postizanja koloidne stabilnosti nakon dodatka CA, Fe304-CA MNC
se ne izdvajaju u vidu taloga pa je njihovo ispiranje od viska soli uradeno postupkom
dijalize. Suspenzija se unese u creva za dijalizu i stavi na dijalizu naspram destilovane
vode preko noéi na sobnoj temperaturi uz mesanje. Kao rezultat nastaje stabilna vodena

suspenzija MNC-a obloZenih CA, nazvana citratni ferofluid.

4.1.3. Sinteza Fe;04-PEG600 MNC-a

MNC obloZene polimerom PEG600 se pripremaju taloZenjem iz rastvora, dodatkom
baze u vodeni rastvor Fe®* i Fe** soli u molskom odnosu 1:2, u koju je dodata odredena
koli¢ina polimera [138]. Pripreme se vodeni rastvori 0,3 M FeCl, x 4H,0 i 0,6 M
FeCls, a zatim se u njihovu smesu doda PEG600 tako da odnos magnetit:polimer bude
1:1 i 1:2 (tabela 4.2) i rastvor se zagreva do 50 °C uz konstantno mesanje. Kada se
postigne data temperatura, dodaje se 25 % NH4OH (20 mL) do postizanja pH ~ 10-11.
Nakon dodatka baze, vodena suspenzija se zagreva jos 1 h na 50 °C uz konstantno
mesanje. Talog u vidu Fes0,-PEG600 MNC-a se ispira destilovanom vodom nekoliko
puta (do postizanja pH ~ 7) centrifugiranjem na 20000 obr/min 30 min. Vodena
suspenzija Fe304-PEG600 MNC-a se ¢uva na 4 °C.
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Tabela 4.2: Sinteza Fe304-PEG600 MNC-a taloZenjem iz rastvora

Soli gvozda Rastvori soli Molaritet | Rastvor polimera Odnos
gvozda rastvora PEG600 magnetit/PEG600

25 mL

FeCl, x 4H,0 | 1,0g/15mL H,O 0,3M

Fecl, |1 4egg [15mLH,0 | 06M 10 % PEGG00 L2

’ ’ (2,5g9/25mL H,0)

25 mL

FeCl, x 4H,0 | 1,0g/15 mL H,0 0,3M 5 % PEG600 11

FeCls; 1,46g/15mLH,O | 06 M (1,259g/25mL '
H.0)

4.1.4. Sinteza Fe;0,-DPD MNC-a
a.) Sinteza 2,3-dikarboksipropan-1,1-difosfonata (DPD)
2,3-dikarboksipropan-1,1-difosfonat (DPD) je sintetisan po proceduri Razumenic i

saradnici (1986) [136]. Sinteza se sastoji iz dve faze. Sema sinteze prikazana je na slici
4.1.

Ha

Ch
Hyt >
HO
]

o GH; :

o | ) ’ H_\-:"“‘\q,_:l'.»-::'a' o CH, HU'—L =0 Ci

e No—b=0 "f’\o C;H,ONa o, .::.) H Oy o
+ e = _— - ~
o:;:;:p) o 115 °C. 6h ofp“‘r: o e R ok
/ I o T:H | "’G/_ J\ I W
Hyt k ! g CHy @
cH,

- - . Dictil maleat Heksaetil estar 2,3-dikarboksipropan-1,1- 2 3-dikarboksipropan-1.1-
Segs;glp;lenlendjfosfonat eHlmaes difosfonska kiselina (HEDPD) difosfonska kiselina (DFD)

Slika 4.1: Sematski prikaz sinteze DPD

b.) Sinteza Fes0,-DPD MNC-a

Fes04 MNC su dobijene taloZenjem iz rastvora Fe?* i Fe** soli (u molskom odnosu
1:2), dodatkom baze, nakon ¢ega su oblagane DPD-om. Pripreme se vodeni rastvori 0,1
M FeSO, x 7H,0 (0,405 g/15 mL H,0) i 0,2 M Fex(SO4)3 x H,0 (1,2 g/15 mL H,0) a
zatim se prenesu u stakleni balon i zagrevaju do 50 °C uz konstantno mesanje. Zatim se

u zagrejani vodeni rastvor Fe®* i Fe** sulfata dodaje 25 % NH,OH (~20 mL) do
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postizanja pH = 10. Nakon dodatka baze data smesa se ostavi jos 1 h na 50 °C uz
konstantno mesanje. Crni talog u vidu magnetita se ispira destilovanom vodom
nekoliko puta metodom taloZenja pomocu spoljasnjeg magneta sve dok se ne postigne
pH ~ 7. Zatim se u 1/3 taloga magnetita, doda rastvor DPD (0,25 g/ 2 mL H,0) kako bi
odnos magnetit:DPD bio 1:1. Nakon dodatka DPD, pH smese se podesi na pH = 9-10
pomoc¢u 6 M NaOH. Suspenzija magnetita i DPD se konstantno mes$a na 25 °C u toku
24 h. Ispiranje Fe;04-DPD MNC-a od viska soli je uradeno postupkom dijalize tako §to
se suspenzija unese u crevo za dijalizu i stavi na dijalizu naspram destilovane vode,
preko no¢i na sobnoj temperaturi uz mesSanje. Kao rezultat nastaje stabilna vodena

suspenzija MNC-a obloZenih DPD.

4.1.5. Sinteza Fe;04-CA MNC-a u HSA matriksu (MMSHA)

MNC stabilisane limunskom kiselinom, FezO04-CA, u obliku ferofluida koris¢ene su
za sintezu magnetnih mikrosfera humanog albumina iz seruma- MMSHA. MMSHA su
sintetisane modifikovanom emulzifikacionom metodom [139]. Kao uljana faza
koriS¢eno je laneno ulje, a kao vodena faza koriS¢ena je smeSa humanog albumina (20
% HSA) i citratnog ferofluida. Koli¢ine potrebnih komponeti kao i uslovi pri kojima se
sinteza odvija prikazani su u tabeli 4.3. Opsta procedura podrazumeva lagano
dodavanje u kapima smeSe HSA-ferofluid u odredenu zapreminu lanenog ulja na
sobnoj temperaturi uz mesanje pri konstantnoj brzini. Za dodavanje HSA-ferofluid
smese korisc¢en je Spric sa iglom 21G (0,8 x 40 mm). Njihova stabilizacija se postize na
visokoj temperaturi, na kojoj dolazi do brzog isparavanja postojece vode i ireverzibilne
denaturacije proteina-aloumina. Kao rezultat toplotne stabilizacije nastaju Cvrste
mikrosfere humanog albumina sa inkapsuliranim MNC-a. Sintetisane MMSHA se
filtriraju na filter papiru Whatman No.5 i ispiraju sa etrom kako bi se odvojile od uljane

faze. Nakon ispiranja pod vakumom, suSe se u eksikatoru preko no¢i i cuvaju se na 4
°C
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Tabela 4.3: Uslovi sinteze MMSHA modifikovanom emulzifikacionom metodom*

MMSHA | Uljana faza Vodena faza optimizacija Brvz |n:.;1 Stabilizacija
mesanja
Laneno ulje | 1mL20% HSA | T=25°C, T =100 °C,
1 . 200 rpm .
40 mL 0,5 mL Fe304-CA t =30 min t =30 min
Lanenoulje | 2mL20% HSA | T=25°C, T=120°C,
2 200 rpm
80 mL 0,5 mL Fe304-CA t=1h t=2h
Lanenoulje | 2mL20% HSA | T=25°C, T=120°cC,
3 200 rpm
80 mL 1 mL Fe;04-CA t=1h t=2h
Laneno ulje | 2mL20% HSA | T=25°C, T=160"°C,
4 200 rpm
80 mL 0,5 mL Fe;04-CA t=1h t=2h
Laneno ulje | 2mL20% HSA | T=25°C, T=120°cC,
5 800 rpm
80 mL 0,5 mL Fe304-CA t=1h t=2h

* U tabeli su naznaceni parametri (koncentacija citratnog ferofluida, temperatura i brzina mezanja) koji
su menjani prilikom sinteze MMSHA

4.2. Uredaji i metode

a.) Rendgenska difrakcija na prahu (XRPD)

Snimanje difraktograma izvrseno je na sobnoj temperaturi na difraktometru za prah
Phillips PW 1710, sa Brag-Brentanovom fokusiraju¢om geometrijom, radi
identifikacije faza. Kao izvor X-zraka koris¢eno je zraCenje bakarne antikatode Ka,
talasnih duzina A; = 0,15405 nm i A, = 0,15443 nm uz upotrebu Ni filtera i
scintilacionog detektora zracenja. Snimanje je izvrSeno u intervalu 10° < 20 < 70° sa

korakom 0,06° i ekspozicijom 15 s po koraku.

b.) Elektronska mikroskopija

Veli¢ina magnetnih nanocestica, distribucija po veliCinama i morfologija odredene
su pomocu transmisione elektronske mikroskopije (TEM) na FEI Tecnai T20
mikroskopu sa ubrzavaju¢im naponom od 200 kV i visoko-rezolucione transmisione
elektronske mikroskopije (HRTEM) koris¢enjem FEI Tecnai F30 mikroskopa sa
ubrzavajué¢im naponom od 300 kV. Uzorci u vidu kapljica vodenih suspenzija MNC-a

su nanoSeni na bakarni nosa¢ obloZen ugljenikom 1 ostavljeni da rastvara¢ ispari na
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sobnoj temperaturi. Za proucavanje veli¢ine i morfologije MMSHA koriS¢en je visoko
rezolucioni skeniraju¢i elektronski mikroskop (FESEM), Jeol JSM-7600F sa
Sotkijevim emiterom kao izvorom elektrona i ubrzavajuéim naponom od 1,5 kV.
Identifikacija hemijskog sastava MMSHA je izvrSena pomocu sistema rendgenske
energodisperzivne spektroskopije (EDX) koji je integrisan u sistem skenirajuce
elektronske mikroskopije (SEM). Unutra$nja struktura MMSHA analizirana je
skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom spregnutom sa sistemom sa fokusiranim
jonskim zrakom (SEM/FIB) na uredaju DualBeam SEM/FIB (NovaTM 200 NanoLab,
FEI Company).

c.) Termogravimetrijska analiza (TGA)

Termijsko ponaSanje oblozenih MNC-a je ispitano primenom instrumenta
TGA/DCD 1 (Mettler Toledo). Termijske krive su snimane u opsegu od sobne
temperature do 900 °C, sa brzinom grejanja od 10 °C/min u uslovima konstantnog
strujanja azota. TGA analiza MMSHA je uradena na SDT Q600 TGA/DCD
zagrevanjem uzorka od 30 do 1000 °C, pri brzini zagrevanja od 20 °C/min u atmosferi

vazduha sa protokom od 100 cm®/min.
d.) Furijeova transformaciona infracrvena spektroskopija (FTIC)

FTIC spektroskopska analiza oblozenih MNC-a uradena je na sobnoj temperaturi na
FTIC spektrometru Thermo Nicolet 380, u spektralnom opsegu od 4000 do 400 cm™ i
rezolucijom od 4 cm™. Spektri su snimani u modulu atenuirane totalne refleksije. Za

datu analizu kori$¢eni su prahovi oblozenih MNC-a suseni na 50 °C tokom 24 h.

e.) Dinamicko rasejanje svetlosti (DLS)

Velicine Cestica je odredena metodom DLS na uredaju Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd, Velika Britanija). Ovaj instrument sadrzi laser kao izvor svetlosti

(talasne duzine oko 633 nm) koja interaguje sa cesticama koje su u stalnom kretanju

zahvaljuju¢i Brown-ovom efektu. Svetlost se rasipa sa cestica u svim pravcima. Pod
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uglom od 173° u odnosu na pravac upadne svetlosti nalazi se detektor koji detektuje
fluktuacije inteziteta rasute svetlosti. Nakon toga se izracunava translacioni difuzioni
koeficijent, nakon cega se primenom Stokes-Einstein-ove jednacine odreduje
hidrodinamicki dijametar. Zetasizer Nano ZS meri (-potencijal cestica primenom
Doppler-ovog efekta gde svetlost lasera interaguje sa cesticama koje se kre¢u po
principu elektroforeze. Merni opseg instrumenta je od 6 nm do 6 um. Uradeno je po
deset merenja za svaki uzorak, na sobnoj temperaturi. Uzorci su razblazeni
bidestilovanom vodom (10 pL uzorka je razblazeno sa 4990 uL bidestilovane vode), a
zatim su mereni u odgovarajué¢im kvarcnim kivetama sa kapilarama. Isti instrument se
koristio 1 za odredivanje zeta potencijala, koji karakteriSe naelektrisanje na povrSini

MNC-a, tehnikom elektroforetske pokretljivosti.
f.) Magnetna merenja

Magnetna merenja su uradena na Quantum Design SQUID magnetometru, MPMS-
XL5. Ovaj magnetometar je slozen sistem namenjen preciznim istrazivanjima
magnetizma u opsegu temperature od 2 K do 400 K i magnetnim poljima do 5 T.
Superprovodnom tehnologijom omogué¢eno je stvaranje velikih i stabilnih polja i
precizno merenje promena u polju. Podrucje merenja magnetnog dipolnog momenta je
+2 emu (+2-10° A m?), dok je osetljivost ovog instrumenta 10°® emu. Na uzorcima su

obavljena dva tipa merenja:

- uticaj jacine magnetnog polja na velicinu magnetizacije (histerezisne krive) pri
konstantnoj temperaturi na 5 K i 300 K;

- uticaj temperature na promene magnetizacije pri konstantnoj ja¢ini magnetnog polja
od 100 Oe u temperaturnom intervalu od 2 K do 300 K.

Pri merenju uticaja temperature na promenu magnetizacije radene su dve vrste
merenja koja predstavljaju ZFC (zero-field-cooling) i FC (field-cooling) merenja. Pri
ZFC merenju uzorak se najpre ohladi od sobne temperature do 2 K bez primene
magnetnog polja, a zatim se u prisustvu magnetnog polja meri magnetizacija uzorka u

temperaturnom intervalu 2 K — 300 K. Pri FC merenju, uzorak se hladi od sobne

46



temperature do 2 K u prisustvu magnetnog polja, nako ¢ega se obavlja merenje

magnetizacije od 2 K do 300 K u polju konstantne jacine.

g.) Merenja specifi¢ne apsorpcije

Ispitivanje moguénosti zagrevanja nekog uzorka se sastoje u primeni promenljivog
magnetnog polja na odredenoj frekvenciji Sto je omoguceno uredajima DM100 serije
(nB nanoScale Biomagnetic, Saragosa, Spanija). Ovaj sistem poseduje modularnu
organizaciju, a njegove komponente su:

Kontroler - jezgro sistema u kome je smesSten kontrolni sistem, izvor napajanja i
fizicka podrska korisnickog interfejsa.

MANIAC (MAgnetic Nanoparticle Inductive heating Application Code) - softver
instaliran na kontroleru koji omogucava korisniku da upravlja sistemom, da obavlja
testove i da izvrSi naknadnu analizu rezultata.

Aplikator — u njemu se nalaze sam uzorak, generator magnetnog polja i razli¢iti
senzori koji vr§e merenja tokom testa. Funkcije aplikatora su da generiSe polje na
uzorku 1 da izvrsi Zeljena merenja.

U zavisnosti od Zeljenog eksperimenta primenjuje se odredeni aplikator DM100
serije:

DM1 — namenjen kalorimetrijskim ispitivanjima magnetnih nanocestica u obliku fluida;
DM2 — namenjen je pre svega ispitivanjima magnetnih nanocestica u kulturi ¢elija;
DM3 — aplikator za in vivo eksperimente na malim laboratorijskim zivotinjama.

Za analizu MNC na bazi FesO, je koriséen DMI aplikator. DM1 aplikator je
opremljen senzorom u obliku sonde sa opti¢im vlaknom. Senzor je specifi¢no
dizajniran za merenja temperature magnetnih koloidnih uzoraka. Raspon merenja
senzora je od -10 °C do 120 °C sa precizno$¢u od +0,1 °C. DM1 radi u sedam razligitih
rezima frekvencija i sa ja¢inom magnetnog polja do 300 Gauss (23,850 kA/m) (Tabela
4.4) [140].
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Tabela 4.4: Rezimi rada DM aplikatora [140]

.. POéem?. Korekcu_g Min B Maks B Korekcija

Rezim | frekvencija | frekvencije (Gauss) (Gauss) oolja (%6)
(kHz) (%)

1 252 <1% 48 300 <2%

2 323 <1% 48 300 <2%

3 397 <1% 48 300 <2%

4 472 <1% 48 300 <2%

5 577 <1% 48 300 <2%

6 728 <1% 48 252 <2%

7 808 <1% 48 252 <2%

4.3. Optimizacija uslova obelezavanja MNC-a sa *°Y

Postupak obelezavanja: U suspenzije MNC-a i MMSHA odredenih pH vrednosti se

doda rastvor *YCl; aktivnosti 37-370 MBq. Zatim se data smesa inkubira odreden
vremenski interval na datoj temperaturi uz konstantno muckanje. Sastav
neradioaktivnih i radioaktivnih komponenti proba, kao i wuslovi obelezavanja

(temperatura i vreme) prikazani su u tabeli 4.5.

Tabela 4.5: Neradioaktivne i radioaktivne komponente proba i reakcioni uslovi
obelezavanja sa Y

Neradioaktivna Radioaktivna . .
proba Reakcioni uslovi
komponenta komponenta

. 0,5 mL Fes04 1 puL ®vCl, 25 °C, 30 min
pH =65 37 MBq 80 °C, 30 min
) 0,5 mL Fe;04-PEG600 1 uL *ycCls 25 °C, 30 min
pH=55 37 MBq 80 °C, 30 min
3 0,5 mL Fe;0,4-DPD 1 puL ®vCl, 25 °C, 30 min
pH=5 37 MBq 60 °C, 30 min
A 0,5 mL Fe304-CA 1 uL *yCls 25 °C, 30 min
pH=45 37 MBq 60 °C, 30 min
. 10 mg MMSHA/1 mL H,0 5 uL ©YCl, 25 °C, 30 min
pH =42 370 MBq 80 °C, 30 min
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Postupak precis¢avanja: *°Y obelezene MNC i MMSHA se pre¢is¢avaju od viska

nevezanog %Y metodom talozenja pomocu spoljasnjeg magneta, tako Sto obelezene
Gestice taloZe, dok nevezani *°Y ostaje u supernatantu. Talog u vidu *Y-MNC i Y-
MMSHA se ispira destilovanom vodom nekoliko puta. Nakon ispiranja i odvajanja
nevezanog Y, finalna zapremina *°Y-MMSHA je resuspendovana u 2 mL 0,9 % NaCl
i kao takva je koris¢ena u daljem eksperimentu.

Postupak odredivanja_prinosa_obeleZavanja: Prinos obelezavanja *Y-MNC-a se

izraraCunava (nakon ispiranja metodom talozenja pomocu spoljasnjeg magneta) kao:
[aktivnost taloga / (aktivnost taloga + aktivnost supernatanta)] x 100. Prinos
obelezavanja *°Y-MMSHA se odreduje kao odnos izradunate aktivnosti u talogu nakon
magnetne separacije i poznate aktivnosti koriS¢ene prilikom obelezavanja. Zbog
moguénosti odlivanja i *®Y-MMSHA prilikom dekantovanja supernatanta, aktivnost
taloga se izracunava merenjem aktivnosti 0,1 mL supernatanta i aktivnosti ostatka
uzorka (*Y-MMSHA i 1,9 mL supernatanta). Na osnovu ove metode, aktivnost u
talogu *°Y-MMSHA se izra¢unava kao razlika aktivnosti ostatka uzorka i aktivnosti 0,1
mL supernatanta x 1,9. Drugi nagin odredivanja prinosa obelezavanja *Y-MNC i Y-
MMSHA je odredivanjem radiohemijske Cistoce %0Y_obeleZenih ispitivanih &estica
nakon obeleZavanja. Ispitivanje se vrS§i radiohromatografskom analizom tj. metodom
tankoslojne hromatografije na silika gel - SG trakama (ITLC-SG) kao stacionarnom
fazom u 0,9 % NaCl kao mobilnom fazom. Metoda se izvodi tako sto se na 2 cm od
donje ivice trake, nanosi 0,01 mL ispitivane probe. Zatim se trake stave u mobilnu fazu
(0,9 % NaCl) i hromatogrami se razvijaju na sobnoj temperaturi. Nakon razvijanja, SG
trake se suse na vazduhu i seku na podeoke duzine 1 cm. Raspodela radioaktivnosti duz
trake se odreduje merenjem radioaktivnosti svakog cm trake. S obzirom da je Y ¢ist
beta emiter, njegova detekcija je jedino moguca putem merenja zako¢nog zracenja
(Bremsstrahlung efekta) na doze kalibratoru i Nal(Tl) gama brojacu. Sadrzaj svake
frakcije racuna se u odnosu na ukupnu radioaktivnost trake i izrazava u procentima.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost najmanje tri vrednosti merenja + standardna

devijacija.
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4.4. In vitro stabilnost **Y-MNC-a

Stabilnost MNC-a i MMSHA obelezenih radionuklidom prati se ispitivanjem
njihove radiohemijske Cistoce i in vitro stabilnosti u fizioloSkom rastvoru i humanom
serumu u toku odredenog vremenskog perioda. In vitro stabilnost se prati inkubiranjem
0,2 mL suspenzije **Y-MNC-a (2 mg) odnosno 2 mg *°Y-MMSHA u 2 mL 0,9 % NaCl
(pH = 7,3) odnosno u 2 mL humanog seruma na 37 °C tokom 72 h. U odredenim
vremenskim intervalima (0,5; 1; 24; 48 i 72 h) talog *>Y-MNC-a i *Y-MMSHA se
pomocu spoljasnjeg magneta odvaja od supernatanta sa oslobodenim Y, nakon ega
se meri aktivnost 0,1 mL supernatanta i aktivnost ostatka uzorka (*Y-MMSHA i 1,9
mL supernatanta). Aktivnost °Y-MMSHA se izradunava kao razlika aktivnosti ostatka
uzorka i aktivnosti 0,1 mL supernatanta x 1,9.

Ovi rezultati se porede sa rezultatima ITLC-SG metode kojom se ispituje njihova

radiohemijska ¢istoca u razlicitim vremenskim intervalima.

4.5. Biodistribucija *Y-MNC-a i Y-MMSHA u Wistar pacovima

Biodistribucija *Y-MNC-a i ®Y-MMSHA je ispitana samo sa in vitro stabilnim
Gesticama. *°Y obelezene MNC-a i MMSHA injektirane su u zdrave Wistar pacove
starosti 4-5 nedelja, tezine 100-150 g (Laboratorija za molekularnu biologiju i
endokrinologiju, INN “Vin¢a”). Za svaki eksperiment koris¢ene su po tri ogledne
zivotinje. Rad sa oglednim zivotinjama odobrila je eticka komisija INN “Vinéa” (02-
2013) u skladu sa postoje¢im Pravilnikom za rad sa oglednim Zivotinjama.

Suspenzije *Y-MNC-a u fizioloskom rastvoru (0,1 mL) priblizne aktivnosti 1,85
MBq se intravenski injektiraju u repnu venu pacova. Za injektiranje *°Y-MMSHA
kori$éena je suspenzija 0,1 mL (~0,1 mg 90Y-MMSHA) priblizne aktivnosti 2,5 MBq.
Zivotinje se zatim zrtvuju dislokacijom ki¢menog stuba u razli¢itim vremenskim
intervalima (0,5; 1; 24; 48 i 72 h) nakon injektiranja. Uzorak krvi (1 mL) i organi od
interesa (srce, pluca, jetra, slezina, bubrezi, Zeludac, creva, misi¢ i kost-femur) se
izdvoje i izmere tezine. Zatim se izabrani organi homegenizuju u 0,1 M Tris-HCI
puferu do zapremine od 10 mL (5 mL) kao bi se postigla identicna geometrija i

pribliZzno ista gustina svake probe pri merenju aktivnosti *°Y putem zako&nog zradenja.
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Radioaktivnost organa se meri u odnosu na standard koji predstavlja aktivnost one
zapremine uzorka (0,1 mL) koja je injektirana u zivotinju. 1z odnosa injektirane
(radioaktivnost standarda) i izmerene radioaktivnosti organa izraCunava se raspodela
radioaktivnosti u procentima u organima i krvi. Ukupna krv i misici racunaju se kao 6,7
% i 40 % od celokupne mase [141]. Merenja radioaktivnosti izvrSena su nha p-doze
kalibratoru i Nal(TI) gama brojac¢u. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri

vrednosti merenja + standardna devijacija.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1. Sinteza i funkcionalizacija Fe;0, MNC-a

Prilikom sinteze MNC-a veliki izazov predstavlja kontrolisanje nihove veliine,
oblika i dispergovanosti u odredenom rastvaracu. Hemijske metode sinteze FezO4
MNC-a pokazale su se kao vrlo jednostavne sa velikom moguéno$éu kontrolisanja
osobina MNC-a promenom uslova sinteze. U tabeli 5.1 su prikazane sve MNC
sintetisane odgovaraju¢om metodom u okviru ove doktorske disertacije, ¢iji postupci

sinteze su opisani u poglavlju 4.1.

Tabela 5.1: Sinteza MNC-a na bazi Fe;0,

Magnetne nanocestice na bazi Fe3zOy Metode sinteze
Fes0,0h Oksidaciona hidroliza
Talozenje iz rastvora sa hloridima
FesOa th Fe?*/Fedt
Fe.Outs TaloZenje iz rastvora sa sulfatima
¥ Fe?*/Fe’
TaloZenje iz rastvora sa hloridima
F -CA +Eadt
ea04-C Fe?*/Fe®
TaloZenje iz rastvora sa hloridima
Fe304-PEG600 Fe?* [Fe
Talozenje iz rastvora sa sulfatima
Fe;04-DPD e 34
e Fe?*/Fe’®
Fe304-CA u HAS matriksu (MMSHA) Emulzifikaciona metoda

Od hemijskih osobina grupa na povrsini MNC-a zavisi adsorpcija proteina, veli¢ina,
oblik i naelektrisanje oblozenih MNC-a pa samim tim i in vivo distribucija [142].
Glavni razlozi funkcionalizacije gvozde oksidnih nanocestica koje se Kkoriste u
biomedicinske svrhe su: postizanje stabilnosti koloidnih suspenzija MNC-a i
spreCavanje aglomeracije, duze vreme zadrzavanja u cirkulaciji i smanjeno dejstvo
retikuloendotelnog sistema [143]. Na taj nain se povecava njihova stabilnost i
rastvorljivost u bioloskim uslovima, biokompatibilnost, kao i moguénost vezivanja
drugih molekula ili radionuklida za MNC [144].
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Funkcionalizacija MNC-a limunskom kiselinom i DPD ligandom je usledila nakon
sinteze magnetita. Ova jedinjenja imaju karboksilne i fosfonatne reaktivne grupe zbog
¢ega imaju sposobnost da grade stabilne i jake komplekse sa prelaznim metalima u
vodenim rastvorima i visok afinitet vezivanja za povr$inu metalnih oksida (posebno za
okside Al i Fe). Adsorpcija CA na povrsini MNC-a se odvija koordiniranjem = Fe-OH
grupa sa jednom ili dve karboksilne grupe u zavisnosti od prostorne raspolozivosti i
zakrivljenosti povrsine. Najmanje jedna karboksilna grupa ostaje sobodna i izlozena
rastvaratu i upravo je ona odgovorna za povrsinsko naelektrisanje i hidrofilnost MNC-
a, kao i dalju funkcionalizaciju sa radionuklidom [145]. Postupak funkcionalizacije
Fe304-CA MNC-a je Sematski predstavljen na slici 5.1 [146].

%

O

\K

O OH
e
o OH
HO OH OH Oﬁ:
MNC

$ 0
CA Fe304-CA

Slika 5.1: Sematski prikaz funkcionalizacije MNC-a limunskom kiselinom-CA [146]

Struktura difosfonatnog liganda, DPD-a, koji se Koristi za sintezu Fe304-DPD MNC-
a je prikazana na slici 5.2. DPD se kompleksira za povr§inu MNC-a preko fosfonatnih i
karboksilnih grupa. Ostatak slobodnih funkcionalnih grupa na povr§ini MNC-a dovodi
do elektrostatickog odbijanja i stabilizacije FesO4-DPD ferofluida i sluzi za kovalentno

vezivanje sa *°Y.

HO Q

Slika 5.2: Sematski prikaz strukture DPD
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U slu¢aju sinteze MNC-a obloZenih hidrofilnim polimerom polietilen glikolom
(Mn=600) sa dve terminalne karboksilne grupe (Fe3O4-PEG600), funkcionalizacija se
odigrala in situ (tokom procesa talozenja). PEG600 je koris¢en za funkcionalizaciju
Fes0, MNC-a zahvaljujuéi visokom afinitetu karboksilnih kiselina za okside metala
[147, 148]. Funkcionalizacija povrs§ine MNC-a se odigrava gradenjem koordinacione
veze izmedu elektronskog para karboksilne grupe iz PEG600 i atoma gvozda iz Fe3zO4
MNC-a. Polimerni lanac stvara dimenzionalnu zastitu i smanjuje moguénost agregacije
izmedu Gestica, a njegove hidrofilne grupe ¢ine Fes0; MNC dispergovane u vodi
stvaraju¢i stabilan vodeni ferofluid [149]. Pored postizanja biokompatibilnosti
oblaganjem MNC-a PEG600-om, prisustvo karboksilnih grupa sluzi za kovalentno
vezivanje Fe;04-PEG600 MNC-a i *°Y. Sematski prikaz interakcije izmedu polimerne
kiseline PEG600 i Fe;0, MNC-a prikazan je na slici 5.3 [150].

| O ¥,
St - @@ — ey e — %fgfi

Slika 5.3: Sematski prikaz funkcionalizacije MNC-a polimerom PEG600 [150]

Kori$éenje albumina iz humanog seruma za funkcionalizaciju MNC-a podrazumeva
njihovu inkapsulaciju u HSA matriks. Njihova stabilizacija se postize na visokoj
temperaturi, denaturacijom proteina.

Za medicinsku primenu, Fes04; MNC se najéesée koriste u obliku ferofluida [11],
zbog ¢ega je neophodna stabilnost njihovih vodenih suspenzija. U tom cilju vizuelno je
prac¢ena koloidna stabilnost sintetisanih ferofluida (Fe304-CA, Fe304-PEG600 i Fe30O,-
DPD) 3-6 meseci nakon sinteze. Sintetisani ferofluidi su tamno-braon do crne boje sa
vidljivim magnetnim osobinama u prisustvu (permanentnog) magneta. Koloidne
karakteristike zadrzavaju i do nekoliko meseci nakon sinteze sa vrlo malim stepenom

sedimentacije.
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5.2. Karakterizacija Fe;0, MNC-a
5.2.1. Karakterizacija XRPD metodom

Kristalna struktura sintetisanih MNC-a je ispitana metodom difrakcije X-zraka na
prahu. Odgovaraju¢i difraktogrami za Fe;O, th, Fes04,-CA MNC i MMSHA prikazani
su na slici 5.4. Analizom difraktograma za sva tri uzorka i poredenjem sa bazom
podataka (JCPDS#19-629) potvrdeno je da Svi uzorci kristalisu u spinelnom tipu
strukture, bez prisustva neke druge faze. Karakteristicne refleksije spinelne strukture
(220) i (311), uo&ene su na datim difraktogramima, odgovaraju prostornoj grupi Fd3am,
tj. odgovaraju refleksijama magnetita i maghemita. lzrazito crna boja uzoraka ukazuje
na dominantnu fazu magnetita, pa se neorganska faza u uzorcima razmatra kao
magnetit. Na difrakcionoj slici MMSHA postoji visoka bazna linija (background) koja
ukazuje na postojanje amorfnog materijala u ovom uzorku (HSA). Srednja veli¢ina
kristalita za sva tri uzorka odredena je pomocu Scherrer-ove jednaine (2.7) i iz
karakteristika (311) refleksije na 20~36°. Dobijena vrednost za veli¢inu kristalita je 0ko

11 nm.

600
(311)
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+ 400 l
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Slika 5.4: Difraktogrami Fe;0,, Fes04-CA MNC i MMSHA
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5.2.2. Karakterizacija TEM metodom

Veli¢ina (pre¢nik, d) i oblik (morfologija) MNC-a su ispitani transmisionom
elektronskom mikroskopijom visoke rezolucije (HRTEM). Mikrografije dobijene
HRTEM-om prikazane su na slikama 5.5-5.8.

Na slici 5.5 prikazane su HRTEM mikrografije Fes0, MNC-a dobijenih metodom
oksidacione hidrolize koje su pretezno oktagonalnog oblika i prose¢ne veli¢ine 80 nm.
Moze se primetiti da je doslo do aglomeracije MNC usled nepostojanja odgovarajuéeg
omotaca koji ima funkciju da spreci njihovo slepljivanje zbog postojanja privla¢nih

sila.

Slika 5.5: HRTEM mikrografije Fes04 MNC-a
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MNC oblozene PEG600-om i sintetisane taloZzenjem iz vodenog rastvora sa
hloridima Fe**/Fe*, prikazane na slici 5.6, su vise sfernog oblika i prosecne veli¢ine 10
nm. Mogu se primetiti delovi u kojima je doSlo do aglomeracije nanocestica, kao i

delovi u kojima su one jasno razdvojene.

Slika 5.6: HRTEM mikrografije Fes04-PEG600 MNC-a

Na slici 5.7 su prikazane HRTEM mikrografije Fe;O,-DPD MNC-a dobijene
metodom taloZenja iz rastvora sa sulfatima Fe?/Fe**, na kojima se uodavaju Cestice
oblika kvadra. Proseéna veli¢ina &estica je 6 nm. Kao i kod Fe304-PEG600 MNC-a,
vide se delovi u kojima je doslo do aglomeracije nanocestica, kao i delovi u kojima su

one jasno razdvojene.
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Slika 5.7: HRTEM mikrografije FesO4-DPD MNC-a

Nanocestice magnetita stabilisanog limunskom kiselinom, dobijene talozenjem iz
vodenog rastvora sa hloridima Fe®*/Fe**, su uglavom uniformne, sfernog oblika sa
proseénom veli¢éinom 8-11 nm i malim stepenom aglomeracije (slika 5.8). Veli¢ina i
morfologija Fes0,-CA MNC, odredena na osnovu HRTEM-a, je u skladu sa
rezultatima dobijenim XRPD metodom.

Slika 5.8: HRTEM mikrografije Fe304-CA
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Na osnovu rezultata dobijenin HRTEM metodom, moze se zakljuciti da koris¢enje
razli¢itih metoda sinteze MNC-a, tj. razli¢iti mehanizmi nastajanja MNC-a, uti¢u na
njihovu veli¢inu i oblik. Magnetit sintetisan talozenjem iz rastvora ima prosecnu
veli¢inu 6-11 nm, dok magnetit sintetisan oksidacionom hidrolizom ima znacajno vece
dimenzije 70-80 nm.

Oksidaciono stanje Fe soli koje se koriste u sintezi Fes04 MNC-a uti¢e na njihovu
velicinu [151]. Kada se za sintezu koriste Fe?* i Fe** joni, Fe;04 nanodestice se
formiraju odmah nakon dodatka baze. S druge strane, rastvor koji sadrzi samo Fe* jone
nakon mesanja sa bazom stvara tamno-zeleni talog koji postepeno prelazi u crni,
ukazujuéi da se neke intermedijarne vrste stvaraju pre formiranja FesO, MNC-a. To je
posledica postojanja dva razli¢ita mehanizma reakcije pri stvaranju Fes0;, MNC-a koji
mogu uticati na njihovu velicinu [151]. Nastanak crnog taloga odmah nakon mesanja
rastvora Fe?*/Fe* soli sa bazom, ukazuje na neposredno talozenje Fe?*'Fe®* jona prema
jednagini (2.1). Rezultat reakcije predstavljene jednacinom (2.1) su Fe;0; MNC
prosec¢ne veli¢ine 6-11 nm.

Sinteza Fe;0;, MNC-a samo u prisustvu Fe®* jona izaziva drugaciji mehanizam
reakcije usled ega nastaju veée Fes0; MNC sa pre¢nikom 70-80 nm. Uzrok sinteze

veéih MNC-a moze biti stvaranje intermedijarnih vrsta prema jednaginama [152, 153]:

Fe?* + 20H —Fe(OH),, (5.1)
3Fe(OH); + %0, —Fe(OH), + 2FeO0H + H.0, (5.2)
Fe(OH), + 2FeOOH— Fe;0,4 + 2H,0 (5.3)

Fes0, MNC nastaju kao rezultat reakcije dehidratacije Fe(II)-hidroksida i Fe(lll)-
oksihidroksida (5.3) koji nastaju delimi¢nom oksidacijom Fe(II)-hidroksida (5.2).
Intermedijarne vrste koje nastaju, Fe(ll) hidroksid (5.1) i Fe(lll) hidroksid (5.2) su
odgovorne za porast veli¢ine Cestica preko hidroksilacije [55, 154].

Oblaganjem MNC-a razli¢itim jedinjenjima postiZe se bolje razdvajanje nano&estica
sa malim stepenom aglomeracije. Takode, oblaganje neorganskih jezgara (Fe3Oj)

polimerima ili malim organskim molekulima smanjuje efekte na povrsini, kao $to su
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oksidacija ili formiranje kompleksa sa jonima iz rastvora koji mogu da uti¢u na njihove
osobine.
Morfoloske karakteristike MMSHA su ispitane skenirajuéom elektronskom

mikroskopijom.

Slika 5.9: SEM mikrografije a.) MSHA sa magnetitom; b.) MSHA bez magnetita; c.) i
d.) poprecni presek MMSHA

Na osnovu SEM mikrografija vidi se da MSHA sa inkapsuliranim magnetitom imaju
neravnu povrsinu (slika 5.9a) za razliku od MSHA sintetisanih bez magnetita koje
imaju glatku povrsinu (slika 5.9b). Obe vrste MSHA su sintetisane pod istim uslovima
(120 °C, 200 rpm). Na slici 5.9¢ i 5.9d prikazan je popre¢ni presek MMSHA na kome
se vidi da su Fes04-CA MNC uspesno inkapsulirane unutar mikrosfera. Citratni

ferofluid ima najmanju veli¢inu MNC (dy = 25 nm) zbog &ega je koriséen za sintezu
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MMSHA radi lakse inkapsulacije u HSA matriks. Takode, pojedinac¢ne razdvojene
MNC bolje se inkapsuliraju u mikrosfere humanog albumina nego njihovi aglomerati.
Pri izradi mikrosfera na bazi humanog albumina emulzifikacionom tehnikom,
menjani su razli¢iti parametri kako bi se ispitao njihov uticaj na veli¢inu i raspodelu
veligina mikrosfera. Na slici 5.10a su prikazane MMSHA sintetisane na 160 °C i 200

rpm, a na slici 5.10b su prikazane MMSHA sintetisane na 120 °C i 800 rpm.

L
N um 50 um

Slika 5.10: SEM mikrografije a.) MMSHA sintetisane pri 160 °C i 200 rpm; b.)
MMSHA sintetisane pri 120 °C i 800 rpm

Temperatura na kojoj se postize stabilizacija MS je jedan od klju¢nih faktora koja
utice na veli¢inu i oblik mikrosfera. Stabilizacijom albuminskih MS bez inkapsuliranog
magnetita na nizim temperaturama (100 °C -105 °C) dobijene su MS nepravilnih
povrsina za razliku od MS stabilizovanih na visim temperaturama (170 °C -175 °C)
koje karakterise vise glatka povrsina. Razlog tome je s§to u procesu proizvodnje
albuminskih MS, vodena faza albumina v/u emulzije gotovo odmah ocvrséava na
visokim temperaturama i konstantnim brzinama mesanja [155]. MMSHA sintetisane na
120 °C i 160 °C imaju neravne povrsine, $to ukazuje da povecéanje temperature prilikom
procesa sinteze ne utice na njihovu morfologiju najverovatinje zbog prisustva magnetita
koji zajedno sa HSA ¢ini vodenu fazu prilikom sinteze MMSHA.

Ispitivanjem uticaja brzine mesanja na morfologiju i veli¢inu mikrosfera, primeceno

je da se velicina MS smanjuje sa povecanjem brzine mesanja. Ovakvo ponasanje se i
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ocekuje iz razloga sto velike brzine mesanja obezbeduju smicajnu silu koja je
neophodna za razbijanje uljane faze na manje kapi. Pri brzini od 200 rpm, dobijene
cestice su sfere prosecne velic¢ine 35 um, dok sa povec¢anjem brzine na 800 rpm, nastaju
MMSHA veli¢ine ~ 20 um.

Koli¢ina magnetnog materijala koji se inkapsulira u MS je vazna zbog njihovih
magnetnih karakteristika i moguéne primene u hipertermiji. Maksimalna koli¢ina MNC
koja je uspesno inkapsulirana u HSA matriks je 0,5 mL Fe;0,-CA/2 mL HSA, odnosno
~100 mg Fe;0,-CA. Masa Fe;0,-CA MNC-a odredena je susenjem 0,5 mL citratnog
ferofluida u susnici 24 h na 50 °C.

Slike 5.11 i 5.12 predstavljaju morfologiju i unutrasnji sastav MMSHA ispitanih
FESEM i SEM/FIB mikroskopijom. Na slici 5.11 a.) i b.) se takode vidi sferni oblik
MMSHA neravne povrsine veli¢ine u opsegu od 10 do 70 um od kojih najveci broj
mikrosfera ima veli¢inu 20 um. Unutra$nja 3D raspodela MNC-a na popreé¢nom
preseku jedne MMSHA, analizirana pomo¢u SEM/FIB, je prikazana na slici 5.11 c.) i
d.).

Slika 5.11: a.) i b.) FESEM mikrografije MMSHA-a i c.) i d.) FIB/SEM mikrografije
MMSHA-a
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EDX analizom potvrdeno je prisustvo gvozda unutar mikrosfera (slika 5.12) sto
dokazuje da su MNC uspe$no inkapsulirane u MMSHA. Na EDX spektru, tj.
rendgenskoj mapi raspodele elemenata odabranog dela popre¢nog preseka MMSHA,
gvozde i kiseonik su glavne komponente, a njihovi atomski odnosi su u saglasnosti sa
odnosom ocekivanim od uslova sinteze. Dodatni pikovi u EDX spektru se javljaju zbog

nacina pripreme uzorka za EDX analizu.

200m Electron inage 1

Fe Ka1

Spectrum 1
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Slika 5.12: Poprecni presek MMSHA i odgovaraju¢i EDX spektar odabrane oblasti

5.2.3. Karakterizacija DLS metodom

Velicine Cestica sintetisanih magnetnih ferofluida, kao i raspodela veli¢ina Cestica
po broju, je odredena DLS metodom. Za razliku od TEM merenja, srednja vrednost
pre¢nika nanocestica koja se dobija DLS merenjima (dy), predstavlja hidrodinamicki
precnik tj. precnik Cestice sa hidratacionim omotacem koja ima istu zapreminu kao
Cestica i predstavlja srednju vrednost prec¢nika svih merenih Cestica. Poredenje rezultata

dobijenih TEM i DLS merenjima (tabela 5.2) je pokazalo da su veli¢ine cestica
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dobijene TEM merenjima manje od istih dobijenih DLS merenjima, posto se kod
merenja veli¢ine ¢estice DLS metodom uzima u obzir i dodati rastvara¢ ili stabilizator
koji se krece zajedno sa cesticom, dok kod TEM-a analiziramo kristalnu fazu. Osim
toga, potrebno je naglasiti da DLS metodom ¢esto dobijamo informacije koje se odnose

na veli¢inu agregata pre nego na precnik individualne nanocestice [156].

Tabela 5.2: Precnici MNC-a dobijeni TEM i DLS metodom i odgovarajuci {-potencijali

Metoda Fe30u40n Fes04-CA | Fe;04-PEG600 | FesO4-DPD MMSHA
TEM 80 nm 11 nm 10 nm 6 nm 20 pm
DLS - 25 nm 46 nm 29 nm -

{-potencijal -15 mV -25,5 mV -28 mV -50,9 mV -35 mV

Vrednost hidrodinamickog preénika za Fe;O4-PEG600 MNC iznosi 46 nm, dok
veli¢ina Cestica Fes04-PEG600 MNC odredena TEM-om iznosi 10 nm. Ova razlika se
javlja zato §to se DLS-om meri veli¢ina Cestica u hidratisanom stanju, koja ukljucuje
slobodne lance polimera koji se §ire sa povrsine polimera u vodenu sredinu. Za razliku
od DLS-a, polimerni lanci se ne mogu videti na TEM-u zbog slabog kontrasta u odnosu
na pozadinu koji je rezultat niske gustine elektrona [157]. Ovi rezultati potvrduju
vezivanje PEG600 za Fe;0, MNC. Hidrodinami¢ki preénici za Fe304-CA i Fe;04,-DPD
MNC iznose 25 nm i 29 nm. Ovo je u skladu sa ocekivanjima, jer se pri
funkcionalizaciji povrsine nanocestica magnetita uvec¢ava hidrodinamicki preénik ovih
nanodestica. Za ilustraciju su kao primer dati DLS grafici raspodele veli¢ine cestica
(PSD), zasnovani na merenju rasejanja svetlosti po broju nanocestica za Fe;O4-PEG600
i Fe30,-DPD MNC (slike 5.13 i 5.14).
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Slika 5.13: Raspodela velicine Fe304-PEG600 MNC-a po broju nanocestica
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Slika 5.14: Raspodela velicine Fe304-DPD MNC-a PO broju nanocestica

Povrsinsko naelektrisanje MNC-a je odredeno merenjem (-potencijala njihovih

vodenih suspenzija na razli¢itim pH vrednostima(slika 5.15).
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Slika 5.15: Zavisnost {-potencijala od pH za Fe3;O,4 oh i Fe;O4-PEG600 i Fe304,-DPD
MNC

Razli¢ito povriinsko naelektrisanje Fes04 MNC-a u vodenoj sredini u funkciji pH
moze se objasniti protonovanjem i deprotonovanjem povrsinskih hidroksilnih grupa
(Fe-OH). U baznoj sredini, povriina Fe;O, MNC-a pokazuje negativno naelektrisanje
usled disocijacije Fe-OH i nastajanja deprotonovanih hidroksilnih grupa Fe-O", dok

pozitivno naelektrisanje nastaje usled protonovanja hidroksilne gupe Fe-OH,™ u Kiseloj
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sredini [158]. Izoelektri¢na tacka (IEP - pH vrednost na kojoj je ukupno povrsinsko
naelektrisanje MNC-a jednako nuli) za Fes0, MNC je izmerena na pH = 6,2, dok -
potencijal na pH = 7 iznosi -14,26 mV. Ovo povrsinsko naelektrisanje nije dovoljno za
postizanje stabilne koloidne suspenzije buduéi da se Fes04 MNC vrlo brzo taloZe iz
svojih vodenih suspenzija na pH = 7.

Vezivanje polimerne kiseline, PEG600, za povrsinu MNC-a dovodi do izrazito
negativnog povriinskog naelektrisanja FesO4-PEG600 MNC-a,- 28,3 mV na pH = 7,
§to ujedno dokazuje prisustvo karboksilnih grupa na njihovoj povrSini. Takode,
poredenjem IEP za Fes04 MNC (6,2), IEP za Fe304-PEG600 MNC je smanjena na 3.8.
Smanjenje IEP Fe;04-PEG600 MNC-a ukazuje da su neke od karboksilnih grupa
PEG600 snazno koordinirane za katjone Fe na njihovoj povrSini i da je doslo do
uspesnog oblaganja MNC-a ovim polimerom.

Oblaganje MNC-a DPD ligandom snizava IEP na 1,9 i dovodi do izrazito
negativnog povrSinskog naelektrsianja, -50,41 mV, na pH = 7. NajniZza vrednost (-
potencijala za Fe;04-DPD MNC u odnosu na Fe3Oy i Fe304-PEG600 MNC je posledica
prisustva veceg broja funkcionalnih grupa, karboksilnih i fosfonatnih, na njihovoj
povrsini. Zahvaljujuéi njihovom prisustvu dolazi do elektrostatickog odbijanja izmedu

Gestica i postizanja stabilne koloidne suspenzije Fes04-DPD MNC na pH = 7.

5.2.4. Karakterizacija FTIC metodom

Da bi se bolje razumela interakcija razli¢itin jedinjenja i MNC-a, snimani su ATR
FTIC spektri MNC-a oblozenih razligitim jedinjenjima i uporedivani sa istim za samo
jedinjenje i cist magnetit.

Jedinjenja kojima su oblagane MNC imaju karboksilne i fosfonatne grupe.
Indikacija prisustva karboksilne grupe vrsi se na osnovu dve karakteristi¢ne trake koje
se javljaju u IC podruéju. Protonovana karboksilna grupa daje apsorpcione grupe koje
odgovaraju v(C=0) traci izmedu 1690 i 1760 cm™ i v(C—OH) traci izmedu 1210 i 1320
cm™. Prilikom deprotonovanja, traka v(C=0) se pomera ka nizim talasnim brojevima
(energijama) posto njen vibracioni mod postaje kuplovan sa vibracijom drugog
kiseonika karboksilatnog anjona i daje asimetri¢nu traku izmedu 1640 — 1650 cm™.

Takode, 6(O-H) se pomera ka ve¢im talasnim brojevima (energijama) prilikom
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deprotonovanja, sto daje simetri¢nu traku karboksilatnog anjona izmedu 1300 i 1420
cm™ [159].
Na slici 5.16 su prikazani ATR FTIC spektri Fe;04, Fe304-CA 1 limunske kiseline.
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Slika 5.16: FTIC spektri Fes04 Fes04-CA MNC-a i CA

Oblaganje povsine MNC-a limunskom kiselinom potvrdeno je prisustvom dve trake
na 1560 cm™ i 1400 cm™ u spektru Fes04-CA MNC-a, koje odgovaraju asimetricno i
simetri¢no istezucoj vibraciji C-O grupe [57]. Traka na 1695 cm™ u spektru CA koja
pripada C=0 asimetrino-istezucoj vibraciji iz COOH grupe, je pomerena na 1560 cm™
u spektru Fe304-CA, ukazuju¢i na vezivanje CA za povrsinu Fe3O4 hemisorpcijom
karboksilatnih jona [160]. Poznato je da karboksilna grupa CA gradi kompleks sa Fe na
povrsini MNC-a ¢ine¢i vezu C=0 delimi¢no jednostrukom, slabijom i pomerenom ka

nizim talasnim brojevima [11, 145]. Siroka i intezivna traka na 3200 cm™ potice od
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strukturnih OH grupa kao i od tragova molekula vode, dok traka na 540 cm™ koja se
javlja u oba spektra pripada Fe-O istezuc¢oj vibraciji [161].

ATR FTIC spektri Fe3O4 i Fes04-PEG600 MNC-a kao i ¢istog PEG600 polimera
prikazani su na slici 5.17.
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Slika 5.17: FTIC spektri FesOy i Fes04-PEG600 MNC-a kao i cistog PEG600
polimera

Vibracione trake na 1752 cm™ i 1453 cm™ u spektru ¢istog PEG600 polimera
odgovaraju istezucoj vibraciji C=0 1 savijajucoj vibraciji O-H iz COOH grupe. U
spektru Fe;O4-PEG600, ove trake su pomerene ka nizim talasnim brojevima, 1634 cm*
i 1417 cm™, ukazujué¢i na stvaranje koordinativne veze izmedu karboksilne grupe

PEG600-a i atoma Fe na povrsini MNC-a. 1z ovoga se moze zaklju¢iti da su vibracione
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trake C=0 i O-H grupe izjednacene sa asimetri¢no istezu¢om vibracijom C=0 grupe na
1634 cm™ i simetri¢no istezu¢om vibracijom C=0 grupe na 1417 cm™ [69, 162].

Na osnovu IC spektra mogu se identifikovati nacini koordinacije karboksilnog jona
za metal prikazanih na slici 5.18 [163]. To se moze zakljuciti iz separacionog talasnog
broja, A, koji predstavlja razliku talsnih brojeva izmedu asimetricne i simetri¢ne
istezuce vibracije karboksilne grupe. Ako je A > 200 cm™, karboksilna grupa se vezuje
kao monodentatni ligand, a ako je A < 110 cm™ u pitanju je bidentatni ligand [164].
Dobijeni rezultati, A = 217 cm™ za Fe30,-PEG600 MNC-a ukazuju na monodentno

vezivanje za povriinu MNC-a.

M—O M—O
Jer o Sew e
0 M—O’
a.) monodentatno b.) bidentatno ¢.) most (bridging)

Slika 5.18: Nacini koordinacije karboksilnog jona [163]

Siroka i intezivna traka na 3209 cm™ u spektrima moze poticati od OH grupa kao i
od tragova molekula vode u uzorcima. Takode, u spektrima Fe3O4-PEG600 i spektru
Fe;04 javlja se intezivna traka na 540 cm™ koja se moze prepisati vibraciji Fe-O veze i
koja potvrduje prisustvo Fe3O,4 [165].

Na osnovu polozaja vibracionih traka karboksilne grupe koje se javljaju u FTIC
spektrima, kao i pomeranjima i smanjenjima intenziteta apsorpcije tih traka kod Fe3O4-
PEG600 i Fe304-CA u odnosu na spektre PEG600 i CA, pretpostavlja se da dolazi do
interakcije izmedu atoma Fe na povrsini MNC-a i karboksilnih grupa iz PEG600 i CA,
tj. da se funkcionalizacija povrsine MNC-a ovim jedinjenjima odigrava preko —-COOH
grupe.

U literaturi postoji nekoliko zapazanja u vezi vezivanja fosfonatnih kiselina za
povrsinu metalnih oksida i gradenja P-O-M veze. Traka koja ukazuje na P-O-M vezu je
obicno Siroka (zbog delokalizacije elektrona) i generalno se nalazi u opsegu 900-1200
cm™ [166]. Postoje dva tipa P-O-M interakcije. Prvi tip je formiranje koordinativne

veze izmedu metala i fosforil grupe (P=0). Ovaj tip se nalazi u oblasti vibracija
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frekvencije 1167-1132 cm™. Drugi tip interakcije je kovalentno vezivanje atoma
kiseonika za atom fosfora i atom metala (P-O-M). U spektru gradenje P-O-M veze
moze biti praceno nestankom P=0 i P-O-H veza, u zavisnosti od nacina vezivanja koje
moze biti mono-, bi- ili tridentatno (slika 2.2). Na primer, tridentatni nacin vezivanja
fosfonatne kiseline rezultira sirokom trakom u opsegu 900-1200 cm™ i potpunim
nestankom P=O i P-O-H veza. Prisustvo neke od ovih veza ukazuje na mono ili
bidentatno vezivanje ili kombinaciju oba [166].

Na slici 5.19 su prikazani ATR FTIC spektari Fe304, DPD-a i Fe;s0,-DPD MNC-a.
DPD je ligand koji ima dve vrste funkcionalnih grupa, karboksilne i fosfonatne sa
podjednako visokim afinitetom vezivanja za metale. Njegovo vezivanje za povrsinu
MNC-a odigrava se preko obe funkcionalne grupe, §to dovodi do znagajnih promena u

oblasti vibracija karakteristi¢nih za karboksilnu i fosfonatnu kiselinu u spektru FezOs-
DPD MNC-a.
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Slika 5.19: FTIC spektri FesOy4 i Fes04-DPD MNC-a i ¢istog DPD-a
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Jaka interakcija izmedu fosfonatnih grupa i povriine MNC-a se primecuje u oblasti
900-1200 cm™. U spektru DPD-a, u oblasti istezu¢ih vibracija P-O grupe, uocavaju se
vibracione trake na 1204 cm™ i 918 cm™ koje pripadaju P=O i P-OH grupi [167].
Nestanak ovih traka u spektru FesO,-DPD MNC-a i pojava siroke vibracione trake
centrirane na 1040 cm™ koja pripada POs> grupi [168], ukazuje na tridentatni nagin
vezivanja fosfonatne grupe DPD za povrsinu Fe;O4 MNC-a.

U spektru DPD-a dve karakteristi¢ne trake na 1704 i 1414 cm™ koje pripadaju
v(C=0) i W(C—OH) vibraciji iz COOH gupe, u spektru Fe;0,-DPD MNC-a su
pomerene ka nizim talasnim brojevima, 1635 cm™ i 1396 cm™. Na osnovu vrednosti
separacionog talasnog broja, A=239 cm™, moze se zakljuciti da se karboksilna grupa
vezuje kao monodentatni ligand tj., jedna karboksilna grupa iz DPD-a ucestvuje u
vezivanju za povriinu MNC-a, a druga ostaje slobodna. U spektrima Fe;O, i FesO,-
DPD MNC-a, traka na 540 cm™ poti¢e od Fe-O vibracije i potvrduje prisustvo FesOy
nanocestica.

Poredenjem spektra DPD-a sa spektrom Fe;O,-DPD MNC-a, uocavaju se znacajne
promene u oblasti P-O istezu¢ih vibracija ukazuju¢i na snaznu interakciju fosfonatnih
grupa sa Fe3O4 povrsinom, kao i promene u oblasti istezuc¢ih vibracija COOH grupe,

kao dokaz vezivanja obe funkcionalne grupe iz DPD za Fe;04,-MNC.
5.2.5. Karakterizacija TGA metodom

Termijska analiza daje znacajne informacije o procesima dehidratacije,
dehidroksilacije i termijske stabilnosti MNC-a. Termogravimetrijske (TGA) krive za
MNC funkcionalizovane sa CA, DPD, PEG600 i MMSHA prikazane su na slici 5.20a-
d. Pocetni gubitak mase za neoblozene FesO, MNC do 200 °C najverovatnije nastaje
usled gubitka povrsinskih hidroksilnih grupa i adsorbovane vode na povrsini, dok
gubitak mase na visim temperaturama nastaje usled razlaganja amorfnih Fe-hidroksida

pri ¢emu nastaju oksidi gvozde [169].
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Slika 5.20: TGA krive za a.) Fes04-C4A MNC, b.) Fe304-PEG600 MNC, c.) Fe3O4-
DPD MNC i d.) MMSHA

Termogravimetrijska analiza Fe304-CA MNC-a (slika 5.20a) ukazuje na postojanje
kontinualnog gubitka u masi uzoraka koji se odigrava u niz koraka pri zagrevanju od
sobne temperature do 900 °C. Pocetni gubitak mase od 6,1 % odigrava se do 127 °C i
ukazuje na isparavanje adsorbovane vode. U slede¢em koraku koji se odigrava do 159

°C, gubitak mase je 1,3 %. Glavni korak termickog razlaganja uzorka odigrava se u

72



intervalu 159-341 °C sa gubitkom mase od 42 %. Iznad 341 °C nije primecen gubitak
mase. Iz ovih podataka je utvrdeno da zagrevanjem Fe;O4-CA MNC-a od sobne
temperature do 900 °C ukupan gubitak u masi je 49,4 %. Krajnji proizvod termickog
razlaganja je neka od faza gvozde-oksida kao i1 ugljenic¢ni ostaci.

Kontinuirani gubitak mase za Fe;04-PEG600 MNC (slika 5.20b) u temperaturskom
opsegu 200-600 °C iznosi 12 % i nastaje usled termiCkog razlaganja organskih
komponenti, u ovom slucaju polimerne kiseline PEG600. Iznad 600 °C nije primecen
gubitak mase ukazujuéi na potpuno razlaganje polimera kojim su obloZzene MNC.

Gubitak mase za Fe;0,-DPD MNC (slika 5.20c) odigrava se u temperaturskom
opsegu 200-450 °C i nastaje usled termickog razlaganja organskih komponenti, DPD-a.
U ovom opsegu ukupan gubitak mase je 12,5 %. Iznad 450 °C nije primecen gubitak
mase ukazujuéi na potpuno razlaganje DPD-a kojim su oblozene MNC.

TGA kriva za MMSHA (slika 5.20d) pokazuje da se termicko razlaganje odigrava u
tri koraka. Prvi korak koji podrazumeva dehidrataciju odigrava se do 130 °C sa
gubitkom mase od 9,8 %. Gubici mase koji se odigravaju u drugom (200-383 °C) i
tre¢em (do 580 °C) koraku su 33 % 1 51 %. Ukupan gubitak u masi u intervalu od
sobne temperature do 900 °C za MMSHA je 93,8 %.

Rezultati TGA analize pokazuju da su FesO, MNC uspe$no obloZene razligitim

jedinjenjima koji se razlikuju u koli¢ini kojom funkcionalizuju povr§inu MNC-a.
5.3. Magnetne osobine sintetisanih MNC-a
5.3.1. Magnetne osobine Fes0, MNC-a
Magnetne osobine Fe;0, MNC-a odredene su na osnovu vrednosti magnetizacije u
razlicitim poljima (histerezisne krive) pri konstantnoj temperaturi od 300 K. Vrednosti

saturacione magnetizacije i koercetivnog polja (slika 5.21a-c) prikazani su u tabeli 5.3,

kao i vrednosti dijametra Fe3O4 MNC-a odredenih TEM analizom.
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Tabela 5.3: Ms i Hc na 300 K za FesO4 MNC razlicitih dijametara (d), sintetisane iz

razlicitih Fe-soli

Fe soli kori$¢ene u sintezi FezO4

VO Ms (emu/g) d (nm)
Feionoh " "
Feouth o !

Fes(cgz/;c)aj(é)oos 47 6
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Saturaciona magnetizacija za Fes0, MNC sintetisane samo sa Fe?* solima metodom
oksidacione hidrolize (FesO4 oh) je 73 emu/g dok su saturacione magnetizacije za
Fe;04 MNC sintetisane sa Fe?"'Fe®* solima metodom taloZenja iz rastvora 47 emu/g za
sulfate (FesO, ts) i 62 emu/g za hloride (FesOy th). VeliGina sintetisanih FesO, MNC-a
znacajno utice na vrednost saturacione magnetizacije. Iz tabele 5.4, se vidi da magnetna
saturacija (47, 62 i 73 emu/g) raste sa porastom veli¢ine MNC-a (6, 10 i 80 nm).
Razlike u veli¢ini MNC-a su posledica razli¢itih mehanizama reakcije pri stvaranju
Fe30, MNC-a.

Uticaj povrSine U slu¢aju magnetnih nanocestica moze biti presudan za magnetno
ponasanje sistema. Smanjenje veli¢ine dovodi do smanjenja kristalne simetrije na
povrsini koja zajedno sa raskinutim vezama prisutnim na povrSini ¢estice moze
proizvesti razlike u magnetnom ponasanju izmedu povrSinskog sloja i unutrasnje
magnetne structure, i pri tome, izmeniti ukupni odziv nanocesticnog sistema na
primenjeno spoljasnje magnetno polje [170].

Nize vrednosti Ms za sva tri uzorka u odnosu na ¢ist magnetit (92 emu/g) nastaju
zbog adsorbovane vode i antiferomagnetnih amorfnih Fe-hidroksida, kao i zbog
povrsinskih i drugih efekata [171]. Efekat povrSine ima znacajnu ulogu pri prou¢avanju
magnetnih osobina nano&estiénih materijala. Sto je Eestica manja veci je odnos broja
atoma povrSine i zapremine, te su efekti povrSine izrazeniji. Zbog manjeg broja suseda
magnetni joni u tankom sloju povrs$ine, slabije interaguju medusobno, usled ¢ega dolazi
do nepotpune orijentacije njihovih magnetnih momenata u pravcu spoljaSnjeg
magnetnog polja, odnosno do pojave ukoSavanja spinova, koji se ne mogu usmeriti ¢ak
ni kada se primeni jako polje [172].

Sva tri uzorka Fe3O4; MNC pokazuju niske vrednosti koercitivnog polja §to je

karakteristika superparamagnetnih nanocesti¢nih sistema.
5.3.2. Magnetne osobine obloZenih Fe;0, MNC-a
Magnetne osobine Fe304-PEG600 MNC najpre su ispitivane na oshovu

eksperimentalno odredenih temperaturnih zavisnosti magnetizacije uzorka, pri

konstantnom magnetnom polju. Merenja su izvrSena u magnetnom polju jacine H=100
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Oe, u temperaturnom intervalu 1,8-300 K, primenom ZFC i FC rezima rada. Rezultati

ZFC i FC merenja u primenjenom magnetnom polju 100 Oe su prikazani na slici 5.22.

129 FC
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S 4 Tmax—188 K
E | |
") R
p=
6 - .
a4
H=100 Oe
ZFC
2 T T T T T T
0 100 200 300

T (K)

Slika 5.22: Zavisnost magnetizacije od temperature Fe;04,-PEG600 MNC-a (ZFC i FC

merenja) u magnetnom polju jacine 100 Oe

ZFC kriva magnetizacije pokazuje rast do temperature 188 K, gde se nalazi Sirok
maksimum Kkoji odgovara temperaturi blokiranja Tg, posle koje magnetizacija pocinje
da opada. Na temperaturama nizim od Tg, magnetni momenti ¢estica su blokirani duz
pravca ose lake magnetizacije pojedinanih nanocestica, sistem je slabo osetljiv na
spoljaSnje polje i magnetizacija izazvana spoljSnjim poljem je mala. Povecavajuci
temperaturu na kojoj se uzorak nalazi, pri konstantnom polju (100 Oe), magnetni
momenti Cestica pocinju da se poklapaju sa osama lake magnetizacije nanocestica, tj.
termalna energija postaje veca od energije anizotropije 1 omogucava magnetnim
momentima nanocestica da se postave u pravcu spoljaSnjeg magnetnog polja
(odblokiraju se) i magnetizacija raste. Na Tg, magnetni moment nanocestica su
odblokirani (slobodno se krecu u svim pravcima kao kod paramagnetika), tj. mogu se
postaviti u smeru spoljaSnjeg magnetnog polja i magnetizacija ima maksimalnu
vrednost. Povisavajuci T iznad Tg magnetizacija opada i ponasa se u skladu sa Curie-

jevim zakonom za paramagnetne materijale, tako da T na kojoj se javlja maksimalna
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magnetizacija u ZFC krivoj predstavlja temperaturu blokiranja. Ispod temperature
blokiranja ZFC i FC magnetizacione krive se zna¢ajno razdvajaju: ZFC magnetizacija
ostro opada, dok FC magnetizacija konstantno raste. Konvergencija ZFC i FC kriva na
vi§im temperaturama i njihovo razdvajanje na nizim temperaturama je tipicno za
superparamagnetizam.

Zavisnost magnetizacije od primenjenog magnetnog polja (histerezisne krive) pri
konstantnim temperaturama od 5 K i 300 K za Fe;04-PEG600 MNC prikazani su na
slici 5.23.
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Slika 5.23: Histerezisne krive na temperaturama T=5 K i T=300 K za Fe3;04-PEG600
MNC dobijene talozenjem iz rastvora sa hloridima (Fes04-PEG600 th) i sulfatima
(Fe304-PEG600 ts)
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Vrednosti saturacionih magnetizacija su odredene ekstrapolacijom magnetizacije M
u zavisnosti od 1/H i dobijene vrednosti Ms na T=300 K su 70 emu/g za Fe30,-
PEG600 th i 59 emu/g za Fes04-PEG600 ts MNC. U tabeli 5.4 su prikazane
saturacione magnetizacije za Fe;04-PEG600 th i Fes04-PEG600 ts MNC na T=5 K i
T=300 K.

Tabela 5.4: Saturaciona magnetizacija za Fe304-PEG600 th i Fe;04-PEG600 s MNC
na T=5KiT=300 K

y Ms (emu/Q) Ms (emu/g)
MNC T=5K T=300 K
Fe304-PEG600 th 81 70
Fe304-PEG600 ts 70 59

Na temperaturi 300 K magnetizacione krive pokazuju neznatno koercitativno polje
Hc < 25 Oe i remanentnu magnetizaciju jednaku nuli, Sto je karakteristika za

superparamagnetno stanje [173].

Histerezisne krive na T =5 K i T = 300 K za Fe;04,-CA i Fe;0,-DPD MNC
prikazane su na slikama 5.24 i 5.25. Vrednosti saturacionih magnetizacijana T=5Ki
T =300 K za Fe30,4-CA i Fe304-DPD u odnosu na FezO, th i Fe3O4 ts MNC prikazani
su u tabeli 5.5.
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Slika 5.24: Histerezisne krivena T=5K i T = 300 K za Fe;0,-CA
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Slika 5.25: Histerezisne krive na T=5 K i T=300 K za Fe;04,-DPD

Tabela 5.5: Saturaciona magnetizacija za Fe304-CA u odnosu na FesO4 th i
Fe304-DPD u odnosu na FesOs ts MNC-anaT=5K i T =300 K

y Ms (emu/Q) Ms (emu/g)
MNC T=5K T=300 K
Fes04,-CA th 35 25
Fe304 th 71 62
Fe304-DPD ts 50 42
FesO4 ts 58 49

Vrednosti Mg oc¢itanih sa krivih M(H) na sobnoj temperaturi za Fe;04-CA th i Fe30,-
DPD ts su 25 i 42 emu/g. Nize vrednosti izmerene Ms za Fe;04-CA th i Fe;04,-DPD ts
u odnosu na neoblozene Fe304 th i FesO4 ts MNC su usled nemagnetnog monosloja
koji se nalazi na njihovoj povrsini. Na osnovu TGA analize, CA ¢ini deblji sloj (49,4
%) kojim su oblozene Fes0, MNC u poredenju sa DPD-om (12,5 %), §to smanjuje
sadrzaj FezO, i samim tim se dobija niza vrednost Ms. Takode, nije iskljucena
oksidacija MNC-a tokom procesa reakcije, §to dovodi do formiranja nekih ne
magnetnih Fe-oksida [174]. Osim toga, razlika u magnetizaciji izmedu oblozenih i
neoblozenih Fes0, MNC-a, moze se pretpostaviti da poti¢e i od promene spinske
konfiguracije, koja potice od Fe—O—-C veza koje se formiraju izmedu povrsinskih Fe
atoma i karboksilnih grupa iz CA. Karboksilati na povrsini MNC-a mogu da

prouzrokuju promene u kristalnoj i magnetnoj strukturi, ukljucujuci i promene u
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orijentaciji magnetnih momenata (“spin canting”) §to moze imati za posledicu
smanjenje vrednosti saturacione magnetizacije [175]. Vrednosti remanentne
magnetizacije i koercitivnog polja bliske nuli ukazuju na superparamagnetno ponasanje
MNC-a.

Na slici 5.26 je prikazana zavisnost magnetizacije od primenjenog magnetnog polja
za MMSHA na T = 300 K. Niska vrednost Ms za MMSHA, Ms = 2 emu/g je posledica

male koncentracije nanocestica u HSA matriksu.
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Slika 5.26: Histerezisna krivana T = 300 K za MMSHA

5.3.3. Magnetna hipertermija

Efikasnost zagrevanja MNC-a odredena je merenjem specifi¢ne apsorpcije - SPA u
naizmeni¢énom magnetnom polju odredene jacine i frekvencije, kako bi se ispitala
moguc¢nost njihove upotrebe u magnetnoj hipertermiji. Odredivanjem nagiba (AT/At)
sa krivih promena temperature ferofluida sa vremenom, vrednost SPA se ra¢una prema

sledecoj relaciji:

AT
SPA::Eff;Fﬁ2 (5.4)
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gde je:
C. — specifi¢ni kapacitet zagrevanja rastvarada’
pc— gustina rastvaraca

& — koncentracija MNC-a
Vrednosti specifi¢ne apsorpcije za MNC kao i za komercijalno dostupne MNC —
MAGNO (nB nanoScale Biomagnetics, Spanija) prikazane su u tabeli 5.6. Merenja su

radena na jacini magnetnog polja od 23,87 kA/m (300 G) i frekvenciji od 580 kHz.

Tabela 5.6: Specificna apsorpcija MNC-a pri H = 23,8 kA/m i f = 580 kHz

« Specifi¢na apsorpcija,
MNC *spa (vlc\)//g)IO J
MMSHA 22
Fes04-DPD 76
Fe304-PEG600 200
MAGNO 210

Odredene SPA vrednosti za prikazane MNC ukazuju da se one mogu Koristiti kao
agensi za in situ magnetnu hipertermiju. Za Fes0, MNC nije odredena SPA vrednost
zbog nestabilnosti uzoraka. Vrednost specifi¢ne apsorpcije za Fe;0,-PEG600 ferofluid
je najbliza komercijalno dostupnim MNC — MAGNO [176].

Na slici 5.27 je prikazana zavisnost promene temperature Fe3O4-DPD ferofluida od
vremena izlaganja spoljasnjem polju na razli¢itim frekvencijama pri konstantnoj ja¢ini
polja od 15,92 kA/m (200 G). Za isti ferofluid, prikazana je zavisnost temperature od
vremena na razli¢itim jac¢inama polja (15,92 i 23,87 kA/m) za f = 252 kHz i f = 577
kHz (slika 5.28).

U klinickoj upotrebi magnetne hipertermije treba imati u vidu i fizioloska
ogranicenja. Magnetno polje visoke frekvencije moze izazvati lokalno zagrevanje u

delu tkiva u kome se ne nalaze magnetne cestice usled vrtloznih struja. Osim klini¢kih

® Sintetisane MNC su dispergovane u vodi (ferofluidi), tako da C. predstavlja specifi¢ni toplotni kapacitet
vode, C. = 4,186 kJ kg* K*
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ogranicenja treba imati u vidu i tehnicka ogranicenja, zato §to se vecina istrazivanja

hipertermije na bioloskim tkivima odvijaju na vrlo uskom opsegu frekvencija [111].
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Slika 5.27: Temperaturni profili za Fes04-DPD MNC na razlicitim frekvencijama i
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5.4. Obelezavanje MNC-asa *°Y

Radionuklidi se mogu Kkoristiti za ispitivanje fizicko-hemijskih svojstava i
biodistribucije novih, neispitanih nano i mikro éestica. U cilju dobijanja stabilnih in
vivo radioobelezenih Cestica, neophodan korak u njihovoj pripremi je optimizacija
uslova obelezavanja. Usled in vivo biodegradacije i reverzibilnog vezivanja Y za
MNC dolazi do njegovog oslobadanja i nakupljanja u zdravim tkivima i organima
[129]. Nevezani *°Y se u jonskom obliku nakuplja u kostima gde ostaje do kraja
raspada i izaziva znacajnu toksi¢nost (mijelosupresiju). Zbog toga je vrlo vazno ispitati
postupak radioobelezavanja kojim se radionuklid Y ireverzibilno vezuje za MNC.
Takode, zbog kratkog vremena poluraspada °Y, proizvodni proces je vremenski
ograni¢en 1 oteZan zbog rizika od kontaminacije. Prednost koriS¢enja radionuklida za
ispitivanje bioloskih osobina novih materijala je Sto proces radioobelezavanja ne utice
na strukturu i osobine nanocestica. Radioobelezavanje magnetita pruza mogucnosti
odredivanja vrlo malih koli¢ina MNC u slozenim bioloskim sistemima. Vezivanje
radionuklida za Cestice moze biti preko procesa adsorpcije, kovalentnim vezivanjem ili
indirektno preko bifunkcionalnog liganda koji predstavlja sponu izmedu MNC i
radionuklida. Za obelezavanje MNC radionuklidom *°Y koris¢ena je direktna metoda
koja podrazumeva inkubaciju MNC sa %Y na odredenoj temperaturi 1 vremenu. 0y se
vezuje za MNC preko povrsinskih funkcionalnih grupa gradenjem kovalentne veze.

U tabeli 5.7 su prikazani prinosi obelezavanja °Y-MNC-a, obelezeni pri razli¢itim

uslovima, odredeni ITLC-SG metodom.

Tabela 5.7: Prinosi obelezavanja **Y-MNC-a odredeni ITLC-SG metodom

Prinos obelezavanjana | Prinos obeleZavanja na
Oy-MNC T=25 °C, 30 min T=80 °C, 30 min
(ITLC-SG) (ITLC-SG)
0v_Fe;04 MNC 65,5 % 67,5 %
0y -Fe304-PEG600 MNC 96,4 % 97,2 %
v _-Fe;0,-DPD MNC 98,8 % 99,4 %
OY-MMSHA 713 % 75,7 %
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Kao §to je pomenuto, u vodenim rastvorima Fe atomi stvaraju koordinativnu vezu sa
vodom, ¢&ijom disocijacijom povr§ina Fe;O4 MNC ostaje funkcionalizovana u obliku
Fe-OH. U zavisnosti od pH rastvora, povrSina magnetita je pozitivna ili negativna [78].
U kiseloj sredini, hidroksilne grupe na povrsini MNC-a su protonovane (=FeOH,")
gineé¢i povrsinu MNC-a pozitivnom, dok u baznoj sredini tj. iznad IEP magnetita
(pH=6,2) hidroksilne grupe su deprotonovane (=FeO’) ¢&ineéi povrsinu MNC-a
negativno naelektrisanom [158].>* Na osnovu ovoga pretpostavlja se da se negativno
naelektrisane Fe;0, MNC obelezavaju sa **Y** na pH iznad 6,2. Uspesno obelezavanje
Fe;04 MNC-a sa Y*" postignuto je na pH ~ 6,5. Dodatak vrlo male zapremine *°YCl;
(1 pL) u rastvor Fes04 MNC-a ne utie zna¢ajno na promenu pH, a samim tim i
osobine Fes0, MNC. Fes0, MNC su obelezene radionuklidom *°Y sa prinosom
obelezavanja od 67,5 % usled prisustva deprotonovanih hidroksilnih grupa (-FeO’) na
njihovoj povrsini [158].

Zahvaljujuéi prisustvu karboksilnih i fosfonatnih funkcionalnih grupa na povrsini
MNC-a koje poti¢u od dodatih jedinjenja za oblaganje, sintetisane MNC imaju izrazito
negativno naelektrisanu povrsinu na pH = 5-6 §to je veoma povoljno radi njihove dalje

funkcionalizacije sa *°Y koji se nalazi u obliku trovalentnog *Y**

jona. Vrednost zeta
potencijala za Fe304-PEG600 na pH=5,5 iznosi -24,3 mV, dok je vrednost zeta
potencijala za Fe;0,-DPD MNC na pH=5, -50,9 mV. Zahvaljujuéi prisustvu
disosovanih karboksilnih grupa (-COO") na povrsini *Y-Fe;0,-PEG600 MNC-a,
prinos obelezavanja je veéi od 96 %. U vezivanju DPD za povrsinu MNC-a ugestvuju i
karboksilne i fosfonatne grupe. Odreden broj karboksilnih i fosfonatnih grupa DPD-a
ostaje slobodan za dalju funkcionalizaciju sa *Y. Ve¢i broj funkcionalnih grupa na
povrsini Fes04-DPD MNC uti¢e na veéi prinos obelezavanja Fes0,-DPD MNC u
odnosu na Fes04-PEG600 MNC (tabela 5.7).

Definisana primarna struktura i visok sadrzaj naelektrisanih amino kiselina, ¢ine
albuminske cestice pogodne za elektrostaticku adsorpciju pozitivno (ganciclovir) [177]
ili negativno (oligonukleotid) [178] naelektrisanih molekula bez potrebe za prisustvom
drugih jedinjenja. Takode, Schiller i saradnici [179] su uspesno obelezili albuminske
mikrosfere sa %Y bez DOTA helatora, §to ukazuje na moguénost obelezavanja
direktnim vezivanjem Y za povrsinu mikrosfera. Maksimalni prinos obelezavanja za
%Y_MMSHA, odreden ITLC-SG metodom je 75,7 %. Metodom taloZenja pomoéu
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spoljasnjeg magneta odredena vrednost prinosa obelezavanja (77 %) je u saglasnosti sa

prethodnim rezultatom.

5.5. In vitro stabilnost °Y-MNC-a i °Y-MMSHA

Ispitivanje in vitro stabilnosti **Y-MNC-a i *®Y-MMSHA na sobnoj temperaturi u
fizioloskom rastvoru (FR) i humanom serumu (HS), praceno je u toku 72 h od trenutka
obelezavanja odredivanjem radiohemijske ¢isto¢e ITLC-SG radiohromatografskom
metodom (tabele 5.8 i 5.9). Pri odredivanju radiohemijske ¢istoce, Y**
jedini radioaktivni produkat degradacije *Y-MNC i *Y-MMSHA. U ovom sistemu

%0v3* se pomera sa frontom rastvaraca (R = 0,9-1,0), dok *Y-MNC i Y-MMSHA

se javlja kao

ostaju na mestu nano$enja uzorka (R¢ = 0,0-0,1).

Nakon inkubacije od 72 h u FR i HS, *°Y-Fe;04 MNC pokazuju najmaniju stabilnost
(81 i 79 %) u odnosu na *°Y-Fe;04-PEG600 MNC (94 i 93 %) i *°Y-Fe;04-DPD MNC
(95 1 94 %). Veca stabilnost kod *Y-Fe;04-PEG600 i °Y-Fe;04-DPD MNC-a je usled
vezivanja Y*" za negativno naelektrisane karboksilne i fosfonatne grupe koje se
nalaze na povrdini MNC-a. Prisustvo funkcionalnih grupa na njihovoj povrini
omoguéava elektrostaticko odbijanje izmedu MNC-a i njihovu odli¢nu rasvorljivost i
stabilnost u FR i HS. Kod *°Y-Fes0, MNC-a je primeéena aglomeracija na
fizioloskom pH, dok Y-Fes0,-PEG600 i *Y-Fe;0,-DPD MNC ostaju stabilne bez
vidljive aglomeracije vise od 60 dana.

Na osnovu rezultata in vitro stabilnosti Y-MMSHA-a u FR i HS nakon 72 h (82 i
79 %) moze se zakljuciti da *°Y ostaje vezan za MMSHA dovoljno dugo za moguénu
in vivo primenu, iako ne postoji dodatna funkcionalizacija povrsine mikrosfera u vidu
odgovarajucih helatnih liganada (DTPA, EDTA, DOTA). Moze se pretpostaviti da Y
nije zakacen samo za povrsinu MMSHA ve¢ se nalazi i unutar njih, zakacen za
slobodne Kkarboksilne grupe citratnog ferofluida. Takode, in vitro stabilnost Y-
MMSHA u HS nakom 1 h (90 %) ukazuje na sporije odvajanje *°Y sa povrsine
MMSHA, pa se moze zakljuciti da se on ne vezuje samo za njihovu povrsinu vec je

delom zarobljen i u HSA matriksu.
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Tabela 5.8: In vitro stabilnost °Y-MNC-a i ®°Y-MMSHA u fizioloskom rastvoru na

37 °C tokom 72 h
Radiohemijska ¢istoéa (%)
0y_MNC Vreme

0,5h 1h 24 h 48 h 72 h
%Y _Fe;0, MNC 92 87 85 84 81
%Y _Fe;0,-PEG600 MNC 97 97 97 97 94
%0y _Fe;0,-DPD MNC 98 97 96 96 95
Y- MMSHA 97 94 86 84 82

Tabela 5.9: In vitro stabilnost °Y-MNC-a i ®°Y-MMSHA u humanom serumu na 37 °C

tokom 72 h
Radiohemijska ¢istoéa (%)
OyY_MNC Vreme
0,5h 1h 24 h 48 h 72 h
Y_Fe;0, MNC 91 84 82 80 79
0¥ _-Fe,04- PEG600 MNC 97 97 95 94 93
%0y _Fe;0,- DPD MNC 98 97 95 95 94
Y- MMSHA 96 90 83 82 79

5.6. Biodistribucija **Y-MNC-a i **Y-MMSHA u Wistar pacovima

Mnoga istrazivanja posebnu paznju poklanjaju objasnjenju ponasanja MNC-a nakon
ulaska u krvotok. U cirkulaciji ¢estice interaguju sa proteinima krvne plazme, sto vodi
ka njihovoj opsonizaciji. Cinjenica je da se adsorpcija proteina povec¢ava pri povecanju
povrsinskog naelektrisanja, velicine cestica i hidrofobnosti. Osim toga, adsorbovanjem
proteina povecava se fagocitoza cestica od strane celija retikuloendotelnog sistema —
RES (deo imunog sistema), i njihovo odlaganje u RES organima (jetri, slezini i
kostanoj srzi) ¢ime je spreceno njihovo dopremanje krvotokom do ciljanih celija.
Takode, zbog velikog odnosa povrsine i zapremine kao i hidrofobnog karaktera, usled
van der Waals-ovih interakcija izmedu pojedinaénih MNC-a, one vrlo lako agregiraju.
Iz gore navedenih razloga stabilizacija Fes0; MNC je kljuéna za njihovu
biomedicinsku primenu radi postizanja stabilnosti koloidnih suspenzija MNC-a i

njihovog duzeg zadrzavanja u cirkulaciji.
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Biodistribucija nanocestica nakon injektiranja je pod velikim uticajem interakcija
Cestica sa bioloSkom sredinom i zavisi od fizicko-hemijskih svojstava ¢estica kao $to
su: veli¢ina, povrSinsko naelektrisanje, morfologija, hidrofilnost itd. Medu ovim
faktorima, veli¢ina Cestica ima primarni zna¢aj [180]. Cestice veée od 10 pm se
nakupljaju u plu¢ima, dok se submikronske odstranjuju od strane RES-a pa se cestice
veée od 100 nm najvise nakupljaju u jetri i slezini (0,2-3 um), dok Cestice manje od 30
nm imaju tendenciju nakupljaja u kostanoj srzi [181, 182].

Podaci vezani za in vivo stabilnost i farmakokinetiku MNC-a su dobijeni
radiotraserskom metodom. Na slici 5.29 su prikazani rezultati biodistribucije *°YCls
(izraZeni u procentima injektirane doze po gramu tkiva) u zdravim Wistar pacovima, 30
min i 24 h nakon intravenskog (i.v.) injektiranja. **YCl; se vrlo brzo uklanja iz
cirkulacije, a nakon 24 h ostaje samo 1 %. Najve¢e nakupljanje **YCl; je u jetri,
bubrezima i kostima. Maksimalno nakupljanje je u jetri 24 h nakon i.v. injektiranja
(5,80 % ID/g). To se moze objasniti prisustvom koloidne forme YClz u krvi koju
odmah preuzimaju fagocitne ¢elije i prenose u jetru. Nakupljanje *Y u bubrezima
ukazuje na znacajnu ulogu bubrega u eliminaciji katjona *Y**. Ogekivano nakupljanje
%0y je u kostima gde koncentracija raste tokom vremena: 57,56 % ID/g za prvih 30 min
nakon intravenskog injektiranja i 72,26 % ID/g nakon 24 h, dok se smanjuje u ostalim
organima. U tabeli 5.10 je su prikazani rezltati biodistribucije **YCl; u organima sa

maksimalnom akumulacijom.
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Slika 5.29: Biodistribucija **YCl; (% 1D/g)
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Tabela 5.10: Biodistribucija *®YClsu organima sa najvecim nakupljanjem (% 1D/g)

% ID/g
Organ Vreme
0,5h 24 h
Jetra 6,80 £0,75 5,80+0,45
Bubrezi 9,12+0,78 15,65+1,03
Femur 57,56+4,46 72,26+5,34

Biodistribucija *°Y-Fe;0, MNC u zdravim Wistar pacovima prikazana je na slici

5.30. Sa grafika se moZe videti da se *°Y-Fe;0, MNC najvise nakupljaju u jetri (14,58

% 1D/g za prvih 30 min nakon intravenskog injektiranja i 10,43 % ID/g nakon 72 h) sa

znacajnim nakupljanjem i u plu¢ima (12,14 % ID/g nakon 30 min i 5,35 % ID/g nakon

72 h). Njihovo nakupljanje u plu¢ima moze se objasniti veli¢inom cestica koje usled

velikog odnosa povrSine 1 zapremine imaju tendenciju da se aglomeriSu u

mikrometarske aglomerate. Zbog hidrofobne povrSine najcesée bivaju zahvacene od

strane Kupferovih ¢elija u jetri. Takode, veliki odnos povrSine i zapremine kao i

adsorpcija proteina iz plazme dovodi do brzog uklanjanja *Y-Fe;0, MNC-a iz

cirkulacije (0,33 % ID/g nakon 0,5 h). U tabeli 5.11 je prikazana biodistribucija u

organima sa maks

imalnim nakupljanjem *°Y-Fe;0, MNC-a.
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Slika 5.30: Biodistribucija *°Y-Fe;0.4 (% ID/g)
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Tabela 5.11: Biodistribucija *°Y-Fes04 MNC u organima sa najvecim
nakupljanjem (% ID/g)

% ID/g
Organ Vreme
0,5h 1h 24 h 48 h 72h
Pluc¢a 12,14+0,96 | 10,64+0,95 | 11,20+1,02 | 8,60+0,80 5,60+0,48
Jetra 14,58+1,32 | 14,68+1,23 | 13,44+1,15 | 12,74+1,09 | 10,43+0,96
Slezina 3,06+0,25 2,92+0,19 2,70+0,21 2,70+0,19 2,60+0,22
Femur 10,23+0,96 | 14,56+1,32 | 15,43+1,46 | 17,15+1,65 | 18,6+1,78

Biodistribucija *°Y-Fe;04-PEG600 MNC-a (slika 5.31) pokazuje da se one najvise
nakupljaju u jetri (19,61 % ID/g nakon 30 min od injektiranja i 17,56 % ID/g nakon 72
h), zatim u slezini (8,20 % ID/g nakon 30 min i 6,96 % ID/g nakon 72 h) i u plu¢ima
(2,00 % ID/g nakon 30 min i 0,80 % ID/g nakon 72 h). Posebno treba ista¢i da ove
MNC pokazuju dugo vreme zadrzavanja u jetri: 19,17 % ID/g nakon 24 h i 17,56 %

ID/g nakon 72 h od i.v. injektiranja. Prisustvo hidrofilnog polimera PEG600 na

povrsini MNC-a spre¢ava njihovu aglomeraciju u mikrometarske Gestice zbog ¢ega je i

znacajno smanjeno nakupljanje u pluéima u odnosu na *°Y-Fe;04 MNC. Takode,

oblaganjem Fe;04 MNC-a polimerom produZeno je vreme zadrZavanja u krvi: 2,12 %
ID/g u odnosu na 0,33 % ID/g za *Y-Fe;0, MNC nakon 0,5 h. U tabeli 5.12 je
prikazana biodistribucija u organima sa najvecom akumulacijom *°Y-Fe;0,-PEG600

MNC.
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Slika 5.31: Biodistribucija *°Y-Fe;04-PEG600 MNC-a (% 1D/g)
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Tabela 5.12: Biodistribucija *°Y-Fe;04-PEG600 MNC u organima sa najveéim
nakupljanjem (% ID/g)

% ID/g
Organ Vreme
0,5h 1h 24 h 48 h 72 h
Pluca 2,00+0,16 1,30+0,12 1,10+0,09 1,00+0,08 0,80+0,07
Jetra 19,61+1,86 | 19,68+1,90 | 19,17+1,88 | 18,54+1,80 | 17,56£1,69
Slezina 8,20+0,79 6,78+0,65 6,96+0,60 6,86+0,61 6,96+0,59
Femur 1,80+0,14 2,43+0,21 4,56+0,38 5,96+0,55 6,10+0,56

Biodistribucija *°Y-Fe;0,-DPD MNC-a prikazana je na slici 5.32. Najvece
nakupljanje *°Y-Fe;0,-DPD MNC-a je u jetri, 10,70 % ID/g nakon 30 min i 11,79 %
ID/g, nakon 72 h od i.v. injektiranja. Oblaganjem FesO, MNC-a DPD ligandom
produZeno je vreme zadrzavanja u krvi (1,25 % ID/g nakon 0,5 h) u odnosu na *°Y-

Fes0, MNC (0,33 % ID/g nakon 0,5 h). Mali procenat radioaktivnosti u femuru nakon

72 h (3,54 % ID/g) ukazuje na slabo otpustanje *°Y sa povrsine MNC-a i njihovu dobru
in vivo stabilnost. U tabeli 5.13 je prikazana biodistribucija u organima sa najvecom

akumulacijom *°Y-Fe;0,-DPD MNC-a.
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Tabela 5.13: Biodistribucija *°Y-Fes04-DPD MNC u organima sa najvecim
nakupljanjem (% ID/g)
%IDl/g
Organ Vreme
0,5h 1h 24 h 72 h
Pluca 1,00+0,087 1,83+0,16 1,38+0,11 1,23+0,10
Jetra 10,704,098 11,28+1,10 11,75+1,12 11,79+1,13
Slezina 1,79+0,15 0,88+0,07 1,04+0,09 0,87+0,07
Femur 1,11+0,10 1,84+0,17 2,82+0,22 3,54+0,31

Najvece nakupljanje *°Y-MMSHA je u pluéima, 94,13 % ID/g 1 h posle i.v.
injektiranja (slika 5.33). Ovako visok stepen nakupljanja u pluéima je zahvaljujuéi
njihovoj veli¢ini od 20 um. Poznato je da se mikrosfere humanog albumina (HSA MS)
veli¢ine 5-30 pum ve¢inom nakupljaju u plu¢ima, nakon intravenske administracije i
prolaska kroz pulmonarnu arteriju [183-185]. Na osnovu izmerene radioaktivnosti u
plu¢ima nakon odredenog vremena (24 i 72 h) mogu se dobiti podaci za in vivo
stabilnost *°Y-MMSHA. Rezultati biodistribucije u pluéima nakon 72 h (87,64 %
ID/g), ukazuju na zadovoljavajucu in vivo stabilnost *°Y-MMSHA koja je u saglasnosti
sa in vitro rezultatima. Takode, dokaz njihove in vivo stabilnosti je mali procenat
radioaktivnosti u kostima (12,57 % ID/organ nakon 72 h) $to ukazuje na slabo
otpustanje *°Y sa povrsine MMSHA. Rezultati biodistribucije **Y-MMSHA nakon 1 h
pokazuju mali procenat radioaktivnosti i u drugim organima (0,45 % ID/g jetra, 0,11 %
ID/g creva, 0,78 % ID/g bubrezi i 0,19 % ID/g slezina) (slika 5.34). Dominatno
nakupljanje Y-MMSHA u jednom organu, plu¢ima, je u saglasnosti sa FESEM
rezultatima na osnovu kojih je pokazano da vecina €estica ima uniformnu veli¢inu ~20
um. Pretpostavlja se da se nakon degradacije MMSHA, MNC koje se nalaze unutar
njih elimini$u preko bubrega (1,59 % ID/g nakon 72 h). U tabeli 5.14 prikazan je
procenat injektirane doze po gramu tkiva u kojima je doslo do najveceg nakupljanja
Y-MMSHA-a.
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Slika 5.33: Biodistribucija *Y-MMSHAu svim organima (% 1D/g)
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Slika 5.34: Biodistribucija u organima sa smanjenim nakupljanjem

Y- MMSHA (% 1D/g)

Tabela 5.14: Biodistribucija *Y-MMSHA u organima sa najveéim

nakupljanjem (% ID/g)

1h 24 h 72 h
Pluca 94,13+8,67 91,18+9,02 87,64+8,12
Jetra 0,45+0,03 0,53+0,05 0,64+0,05
Slezina 0,19+0,01 0,22+0,01 0,25+0,01
Femur 4,19+0,35 7,37+0,71 12,57+1,11
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Razli¢it in vivo profil MNC-a ukazuje na vaznost funkcionalizacije povrsine MNC-
a8, U ovom slucaju sa polimerom PEG600 i ligandom DPD, koji poboljsavaju
hidrofilnost povrsine MNC-a spretavajuéi njihovu aglomeraciju. Takode,
funkcionalizacijom povrsine MNC-a poveéava se in Vvivo stabilnost, kao i duZe vreme
zadrzavanja MNC-a u jednom organu $to je veoma bitno za upotrebu MNC-a u
terapijske svrhe. Stavljanjem MNC-a u HSA matriks, nastaju MMSHA koje
zahvaljuju¢i svojoj veli¢ini mogu da se koriste za lokalnu radionuklidnu terapiju

razli¢itih vrsta tumora.
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6. ZAKLJUCAK

> Za sintezu MNC-a na bazi Fe;O, koris¢ene su dve metode sinteze, talozenje iz
rastvora i oksidaciona hidroliza, sa ciljem dobijanja MNC-a razli¢itih oblika,
morfologije i magnetnih osobina. Najvec¢u vrednost Ms, 73 emu/g, imaju Fe3O,4 oh
MNC koje su oktagonalnog oblika i veli¢ine 80 nm. Vrednosti Ms za FesOy th
sfernog oblika i velicine 10 nm i Fe3O4 ts oblika kvadra i veli¢ine 6 nm su 62 emu/g
i 47 emu/g, redom.

> Oblaganjem MNC-a jedinjenjima razli¢itim po strukturi i hemijskom sastavu
sintetisane su biokompatibilne MNC koje mogu da se Koriste in vivo. Takode,
smanjena je aglomeracija nanocestica i dobijene su stabilne koloidne suspenzije -
ferofluidi.

> Razli¢iti na¢ini sinteze oblozenih MNC-a su uticali na njihove magnetne osobine, iz
razloga sto metod sinteze uti¢e na strukturne i mikrostrukturne osobine, a samim
tim i na ostale fizicke osobine. Najbolje magnetne osobine imaju Fe3O4-PEG600
MNC sintetisane in situ talozenjem iz rastvora sa hloridima (70 emu/g) i sulfatima
(59 emu/g), u poredenju sa Fes04-DPD (42 emu/g) i Fes04-CA (25 emu/g) MNC-a,
Cije oblaganje je uradeno nakon sinteze magnetita.

> Osim modifikacije povrsine FesO, MNC-a oblaganjem razli¢itim jedinjenjima,
uradena je i inkapsulacija MNC—a u HSA matriks, pri ¢emu nastaju MMSHA
prosecne velicine 20 pum. Biodistribucija ovih cestica se zbog njihovih
mikrometarskih veli¢ina znagajno razlikuje od biodistribucije MNC-a veligine do
100 nm koje ulaze u njihov sastav. Zbog male koli¢ine inkapsuliranog magnetita u
odnosu na kolicinu HSA, ove MMSHA imaju slabe magnetne osobine (Ms = 2
emu/q).

» Prema poziciji refleksionih maksimuma i relativnih inteziteta na difraktogramima za
Fes04 th, Fes04,-CA MNC i MMSHA, kao i po izrazito crnoj boji, moze se
zakljuciti da su sintetisane nanocestice magnetiti.

» Hidrodinamicki pre¢nici mereni DLS metodom (25 nm za Fe;O4-CA, 29 nm za
Fes04-DPD i 46 nm za Fe;04,-PEG600 MNC) su veéi u odnosu na veliginu estica
dobijenu TEM-om (11 nm za Fe;04-CA, 6 nm za Fe;0,-DPD i 10 nm za Fe30;-
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PEG600 MNC), jer se uzima u obzir i dodato jedinjenje za oblaganje MNC-a. Ovi
rezultati dokazuju da su MNC obloZene datim jedinjenjima.

> Uspesno oblaganje tj. funkcionalizacija povrsine MNC-a potvrdena je i metodama
FTIC spektroskopije i termogravimetrijske analize. FTIC spektroskopijom je
ispitana interakcija jedinjenja za oblaganje i Fes0, MNC-a, dok je TGA analizom
odredena koli¢ina jedinjenja vezanog za povsinu MNC-a. Na osnovu poloZaja
vibracionih traka karboksilne grupe koje se javljaju u FTIC spektrima CA i
PEG600, kao i pomeranjima i smanjenjima intenziteta apsorpcije tih traka kod
Fes04-CA i Fe;0,-PEG600 MNC-a, pretpostavlja se da dolazi do interakcije
izmedu atoma Fe na povr§ini MNC-a i karboksilnih grupa iz PEG600 i CA, tj. da se
funkcionalizacija povrsine MNC-a ovim jedinjenjima odigrava preko —COOH
grupe. U FTIC spektru DPD, nalaze se trake karakteristicne za prisustvo
fosfonatnih i karboksilnih grupa. Poredenjem spektra DPD-a sa spektrom Fe3O;-
DPD MNC-a, uogavaju se zna¢ajne promene u oblasti P-O istezuéih vibracija, §to
ukazuje na snaznu interakciju fosfonatnih grupa sa FesO4 povrsinom, kao i na
promene u oblasti istezucih vibracija COOH grupe kao dokaz vezivanja obe vrste
funkcionalnih grupa iz DPD za MNC. Na osnovu ovih rezultata se moze zakljugiti
da se mehanizam interakcije ovih jedinjenja sa povrsinom MNC-a razlikuje. CA i
PEG600 se vezuju preko karboksilnih grupa, dok DPD Kkoristi i karboksilne i
fosfonatne grupe za vezivanje za povrsinu MNC-a.

> Koli¢ina jedinjenja kojim su oblozene MNC znagajno uti¢e na njihove magnetne
osobine s obzirom da deblji nemagnetni sloj umanjuje udeo magnetita. Ukupni
gubici mase, koji se odnose na koli¢inu nemagnetnog sloja, dobijeni na osnovu
TGA analize su 12 % za Fe304-PEG600 th, 12,5 % za Fe304-DPD, 49,4 % za
Fe304-CA i 93,8 % za MMSHA. Ovi rezultati su u saglasnosti sa dobijenim
vrednostima za saturacionu magnetizaciju (70 emu/g za Fe3;04-PEG600 th, 42
emu/g za Fe304-DPD, 25 emu/g za Fe304-CA i 2 emu/g za MMSHA).

» Istrazivanja vezana za magnetnu hipertermiju pokazuju da najbolju SPA vrednost
imaju Fes04-PEG600 MNC (200 W/g), koja je najbliza vrednosti komercijalno
dostupnih MNC - MAGNO. Ostale sintetisane MNC, Fe;0,-DPD MNC (76 W/g) i
MMSHA-a (22 W/g) mogu se koristiti kao agensi za in situ magnetnu hipertermiju,

ali niska vrednost specifi¢ne apsorpcije je nedovoljna za prakti¢nu in vivo primenu.
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> Povrsinsko naelektrisanje MNC-a odredeno je merenjem {-potencijala. Zahvaljujuéi
prisustvu odredenih funkcionalnim grupa na povr$ini MNC-a koje poti¢u od
dodatih jedinjenja za oblaganje, MNC imaju izrazito negativno naelektrisanu
povrSinu na pH = 7 zbog Cega su sintetisani ferofluidi stabilni pri fizioloskim
uslovima. Negativno naelektrisanje povrSine na pH = 5-6 je veoma povoljno radi
njihovog daljeg obelezavanja radionuklidom *°Y koji se nalazi u obliku pozitivnog

%0v3*). Visoki prinosi obelezavanja postignuti su kod *°Y-Fes0,-

trovalentnog jona (
PEG600 (97,2 %) i *°Y-Fe;0,-DPD MNC-a (99,4 %) zahvaljujuéi prisustvu
disusovanih karboksilnih (-CO0O") i fosfonatnih grupa (POs*) na njihovoj povrsini.
Na osnovu prinosa obelezavanja (75,7 %) kod *Y-MMSHA i njihove in vitro
stabilnost u HS nakon 1 h (90 %) moze se pretpostaviti da *°Y nije vezan samo za
povrsinu MMSHA ve¢ se nalazi i unutar njih, vezan za slobodne karboksilne grupe
citratnog ferofluida, kao i da je delom zarobljen u HSA matriksu.

> Najbolju in vitro stabilnost u humanom serumu nakon 72 h imaju *°Y-Fe;0,-DPD
MNC (95 %) i *°Y-Fe;0,-PEG600 MNC (93 %), usled vezivanja *°Y** za
negativno naelektrisane karboksilne i fosfonatne grupe koje se nalaze na njihovoj
povrsini. %0V _Fe;0, MNC pokazuju najmanju stabilnost (79 %).

> Odgovarajuéa hemija omotaéa na povrsini MNC-a utie na adsorpciju proteina,
veli¢inu, oblik i naelektrisanje oblozenih MNC-a, pa samim tim i na in vivo
distribuciju. Osnovni razlog razli¢ite biodistribucije MNC-a i MMSHA-a je razlika
u veli¢ini &estica. **Y-MMSHA pokazuju visok stepen nakupljanja u plué¢ima
(94,13 %ID/g nakon 1 h) zahvaljujuéi veli¢ini od 20 pum, dok *°Y-Fe;0, PY-
Fe304-DPD i PY-Fe30,-PEG600 MNC se najvide nakupljaju u jetri (14,68 %ID/g,
11,28 %ID/g i 19,68 %ID/g nakon 1 h). **Y-Fe;0, MNC pokazuju i znadajno
nakupljanje u plu¢ima (10,64 %ID/g nakon 1 h) jer zbog velikog odnosa povrSine i
zapremine imaju tendenciju da se aglomerisSu i stvaraju mikrometarske aglomerate.
Funkcionalizacijom povriine MNC-a poveéava se in vivo stabilnost, kao i duze
vreme zadrzavanja datih MNC-a u jednom organu §to je veoma bitno za upotrebu
MNC-a u terapijske svrhe.

> Dokaz in vivo stabilnosti radioobelezenih MNC-a je mali procenat radioaktivnosti u
femuru: kod *°Y-Fe;0,-PEG600 (6,10 %1D/g nakon 72 h) i *°Y-Fe;04-DPD MNC-
a (3,54 %ID/g nakon 72 h), §to ukazuje na slabo otpustanje 0y sa povrsine MNC-a
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pa samim tim i ostec¢enje okolnog tkiva bi bilo neznatno. Najmanje stabilne su *°Y-
Fe;04 MNC sa najveéim otpustanjem *°Y u toku vremena (18,6 %1D/g nakon 72 h).
> Visoki prinosi obelezavanija i zadovoljavajuéa in vivo stabilnost *Y-Fe;04-PEG600
i °Y-Fe;0,-DPD MNC-a ukazuju na moguénost njihove primene u radionuklidnoj
terapiji tumora. Pored toga, *°Y-Fe;0,-PEG600 MNC imaju najveéu SPA vrednost
Sto ukazuje na njihov znacajan potencijal u kombinovanoj hipertermijsko-

radionuklidnoj terapiji tumora.
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liganada sa raznim radioizotopima za potrebe nuklearne medicine.

Magdalena Radovi¢ je bila ucesnik na projektu Ministarstva nauke i i zastite zivotne
sredine iz oblasti osnovnih istrazivanja: ev. br. Ol 142004: “Sinteza, karakterizacija i
primena koloidnih disperzija neorganskih materijala nanometarskih veli¢ina” u periodu
2009-2010. godine. Takode je bila ucesnik na Medunarodnom koordinisanom
istazivackom projektu sa Instituto de Nanociencia de Aragon iz Saragose, Spanija:
"Multifunctional magnetic nanoparticles for diagnosis and therapy in biomedicine,
using MRI, PET and magnetic hyperthermia” u periodu 2010-2012. godine. Sada je
ucesnik na projektima Ministarstva prosvete i nauke Republike Srbije iz oblasti
integralnih i interdisciplinarnih istrazivanja: ev. br. 111 45015 pod nazivom “Magnetni i
radionuklidima obelezeni nanostrukturni materijali za primenu u medicini” i ev. br. 11l
43009 pod nazivom ,,Nove tehnologije za monitoring i zastitu zivotnog okruzenja od
Stetnih hemijskih supstanci i radijacionog opterec¢enja”. Ucesnik je medunarodnog
projekta: FP7-ERAChairs-PilotCall-2013, MAGBIOVIN — Strengthening of the
MagBioVin Research and Innovation Team for Development of Novel Approaches for
Tumour Therapy based on Nanostructured Materials (2014-2018. godine).

Autor ili koautor je 4 rada od ¢ega su 3 publikovana u vrhunskim medunarodnim
casopisima (kategorije M21), 1 u istaknutom medunarodnom casopisu (kategorije
M?22); 2 rada u casopisima nacionalnog znacaja (M51 1 M52), 9 saopStenja na
medunarodnim nau¢nim skupovima (kategorije M33 i M34); 2 saopStenja na domacim
nauc¢nim skupovima (kategorije M64); 1 poglavlja u knjizi istaknutog medunarodnog
izdavaca (kategorije M14).
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Prilog 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

[ToTmiucaHu-a Marnanena Pagosuh

Opoj UHIEKCa 307/09

N3jaBmpyjem
1a je JOKTOpCKa JucepTalyja 1mo1 HacI0BOM

MarnetHe HaHOuecTulle Ha 0a3u Fe;O4 oOenexene paTuoaKTHBHUM UTPHjyMOM 3a
MOTryhHY NpHUMEHY y XHIIEPTEPMH]CKO-PaIHOHYKIHIHO] TEPAIIUjU TYMOpa

o pe3yITaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT paja,

. Jla TIpeJUIOKeHa AUcepTalyja y [eIUHH HU y JeI0OBUMa HUje OUia mpeaiokeHa
3a go0ujame OWIO Koje [OUIUIOME TIpeMa CTYIMjCKHM IporpaMHMa JIpyrux
BHCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA,

° Ja Cy pe€3yjiTaTh KOPEKTHO HAaBEACHU U

o Ja HHCaM KpLIMO/Jla ayTOpcKa MpaBa M KOPHUCTHO HHTENIEKTYalHy CBOJHHY
JPYTHX JIHLA.

IoTnuc ao0KTOpaHga

1/ . D 14
( ,’v/(é//‘qL?/lé//& /a9 ’of
L7 Y

VY Beorpany, 03.02.2017.
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Prilog 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LWITaMMaHe U erieKTPoHCKe
Bep3u1je AOKTOPCKOr paaa

Vme u npe3uMe aytopa Marnanena Pagosuh

Opoj uHIeKca 307/09

CTyaujcKu Iporpam

HacnoB pama_MarnetHe HaHodectuile Ha Oasu Fe;O, obenexeHe paaroOaKTHBHHM
HTPHjyMOM 3a MOryhHY NpHMEHY V XHIEPTePMHjCKO-DAIHOHYKIMIHO] Tepanuju
Tymopa

MenTopu__penoBuu npodecop v nensuju _ap [Thenan Munjanuh u Hay4yHH CaBETHUK
1p Cama Bpamem-bypuh

[Totnucanu/a Marnanena Pagosuh

U3zjaB/byjeM Ja je mramiaHa Bep3dja MOT JOKTOPCKOT PalauCTOBETHA EIEKTPOHCKO)
Bep3uju KOjy cam Tpexao/ra 3a oOjaB/bHBamke Ha Iopraly JururaaHor
peno3uTopHjyMa YHuBep3urteray beorpany.

Jlo3B0JbaBaM Jia ce 00jaBe MOjH JTHYHM MOJAIH Be3aHH 3a J00Hjakbe aKaIeMCKOT 3Barba
JIOKTOpa HayKa, Kao LITO Cy HMe U [pe3uMe, TOJMHA 1 MECTO pohema i AaTyMm oa0paHe
pana.

OBM JIMYHH TOJAId MOTY ce O00jaBUTH Ha MpPEKHUM CTpaHMIlaMa [JUIHTajIHe
OUOIHOTEKE, Yy EJIEKTPOHCKOM KaTajlory M y myOnaukanujamMa YHHBEp3HTETa Y
Beorpany.

IloTnmc J0KTOpaHaa

/

Y fl
¢ L/a/m/zc‘m 1_/0/,341U,L
c

V Beorpaxy, ___ 03.02.2017.
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Prilog 3.
MUsjaBa o kopuwihery

OsnamhyjeM YHuBep3urercky o6ubnuoreky ,,CBero3ap Mapkosuh™ na y JlururamHu
pEmo3UTOPHjyM YHHBep3uTeTa y beorpaay yHece Mo0jy AOKTOPCKY AMCEpTaLHUjy MOA
HaCcJIOBOM:

MaruetHe HaHouectuie Ha 0asu Fe;Os obenexkeHe paJMOaKTHBHUM HMTPHjYMOM 3a

MorvhHy IpUMEHY V XHUIIEPTEPMHU]CKO-PAAHOHVKIUIAHO] TEPAIH]A TYMOpa

KOja j& MOje ayTOpCKO JeJ0.

JlucepTalijy ca CBUM IIPUIO3UMa IIPeIao/1a caM y eIeKTPOHCKOM (opMaTy MOroIHOM
3a TPajHO apXUBUPAHE.

Mojy JOKTOpPCKY JuCepTalujy MOXpameHy y JIUTUTaaTHH  PENO3HTOPHjyM
VuuBep3uTeTa y beorpaay Mory na KOpHUCTE CBH KOjU IIOIITYjy OApeade caapikaHe y
omabpanom tuny aunenune Kpearusne 3ajennune (Creative Commons) 3a Kojy cam ce
OUTy4HO/11a.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLIH]ATHO

3. AyTOpPCTBO — HEKOMEPIHjaJdHo — 0e3 mpepajae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjaTHO — JSTUTHU 10 HCTHM YCIOBUMA
5. AytopcTBo — 6€3 mpepane
6. AyTOpPCTBO — JEIUTH II0J HCTUM YCIOBHMA

(MoauMO [1a 3a0KpY)KHUTE CamoO jeaHy OJ ILIeCT MOHYyheHHX IMLEHLH, KpaTaK OIHC
JMIIEHIIH JaT je Ha mojiehuHu I1ucTa).

Ilornuc 10KTOpaHa2

A

V Beorpany, ___ 03.02.2017.
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