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Rezime

Nanomaterijali  zahvaljuju¢i svojim malim dimenzijama 1 raznovrsnim
fizickohemijskim osobinama imaju velik potencijal za primenu u razli¢itim oblastima
zivota. Medu nanocestice sa Sirokom upotrebom u biomedicini ubraja se fuleren Cgp.
Njegova slaba vodorastvorljivost moze se prevazi¢i derivatizacijom, pri ¢emu fuleren
sti¢e nova svojstva koja uticu na njegovu funkcionalnost. Najpoznatiji vodorastvorni
derivati Cep su fulerenoli (Ceo(OH),, n=2-40), koji imaju velik potencijal za primenu u
medicini. Taj potencijal je baziran na njihovoj sposobosti da u bioloskim sistemima
skupljaju slobodne radikale nastale u oksidativnom stresu. Medutim, sa druge strane,
fulerenoli imaju sposobnost da pod odredenim uslovima deluju prooksidativno. Zbog
toga je neophodno definisanje koncentracija i uslova pod kojima fulerenol i njegovi
derivati deluju kao antioksidanti odnosno prooksidanti. Taj aspekt je veoma vazan zbog
uticaja ovih nanoCestica na DNK 1 odreduje u velikoj meri njihova genotoksi¢na
odnosno antigenotoksi¢na svojstva. Pored uticaja koncentracije nanocestica na
oksidativni status, na genotoksi¢nost uticu 1 fiziCkohemijske karakteristike samih
nanocestica kao $to su: veli¢ina, oblik, povrSinsko naelektrisanje, Cistoca, rastvorljivost,
povrsinske modifikacije 1 agregacija, koje je takode potrebno precizno definisati.
Konaéno, ispitivanje uticaja novosintentisanih supstanci sa potencijalom za medicinsku
aplikaciju na DNK, predstavlja neophodan korak pre faze klinic¢kih studija.

Zbog svega navedenog, primarni cilj ovog rada jeste ispitivanje genotoksi¢nih
odnosno antigenotoksic¢nih svojstava vodorastvornog fulerenskog derivata fulerenola
Cs0(OH)24, na dva razliCita sisarska modela. Prvi model je ¢elijska kultura ovarijuma
kineskog hr¢cka CHO-K1, a drugi primarna ¢elijska kultura humanih limfocita. U radu
su evaluirane fizickohemijske karakteristike nanocestice fulerenola Cgy(OH)a u

medijumu za cCelijske kulture sa serumom 1 to u uslovima koji odgovaraju



eksperimentalnim uslovima u testovima mikronukleusa i hromozomskih aberacija.
Zatim je ispitan uticaj fulerenola na prezivljavanje celija u cilju utvrdivanja
subcitotoksicnih koncentracija fulerenola, potrebnih za ispitivanje genotoksi¢nosti 1
antigenotoksicnosti fulerenola. Nakon toga je izvrSena evaluacija incidencije
biomarkera oste¢enja DNK radi utvrdivanja genotoksi¢nog potencijala fulerenola. U
poslednjem segmentu rada je evaluacijom istih biomarkera analiziran i antigenotoksican
potencijal fulerenola, na celijskim kulturama koje su prethodno oSteCene poznatim
citostatskim agensom mitomicinom C.

Rezultati analiza su pokazali da je C¢(OH),4 dimenzija od 40-180 nm u zavisnosti
od kosolventa, kao i da gradi stabilne nanocestice u medijumu za celijsku kulturu sa
fetalnim govedim serumom. Citotoksi¢nost fulerenola krec¢e se u opsegu koncentracija
od 88,6 uM-443.2 uM. Analizom genotoksicnosti fulerenola testom mikronukleusa i
hromozomskih aberacija pokazano je da fulerenol nije bio genotoksican u ispitivanim
¢elijskim kulturama, pri ispitivanim subcitotoksicnim koncentracijama 1 pri datim
vremenskim tretmanima. Ispitivanje antigenotoksi¢nog potencijala je pokazalo da

fulerenol uti¢e na snizavanje ispitivanih biomarkera oste¢enja DNK.
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Title of doctoral dissertation: The influence of fullerenol on the frequency of
chromosome aberrations and micronuclei in ovarian hamster cell line CHO-K1 and in

human peripheral blood lymphocites cell culture

Summary

Nanomaterials, due to their small dimensions and manifold physicochemical
characteristics have great potential for application in various areas of life. One of
nanoparticles with wide implementation in biomedicine is fullerene Cg. Its weak water
solubility can be overcome by derivatization after which fullerene acquires new
characteristics, which affect its functionality. The most famous water soluble Cg
derivatives are fullerenols (Cgo(OH), n=2-40), which have great potential for
implementation in medicine. This potential is based on their ability to collect free
radicals occurring in oxidative stress in biological systems. However, on the other hand,
fullerenols are able to act prooxidatively under certain conditions. Thus, it is necessary
to define concentrations and conditions under which fullerenol and its derivatives act as
antioxidants, i.e. prooxidants. This aspect is very important because of the impact of
these nanoparticles to the DNA, which largely defines their genotoxic i.e. antigenotoxic
characteristics. Besides the impact of nanoparticles’ concentration to oxidative status,
genotoxicity is also affected by physicochemical characteristics of nanoparticles
themselves: their size, shape, surface charge, purity, solubility, surface modifications
and aggregation, which are all necessary to be precisely defined. Finally, the testing of
the impact of newly synthesized substances with potential for medical application to
DNA, represents a necessary step before the phase of clinical trials.

Due to all the above state, the primary aim of this paper was to test genotoxic i.e.
antigenotoxic characteristic of water-soluble fullerene derivative fullerenol Cgo(OH),4,
in two different mammalian models. The first model was an ovarian cell culture of a
Chinese hamster CHO-K1, and the other was a primary humane lymphocyte cell
culture. The paper evaluated physicochemical characteristics of fullerenol nanoparticle
Ce0(OH)y4 in the cell culture medium with serum under the conditions which were in

accordance with the experimental conditions in micronuclei and chromosomal



aberrations tests. Furthermore, the affect of fullerenol to cell survival was tested with
the aim of determination of fullerenol subcytotoxic concentrations, necessary for testing
of fullerenol genotoxicity and antigenotoxicity. After that, the DNA damage biomarkers
incidence evaluation was performed for determination of fullerenol genotoxicity
potential. In the last segment of the paper, the antigenotoxic potential of fullerenol was
analyzed by evaluation of the same biomarkers, in cell cultures, which were previously
damaged by the known cytostatic agent mitomycin C.

The results of the analysis showed that Co(OH),4 dimensions of 40-180nm depended
on the cosolvent, and that it crated stable nanoparticles in the cell culture medium with
fetal bovine serum. Cytotoxicity of fullerenol varied in the range of concentrations from
88.6 uM-443.2 uM. The analysis of fullerenol genotoxicity by the micronuclei test and
chromosomal aberrations test showed that fullerenol was not genotoxic in the tested cell
cultures, at given subcytotoxic concentrations and treatment duration. Testing of
antigenotoxic potential showed that fullerenol affected the decrease of the tested DNA

damage biomarkers.

Key words: nanoparticles, fullerenes, fullerenol, genotoxicity, micronuclei,

chromosomal aberrations

Scientific field: biology
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UDK: 575.224.6:66.017 (043)



Sadrzaj

ZANVAINICA ..ottt ettt b et et e sttt et e a et et ns 3
UVOD .ttt ettt ettt e te e e e s e e b e est e st e enseessenseenseeneenseensenneens 12
INANOCESTICE. ...ttt ettt ettt ettt et e st e e e naee 13
Proizvodnja NanoCeSTICA ......cc.eeiuiiiiiieiiieciie et 14
Podela NANOCESTICA. .....evieiieiieiieie ettt 15
NanoCestice U MEAICIINI.....cceuiieiiieeeiieeeieeecteeesteeeriteeeaeeeeteeeereeesaeeeeseeesseeesaseeas 15
FULETEI 0 eveeeneeeeeeee ettt eeenenenennnes 20
Osnovne karakteristike fulerena i fulerenskih derivata u bioloskom sistemu......... 23
Rastvorljivost fulerenola Coo(OH)ag .couveevieiiiiiiiiiiieiieeieeeeeee e 30
Bioloska aktivnost fulerenola ............ccccueeeiiiiiiiiiieciiiecee e 33
GenotOKSICNOSt NANOCESTICA. .. .veuveeueeiieiieiieriieieete ettt sttt ettt see e sneeeneenees 43
Mehanizmi indukovanja DNK oStecenja nanomaterijalima.............ccooceeveeneenee. 44
Testovi za analizu genotoksiCnosti NANOCESTICA .......eevvveeiierieeiieriieeieeriee e enere e 59
Test MIKIONUKIGUSA. .......cccuviiiiiiece e et 62
Test hromozomsKkih aberacija..........cccueevuiiiiieiiieiiieiieeie e 63
CILJ RADA I RADNA HIPOTEZA .....oooieiieeeeeee ettt 65
CilJEVI ISTTAZIVAN]A ...eevvieiieeiieeiieeie et ettt et te et e e teesaeeesbeesseesnbeesseesnseenseeenseens 65
Radna hIPOteZa .........oooiuiiiiiieceee e e 66
MATERIJAL I METODE ...c..oiiiiiiiiiiiteeeeeet ettt 67
Fulerenol —SINtEZa..........cooouiiiiiiiiiii s 67
MitoMYCIN Co PIAPTEIMA .....eeeiieiieeiiieiieeieerieeeteeteeeteesseeeteesteeebeesseesnseesseessseesssesnseas 68
Fizickohemijska Karakterizacija ..........ccueeevuiieriiiieeiieceiie e 68
DLS - Dinamicko rasipanje svetlosti (engl. Dynamic Light scattering) ................ 68
AFM - Mikroskopija atomskih sila (engl. Atomic Force Microscopy) .................. 68
TEM - Transmisiona elektronska mikroskopija (engl. Transmission Electron
MICTOSCOPE) .ottt et e e eae e st e e st e e st e e s ssa e e saeeessaaeessaeesnsaeesnseens 69
CliTSKE KUITUTC ... 69
Priprema ¢elijske kulture CHO-K1 ovarijuma kineskog hrcéka..........ccccceevveeennennnn. 70
Priprema ¢elijske kulture humanih limfocita...........ccooeviiniiiininie 70
Celijska VIjabilnost 1 IC50 «..vverueeeeeeeeeeeeeee e eeeeee e 70
Odredivanje ICs za fulerenol u CHO-K1 ¢elijskoj kulturi..........cccoeevieiiinninnnen. 71
Odredivanje ICsg za fulerenol u kulturi humanih limfocita.............ccccoeevvieennennne. 72
Test MIKIONUKICUSA. ......coviiiiiiiieiieie et 72
Test mikronukleusa u CHO-K1 ¢elijskoj Kulturi.........cccccvveeeiieeiiieniiiecieeeieee 73
Test mikronukleusa u kulturi humanih limfocita ...........ccccoooiieiiiiiiiiieie, 74
Test hromozomskih aberacija..........cccuviieiiiiiiiiiieiecce e 76
Test hromozomskih aberacija u CHO-K1 ¢elijskoj kulturi...........cccoevvieiieninnnne. 76
Test hromozomskih aberacija u kulturi humanih limfocita............cccccoeeeveeennennne. 77
StatistiCka ANAlIZa .........cccuiiiiiiiieie et 79
REZULTATI ettt ettt et sttt se et e e e naeenes 80
Fizickohemijska karakterizacija fulerenola Ceo(OH)24...eeevveervieriiiniiiiieniieiieeieeniee. 80
DLS - Dinamicko rasipanje SVEtIOSti.......cccuieeiireriieeiiie e eciee e eeee e 80
AFM - Mikroskopija atomskih sila .........cccccceeeiiiiiiiiiiieiieeeee e, 86
TEM - Transmisiona elektronska mikroskopija ........ccccoccveeviieeiiieniieenciieceieeeee, 94
S0 ettt ettt ettt 95
ICsp za fulerenol na CHO-K1 prema protokolu za test mikronukleusa................... 95



ICs za fulerenol na ¢elijskoj kulturi CHO-K1 prema protokolu za test

hromozomskih aberacija..........ccceeviieiiiiiiiiiccie e e 97
ICs za fulerenol u kulturi humanih limfocita prema protokolu za test
MIKTONUKIEUSA ..o 99
ICs za fulerenol u kulturi humanih limfocita prema protokolu za test
hromozomskih aberacija..........ccceeeviiieiiieiiiieciie e e 102
IMIEOMYCIN C ottt et ettt et e st e et e et e eaeesnbeeseesnseenseeenne 105
Uticaj MMC na ucestalost mikronukleusa na CHO-K1 ¢elijskoj kulturi............. 105
Uticaj) MMC na ucestalost ¢elija sa hromozomskim aberacijama na CHO-K1
CelTJSKOJ KUITUIT ..ot aee e 106
Uticaj) MMC na ucestalost mikronukleusa u kulturi humanih limfocita. .............. 107
Uticaj) MMC na ucestalost ¢elija sa hromozomskim aberacijama u kulturi humanih
JIMEOCTEA ...ttt st 108
CHO-K1 Celijska KUltura ..........coocuiiiiiiieiiiieeciie e 109
Uticaj fulerenola na ucestalost mikronukleusa u CHO-K1 ¢elijskoj kulturi........ 110
Uticaj fulerenola na ucestalost mikronukleusa u MMC-tretiranoj CHO-K1 ¢elijskoj
KUIEUTT .ttt sttt st 111
Uticaj fulerenola na ucestalost ¢elija sa hromozomskim aberacijama u CHO-K1
CelIJSKOJ KUITUTT ... 112
Uticaj fulerenola na ucestalost ¢elija sa hromozomskim aberacijama u MMC-
tretiranoj CHO-K1 ¢€elijskoj Kulturi.........cocooiiiiiiiniiiniieececeee, 113
Kultura humanih HmfOCIta.........cccoiiiiiiiiiiiiiieeeee e 114
Uticaj fulerenola na ucestalost mikronukleusa u kulturi humanih limfocita........ 114
Uticaj fulerenola na ucestalost mikronukleusa u MMC-tretiranoj kulturi humanih
TIMTOCTEA . ..ttt et et 115
Uticaj fulerenola na ucestalost ¢elija sa hromozomskim aberacijama u kulturi
humanih HMEOCTta........c.oiiiiiii e 116
Uticaj fulerenola na ucestalost ¢elija sa hromozomskim aberacijama u MMC-
tretiranoj kulturi humanih limfocita ... 117
DISKUSITA .ottt ettt ettt ettt et et e s bt e e sn e saeenseeneenbeenee 119
Fizickohemijske karakteristike fulerenola.............cooccoeiiiiiiiniiiiiiii 120
CitotoksiCnost fUlerenola..........cc.eeiiiieiieiiieierieeee e 123
GenotoksiCnost fUlerenola ..........ooouieiiiiiiiiie e 126
Antigenotoksicnost fulerenola...........cc.eevvieeiieiiiiiiiciiece e 129
Uticaj fulerenola na proliferaciju €elija.......cccooeriiiiniiniiiiniiniiiceececiceceee 132
Uticaj fulerenola na tip hromozomskih aberacija...........ccceeveeieerieeiiienieeieenieeneens 135
ZAKLIUCCT ..ottt 137
REFERENCE ...ttt ettt et sb et e naeens 139
BIOGRAFIJA AUTORA ..ottt enaesae s 165
IZJAVA O AUTORSTVU ..ottt st

Error! Bookmark not defined.

IZJAVA O ISTOVETNOSTI STAMPANE I ELEKTRONSKE VERZIJE
DOKTORSKOG RADA ...ttt ettt
Error! Bookmark not defined.

IZJAVA O KORISCENTU ..o
Error! Bookmark not defined.

10



Skracenice:
AFM - Mikroskop atomskih sila
CBMN - Citohalazin blok mikronukleus test
CHO-K1 - Ovarijum kineskog hrcka
DET - Due exlusion test
DLS - Dinamicko rasipanje svetlosti
EDTA - Etilen-diamintetrasiréetna kiselina
FCS - Fetalni tele¢i serum
FNC - Fulerenolske nanocestice
HA - Hromozomske aberacije
HIV - Virus humane imunodeficijencije
HOPGE - Visoko orijentisani piroliticki grafit
HPLC - Te¢na hromatografija visokih performanci
IL - Interleukini
LDH - Laktat dehidrogenaza
MMC - Mitomycin C
MN - Mikronukleusi
MRI - Magnetno rezonantni imidzing
NC - Nanogestice
NDI - Indeks jedarne deobe
NMR - Nuklearno Magnetna Rezonanca
NO - Azot oksid radikal
PBS - Fosfatni pufer
PEG - poly ethylene-glycol
PHA - Fitohemaglutinin
PM - Polimerne micele
ROS - Reaktivne kiseoni¢ne vrste
RNS - Reaktivne azotne vrste
SPION - Superparamagnetic iron oxide nanoparticles

TEM - Transmisiona elektronska mikroskopija



THF - Tetrahydrofuran
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UvVOD

Nanomaterijali su supstance sa bar jednom dimenzijom manjom od 100 nm.
Zahvaljuju¢i svojim malim dimenzijama kao 1 raznovrsnim fizickohemijskim
osobinama, nanomaterijali imaju velik potencijal za primenu u razli¢itim oblastima
zivota. Zahvaljuju¢i tome, nanotehnologija, kao savremena grana tehnologije koja se
bavi proucavanjem i konstruisanjem nanomaterijala, ubrzano napreduje sticuéi sve veci
naucni i ekonomski znacaj.

Nanomaterijali su nasli svoju primenu u medicini, zastiti zivotne sredine, hemijskoj
industriji, industriji kozmetickih proizvoda, elektronici, energetici, tehnologiji
materijala (Morose, 2010).

U medicini se nanocestice koriste u ciljanom lecenju kancera, kao nosaci lekova, u
dijagnostici, 1 zubnoj protetici (Editorial, 2010). Jedna od znacajnijih bioloSkih primena
nanomaterijala bazira se na njihovim antiviralnim i antioksidativnim svojstvima, kao i
snaznoj fotoindukovanoj aktivnosti pri fotodinamskoj terapiji (Brown i sar., 2006).

Posebnu grupu nanocestica €ine fulereni koji predstavljaju relativno novu grupu
molekula sfernog oblika sacinjenih u potpunosti od ugljenikovih atoma. Hidrofobni su
molekuli, rastvaraju se u nepolarnim organskim rastvara¢ima, a problemi njihove slabe
rastvorljivosti u polarnim rastvara¢ima prevazilaze se hemijskom derivatizacijom tj.
uvodenjem polarnih funkcionalnih grupa. Fulerenoli (Ceo(OH),, n=2-40) predstavljaju
vodorastvorne derivate Cg, koji imaju velik potencijal za primenu u medicini, baziran
pre svega na njihovoj sposobosti da u bioloskim sistemima skupljaju slobodne radikale,
nastale u oksidativnom stresu dejstvom ksenobiotika ili radioaktivnim ozrafivanjem
(Injac 1 sar., 2008, Srdenovi¢, 2010, Bogdanovi¢ i sar., 2008, Trajkovi¢ i sar., 2007).
Takode fulerenoli mogu biti helatori gvozda i1 organoprotektori od toksi¢nosti
indukovane doksorubicinom (Injac i sar., 2008, I¢evi¢ i sar., 2011, Srdenovi¢, 2010).
Konjugovani sa doksorubicinom, imaju potencijal 1 u hemioterapiji kancera (Chaudhuri
isar., 2009).

S druge strane fulereni mogu da se ponasaju i kao generatori oksidativnog oSte¢enja

¢elija tj. nastanka ROS (reaktivnih kiseoni¢nih vrsta). Putem zapaljenskog odgovora i
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oksidativnog stresa nanocestice mogu delovati i citotoksi¢no (Nel i sar., 2006, Xia i sar.,
2006, Sayes i sar., 2007a, Stone i sar., 2007).

Kada je u pitanju uticaj fulerenola na hromozome i DNK, literaturni podaci su jos
uvek veoma oskudni i medusobno tesko uporedivi. Da li fulerenol deluje genotoksi¢no
ili antigenotoksi¢no na sisarske celijske kulture, jo§ uvek nije razjaSnjeno. Zbog toga je
neophodno analizirati uticaj fulerenolskih nanogestica (FNC) na uestalost biomarkera
citogenetskog oSte¢enja DNK-mikronukleusa (MN) i hromozomskih aberacija (HA).
Evaluacija ucestalosti promena na hromozomima kako na neoste¢enoj, tako i na DNK
prethodno oSte¢enoj poznatim agensom, trebalo bi da doprinese rasvetljavanju bioloske

aktivnosti fulerenolskih nanocestica i njihovoj daljoj primeni u biomedicini.

Nanocestice

Nanogestice (NC) predstavljaju strukture sa sve tri dimenzije od 1 do100 nm, koje
zauzimaju posebno mesto u razvoju nanotehnologije. Njihova upotreba je vezana za
razliite oblasti kao §to su biomedicina, humana i veterinarska farmacija, kozmetika,
elektronika, stelt tehnologija, zaStita Zivotne sredine, prehrambena tehnologija,
agronomija i nauka o novim materijalima (Bhaskar i sar., 2010, Suh i sar., 2009, Gao i
Xu, 2009, Nair 1 sar., 2010). Paznju naucne javnosti privla¢i Cinjenica da usled
poveéanja industrijske proizvodnje NC, sve veéa koli¢ina ovih materija dospeva u
zivotnu sredinu, dok je u isto vreme veoma malo podataka o riziku koji sa sobom nosi
kontakt sa NC (Brar i sar., 2010).

Najveci nivo izlozenosti ljudi i Zivotne sredine nanocesticama je prisutan upravo u
industriji nanotehnologije.Visok do srednji nivo izloZenosti nanomaterijalima imaju
pacijenti tokom medicinskih tretmana koji su bazirani na nanomaterijalima. Niskim,
hroni¢nim dozama nanomaterijala je izlozen najveci deo ljudske populacije zahvaljujuci
Sirokoj upotrebi nanomaterijala u kozmetici (ruzevi za usne, kreme za sunc¢anje, ,,anti-
aging” kreme) (Indu 1 sar., 2007, Lens, 2011).

Medutim, i pored ovako Sirokog spektra ekspozicije humane populacije, jo§ uvek

nisu u potpunosti razja§njeni mehanizmi bioloskog usvajanja NC, kao ni model njihove
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toksiénosti, kretanje NC unutar organizma kao ni kretanje izmedu organizma i sredine
(Kahru i Dubourguier, 2010).

Uzimajuéi u obzir Sirok spektar mogucénosti za izlozenost ljudske populacije kao i
zivotne sredine nanocesticama, namece se potreba za utvrdivanjem njihovog

eventualnog genotoksi¢nog dejstva.

Proizvodnja nanocestica

Razvoj nanotehnologije se u protekloj deceniji bazirao na dizajnu novih NC.
Strategije za proizvodnju NC mogu se podeliti u dve osnovne grupe, od kojih je prva
prema modelu “od vrha na dole” a druga “od dole ka vrhu” (slika 1.). Prema prvoj
strategiji NC ili organizovane grupacije NC nastaju direktno iz osnovnih materijala uz
pomo¢ razli¢itih tehnika (Niemeyer, 2001) kao Sto su: usitnjavanje (engl. attrition),
gasenje (engl. quenching) 1 fotolitografija (Cao, 2004). Nasuprot njima, strategija “od
dole ka vrhu” podrazumeva upotrebu molekularnih struktura kao pocetnog materijala,
koje ¢e putem razli¢itih hemijskih reakcija tipa nukleacije (engl. nucleation) ili
razli¢itim fizickim tretmanima dovesti do formiranja novih nanomaterijala (Rotello,
2003, Cao, 2004).

Najvaznija razlika izmedu osnovnih materijala i nanomaterijala je u tome $to NC na
maloj povrSini imaju velik broj atoma, §to dovodi do toga da one imaju izrazitu
povrsinsku energiju i veliku povrSinu po jedinici mase (Poole i Owens, 2003). Zbog
toga se NC generalno odlikuju visokom reaktivnoséu (Niemeyer, 2001, Poole i Owens,
2003, Schmid, 2004). Ukoliko povriina NC nije zasticena posebnim molekulom
takozvanim “omotadem” (engl. capping agent), dolazi do interakcije izmedu samih NC,
Sto smanjuje njihovu povrSinsku energiju. “Omotac” predstavlja integralnu komponentu
veéine NC a prema prirodi moze biti neki organski molekul, polimer ili biologki
molekul. Uloga “omotada” je da stabilizuje konfiguraciju NC i spredi njihovu
agregaciju. “Omotac” sam po sebi moze biti nosilac karakteristika koje odreduju
specifi¢nost i primenu NC (Poole i Owens, 2003). Dobijanje NC iste veli¢ine, oblika,
hemijskog sastava i kristalne strukture koje ne agregiraju postize se visokom kontrolom

uslova sinteze NC (Rotello, 2003).
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Fizi¢ke metode

- Fotolitografija

- Laserska obrada

- Mehanic¢ke tehnike
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e

ytrategijas=<od dole ka vrhu”

Hemijske metode

- Organska sinteza

- Spontani nastanak
- Agregacija koloida

Slika 1. Strategije u proizvodnji nano€estica “od vrha na dole” 1 “od dole ka vrhu”

(Niemeyer, 2001)

Podela nanocestica

NC se prema hemijskom sastavu mogu podeliti na organske i neorganske.

U grupu organskih NC spadaju materijali bazirani na ugljeniku kao $to su fulereni
(Ceo 1 C70 1 njihovi derivati) 1 ugljeni¢ne nanocevi (sa viseslojnim zidom “multiwalled”
ili sa jednim zidom “single walled ™). Grupi neorganskih NC pripadaju &estice bazirane
na metalnim oksidima (cink-oksid, gvozde-oksid, titanijum -dioksid i cerijum-oksid),
metali (zlato, srebro, gvozde i kobalt) i kvantne tacke (kadmijum sulfid i kadmijum
selenid). U upotrebi su i druge klasifikacije 1 terminologije koje opisuju specificne
grupe nanomaterijala. NC mogu imati razli¢ite morfologke oblike kao $to su lopta, cev,
prizma, piramida i kocka, pa se 1 u zavisnosti od oblika moZe izvrs$iti klasifikacija.

Raznovrsnost svojstava NC vezanih za oblik, povrsinski hemizam, “omotace”, ko-
rastvarade i veli¢inu NC otvara brojne moguénosti za razvoj novih karakteristika. Tako
na primer, manipulacija na povrSini fulerena i metalnih nanocestica rezultira sticanjem

novih, specifi¢nih funkcija vaznih za njihovu dalju primenu (Yang i sar., 2007).

Nanocestice u medicini
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Nanomedicina je oblast koja je proistekla iz zajednickog cilja nanotehnologije 1
medicine a to je unapredivanje dijagnostike i1 teranostike bolesti (istovremeno
posmatranje toka bolesti i terapije) (Caruthers i sar., 2007, Suh 1 sar., 2009, Riechemann i
sar., 2009, Jain, 2009). Glavni fokus nanomedicine jeste upravo na primeni novih
nanomaterijala u dijagnostici i terapiji bolesti kao $to su kancer (Larocque i sar., 2009),
bolesti srca (Schoenhagen i Conyers, 2008), plué¢a i bolesti krvi (Buxton, 2009.).
Takode nanomedicina prou¢ava uvodenje lekova u éelije pomoéu NC (Liong i sar.,
2008, Farokhzad i Langer, 2009) i mogucnosti da se one iskoriste kao nosaci velikih
doza hemioterapeutika ili gena u maligne Celije, a da se u isto vreme zdrave Celije
postede njihovih efekata (De Jong i Borm, 2008). Ogroman potencijal NC za upotrebu
bazira se na njihovoj sposobnosti “hvatanja” ROS (Lucente-Schultz i sar., 2009, Yin i
sar., 2009).

Medutim, da bi se iskoristio o¢igledno velik potencijal koji poseduju NC, neophodno
je, izmedu ostalog, poznavati njihove karakteristike u pogledu biokompatibilnosti,
biodistribucije i biodegradacije.

Kada je u pitanju bioloSka kompatibilnost, potrebno je usmeriti paznju na reakciju
izmedu imunoloskog sistema organizma i NC. Naime, imuni sistem predstavlja jednu
od prvih barijera na koju nailaze NC kada se primenjuju in vivo. Makrofagi i ostale
fagocitne éelije prepoznaju NC kao strana tela i pruzaju odgovor na njihovo prisustvo u
¢elijama. S obzirom na ¢injenicu da jo§ uvek nisu u potpunosti razjaSnjene interakcije
izmedu NC i imunologkog sistema organizma kao i posledice tih interakcija, vazno je
prilikom dizajniranja NC odabrati takva svojstva NC koja, sa aspekta reakcije imunog
sistema nece ometati njihovu primenu (Kunzmann i sar., 2010). Biodegradacija
predstavlja vazan elemenat u sagledavanju genotoksi¢nog potencijala NC buduéi da
eventualni §tetan efekat po humani genom mozZe nastati i onda kada NC nisu biologki
degradirane ili ekskretovane iz tela. Zbog toga su vazne in vivo studije hroni¢nih efekata
NC u organizmima, koje bi trebalo da prikazu posledice akumuliranja NC u razli¢itim
organima i tkivima.

Medu brojnim nanomaterijalima koji su dizajnirani za potrebe nanomedicine isti¢u
se: fulereni (Brettreich i Hirsch, 1998, Brettreich i sar., 2000), lipozomi (Torchilin,
2006, Gregoriadis, 1995, Rolland,1993), ugljenié¢ne nanocevi (Klumpp i sar., 2006), NC
gvozde oksida (Shi i sar., 2007), polimerne micele (Nishiyama i Kataoka, 2006),
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dendrimeri (Villalonga-Barber i sar., 2008), nanooklopi (Lal i sar., 2008), polimerne
mikrosfere (Barratt, 2003) 1 drugi materijali (Shema 1.).

Tipovi nanocestica Biomedicinska primena fulerena

Nosaci
lekova

Zastita
od
zradenja

Nanomedicina
Polimerne
micele
Gvozde-oksid
nanocestice

Kontrasni
agens
za MRI

Genska
terapija
. Kvantne F olodinafnska
Silikonske tacke terapija
nanocestice

Shema 1. Tipovi NC koji se primenjuju u biomedicini kao i oblasti primene fulerena
(Partha i Conyers, 2009)

Lipozomi, kao vezikule sa folsofolipidnom membranom, predstavljaju efikasne
farmaceutske nosace NC koji mogu ispunjavati razliGite terapeutske ili dijagnosticke
zahteve (Torchilin, 2006, Gregoriadis, 1995). Dugoziveé¢i lipozomi mogu uvoditi u
¢elije lekove protiv kancera kao $to su doxorubicin, arabinofuranosilcitozin i vinkristin
(Torchilin, 2006, Orive i sar., 2010).

NC gvoide oksida (engl. Superparamagnetic iron oxide nanoparticles - SPION) su
NC koje imaju jezgro od gvozde-oksida a mogu biti obloZene dekstranom ili derivatima
dekstrana (Hildebrandt i sar., 2007). Kretanje SPION unutar organizma moze se
kontrolisati pomocu spoljaSnjeg magnetnog izvora, tako da je njihov potencijal za
upotrebu u MRI (Kunzmann i sar., 2010). NC gvozde oksida mogu se koristiti i za
uvodenje lekova do tumora (Simberg 1 sar., 2007). U istrazivanjima in vitro 1 in vivo,
nije utvrdena toksi¢nost SPION NC (Muller i sar., 2007).

Ugljeni¢ne nanocevi su jednodimenzionalne ili dvodimenzionalne Suplje strukture
saCinjene od heksagonalne mreZe u obliku cilindra (jednoslojne nanocevi) ili viseslojnih
koncentri¢nih slojeva (viSeslojne nanocevi) (Klumpp i sar., 2006). Iako do sada nije

potvrdena veca terapijska efikasnost ugljeni¢énih nanocevi i njihovih derivata u odnosu
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na alternative metode kao $to su upotreba lipozoma i polimera, nanocevi zbog svojih
izvanrednih mehanickih, elektri¢nih, termalnih i optickih karakteristika imaju velik
potencijal za biomedicinsku upotrebu (Foldvari i Bagonluri, 2008). Naime, na spoljasn;ji
zid ili u unutrasnjost nanocevi mogu se vezati bioaktivni molekuli ili kontrastni agensi i
na taj nacin uvesti u organizam. Samo uvodenje ugljeni¢nih nanocevi u ¢éeliju odvija se
najverovatnije putem supresije transkripcionih faktora za oskteoklastogenezu $to dovodi
do inhibiranja diferencijacije osteoklasta (Narita 1 sar., 2009).

Ugljeni¢ne nanocevi in vivo mogu da indukuju oksidativni stres, zapaljenske procese
1 mutacije, Sto naglasava znacaj ispitivanja njihove genotoksi¢nosti (Shvedova i sar.,
2009). 1 pored toga, dosadasnji podaci o genotoksi¢nosti ugljeni¢nih nanocevi su
opre¢ni 1 krecu se od odsustva oStecenja DNK (Szendi 1 Varga, 2008, Szendi 1 sar.,
2009, Di Sotto 1 sar., 2009), smanjenja celijske proliferacije (Jacobsen i sar., 2008,
Szendi 1 Varga, 2008) do povecanja nivoa 8- hidroksiguanina (8-OHdG) in vivo
(Folkmann i sar., 2009).

Polimerne micele predstavljaju nanonosace sa jedinstvenom strukturom jezgra i
omotaca. U njihovu unutrasnjost se mogu uvesti hidrofobni lekovi a spolja hidrofilni
polimeri (kao $to je PEG - poly ethylene-glycol), $to im obezbeduje produZeno dejstvo u
cirkulaciji 1 efikasno nakupljanje u tumoru (Nishiyama i sar., 2003, Bae i sar., 2005). Za
razliku od PEG-lipozoma, polimerne micele (PM) mogu da infiltriraju u tumore i vrse
kontrolisano oslobadanje lekova 1 gena. Do sada su u preklinickim 1 klinickim studijama
polimerne micele sa antitumorskim lekovima ispoljile pozitivne efekte. Prednosti
upotrebe PM su u jednostavnoj pripremi, mogucénosti uvodenja leka bez hemijske
modifikacije samog leka i kontrolisanom oslobadanju leka. Na ovaj nacin se mogu
prevazi¢i aktuelni problemi nedostatka odgovaraju¢ih nosaca za gene 1 male
interferiraju¢ée RNK (siRNA), §to joS uvek otezava klinicku primenu genske terapije
(Nishiyama 1 Kataoka, 2006). Kada je u pitanju ispitivanje genotoksi¢nosti PM,
istrazivanja na CHO ¢elijskoj liniji ovarijuma hrcka nisu pokazala povecanje ucestalosti
mikronukleusa niti usporavanje cCelijskog ciklusa, za razliku od ucestalosti izmena
sestrinskih hromatida, koja je bila 5 puta veca (He 1 sar., 2009).

Dendrimeri su visoko razgranati makromolekuli nanometarskih dimenzija. Sastoje
se od centralnog jezgra sa omotatem u vidu koncentricnih slojeva. Zahvaljujuci

mogucnosti  kontrole njihove veliCine, gustine razgranatosti 1 povrSinske
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funkcionalnosti, dendrimeri su veoma pogodni kao nosa¢i lekova. U upotrebi je
nekoliko konjugata dendrimera sa cisplatin-om 1 doksorubicin-om, citostatskim
lekovima koji se nakupljaju u solidnim tumorima, pri ¢emu prisusutvo dendrimera
dovodi do smanjenja citotoksi¢nosti (Bharali i sar., 2009). Naime, dendrimeri kao
nosaci citostatika smanjuju njihovu toksi¢nost na okolna tkiva i povecavaju efikasnost u
poredenju sa dejstvom samih citostatika. Jedan od novih nadina primene dendrimera
jesu konjugati sa lekovima koji se selektivno oslobadaju kod trudnica, ne prolaze
placentalnu membranu i nemaju uticaj na fetus. Koriste se i kao kontrastni agensi u
imaging dijagnostici, kao nosaci gadolinijuma, u ranoj dijagnostici bubreznih oste¢enja
kao i1 genskoj terapiji. Dendrimeri su pogodni za upotrebu i sami po sebi, na primer u
prevenciji HIV-a i polno prenosivih infekcija kao $to je virus herpes simplex (Kunzman
isar., 2010).

Nanooklopi predstavljaju vrstu sferi¢nih NC koje se sastoje od dielektri¢nog jezgra
oblozenog tankim metalnim omota¢em najcesc¢e od zlata ( Lal i sar., 2008). Zlatni
nanooklopi dospevaju u tumore putem fagocitoze i ne metaboliSu se. Za njihovu
aktivaciju unutar tumorskih celija koristi se fotoindukovana ¢elijska smrt. Nanooklopi
su takode korisni kao kontrastni agensi u dijagnosti¢kom imaging-u tumora.

Silikonske NC su &vrsti materijali koji oblikom podseéaju na péelinje sace, sa
porama nanometarskih dimenzija (KneZevi¢ i sar., 2011). Celije ih usvajaju putem
endocitoze. Pogodne su kao nosaCi lekova zbog Cega ih oblazu polietilenimin
polimerom. Ovaj polimer pospeSuje njihovo usvajanje u celije 1 zatim oslobadanje
antineoplastika kao $to je na primer paclitaxel (Vivero-Escolto i sar., 2010). Ukoliko se
doda magnetit na jezgro silikonskih NC, one sti¢u magnetna svojstva, §to omoguéava da
unosenje lekova bude navodeno spoljasnjim magnetnim poljem. Silikonske NC se
koriste i za poboljSavanje rastvorljivosti lekova (Partha i Conyers, 2009).

Zlatne NC imaju velik potencijal za primenu u terapiji kancera, imaging-u i
medicinskoj dijagnostici. IstraZivanja fotodermalnih karakteristika zlatnih NC u terapiji
kancera su u fazi preklinickih ispitivanja (Liu i sar., 2008, Au 1 sar., 2008, Terentyuk 1
sar., 2009). Ukoliko se zlatne NC koriste kao nosaci antineoplastika na bazi platine,
citotoksi¢nost antineoplastika je povecana u poredenju sa slobodnom formom cisplatine
(Dhar i sar., 2009). Zlatne NC konjugovane sa DNK ili RNK u ¢elijama kancera mogu

da se upotrebljavaju i za modulaciju genske ekspresije. Kada je u pitanju genotoksi¢nost
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zlatnih NC, pokazano je da one indirektno putem oksidativnog stresa u zavisnosti od
tipa celija ili veliine Cestica, imaju sposobnost indukovanja ostecenja DNK (Singh i

sar., 2009).

Fuleren Cgy

Fulereni predstavljaju posebnu grupu klasterskih, sferi¢nih nanocestica kod kojih su
sve tri dimenzije nanometarskih veli¢ina. Pronadeni su u geoloSkim uzorcima starim
bilionima godina (Buseck, 2002.). Klasterske forme ugljenika se nalaze u kosmickoj
praSini a na zemlju su najverovatnije dospele sa meteorskim kiSama (Becker 1 sar.,
2000). Fulereni su izgradeni od ugljenika i predstavljaju, pored grafita i dijamanta, trecu
alotropsku modifikaciju ugljenika. Od svih fulerena najvise je prou¢avan molekul Cey,
iako postoje i viSe klase fulerena sa razli¢itim geometrijskim strukturama kao $to su Cyy,
C6, C7g 1 Cgo (Kikuchi i sar., 1992), Cya9, Csag 1 C720 (Baena i sar., 2002). Modifikacije
fulerena C, iako su dosta proucavane, nisu rezultirale zna¢ajnijim napretkom u oblasti
in vivo biomedicinske aplikacije.

Najpoznatiji predstavnik fuleren Cg, sainjen od Sezdeset ugljenikovih atoma, nalik
je na fudbalsku loptu. Prvi naziv ovog molekula je bio fudbalen, dok se danas za celu
klasu klasterskih ugljenika koristi ime fuleren, u ¢ast ameri¢kog arhitekte Buckiminster
Fullera, koji je prvi konstruisao gradevinu sli¢nu strukturi molekula Cqo. Molekul Cq je
izgraden od Sezdeset ekvivalentih atoma ugljenika, rasporedenih u dvadeset heksagona i
dvanaest pentagona koji grade idealno simetri¢nu, savrSenu sferu pre¢nika 0.71 nm
(slika 2.) (Hyung i Kim, 2009). Teorijsku pretpostavku o postojanju molekula Cg
objavio je jo§ 1970. godine Japaski tim na celu sa Osawa-om. Prvi ugljeni¢ni klasteri
koji su laboratorijski proizvedeni, sintetisani su 1985. godine a na osnovu masenog i "°C
NMR spektra je utvrdena struktura molekula Cg (Kroto i sar.,1985). Za ovo otkrice,
naucnici Kroto, Curl i Smalley dobili su 1996. godine Nobelovu nagradu iz hemije.

Posle otkrica trece alotropske modifikacije ugljenika usledila je masovnija
prozvodnja molekula Cg 1 C79, a razvila se i posebna nau¢na grana u hemiji, hemija
fulerena (Kratschmer i sar., 1990). Derivatizacijom fulerena su dobijene hiljade novih
jedinjenja od kojih su neka pokazala bioloSku aktivnost i samim tim predstavljala veliki

naucni izazov u nano i biomedicinskim istrazivanjima (Cataldo 1 sar., 2008).
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Slika 2. Fuleren Cg

Tokom proteklih 20 godina istrazivanja, fuleren je, zahvaljuju¢i hemijskim
osobinama svojih derivata, kao i svojim elektronskim, provodnim i magnetnim
karakteristikama, zauzeo znacajno mesto u nanotehnologiji 1 nasao primenu u
biomedicini (Yang i sar., 2007), optici (Singh 1 sar., 2004) i elektronici (Otsubo 1 sar.,
2005, Diederich, 2005).

Medutim, direktna upotreba ovog molekula u primenjenoj biologiji ograni¢ena je
njegovom slabom rastvorljivos¢u u polarnim rastvara¢ima (Kadish 1 sar., 2000). Naime,
Coeo se rastvara u malom broju organskih rastvaraca a gotovo je nerastvorljiv u vodi.

Pa ipak, karakteristike fulerena Cgp kao Sto su visoka hidrofobnost, prisustvo snaznih
kohezionih sila izmedu molekula fulerena u ¢vrstom stanju, fotoaktivnost, sposobnost
primanja i otpuStanja elektrona 1 relativno visoka hemijska reaktivnost, predstavljaju
osnovu za rad na povecanju vodorastvorljivosti hemijskim derivatizacijama (Nakamura
i Isobe, 2003).

U cilju prevazilazenja problema vodorastvorljivosti fulerena koriste se razliCite
strategije hemijske sinteze i separacije. Prva i najjednostavnija strategija je hemijska
modifikacija fulerena uvodenjem hidrofilnih funkcionalnih grupa (Chiang i sar., 1996).
Adicijom razli¢itih polarnih funkcionalnih grupa (-OH, -COOH, -NH), novosintetisani
derivati fulerena dobijaju potpuno nove fizicke i hemijske karakteristike i otvaraju

mogucénost za dalje derivatizacije (Cai i sar., 2010).
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Druga strategija je nekovalentno povezivanje (enkapsulacija) molekula fulerena u
rastvorljiv polimer ili molekul domacin (Yamakoshi i sar., 1994, Atwood i sar., 1994).
Primer za to je inkorporiranje aminokiselinskih derivata fulerena u proteine (Yang i sar.,
2007). Kao rezultat derivatizacije ili enkapsulacije Ceo, sprecava se interakcija izmedu
molekula Cg 1 omogucéava formiranje stabilne suspenzije u vodi (Cao, 2004).
Vodorastvorljivost fulerena moze se povecati i adsorbovanjem surfaktanata na povrsinu
fulerena, kao 1 usloznjavanjem sa y-ciklo-dekstrinom (Brezova 1 sar., 1999). Formiranje
stabilne suspenzije se postiZe i rastvaranjem Ce u tetrahidrofuranu ili nekom drugom
organskom rastvaratu uz mesanje, sonikaciju i evaporaciju organskog rastvaraca. Na
ovaj nacin se formiraju stabilni agregati Cey sa dijametrom od 10-200 nm, koji se zovu
nano-Cg ili nCg (Fortner 1 sar., 2005). Iako je ovo brza metoda, njen nedostatak je u
mogucnosti zadrzavanja rezidualnih koli¢ina tetrahidrofuran-a (THF), Sto moze biti
uzrok toksi¢nosti u bioloskim sistemima (Isakovic i sar., 2006).

Promenom rastvaraca, temperature, koncentracije Ce 1 postupka mesanja, utie se na
veli¢inu, strukturu i naelektrisanje nCgo, 0od ¢ega zavise i sve ostale osobine nanocestica
(Brant i sar, 2006a).

Jedno od vaznijih svojstava molekula Cgp jeste sposobnost stvaranja stabilnih ili
nestabilnih agregata (Brant i sar., 2005). Pretpostavlja se da do agregacije fulerenskih
nanodestica moze do¢i veé u procesu formiranja NC s obzirom na &injenicu da je
agregacija Cgo uocena i prilikom primene razlicitih rastvara¢a. Nemodifikovani fulereni
u vodi formiraju agregate dimenzija 10-100 nm 1 vece, dok je agregacija modifikovanih
fulerena povezana sa hemijskim i fizickim osobinama funkcionalnih grupa na sferi Cep.

Fulerenski klasteri u vodi mogu se formirati na dva nafina: promenom rastvaraca
(Deguchi 1 sar., 2001) ili sonifikacijom (Brant i sar., 2005, Deguchi i sar., 2006). Kada
se fuleren uvede u vodeni sistem, dominiraju klasteri velicine oko 100nm, dok se sa
promenama pH, temperature, prisustvom kosolvenata i uticajem zracenja veliina
klastera menja. Klasteri fulerena dobijeni sonifikacijom su stabilni, manjih dimenzija i

slicne kristalne strukture kao Ce (Brant i sar., 2007).
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Osnovne karakteristike fulerena i fulerenskih derivata u bioloskom sistemu

Pored sferi¢nog oblika Ceo, koji je jedinstven u prirodi, hemijske i fizicke osobine

fulerena doprinose njihovoj upotrebi u mnogim nau¢nim oblastima (Bosi i sar., 2003).

Celijsko usvajanje nanodestica, lokalizacija i interakcija sa biomolekulima

Usvajanje NC u éelije je vazan aspekt koji ima znacaja za genotoksi¢nost s obzirom
na ¢injenicu da se ulaskom NC u éeliju mogu aktivirati oksidativni i inflamatorni
procesi, koji za posledicu imaju Stetan uticaj na DNK. Glavni faktori koji uticu na nacin
ulaska NC u éeliju su: veli¢ina, oblik i povrsinsko naelektrisanje NC sa jedne strane,
kao 1 specificnost samih ¢elija sa druge strane (Dobrovolskaia i McNeil, 2007). Postoji
nekoliko nagina putem kojih NC mogu dospeti u ¢elije a to su: endocitoza uz posredstvo

klatrina, endocitoza kaveolama, fagocitoza, pinocitoza i difuzija (slika 3.).

Superparamagnetne
Cestice gvoZde oksida Dendrimeri Silikonske NC  Dendrimeri
. €E 9 b €E :9 Zlatne NC
° Anjoni C.> (:) Katjoni ()
100nm  20nm -ili+ 4+ - Ugljeniéne

RN

Fagocitoza uz Pinocitoza gudoci . 3
ocitoza uz . Drugi/nepoznati
posredsive receptora posredstvo kaveolina _ Endecitoza uz gp,,,,ﬂ,,- ‘
posredstvoe klatrina Sndbsitore

Difuzija/penetracija

Y =
v 7
® =
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| M Kaveolin
B Kiatrin

ke J

Slika 3. Prikaz mehanizama usvajanja NC u éelije.

SPION- superparamagnetne &estice gvozde oksida, MSN- silikonske NC, CNT-

ugljeni¢ne nanocevi (Kunzman i sar., 2010)
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Nakon ulaska u ¢eliju na neki od navedenih nacina, nanomaterijali mogu difuzijom
dospeti u jedro kroz kompleks jedarnih pora i zadrzati se u jedru. S obzirom na to da
tokom mitoze dolazi do resorbcije jedarne membrane, nanomaterijali se mogu zadrzati i
u jedru novonastalih ¢erki éelija. Ukoliko su NC dospele u jedro, direktna interakcija
izmedu njih 1 DNK ili proteina vezanih za DNK moze dovesti do fizi¢kog oSte¢enja
geneti¢kog materijala. Tako, na primer, NC titanium dioksida i silikonske NC prodiru u
jedro ¢elija, u kom uzrokuju inhibiciju replikacije, transkripcije i1 ¢elijske proliferacije.
Kvantne tacke takode kroz jedarne pore prodiru u jedro a zatim ciljano reaguju sa
histonima (Schins, 2002).

Kada je u pitanju rasvetljavanje usvajanja fulerena i fulerenskih derivata u ¢elije, u
protekloj deceniji su ¢ak razvijene kompjuterske simulacije interakcije fulerena sa
¢elijskim membranama. Tako je utvrdeno da mali fulerenski klasteri (<10 molekula
fulerena) mogu da se smeste unutar fosfolipidnog dvosloja ¢elijske membrane, gde se
zatim pasivno i spontano disagregiraju. Sa porastom koncentracije fulerena i fulerenskih
derivata, dolazi do promena u strukturi i elastiCnosti lipidnog dvosloja celijske
membrane, ali ne 1 u meri koja bi dovela do mehanickog oste¢enja ¢elijske membrane
(Wong-Ekkabut i sar., 2008).

Utvrdeno je da polarni, polikarboksilni fulerenski derivati Cq(CO,H), i
Cs3(COOH)g, za razliku od Cy, prolaze kroz ¢elijsku membranu a zatim se vezuju za
mitohondrije (Foley 1 sar., 2002, Chirico 1 sar., 2007), organele koje, kao rezultat
elektrohemijskog membranskog potencijala duz unutrasnje membrane, propustaju
elektrone iz mitohondrijalnog elektron transportnog lanca, produkuju¢i ROS (Dellinger
i sar., 2010). Lociranje polihidroksilovanih Cg fulerena, fulerenola, blizu mitohondrija,
otvara moguc¢nost da njihovi protektivni efekti mogu biti rezultat upravo te lokalizacije
(Foley 1 sar., 2002). Sposobnost vodorastvornih fulerenskih derivata da produ kroz
¢elijsku membranu moze se posmatrati i u kontekstu strukturne analogije koja postoji
izmedu fulerenskog kaveza i vezikula oblozenih klatrinom, koje su esencijalne u
procesu endocitoze. Ovo zapazanje ide u prilog upotrebi polarnih fulerenskih derivata
kao nosaca lekova do ciljanih tkiva. Pri proucavanju usvajanja fulerenskih derivata u
¢elije vazno je uzeti u obzir i tipove celija. Tako su, na primer, fagociti odnosno
makrofagi odgovorni za eliminisanje Cestica, dok nefagocitne celije, nakon usvajanja

fulerenskih derivata, mogu izmeniti svoju funkciju.
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Zbog potencijalne primene fulerena kao nosaca lekova, znacajna paznja je
poklonjena njegovoj distribuciji u organizmu. Istrazivanja su pokazala da se fuleren
nakon intravenskog unoSenja u krvotok uglavnom brzo eliminiSe iz cirkulacije i
akumulira u jetri (Gharbi 1 sar., 2005). RadioobeleZeni, vodorastvorni Cg se distribuira
u veci broj tkiva u poredenju sa Cistim Cgp, pri ¢emu se u jetri akumulira 50%
1 ¢elijskim komponentama krvi (Bullard-Dillard 1 sar., 1996). Nagomilavanje fulerena u
jetri se smanjuje tokom vremena, da bi se u potpunosti elimisalo nakon 13 dana. Ovo
ukazuje na Cinjenicu da i jetra ima sposobnost eliminacije fulerena putem biohemijske
transformacije u vidu Cgy metabolita koji su identifikovani u jetri. Histoloskom
analizom jetre nisu uoc¢eni znaci zapaljenskog procesa.

Medutim, kada je u pitanju uticaj fulerena na jetru, postoji rizik od bioakumulacije i
hroni¢nih efekata cistog Cgq zbog njegovog dugog poluzivota u poredenju sa
vodorastvornim derivatom, koji se eliminiSe iz tela tokom nekoliko nedelja i pri niskim
koncentracijama deluje hepatoprotektivno (Gharbi i sar., 2005).

Interakcija fulerena i fulerenskih derivata sa drugim bioloskim molekulima moze
uticati na promenu strukture i funkcije tih bioloSkih molekula. U tom slucaju bi se
modifikovalo i ponasanje samih fulerenskih nanocestica. Utvrdeno je da fulereni sa
ciklodextrinom formiraju stabilne komplekse sa albuminima govedeg seruma
(Belgorodsky 1 sar., 2007). Upravo interakcija fulerena i fulerenskih derivata sa
serumskim proteinima i o€uvanje nepromenjene konformacije i funkcije proteina,

omogucavaju transport fulerena unutar tkiva.

Toksi¢nost fulerena

Ubrzan razvoj nanotehnologije u protekle dve decenije je otvorio pitanja o
toksicnosti nanomaterijala i njihovom uticaju na ljudsku populaciju i Zivotnu sredinu
(Singh i Nalwa, 2007, Oberdorster, 2004). Budu¢i da veliki broj nanomaterijala ima
potencijal za upotrebu u bioloskim sistemima, postoji povecana potreba za ispitivanjem
njihove toksicnosti (Riehemann i sar., 2009). DosadaSnje studije o toksi¢nosti
nanomaterijala dale su kontraverzne rezultate. Efekti koje NC imaju u in vitro modelima

razlikuju se kako u odnosu na primenjene ¢elijske kulture tako i u odnosu na koris¢ene
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metode. Utvrdeno je da bioloska aktivnost derivatizovanih fulerena i ugljeni¢nih
nanocevi zavisi ne samo od geometrijskog oblika tih nanocestica, nego i od
funkcionalnih karakteristika povrSine njihovih klastera (Sayes 1 sar., 2004). Na
potencijalnu toksi¢nost fulerena mogu uticati i razli¢ite fiziCkohemijske karakteristike
kao Sto su veli¢ina, povrSinski hemizam, rastvorljivost i agregacija/aglomeracija koje
odreduju njihovu biolosku aktivnost (Aschberger i sar., 2010). Toksi¢nost fulerena i
fulerenskih derivata je do sada analizirana u brojnim studijama (Kamat 1 sar., 1998,
Foley i sar., 2002, Bosi i sar., 2004, Gharbi i sar., 2005, Rouse i sar., 2006, Markovic 1
sar., 2007, Usenko i sar., 2007, Belgorodsky i sar., 2007, Kolosnjaj i sar., 2007, Roberts
i sar., 2008, Wong-Ekkabut i sar., 2008, Spohn i sar., 2009).

U celijskim kulturama in vitro, fuleren i njegovi derivati pokazali su razlike u
pogledu toksi¢nosti. One se kre¢u od citotoksi¢nog efekta Cep koji potice od njegovog
direktnog uticaja na produkciju ROS 1 oSte¢enja celijske membrane, lipidne
peroksidacije i nekroze (Sayes i sar., 2004, Sayes i sar., 2005, Isakovic i sar., 2006), do
odsustva toksi¢nosti polihidroksilovanih derivata Ce koji uglavnom samo pri visokim
koncentracijama deluju toksi¢no dovodeci do apoptoze (Isakovic i sar., 2006).

Na toksic¢nost fulerena in vivo vazan uticaj ima koncentracija fulerena.

Tako, na primer, hidroksilovani fulereni nakon unoSenja u traheje pri nizim
koncentracijama imaju anti-inflamantorni efekat, dok pri vi§im koncentracijama imaju
pro-inflamatorni efekat na plu¢a misa (Roursgaard i sar., 2008). Nakon tretmana pacova
sa nano-Ceo 1 Ceo(OH)24 1z vazduha, bronhoalveolarnom lavaZzom je pokazano odsustvo
povecanja nivoa laktat dehidrogenaze, proteina ili alkalne fosfataze, kao i promena u
histoloskoj gradi plu¢a. Medutim, fuleren Cg indukuje povecanje produkata lipidne
peroksidacije za razliku od Cg(OH)s kod koga je primeceno smanjenje lipidne
peroksidacije.

Smatra se da razlika, koja postoji u pogledu efekata fulerena in vitro i in vivo, potice
od razlika u bioraspolozivosti, toksikokinetici i respiratornoj AO odbrani (Sayes i sar.,

2007b).

Apoptotska aktivnost

Apoptoza je programirana celijska smrt do koje dolazi uglavnom usled

transformacije faktora rasta TGF-B. U tom procesu oslobadaju se ROS, c¢ijom
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neutralizacijom se moZe smanjiti odnosno zaustaviti oSte¢enje Celija. Tretman
antioksidantima predstavlja jedan od nacina za smanjenje nivoa Celijske smrti
apoptozom.

Hidroksilovani fuleren mozZe da indukuje apoptozu kod odraslih nematoda
Caenorhabditis elegans, pri ¢emu toksi¢nost nije uzrokovana oksidativnhim stresom
(Cha i sar., 2011). Vodorastvorni derivat fulerena, Cgo-bis(V,N-dimetilpirolidinijum
jodid), takode uzrokuje apoptozu sa tipicnim karakteristikama kao Sto su fragmentacija
DNK i kondenzacija hromatina na humanoj ¢elijskoj liniji promijeloleukemije (HL-60).
Dolazi do generisanja ROS uz oslobodanje kaspaza 3 i 8 i citohroma ¢ iz mitohondrija.
Pretretman ¢elija a-tokoferolom smanjuje intraéelijski oksidativni stres i time sprecava
apoptozu (Nishizawa 1 sar., 2009). Takode 1 Ceo(OH), ispoljava blagu proapoptotsku
aktivnost nezavisnu od ROS. S druge strane, u istom istrazivanju je prikazano da je Ce
preko svoje snazne prooksidativne aktivnosti, odgovoran za brzu ¢elijsku smrt ali putem
nekroze (Isakovic i sar., 2006).

U novijim istrazivanjima je utvrdeno da fulerenski derivat malonske kiseline
Ce0(C(COOH),),, inhibira apoptozu indukovanu oslobadanjem TNF-a 1 to putem
stabilizovanja lizozoma. Naime, tokom ulaska derivata malonske kiseline u ¢eliju
endocitozom u lizozome, ekspresija Hsp 70 je poviSena, Sto dovodi do inhibiranja
propustljivosti membrane lizozoma, promovisuéi time ¢elijsko prezivljavanje. Nadalje,
kisela sredina unutar lizozoma doprinosi dezagregaciji fulerenskih nanocestica u
pojedinacne molekule ili manje agregate koji zatim mogu prodreti u membranu
lizozoma. To doprinosi stabilizovanju membrane i smanjenju oslobadanja katepsina iz
lizozoma, §to ima za posledicu inhibiciju apoptoze indukovane TNF-om. Na taj nacin
fulerenski derivat malonske kiseline $titi ¢eliju stabilizovanjem lizozomne membrane
preko povecane ekspresije Hsp 70 1 interakcije sa lizozomnom membranom (Li 1 sar.,

2011).

Antibakterijska svojstva

Ceo ne ispoljava antibakterijsku aktivnost za razliku od nekoliko vodorastvornih

derivata fulerena kao $to su polivinilpirolidin Cg, gama-ciklodekstrin Cgp 1 nano-Cgp i

tri tipa fulerenola Cgo(OH)12, Ceo(OH)36x8H20 1 Cgo(OH)44x8H,0O. Antibakterijska
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aktivnost Ceo(OH)44x8H20O, ostvaruje se preko inhibicije rasta celija ispitivanih
mikroorganizama (bakteriostatski) a ne putem baktericidnog efekta (Aoshima i sar.,
2009).

Takode, vodeni rastvor fulerena Cep 1 jednoslojnih 1 viSeslojnih ugljeni¢nih nanocevi
deluju antibakterijski na gram negativne bakterije Vibrio fischeri generiSu¢i ROS pod
uticajem UV zracenja. Neophodan uslov za ovakvu aktivnost je frakcionisanje fulerena i
ugljenicnih cevi u manje agregate, putem progresivne membranske filtracije (Chae 1
sar., 2011).

Ispitivana je i uloga Cep na biodegradaciju polietilena, koji se koristi u proizvodnji
plasticnih ambalaza. Biodegradacija polietilena se spontano odvija uz pomo¢
bakterijskih lanaca. Dodavanje fulerena u nizim koncentracijama (0,01%) doprinosi da
bakterijski lanci efikasnije biodegradiraju polietilen, dok pri vi§im koncentracijama
(0,25% - 1%) fuleren deluje Stetno na biomasu smanjujuci efikasnost biodegradacije

(Sah i sar., 2010).

Fulereni u terapiji osteoporoze

U terapiji osteoporoze, naroCito je izrazena potreba za pronalazenjem efikasnijih 1
manje toksi¢nih lekova koji bi stimulisali rast kostiju. Lekovi sa razliitim
funkcionalnim grupama (hidroksilna, karboksilna i fosfatna kiselina) mogu da formiraju
jonske i vodoni¢ne veze sa mineralima kostiju i na taj na¢in ostvaruju svoj efekat (Bosi i
sar., 2003).

U razvoju novih netoksi¢nih, bioloski aktivnih klasa lekova u tretmanu osteoporoze,
istice se bisfosfonatni fuleren Cg(OH);sAMBP, koji ciljano deluje u pravcu
mineralizacije koStanog tkiva in vitro (Gonzalez i sar., 2002).

In vivo istrazivanja bisfosfonatnog fulerena Cg, oralno apliciranog u misa, potvrdila
su efikasnost ovog fulerenskog derivata u terapiji 1 prevenciji osteoporoze. Naime,
poznato je da bisfosfatne grupe imaju visok afinitet prema koStanom mineralnom
hidroksiapatitu. Vodorastvorni Ce, kao vektor za bisfosfonatne grupe, ciljano dospeva
do kostiju 1 doprinosi znacajnim i1 pozitivnim promenama arhitekture kostiju (Peralta,

2010).
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Fulereni kao kontrastni agensi

Fulereni se nakon unoSenja u organizam putem krvotoka, brzo distribuiraju u tkiva,
bez toksi¢nih efekata tokom prve nedelje. Distribucija fulerena po organima pruza
mogucnosti za dizajn lekova specificnih prema odredenim organima. Naime,
uvodenjem razli¢itih jona, atoma ili klastera u Supljinu fulerenske sfere nastaju
endohedralni fulereni. Atomi metala unutar ugljeni¢nog kaveza ostvaruju snaznu
interakciju sa samom ugljeni¢nom sferom. Oni predstavljaju nove tipove molekula sa
ogromnim potencijalom koji privlaci paznju istrazivaca iz razlicitih oblasti pocevsi od
fizike, hemije pa do interdisciplinarnih oblasti kao $to su tehnologija 1 bioloSke nauke.

Medu raznovrsnim endohedralnim metalofulerenima, izdvaja se Gd@Cs2(OH)y koji
ima potencijal za upotrebu u imidzingu magnetnom rezonancom (Anderson i sar., 20006,
Sitharaman 1 sar., 2007, Bolskar, 2008, Jie i sar., 2010). Smatra se da bi upotreba
fulerena kao kontrasnih agensa mogla doprineti povecanju preciznosti imidzinga u

slucajevima kancera sa metastazama (Bosi 1 sar., 2003).

Antitumorska svojstva fulerena

Razliciti fulerenski derivati takode imaju potencijal za upotrebu u terapiji malignih
bolesti.

Antitumorska efikasnost derivata fulerena sa gadolinijumom Gd@Cg2(OH)»; je veca
u poredenju sa konvencionalnim antineoplasticnim agensima ciklofosfamidom i
cisplatinom. Naime, Gd@Cs,(OH),, pokazuje izuzetno nisku toksi¢nost in vivo, dok u in
vitro uslovima, na Celijskoj liniji hepatocita, nije citotoksi¢an. Medutim, ip primena
Gd@Cs2(OH),, na miSeve sa hepatomom u koncentraciji od 114-228 pg/mL inhibira
rast tumora nakon 6-dnevnog tretmana (Chen i Von i sar., 2005). Pored inhibiranja rasta
tumora kod miseva, tretman Gd@Cs,(OH),, poboljSava i imunitet miSeva (Jie i sar.,

2010).
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Prikaz primene razli¢itih fulerenskih derivata dat je u Tabeli 1.

Tabela 1. Razli¢ite primene fulerena i fulerenskih derivata

(tabela preuzeta iz Partha 1 Conyers, 2009)

Amfifilni fulereni Oslobadanje lekova
Dendrofulereni Radioloska zastita
Fuleren—paclitaxel Terapija kancera
Fuleren-poliamin Oslobadanje lekova, transfekcija
Amino-fulerenski adukti Nevirusna genska terapija
Amino kiseline i peptidi bazirani na fulerenima Oslobadanje peptida
Cistin C60, Beta-alanin C60 H,0,-indukovana apoptoza, zastita
Fulerenski lipidozom Antiviralna aktivnost
Fuleren inkapsuliran u lipozome Fotodinamska terapija kancera
Fulerenski lipozomi Antioksidant
Fulerenski mehurié (vesicle) Redukcija oksidativnog stresa
Gadofulereni Kontrasni agens za MRI
Hidrofilni ili katjonski fulereni Fotodinamska terapija kancera
Humani serum albumin-fulereni Fotodinamska terapija kancera
Fulerenski hexaadukti Fotodinamska terapija kancera
PEG-modifikovani fulereni Fotodinamska terapija kancera
Fulerenol Skuplja¢ slobodnih radikala
Karboksifuleren Antioksidant
Fuleren inkapsuliran u polimer Antioksidant
Askorbinska kiselina-fuleren Antioksidant
Hidratisani fuleren Lecenje alkoholom izazvane encefalopatije,
radioprotekcija (Andrievski i sar., 2009)
Nanokatjonit baziran na fulerenu Hipoksi¢na miokardija
C3-F-tris-MDC Redukcija oksidativnog stresa
Bisfosfonat fuleren Agens za terapiju kosti

Rastvorljivost fulerenola Cgo(OH) 4

Fulerenoli su polihidroksilovani derivati fulerena Cgy koji se hemijski mogu
sintetisati na viSe nacina. Najc¢eS¢a oznaka fulerenola je Cso(OH)n gde se n moze kretati
od 2 do 44. Povetavanjem broja hidroksilnih grupa po sferi Cg raste i
vodorastvorljivost (Brant i sar., 2006). Na slici 4. je predstavljen molekul fulerenola

Ce0(OH),4 sa dvadesetcetiri hidroksilne grupe simetri¢no rasposredene po sferi Cep.
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Slika 4. Simetri¢no rasporedene 24 hidroksilne grupe

po sferi Cgp u molekulu fulerenola Cgo(H)z4

Pre¢nik molekula fulerenola Cgo(H)24 je 1,1 nm, dok je precnik ugljeni¢nog kaveza
fulerena Cg 0,71 nm.

Fulerenol Cgy(OH),4 je amorfna supstanca tamnosmede boje, dobro rastvorna u vodi
1 dimetilsulfoksidu. Hemijski je stabilan u ¢vrstom agregatnom stanju u laboratorijskim
uslovima. Raspodela nanocestica fulerenola u rastvoru prema broju i zapremini moze
zavisiti od prisustva neorganskih 1 organskih kosolvenata. U prisustvu jona
zemnoalkalnih 1 prelaznih metala nanocestice fulerenola agregiraju i grade precipitate
(Anderson i sar., 2005, I¢evi¢ i sar., 2005, Pordevic¢ i sar., 2009).

U vodenom rastvoru molekuli fulerenola se nalaze u protonovanom i
deprotonovanom, polianjonskom obliku a da li ¢e molekul biti vise ili manje protonovan
ili deprotonovan zavisi od pH sredine. Polianjonski molekuli fulerenola Cg(OH),(Or)
(2< m+n <44) izmedu sebe kao i1 sa molekulima vode grade vodoni¢ne veze, pri ¢emu se
formiraju stabilni agregati u vodenoj sredini (slika 5.). Negativna naelektrisanja Cestice
orijentisana su ka povrSini agregata, dok se “mreza” ekstramolekulskih vodoni¢nih veza
izmedu molekula fulerenola i molekula vode nalazi unutar agregata stabilizujuéi ga i

direktno odgovarajuci za stabilnost nanocestica (Brant i sar., 2007).
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b)

Slika 5. a) Formiranje mogu¢ih fulerenolskih Cgo(OH),(Oy)
agregata u vodi (Brant i sar., 2007),

b) kompjuterska simulacija stabilne forme nanoagregata fulerenola

(C60(OH),4)7 (Piatek i sar., 2011)
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Nastanak klastera fulerenola u vodenoj sredini se objasnjava velikom povrSinom
fulerenola, zbog koje dolazi do prekida vodoni¢nih veza izmedu molekula vode i
nastanka medumolekulskih prostora u vodi. Intereagujuci sa molekulima vode, fulerenol
znacajno povecava njihovu entalpiju. Mehanizam hidratacije fulerenola je povezan sa
brojem i specificnim aranzmanima hidroksilnih grupa na njegovoj povrSini. Manje
hidroksilovani fulereni odlikuju se slabijom vodorastvorljivos¢u, za razliku od visoko
hidroksilovanih ugljeni¢nih kaveza koji su dobro rastvorljivi u vodenom okruzenju
(Maciel 1 sar., 2011).

Sa promenama pH i temperature menja se mehanizam rastvaranja fulerenola u vodi,
Sto moze uticati na veli¢inu fulerenolskih klastera ali ne moze u potpunosti spreciti
formiranje klastera. Obrazovanje klastera odvija se tokom inicijalne disperzije suvog
fulerolskog praha u vodi (Brant i sar., 2007), ¢ak i na mikromolarnim koncentracijama
(Vileno 1 sar., 2006, Husebo i sar., 2004). Formiranjem vecih, bliskije povezanih i
amorfnih klastera fulerenola nastaju agregati u vodi (Husebo i sar., 2004) i to u Sirokom
pH intervalu. Agregati fulerenolskih klastera su amorfne dendritske strukture razlicite
veli€ine. Agregati fulerenola u medijumu za kulturu (sa 10% fetalnog govedeg seruma)
manyji su od 100nm (Cai i sar., 2008, Su i sar., 2010, Assemi i sar., 2010).

Sa promenama pH rastvora menja se i naelektrisanje fulerenolskih ¢estica. Pri pH=3,
naelektrisanje fulerenolskih klastera je 0, dok sa porastom pH>3, fulerenol stice
negativno povrSinsko naelektrisanje. Nema bitne promene u veliCini distribucije
nanocestica fulerenola u uslovima kisele (pH 3.05), blizu neutralne (pH 6.48) 1 bazne
(pH 9.80) pH vrednosti. Kada pH rastvora postane bazna, moZze do¢i do smanjenja
veli¢ine fulerenolskog klastera u vodi. Ovo bi moglo znaciti da u formiranju klastera
ucestvuju 1 jaci mehanizmi a ne samo vodonicne veze, koje su neosetljive na promene
pH vrednosti (Brant i1 sar., 2007). Maciel 1 saradnici su molekularno dinamickim
modelima izucavali mehanizme rastvaranja fulerenola u vodi i potvrdili dominaciju

formiranja vodoni¢nih veza (Maciel i sar., 2011).

Bioloska aktivnost fulerenola

Najznacajnija osobina fulerenola Ceo(OH)24, na kojoj se bazira njegov potencijal za

upotrebu u biomedicini, jeste njegov antioksidativni potencijal.
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Antioksidativna aktivnost

Antioksidativno odnosno prooksidativno dejstvo Ceo(OH)24 je testirano na razlicitim
eksperimentalnim modelima (Mirkov i sar., 2004, Djordjevic i sar., 2005, Chen i Von,
2005, Xia 1 sar., 2006, Isakovic 1 sar., 2006, Injac 1 sar. 2008, Srdjenovic 1 sar., 2010,
Cai i sar., 2008).

Poznato je da fulerenski derivati mogu biti citotoksicni tako Sto pod uticajem UV
zracenja indukuju formiranje singlet kiseonika, hidroksil radikala i superoksida, koji
uzrokuju lipidnu peroksidaciju u ¢elijama (Chen i Von, 2005). U abiotickim uslovima,
fulerenol Ceo(OH)2226, indukuje formiranje ROS-a pri koncentraciji od 0,5 mg/L.
Medutim, na ¢elijskoj liniji makrofaga miSa RAW 264.7 fulerenol ¢ak pri 20 puta vecoj
koncentraciji od 10mg/L indukuje samo neznatno formiranje H,O, i malo povecanje
intracelijskog kalcijuma ali ne i superoksidnog radikala. U tim uslovima ne dolazi do
stimulisanja produkcije ROS-a, deplecije glutationa (GSH) ili stimulacije ekspresije
hem oksigenaze-1 (HO-1) i produkcije TNF- a, tako da izostaje pojava oksidativnog
stresa (Xia i sar., 2000).

Sa druge strane, Cgo(OH)4 uzrokuje uglavnom antioksidativnu/citoprotektivnu
aktivnost, kao 1 odlozenu ¢elijsku smrt nezavisnu od ROS sa karakteristikama apoptoze.
Na modelu sa citotoksi¢nim agensom kao $to je vodonik peroksid i peroksinitritnim
donorom , koji uzrokuju oksidativni stres, fulerenol se ponasa antagonisticki (Isakovic i
sar., 20006).

AO aktivnost Cg(OH)4 je testirana njegovom sposobnoS¢u da sakuplja stabilne
DPPH radikale i1 reaktivne hidroksi radikale tokom Fentonove reakcije. Utvrdeno je da
fulerenol skuplja slobodne radikale na dozno zavistan nacin, ¢ime je potvrdena njegova
antioksidativna aktivnost (Djordjevic i sar., 2005).

Cs0(OH),4 takode deluje kao mitohondrijalni protektivni antioksidans na ¢elijskom
modelu MPP1-indukovane Parkinsonove bolesti. Naime, na datom modelu je
indukovano smanjenje Celijske vijabilnosti i mitohondrijalne funkcije, povecan nivo
ROS 1 oksidativnog oste¢enja DNK i proteina. Pretretman sa Cgo(OH)24 u koncentraciji
vecoj od 20uM deluje protektivno na ovom modelu (Cai 1 sar., 2008).

Cs0(OH)24 deluje i1 kao direktni hvata¢ NO radikala azot oksida koji se oslobada iz

rastvora natrijumnitroprusida. U eksperimentu in vivo je ispitivan uticaj fulerenola na
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aktivnost testikularnih AO enzima pacova koji su bili tretirani natrijumnitroprusidom.
Pretretman eksperimentalnih zivotinja fulerenolom dovodi do smanjenja aktivnosti
enzima katalaze, glutation transferaze i1 glutation peroksidaze, koji su indukovani NO.
Stavise, fulerenol ispoljava aktivnost i u prevenciji lipidne peroksidacije i ,,hvatanju*
superoksidnog anjona (O,") i NO radikala (Mirkov i sar., 2004)

Zahvaljujuéi sposobnosti Ceo(OH)n da prode krvno-mozdanu barijeru, fulerenoli u
neuronskom tkivu apsorbuju kiseoni¢ne radikale, smanjuju¢i na taj na¢in oStecenja
uzrokovana slobodnim radikalima a takode redukuju i apoptozu (Dugan i sar., 1996).

Na modelu uterusa i ileuma pacova je utvrdeno da fulerenol moze uticati na aktivnost
superoksid-dismutaze (SOD), tako da u zavisnosti od doze i nacina primene moze imati
antioksidativna svojstva ali 1 prooksidativna u slucaju hroni¢ne primene visokih
doza.Takode, fulerenol rastvoren u dimetilsulfoksidu (DMSO) moze modulirati

aktivnost drugih antioksidativnih enzima (Slavi¢ i sar., 2011).

Organoprotektivna svojstva fulerenola

Citoprotektivni AO efekti polihidroksilnih derivata fulerena mogu da se koriste u
zastiti razli¢itih organa neuronskog tkiva, srca, jetre, pluéa i bubrega.

Neuroprotektivna svojstva. Neurodegenerativne bolesti kao $to su Parkinsonova i
Alzheimer-ova bolest uzrokovane su hiperprodukcijom kiseoni¢nih radikala i radikala
azot oksida verovatno usled prekomerne ekscitacije receptora za glutaminsku kiselinu
(Bosi 1 sar., 2003). Kiseoni¢ni radikali uzrokuju oksidativni stres a kaskada dogadaja
koji slede, dovodi do ¢elijske nestabilnosti i programirane celijske smrti. U takvim
okolnostima skuplja¢i reaktivnih kiseoni¢nih radikala deluju protektivno smanjenjem
neuronske smrti.

Utvrdeno je da fulerenoli Cg(OH), poseduju neuroprotektivnu aktivnost koja je
bazirana na sposobnosti da reaguju sa kiseoni¢nim radikalima kao $to su superoksidni
O, i hidroksi radikal OH koji oste¢uju lipide, proteine, DNK i ostale makromolekule
(Dugan 1 sar., 1996, Dugan i sar., 1997, Chi i sar., 2002, Lin i sar., 2002, Silva, 2006).
Fulerenoli u ¢elijskoj kulturi kortikalnih neurona deluju kao snazni antioksidanti,

absorbuju¢i kiseoni¢ne radikale (Dugan i sar., 1996).
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Kod Alchajmer-ove bolesti i amiloidoza javlja se takode i fenomen formiranja
proteinskih fibrila. Istrazivanja neuroprotektivnih svojstava fulerena su pokazala da
hidratisani Cg fuleren, pored antioksidativne aktivnosti, ispoljava i1 anti-amiloidogenu
aktivnost, budu¢i da inhibira fibriliaciju amiloid p25-35-peptida (Podolski i sar., 2007).
Ovo otkrice bi takode moglo da predstavlja doprinos u razvoju terapije protiv
neurodegenerativnih bolesti bazirane na fulerenskim NC.

Kardioprotektivna svojstva: Kardioprotektivni efekti fulerenola potvrdeni su in
vivo na pacovima sa karcinomom dojke. Naime, fulerenol deluje protektivno kao
skuplja¢ slobodnih kiseoni¢nih radikala, posebno OH i ONOO' , na tkivu sréanog
misi¢a, smanjuju¢i  kardiotoksicnost indukovanu antineoplasticnim  lekom
doksorubicinom (Injac i sar., 2008).

Hepatoprotektivna svojstva: Na istom modelu in vivo je utvrdeno da fulerenol
zahvaljuju¢i svojim AO karakteristikama, deluje protektivno i na jetru, smanjujuci
hepatotoksi¢nost koja je indukovana doksorubicinom. S druge strane, u slu¢aju snaznog
oksidativnog stresa, indukovanog veoma agresivnim prooksidansom kao S§to je
doksorubicin, citotoksi¢ni efekti fulerenola prevazilaze njegovu protektivnu ulogu.
Smatra se da ¢e se poboljSavanjem fizickohemijskih karakteristika fulerenola postic¢i
njegov maksimalni AO efekat (Injac 1 sar., 2008).

Utvrdeno je i da nize doze Cg(OH),4, 0d 25mg/kg imaju veci protektivni efekat na
srce 1 jetru pacova sa kolorektalnim kancerom, u odnosu na vise doze (Injac i sar.,
2009).

Tkivo pluéa je veoma osetljivo na oksidativni stres uzrokovan doksorubicinom zbog
toga Sto se odlikuje povecanim oksidativnim metabolizmom i redukovanom AO
odbranom u odnosu na druge organe. Primenom fulerenola tokom terapije
doksorubicinom in vivo, dolazi do smanjenja svih biohemijskih, hematoloSkih i
patohistoloskih parametara oStecenosti plu¢a (Injac i sar., 2008, Srdenovi¢, 2010).
Takode na niskim koncentracijama, Ceo(OH)7., Stiti tkivo pluca od oksidativnog stresa
izazvanog tokom ishemijske reperfuzije (Chen i sar, 2004).

U eksperimentu sa oSte¢enjem bubrega indukovanim doksorubicinom, koje se
manifestuje biohemijskim pokazateljima oksidativnog stresa, pretretman fulerenolom
doprinosi da se skoro svi ispitivani biomarkeri vrate na normalne vrednosti. Poznato je

da je doksorubicin kod zivotinja nefrotoksi¢an i da formiranjem slobodnih radikala
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uzrokuje hroni¢nu, progresivnu, glomerularnu bolest. Fulerenol, reaguju¢i sa visoko
reaktivnim kiseoni¢nim vrstama, moze prevenirati nefroloske promene indukovane
doksorubicinom (Injac i sar., 2008, Srdenovi¢, 2010).

Prednost fulerenola u poredenju sa drugim AO jeste u tome Sto se on moze
primenjivati 1 kao organoprotektor (srce, jetra, bubrezi i pluca) a ujedno i kao
radioprotektor tokom radio- i hemio terapije kancera. Tako na primer, fulerenol,
primenjen kao pretretman doksorubicinu, zna¢ajno smanjuje ili u potpunosti sprecava
ispoljavanje toksi¢nih efekata doksorubicina u bubrezima, plué¢ima i testisima. Sam po
sebi, fulerenol ne uti¢e znacajno na promenu ni jednog ispitivanog parametra.

Protektivno dejstvo fulerenola in vivo, najve¢im delom se zasniva na
antioksidativnom potencijalu, odnosno sposobnosti da deluje kao "Cistac" slobodnih
radikala ali 1 kao helator gvozda, spre¢avaju¢i na taj nacin dalje stvaranje reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (Srdenovié¢, disertacija, 2010, Srdenovi¢ 1 sar., 2010) Bazirano na
navedenim svojstvima, fulerenol deluje i antitumorski i antimetastatski na miSevima sa
kancerom dojke. Naime, tumorska angiogeneza ima klju¢nu ulogu u rastu tumora, tako
da se inhibicijom razvoja krvnih sudova, tumor moZze odrzavati u stanju mirovanja
(Folkman 1 sar., 2009). Inhibicija angiogeneze a time i metastaziranja kancera, postize
se primenom AO koji smanjuju nivo oksidativnog stresa i inflamacije u kancerskim
¢elijama. Primena Cg(OH),p dovodi do smanjenja oksidativnog stresa, angiogenih
faktora, TNF-a, 1 VEGF 1 PDGF u tumorskim tkivima (Jiao 1 sar., 2010), delujuci na taj

naéin antitumorski 1 antimetastatski.

Citotoksi¢nost fulerenola

Citotoksicni (antiproliferativni) efekti polihidroksilnih fulerena Cgo(OH), su
analizirani na razli¢itim eksperimentalnim modelima (Bogdanovi¢ 1 sar., 1997,
Pickering 1 Wiesner, 2005, Sayes i sar., 2004, Isakovic i sar., 2006, Yamawaki i Iwai,
2006). U pogledu uticaja fulerenola na proliferaciju ¢elija, rezultati istrazivanja se kre¢u
od antiproliferativnog efekta (Kamat i sar., 1998, Yamawaki i Iwai, 2006, Gelderman i
sar., 2008, Qun-Fen i sar., 2006) preko odsustva uticaja na proliferaciju ¢elija (Cai i sar.,

2008), do proliferativnog efekta (Niwa i Iwai, 2006, Stankov i sar., 2011).
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Antiproliferativni efekti Cso(OH)24 se ispoljavaju na nekoliko nacina, medu kojima
su: proksidativni odgovor na fotoekscitaciju, aktivacija apoptoze, autofagija i
sposobnost fulerenola da na viSim koncentracijama redukuje aktivnost AO enzima.

Poznato je da fuleren i njegovi derivati mogu u uslovima izloZenosti polihromatskoj
vidljivoj 1 UV svetlosti da podlegnu fotoekscitaciji i da produkuju ROS (singlet kiseonik
1 superoksidni molekul) i tako uzrokuju citotoksi¢nost (Kamat i sar., 1998, Kamat i sar.,
2000). Oksidativni stres indukovan na ovaj nadin zavisi od duzine tretmana i
koncentracije Cgo. Prema Kamat-u i saradnicima, Ce(OH);s putem generisanja ROS
dovodi do oste¢enja lipida i proteina koje moze biti inhibirano AO glutationom,
askorbinskom kiselinom i a-tokoferolom (Kamat i sar., 2000).

Antiproliferativni efekat fulerenola ispitivan je 1 na nekoliko modela endotelnih ¢elija
(Lu 1 sar., 1998, Gelderman 1 sar., 2008, Yamawaki i Iwai, 2006). U studiji Lu i
saradnika pracen je efekat fulerenola na proliferaciju glatkih miSiénih ¢éelija koje se
zajedno sa inflamatornim ¢elijama nagomilavaju u krvnim sudovima kod
ateroskleroznih promena. Fulerenol je, pri koncentracijama manjim od 10 mg/mL
delovao antiproliferativno na glatke misSi¢ne c¢elije 1 humane limfocite u Gl fazi
¢elijskog ciklusa. Autori pretpostavljaju da je fulerenol vrSio inhibiciju signalne
transdukcije, odnosno tirozin kinaze, proteina neophodnog za ¢elijsku proliferaciju (Lu i
sar., 1998).

U eksperimentima na kulturi HUVEC endotelnih celija, Cgo(OH)24 indukuje
proinflamatorni 1 proapoptotski efekat. Naime, 24h tretman endotelnih Ccelija
fulerenolom u koncentraciji od 0.Img/mL vodi ka povecanju ekspresije gena za
imunoglobuline (CD54), biomarkera proinflamatornog odgovora i tkivnog faktora
koagulacije (CD142). Na nizoj koncentraciji ne dolazi do ovih promena (Gelderman i
sar., 2008). Autori ovu antiproliferativnu aktivnost fulerenola takode objaSnjavaju
njegovom moguc¢om sposobnos¢u da inhibira aktivnost citosolne protein kinaze C, na
koju je ukazao i Lu sa saradnicima.

Osmodnevni tretman endotelnih ¢elija fulerenolom pri koncentraciji od 0.01mg/mL
deluje citostatski, dok akutni 24h tretman pri 10 puta vecoj koncentraciji fulerenola
deluje citotoksicno, a Celijska smrt nastupa putem autofagije aktiviranjem ubikvitina

(Yamawaki i Iwai, 2006).
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Citotoksicnost fulerenola je ispitivana i na jednocelijskom organizmu Tetrahymena
pyriformis 1 utvrdeno je da fulerenol pri koncentraciji od 0.25 mg/mL deluje citostatski.
Inhibicija rasta protozoa objasSnjava se smanjenjem aktivnosti AO enzima, tacnije
glutation reduktaze, dok se pri niZoj koncentraciji smanjuje i aktivnost glutation
peroksidaze. (Qun-Fen i sar, 2006).

Citotoksican efekat fulerenola ne razlikuje se izmedu primarnih odnosno trajno
transformisanih ¢elijskih kultura, kao Sto nema ni specifi¢nosti prema vrsti odnosno tipu
Celijske kulture (Isakovi¢ 1 sar., 2006). U drugom istraZivanju na celijskim linijama
humanih karcinoma dojke, medutim, fulerenol u nanomolarnim koncentracijama
inhibira njihov rast (Bogdanovi¢ i sar., 2004, Koji¢ i sar., 2005) ali inhibicija rasta
zavisi od celijske linije, koncentracije 1 duzine tretmana fulerenolom. Osim inhibicije
rasta tumorskih ¢elija, Ceo(OH)24 vrsi supresiju citotoksicnosti indukovane dejstvom
antitumorskih lekova. Protektivni efekat fulerenola je izrazeniji protiv doksorubicina i
cisplatine, ¢ija je toksi¢nost povezana sa formiranjem slobodnih radikala. Smanjenje
citotoksi¢nosti paklitaksel-a i tiazofurin-a ukazuje na mogucnost da u protektivne efekte
fulerenola mogu biti ukljuc¢eni i mehanizmi koji su razli¢iti u odnosu na antioksidativnu
aktivnost “skupljaca” (engl. scavenger) hidroksi-radikala (Koji¢ i sar., 2005).

U istrazivanju in vivo efekata fulerenola je prikazano da je polihidroksilovani derivat
Ceo letalan za pacove kada se primeni ip u visokim dozama od 0.1, 0.5 g/kg tokom
trodnevnog tretmana. Dolazi do smanjenja sadrzaja citohroma P450 1 aktivnosti u
mikrozomima jetre (izolovanih iz tretiranih Zivotinja). Mehanizam koji dovodi do
smanjenja citohroma P450 nije poznat, ali se smatra da bi mogao biti povezan sa:
svojstvom polihidroksilovanog Cgp da skuplja elektrone, povezivanjem fulerenola za
enzime, Sto dovodi do destrukcije samih enzima ili inhibicijom sinteze enzima.
Pretpostavlja se da se smanjenje funkcije mitohodrija verovatno odvija usled redukcije
elektronskog transfera (Ueng i sar., 1997).

U znacajnom broju radova istiCe se mala odnosno zanemarljiva citotoksi¢nost
Ce0(OH), posebno u poredenju sa Cgo (Sayes i sar., 2004, Isakovic i sar., 2006, Cai 1
sar., 2008, Niwa 1 Iwai, 2006). Upravo vodorastvorne funkcionalne grupe na povrsini
fulerenskog molekula doprinose sniZzavanju toksi¢nosti samog Cg molekula (Sayes i
sar., 2004). Primenjen i tokom razli¢itih vremenskih tretmana, Cg(OH),4 ne uti¢e na

proliferaciju ¢elija humanog neuroblastoma SK-N-MC (Cai i sar., 2008).
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Konac¢no, fulerenol moze da ima i proliferativan efekat. Niske koncentracije
fulerenola tokom tridesettrodnevnog tretmana, deluju proliferativno na ispitivane
¢elijske kulture (Niwa 1 Iwai, 2006). Ispitivanja ¢elijskih 1 molekularnih mehanizama
dejstva fulerenola ukazuju na njegov uticaj na gene odgovorne za proliferaciju celija

(Stankov i sar., 2011)

Radioprotektivna svojstva Cg(OH)24

Jonizujuce zraCenje uzrokuje Stetan efekat na Zive organizme odnosno na njihove
organe. Izlaganje ¢elija jonizujuéem zracenju dovodi do formiranja ROS, Sto rezultira
citotoksi¢nim efektom. Zbog toga je, tokom radijacione terapije pacijenata sa malignim
tumorima, na primer, vazno zastiti zdravo tkivo od Stetnih efekata jonizujuceg zracenja.
Protektivne supstance, koje imaju ulogu da zastite zdravo tkivo oko tumora, indirektno
omogucavaju upotrebu vecih doza zracenja i sa tim u vezi boljeg ishoda radioterapije.
Zbog toga razvoj radioprotektora predstavlja jedan od ciljeva savremene medicine.

Fulerenol Cgo(OH),4 je pokazao radioprotektivna svojstva u in vitro uslovima na
¢elijskoj liniji eritroleukemije K562. Pretretman celija sa fulerenolom u koncentraciji od
10uM, koje su zatim ozraCene visokim dozama X-zraka, dovodi do povecanja aktivnosti
enzima SOD 1 glutation peroksidaze. SOD koji katalizuje dismutaciju superoksidnih
anjona u hidrogen peroksid, znacajno doprinosi povecanju zastite hematopoetskih ¢elija
od letalnog ozracivanja jonizujué¢im zracima (Bogdanovic¢ i sar., 2008).

Radioprotektivni potencijal Ce(OH)x potvrden je i na in vivo modelima. Naime,
fulerenol pri koncentraciji nizoj od 0.1 mg/mL, pruza maksimalnu zastitu protozoa koje
su izloZene y- zraCenju. Ta zastita se manifestuje prezivljavanjem celija uz povecanu
aktivnost SOD 1 katalaze. Protektivni efekti fulerenola na oste¢enje indukovano y-
zraCenjem, pripisuju se njegovoj AO aktivnosti kao skupljaca radikala (Zhao i sar.,
2005).

Ce0(OH)24 pokazuje radioprotektivnost i u eksperimentu tokom kog se grupa miseva,
nakon dvonedeljnog tretmana fulerenolom, podvrgava letalnoj dozi y-zracenja.
Fulerenol smanjuje smrtnost miSeva nakon ozracivanja, §to se pripisuje njegovom
potencijalu da poveca funkciju imunog sistema, smanji oksidativno ostecenje naroc€ito u

jetri 1 slezini i poboljs$a funkciju mitohondrija (Cai i sar., 2010).
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Stavise, sa poveéanjem doza X-zraka na mi§evima, radioprotektivni efekat fulerenola
je veéi. Tako na primer, fulerenol u dozi od 100 mg/kg uti¢e na prezivljavanje miseva
kada se aplicira miSevima 30 minuta pre ozracivanja ve¢im dozama X-zraka (Trajkovi¢
isar., 2005).

Fulerenol pokazuje vecu efikasnost i od standardnog radioprotektora amifostina,
razvijenog od strane Severnoatlanskog saveza (NATO). Pretretman fulerenolom dovodi
do prezivljavanja pacova a doza od 100mg/kg ima najvec¢i radioprotektivni efekat. S
obzirom na to da je Stetan efekat radioterapije uzrokovan pojavom ROS, fulerenol

deluje protektivno zahvaljujuci svom AO dejstvu (Trajkovi¢ i sar., 2007).

Biodistribucija fulerenola

I pored pretpostavljenih puteva usvajanja nanocestica u celije, u dosadasnjim
istrazivanjima nema direktne potvrde na koji nacin se fulerenol Cg(OH),4 usvaja u
¢elije. Pretpostavlja se da je, poput usvajanja fulerena, u pitanju proces endocitoze.
Uticaj proteina prisutnih u fizioloSkoj sredini na usvajanje fulerenola u celije, takode
predstavlja vazan aspekt, koji se mora imati u vidu kada se proucava bioloski efekat
fulerenola. Naime, poznato je da prisustvo proteina u medijumu za celijsku kulturu
moze uticati na agregaciju nanocestica a time 1 na usvajanje i toksi¢nost samih
nanocestica. Isto tako, nanocestice, koje su delimi¢no ili potpuno obavijene proteinima
u telesnim te¢nostima, mogu imati izmenjenu reaktivnost, naelektrisanje i hidrofobnost
NC, to moze uticati na éelijski odgovor (Fubini i sar., 2010).

Su 1 saradnici su pratili usvajanje Cqo(OH)24 u €elije CHO ¢elijske linije i prikazali da
se fulerenol lakSe usvaja u ¢elije u medijumu bez seruma u poredenju sa medijumom za
¢elijsku kulturu sa serumom. Takode je utvrdeno da je fulerenol stabilniji u medijumu
sa serumom u odnosu na medijum bez seruma, u kom se agregacija odvija nakon
nekoliko ¢asova (Su i sar., 2010).

Prema Qiao i saradnicima, polihidroksilovani derivat fulerena Cgo(OH),9, nasuprot
molekulima Cg, absorbuje se na povrsinu ¢elijske membrane i teSko prodire kroz samu
membranu, S$to se objaSnjava upravo njegovom hidrofilnom prirodom i negativnim
naelektrisanjem. Naime, polihidroksilovani fulereni ostvaruju jake veze sa polarnim

lipidnim glavama na povrSini celijske membrane suprotno Cistom fulerenu. Autori
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pretpostavljaju da upravo ove razlike u pogledu prodora u ¢eliju koje postoje izmedu
Ceo 1 njegovog polihidroksilovanog derivata mozda mogu objasniti manju toksi¢nost
polarnih fulerenskih derivata u odnosu na Cist Cg (Qiao i sar., 2007).

Usvajanje Ceo(OH)22.26 je praceno na makrofagnoj celijskoj liniji RAW 264.7.
Utvrdeno je da pri koncentraciji od 10mg/mL, 10% ¢elija nije bilo u fagozomima, dok
su mitohondrije bile netaknute u vise od 95% celija (Xia i sar., 20006).

Zbog potencijalne primene fulerenola kao leka, neophodno je da se in vivo utvrdi
njegova apsorpcija i distribucija u razliitim organima i tkivima, kao i ekskrecija.
Metabolizam fulerenola, a samim tim i njegov bioloski efekat, zavise takode i od
primenjene metode obelezavanja fulerenola kao i momenta kad se vrSi Zrtvovanje
eksperimentalnih Zivotinja (Maksin i sar., 2007).

Utvrdeno je da vodorastvorni fuleren nakon intravenske aplikacije brzo migrira kroz
telo miSeva 1 akumulira se najve¢im delom u jetri, a zatim 1 u ostalim tkivima i
organima (Nakamura i Isobe, 2003). Pored jetre, u prvom satu apliciranja fulerenola,
detektuje se njegovo prisustvo i u srcu, slezini i crevima, a nakon 4h i u pljuva¢nim
zlezdama. Posle 21h u telu psa se uocava prisustvo [99mTc(CO)3(H20)3]-C60(OH)22_24 i
u bubrezima i mokra¢noj besici, ali ne i u crevima (Djordjevic i sar., 2011). Nakon 48h
od aplikacije, uo¢ava se prisustvo * mTc-Ceo(OH), u bubrezima, kostima, jetri i slezini
miSeva i1 zeeva , zbog Cega fulerenol predstavlja potencijalnog kandidata u terapiji
leukemije, tumora kostiju ili u terapiji bola (Qingnuan i sar., 2002). Ekskrecija
fulerenola je spora, tako da preko 90% vodorastvornog fulerena ostaje u telu i posle
nedelju dana od unoSenja u organizam, S§to povecava rizik od hroni¢nih efekata
(Yamago i sar., 1995).

Pra¢enjem distribucije '*’I-Ceo(OH)x kod miSeva sa kancerima jetre, pluca, debelog
creva 1 zeluca, uoceno je akumuliranje fulerenola u tumorima, $to zavisi 1 od vrste
tumora. Fulerenol se u hepatokarcinomu akumulira i zadrzava dugo usled poveéane
permeabilnosti ¢elija tumora i efekta retencije i fagocitoze od strane mononuklearnih
fagocita. Zbog toga se pretpostavlja da Cg(OH) ima potencijal za upotrebu u

fotoosetljivom tretmanu nekih vrsta tumora (Ji i sar., 2006).
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Genotoksic¢nost nanocestica

Ispitivanja genotoksi¢nih efekata koje uzrokuju nanomaterijali predstavljaju vaznu
kariku u proceni rizika po zdravlje ljudi. Poznato je da genotoksi¢ne supstance indukuju
oStecenje DNK, S§to moze inicirati i promovisati kancerogenezu. Ukoliko dode do
oste¢enja DNK u reproduktivnim c¢elijama, to predstavlja opasnost i za potomstvo.
Genotoksi¢ni nanomaterijali mogu uticati i na ubrzano starenje organizma. Ispitivanje
ostecenja DNK vrsi se upotrebom odgovaraju¢ih genotoksikoloskih testova nakon
izlaganja bioloskog materijala test supstancama. Tako je za mnoge nanomaterijale
potvrdeno da dovode do genotoksi¢nog odgovora, koji se manifestuje prekidom DNK
lanca, tackastim mutacijama, pojavom DNK adukata i izmenom genske ekspresije.
Medutim, i pored toga, generalno postoji velika neusaglasenost u literaturi kada je u
pitanju genotoksi¢nost nanomaterijala. Ta neusaglasenost u najve¢oj meri poti¢e od
razlika u dizajnu studija, zbog Cega je otezano uporedivanje rezultata izmedu samih
studija, dok je istovremeno nemoguée izvuéi =zakljucke samo na osnovu
fizickohemijskih karakteristika nanomaterijala.

Iako se od 2005. godine do danas znacajno povecao broj publikacija iz oblasti
nanotoksikologije, u vecini tih studija primarno je proucavana citotoksi¢nost, zbog cega
su veéinom upotrebljavane vise koncentracije NC. U tim istrazivanjima uglavnom nisu
prou¢avane promene u éeliji do kojih moze do¢i pri nizim koncentracijama NC, pri
kojima nema citotoksicnog efekta, ali zato moze do¢i do osStecenja DNK koje moze
imati posledice na ¢elije.

Zbog svega toga smatra se da bi genotoksicni potencijal nanoCestica mogao biti
neocekivan, upravo zbog njihove male veli¢ine a velike povrSine, kao i zbog
raznovrsnosti fizickohemijskih karakteristika kao §to je naelektrisanje.

Konacno, genotoksicno testiranje 1 evaluacija mutagenog ili kancerogenog
potencijala novih supstanci, pa tako i nanocestica, predstavlja vazan deo preklinickog
testiranja novih farmaceutika, Sto je neophodno pre njihovog prelaska u fazu I/II

klini¢kih studija.
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Mehanizmi indukovanja DNK oSte¢enja nanomaterijalima

NC mogu dospeti u ¢eliju a zatim i jedro na nekoliko na¢ina, o ¢emu je detaljnije
razmatrano u delu ,,Celijsko usvajanje nanoestica, lokalizacija i interakcija sa
biomolekulima®. Uticaj na DNK moze biti primaran i sekundaran, pa tako razlikujemo

primarnu i sekundarnu genotoksi¢nost nanomaterijala (slika 6.) (Stone i sar., 2009).

Primarna genotoksi¢nost

Nanocdestice

neutrofilnih éelija
(npr. indirektna)

3

Slika 6. Prikaz mehanizama ,,primarne* i ,,sekundarne® genotoksiénosti koju NC mogu

indukovati u ¢elijama (Stone 1 sar., 2009)

Testovi in vitro za ispitivanje genotoksi¢nosti NC omoguéavaju identifikovanje
primarne genotoksiénosti NC koja moze biti uzrokovana direktno (fizickom
interakcijom izmedu NC i DNK) ili indirektno (delovanjem ROS koji se formira od
strane Celija aktiviranih nanocesticama). Za razliku od primarne, sekundarna
genotoksi¢nost podrazumeva oste¢enje DNK nastalo kao rezultat dejstva ROS nastalog
tokom zapaljenskog procesa uzrokovanog nanocesticama.

Primarna genotoksi¢nost se definiSe kao geneticko oSte¢enje nastalo direktno od
samih NC. Naime, kada NC dospeju do jedra, one mogu reagovati sa DNK ili sa
proteinima vezanim za DNK, §to moZe uzrokovati oSte¢enje DNK. Takode, ukoliko se
NC akumuliraju unutar ¢elije, a ne stupaju u interakciju sa jedrom, one i dalje mogu

do¢i u direktni kontakt sa DNK tokom mitoze kada se jedarna membrana resorbuje i
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kada ima dovoljno prostora za nastanak promena na DNK. NC mogu da se apsorbuju na
nukleinske kiseline samo onda kada su veé¢e od samog molekula nukleinske kiseline.
Kada su NC male, veli¢ine nekoliko nm, interakcija sa DNK podseéa na interakciju sa
rastvorljivim metalima (kao §to su Cr®" ili Cd*"), budu¢i da NC reaguju sa DNK
zavojnicom putem interakcija koje zavise od veli¢ine, kao $to je slucaj sa nanocesticama
zlata (Schmid, 2008) i fulerenolom. Fulerenol Cg(OH).4 se vezuje za polinukleotidni
lanac nativne DNK, ta¢nije za bazne parove unutar vece zavojnice molekula DNK
(Pinteala 1 sar., 2009), $to je u bioloskim modelima neizvodljivo pre svega zbog niza
proteinskih sistema kao $to su histoni, odgovornih za pakovanje DNK u hromozome.

Nema mnogo primera genotoksi¢nosti koja se javlja kao rezultat direktne interakcije
neorganskih NC sa nukleinskim kiselinama (Fenoglio i sar., 2011). Medutim, NC
titanijum dioksida ili silikonske NC dospevaju u jedro (Geiser i sar., 2005, Liu i sar.,
2007) u kom dovode do stvaranja proteinskih agregata, §to moze rezultirati inhibicijom
replikacije, transkripcije i Celijske proliferacije (Chen i Von, 2005). Kvantne tacke
takode mogu da udu u jedro preko jedarnih pora i da zatim reaguju sa histonskim
proteinima (Nabiev i sar., 2007).

Primarni genotoksi¢ni efekat moze nastati i tako §to NC direktno dovode do
formiranja ROS, §to zavisi od povrSinskih karakteristika samih Cestica, prisustva metala,
mobilizacije gvozda i procesa lipidne peroksidacije (Greim i sar., 2000, Kell i sar.,
2009). U nastanku primarne genotoksi¢nosti znacajnu ulogu imaju i veliina 1 oblik

Cestica, kristalna struktura i rastvorljivost i usvajanje Cestica od strane ¢elija.

Sekundarna genotoksi¢nost nastaje kada NC ne reaguju fizicki i hemijski sa
molekulom DNK, nego stupaju u reakciju sa ostalim ¢elijskim proteinima koji su
uklju€eni u vitalne procese za Celiju, nakon ¢ega dolazi do indukovanja raznih tipova
¢elijskih odgovora koji vode ka genotoksi¢nosti, a to su oksidativni stres, zapaljenski
proces i aberantan signalni odgovor (slika 7.). Prema tome, sekundarna genotoksi¢nost
predstavlja rezultat oStecenja DNK nastalog posredno na primer dejstvom ROS/ RNS
koje poti¢u od inflamatornog procesa uzrokovanog prisustvom NC (Stone i sar., 2009).
Vazan aspekt predstavlja prag nastanka sekundarne genotoksi¢nosti, odnosno
koncentracija NC pri kojoj dolazi do pojave zapaljenskog procesa, prevladavanja nad

AO 1 DNK reparacionim kapacitetom samih ¢elija (Greim 1 sar., 2000). Upravo
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efikasnost intra i ekstra ¢elijskih AO odbrambenih mehanizama kao i DNK reparacionih

mehanizama imaju vaznu ulogu u odgovoru ¢elije na novonastale premutagene lezije.

Nanocestice oslobadaju
slobodne jone metala

Nanocestice reaguju
sa povrsinom ¢Celije

Oksidativni stres
povecéanje ROS
(OH, 0,7)

OSTECENJE DNK:

- Prekidi lanca DNK

- formiranje adukta SOHdG
- difikacija histona

- izmenjena metilacija DNK
- odgovor gena na

je DNK (p531)

DR
ZAPALJENJE:

NFkKB i AP-1
zavisni geni

Citokini (IL-1,IL-6,
TNF-x)

- Epigenetske
pojave

- Kancer

- Apoptoza

Slika 7. Indirektni mehanizmi koji mogu uzrokovati genotoksi¢nost (Singh i sar., 2009)

Oksidativni stres

Smatra se da oksidativni stres predstavlja klju¢ni mehanizam koji je odgovoran za
genotoksi¢ne efekte NC. On narusava redoks balans unutar ¢elije putem povecanja
unutarcelijskih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) kao i putem smanjenja nivoa
antioksidativne zastite. ROS su visoko reaktivni radikalski molekuli koji mogu
poremetiti homeostazu unutaréelijske sredine na taj nacin Sto, izmedu ostalog, uzrokuju
ostecenja celijskih makromolekula kao §to su na primer DNK, proteini i lipidi i drugi
molekuli. ROS-indukovano oste¢enje DNK manifestuje se pojavom prekida jednog ili
oba lanca DNK, modifikacijama baza (na primer formiranjem adukata 8 -
hidroksideoksiguanina) i pojavom unakrsnih veza unutar DNK. Ukoliko ne dode do
reparacije DNK, otvara se mogucnost za inicijaciju 1 promociju kancerogeneze
(Toyokuni, 1998). Mehanizmi putem kojih nanocestice mogu indukovati oksidativno

ostecenje Celija prikazani su na slici 8.
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I Direktno oksidativno ostecenje I I Indirektno oksidativno oStecenje |

Trosen_]e
antioksidativne odbrane

ROS oslobodene iz éelije

\/ Oslohadanje redoks
'0, aktivnih jona

Direktna reakeija NANOCESTICA
biomolekula
sa povr§inom

Slika. 8. Moguc¢i mehanizmi oksidativnog oStecenja indukovani nanocesticama

(Fenoglio i sar., 2011)

Nanocestice mogu indirektno i direktno indukovati oksidativno ostecenje celije:

Direktno oksidativno oSteéenje celije moze nastati kao posledica prisustva
reaktivnih mesta na povrsini Cestice koja uzrokuju nastanak ROS, na primer hidroksi
radikala (HO") iz endogenog peroksida (H,O,), superoksidnog jona (O;") i singlet
kiseonika ('0,) iz kiseonika prisutnog u tenostima, ili reaktivnih mesta koja direktno
ostecuju biomolekule. Takode, oslobadanje redoks-aktivnih metala (M"") moze
doprineti poveéanju oksidativnog stresa koji poti¢e od Cestica.

Indirektno oksidativno osSteéenje se odnosi na generisanje ROS koje poticu od
¢elije 1 to ili putem mitohondrijalne aktivnosti ili aktiviranjem c¢elija imunoloSkog
sistema.

Reaktivne kiseoni¢ne vrste se dele na “primarne” i “sekundarne”. “Primarne” ROS,
kao §to je na primer superoksid O,”, mogu nastati u toku metabolic¢kih procesa ili putem
aktivacije kiseonika, Sto rezultira formiranjem reaktivnog nukleofilnog molekula
kiseonika odnosno superoksidnog anjona. Ovaj radikal ne reaguje direktno sa DNK ili

sa polipeptidima. Medutim, on moze ragovati sa ostalim molekulima kao §to su redoks
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aktivni prelazni metali (na primer gvozde) (Kell i sar., 2009) ili sa enzimima nastalim
produkcijom “sekundarnih” ROS (na primer ‘OH radikal), koji predstavljaju primarne
medijatore oStecenja DNK. Vec¢ina ‘OH radikala nastalih in vivo poti¢u od raspada

vodonik peroksida u toku Fentonove reakcije uz katalizovanje Fe*":

20,"+ 2H" — H,0, + 02 (reakcija dizmutaze),

M™ + H,0, — M ™D 4+ -OH + OH" (Fentonova reakcija, gde je M — prelazni metal)

(Valko i sar., 2006)

Prelazni metalni joni, kao $to su kadmijum, hrom, bakar, gvozde, nikal, titanijum i
cink, oslobodeni iz odredenih NC, imaju potencijal da uzrokuju konverziju éelijskih
kiseoni¢nih metaboli¢kih produkata kao §to je H,O, i superoksidni (O,7) anjon u
hidroksi radikal (OH) koji primarno oSte¢uje DNK (slika 7.). Gvozde u oksidacijonom
stanju dva takode moZe uzrokovati produkciju H>O, iz molekularnog O,, koji moZze
difundovati kroz ¢elijsku i jedarnu membranu i reagovati sa Fe*'vezujuéi se sa DNK,
Sto rezultira nastankom 'OH. To moze uzrokovati pojavu timin tirozin (DNK-histon
protein) unakrsne veze u hromatinu (Valko i sar., 2006). Dalje, pojava slobodnih
katjona gvozda moze uzrokovati modifikacije purina i pirimidina indukovane sa ‘OH
(Zastawny i sar.,1995). Dakle, NC sa jonima gvozda mogu predstavljati dodatni izvor
gvozda unutar Celije Sto, preko Fentonove reakcije, vodi stvaranju visoko reaktivnih
hidroksi radikala.

U brojnim studijama je prikazana indukcija ROS nakon izlaganja NC-ma (Karlsson i
sar., 2008, Papageorgiou i sar., 2007, Gurr i sar., 2005). NC titanijum dioksida (TiO,)
koje se smestaju u perinuklearni prostor, uzrokuju stvaranje ROS u tom regionu (Park 1
sar., 2008). Testovima komete i mikronukleusa je utvrdeno da je oksidativno oStec¢enje
DNK zapravo uzrok pojavi genotoksi¢nih efekata NC (Karlsson i sar., 2008,
Papageorgiou i sar., 2007, Gurr i sar., 2005).

Oksidativni stres takode moze da aktivira specificne signalne puteve ukljucujuci
protein kinazu i NF-kB (Bonvallot i sar., 2001), §to zajedno sa iscrpljivanje rezervi.
antioksidativne odbrane dovodi do oslobadanja pro-inflamatornih citokina (Abe i sar.,
2000). Krajnji rezultat te signalne kaskade jeste inicijacija zapaljenjskog procesa koji

predstavlja odbrambenu reakciju organizma. Ova reakcija zatim dovodi do oslobadanja
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ROS iz inflamatornih ¢elija (na primer neutrofila) i moguceg oste¢enja DNK (Waldman
1 sar., 2007).

Kada je u pitanju uces¢e fulerena i njegovih derivata u oksidativnom stresu,
dosada$nja saznanja su kontradiktorna.

Pod odredenim uslovima fulerenski derivati mogu indukovati pro-oksidativni efekat,
dok u drugim ne, a to uglavnom zavisi od hemijske strukture fulerenskih derivata,
koncentracije, tipa celija na kojima je vrSena analiza 1 naravno od samog
eksperimentalnog dizajna (Kamat i sar., 2000, Sayes i sar., 2005, Xia i sar., 2006). Pa
ipak, generalno gledano, derivatizovani fulereni sa polarnim funkcionalnim grupama
pokazuju bolje antioksidativne karakteristike u poredenju sa nano formama fulerena
Ceo.

Sayes (Sayes 1 sar., 2005) prikazuje da nanoCg u koncentracijama od 0,00024-2,4
pg/mL pripremljen sa THF i1 zatim dispergovan u medijumu za c¢elijsku kulturu sa
serumom, dovodi do citotoksi¢nog efekta uz povecanje produkcije ROS, lipidne
peroksidacije kao i1 oSte¢enja celijske membrane u razliitim ¢elijskim linijama
(dermalni fibroblasti, hepatociti 1 astrociti). OStecenje Celijske membrane je potvrdeno
merenjem LDH (laktat dehidrogenaze) koja se oslobada iz ¢elija, kao 1 poveéanom
permeabilnoscu Celija za dekstran.

Ceo 1 Cso(OH);3 mogu uzrokovati ostecenje celijske membrane mikrozoma jetre
pacova pod fotosenzitivnim uslovima, Sto je utvrdeno merenjem lipidne peroksidacije
(Kamat i sar., 2000). Stavise, doslo je do oSteéenja proteina putem oksidacije,
inaktivacije enzima i smanjenja toksi¢nog odgovora uz upotrebu AO. lako su oba
ispitana molekula pokazala prooksidativnu aktivnost, Ce¢o(OH);s je uzrokovao vecéu
toksi¢nost u poredenju sa Ce.

Suprotno ovim rezultatima, Cgo(OH)22-26 dispergovan u medijumu za ¢éelijsku kulturu
sa fetalnim govedim serumom, ne dovodi do pojave produkata ROS, deplecije
glutationa (GSH) ili stimulacije ekspresije hem oksigenaze 1 u ¢elijskoj liniji makrofaga
RAW 264.7. Tretman sa fulerenolom ne uzrokuje povecanje produkcije TNF-a, ali zato
indukuje povecanje nivoa mitohondrijalnog kalcijuma, Sto ukazuje na pojavu
mitohondrijalnog oSte¢enja, bez obzira na odsustvo promena mitohondrijalnog

membranskog potencijala (Xia i sar., 20006).
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Zapaljenski procesi

Zapaljenski proces predstavlja vazan fizioloski proces koji nastaje kao odgovor na
povredu tkiva. U tom odgovoru ucestvuju inflamatorne ¢éelije, koje sekretuju veliki broj
rastvornih faktora citokina, kao $to su na primer interleukini (IL) 1 familija proteina -
faktor nekroze tumora (TNF). Tokom zapaljenskog procesa dolazi i do migracije
inhibitornih faktora, reaktivnih azotnih vrsta (NO) i ROS. Proinflamatorni citokini, NO i
TNF-a, kao ucesnici akutnih i hroni¢nih inflamatornih procesa, privlace ostale
inflamatorne Celije koje zatim oslobadaju citokine i povec¢avaju imuni odgovor (Huang 1
sar., 2008).

Medutim, iako ovi faktori predstavljaju vaznu zastitu od infekcija i/ili povrede tkiva,
oni takode mogu uzrokovati oste¢enje DNK koje se manifestuje fragmentacijom DNK,
tackastim mutacijama i formiranjem adukata DNK. Stavi$e, oni mogu inhibirati
reparaciju DNK 1 indukovati aberantni tip metilacije, Sto moze dovesti do izmenjene
genske ekspresije (Valinluck i Sowers, 2007). Takode, prisustvo hroni¢nog zapaljenja u
bliskoj je vezi sa kancerogenezom (Blanco i sar., 2007, Federico i sar., 2007). Mnoge
studije su do danas pokazale da nanocestice mogu uzrokovati inflamatorni odgovor
(Donaldson 1 sar., 2004, Kagan i sar., 2005). Centralna uloga u indukovanju
zapaljenskog procesa nanocesticama, verovatno pripada njihovoj maloj veli€iniis tim u
vezi velikoj reaktivnoj povriini, kao i hemijskoj raznolikosti NC koja utiée na stepen
indukovanog inflamantornog odgovora.

Neki nanomaterijali imaju jasan potencijal da, kao rezultat prisustva hroni¢nog
zapaljenskog procesa, putem prekomernog formiranja ROS, indukuju oksidativno
oste¢enje DNK. Na osnovu sposobnosti da indukuju zapaljenski proces u in vitro
uslovima, uo¢en je slede¢i poredak NC: kobalt > silikonske NC > TiO, > cink oksid
NC, dok NC nikal i gvozde oksidi ne indukuju porast inflamantornih markera (Peters i
sar., 2004, Gojova i sar., 2007, Park i sar., 2008).

Kada su u pitanju istrazivanja proinflamatornog potencijala fulerena, rezultati su
razliciti. Rouse prikazuje da inflamatorni odgovor predstavlja instrument toksi¢nosti
fulerena u in vitro uslovima na humanim epidermalnim keratinocitima (HEK). To se
manifestuje pove¢anjem produkcije proinflamatornih medijatora kao $to su IL-8 i faktor

nekroze tumora o (TNFa) (Rouse i sar., 2006).
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S druge strane, Roursgaard i saradnici prikazuju da fulerol Ceo(OH)0s2 samo pri
visim koncentracijama uzrokuje proinflamatorni odgovor, dok na nizim
koncentracijama moze imati protektivna, antiinflamatorna svojstva (Roursgaard 1 sar.,
2008). Antiinflamatorni potencijal fulerenola temelji se na njegovim antioksidativnim
karakteristikama, Sto je potvrdeno na in vivo modelu (Dragojevi¢-Simi€ i sar., 2011).

Huang i saradnici takode prikazuju da molekul Cgo-baziran na fuleropirolidin-
ksantin-u, uti¢e na smanjenje nivoa NO 1 TNF-a. Autori smatraju da upravo fulerenska
komponenta deluje kao skuplja¢ slobodnih radikala, a ksantinski dodatak na supresiju
inflamatorne reakcije (Huang i sar., 2008).

Stavige, polihidroksilovani fuleren ima sposobnost inhibicije alergijskog odgovora.
Naime u iniciranje i razvoj nekih inflamatornih reakcija u koje spada 1 hipersenzitivnost,
ukljucene su humane mastoidne celije kao 1 bazofilne ¢elije periferne krvi. Kada se ove
¢elije preinkubiraju sa polihidroksilovanim Cs, dolazi do smanjenja aktivacije signalnih
molekula ukljucenih u oslobadanje inflamatornih medijatora zavisnih od IgE, kao i do
smanjenja nivoa oksidativnog stresa. Ova osobina bi mogla da se iskoristi u tretiranju
brojnih patoloskih stanja, poCev od polenske kijavice do autoimunih bolesti kao §to je

inflamatorni artritis (Ryan 1 sar., 2007).

Signalni put kao odgovor na oSte¢enje DNK

Nanomaterijali, kao $to je reCeno, mogu indukovati pojavu oksidativnog stresa,
internog metabolickog dogadaja koji moze dovesti do oSte¢enja DNK. To oStecenje
moze pokrenuti razli¢ite odgovore celija kao S$to su zaustavljanje celijskog ciklusa,
apoptoza i reparacija DNK.

DNK reparatorni mehanizmi imaju centralnu ulogu u sprecavanju fiksiranja
genetickog oSte¢enja u mutacije. Medutim, ukoliko se pojavi greSka u reparaciji za
vreme ili pre replikacije oSteCene DNK, to potencijalno moze voditi ka mutagenezi i
kancerogenezi. Kada je DNK ostecena, klju¢ni efektorni gen koji se aktivira jeste p53.
Taj tumor supresorni gen predstavlja “Cuvara genoma” buduc¢i da je, u slucaju
naruSavanja DNK, odgovoran za zaustavljanje Ccelijskog ciklusa 1 aktiviranje
transkripcije onih gena koji posreduju u reparaciji DNK. Na taj nacin se spreava da se

ostecenje DNK prevede u mutaciju (Lane,1992). Medutim, ukoliko je oSte¢enje DNK
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obimno, tada p53 aktivira apoptozu. Medu nanomaterijalima, kvantne tatke kadmijum-
telurijuma, na primer, dramati¢no povecavaju aktivnost p53, a kao posledica toga dolazi
do aktivacije proapoptotskih p53 - efektora Bax, Puma i Noxa (Choi i sar., 2008).
Nano-TiO,, kao odgovor na oSteCenje DNK, mogu indukovati akumuliranje p53 u
limfocitima. Takode dolazi i do povecane fosforilacije kinaze CHK1 i CHK2, kao i
ekspresije gena koji imaju ulogu u odrzavanju integriteta genoma (Kang i sar., 2008).
Zlatne NC utiéu na pojadanu ekspresiju (engl. wupregulation) brojnih DNK
reparatornih gena, uklju¢ujuéi BRCAI1, Hus 1, ATLD/HNGSI i1 AT-VI/AT-V2,
ukazujuéi na pojavu da NC mogu intereagovati direktno ili indirektno sa regulatorima
integriteta genoma, dovode¢i do dalje genetiCke destabilizacije (Li 1 sar., 2008).
Reparaciji odte¢ene DNK mozZe doprineti i oslobadanje metalnih jona iz NC koje sadrze
prelazne metale. Tako, na primer, prisustvo Co>" moze dovesti do slabljenja sposobnosti

reparatornih enzima da reaguju sa oste¢enim mestima na DNK (De i sar., 2003).

Fizickohemijska karakterizacija nanomaterijala: faktori Kkoji uticu na

genotoksi¢nost

U okviru nanotoksikologije, svakodnevno raste broj podataka o fizickohemijskim
karakteristikama NC, njihovoj ulozi u usvajanju u éelije i kasnijim fizioloskim
posledicama. Jo$ uvek nije razjaSnjeno koji faktori najviSe utiCu na genotoksicni

potencijal NC, ali je izvesno da je u pitanju uticaj vi$e razli¢itih faktora.

Velicina, oblik, povrSinske modifikacije

Veli¢ina nanocestica predstavlja jednu od primarnih osobina koje ih izdvajaju od
materijala slinog sastava, jer sa smanjenjem veli¢ine raste broj NC po jedinici mase.
Medutim upravo veli¢ina NC moze predstavljati rizik za organizam, zbog moguénosti
da NC produ kroz bioloske barijere i dospeju u telo. Tada njihova veli¢ina odreduje
njihovu kinetiku, odnosno apsorpciju, distribuciju, metabolizam 1 ekskreciju. Kada
dospeju unutar tela, NC brzo prodiru u ¢elije, stupaju u interakciju sa biomolekulima i
mogu da destabilizuju normalno c¢elijsko funkcionisanje. S jedne tacke gledista ta

¢injenica moze predstavljati prednost u snaznom prodoru novih nanolekova i pomoénih
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nanosredstava za klinicku negu (Ferrari, 2005, Sahoo i sar., 2007). Sa druge strane,
upravo te interakcije sa biomolekulima nakon ekspozicije nanomaterijalima u radnom
okruzenju ili kroz upotrebu nanoprodukata mogu imati negativne efekte na ljudsko
zdravlje.

Kada je u pitanju veli¢ina nanocCestica, poznato je da je jedan od najprisutnijih
mehanizama usvajanja NC energetski zavisna endocitoza ili difuzija kroz
citoplazmatsku membranu (bilo direktno kroz membranu ili kroz membranske kanale
Siroke 10-30nm). Ukoliko su nanomaterijali odredene veli¢ine i oblika, oni mogu
olakSati endocitozu tako $to se spajaju sa receptorima na membrani ¢elije. Moze do¢i i
do endocitoze uz posredstvo klatrina, koja se odvija uz formiranje udubljenja (jamica)
veli¢ine od 80-120nm §to ponovo zavisi od veli¢ine NC (Baun i sar., 2008). IstraZivanja
su pokazala da NC veli¢ine do 200 nm ulaze u éeliju endocitozom posredovanom
klatrinom. Najbrze se usvajaju NC od 50nm u poredenju sa manjim (do 14nm) i ve¢im
(do 500nm) cesticama (Rejman 1 sar., 2004, Chithrani i sar., 2006, Chithrani i Chan,
2007, Gratton 1 sar., 2008).

Prema tome, od veli¢ine NC zavisi njihov ulazak u ¢elije, a sa tim u vezi i mogudéi
uticaj na DNK.

Oblik odnosno morfologija NC takode moZe uticati na njihov ulazak u éelije. Naime,
éelije lakse usvajaju NC u odnosu na nanocevi, a ulazak nanomaterijala cilindri¢nog
oblika zavisi od njihovih dimenzija (Chithrani i Chan, 2007, Gratton 1 sar.,2008).
Nanocestice oktagonalnog oblika imaju ve¢u povrsinu u odnosu na strukture sfericnog
oblika a iste veli¢ine. Veca povrSina oktagonalnih struktura obezbeduje im i vecu
reaktivnost zahvaljuju¢i tendenciji atoma sa povrSine molekula da ostvare visoku
energiju veza u cilju postizanja stabilnosti. Dolazi do reakcije sa ostalim molekulima,
¢ime je povecan 1 reaktivni potencijal (Oberdorster, 2001). Kada nanocestice dospeju u
¢eliju, mnogo je veca Sansa da svojom vecom povr§inom reaguju sa biomolekulima i na
taj nacin direktno ostete ¢elije ili da promovisu oksidativni stres.

Povrsinske modifikacije: Hemijskim modifikacijama se postize kreiranje zeljenih i
specifiénih karakteristika nanocestica. Naj¢eS¢i primeri povrSinskih modifikacija
fulerenskih derivata su hidroksilacija (-OH) i karboksilacija (-COOH) zahvaljujuéi
kojima se povecava hidrofilnost nanomaterijala. Upravo te promene mogu dovesti do

povecanja toksicnosti samih supstanci ali isto tako 1 do sticanja novih svojstava kao §to
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su antioksidativna i antiinflamatorna aktivnost. Kao posledica povrsinskih modifikacija
moze se promeniti genotoksi¢ni odgovor nanocestice. PovrSinska modifikacija, kao Sto
je, na primer, oblaganje nanomaterijala, moze direktno biti odgovorna za pojavu
toksicnog efekta, ili moze indirektno dovesti do oSteenja DNK i to preko pojac¢anog
¢elijskog usvajanja ili preko zasi¢enja Celijskih sistema nanomaterijalima. Sa druge
strane, oblaganje nanomaterijala moze imati i protektivni efekat, ukoliko dovodi do
smanjenja toksi¢nog potencijala samog nanomaterijala.

Uticaj povrsinskih modifikacija NC na toksiénost vidi se iz primera fulerena. Naime,
derivate kao $to je na primer fulerenol Cgo(OH),s (Sayes i sar., 2004). Sto je
derivatizacija fulerenskog kaveza veca, a time i vodorastvorljivost, toksi¢nost je manja.
Medutim, toksi¢nost fulerena i1 njegovih derivata ne zavisi samo od povrSinskih
modifikacija, nego se ¢ak moze razlikovati u odnosu na tip ¢elija/organa koji se ispituje,
odnosno da li se radi o in vitro ili in vivo sistemima (Sayes i sar., 2007). Naime, iako
derivatizacija fulerena moze u in vitro uslovima indukovati toksi¢nost, to ne mora da se
manifestuje 1 in vivo. Tako na primer Cgp 1 Co(OH)24 ne indukuju toksi¢nost in vivo
(Sayes i sar., 2007a). Suprotno rezultatima Sayes-a, Kamat i saradnici prikazuju da je in

.....

uzrokuju oksidativno oSte¢enje (Kamat i sar., 2000).

Cistoéa

Cisto¢a nanomaterijala, koja zavisi od postupka sinteze, ima veoma vaznu ulogu u
toksikoloSkom profilu nanocestica, budu¢i da eventualno prisustvo rezidualnih metala
moze biti odgovorno za genotoksi¢nost pre nego nanocestica sama po sebi. lako se post-
produkcionim procesima uklanja ve¢ina metala, ¢ak 1 u prefis¢enim nanomaterijalima
moze biti sadrzano do 15% rezidualnih metala. Time se naruSava struktura
nanomaterijala i pojavljuju se nove funkcionalne grupe na njihovoj povrsini, koje mogu
indukovati toksi¢nost (Sayes i sar., 20006).

Zbog toga se ulazu znaCajni napori kako bi se dobile §to Cistije supstance i na taj

nacin eliminisali efekti koji poti¢u od necistoca.
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Agregacija

Znacajna karakteristika mnogih nanomaterijala jeste hidrofobnost, koja u fizioloSkim
uslovima dovodi do agregacije. Smatra se da su nanomaterijali u najveéem broju
sluCajeva u obliku agregata a ne individualnih “jedinica”. Naime, skup slabo povezanih
Cestica (van der Wals-ovim silama), ¢ija povrSina je slicha povrSini pojedinac¢nih
jedinica predstavljaju aglomerate (slika 9.). Oni se lako mogu razdvojiti dispergentnim
sredstvom ili uz mali utroSak energije (na primer meSanjem ili kratkom sonikacijom).
Za razliku od aglomerata, agregati predstavljaju formacije koje se sastoje od snazno
povezanih Cestica, ¢ija povrSina moze biti zna¢ajno manja u odnosu na ukupnu povrsinu
pojedinacnih jedinica, pri ¢emu je disperzija samih agregata gotovo nemoguca.

Ova karakteristika se mora imati u vidu prilikom ispitivanja genotoksicnosti
nanodestica. S obzirom na ¢injenicu da se testiranja genotoksiénih svojstava NC bilo in
vitro ili in vivo vrSe u vodenoj sredini, velika je verovatnoca da ¢e zapravo biti testirane

njihove aglomerirane forme (Oberdorster sar., 2007).
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Slika 9. Hidrodinamicki pre¢nik Ry primarnih nanocestica, aglomerata, agregata i
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(Oberdorster, 2009)
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Aglomerati nanocestica ne mogu dugo da postoje u dimenzijama “nano” veli¢ina, §to
uzrokuje smanjeno usvajanje NC u ¢éelije ili nemoguénost njihovog prolaska kroz
bioloSku membranu. Budu¢i da to moze imati uticaj na interpretaciju rezultata
ispitivanja genotoksi¢nosti NC, vazno je u eksperimentalnim uslovima potpuno

okarakterisati nivo aglomeracije.

Povrsinsko naelektrisanje i hemizam

Povriinsko naelektrisanje nanomaterijala ima znacajnu ulogu tokom prodiranja NC u
¢eliju, buduci da zahvaljuju¢i pH vrednosti i jonskoj jacini vodene sredine dolazi do
formiranja aglomerata NC (Jiang i sar., 2009).

S obzirom na Cinjenicu da je citoplazmatska membrana negativno naelektrisana usled
prisustva fosfolipida na spoljasnjoj povrsini, kao i da je i intracelularna sredina takode
negativno naelektrisana, katjonski nanomaterijali se u vec¢oj meri usvajaju u celiju
endocitozom u poredenju sa anjonskim. NC sa katjonskim povrsinskim naelektrisanjem
se ¢ak dovode u vezu sa veéim citotoksiénim odgovorom u poredenju sa NC sa
anjonskim naelektrisanjem. Medutim, jo$ uvek nije razjaSnjeno da li celijska smrt
predstavlja direktan rezultat povrsinskog naelektrisanja NC ili uzrok éelijske smrti ima
veze sa povecanim usvajanjem NC u éelije, karakteristi¢nim za katjonske NC (Nan i
sar., 2008).

Kada je u pitanju uticaj povrsinskog naelektrisanja NC, treba imati u vidu i da je
DNK negativno naelektrisana, tako da se poveava verovatnota da katjonski
nanomaterijali intereaguju sa genetiC¢kim materijalom.

PovrSinski hemizam moze da se modifikuje dodavanjem biomolekula kao §to su
peptidi, medutim te modifikacije uti¢u i na toksikoloski profil nanomaterijala. Kvantne
tacke sa razli¢itim povrSinskim modifikacijama imaju vecu citotoksi¢nost zbog uticaja
funkcionalnih grupa pri ¢emu “oblaganje” funkcionalnim grupama rezultira najve¢om
toksi¢nosc¢u. Karboksilne grupe imaju mali uticaj na Celijsku vijabilnost kvantnih tacaka
(Clift i sar., 2008). Povrsinsko naelektrisanje i hemizam prema tome imaju znacaj ne
samo u usvajanju nanomaterijala u ¢elije, nego i u predvidanju njihove interakcije sa

biomolekulima.
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Uticaj proteina na bioloski odgovor

Uticaj proteina na NC je nesumnjivo znacajan, buduéi da kada dodu u kontakt sa
bioloskim teénostima u organizmu, NC se brzo obaviju proteinima koji formiraju
omotac, Sto uzrokuje pojavu slozenih procesa kao S§to su rastvaranje, talozenje,
rekonstrukcija povrsine, adsorbcija jona, malih molekula i makromolekula kao i1 redoks
reakcija (Nel i sar., 2009). Formiranje proteinskog omotata NC zavisi od:
termodinamskih i kineti¢kih faktora, stabilnosti adukata NC-protein, koncentracije
proteina u medijumu, naelektrisanja NC i povriine proteina, hemijske prirode i
reaktivnosti NC, koncentracije NC i temperature (Walczyk i sar., 2010).

Proteini mogu delimicno ili kompletno obaviti nanocestice, Sto u telesnim te¢nostima
dovodi do promena u pogledu reaktivnosti, naelektrisanja i hidrofobnosti NC (Fubini i
sar., 2010). Proteinski omota¢ moze i da se menja tokom prelaska nanocestica iz jednog
organa u drugi (Lynch i sar., 2007) i da uti¢e na interakciju ¢elija sa NC, jer éelije bolje
prepoznaju NC obuhvadene proteinima nego povrsinu same NC. Na formiranje
proteinskog omotada snazno uti¢e priroda, veli¢ina i oblik NC, kao i sastav medijuma
(Walczyk i sar., 2010). Kod duZeg zadrzavanja NC u organizmu, moze doéi i do
degradacije proteinskog omotaca (Singh i Nalwa, 2009).

Prema tome, interakcija NC sa proteinima iz fizioloskih teénosti predstavlja kriti¢an
korak koji moZe da uti¢e na biodistribuciju, toksi¢nost i/ili efikasnost NC (Khandoga i
sar., 2010). Proteini mogu doprineti i pojavi Stetnih efekata koji poticu od reakcija
imunog sistema, a vezani su za usvajanje NC od strane makrofaga i eliminaciju NC
(Karmali i Simberg, 2011). Naime, kada se proteini adsorbuju na povrsinu NC, receptori
ukljudeni u inflamatorne procese mogu u veéoj meri biti izloZzeni NC (Deng i sar.,
2011). U isto vreme NC mogu povecati antigenost slabih antigena sluzeéi kao adjuvanti
(Zolnik 1 sar., 2010).

Raznolikost osobina kompleksa protein-NC, ogleda se i u tome da svaki protein
moze da ispoljava specifi¢ne karakteristike (Norde 1 sar., 2008). Razlicitost tkiva i
¢elijskog sastava bioloskih tecnosti dovode do velikih razlika u njihovom hemijskom

sastavu, jonskoj snazi i kiselosti (PlumLee 1 sar., 2006).
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Slika 10. Dogadaji koji mogu nastati kao posledica adsorbcije proteina na nanocestice
a) formiranje proteinskog omota¢a, b) stabilizacija rastvora NC, ¢) aglomeracija uz
uticaj proteina, d) maskiranje naelektrisanja i reaktivnosti same NC, ¢) modifikacije
aktivnosti proteina, f) fibrilacija proteina uzrokovana nanocesticama (Fenoglio i sar.,

2011).

Smatra se da male koncentracije proteina (najcesc¢e albumina u finalnoj koncentraciji
manjoj od 1%) ukoliko su prisutne u medijumu pre dodavanja NC uti¢u na disperziju i
stabilnost Cestica (Stone 1 sar., 2009).

Prisustvo proteina iz seruma pored stabilizovanja rastvora moze takode i da inhibira
reakcije nanocestica sa biomolekulima kao i da uti¢e na stvaranje slobodnih radikala.
Kada se kvarcna praSina, koja moze da generiSe slobodne radikale, preinkubira sa
rastvorom govedeg serum albumina, dolazi do oblaganja reaktivnih mesta na
proteinskim molekulima. Medutim, nakon uklanjanja serumskog albumina, sposobnost
za generisanje slobodnih radikala se ponovo uspostavlja. Degradaciju proteinskog
omotada NC mogu uzrokovati proteinaze iz éelije i na taj nadin povratiti originalnu

reaktivnost prasine (Fenoglio i sar., 2003).
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Adsorbcija proteina u gotovo prirodnim uslovima moze se utvrditi mikroskopijom
atomskih sila (AFM) kao 1 transmisionom mikroskopijom (TEM), metodama koje se i

inace koriste za evaluaciju fizickohemijskih karakteristika NC.

Testovi za analizu genotoksi¢nosti nanocestica

Testovima za ispitivanje genotoksi¢nosti utvrduje se aneugeni odnosno klastogeni
potencijal ispitivanih supstanci a takode se moze utvrditi i eventualno prisustvo
mutacija na nivou gena i hromozoma. Ovi testovi su visoko senzitivni i specifi¢ni te
pruzaju podatke ne samo o stepenu rizika u odnosu na ispitivanu supstancu nego i o
mehanizmima ukljucenim u kancerogenezu.

Nanocestice predstavljaju specificnu grupu supstanci ¢ije je ponaSanje u pogledu
genotoksic¢nosti u velikoj meri razli¢ito u odnosu na hemijske supstance. Osnovna
razlika je u tome $to nanocestice zahvaljujuci specificnim fizickohemijskim svojstvima
mogu da izazovu zapaljensku reakciju, odnosno transkripcionu aktivnost gena
ukljucenih u inflamatorne i proliferativne procese i na taj nacin preko ROS indukuju
ostecenje DNK (Schins i Donaldson, 2000).

U analizi genotoksi¢nosti nanocestica primenjuju se:

1.Testovi na acelijskim sistemima,

2. In vitro testovi na: bakterijskim lancima, sveze izolovanim ¢elijama ili razli¢itim
¢elijskim linijama,

3. In vivo studije, na eksperimentalnim zivotinjama (miSevima ili pacovima) i analize
biomarkera na ljudskoj populaciji profesionalno izloZenoj nanomaterijalima (Shins 1

sar., 2002).

Testovi na acelijskim sistemima vrse se na izolovanoj DNK 1 predstavljaju najlaksi
put za testiranje da li je neka NC genotoksi¢na ili nije. Teoretski, bilo koja promena na
DNK uzrokovana prisustvom NC moZe da se testira onoliko dugo koliko je to
detektabilno biohemijskim ili imunoloskim metodama. Testovima na acelijskim
modelima analiziraju se prekidi na DNK, konformacione promene DNK, kao i

oksidacija DNK baza. S obzirom na to da se NC u aéelijskim sistemima nalaze u
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koncentracijama i eksperimentalnim uslovima koji su razli¢iti od fizioloSkih uslova,
znacaj acelijskih testova u ispitivanju rizika za ljudsku populaciju je relativno nizak.

I pored toga, te studije pomazu u razjaSnjavanju mehanizama za koje se veruje da
igraju ulogu u genotoksicnosti Cestica. Takode, odlikuju se jednostavnoSc¢u izvodenja,
zbog &ega se koriste za inicijalni i brzi skrining novih NC. Naroéito se paznja mora
obratiti na pojavu mogu¢ih artefakta u NC, zbog ekspremne osetljivosti izolovane DNK

na oStecenja.

In vitro testovi genotoksi¢nosti pruzaju informacije u vezi sa mehanizmima putem
kojih NC mogu izazvati primarnu genotoksi¢nost. Naime, za razliku od in vivo studija,
genotoksi¢nost NC u in vitro modelima nije izazvana sekundarnim, na primer
inflamatornim efektima. U ovu grupu testova spadaju klasi¢ni testovi za ispitivanje
oSte¢enosti hromozoma kao $to su: Salmonella typhimurium- test reverznih mutacija
(engl. reverse mutation assay), test komete (engl. alkaline single-cell gel
electrophoresis/ Comet assay), formiranje 8-hidroksideoksoguanozina (8-OHdG), test
hromozomskih aberacija i1 test mikronukleusa (IARC, 1997). Testovi ispitivanja
genotoksiCnosti in vitro izvode se na epitelijalnim, mezotelijalnim i1 fibroblastnim
¢elijskim linijama glodara ili humanog porekla, odnosno na limfocitima, leukocitima ili
makrofagima ex vivo.

U in vivo studijama genotoksi¢nosti NC prate se biomarkeri izloZenosti najéescée u
grupama profesionalno izloZenih lica. Analiziraju se hromozomske aberacije iz
limfocita krvi ili iz kostne srzi, a takode i na specificnim ¢elijama respiratornog trakta
odnosno tkiva plu¢a. Neophodno je obratiti paznju na koizloZzenost drugim
mutagenima/kancerogenima usled Zivotnog stila (na primer pusenje, ishrana) kao i na
individualnu istoriju neprofesionalne izlozenosti drugim genotoksicnim agensima
(zracenje, ozon, lekovi). S obzirom na ¢injenicu da se biomarkeri za oSte¢enje DNK
prate iz periferne krvi, treba imati u vidu da je ve¢a verovatnoéa da NC uti¢u direktno
na DNK u respiratornom traktu nego na celijske elemente krvi. Takode, biomarkerima
osteCenja DNK moZe se otkriti i prisustvo slabih inflamatornih procesa u plu¢ima
izlozenim NC odnosno izmenjen antioksidativni status, usled hroni¢ne ekspozicije NC

i/ili ranim (preklinickim) procesima bolesti (Schins i Borm, 1999).
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U in vivo studijama na eksperimentalnim Zivotinjama, nakon izloZenosti relativno
visokim koncentracijama NC, pojava tumora se tumaci pove¢anim formiranjem ROS od
strane inflamatornih ¢elija. Medutim, nemoguce je utvrditi u kojoj meri je oStecenje
DNK posledica direktnog efekta NC (primarna genotoksi¢nost) odnosno sekundarnog

inflamatornog odgovora.

Ames-ov test (bakterijski test reverznih mutacija) se upotrebljava u ispitivanju
mutagenog potencijala test supstanci. Koriste se sojevi bakterija Salmonella
typhimurium od kojih svaki soj nosi razli¢itu mutaciju u genima odgovornim za sintezu
aminokiseline histidina, neophodne za rast celija. Supstanca, Cija se genotoksi¢nost
ispituje, dodaje se na agar plocCe, a zatim se nanose bakterije u medijum sa minimalnom
koli¢inom histidina. Smatra se da test supstanca ima mutageni potencijal ukoliko je
sposobna da uzrokuje mutacije (reverzne) koje omogucéavaju bakteriji da povrati
sposobnost sinteze histidina. Ucestalost formiranja kolonija proporcionalna je
ucestalosti mutacija indukovanih test supstancom pri datoj koncentraciji. Nedostatak
Ames-ovog testa jeste u tome Sto se rezultat genotoksi¢nosti ispitivane supstance ne
moze ekstrapolirati sa prokariota na eukariote, jer postoji mogucnost da test pruza i
lazno pozitivne rezultate (Khandoudi i sar., 2009). Naime, neke NC ne mogu da produ
kroz ¢elijski zid bakterija a takode neki nano materijali deluju baktericidno (Landsiedel

1 sar., 2009).

Test komete (engl. Single Cell Gel Electrophoresis Assay) predstavlja jednostavnu,
ekonomski prihvatljivu i osetljivu tehniku za testiranje oste¢enja DNK. Tehniku je prvi
put opisao Singh 1988 (Singh 1 sar., 1988) i od tada ona postaje standardni test u
ispitivanju oSte¢enja DNK. Uzorci ¢elija iz in vitro 1 in vivo eksperimenata se prvo
nanesu u slabo rastvorljivu agarozu a zatim na mikroskopsku plocicu. Nakon toga se
¢elije liziraju, a DNK se pusta kroz proces elektroforeze kako bi se razdvojili lanci
DNK na osnovu njihove molekulske tezine. DNK se nakon toga boji na primer SYBR
zelenom bojom 1 analizira pod fluorescentnim mikroskopom. Prednost testa komete lezi
u mogucénosti razlikovanja jednolancanih od dvolancanih prekida DNK. To je brz nacin
procene DNK lezija i time i mere genotoksicnosti ispitivane supstance u pojedina¢nim

eukariotskim ¢elijama.
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Analiza 8 - hidroksideoksiguanozin lezija (8-OHdG) ( engl. 8 - Hydroxy-
Deoxyguanosine): Smatra se da oksidativni stres predstavlja jedan od primarnih uzroka
osSte¢enja DNK. ROS koje nastaju u ¢elijama, mogu da oStete DNK bazu guanin i tako
formiraju 8-OHdG lezije. Ove DNK lezije imaju mutageni potencijal, zbog cega se
koriste kao biomarker kancerogeneze (Karihtala i sar., 2009). Merenje 8-OHdG lezija
moguce je na nekoliko nacina, medu kojima se izdvaja te¢na hromatografija visokih
performansi - HPLC (engl. high-performance lipid chromatography-), uz koju se moze
ukljuciti 1 masena spektrometrija, Sto je poznato kao HPLC-MS. Druge metode
ukljucuju koristenje proba za DNK reparacione proteine ili posttretman sa enzimom

formamidopirimidinom DNA N-glikozilaza (Valavanidis i sar., 2009).

Test mikronukleusa

In vitro test mikronukleusa (CBMN) (engl.Cytochalasin B Micronucleus test) je
senzitivan test koji se koristi za kvantifikaciju 1 klasifikaciju hromozomskih oste¢enja u
skriningu potencijalne genotoksi¢nosti NC (Gonzales i sar., 2011) Mikronukleusi su
hromatinska telasca koja se formiraju tokom anafaze. Poticu od hromozomskih
fragmenata ili celih hromozoma koji zaostaju nakon deobe celija. Da bi se
mikronukleusi mogli uoditi u citoplazmi, koristi se Cytochalasin-B (Cyt-B), inhibitor
polimerizacije aktina, koji zaustavlja deobu cCelija u fazi citokineze odnosno na nivou
binukleusnih ¢elija. To omogucéava razlikovanje ¢elija koje su prosle jednu deobu u
odnosu na ¢elije koje nisu prosle deobu ili su prosle kroz dve deobe. CBMN testom se
mogu pratiti slede¢e promene na hromozomima: hromozomski prekidi, dicentri¢ni
hromozomi, gubitak hromozoma, nerazdvajanje hromozoma, amplifikacija gena,
nekroza, apoptoza i citostatski efekat (slika 11.). Naime, postoji moguénost da se utvrdi
da 1i MN nastaju kao rezultat klastogene (fragmentacija hromozoma) ili aneugene
aktivnosti (gubitak celih hromozoma) ispitivane supstance. Ovo se postize bojenjem
kinetohora, proteinskih struktura koje se formiraju na centromerama svih hromozoma,
zahvaljujuéi ¢emu se moze utvrditi sadrZzaj mikronukleusa. MN koji se boje pozitivho
na kinetohore ukazuju na aneugeni efekat ispitivane supstance, za razliku od MN koji se
boje negativno 1 koji predstavljaju posledicu klastogenog dejstva. Zatim,
nukleoplazmatski mostovi predstavljaju biomarker hromozomskih rearanzmana
odnosno pojave dicentri¢nih hromozoma, ali takode 1 greSke u DNK reparaciji. Jedarni

pupoljci su manifestacija amplifikacije gena kao i DNK reparacije (Fenech, 2007).
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Citostatski efekti test supstanci mere se na osnovu proporcije mono-, bi- i
polinukleusnih ¢elija, dok se citotoksi¢an efekat meri preko pojave i broja nekroti¢nih i
apoptoti¢nih c¢elija. Osim relativno jednostavnog izvodenja testa kao i1 prebrojavanja
mikronukleusa, najve¢a prednost CBMN testa je u tome $to se njegovom upotrebom

mogu utvrditi 1 genske 1 hromozomske promene (Stone i sar., 2009).
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Slika 11. CBMN testom se mogu analizirati: hromozomski prekidi 1 gubici celih
hromozoma, dicentri¢ni hromozomi, genske amplifikacije, apoptoza i nekroza (Fenech,

2007)

Test hromozomskih aberacija

Testom hromozomskih aberacija se utvrduje pojava strukturnih promena hromozoma
koje su indukovane ispitivanom supstancom. Test se moZe primeniti na sistemima in
vitro 1 in vivo kao 1 ex vivo na kulturi sisarskih ¢elija. Kada se primenuje in vitro,
¢elijska kultura se tretira test supstancom, nakon ¢ega se deoba zaustavlja dodavanjem
kolcemida. Uloga kolcemida je da spre¢i formiranje deobnog vretena vrseci
depolimerizaciju mikrotubula. To omogucava nakupljanje hromozoma u metafazi,
tokom koje se na hromozomima jasno uocavaju po dve hromatide.

U in vivo verziji testa hromozomskih aberacija, eksperimentalne Zivotinje (najcesce
pacovi) se tretiraju test supstancom, nakon ¢ega se, primenom kolcemida, zaustavlja
¢elijska deoba u metafazi. Preparati sa metafaznim hromozomima se tada prave iz

kostne srzi. lako je test hromozomskih aberacija zahtevan test koji podrazumeva
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dovoljno iskustvo citogenetiara, on se rutinski koristi u skriningu potencijalne
genotoksi¢nosti razlicitih supstanci.

Tip hromozomskih aberacija koje su indukovane test supstancom, zavisi od faze
¢elijskog ciklusa u kojoj supstanca deluje. Ukoliko supstanca deluje u prereplikativnoj
fazi celijskog ciklusa, nastaju aberacije hromozomskog tipa, za razliku od aberacija
hromatidnog tipa, koje se javljaju nakon dejstva supstance u postreplikativnoj fazi
¢elijskog ciklusa.

Prema Savage, u hromatidni tip hromozomskih aberacija svrstavaju se: hromatidne
praznine (engl. gaps) i hromatidni prekidi, dok se u hromozomski tip aberacija
svrstavaju: hromozomske praznine (engl. gaps), hromozomski prekidi, acentricni

hromozomi, dicentri¢ni hromozomi i ring hromozomi (Savage, 1975).
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CILJ RADA I RADNA HIPOTEZA

Ciljevi istraZivanja

e Ispitati fizickohemijska svojstva nanoCestice fulerenola u vodi DLS metodom,
AFM 1 TEM mikroskopijom. Prikazati fizickohemijska svojstva nanocestica proteina u

RPMI 1640 sa FCS, metodom DSL i AFM mikroskopije.

-DLS metodom utvrditi raspodelu nanocestica fulerenola u vodi 1 medijumima za
¢elijsku kulturu RPMI 1640 sa 10% 1 20% FCS, kao i nanocestica proteina u RPMI
1640 sa 20% FCS,

-AFM mikroskopijom analizirati strukturu nanocestice fulerenola u vodi i
medijumima za celijske kulture RPMI 1640 sa 15% 1 20% FCS, koji se koriste za
kultivaciju ¢elijskih kultura u testu mikronukleusa i testu hromozomskih aberacija, kao 1
nanocestica proteina u RPMI 1640 sa 20% FCS.

-TEM mikroskopijom potvrditi strukturu nanocestice fulerenola u vodi

e Na CHO-KI1 c¢elijskoj liniji ispitati genotoksi¢an odnosno antigenotoksic¢an
efekat fulerenola:

-Na osnovu vrednosti IC50 odabrati tri subcitotoksicne koncentracije fulerenola i
ispitati njegovu genotoksi¢nost tokom 3h i 24h tretmana testovima mikronukleusa i
hromozomskih aberacija

-Na MMC tretiranoj CHO-K1 ¢elijskoj liniji ispitati antigenotoksi¢nost fulerenola

tokom 3h 1 24h tretmana testovima mikronukleusa i hromozomskih aberacija

e Na kulturi humanih limfocita ispitati genotoksi¢an odnosno antigenotoksi¢an
efekat fulerenola:

-Na osnovu vrednosti IC50 odabrati tri subcitotoksicne koncentracije fulerenola i
ispitati njegovu genotoksi¢nost tokom GO, G1/S 1 G1/S/G2/M faza celijskog ciklusa

testovima mikronukleusa i hromozomskih aberacija
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-Na MMC tretiranoj kulturi humanih limfocita ispitati antigenotoksi¢nost fulerenola
tokom GO, G1/S i G1/S/G2/M faza ¢elijskog ciklusa testovima mikronukleusa i

hromozomskih aberacija.

Radna hipoteza

Buduc¢i da se ispitivanja genotoksicnosti vrSe pri subcitotoksi¢nim koncentracijama
supstanci, kao 1 da fulerenol pokazuje antioksidativna svojstva pri nizim
koncentracijama, pretpostavlja se da ¢e analizama u ovom radu biti utvrdeno odsustvo
genotoksi¢nosti fulerenola, odnosno posedovanje antigenotoksi¢nog potencijala na

modelima sisarskih ¢elijskih kultura.
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MATERIJAL I METODE

Fulerenol —sinteza

Fulerenol Ceo(OH)24 je sintetisan potpunom zamenom atoma broma iz polibromnog
derivata CgoBra4 u alkalnoj sredini (Pordevic i sar., 1998).

Polibromski derivat CeoBra4 je sintetisan u katalitickoj (FeBrs) reakciji Ceo u Br. 50
mg CeoBr24 je pomesano sa SmL NaOH (pH 10) tokom 2h na sobnoj temperaturi. Po
zavrsetku reakcije, rastvarac je uparen na 40°C i smesa je isprana 5 puta sa 10mL 80%
etanola. 20 mL vodenog rastvora fulerenola sa rezidualnom koli¢inom NaOH 1 NaBr je
postavljeno na vrh kombinovane jono-izmenjivacke smole DOWEX MB50 QC121815
R1 (20 g) i razdvojeno sa demineralizovanom vodom do obezbojavanja. Rastvor
fulerenola (pH 7) je uparen pod niskim pritiskom tako da se izdvojila tamno smeda
praSkasta supstanca.

Infracrveni spektar fulerenola ima karakteristi¢ne trake na: 3430 cm™ -OH, 1400 cm™
! , 1070 cm’ poticu od C-O veze, 1600 cem” od C=C. Vodeni rastvor fulerenola u
vidljivoj oblasti ima maksimum na 257 nm. '"H NMR (ds-DMSO) s. 8=3.35 ppm, (D,0O)
s. 8=3.10 ppm, *C NMR(D,0) s. &= 169.47ppm , §iroki pik 8=110-160 ppm. MALDI
(matrix -cyano- 4-hydroxycinnamic acid) (m/z): 720 (Ceo"), 721 (CeoH"), 722 (CsoH2 "),
737 (Ceo(OH)"), 808 (Ceo(OH)s"), 839 (Ceo(OH);"), 856 (Ceo(OH)g"), 1009
(Cso(OH)17),1026 (Ceo(OH)1s") i manji pik 1128 (Ceo(OH)z4"). U vidljivoj oblasti
vodeni rastvor fulerenola ima maksimum na 257 nm. Termic¢kim analizama (DTG,
DTA, TG) se mogu uoliti dve promene, na temperaturnom intervalu 120-395 °C,
gubitak mase od 35,7% , Sto odgovara 23,7 OH grupa i na temperaturnom intervalu od
430 'C sa gubitkom mase od 64,3%, Sto odgovara temperaturi sublimacije Cgp.
Elementarnom analizom su dobijene sledece vrednosti: C, 63,0%; H, 2,0% dok su
izraCunate vrednosti , C, 63,83%; H, 2,13%.

Za sve eksperimente fulerenol (M= 1128 g/mol) je rastvoren u destilovanoj vodi u
koncentraciji od 10mg/mL (“Stok™ rastvor) koji je dalje rastvaran sa RPMI 1640

medijumom (Sigma) u cilju dobijanja serije “radnih” rastvora.
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Mitomycin C- priprema

Mitomycin C (MMC) (Bristol-Myers Squibb, USA) je pripremljen rastvaranjem
praskaste supstance u fosfatnom puferu (PBS). Primenjene su slede¢e koncentracije
MMC: 0.15, 0.3, 0.6, 0.9 1 1.5 nM tokom 3h i 24h tretmana na CHO-K1 ¢elijama kao 1
na kulturi humanih limfocita tokom GO, G1/S 1 G1/S/G2 faze ¢elijskog ciklusa.

Fizickohemijska karakterizacija

DLS - Dinamicko rasipanje svetlosti (engl. Dynamic Light scattering)

Metodom dinamickog rasipanja svetlosti (DLS) analizirana je raspodela nanocestica
fulerenola u vodi 1 u medijumima za ¢elijsku kulturu RPMI 1640 sa 10% 1 20% FCS pri
koncentraciji fulerenola od 0,05 mg/mL (44,3uM) na sobnoj temperaturi. Takode je
analizirana 1 raspodela nanocestica proteina u RPMI 1640 sa 20% FCS. Merenja su

izvrSena na aparatu Zetasizer Nano ZS, Malvern.

AFM - Mikroskopija atomskih sila (engl. Atomic Force Microscopy)

AFM metodom je analiziran rastvor fulerenola u vodi, kao i u medijumima za
Celijske kulture RPMI 1640 sa 15% 1 20% FCS. Takode je analizirana i struktura
nanocestica proteina u RPMI 1640 sa 20% FCS. AFmikroskopija je izvr§ena nakon 24h
inkubacije rastvora na 37°C, odnosno u istim uslovima kao i u eksperimentima
ispitivanja genotoksi¢nosti fulerenola.

Merenje AFM-om je izvrSeno na aparatu Multimode quadrex SPM sa Nanoscope Ille
kontrolorom (Veeco Instruments, Inc.). Vrh konzole ima radijus manji od 10 nm i
,lupka“ po ispitivanoj povrsini. Podloga na kojoj se nalazi uzorak je grafen tj. visoko
orijentisani piroliticki grafit (HOPG- Highly Orientated Pirolydin Grafit). Merenjem se

dobija topografija povrsine uzorka u ambijentalnim uslovima.
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TEM - Transmisiona elektronska mikroskopija (engl. Transmission Electron

Microscope)

Transmisionom elektronskom mikroskopijom je analiziran rastvor fulerenola u vodi.
TEM mikroskop stvara sliku pomocu visoko voltaznog snopa elektrona. Taj snop se
emituje sa katode, ubrzava ga anoda, a njegovo fokusiranje se postize elektrostatickim
poljem. Snop elektrona prolazi kroz preparat. S obzirom na ¢injenicu da je talasna
duzina elektrona znatno manja od talasne duzine fotona vidljive svetlosti, moc
razlu¢ivanja kod TEM je daleko veca nego kod svetlosnog mikroskopa tako da su

nanocestice “vidljivije”. TEM je izvrSen upotrebom aparata EDXS JEM-2100.

Celijske kulture

U radu su koriS¢ena dva tipa ¢elijskih kultura:

Celijska Kultura ovarijuma kineskog hréka Critelus griseus (CHO-K1): Prema
podacima iz Kolekcije kultura Americkih uzoraka (ATCC,1988.), ¢elije CHO-K1 su
dobijene kao subklon iz roditeljske CHO ¢elijske linije, inicirane iz biopsije ovarijuma
odraslog kineskog hréka. Celije nemaju aktivne gene potrebne za sintezu aminokiseline
prolina.Vijabilnost ¢elija je u proseku oko 90%. Morfoloski su Celije slicne epitelnim
¢elijama. Modalni broj hromozoma, koji predstavlja najce$¢i broj hromozoma u

¢elijskoj populaciji, je 20.

Celijska kultura humanih limfocita periferne krvi: Za éelijsku kulturu limfocita
periferne krvi coveka materijal je dobijen punkcijom iz vene cubitalis od 33-godi$nje
zdrave Zenske osobe, kariotipa 46XX, nepusaca, koja tokom prethodnih 6 meseci nije

bila posebno izloZena niti jednom poznatom hemijskom ili fizickom agensu.

Oba tipa celijskih kultura su odrZavana u inkubatoru (HERAEUS) na 37°C, u

atmosferi sa 100% vlaznosti 1 5% CO,.
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Priprema Celijske kulture CHO-K1 ovarijuma kineskog hréka

Celije ovarijuma kineskog hréka CHO-K1 su rasle zalepljene za podlogu kao jedan
sloj ¢elija (engl. monolayer). Uzgajane su u flaskovima od 25cm? (Costar, USA) u 10
mL RPMI 1640 (Sigma, USA) medijuma, obogac¢enog sa 2 mM l-glutamina, 10%
fetalnog tele¢eg seruma (FCS)(Veterinarski Institut Novi Sad, Srbija), 100 IU/mL
penicilina i 100 pg/mL streptomicina. Presadivane su dva puta nedeljno u koncentraciji
od 50000 ¢elija/mL. Suspenzija ¢elija je dobijana dodavanjem 0.25% tripsina i 0.05%
EDTA u ¢elijsku kulturu tokom 3 minute, a alikvot ¢elija je koriS¢en za presadivanje u
novu kulturu. U eksperimentima su CHO-K1 ¢elije sadene u ploce sa 6 otvora (engl.
well) (Costar, USA), u SmL RPMI 1640 medijuma, obogac¢enog sa 2 mM l-glutamina,
10% fetalnog tele¢eg seruma (FCS), 100 IU/mL penicilina i 100 pg/mL streptomicina.

Priprema celijske kulture humanih limfocita

Celijske kulture humanih limfocita su bile postavljane u sterilne staklene penicilinske
bocice od 10 cm’. Zasadivano je 0.45 mL heparinizirane krvi u 5 mL medijuma RPMI
1640 obogacenog sa 20% FCS za test hromozomskih aberacija, odnosno sa 15% FCS za
test mikronukleusa, 2% fitohemaglutininom (PHA) (PAA Laboratories (GmbH) i
antibioticima (100 TU/mL penicilina i 100pg/mL streptomicina). Celijske kulture su

postavljane u triplikatu za svaki eksperimentalni tretman po koncentraciji.

Celijska vijabilnost i ICs,

Celijska vijabilnost je odredivana prema metodi Bogdanovié i sar. (1994).

Za utvrdivanje broja ¢elija 1 njihove vijabilnosti koriS¢en je test odbacivanja boje
Due exlusion test (DET) - sa 0,1% tripan plavim. Tripan plavo (Sigma, USA) je boja
koja ulazi u ¢eliju ukoliko je naruSen integritet ¢elijske membrane, tako da se mrtve
¢elije boje u plavo. Na ovaj nacin moguce je razlikovati zive od mrtvih ¢elija. 50 uL
¢elijske suspenzije CHO-K1 odnosno pune krvi je razblazeno sa 200 pL 0,5 % rastvora

tripan plavog u fizioloskom rastvoru 0.9% NaCl. Nakon 2 minute inkubacije na sobnoj
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temperaturi, odreden je broj mrtvih 1 zivih Celija koriS¢enjem Burker-Turk-ovog
hemocitometra (Black i Berenbaum, 1964) na invertnom mikroskopu.

e Broj ¢elija u 1 mL suspenzije izracunat je prema sledecoj formuli, uzimajuci u
obzir dimenzije komore i razblazenje:

N=Nox10*x5

gde je N ukupan broj zivih ¢elija u 1 mL suspenzije, Ny je proseCan broj zivih Celija
izbrojan po kvadratu komore hemocitometra, 10* je korekcioni faktor a 5 je faktor

razblazenja.

e Procenat vijabilnosti ¢elija je izraCunat prema sledecoj formuli:

Vijabilnost ¢elija (%) = (Ukupan broj vijabilnih ¢elija /Ukupan broj ¢elija) x 100

Na osnovu podataka o prezivljavanju ¢elija, izraunat je

e Procenat prezivelih ¢elija, utvrden prema formuli:

% Prezivelih ¢elija= (Prosecan br. zivih ¢elija analiziranog uzorka/Prosecan br. zivih
¢elija kontrolnog uzorka) x100

e Procenat citotoksi¢nosti fulerenola, izracunat prema formuli:

100 - (Prosecan br.zivih celija analiziranog uzorka/ProseCan br. zivih Ccelija
kontrolnog uzorka x100)

Nakon toga je utvrdena vrednost ICsy koja predstavlja onu koncentraciju fulerenola
koja indukuje 50% celijske smrti. U eksperimentima su koriS¢ene subcitotoksicne

koncentracije fulerenola, tako da najviSa koncentracija iznosi 50% , srednja 25%, a

najniza 12.5% od vrednosti ICsy.

Odredivanje 1Cs za fulerenol u CHO-K1 ¢elijskoj kulturi

U ¢elijsku kulturu CHO-K1 je dodat fulerenol u slede¢im finalnim koncentracijama :
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8.86, 44.3, 88.6, 221.6 i 443.2uM. Celije su tretirane supstancom tokom 3h i 24h. U
3h tretmanu, fulerenol je dodat nakon 24h od zasadivanja kulture, dok je u 24h
tretmanu, fulerenol dodat odmah po postavljanju celijske kulture. Po zavrSetku
inkubacionog perioda, utvrden je broj ¢elija u 1 mL suspenzije, procenat vijabilnosti

¢elija, procenat citotoksi¢nosti i ICsy vrednost za svaki eksperimentalni tretman.

Odredivanje 1Cs za fulerenol u kulturi humanih limfocita

Fulerenol je dodat u kulturu humane krvi u slede¢im finalnim koncentracijama: 8.86,
44.3, 88.6, 221.6 1 443.2 uM.

Za GO fazu Celijskog ciklusa, tretman supstancom je poceo odmah po postavljanju
kulture ¢elija i trajao je 24 h. Za G1/S fazu ¢Celijskog ciklusa, fulerenol je dodat u 20h
nakon iniciranja deobe mitogenom (PHA) i trajao je 24h. Za G1/S/G2/M fazu ¢elijskog
ciklusa celije se tretirane fulerenolom nakon 44h od iniciranja deobe mitogenom, i
trajao je 4h.

Celijska kultura limfocita je inkubirana ukupno 48h §to je odgovaralo
eksperimentalnim uslovima za test hromozomskih aberacija odnosno 72h, koliko se
¢elije inkubiraju u testu mikronukleusa. Nakon isteka inkubacionog perioda utvrden je
broj ¢elija u 1 mL suspenzije, procenat vijabilnosti ¢elija, procenat citotoksi¢nosti kao 1

vrednost ICs.

Test mikronukleusa

Test mikronukleusa je uraden prema proceduri IEAE (IAEA, 2001) uz modifikaciju
u pogledu bojenja preparata.

Celijske kulture su postavljene u 5 mL medijuma RPMI-1640 (SIGMA) obogaéenog
sa: 10% FCS za CHO-KI1 ¢elijsku kulturu, odnosno 15% FCS za kulturu humanih
limfocita, 2 mM glutamina i antibioticima (100 IU/mL penicilina i 100 pg/mL
streptomicina) i PHA u finalnoj koncentraciji od 2 pg/mL (samo za kulturu humanih
limfocita). Citohalazin B (Cytochalasin-B, Sigma) je dodat u ¢elijske kulture u finalnoj

koncentraciji od 6 ng/mL. Njegova uloga je da zaustavlja citokinezu u svim ¢elijama
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koje su prosle prvu jedarnu deobu, Sto se manifestuje pojavom binukleusnih éelija.
Celij ske kulture su inkubirane na 37°C, u atmosferi sa 100% vlaznosti i 5% CO,.

Obrada c¢elijskih kultura je zapocinjala centrifugiranjem celijske suspenzije (5
min/1200 obrtaja) i odlivanjem supernatanta. Zatim je dodat hladni hipotoni¢ni rastvor
(4°C) 0,075 M KCL, nakon cega je celijska suspenzija odmah centrifugirana
(8min/1200 obrtaja), a supernatant odliven. Materijal je fiksiran metanol : sir¢etnom
kiselinom (3:1) sa 1% formaldehidom, a zatim centrifugiran (8min/1100 obrtaja) i
ispran fiksativom bez formaldehida jo§ dva puta. Preparati su pravljeni nanoSenjem
¢elijske suspenzije na suve mikroskopske plocice. Modifikacija metode se odnosi na
bojenje preparata koje je izvrSeno 2 % Giems-om u destilovanoj vodi tokom 9 minuta,
uz dodatak tri kapi NH4OH.

Analizirano je najmanje 1000 binukleusnih ¢elija po uzorku, a praceni su sledeci
parametri: broj mononukleusnih ¢elija, broj binukleusnih ¢elija, broj polinukleusnih
¢elija, ucestalost mikronukleusa, distribucija mikronukleusa i indeks jedarne deobe

(NDI). Za identifikaciju mikronukleusa su koris¢eni standardni kriterijumi.

Ucestalost mikronukleusa je predstavljena brojem mikronukleusa na 1000
analiziranih binukleusnih ¢elija,

NDI je ra¢unat prema formuli: NDI = (M;+2M;,+3(M3+My)) / N

gde M;-M, predstavlja broj Celija sa jednim do Cetiri nukleusa, a N je ukupan broj
analiziranih celija.
NDI predstavlja meru prose¢nog broja ¢elijskih ciklusa kroz koje je prosla populacija

¢elija (Kirsh-Volders i sar., 2003).

Test mikronukleusa u CHO-K1 ¢elijskoj kulturi

CHO-KI ¢elije su sadene u ploce sa 6 otvora u razliitoj gustini koja je zavisila od
duzine tretmana odnosno od ukupnog trajanja celijske kulture. Za 3h tretman
supstancom, zasadeno je 15x10* ¢elija/otvoru dok je za 24h tretman zasadeno 10x10*
¢elija /otvoru. Prema preporukama za testiranje genotoksicnih efekata supstanci

(Fenech, 2007), ispitivana supstanca je dodata u celijsku kulturu nakon 24h od
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postavljanja Celijske kulture, tako S$to je hranljivi medijum zamenjen sveZim
medijumom koji je sadrzavao fulerenol i/ili MMC u razli¢itim koncentracijama.

Za 3h tretman supstancom, fulerenol je dodat u finalnim koncentracijama od 55.4,
110.8 1 221.6 puM. U 24h tretmanu, fulerenol je dodat u finalnim koncentracijama od
27.6,55.41110.8 uM.

Nakon isteka 3h odnosno 24h tretmana celijske kulture supstancom, medijum je
zamenjem svezim medijumom koji je sadrzavao CytB, a ¢elijska kultura je inkubirana
jo§ 22.5h (Shema 2. i 3.). Nakon toga je medijum zamenjem svezim, a period
“oporavka” éelija je trajao narednih 1.5h. Celije su odlepljene sa dna flaskona pomocu

Try/EDTA, a zatim je usledila njihova obrada.

obrada celijske

postavljanje ¢éelijske - kulture
CytB Ispiranje ]

l kulture 1
: i I
-24h Oh 3h 25,5h  27h

Shema 2. 3h tretman CHO-K 1 testom mikronukleusa

obrada celijske

postavgz?tjjr:elijske G Ispiranjel I kulture
l- i L
-24h 0 24h 48h  49,5h

Shema 3. 24h tretman CHO-K 1 testom mikronukleusa

Test mikronukleusa u kulturi humanih limfocita

Prema preporukama za testiranje genotoksi¢nih supstanci na humanim limfocitima
(Fenech, 2007), tretman fulerenolom i/ili MMC je izvrSen u tri razlicite faze celijskog
ciklusa i to GO, G1/S 1 G1/S/G2/M.

Za GO fazu c¢elijskog ciklusa, tretman fulerenolom 1/ili MMC je usledio odmah nakon
postavljanja celijske kulture i trajao je 24h. Fulerenol je dodat u slede¢im finalnim

koncentracijama: 11.08, 22.16 i 44.3uM. Nakon 24h tretmana, medijum je zamenjen
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svezim medijumom koji je sadrzavao mitogen-fitohemaglutinin (PHA). CytB je dodat u
44. satu nakon stimulacije deobe i delovao je u kulturi do 72. sata, a zatim je usledila
obrada materijala (Shema 4.).

Za G1/S fazu Celijskog ciklusa, tretman fulerenolom i/ili MMC je poceo u 20. satu
nakon stimulacije deobe limfocita mitogenom i trajao je 24h. Fulerenol je dodat u
finalnim koncentracijama od 27.65, 55.4 1 110.8uM a po isteku tretmana, medijum je
zamenjen svezim medijumom koji je sadrzavao CytB. Kultura humanih limfocita je
odrZzavana do 72. sata kada je zapocela obrada materijala (Shema 5.).

Za G1/S/G2/M fazu ¢Celijskog ciklusa tretman fulerenolom i/ili MMC je poceo u 44.
satu nakon stimulacije deobe limfocita mitogenom, kada je dodat i CytB. Celije su
tretirane fulerenolom u finalnim koncentracijama od 27.65, 55.4 1 110.8 uM tokom 4h,
nakon Gega je medijum zamenjen svezim medijumom. Celijska kultura je odrzavana do

72h a zatim se pristupilo obradi (Shema 6.).

obrada celijske

postavljanje celijske PHA CytB kulture

l kulture l
s d

-24h Oh 44h 72h

Shema 4. Tretman humanih limfocita u GO fazi ¢elijskog ciklusa testom mikronukleusa

obrada celijske

postavljanje celijske PHA CytB kulture
1 kulture 1
L | I R ———————————— Jd

-24h Oh 20h 44h 72h

Shema 5. Tretman humanih limfocita u G1/S fazi ¢elijskog ciklusa testom

mikronukleusa
obrada celijske
postavljanje celijske PHA CytB kulture
l kulture l \
. : h ...... i
-24h Oh 44h 48h 72h

Shema 6. Tretman humanih limfocita u G1/S/G2/M fazi ¢elijskog ciklusa testom

mikronukleusa
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Test hromozomskih aberacija

Test hromozomskih aberacija je uraden prema standardnoj proceduri (Verma i Babu,
1995). Celijske kulture su postavljene u 5 mL medijuma RPMI-1640 koji je
sadrzavao:10% FCS za CHO-K1 C¢elijsku kulturu odnosno 20% FCS za kulturu
humanih limfocita, 2 mM glutamina, antibiotike (100 IU/mL penicilin i 100 pg/mL
streptomicin) i PHA u finalnoj koncentraciji od 2 pg/mL (samo za kulturu humanih
limfocita). Celijske kulture su inkubirane na 37°C, u atmosferi sa 100% vlaznosti i 5%
CO,. Kolcemid (Colcemid solution, PAA Laboratories, GmbH) je dodat u celijske
kulture u finalnoj koncentraciji od 0.1pg/mL da bi se zaustavila deoba ¢elija.

Obrada kultura je zapocinjala centrifugiranjem celija (1500 obrtaja/10 minuta) i
odlivanjem supernatanta. Celije su zatim tretirane hipotoni¢nim rastvorom (0.56% KCI)
tokom 35minuta na 37°C. Nakon toga je materijal fiksiran dva puta po 15 minuta u
metanol : sircetnoj kiselini (3:1) 1 ispran fiksativom jo$ dva puta. Preparati su pravljeni
slede¢eg dana, nakon S$to su celijske kulture stajale preko no¢i u frizideru na 2-8°C.
Materijal je nanoSen na hladne i vlazne mikroskopske plocice nakapavanjem, suSen 24h
a zatim bojen u 2% Giemsa-i 9 minuta.

Analizirano je minimum 100 metafaza u svakoj posmatranoj tacki. Hromozomske
aberacije su na CHO-K1 C¢elijskoj liniji ovarijuma hrcka bile analizirane samo u
metafazama koje su sadrzavale 19-23 hromozoma (modalni broj £2), a u kulturi
humanih limfocita 46 hromozoma.

Strukturne hromozomske aberacije su prema Savage-u (Savage, 1975)
kategorizovane u dve osnovne grupe: hromatidni 1 hromozomski tip aberacija. Od
aberacija hromatidnog tipa praceni su hromatidni prekidi i hromatidne praznine (engl.
gap), a od aberacija hromozomskog tipa: hromozomski prekidi, hromozomske praznine

(engl. gap), acentri¢ni fragmenti, dicentri¢ni hromozomi i ring hromozomi.

Test hromozomskih aberacija u CHO-K1 ¢elijskoj kulturi

CHO-K1 éelije su sadene u ploge sa 6 otvora (engl. well) u koncentraciji od 25x10*

éelija/otvoru. Celijske kulture su tretirane fulerenolom i/ili MMC tokom 3h i 24h. U oba
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tretmana je fulerenol ispitivan u koncentraciji od 11, 22.1 i 44.3uM. U 3h tretmanu,
¢elije su prvo inkubirane tokom 24h a zatim je dodat fulerenol koji je delovao 3h.
Nakon toga je medijum zamenjen svezim medijumom sa kolcemidom, koji je delovao
narednih 1.5h do odlepljivanja ¢elija sa Try/EDTA 1 obrade ¢elijske kulture (Shema 7.).

U 24h tretmanu, fulerenol je dodat u Celijsku kulturu odmah po sadenju celija i
delovao je narednih 24h. Nakon toga je medijum zamenjem svezim medijumom sa

kolcemidom koji je delovao narednih 1.5h do tripsinizacije i obrade kulture (Shema 8.).

obrada celijske

postavljanje ¢elijske kulture
l kulture Colcemid I
24h Oh  3h 4,5h

Shema 7. 3h tretman CHO-K1 za test hromozomskih aberacija

obrada celijske

postavljanje éelijske kulture
I kulture Colcemid ‘
-24h Oh 1,5h

Shema 8. 24h tretman CHO-K1 za test hromozomskih aberacija

Test hromozomskih aberacija u kulturi humanih limfocita

Kulture humanih limfocita bile su postavljane za tri faze celijskog ciklusa tokom
kojih su tretirane razli¢itim koncentracijama fulerenola i/ili MMC.

Za GO fazu Celijskog ciklusa, fulerenol je dodat odmah po postavljanju celijske
kulture u koncentracijama od 5.54, 11.08 1 22.16uM, a duzina tretmana je bila 24h. Po
zavrSetku tretmana, medijum je zamenjem svezim medijumom sa PHA, a kultura je
odrzavana narednih 48h (Shema 9.).

Za G1/S fazu c¢elijskog ciklusa, fulerenol je dodat u kulturu u 20. satu od stimulacije

deobe mitogenom, u koncentracijama od 11.08, 22.16 1 44.3 uM a tretman je trajao 24h.
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Zatim je medijum zamenjen svezim medijumom a kultura je odrzavana do 48h (Shema
10.) .
4h tretman fulerenolom za G1/S/G2/M fazu celijskog ciklusa zapoceo je u 44. satu
nakon stimulacije ¢elija na deobu. Fulerenol je dodat u koncentracijama od 55.4, 110.8 i
221.6uM. Po isteku tretmana, medijum je zamenjen svezim medijumom (Shema 11.).
Kolcemid je u svim posmatranim tackama dodat u 48. satu i delovao narednih 1h do
obrade ¢elijske kulture.

Preparati su analizirani pomocu svetlosnog mikroskopa Olympus BX51.

obrada celijske

postavljanje celijske PHA kulture
‘ kulture ‘
-24h Oh 48h

Shema 9. Tretman humanih limfocita u GO fazi ¢elijskog ciklusa

testom hromozomskih aberacija

obrada celijske

postavljanje celijske PHA kulture
1 kulture l
-24h Oh 20h 44h  48h

Shema 10. Tretman humanih limfocita u G1/S fazama ¢elijskog ciklusa

testom hromozomskih aberacija

obrada celijske

postavljanje celijske PHA kulture
l kulture 1
-24h 0Oh 44h  48h

Shema 11. Tretman humanih limfocita u G1/S/G2/M fazama ¢elijskog ciklusa

testom hromozomskih aberacija

78



Statisticka analiza

Za svaku ispitivanu koncentraciju fulerenola ili kombinacije fulerenol/MMC, analize
su radene u triplikatu.

Rezultati ucestalosti mikronukleusa 1 hromozomskih aberacija po jednoj
koncentraciji su predstavljeni kao srednja vrednost dobijena iz tri analize + SD.

Razlika izmedu kontrolne vrednosti i vrednosti tretiranih uzoraka evaluirana je
koriS¢enjem statistickog paketa “STATISTICA Release 8 analizom one -way ANOVA

sa Fisherov-im (LSD) testom. Statisticka znacajnost je utvrdena pri p< 0.05 i p< 0.005.
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REZULTATI

Rezultati ispitivanja  genotoksi¢nog/antigenotoksicnog potencijala fulerenola
podeljeni su u 5 celina: a) Fizickohemijska karakterizacija fulerenola Cgo(OH)z4, b)
utvrdivanje ICsy vrednosti fulerenola u cilju odabira subcitotoksi¢nih koncentracija za
analizu genotoksicnosti fulerenola, ¢) odabir koncentracije MMC koja ¢e koristiti u
analizi antigenotoksicnosti fulerenola, d) analiza genotoksi¢nosti i antigenotoksi¢nosti
fulerenola na CHO-K1 ¢elijskoj liniji i e) analiza genotoksi¢nosti i antigenotoksi¢nosti

fulerenola na ¢elijskoj kulturi humanih limfocita.

Fizickohemijska karakterizacija fulerenola Cs(OH) 24

DLS - Dinamicko rasipanje svetlosti

Metodom dinamic¢kog rasipanja svetlosti (DLS), na osnovu intenziteta rasute

svetlosti, zapremine i broja Cestica, utvrdena je raspodela nanocestica fulerenola u
vodenom rastvoru, kao i u RPMI 1640 sa 10% 1 20% FCS. Takode je utvrdena
raspodela Cestica proteina u RPMI 1640 sa 20% FCS.

DLS nanocestica fulerenola u vodenom rastvoru

Pri koncentraciji fulerenola od 5SmM u demineralizovanoj i deaerisanoj vodi, na
sobnoj temperaturi, dobijena je raspodela nanocestica fulerenola (slika 12.) po

intenzitetu (a), zapremini (b), broju (¢) 1 naelektrisanju (zeta potencijalu) (d).
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d)

Slika 12. DLS nanocestica fulerenola u vodi prema:

a) intenzitetu, b) zapremini, ¢) broju i d) naelektrisanju

Na dijagramu se vidi da je uzorak slozene strukture i nehomogen. Indeks
polidisperznosti iznosi Pdl1=0,424.

Na slici 12.a prikazana je raspodela Cestica prema intenzitetu. Prisutne su tri familije
Cestica, od kojih je najdominantnija familija, sa maksimumom na 253nm, zastupljena
83,3%. Druga familija sa maksimumom na 42nm, zastupljena je 10,2% i najmanja
familija Cestica sa maksimumom na 9nm zastupljena je 6,5%. Analizom raspodele
Cestica prema zapremini 1 broju (slikel2.b,c), uocava se da je dominantan pik (99%)
prema zapreminskoj raspodeli na 7nm, dok je drugi pik na 62nm. Raspodela Cestica
prema broju (slika 12.c) ukazuje na prisustvo samo jedne familije Cestica radijusa od 5,5
nm. Na slici 12.d, na kojoj je prikazana raspodela nanocestica fulerenola prema
naelektrisanju, uocavaju se tri pika. Najdominantniji pik sa naelektrisanjem od (= -48,5
mV je zastupljen 70,5%, drugi pik sa naelektrisanjem od (= -73,2 mV je zastupljen
20,3% 1 tre¢i pik (= -90,3 mV je zastupljen 9,3%. Srednja vrednost naelektrisanja
nanocestica fulerenola iznosi -56,6 mV, sa zeta devijacijom od 16 mV.

Nije detektovano prisustvo vecih aglomerata formiranih od stabilnih agregata.
Promena koncentracije fulerenola ne utice znacajno na raspodelu Cestica (rezultati nisu

prikazani).
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DLS nanodestica proteina u RPMI 1640 sa 20 % FCS

Na slici 13. je prikazana DLS raspodela nanocestica proteina u RPMI 1640 sa 20%

FCS 1 to prema intenzitetu (a) 1 zapremini (b).

Size Distribution by Intensity
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Record 16: 20%FCS, JM, 27.1.2012. 3

b)
Slika 13. DLS cestica proteina u RPMI 1640 sa 20% FCS prema:

a) intenzitetu, b) zapremini.

Cestice proteina u RPMI 1640 sa 20% FCS, nakon 24h inkubacije na 37°C, grade
nehomogen rastvor, sa polidisperzionim indeksom od Pdl=0,441. Prisutne su dve
familije Cestica, od kojih su cCestice veli¢ine 50nm zastupljene 60% a cCestice od 11nm
36%. Cestice veée od 1000nm predstavljaju necistoce, §to je potvrdeno korelacionim

dijagramom (rezultati nisu prikazani). Zapreminska raspodela Cestica (slika 13.a) ima
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samo jedan pik na 9nm. Raspodela Cestica po broju takode ima samo jedan maksimum

na 7nm (rezultati nisu prikazani).

DSL fulerenola u RPMI 1640 sa 10% FCS

DLS raspodela nanocestica fulerenola u RPMI 1640 sa 10% FCS, pri koncentraciji
fulerenola od 5mM, posle 24h inkubacije na 37°C, prikazana je na slici 14.

Size Distribution by Intensity
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Slika 14. DLS cestica fulerenola u RPMI 1640 sa 10% FCS prema intenzitetu

Record 9: FNP/10%FCS, JM, 27.1.2012. 2‘

Iz dijagrama se vidi da je rastvor fulerenola u RPMI 1640 sa 10% FCS nehomogen
(polidisperzioni indeks je Pdl= 0,441). Prisutne su dve familije Cestica, jedna od 9nm i
druga od 63 nm. U rastvoru se nalaze i veée Cestice od 100nm do 250nm. Uocava se i
grupacija Cestica od 400 do 6000 nm, koje su okarakterisane kao necisto¢a uzorka od
prasine. Isti rezultati su dobijeni sa uzorkom fulerenola koncentracije 5SmM u RPMI

1640 sal5% FCS (rezultati nisu prikazani).

DLS fulerenola u RPMI 1640 sa 20% FCS

DLS raspodela nanocestica fulerenola u RPMI 1640 sa 20% FCS, prema intenzitetu

(a) 1 zapremini (b), prikazana je na slici 15.
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Size Distribution by Intensity
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Record 19: FNP/20%FCS, JM, 27.1.2012. 3|

b)

Slika 15. DLS fulerenola u RPMI 1640 sa 20% FCS prema:

a) intenzitetu, b) zapremini.

Metodom DSL je analiziran rastvor fulerenola koncentracije SmM mg/mL, nakon
inkubacije od 24h na 37°C, u RPMI 1640 sa 20% FCS.

Iz dijagrama (slika 15.a) se vidi da je rastvor fulerenola u RPMI 1640 sa 20% FCS
nehomogen (polidisperzioni indeks Pdl=0,433). Uocavaju se dve familije Cestica, jedna
oko 9nm i druga oko 57nm. U rastvoru se nalaze i vece Cestice od 100nm do 200nm a

prisutna je takode i1 grupacija Cestica od 1000nm do 6400nm.
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Analizom raspodele Cestica po zapremini (slika 15.b), vidi se pik od 4nm do 40nm,
sa maksimumom na 8nm. Cestice veée od 1000nm su okarakterisane kao necistoca

uzorka, Sto je potvrdeno i korelacionim dijagramom (slika 16.).
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Slika 16. Korelacioni dijagram (nano€estica fulerenola u RPMI 1640 + 20% FCS)

Korelacioni dijagram (slika 16.) raspodele nanocestica fulerenola koncentracije SmM
mg/mL posle inkubacije od 24h na 37°C u RPMI 1640 sa 20% FCS, uraden je u cilju
provere zastupljenosti Cestica veli¢ine preko 1000nm. Iz dijagrama se vidi da su Cestice

preko 1000nm zastupljene svega 7% 1 van opsega su preciznog merenja.

AFM - Mikroskopija atomskih sila

AFM mikroskopijom je utvrdena veli¢ina nanocestica proteina u RPMI 1640 sa 20%
FCS, kao 1 struktura fulerenola u vodi i u RPMI 1640 sa 15% i 20% FCS, koji se koriste
za kultivaciju celijskih kultura limfocita u testu mikronukleusa, odnosno testu

hromozomskih aberacija.
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AFM nanocéestica fulerenola u vodenom rastvoru

Na slici 17. je predstavljena AFM slika nanocestica fulerenola u vodenom rastvoru,

na visoko orijentisanom pirolitickom grafitu HOPG (engl. Highly Oriented Pyrolytic

Graphite).
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Slika 17. AFM nanocestica fulerenola u vodenom rastvoru

a) NanocCestice fulerenola na HOPG podlozi, fotografisane na velikoj skali
4000x4000 nm. Uocava se da su Cestice fulerenola slicnih dimenzija i da grade relativno
homogen uzorak. Vecina nanocestica je rasporedena na terasama HOPG, $to ukazuje na
polarnost materije, dok je manji broj Cestica fulerenola van terasa HOPG, zbog slabe
interakcije sa nepolarnom povr§inom grafita.

b) 3D slika nanocestica fulerenola. Skala desno pokazuje visinu nanocestica

fulerenola
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AFM segmenta nanocCestica fulerenola u vodenom rastvoru na HOPG povrsSini,

prikazan je na slici 18.
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Slika 18. AFM segmenta nanocestica fulerenola u vodenom rastvoru na HOPG povrSini
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a) Nanocestice fulerenola slikane na velikoj skali 200x200 nm.

b) Prikaz nanocestice fulerenola. Nanocestica fulerenola od 64 nm sacinjena je od
dve Cestice, od kojih je ve¢a 35 nm a manja 29 nm.

c) Odgovarajuci presek nanocestica fulerenola. Pikovi pokazuju visinu veée Cestice
4.4 nm a manje 3.7 nm.

d) 3D slika nanocestica fulerenola.

AFM nanocestice proteina u RPMI 1640 sa 20% FCS

Na slici 19. je prikazana mikroskopija atomskih sila nanocestica proteina u RPMI

1640 sa 20% FCS, posle inkubacije od 24h pri 37°C na HOPG povrsini.
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Slika 19. AFM nanocestice proteina u RPMI 1640 sa 20% FCS
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a) Nanocestice proteina fotografisane na velikoj skali 700x700 nm. Nanocestice
proteina grade nehomogen rastvor safinjen od Cestica razli¢itih veli¢ina od 12 do 108
nm. Visina Cestica se krece od 7 do 15 nm. Agregacijom manjih Cestica se formiraju
vece Cestice preko 40 nm.Vece nanoCestice proteina (velicine 105 1 108 nm) su
obelezene plavom linijom, a manje nanocestice proteina (veli¢ine 41,19,13,12,17, 36,
32, 30, 37 nm) zelenom linijom

b) Odgovarajuci presek vec¢ih nanocestica proteina

c¢) Odgovaraju¢i presek manjih nanocestica proteina

d) 3D slika nanocestica proteina

AFM nanocestice fulerenola u RPMI 1640 sa 15% FCS

Na slici 20. je prikazana mikroskopija atomskih sila nanocestica fulerenola
(koncentracije 5mM) u RPMI 1640 sa 15% FCS, posle inkubacije od 24h pri 37°C na
HOPG povrsini.
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Slika 20. AFM nanocestice fulerenola u RPMI 1640 sa 15% FCS

a) Nanocestice fulerenola fotografisane na velikoj skali 1000x1000 nm

b) Nanocestica od 227 nm. Manja nanocestica (veli¢ine 49 nm) je obelezena zelenom
linijjom a veca nanocestica (od 104 i 108 nm) plavom linijom

¢) Odgovarajuci presek manje nanocestice

d) Odgovarajuéi presek vece nanocestice
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AFM nanocéestica fulerenola u RPMI 1640 sa 20% FCS

AFM slika nanocestica fulerenola u RPMI 1640 sa 20% FCS data je na slici 21. Na
HOPG povrsini se uocavaju nanocestice fulerenola, koncentracije SmM. Mikroskopija
je izvrena posle 24h inkubacije rastvora fulerenola na 37°C, §to su bili uslovi kao i u
eksperimentu utvrdivanja genotoksi¢nosti 1 antigenotoksi¢nosti fulerenola testom

mikronukleusa na ¢elijskoj kulturi humanih limfocita.

Y [pm]

Z[nm]

Slika 21. AFM nanocestica fulerenola u RPMI 1640 sa 20% FCS
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a) Nanocestice fulerenola na HOPG podlozi, fotografisane na velikoj skali
5000x5000 nm. Na slici se vidi da nema zadrzavanja nanocestica na terasama HOPG,
Sto ukazuje na smanjenje elektronegativnosti nanocestica u poredenju sa rastvorom
fulerenola u vodi.

b) Nanocestica fulerenola od 197 nm na skali od 1200x1200 nm. Uocavaju se Cestice
veli¢ine od 180 do 220 nm. Oblik i reljef svih Cestica je isti.

¢) Odgovarajuci presek nanocestice fulerenola. Maksimalni pik (visina) Cestice je bio
na 21.4 nm, dok je manji pik bio na 14.9 nm.

d) 3D slika nanocestica.

Na slici 22. je prikazan segment fulerenola u RPMI 1640 sa 20% FCS na HOPG

povrsini
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Slika 22. Segment nanocestica fulerenola u RPMI 1640 sa 20% FCS na HOPG povrSini
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Fulerenol koncentracije 5SmM je inkubiran tokom 24h na 37°C u RPMI 1640 sa 20%
FCS na HOPG povrsini.

a) Nanocestice fulerenola na velikoj skali 250x250nm. Novoformirani agregati su
sacinjeni od tri nanocestice od kojih su dve vece a tre¢a manja.

b) 3D prikaz nanocestice.
¢) Odgovarajuci presek manje nanocestice (od 48nm), obelezene zelenom linijom.

d) Odgovarajuci presek vece nanocestice (od 211 nm), obeleZzene plavom linijom.

Novoformirane nanocestice najverovatnije predstavljaju agregate nanocestica

fulerenola i nanocestica proteina iz FCS.

TEM - Transmisiona elektronska mikroskopija

Transmisionom elektronskom mikroskopijom je analiziran vodeni rastvor

nanocestice fulerenola.

TEM fulerenolskih nanocéestica u vodenom rastvoru

U cilju potvrdivanja strukture nanoCestica uradena je analiza vodenog rastvora

nanocestica fulerenola transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM) (slika 23.).
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Slika 23. TEM fulerenolskih nanocestica u vodenom rastvoru

Na slici 23. se vide stabilni nanoagregati Cestica fulerenola od 5nm, kao i veéi

agregati formirani od viSe manjih stabilnih agregata.

ICsy

IC50 vrednost za fulerenol na ¢elijskim kulturama CHO-K1 i humanih limfocita je
utvrdena pra¢enjem parametra kao Sto su: ukupan broj ¢elija/mL, % vijabilnost ¢elija, %
citotoksi¢nost fulerenola 1 % prezivljavanje Celija. Eksperimentalni protokol u analizi
navedenih parametara citotoksi¢nosti fulerenola DET testom bio je isti kao i u testovima
mikronukleusa i hromozomskih aberacija. Svi navedeni parametri su prikazani kao

srednje vrednosti iz tri merenja.

ICs¢ za fulerenol na CHO-K1 prema protokolu za test mikronukleusa

Na celijskoj kulturi CHO-K1, pracen je efekat razli¢itih koncentracija fulerenola
tokom 3h i 24h tretmana na: ukupan broj ¢elija/mL, vijabilnost (%) i citotoksi¢nost (%)

(tabela 2.) 1 to prema eksperimentalnoj Semi za test mikronukleusa. Vijabilnost ¢elija u
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svim tretiranim uzorcima je bila visoka (>86%). Sa porastom koncentracije fulerenola
ukupan broj ¢elija se smanjivao, a citotoksi¢nost je srazmerno rasla. Pri najnizoj
koncentraciji fulerenola od 8.86 uM tokom 24h tretmana citotoksi¢nost je, kao i u
kontrolnom uzorku, bila 0.

Tabela 2. Efekti fulerenola na ukupan broj ¢elija/mL, vijabilnost (%) i citotoksi¢nost

(%) u ¢elijskoj liniji CHO-K1 prema protokolu za test mikronukleusa

Tretman Fulerenol Ukupan Vijabilnost Citotoksi¢nost
(uM) broj (%) (%)
éelija/mL

0 450000 95,84 0
8,86 400000 92,36 11,11

3h 44,3 362500 91,66 19,44
88,6 266667 87,13 40,74
221,6 242500 94,87 46,11
443,2 225000 93,06 50
0 475000 99,55 0
8,86 475000 97,62 0

24h 443 429167 94,67 9,65
88,6 337500 92,09 28,95
221,6 237500 86,62 50
4432 200000 90,86 53,39

Procenat prezivljavanja CHO-K1 ¢elija, izracunat u odnosu na kontrolnu vrednost,
opadao je sa porastom koncentracije fulerenola (grafikon 1. i 2.). Vrednost 1Csy tokom

3h tretmana utvrdena je pri koncentraciji fulerenola od 443.2 uM (grafikon 1, tabela 2.).
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Grafikon 1. Efekti 3h tretmana fulerenolom na prezivljavanje u ¢elijskoj liniji CHO-K1

prema protokolu za test mikronukleusa
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Vrednost ICsy tokom 24h tretmana je utvrdena pri koncentraciji fulerenola od 221.6

uM (grafikon 2., tabela 2.).
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Grafikon 2. Efekti 24h tretmana fulerenolom na prezivljavanje u ¢elijskoj liniji CHO-

K1 prema protokolu za test mikronukleusa

ICsp za fulerenol na celijskoj kulturi CHO-K1 prema protokolu za test

hromozomskih aberacija

Prema eksperimentalnom protokolu za test hromozomskih aberacija ¢elijska kultura
CHO-K1 je tretirana razli¢itim koncentracijama fulerenola tokom 3h i 24h. Sa porastom
koncentracije fulerenola, smanjivao se ukupan broj celija, a citotoksi¢nost je rasla.

Vijabilnost je bila visoka u svim eksperimentalnim uzorcima (tabela 3.).
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Tabela 3. Efekti fulerenola na ukupan broj ¢elija/mL, vijabilnost (%) i citotoksi¢nost

(%) u ¢elijskoj liniji CHO-K1 prema protokolu za test hromozomskih aberacija

TP Fulerenol Ukupan broj Vijabilnost Citotoksi¢nost
(uM) celija/mL (%) (%)

0 395833 94,05 0
8,86 333333 89,80 15,79
443 237500 94,97 40

3h 88,6 204167 81,66 48,42
221,6 112500 89,07 66,25
4432 58333 70,37 74,43
0 191667 97,77 0
8,86 175000 96,49 8,69
44,3 154167 93,75 19,56

24h 88,6 100000 89,63 49,83
221,6 83333 96,29 52,38
4432 70833 88,89 54,05

Takode je, sa porastom koncentracije fulerenola, opadao % prezivljavanja ¢elija. ICsg
vrednost je bila utvrdena pri koncentraciji fulerenola od 88.6 uM i u 3h i u 24h tretmanu

¢elijske kulture (grafikon 3. 1 4, tabela 3.).

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

% Prezivelih celija

Kontrola 8,86 44,3 88,6 2216 443,2

Grafikon 3. Efekti 3h tretmana fulerenolom na prezivljavanje u ¢elijskoj liniji CHO-K1

prema protokolu za test hromozomskih aberacija
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Grafikon 4. Efekti 24h tretmana fulerenolom na prezivljavanje

u ¢elijskoj liniji CHO-K1 prema protokolu za test hromozomskih aberacija

IC5p za fulerenol u kulturi humanih limfocita prema protokolu za test

mikronukleusa

Na limfocitnoj kulturi su praceni efekti razlicitih koncentracija fulerenola Ceo(OH),4
prema eksperimentalnoj Semi za test mikronukleusa. Ispitivana supstanca je primenjena
u tri razlicite faze Celijskog ciklusa: GO, G1/S 1 G1/S/G2/M. Sa porastom koncentracije
fulerenola ukupan broj ¢elija se smanjivao, a citotoksicnost je srazmerno rasla (tabela
4.). Pri najnizoj koncentraciji fulerenola od 8.86 uM u tretmanu tokom G1/S/G2/M faze
¢elijskog ciklusa, citotoksi¢nost je imala negativhu vrednost, S$to ukazuje na
proliferativni kapacitet fulerenola pri toj koncentraciji. Vijabilnost ¢elija je u svim

uzorcima bila visoka (>80%).
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Tabela 4. Efekti fulerenola na ukupan broj ¢elija/mL, vijabilnost (%) i citotoksi¢nost

(%) u ¢elijskoj kulturi humanih limfocita prema protokolu za test mikronukleusa

Ukupan broj
Tretman Fulerenol (uM) Vijabilnost (%) Citotoksi¢nost (%)
éelija/mL

0 1029167 96,88 0
8,86 641667 96,85 37,65
GO 443 558333 96,17 45,75
88,6 500000 92,91 51,42
221,6 445833 92,52 56,68
4432 416667 92,52 59,51

0 1029167 96,88 0
8,86 833333 97,03 19,03
443 812500 95,54 21,05

G1/S

88,6 650000 92,34 36,84
221,6 454167 89,48 55,87
4432 316667 85,86 69,23

0 1029167 96,88 0
8,86 1062500 96,26 -3,24
443 758333 93,45 26,31

G1/S/G2/M

88,6 77500 97,43 24,69
221,6 554167 96,12 46,15
4432 466667 97,38 54,65

Porast koncentracije fulerenola indukovao je pad procenta prezivljavanja limfocita, a
ICso vrednost je utvrdena pri koncentraciji fulerenola od 88,6 uM za GO fazu celijskog
ciklusa (grafikon 5., tabela 4.), dok je za G1/S (grafikon 6., tabela 4.) 1 G1/S/G2/M
(grafikon 7., tabela 4.) bila pri koncentraciji od 221.6 pM.

100



100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

% PreZivljavanja celija

Kontrola

8,86

44,3

88,6

221,6

4432

Grafikon 5. Efekti tretmana fulerenolom u GO fazi ¢elijskog ciklusa na prezivljavanje

humanih limfocita prema protokolu za test mikronukleusa
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Grafikon 6. Efekti tretmana fulerenolom u G1/S fazi ¢elijskog ciklusa na prezivljavanje

humanih limfocita prema protokolu za test mikronukleusa
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Grafikon 7. Efekti tretmana fulerenolom u G1/S/G2/M fazi ¢elijskog ciklusa na

prezivljavanje humanih limfocita prema protokolu za test mikronukleusa

IC5p za fulerenol u kulturi humanih limfocita prema protokolu za test

hromozomskih aberacija

Humani limfociti su, u cilju utvrdivanja vrednosti ICsy, tretirani razli¢itim

koncentracijama fulerenola prema eksperimentalnoj Semi za test hromozomskih

aberacija (tabela 5.). Fulerenol je primenjen u tri razliCite faze celijskog ciklusa: GO,

G1/S 1 G1/S/G2/M. Sa porastom koncentracije fulerenola u GO i G1/S fazi ¢elijskog

ciklusa ukupan broj celija se smanjivao, a citotoksi¢nost rasla. U G1/S/G2/M fazi

¢elijskog ciklusa pri nizim koncentracijama fulerenola (8.86 i 44.3 uM), ukupan broj

¢elija je bio povecan u odnosu na broj u kontrolnom uzorku, dok je citotoksi¢nost bila

negativna. Vijabilnost je u svim uzorcima bila visoka.
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Tabela 5. Efekti fulerenola na ukupan broj ¢elija/mL, vijabilnost (%) i citotoksi¢nost

(%) u kulturi humanih limfocita prema protokolu za test hromozomskih aberacija

) Ukupan broj Vijabilnost Citotoksi¢nost
Tretman Fulerenol (uM)

celija/mL (%) (%)

0 900000 97,65 0
8,86 470833 93,10 47,68

443 450000 95,71 50

GO

88,6 416667 87,74 53,70
221,6 295833 85,39 67,13
4432 287500 80,83 68,05

0 900000 97,65 0
8,86 754767 95,37 16,20
443 700000 96,74 22,22

G1/S

88,6 520833 91,33 42,13
221,6 287500 78,19 68,05
4432 245833 71,22 72,68

0 900000 97,65 0
8,86 1000000 97,58 -11,11
44,3 962500 99,19 -6,94

G1/S/G2/M

88,6 775000 97,43 13,89
221,6 554167 96,12 38,42
4432 466666 96,53 48,15

Procenat prezivljavanja limfocita je opadao sa porastom koncentracije fulerenola u
GO 1 G1/S fazi ¢elijskog ciklusa. ICsy vrednost u GO fazi ¢elijskog ciklusa je utvrdena
pri koncentraciji fulerenola od 44.3 uM (grafikon 8., tabela 5.), a u G1/S fazi ¢elijskog
ciklusa pri koncentraciji od 88.6 uM (grafikon 9., tabela 5.). Procenat prezivljavanja
limfocita u G1/S/G2/M fazi ¢éelijskog ciklusa pri koncentracijama od 8.86 i 44.3 uM bio
je veci u odnosu na kontrolnu vrednost. ICsy vrednost za G1/S/G2/M fazu Celijskog

ciklusa utvrdena je pri koncentraciji fulerenola od 443.2 uM (grafikon 10., tabela 5.).
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Grafikon 8. Efekti fulerenola u GO fazi ¢elijskog ciklusa na prezivljavanje humanih

limfocita prema protokolu za test hromozomskih aberacija
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Grafikon 9. Efekti fulerenolom u G1/S fazi ¢elijskog ciklusa na prezivljavanje humanih

limfocita prema protokolu za test hromozomskih aberacija
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Grafikon 10. Efekti fulerenola u G1/S/G2/M fazi ¢elijskog ciklusa na prezivljavanje

humanih limfocita prema protokolu za test hromozomskih aberacija

Mitomycin C

U ispitivanju antigenotoksi¢nosti fulerenola, izvrSen je odabir one koncentracije
mitomicina C koja indukuje, za analizu ucestalosti mikronukleusa i hromozomskih
aberacija, najoptimalniji nivo oSte¢enja DNK. Pracen je efekat tokom 3h i 24h tretmana
na ¢elijsku kulturu CHO-K1 i u GO, G1/S 1 G1/S/G2/M fazi ¢elijskog ciklusa na kulturi
humanih limfocita pri slede¢im koncentracijama MMC: 0.15, 0.3, 0.6, 0.91 1.5 nM.

Uticaj MMC na ucestalost mikronukleusa na CHO-K1 ¢elijskoj kulturi

Ucestalost mikronukleusa se, sa porastom koncentracije MMC, tokom 3h i 24h
tretmana CHO-K1 ¢elijske kulture, srazmerno povecavala (tabela 6.). Za eksperimente u
kojima je analizirana antigenotoksi¢nost fulerenola na CHO-K1 ¢elijskoj liniji tokom 3h

tretmana, odabrana je koncentracija MMC od 1,5nM a za 24h tretman 0,3nM. Indeks
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jedarne deobe je imao trend porasta tokom 3h i 24h u odnosu na kontrolnu vrednost.

Distribucija mikronukleusa je pratila Poasonovu raspodelu.

Uticaj MMC na ucestalost Celija sa hromozomskim aberacijama na CHO-K1

Celijskoj kulturi

Sa porastom koncentracije MMC tokom 3h i 24h tretmana ¢elijske kulture CHO-K1,
srazmerno je rastao i procenat aberantnih ¢elija (tabela 7.). Za dalje eksperimente je u
3h tretmanu odabrana koncentracija MMC od 1,.5 nM dok je u 24h tretmanu od 0,3 nM.
U kontrolnom uzorku je bilo viSe aberacija hromatidnog tipa u odnosu na aberacije
hromozomskog tipa. Medutim, sa porastom koncentracije MMC, rasla je i dominacija

aberacija hromozomskog tipa naroc€ito u 24h tretmanu.

Tabela 6. Uticaj mitomicin-a C na citostatski/citotoksi¢ni efekat i na oSte¢enje DNK

indukovano u BN ¢elijama CHO-K1 ¢elijske kulture

Citostatski/citotoksicni efekat Ostecenje DNK indukovano u BN
MM Br. Distribucija MN
Br.BN | > MN
Tretman| C > Mono-N| BN Poli-N | NDI | MIN/1000
saMN | u BN 0 1 2 3 4
(nM) BN

Kontrola| 0 2713,33 | 1608,11 [ 1024,67 | 79,67 | 1,45 25,33 23,33 | 26,00 | 1001,33 | 21,67 | 0,67 | 1,00 | 0,00
0.15 | 2475,00 [ 1387,00(1013,00| 75,00 (1,47 27,64 25,00 | 25,00 | 988,00 | 23,00 [ 1,00 | 1,00 ] 0,00
0.3 | 2471,00 | 1371,00 | 1002,00 [ 98,00 | 1,48 26,90 23,00 | 27,00 | 979,00 | 21,00 | 1,00 | 0,00 | 1,00
3h 0.6 | 2251,00 |1038,00|1077,00| 136,00 [ 1,59 [ 41,78 39,00 | 45,00 | 1038,00 | 35,00 | 2,00 | 2,00 | 0,00
0.9 | 1933,00 | 830,00 | 1000,00 | 102,00 [ 1,62 | 46,00 44,00 | 46,00 | 956,00 | 42,00 | 2,00 | 0,00 | 0,00
1.5 | 1853,33 | 748,00 | 1020,33 [ 79,00 | 1.64 | 40,50 37,33 | 41,67 | 989,00 | 34,00 | 2,33 | 1,00 | 0,00
0.15| 2082,00 | 993,00 | 1031,00 | 58,00 | 1,55 55,28 47,00 | 57,00 | 984,00 | 41,00 | 3,00 | 2,00 | 1,00
0.3 | 1958,33 | 871,00 | 1017,67 [ 68,67 | 1,59 69,07 59,00 [ 70,33 | 958,67 | 52,00 | 3,67 [ 2,33 | 1,00
24h 0.6 | 1785,00 | 717,00 | 1002,00 | 66,00 | 1,63 ] 112,77 92,00 |113,00| 910,00 | 79,00 | 6,00 | 6,00 | 1,00
0.9 | 2070,00 |1002,00|1004,00 | 62,00 | 1,54 ] 132,47 110,00 [ 133,00 894,00 | 94,00 | 11,00 3,00 | 2,00
1.5 | 2048,00 | 945,00 | 1019,00 | 82,00 | 1,57 [ 152,11 129,00 | 155,00 890,00 |111,00]12,00( 4,00 | 2,00

MMC - Mitomycin C, ) - ukupan broj analiziranih c¢elija, Mono-N - broj
mononukleusnih ¢elija, BN - broj binukleusnih ¢elija, Poli-N - broj polinukleusnih

¢elija, NDI - indeks jedarne deobe ,MN - mikronukleusi
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Tabela 7. Uticaj MMC na ucestalost aberantnih ¢elija i na tip hromozomskih

aberacija na CHO-K1 ¢elijskoj kulturi.

Tip hromozomskih aberacija

Hromatidne Hromozomske
Z
) ) .
MMC Acenti¢ni | Hromo
Tretman aberantnih | Praznina | Prekid | Hromatidnih | Praznina | Prekid | Dicentrik | Ring
(nM) fragment | -zomskih
celija aberacija
aberacija
Kontrola 0 11,0 3,7 2,0 5,70 2,0 1,0 0,0 0,0 2,3 5,30
0.15 15 9 0 9 0 6 0 0 0 6
0.3 26 17 3 20 3 1 1 0 1 6
3h 0.6 29 20 3 23 3 3 1 0 5 12
0.9 30 5 9 14 1 3 0 0 4 8
1.5 32,67 4,0 6,3 14 43 2,3 1,0 0,0 13,3 14
0.15 10 6 0 6 4 0 0 0 0 5
0.3 33 16 4 20 14 11 2 0 4 32
24h 0.6 41 8 6 14 7 10 3 1 0 21
0.9 50 20 3 23 17 20 1 1 18 56
1.5 76 47 7 54 32 30 2 1 45 109

MMC - Mitomycin C

Uticaj MMC na ucestalost mikronukleusa u kulturi humanih limfocita

Porast koncentracije MMC, indukovao je povecanje ucestalosti mikronukleusa u
svim fazama celijskog ciklusa (tabela 8.). Distribucija mikronukleusa je bila po tipu
Poasonove raspodele. Indeks jedarne deobe se povecéavao u odnosu na kontrolnu
vrednost sa porastom koncentracije MMC. Odabrana koncentracija MMC za dalje

eksperimente je bila 1,5nM.
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Tabela 8. Uticaj mitomicyn-a C na citostatski/citotoksicni efekat i na oste¢enje DNK

indukovano u BN ¢elijama u kulturi humanih limfocita.

Citostatski/citotoksi¢ni efekat Ostecenje DNK indukovano u BN
Br. Distribucija MN
Tretman MME > Mono-N BN [Poli-N | NDI | MN/1000 Br. BN | 2 MN
(nM) saMN | u BN 0 1 2 3 4
BN
Kontrola 0 |2271,00| 1003,67 | 1014,00 | 304,33 [ 1,69 9,20 9,33 8,67 |1005,33 | 8,33 0,00 | 0,33 | 0,00
0.15 | 2548 1095 1016 447 11,74 17,89 17 18 989 16 1 0 0
0.3 2055 696 1028 331 (1,82 23,34 21 24 1007 18 3 0 0
GO 0.6 2294 787 1094 413 | 1,83 26,5 26 29 1068 23 3 0 0
0.9 2395 1034 1041 320 | L7 37,46 37 39 1004 35 2 0 0
1.5 2259 776 1051 432 | 1,84 40,91 37 43 1014 32 4 1 0
0.15 | 2310 912 1045 353 (1,75 22,96 22 24 1023 20 2 0 0
0.3 2110 701 1048 361 (1,83 29,58 25 31 1023 20 4 1 0
G1/S 0.6 2265 776 1053 436 | 1,85 | 40,83 41 43 1012 39 2 0 0
0.9 2020 567 1084 369 | 1,9 54,42 56 59 1028 53 3 0 0
1.5 1904 530 1130 244 | 1,85 61,94 51 70 1079 37 9 5 0
0.15 | 2042 615 1027 400 | 1,89 | 21,42 20 22 1007 18 2 0 0
0.3 1711 435 1056 220 | 1,87 | 23,67 24 25 1032 23 1 0 0
G1/S/G2/M | 0.6 1685 399 1033 253 | 1,91 | 28,07 26 29 1007 23 3 0 0
0.9 1733 547 1050 136 | 1,76 | 3047 29 32 1021 26 3 0 0
1.5 1802 416 1054 341 | 1,95| 32,53 28 34 1017 23 4 1 0

MMC - Mitomycin C, ) - ukupan broj analiziranih c¢elija, Mono-N - broj
mononukleusnih ¢elija, BN - broj binukleusnih ¢elija, Poli-N - broj polinukleusnih

¢elija, NDI - indeks jedarne deobe, MN — mikronukleusi

Uticaj MMC na ucestalost celija sa hromozomskim aberacijama u kulturi

humanih limfocita

Sa porastom koncentracije MMC raste 1 procenat Celija sa hromozomskim
aberacijama u svim ispitivanim fazama celijskog ciklusa (tabela 9.). Odabrana je
koncentracija MMC od 1,5 nM za sve tri faze ¢elijskog ciklusa. U kontrolnom uzorku
su dominirale aberacije hromatidnog tipa. Medutim, sa porastom koncentracije MMC,
pri ve¢im koncentracijama je doSlo do dominacije aberacija hromozomskog tipa u

odnosu na aberacije hromatidnog tipa.
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Tabela 9. Uticaj MMC na ucestalost hromozomskih aberacija i na tip hromozomskih

aberacija u kulturi humanih limfocita.

Tip hromozomskih aberacija

Hromatidne Hromozomske

Kontrola 0 433 1,33 2,33 3.66 0,00 0.67 0,00 0,00 0,00 0.67
0.15 8 3 4 7 1 0 0 0 0 1
0.3 10 3 5 8 0 2 0 0 0 2
GO 0.6 13 5 6 11 0 3 0 0 2 5
0.9 14 3 0 3 8 0 0 0 1 9
1.5 17 5 2 7 9 1 1 0 2 13
0.15 9 7 2 9 0 0 0 0 0 0
0.3 12 3 1 4 6 2 0 0 2 10
G1/S 0.6 17 2 2 4 7 4 0 0 1 12
0.9 20 2 3 5 8 8 0 0 0 16
1.5 27 3 0 3 3 3 3 0 15 24
0.15 6 3 1 4 0 1 0 0 1 2
0.3 9 2 1 3 3 1 0 0 1 5
G1/S/G2/
o 0.6 10 3 2 5 4 3 0 0 0 7
0.9 13 6 1 7 2 2 1 0 1 6
1.5 15 3 0 3 2 4 2 0 2 10

MMC - Mitomycin C

CHO-K]1 Celijska kultura

Na osnovu prethodno utvrdene vrednosti ICs za fulerenol, odredene su koncentracije
fulerenola koje ¢e biti primenjene na CHO-K1 ¢elijsku liniju. NajviSa koncentracija
fulerenola u eksperimentima je bila za 50% manja u odnosu na vrednost ICsg, sledeca
koncentracija je bila 75% niza, dok je najniza koncentracija fulerenola bila 87.5% niza u

odnosu na vrednost ICsy. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti iz tri merenja.
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Uticaj fulerenola na ucestalost mikronukleusa u CHO-K1 éelijskoj kulturi

Tabela 10. Uticaj fulerenola na citostatski/citotoksi¢ni efekat i na oSte¢enje DNK

indukovano u BN ¢elijama CHO-K1 ¢elijske kulture

Citostatski/citotoksi¢ni efekat Osteéenje DNK indukovano u BN

Kontrola 0 2713,33 | 1608,00 | 1024,67 | 79,67 [ 1,45 2533 23,33 | 26,00 [ 1001,33 |21,67| 0,67 | 1,00 [ 0,00

55,4 |2152,67|1050,67 | 1014,33 | 88,33 [ 1,56 11,13 | 10,67 | 11,33 | 1003,00 [10,00{ 0,67 | 0,00 | 0,00

3h 110,8 |2101,00|1018,33|1008,33 | 73,33 | 1,56 18,49 16,00 | 18,67 | 992,33 [13,67] 2,00 | 0,33 | 0,00

221,6 |2200,67 [ 1111,00 [ 1019,00 [ 61,67 | 1,52 [ 22,93 21,00 | 23,33 | 998,00 [ 19,0 1,7 | 0,3 | 0,0

27,6 | 1971,00 | 868,33 | 1002,67 | 94,67 1.6 | 14,83 14,33 | 15,00 | 993,33 |13,67( 0,67 | 0,00 | 0,00

24h 55,4 | 1877,00| 804,33 | 1011,67 | 60,67 1,61 | 1019 9,33 10,33 | 1002,33 [ 8,33 | 1,00 | 0,00 | 0,00

Ea

110,8 [2007,67 | 911,33 [1004,00 | 92,00 {1,597 | 7,64 767 | 7,67 | 996,33 [7.67]0,00] 0 [o0,00

MMC - Mitomycin C, ) - ukupan broj analiziranih ¢elija, Mono-N - mononukleusne
¢elije, BN - binukleusne ¢elije, Poli-N - polinukleusne celije, NDI - indeks jedarne

deobe, MN - mikronukleusi, . statisticki znacajno p<0,05 (ANOVA, Fisher-LSD test),

% %

- statisticki znacajno p<0,005 (ANOVA, Fisher-LSD test),*“ - statisti¢ki znacajno
p<0,001 (ANOVA, Fisher-LSD test).

Fulerenol je indukovao dozno zavisno smanjenje incidencije mikronukleusa u sve tri
ispitivane koncentracije tokom 3h 1 24h tretmana u poredenju sa kontrolnom vrednoséu
(tabela 10.). U 3h tretmanu celija, sa porastom koncentracije fulerenola, rasla je i
incidencija mikronukleusa, dok je u 24h tretmanu sa porastom koncentracije fulerenola
broj MN opadao.

U svim uzorcima distribucija mikronukleusa je pratila Poasonovu raspodelu. Najveci
broj binukleusnih ¢elija bio je sa jednim i dva mikronukleusa, najmanji sa tri i Cetiri
mikronukleusa.

NDI indeks je bio ve¢i u svim ispitivanim koncentracijama fulerenola u poredenju sa

kontrolnim uzorkom, sa statisticCkom zna¢ajno$¢u u 24h-ovnom tretmanu.

110




Uticaj fulerenola na ucestalost mikronukleusa u MMC-tretiranoj CHO-K1

celijskoj kulturi

Fulerenol je u svim primenjenim koncentracijama indukovao dozno zavisno
smanjenje incidencije mikronukleusa (tabela 11.). U 3h tretmanu fulerenolom,
incidencija mikronukleusa je na nizim koncentracijama bila statisticki znacajno manja u
poredenju sa kontrolnom vrednos$cu, dok je vrednost NDI bila statisticki znacajno niza u
svim analiziranim koncentracijama. 24h tretman fulerenolom je u svim ispitivanim
koncentracijama indukovao statisticki znacajno smanjenje ucestalosti mikronukleusa,
dok je vrednost NDI u poredenju sa kontrolnom vrednosti bila niza u sve tri
koncentracije fulerenola, sa statistickom znacajno$¢u pri najnizoj koncentraciji.

Distribucija mikronukleusa je pratila Poasonovu raspodelu.

Tabela 11. Uticaj fulerenola na citostatski/citotoksi¢ni efekat i na oSte¢enje DNK

indukovano u BN ¢elijama MMC-oSte¢ene CHO-K1 ¢elijske kulture

Citostatski/citotoksi¢ni efekat DNK ostec¢enje indukovano u BN

%

1853,33| 748,00 | 1020,33 | 79,00 | 1,64 | 40,5 | 37.33 | 41,67 | 989,00 |34,00| 2,33 | 1,00 |0,00
554 28230 [ 17197 | 10087 | 943 [142” | 1227 | 97 | 123 [ 1002567 [ 8.00 | 1,00 | 0.33 [0.33
3 110,8 s 2900,00[ 1817,33 [ 1002,33 | 80,33 [1,40" | 1995 | 17.00 | 20,00 | 992,00 [15,33] 1.33 | 0.67 [0.33
2216 316933 2085,67 | 1007,67 | 75,67 [1.36 | 27.77 | 23,67 | 28,00 | 984,00 [20,33] 2,33 | 1,00 [0,00
0 195833 | 871,00 | 1017,67 | 68,67 | 1,59 | 69,07 | 59,00 | 7033 | 958,67 |52,00| 3,67 | 2,33 |1,00
27,6 2172,00| 1104,00 | 100633 | 61,33 | 1,52 | 22,51 | 18,67 | 22,67 | 987,67 [17.00] 0.67 | 0,33 [0,33
4 55,4 03 1947,67| 866,67 | 1011,00 | 70,00 | 1,57 [28,06 | 26,00 | 27,00 | 985,00 [25,00] 1,00 | 0,00 [0.33
110,8 2011,00| 926,00 | 1006,67 | 78,00 | 1,58 [34.40 | 31,00 | 3467 | 97567 [28.67| 1.67] 0 o067

MMC - Mitomycin C, )’ - ukupan broj analiziranih ¢elija, Mono-N - mononukleusne
¢elije, BN - binukleusne celije, Poli-N - polinukleusne c¢elije, NDI - indeks jedarne
deobe, " statisticki znacajno p<0,05 (ANOVA, Fisher-LSD test), " statisticki znacajno
p<0,005 (ANOVA, Fisher-LSD test), - statisticki znaajno p<0,001 (ANOVA,
Fisher-LSD test)
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Uticaj fulerenola na ucestalost ¢elija sa hromozomskim aberacijama u CHO-K1

celijskoj kulturi

Na CHO-K1 ¢elijskoj kulturi je ispitan uticaj fulerenola testom hromozomskih
aberacija.

Utvrdeno je da je fulerenol u svim ispitivanim koncentracijama indukovao smanjenje
ucCestalosti aberantnih ¢elija (tabela 12.). Statisticki znacajno smanjenje ucestalosti
aberantnih ¢elija bilo je u svim koncentracijama u 3h tretmanu i pri najnizoj
koncentraciji fulerenola tokom 24h tretmana. lako je u kontrolnom uzorku broj
aberacija hromatidnog tipa bio neznatno ve¢i u odnosu na aberacije hromozomskog tipa,
fulerenol je pri svim ispitivanim koncentracijama i u oba vremenska tretmana uticao na

dominaciju aberacija hromozomskog tipa.

Tabela 12. Uticaj fulerenola na ucestalost aberantnih ¢elija 1 na tip hromozomskih

aberacija na CHO-K1 ¢elijskoj kulturi

Kontrola| 0 11,00 3,67 | 2,00 5,67 2,00 1,00 | 000 [000] 233 533
11,08 6,00 1,33 0,00 1,33 1,33 0,67 1,00 |000] 300 6,00

3h 22,16 433 0,67 1,00 1,67 0,00 1,00 0,00 |000] 167 2,67
44,32 533 0,67 033 1,00 1,00 0,00 0,67 |000] 267 434

11,08 7,67 2,00 033 2,33 0,67 100 | 067 [oo00| 333 6,67

24h 22,16 9,00 1,00 1,33 2,33 1,33 2,00 0,67 0,33 3,00 7,33
4432 10,33 333 0,67 4,00 1,00 0,67 | 200 |000]| 433 8,00

"_ statisticki znac¢ajno p<0,05 (ANOVA, Fisher-LSD test), . statisticki znacajno,
p<0,005 (ANOVA, Fisher-LSD test), - statisticki znacajno p<0,001 (ANOVA,
Fisher-LSD test)
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Uticaj fulerenola na ucestalost ¢elija sa hromozomskim aberacijama u MMC-

tretiranoj CHO-K1 ¢elijskoj kulturi

Testom hromozomskih aberacija je analiziran uticaj fulerenola na MMC-oste¢enu
¢elijsku kulturu CHO-K1. U svim ispitivanim koncentracijama fulerenola ukupan broj
aberantnih celija je bio niZzi u poredenju sa kontrolnim uzorkom, sa statistiCkom
znacajnoS¢u tokom 3h-ovnog tretmana kao i1 pri dve nize koncentracije fulerenola
tokom 24h-ovnog tretmana (tabela 13.). MMC je u kontrolnim uzorcima indukovao
dominaciju aberacija hromozomskog tipa u obe ispitivane vremenske tacke. Tretman sa
fulerenolom 1 MMC doprineo je dominaciji aberacija hromozomskog tipa u svim

uzorcima. Medu hromozomskim aberacijama najvise je bilo acentri¢nih fragmenata

Tabela 13. Uticaj fulerenola na ucestalost aberantnih ¢elija i na tip hromozomskih

aberacija na MMC-ostec¢enoj CHO-K1 ¢elijskoj kulturi

Tip hromozomskih aberacija

Hromatidne Hromozomske

11,08 10,67 4,00 1,33 533 0,33 0,67 133 | 000] 567 8,00

3h 216 | 12,33 533 0,67 6,00 0,67 1,33 100 [000] 633 9,33
4432 14,00 533 133 6,66 133 1,00 133|000 500 8,66

0 32,00 9,00 | 833 | 17.33 7.67 | 7,00 | 200 |0,00| 10,00 26,67

11,08 1567 4,00 500 | 9,00 1,67 067 | 033 [o00] 833 11,00

24h 216 | ., 20,67 8,00 433 | 1233 1,00 5,67 1,00 000] 1000 17,67
44,32 30,67 767 | 7.67 | 1534 2,33 700 | 2,67 | 000 833 2033

MMC - Mitomycin C, " statisticki znacajno p<0,05 (ANOVA, Fisher-LSD test), L
statisticki znacajno p<0,005 (ANOVA, Fisher-LSD test),*** - statisticki znacajno
p<0,001 (ANOVA, Fisher-LSD test).
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Kultura humanih limfocita

Na osnovu prethodno utvrdene vrednosti ICsy, odredene su koncentracije fulerenola
koje ¢e biti primenjene na kulturu humanih limfocita. Najvisa koncentracija fulerenola
je bila za 50% manja u odnosu na vrednost 1Csy, slede¢a koncentracija je bila 75% niza
dok je najniza koncentracija fulerenola bila 87.5% niZa u odnosu na vrednost ICsy.

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti iz tri merenja.

Uticaj fulerenola na ucestalost mikronukleusa u kulturi humanih limfocita

Uticaj fulerenola na ucestalost mikronukleusa u kulturi humanih limfocita analiziran
je tokom tri faze Celijskog ciklusa (GO, G1/S 1 G1/S/G2/M). Incidencija mikronukleusa
je u svim koncentracijama fulerenola u odnosu na kontrolnu vrednost bila niza prema
dozno-zavisnom obrascu (tabela 14.). Statisticka znaCajnost se uoCava pri viSim
koncentracijama fulerenola u sve tri ispitivane faze ¢elijskog ciklusa (GO, GI1/S i
G1/S/G2/M). Distibucija mikronukleusa prati Poasonovu raspodelu. Indeks jedarne
deobe je visi u GO 1 GI/S fazi Celijskog ciklusa, kao i pri dve najviSe koncentracije

fulerenola.
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Tabela 14. Uticaj fulerenola na citostatski/citotoksi¢ni efekat i na oSte¢enje DNK

indukovano u BN ¢elijama u kulturi humanih limfocita

Citostatski/citotoksi¢ni efekat Ostecenje DNK indukovano u BN

Br. Br. > Distribucija MN
Fulerenol
Tretman > |Mono-N| BN (Poli-N|NDI|MN/1000| BN | MN
(nM) 0 1 2 3 4
BN sa MN | u BN
Kontrola 0 2096,67| 658,00 |1070,33(372,33|1,85| 10,46 11,33 | 11,33 | 1055,00 {11,33| 0,00 | 0,00 | 0,00

11,08 |[1875,67| 530,67 [1015,001330,00( 1,89 8,54 8,33 | 8,67 | 1006,67 | 8,00 [ 0,33 | 0,00 [ 0,00

GO 22,16 |1944,00( 557,67 |1066,67|319,67(1,87| 5,56 5,67 | 6,00 | 1061,00 | 5,33 | 0,33 | 0,00 [ 0,00

L

44,32 [1780,00] 435,00 |1058,33(286,67|1,91| 3,84 3,67 | 4,00 | 1054,67 | 3,33 ] 0,33 | 0,00 [ 0,00

27,65 |2364,67( 984,67 |1015,67(507,00]11,86| 7,20 7,00 | 7,33 | 1008,67 | 6,67 [ 0,33 | 0,00 [ 0,00

G1/S 55,30 |2281,33| 717,33 |1040,67(523,3311,91| 6,69 7,00 | 7,00 {1033,667| 7,00 [ 0,00 | 0,00 [ 0,00

L2

110,8 [2234,00| 719,33 [1039,67|475,00( 1,88 5,12 5,33 | 5,33 | 1034,33 | 5,33 [ 0,00 | 0,00 [ 0,00

27,65 |1575,67( 402,00 |1017,67|156,00(1,84] 8,49 7,00 | 8,67 | 1010,67 | 5,33 | 1,67 | 0,00 [ 0,00

G1/S/ i
55,4 1860,00| 565,33 |1021,00(273,67]1,84| 3,58 3,33 | 3,67 | 1017,67 | 3,00 [ 0,33 | 0,00 [ 0,00
G2/M

110,8 [1667,00| 411,67 [1055,001200,33|1,87 [ 1,25 1,00 | 1,33 | 1054,00 | 0,67 | 0,33 | 0,00 [ 0,00

> - ukupan broj analiziranih c¢elija, Mono-N - mononukleusne c¢elije, BN -

binukleusne ¢elije, Poli-N - polinukleusne ¢elije, NDI - indeks jedarne deobe, MN -

mikronukleusi, "_ statisticki znacajno p<0,05 (ANOVA, Fisher-LSD test), . statisticki

znacajno p<0,005 (ANOVA, Fisher-LSD ‘[est),w‘e
(ANOVA, Fisher-LSD test)

statisticki znacajno p<0,001

Uticaj fulerenola na udcestalost mikronukleusa u MMC-tretiranoj kulturi

humanih limfocita

Ucestalost mikronukleusa je u sve tri ispitivane faze celijskog ciklusa (GO, G1/S i
G1/S/G2/M) bila statisticki znacajno niza u odnosu na kontrolnu vrednost (tabela 15.).
Distribucija mikronukleusa je bila prema Poasonovoj raspodeli. Indeks jedarne deobe je
bio u sve tri faze Celijskog ciklusa nizi u odnosu na kontrolnu vrednost, sa statistickom

znacajnoscu pri najnizoj koncentraciji fulerenola u G1/S fazi ¢elijskog ciklusa.
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Tabela 15. Uticaj fulerenola na citostatski/citotoksi¢ni efekat i na oSte¢enje DNK

indukovano u BN ¢elijama MMC-ostecene kulture humanih limfocita

Citostatski/citotoksi¢ni efekat Ostecenje DNK indukovano u BN
Ful. i Distribucija MN
T.
(uM) Br.BN| > MN
Tretman > Mono-N BN Poli-N | NDI | MN/1000
+MMC . sa MN | u BN 0 1 2 3 4
(1,5 nM)

0 257733 | 117833 | 1038,33 | 360,67 | 1,68 | 39,15 | 34,67 | 40,67 | 1003,67 |29.67| 4,00 | 0,67 | 0,00

11,08 [ 2160,00 | 941,67 [ 1041,00 | 177,33 | 1,64 | 16,68 i 16,67 | 17,33 | 1024,33 |16,00| 0,67 | 0,00 | 0,00

0 22,16 | 2267,00 | 1034,00 | 1040,00 | 226,33 | 1,65 | 13,45 13,00 | 14,00 | 1027,00 | 12,00 1,00 | 0,00 | 0,00
44,3 2129,00 | 878,00 | 1045,33 | 205,33 | 1,68 | 11,40 10,67 | 12,00 | 1034,67 |10,00( 0,33 | 0,00 | 0,33
0 2153,00 | 802,67 [ 1079,33 | 271,00 | 1,76 57,01 52,33 | 61,67 | 1027,00 |44,67| 6,00 | 1,67 | 0,00
27,65 | 2064,00 [ 922,67 | 1024,00 [ 120,33 [ 1,61 i 16,59”‘ 16,67 | 17,00 | 1007,33 |16,33( 0,33 | 0,00 | 0,00
G1/S

55,4 2287,33 | 1048,00 [ 1018,00 | 221,33 | 1,63 18,33‘” 17,33 | 18,67 | 1000,67 |16,00] 1,33 | 0,00 | 0,00

110,8 [ 2003,33 | 875,00 [ 1034,00 | 137,67 | 1,64 | 14,82 i 14,67 | 9,00 [ 1019,33 |14,00] 0,67 | 0,00 | 0,00

0 1866,33 | 644,33 | 1050,33 | 173,67 | 1,75 32,46 29,67 | 34,00 [ 1017,67 |25,67| 3,67 | 0,33 | 0,00

G1/S/G2| 27,65 [ 1811,00 | 694,33 | 1035,67 | 81,00 | 1,66 [ 15,45 14,00 | 16,00 | 1021,67 |12,33] 1,33 | 0,33 | 0,00

M 55,4 2127,33 | 895,33 | 1026,67 | 205,33 | 1,67 | 16,22 14,67 | 16,67 | 1012,00 | 13,33 1,00 | 0,00 | 0,33

110,8 | 1806,67 | 690,67 | 1019,67 | 96,33 | 1,68 10,12”‘ 10,00 | 10,33 | 1009,67 | 9,67 | 0,33 | 0,00 | 0,00

MMC - Mitomycin C, )’ - ukupan broj analiziranih ¢elija, Mono-N - mononukleusne
¢elije, BN - binukleusne celije, Poli-N - polinukleusne c¢elije, NDI - indeks jedarne
deobe, " statisticki znacajno p<0,05 (ANOVA, Fisher-LSD test), " statisticki znacajno
p<0,005 (ANOVA, Fisher-LSD test), - statisticki znaajno p<0,001 (ANOVA,
Fisher-LSD test)

Uticaj fulerenola na ucestalost ¢elija sa hromozomskim aberacijama u kulturi

humanih limfocita

U kulturi humanih limfocita je ispitan uticaj fulerenola testom hromozomskih
aberacija u tri faze Celijskog ciklusa (GO, G1/S 1 G1/S/G2/M). Uo€eno je da fulerenol
utice na statisticki znac¢ajno smanjenje ucestalosti hromozomskih aberacija u sve tri faze
¢elijskog ciklusa u poredenju sa kontrolnom vrednoséu (tabela 16.). U kontrolnom
uzorku je dominirao hromatidni tip aberacija. Fulerenol je doprineo da ukupan broj
aberacija hromatidnog tipa bude veéi u poredenju sa ukupnim brojem aberacija

hromozomskog tipa u svim fazama ¢elijskog ciklusa.
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Tabela 16. Uticaj fulerenola na ucestalost aberantnih ¢elija i1 na tip hromozomskih

aberacija u kulturi humanih limfocita

Tip hromozomskih aberacija

Hromatidne Hromozomske

Kontrola 0 433 133 | 233 | 366 0,00 | 067 | 000 [000] 0,00 0,67
5,54 2,00 133 033 1,66 033 | 000 [ 000 [oo00[ 000 033
Go 11,08 1,67 0,67 1,00 1,67 000 | 000 | 000 Jooo[ 000 0,00
22,16 0,67 0,00 0,67 0,67 0,00 0,00 | 000 [000] 000 0,00
11,08 233 0,67 | 067 1,34 067 | 033 | 000 [oo00] 000 1,00
G1/S 22,16 2,00 1,00 0,67 1,67 0,00 0,67 0,00 |000] 000 0,67
44,32 1,67 1,00 | 0,00 1,00 033 | 033 | 000 [oo0o[ 000 0,66
554 1,00 0,67 033 1,00 0,00 0,00 | 000 [o00[ 000 0,00

G1/S/G2/
“ 110.8 1,00 0,67 | 000 | 067 033 | 000 | 000 [o00] 000 033
2216 0,67 033 033 0,66 0,00 0,00 | 000 [000[ 000 0,00

*

- statisticki znacajno p<0,05 (ANOVA, Fisher-LSD test), . statisticki znacajno
p<0,005 (ANOVA, Fisher-LSD test), - statisticki znaajno p<0,001 (ANOVA,
Fisher-LSD test)

Uticaj fulerenola na ucestalost ¢elija sa hromozomskim aberacijama u MMC-

tretiranoj kulturi humanih limfocita

Fulerenol je u svim ispitivanim koncentracijama i u sve tri faze ¢elijskog ciklusa (GO,
G1/S 1 G1/S/G2/M) uticao na statisti¢ki znac¢ajno, dozno zavisno, smanjenje ucestalosti
hromozomskih aberacija u odnosu na kontrolnu vrednost (tabela 17.). U kontrolnim
uzorcima, MMC je uzrokovao dominaciju aberacija hromozomskog tipa. Medutim,
fulerenol je u G1/S i G1/S/G2/S/M fazama c¢elijskog ciklusa doprineo vecem broju

aberacija hromatidnog tipa.

117



Tabela 17. Uticaj fulerenola na ucestalost aberantnih ¢elija i1 na tip hromozomskih

aberacija u MMC-oste¢enoj kulturi humanih limfocita

Tip hromozomskih aberacija

Hromatidne Hromozomske

5,54 767 1,67 2,00 3,67 067 | 233 0,00 |000]| 1,00 4,00
GO 11,08 6,00 1,67 1,67 3,34 033 1,00 0,00 |000] 233 3,66
22,16 500 2,67 1,67 434 033 033 0,00 [000][ 000 0,66
0 2733 233 1.33 3,66 3,00 | 3.00 | 300 |000| 1333 2233
11,08 433 1,00 133 233 1,00 033 0,00 [000] 067 2,00
G1/S 22,16 3,00 133 0,67 2,00 0,00 0,67 0,00 |000] 033 1,00
44,32 2,67 1,00 0,67 1,67 1,00 0,00 033 |o000] o000 1.33
0 1533 333 0,67 | 400 233 5,00 167 000 267 9,00
554 533 233 1,00 333 033 0,67 0,00 [000][ 1,00 2,00

G1/S/G2/
. 110,8 2,67 1,33 100 | 233 0,00 | 033 0,00 [000] 000 033
221,6 233 2,00 0,00 | 2,00 0,00 0,00 | 000 [o000] 000 0,00

MMC - Mitomycin C, "_ statisticki znacajno p<0,05 (ANOVA, Fisher-LSD test), L
statisticki znacajno p<0,005 (ANOVA, Fisher-LSD test),”* - statisticki znacajno
p<0,001 (ANOVA, Fisher-LSD test)
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DISKUSIJA

Nanomaterijali  zahvaljuju¢i svojim malim dimenzijama i raznovrsnim
fizickohemijskim osobinama imaju velik potencijal za primenu u razli¢itim oblastima
zivota. Fuleren Cgo, najreprezentativniji medu fulerenima, pruza mogucnosti za Siroku
upotrebu u biomedicini. Derivatizacijom fulerena moZze se prevazi¢i njegova slaba
vodorastvorljivost pri ¢emu fuleren stice nova svojstva koja ujedno odreduju i njegovu
upotrebu.

Dosadasnja saznanja o toksi¢nosti fulerena i njegovih derivata su kontradiktorna, $to
je 1 opisano u uvodnom delu. Sa jedne strane se istice da pod odredenim uslovima
fulereni mogu da indukuju prooksidativni efekat, a sa druge mogu da redukuju
oksidativni stres. Zbog toga je neophodno definisanje koncentracija i uslova pod kojima
fuleren i njegovi derivati deluju kao antioksidanti odnosno prooksidanti. Taj aspekt je
veoma vazan zbog uticaja ovih nanocestica na DNK 1 odreduje u velikoj meri njihova
genotoksi¢na odnosno antigenotoksicna svojstva. Pored uticaja koncentracije
nanoCestica na oksidativni status, na genotoksicnost uticu 1 fizickohemijske
karakteristike samih nanocestica kao $to su: veli¢ina, oblik, povrSinsko naelektrisanje,
Cistoca, rastvorljivost, povrSinske modifikacije i agregacija, koje je takode potrebno
precizno definisati. Ispitivanje uticaja novosintentisanih supstanci, sa potencijalom za
medicinsku aplikaciju, na DNK, predstavlja neophodan korak pre faze klini¢kih studija.

Zbog svega navedenog, primarni cilj ovog rada se odnosi upravo na ispitivanje
genotoksi¢nih  odnosno antigenotoksi¢nih svojstava vodorastvornog fulerenskog
derivata fulerenola Cg(OH).4, na dva razlicita sisarska modela. Prvi model jeste ¢elijska
linija ovarijuma kineskog hré¢ka CHO-K1, standardna u analizama genotoksi¢nosti u in
vitro modelima. Kao drugi model koriStena je primarna celijska kultura humanih
limfocita, Cija prednost se temelji na ¢injenici da su limfociti ex vivo bliski odgovoru in
Vivo.

U radu je prvo izvrSena evaluacija fizickohemijskih karakteristika nanocestica
fulerenola Cgo(OH)24 u medijumu za celijske kulture sa serumom i to u uslovima koji
odgovaraju eksperimentalnim uslovima u testovima mikronukleusa i hromozomskih
aberacija. Zatim je ispitan uticaj fulerenola na prezivljavanje ¢elija u cilju utvrdivanja

subcitotoksi¢nih koncentracija fulerenola, potrebnih za ispitivanje genotoksi¢nosti i

119



antigenotoksicnosti fulerenola. Nakon toga je izvrSena evaluacija incidencije
biomarkera oSte¢enja DNK radi utvrdivanja genotoksi¢nog potencijala fulerenola. U
poslednjem segmentu rada je evaluacijom istih biomarkera analiziran i antigenotoksican
potencijal fulerenola, na ¢elijskim kulturama koje su prethodno oStecene poznatim

citostatskim agensom mitomicinom C.

Fizickohemijske karakteristike fulerenola

U uvodnom delu ovog rada je istaknuto da in vitro testiranje genotoksi¢nosti
supstanci omoguéava identifikaciju primarne genotoksi¢nosti NC, koja moze rezultirati
iz direktnog (npr. fizi¢ka interakcija izmedu NC i DNK) ili indirektnog uticaja
supstance na DNK (npr. formiranje ROS od strane nanocestica) (Stone i sar., 2009).
Zbog toga je u analizi genotoksi¢nosti neke supstance, pored samih biomarkera
oStecenosti DNK, vazno sagledati 1 uticaj ostalih elemenata kao $to su, na primer,
veli¢ina fulerenolskih nanocestica, stepen agregacije, naelektrisanje, morfologija Cestica
1 drugo. Veoma je vazno, pritom, da nanocestice budu u istim uslovima u kojima se vrse
i eksperimenti ispitivanja njihovog genotoksi¢nog potencijala (Editorial, 2010). Zbog
toga je u ovom radu izvrSena analiza fizickohemijskih karakteristika fulerenola u
medijumu za ¢elijsku kulturu sa 10%, 15% 1 20% fetalnog govedeg seruma, tokom 24h
na 37°C, identi¢no eksperimentalnim uslovima u kojima su odrZavane ¢elijske kulture.

Analizom morfologije fulerenolskih nanocestica, utvrdeno je da one grade
nechomogen sistem u vodenom rastvoru. NanocCestice fulerenola su rasporedene po
terasama HOPG, S§to ukazuje na njihovu polarnost, saglasno merenjima naelektrisanja
nanocestica kao 1 literaturnim podacima (Brant i1 sar., 2007, Vileno i sar., 2006).
Dimenzije nanocestica fulerenola, slikane AFM, su 64nm i sastoje se od dve
nanocestice od oko 32nm, §to je potvrdeno DLS merenjem, kojim se detektuje prisustvo
familije Cestica od 42nm. Uzimajuci u obzir da je izmeren hidrodinamicki radijus Ry
metodom DLS, veéi od realnog, moZe se zakljuciti da su AFM 1 DLS merenja u
saglasnosti (slike 12. 1 18.). Familije Cestica sa najvecim intenzitetom od 383nm nisu
detektovane AFM. Ova familija nije detektovana ni u raspodeli Cestica po broju i

zapremini. Najbrojnija izmerena familija Cestica od 9nm (slika 12. b i ¢), je u
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saglasnosti sa literaturnim podacima stabilnog nanoagregata fulerenola od 7 molekula
(C60(OH),4)7 (Piatek 1 sar., 2011) (slika 5.). Mikroskopijom atomskih sila uocava se
takode 1 da su nanocestice fulerenola dimenzija 35nm i 29nm (slika 12.). Prenosnom
elektronskom mikroskopijom (TEM), utvrdeno je da nanocestice fulerenola u vodi
grade stabilne nanoagregate od oko 5nm, saglasno merenjima Branta i sar. (Brant i sar.,
2006) a Sto je u korelaciji sa DLS merenjima (slika 12. b i ¢). Nasi rezultati analize
veli¢ine nanocestice fulerenola u vodi su u skladu sa rezultatima do sada publikovanih
radova, prema kojima je veli¢ina Cestica fulerenola u vodenom rastvoru manja od
100nm (Brant i sar., 2007, Chen i Elimelech, 2006, Assemi i sar., 2010), a takode su
saglasni 1 sa komercijalnim proizvodom Cgo(OH)x(ONa), (x+y=24; y=6-8) korporacije
MER, Tucson, AZ, USA (Chao i sar., 2011).

U demineralizovanoj i deaerisanoj vodi izmerena je pH vrednost od 6,8. Pri nizim pH
vrednostima, polianjonske nanocestice fulerenola su viSe protonovane, dok su pri viS§im
pH vrednostima viSe negativno naelektrisane. Polianjonski oblik fulerenola, kao i
naelektrisanje fulerenolskih nanocestica u vodi je u funkciji pH. Analizom raspodele
nanocestica fulerenola u vodi prema naelektrisanju, uocavaju se tri familije izrazito
negativno naelektrisanih fulerenolskih cestica (slika 12.d), §to je u korelaciji sa
raspodelom cestica po intenzitetu (slika 12.a) kao 1 literaturnim podacima (Piatek i sar.,
2011). Vece Cestice imaju vece negativno naelektrisanje, Sto je i ocekivano uzimajuéi u
obzir ukupnu povrSinu i radijus molekula fulerenola od 1,1 nm. Molekuli fulerenola u
vodi se nalaze u manje ili viSe protonovanom obliku, $to je potvrdeno DLS merenjima
raspodele Cestica i naelektrisanja a saglasno rezultatima Branta i sar. (Brant i sar.,
2007).

U radu je izvrSena analiza medijuma za celijsku kulturu sa najve¢im koris¢enim
procentom fetalnog govedeg seruma. AFM analizom je utvrdeno da su u medijumu
zastupljene Cestice u rasponu veli¢ine od 6nm do 110nm. Najzastupljenije Cestice,
najverovatnije proteina (albumina), su veli¢ine 1lnm i 50nm. AFM-om je takode
pokazana nehomogenost rastvora usled prisustva Cestica razliCite veli¢ine (slika 19.-
22.). Naime, agregacijom manjih Cestica proteina formiraju se vece Cestice proteina
preko 40 nm, $to odgovara nalazu raspodele ¢estica DLS metodom (slika 13.a, 14.).

Definisanje prisustva i veli¢ine agregata nanocestica u odgovaraju¢em medijumu je

vazno, jer sama agregacija uzrokuje znacajno povecanje veli¢ine nanocestica, S§to za
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posledicu moze imati otezani prolazak agregata kroz celijsku membranu odnosno
otezani transport NC u organizmu (Oberdorster i sar., 2004). Mikroskopijom atomskih
sila u naSem radu je utvrdeno da u medijumu za celijsku kulturu sa serumom,
fulerenolske nanocestice grade stabilne nanocestice u rastvoru u posmatranom vremenu
i pri temperaturi od 37°C. Nanocestice fulerenola u medijumu sa 15% FCS su u formi
aglomeriranih agregata veli¢ine 227nm, sacinjenih od vecih agregata veli¢ine 104nm
odnosno 108nm i manjih sfericnih Cestica od 49nm. Na osnovu veli€ine manje Cestice,
pretpostavljamo da je u pitanju nanocCestica proteina - najverovatnije albumina iz
seruma. Sa povecanjem procenta seruma u medijumu za celijsku kulturu na 20%,
uocavaju se nanocestice veli¢ine od 180nm do 220nm. Agregat fulerenola je veli¢ine
211nm, dok manja, loptasta Cestica od 48nm verovatno predstavlja nanocesticu
albumina iz seruma. Uporedivanjem raspodele po intenzitetu cestica proteina u
medijumu za Celijsku kulturu sa 20% FCS 1 fulerenola istom medijumu sa 20% FCS,
moze se uociti da je familija malih Cestica manje zastupljena u uzorku sa fulerenolom.
Ova ¢injenica ukazuje na verovatnu agregaciju proteina seruma sa malim Cesticama
fulerenola.

Prema literaturnim podacima, agregati Cso(OH)24 u medijumu za ¢elijsku kulturu sa
10% fetalnog teleceg seruma su dispergovani i stabilniji od agregata fulerenola u vodi
ili u medijumu bez seruma (Su i sar., 2010, Cai i sar., 2008). Nasi rezultati dobijeni
mikroskopijom atomskih sila su u saglasnosti sa navedenim podacima kada je u pitanju
stabilnost fulerenola u medijumu za ¢elijsku kulturu sa fetalnim govedim serumom.

Poznato je da proteini iz seruma mogu znaéajno uticati na same NC i agregaciju NC,
pa s tim u vezi i njihovu toksi¢nost. Smatra se da je oblaganje NC proteinima proces
koji se verovatno deSava brze od agregacije na Sta ukazuje pojava da na primer zlatne
NC u medijumu bez seruma (proteina) agregiraju, dok su u medijumu sa serumom
stabilne (Casals i sar., 2010). Prisustvo proteina uti¢e i na stabilizaciju ugljeni¢nih
nanocevi (Elgrabli i sar., 2007), a kada se u medijum doda jos$ seruma, proporcionalno
sadrzaju proteina, dolazi ¢ak i do deaglomeracije aglomeriranih ZrO,, CeO, i TiO;
nanocestica (Schulze i sar, 2008). Kada je u pitanju fuleren Cgo, poznato je da prisustvo
proteina u fizioloskoj sredini (humanog serum albumina) dovodi do stabilizacije

fulerena odnosno sprecava aglomeraciju Cgo indukovanu solima (Deguchi i sar., 2007).
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Sa druge strane, prisustvo proteina moze uticati i na reakciju nanocestica sa
biomolekulima, kao i na generisanje slobodnih radikala. Sudbina NC u telu i
Stetan/koristan odgovor Celija na njih je u velikoj meri povezan sa dogadajima koji se
odvijaju na povriini samih NC. To se naroéito odnosi na: modifikaciju povrsinskih
karakteristika Sto uti¢e na biodistribuciju, promene u sastavu bioloskih tecnosti,
promene fizioloskih funkcija biomakromolekula, nastanak bioaktivnih protein/NC
agregata ili aglomerata. (Lynch 1 Dawson, 2008). U toku formiranja agregata ili
aglomerata NC i proteina moZe do¢i i do hemijskog vezivanja i formiranja novih
stabilnih adukata.

Nasi rezultati koji pokazuju razliku u veli¢ini nanocestice fulerenola u vodi i u
medijumu za ¢elijsku kulturu sa serumom, potvrduju da se oblik i raspodela nanocestica
fulerenola menjaju u zavisnosti od prisustva kosolventa, kao 1 da prisusutvo proteina iz
seruma doprinosi stabilizaciji agregata fulerenola u medijumu za celijsku kulturu sa
serumom.

Od ne manjeg znacaja je i Cinjenica da su eksperimentalni rezultati vezani za sintezu
nanocestice fulerenola u korelaciji sa publikovanim rezultatima za fulerenole sintetisane
razli¢itim hemijskim postupcima (Chao i sar., 2011), kao 1 sa komercijalnim

proizvodom korporacije MER, Tucson, AZ, USA.

Citotoksicnost fulerenola

U analizi genotoksi¢nosti neke supstance, koriste se subcitotoksi¢ne koncentracije te
supstance. Da bi se one odredile, prvi korak predstavlja skrining nekoliko razli¢itih
koncentracija supstance odabranim testom citotoksi¢nosti 1 odredivanje vrednosti ICsy,
odnosno one koncentracije supstance koja dovodi do inhibicije rasta 50% ¢elija.

U ovom radu je za analizu citotoksi¢nosti fulerenola upotrebljen DET test, kojim je
ispitana serija od 5 koncentracija fulerenola. Eksperimentalni model, uslovi i1 protokol
su bili isti kao 1 tokom ispitivanja genotoksi¢nosti testovima mikronukleusa i
hromozomskih aberacija. Ti uslovi se odnose na: duzinu inkubacije ¢elijske kulture,
tretman fulerenolom, kao i standardne korake koji se vrSe u testovima mikronukleusa

(stimulacija deobe c¢elija mitogenom-PHA 1 prekid proliferacije celija Cyt-B) 1
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hromozomskih aberacija (stimulacija deobe celija mitogenom-PHA 1 prekid
proliferacije ¢elija kolcemidom).

Vijabilnost ¢elija pre pocetka tretmana u obe ¢elijske kulture je bila visoka (tabele 2.,
3.,4.15.), sto je zadovoljavaju¢e za pocetak eksperimenata na datim celijama. Pri
najnizim koncentracijama fulerenola uocen je proliferativni efekat na oba ispitivana
bioloska modela (grafikoni 2., 7. 1 10.), dok je sa porastom koncentracije fulerenola,
citotoksi¢nost rasla (tabele 2., 3., 4. 1 5.). Utvrdene su ICsy vrednosti na CHO-K1
¢elijskoj kulturi (grafikoni 1., 2., 3. 14.) i za humane limfocite (grafikoni 5., 6.1 7.).

Direktno uporedivanje podataka o ICsy izmedu razlicitih studija je veoma teSko usled
razlika u pogledu koristenih celijskih linija, metoda kao i samog eksperimentalnog
dizajna. Dosadasnja saznanja o citotoksicnosti C¢o(OH), uglavnom idu u prilog ¢injenici
da fulerenol ima zanemarljivu toksi¢nost u relativno velikim koncentracionim
intervalima, mada se u nekim studijama prikazuje i njegov citotoksic¢an potencijal.

Literaturni podaci pokazuju da je citotoksi¢nost Cg(OH)y4 analizirana tokom
razlicitih vremenskih tretmana od 33-dnevnog, 8-dnevnog, do 72h, 48h, 24h i 3h (Sayes
1 sar., 2004, Niwa 1 Iwai, 2006, Yamawaki i Iwai, 2006, Isakovi¢ i sar., 2006,
Gelderman i sar., 2008, Cai i sar., 2008).

33-dnevni tretman celijskih kultura sa Ceo(OH)24 u koncentracijama od 1pg/mL dol
png/mL ne dovodi do povecanja aktivnosti LDH (laktat dehidrogenaze) u medijumu, §to
ukazuje na odsustvo citotoksi¢nosti pri ispitivanim  koncentracijama na
netransformisanim ¢elijskim kulturama ovarijuma kineskog hr¢ka CHO 1 bubrega
humanog embriona HEK293 kao i na karcinomskim humanim epidermalnim ¢elijama
Hela. Autori ovo tumace sposobnos¢u fulerenola da skuplja ROS i stiti ¢elije od ¢elijske
smrti (Niwa 1 Iwai, 2006).

Tokom 8-dnevnog tretmana fulerenolom celijske kulture humane umbilikalne vene
HUVEC, pri koncentraciji od 1pg/mL, takode nema znacajnijeg efekta na cCelije. Sa
porastom koncentracije fulerenola na 10pg/mL, dolazi do morfoloskih promena u
¢elijama tipa formiranja vakuola 1 smanjenja rasta kultura. Ove promene se
interpretiraju  kao potencijalni rizik za kardiovaskularne bolesti, ukljucujuci
aterosklerozu i ishemijsku bolest srca (Yamawaki i Iwai, 2006).

72h tretman c¢elija neuroblastoma (SK-N-MC) sa Cg(OH),4, pri koncentraciji manjoj
od 100uM ukazuje na odsustvo citotoksi¢nosti (Cai i sar., 2008).

124



48h tretman sa Cgo(OH),4 ne uzrokuje citotoksi¢nost do koncentracije od 5 000 000
ppb (5mg/mL) na humanim dermalnim fibroblastima HDF i humanim ¢elijama
karcinoma jetre HepG2. Uporedujuci toksi¢nost razlicitih fulerenskih vodorastvornih
derivata, uotava se da su Cs (malonski derivat Cg) i Na™ [CeO”*(OH)'*"°] &2
Na3[Ce0”(OH)'*"°] ®* pri koncentraciji od 40 000 ppb. Autori zaklju¢uju da
citotoksi¢ni efekat Cgqo(OH),4 zavisi od hemijskih promena na povrSini molekula, kao 1
da male izmene u strukturi fulerenola mogu dovesti do znacajnih promena u pogledu
citotoksi¢nosti (Sayes i sar., 2004). Takode, tokom 48h tretmana ¢elija neuroblastoma
(SK-N-MC), sa Cg(OH),4 u koncentracijama manjim od 100 uM, nema uticaja na
¢elijsku proliferaciju (Cai 1 sar., 2008).

24h tretman fulerenolom pri koncentracijama manjim od 100uM, ne indukuje
citotoksi¢ni efekat na ¢elijama neuroblastoma (Cai i sar., 2008).

Nasi rezultati vezani za citotoksi¢nost fulerenola pripadaju nizem koncentracionom
opsegu u poredenju sa navedenim rezultatima Sayes-a i Cai-a, pri ¢emu je najvisa
vrednost ICsp u nasem radu pri koncentraciji od 0.5 mg/mL (443.2 uM) ¢ak 10 puta niza
od navedene koncentracije Sayes-a i1 saradnika. Ove razlike mogu se pripisati razlikama
koje poticu od izbora bioloskog modela i duzine tretmana.

U drugoj studiji, tokom 24h tretmana maligno transformisanih ¢elijskih linija sa
Ce0(OH),, vrednost ICsg je bila u opsegu 0.8-1 mg/mL, Sto je takode, u saglasnosti sa
naSim rezultatima Za razliku od fulerenola, Ce je bio toksi¢niji sa vrednoscéu ICsy od
0.25 pg/mL na ispitivanim Celijskim linijjama astrocitoma pacova (C6), humanog
glioma (U251) i miSjeg fibrosarkoma (L929). Autori zakljucuju da fulerenol nije
indukovao razli¢it citotoksi¢ni efekat u primarnim odnosno trajno transformisanim
¢elijskim kulturama. Takode ni Ceo(OH), ni nanoCgp nisu uzrokovali efekte specificne
za vrstu odnosno tip ¢elijske kulture (Isakovi€ i sar., 2006).

Suprotno prethodnom istrazivanju, Cg(OH),4 je takode tokom 24h tretmana, pri
koncentraciji 0.1 mg/mL u ¢elijskoj kulturi humane umbilikalne vene HUVEC pokazao
citotoksi¢nost odnosno apoptozu i ¢elijsku smrt autofagijom (Yamawaki i Iwai, 2006,
Gelderman 1 sar., 2008). Naime, pri koncentraciji od 0.01 mg/mL doSlo je do blagih
morfoloskih promena na endotelnim HUVEC c¢elijama ali ne i do oSteéenja celijske

membrane ili inhibicije rasta. Povecanje koncentracije Cg(OH)4 na 0.1 mg/mL
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uzrokovalo je citotoksicnost i inhibiciju rasta celija. UoCeno je nagomilavanje
poliubikvitina i fulerenskih agregata u autofagozomima kao i aktivacija autofagije kao
alternativnog puta celijske smrti (Yamawaki 1 Iwai, 2006).

Ce0(OH)24 pri koncentraciji od 0.lmg/mL na istom eksperimentalnom modelu,
umesto autofagije indukuje proinflamatorni odgovor, razvoj intracelijskog Ca i
apoptozu. Autori su postavili hipotezu da fulerenol moZe da aktivira Ca*” kanale na
éelijskoj membrani ili da kreira nove kanale, kojima ¢e se ubrzati ulazak Ca*" u éeliju,
povecati intracelijski Ca 1 indukovati aktivacija i/ili apoptoza (Gelderman i sar., 2008).
Uporedujuci rezultate ovog rada sa naSim rezultatima tokom 24h tretmana CHO-K1
¢elijske linije pri priblizno istoj koncentraciji od 0.125 mg/mL (110.8uM) (tabela 10.),
uocavamo razliku, jer fulerenol na nasem modelu nije delovao citotoksi¢no. Razlika u
rezultatima naSeg i rada Gelderman-a i saradnika, mogla bi da poti€e upravo od razlika
koje postoje izmedu korisStenih ¢elijskih kultura, na $ta ukazuje Su sa saradnicima, koji
istice da citotoksi¢nost fulerenola Cg(OH)x zavisi od tipa celija, duZine tretmana,

hemijskih modifikacija i koncentracije (Su i sar., 2010).

Genotoksicnost fulerenola

Analizom genotoksi¢nosti fulerenola testom mikronukleusa i1 hromozomskih
aberacija utvrdeno je da fulerenol Ceo(OH)24 nije genotoksican i to: pri ispitivanim
subcitotoksicnim koncentracijama, pri datim vremenskim tretmanima, kao i na
ispitivanim ¢elijskim kulturama (tabele 10., 12., 14. 1 16.).

Literaturni podaci o genotoksic¢nosti Cgo(OH),4 su za sada jo§ uvek veoma oskudni.
Takode, otezano je direktno uporedivanje rezultata biomarkera oSte¢enosti DNK izmedu
studija, usled razlika u eksperimentalnom dizajnu. Tako su na primer, Niwa i Iwai
(2006) analizirali uticaj fulerenola pri veoma niskim koncentracijama od 10, 100 ili
1000 pg/mL na CHO, HeLa i HEK293 tokom 80 dana. Nakon 33. dana inkubacije sa
fulerenolom, nije bilo promena u ¢elijskoj morfologiji CHO ¢elijske kulture, Sto autori
objaSnjavaju mitogenom aktivnoS¢u fulerenola. Medutim, u sve tri Celijske linije
utvrden je povecan broj mikronukleusa nakon tretmana fulerenolom. CHO i HEK293,

netumorske celijske kulture, bile su osetljivije u pogledu pojave mikronukleusa u
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poredenju sa Hela ¢elijskom kulturom. Ipak, autori smatraju da nastanak MN u tretmanu
sa Ceo(OH),4 nije rezultat oste¢enja hromozoma genotoksi¢nim molekulima koji poti¢u
od fulerenola (kao §to su ROS), nego je povezan sa greSkama tokom deobe DNK, kada
je moguce da jedan hromozom zaostane i formira mikronukleus. Ostaje medutim
nejasno, da li su autori ovu pojavu povezali sa dejstvom fulerenola ili je to mozda
rezultat spontane transformacije ¢elijske kulture usled genomske nestabilnosti koja se
javlja tokom dugotrajnih pasaziranja (Niwa i Iwai, 2006).

Odsustvo genotoksicnih efekata fulerenola Ceo(OH),4, utvrdeno je takode i u studiji
Koji¢ 1 saradnika (2005) na ¢elijskim linijama humanog kancera dojke MCF7 i MDA-
MB-231. Naime, testom mikronukleusa i izmena sestrinskih hromatida, nije utvrdeno
genotoksi¢no dejstvo fulerenola pri koncentracijama 1-5 pg/mL. Nasi rezultati, koji
pokazuju smanjenje incidencije mikronukleusa i hromozomskih aberacija, u skladu su
sa navedenim studijama, u kojima se takode prikazuje odsustvo genotoksi¢nosti
fulerenola Cgo(OH),4.

Nadalje, fulerenol je u naSem radu indukovao dozno zavisno smanjenje incidencije
mikronukleusa i hromozomskih aberacija u sve tri ispitivane koncentracije tokom 3h i
24h tretmana na ¢elijskoj liniji CHO-K1(tabele 10. 1 12.). U gotovo svim slucajevima su
nize koncentracije fulerenola imale bolji protektivni efekat. Medutim, jedino je tokom
24h tretmana u testu CBMN, za razliku od 24h tretmana u testu HA, incidencija MN
opadala sa porastom koncentracije fulerenola. Ovaj trend mikronukleusa ukazuje na
¢injenicu da fulerenol pri vecoj koncentraciji nakon nekoliko ¢éelijskih ciklusa ostvaruje
bolju ¢elijsku protekciju.

U pokusaju tumacenja ove pojave, poslo se od Cinjenice da je u testu hromozomskih
aberacija metodoloSki princip da se, nakon tretmana ispitivanom supstancom,
analiziraju hromozomi koji nisu prosli visSe od jednog ¢elijskog ciklusa. Na taj nacin se
mogu uocCiti nebalansirane hromozomske promene kao S§to su prekidi
hromatida/hromozoma 1 acentricni fragmenti. Zbog toga je neophodno poznavati
kinetiku celijskog ciklusa. S obzirom na to da je prosecno vreme dupliranja (engl.
doubling time) celijske kulture CHO-K1 oko 12h (Oliviera i sar., 2006), u testu HA,
deoba celija se prekida dodavanjem kolcemida u ¢elijsku kulturu nakon 1-2 celijska
ciklusa u 24h tretmanu fulerenolom. S druge strane, u CBMN testu, pre dodavanja CytB

u 24h tretmanu, c¢elije prolaze nekoliko cCelijskih ciklusa (vise od 4). S obzirom na
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razli¢it broj Celijskih ciklusa kroz koje prode ¢elijska kultura ovarijuma hrcka u 24h
tretmanu fulerenolom, pretpostavlja se da AO efekti fulerenola ili DNK reparacijski
mehanizmi, tokom 24h tretmana u testu CBMN, mogu doprineti boljoj celijskoj
protekciji, Sto rezultira smanjenjem incidencije MN sa porastom koncentracije
fulerenola.

Pored analize parametara koji figuriSu u eventualnoj pojavi primarne genotoksi¢nosti
nanocestica, korisno je sagledati 1 aspekt moguce sekundarne genotoksi¢nosti, koju
karakteriSe prekomerno i1 “uporno” formiranje ROS od strane inflamatornih ¢elija. Jedan
od mehanizama putem kojih moze do¢i do smanjenja inflamatornog odgovora, jeste
eliminisanje ROS 1 razli¢itih reaktivnih vrsta (Sadowska i sar., 2006, Zhu 1 sar., 2007).
Vodorastvorni fulereni poseduju sposobnost skupljaca ROS 1 slobodnih radikala
(Nielsen 1 sar., 2008) Sto bi, smatra se, moglo doprineti neutralizovanju ROS odnosno
smanjenju inflamatornog odgovora indukovanog pojavom ROS (Isakovi¢ i sar., 2006,
Dugan i sar.,, 1996). Prema tome, moze se re¢i da se antiinflamatorni potencijal
fulerenola temelji na njegovim antioksidativnim karakteristikama (Dragojevi¢-Simi¢ i
sar., 2011, Ryan i sar., 2007). Naime, uporedivan je antiinflamatorni efekat fulerenola
Cs0(OH)24 1 komercijalnih lekova amifostin-a i indometacin-a na modelu karageninom
indukovanog zapaljenja Sapa misSa. Karagenin aktivira makrofage i polimorfonuklearne
leukocite koji oslobadaju ROS i slobodne radikale, kao i NO i citokine TNF-a i IL-6.
Patohistoloski rezultati su pokazali da Cey(OH),4 znacajno redukuje nastali edem na
Sapama miSeva, u poredenju sa komercijalnim preparatima. Autori smatraju da je to
posledica inhibitornog efekta fulerenola na infiltraciju polimorfonuklearnih leukocita
kao i AO aktivnosti fulerenola kao skupljaca slobodnih radikala (Dragojevi¢-Simi¢ i
sar., 2011). To govori u prilog odsustvu potencijala Cey(OH),4 za indukovanje
sekundarne  genotoksi¢nosti.  StaviSe, polihidroksilni Cgy u nanogramskim
koncentracijama poseduje sposobnost ne samo da ublazi posledice inflamacije, nego i
da inhibira inflamatorni odgovor (Ryan i sar., 2007).

Ukoliko se evaluacija genotoksi¢nosti fulerenola Cgo(OH),4 posmatra u Sirem
kontekstu, moze se reéi da su naSi rezultati, koji prikazuju odsustvo primarnog
genotoksi¢nog potencijala fulerenola, saglasni sa rezultatima istrazivanja u kojima se
prikazuju antiinflamatorna svojstva fulerenola, koja indirektno ukazuju i na odsustvo

sekundarne genotoksi¢nosti fulerenola.
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Antigenotoksicnost fulerenola

Nakon $to je utvrdeno da Ceo(OH)24 nije genotoksi¢an na CHO-K1 ¢elijskoj liniji 1
kulturi humanih limfocita, pristupilo se analizi ucestalosti mikronukleusa i
hromozomskih aberacija na modelu mitomicinom C indukovane toksi¢nosti. Naime,
prvo je analiziran uticaj serije od 5 koncentracija MMC, sa ciljem da se odrede one
koncentracije MMC, pri kojima su ucestalosti mikronukleusa i hromozomskih aberacija
najoptimalnije za analizu (tabele 6., 7., 8.1 9.). Primenom vecih koncentracija MMC od
onih koje su odabrane, bila bi indukovana visoka ucestalot MN i HA, Sto bi znacajno
otezalo mikroskopiranje.

MMC je poznati prirodni antitumorski antibiotik 1 citostatski lek. Pripada grupi
alkiliraju¢ih agensa i snazan je izvor hinona koji imaju potencijal da indukuju stvaranje
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, u prvom redu superoksid i hidroksil radikala. Oksidativni
stres, indukovan MMC-om, je povezan sa depolarizacijom mitohondrija 1 oslobadanjem
malih proapoptotskih molekula kao $to je citohrom C, koji vodi ka aktivaciji kaspazne
kaskade i apoptozi (Orrenius, 2007). Lipidna peroksidacija vodi ka prekidu integriteta
membrane, gubitku transmembranskog potencijala, inaktivaciji enzima/proteina vezanih
za membrane, pogresnoj funkciji spoljasnjih signalnih molekula (kao Sto su antigeni,
faktori rasta, polipeptidni hormoni, GTP- vezujuéi proteini, sekundarni prenosioci
signala, rastvorljivi unutaréelijski Ca®*, cAMP, inozitol fosfat, regulatorni proteini itd.)
(Chen i sar., 1998). Nastanak ROS, na nivou DNK dovodi do oksidacije DNK, prekida
lanaca DNK ili pojave DNA adukata (Pritsos i Sartorelli, 1986), kao i unakrsnih veza
izmedu lanaca DNK, koje ukoliko ostanu nereparirane, mogu inhibirati samu reparaciju
DNK 1 delovati snazno citostatski (Abdel-Halim 1 sar., 2005). U Sirokom dijapazonu
genotoksi¢nih efekata, delovanje MMC dovodi do pojave brojnih hromozomskih
promena koje se manifestuju povecanom ucestalosti MN i HA (Muller i sar., 2008).

Analizom ucestalosti navedenih biomarkera u nasem radu, na ¢elijskim kulturama
CHO-K1 i humanih limfocita, u kojima je DNK oSte¢ena delovanjem MMC, utvrdeno
je da fulerenol Ceo(OH),4 indukuje smanjenje ucestalosti MN 1 HA pri svim ispitivanim
koncentracijama i duzinama tretmana (tabele 11., 13., 15. 1 17.). Pretpostavka je da se
sposobnost fulerenola da smanji oSteCenje DNK, moze pripisati njegovoj aktivnosti

skupljaca slobodnih radikala, kao 1 antioksidativnoj modulacionoj aktivnosti,
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zahvaljujuéi kojoj se redukuje intracelijska i ekstracelijska produkcija ROS (Marano i
sar., 2010).

Bioloska aktivnost Cg)(OH),4 se bazira na fizickim karakteristikama polianjonske
nanocestice 1 hemijskoj reaktivnosti molekula u vodenom rastvoru (Srdenovi¢, 2010).
Naime, fulerenol zahvaljuju¢i svojoj polianjonskoj spoljaSnjosti ima sposobnost
akceptora i donora protona. Protektivni efekti fulerenola se za sada tumace na dva
na¢ina. Prvi nacin bazira se na radikal- adicionoj reakciji fulerenola. U vodenim
rastvorima, Ceo(OH)4 formira vodonicne veze sa H,O, pri ¢emu negativho
naelektrisanje spoljasnje strane NC stvara deprotonirane molekule fulerenola
Cso(OH)Oy". Antioksidativna aktivnost fulerenola odvija se putem istovremenog
doniranja atoma vodonika na OH i1 DPPH radikal, pri ¢emu vece koncentracije
fulerenola (0.71-0.88 mM) bolje inhibiraju hidroksi od DPPH radikala. Ta reakcija
dovodi do nastanka fulerenolskog radikala Ceo(OH)230, €ije je prisustvo je potvrdeno
ESR merenjima. Interakcija izmedu fulerenola i hidroksi radikala je bazirana na radikal-
adicionoj reakciji 2n ‘OH na preostale dvostruke veze fulerenolskog jezgra, tako da
nastaje Cgo(OH)24 + 2n 'OH (n=1-12) (Djordjevic i sar., 2005). Drugi mehanizam
protektivnog dejstva fulerenola se odnosi na moguénost da fulerenol deluje kao helator
gvozda. Ova sposobnost se bazira na &injenici da polianjonske NC imaju brojne
slobodne elektronske parove od kiseonika, §to im pruza velik kapacitet za formiranje
koordinativno kovalentnih veza sa prooksidativnim jonima metala (Anderson 1 sar.,
2005).

In vitro 1 in vivo studije dokazuju da polihidroksilovani fulereni u bioloskim
sistemima predstavljaju potencijalne antioksidativne agense (Bogdanovi¢, 2009, Dugan
1 sar., 1996, Buck 1 sar., 2000), koji ne dovode do pojave akutne ili subakutne
toksicnosti (Gharbi, 2005).

Cs0(OH)24 utie na smanjenje neuronske smrti indukovane oksidativnim stresom,
tako Sto reaguje sa superoksidnim O, i hidroksi ‘OH radikalom (Chiang i sar., 1995,
Dugan 1 sar., 1997, Jin i sar., 2000), zbog Cega je i nazvan “sunderom za slobodne
radikale” (McEwen i sar., 1992).

Ceo(OH)24  pri  subcitotoksicnim  koncentracijama,  zahvaljuju¢i  svojim
antioksidativnim svojstvima, dovodi do snizavanja aktivnosti superoksid-dismutaze

(SOD) u gotovo svim uzorcima CHO-K1 ¢elijske kulture tokom 3 i 24h tretmana

130



fulerenolom i MMC. Sam mitomicin C uzrokuje povecanje aktivnosti SOD u obe
vremenske tacke eksperimenta, §to govori u prilog aktivaciji antioksidativnog sistema
odbrane Celije kao odgovora na dejstvo citotoksi¢nog agensa (Bogdanovi¢ i sar., 2009).
SOD su enzimi koji eliminiSu superoksidni radikal, preko kaskade redoks reakcija
kojima se pokrece slozen mehanizam procesa signalne transdukcije i ekspresije gena.
Na taj nacin SOD pruza celijama zastitu od osteéenja indukovanog tom reaktivnom
kiseonicnom vrstom (Bogdanovi¢ i sar., 2007)

Ceo(OH)4 takode predstavlja potencijalni agens za prevenciju disfunkcije
mitohondrija kod Parkinsonove bolesti, koja nastaje kao posledica oksidativnog
ostecenja uzrokovanog povecanim nivoom oksidanasa (Cai i sar., 2008). Zbog toga
smanjenje nastanka oksidanasa i oksidativnog oStec¢enja predstavlja efikasan nacin za
inhibiciju mitohondrijalnog oStecenja. Na modelu indukovane Parkinsonove bolesti,
fulerenol Cgo(OH),4 deluje direktno kao skuplja¢ superoksidnog, hidroksilnog i lipidnog
radikala ali i indirektno indukuje antioksidativnu aktivnost. Efekat “skupljaca”
superoksidnog radikala fulerenol ostvaruje u rangu koncentracija od 0-150 uM,
hidroksi-radikala pri koncentracijama od 0-500 puM 1 lipidnih radikala pri
koncentracijama od 0-1800 uM. Pri uporedivanju aktivnosti Ceo(OH)y4, sa specificnim
skupljac¢ima slobodnih radikala kao Sto su SOD, manitol i vitamin E, Cg(OH)z4
pokazuje skoro isti efekat kao 1 SOD za superoksidni radikal, 268 puta snazniji efekat
od manitola za hidroksi-radikal 1 37 puta snazniji od vitamina E za lipidne radikale.
Stavise, Cgo(OH)24 indukuje ekspresiju gena za enzime ucesnike u zastiti ¢elija (Gao i
sar., 2007). Fulerenol pored direktnih AO efekata na slobodne radikale, protektivnu
ulogu moze ostvariti i putem indirektne AO aktivnosti kao $to je indukcija enzima faze
2. Ekspresija gena Nrf predstavlja vazan regulator AO odgovora i indukcije
detoksifikuju¢ih enzima faze 2. Predtretman Celija sa Ceo(OH)4 povecava ekspresiju
Nrf2, kao i aktivnost ligaze g-glutamilcisteina i time i nivo GSH. To ukazuje da
Cs0(OH),4 ne deluje kao AO samo direktno, nego i indirektno, ¢ime se svrstava u red
potencijalnih agensa u prevenciji disfunkcije mitohondrija 1 oksidativnog oSte¢enja na
modelu Parkinsonove bolesti (Cai i sar., 2008).

Najnovija istrazivanja, u kojima su analizirani geni ukljuceni u AO odbranu ¢elije,
pokazuju da Cg(OH)xs znacajno suprimira doksorubicinom (DOX)-indukovanu

inhibiciju MnSOD, kao i inhibiciju 1 sintezu glutationa u redoks ciklusu. Drugim re¢ima

131



DOX indukuje ROS, a fulerenol inhibira taj efekat. Fulerenol takode indukuje smanjenu
ekspresiju (engl. down-regulation) Bax gena, kao i povecanu ekspresiju inhibitora Bax.
Bax inhibitori Stite Celije tako Sto inhibiraju akumuliranje ROS 1 posreduju u indukciji
ucesnika u ciklusu glutationa (Stankov i sar., 2011).

Ovim istrazivanjima potvrduje se da Ce(OH)4 u uslovima indukovanog
oksidativnog stresa deluje svojom antioksidativnom aktivno$¢u, Sto potvrduje
pretpostavku da je upravo ovo svojstvo fulerenola odgovorno za smanjenje biomarkera

oste¢enja DNK, utvrdeno u nasem radu.

Uticaj fulerenola na proliferaciju éelija

U okviru testa mikronukleusa, odnos broja mono-, bi- i polinukleusnih celija
predstavlja indeks jedarne deobe (engl. nuclear division index, NDI), koji pruza dodatne
informacije vezane za sposobnost ispitivane supstance da utiCe na proliferaciju celija
(Kirsh-Volders i sar., 2003).

U naSem radu tretman celijske kulture CHO-K1 mikromolarnim (miligramskim)
koncentracijama fulerenola tokom 3h i 24h, doveo je do poveé¢anja NDI odnosno
proliferacije celija (tabela 10.). Takode, kada je u pitanju cCelijska kultura humanih
limfocita, fulerenol je uticao na blago povecanje proliferacionog indeksa u svim
ispitivanim fazama c¢elijskog ciklusa (tabela 14.). Testom DET, utvrdeno je da fulerenol
pri najnizim koncentracijama od 8,86 i1 44,3 uM, u G1/S/G/M fazi ¢elijskog ciklusa
deluje proliferativno na humane limfocite (tabele 4. i 5.). Ovi rezultati ukazuju na to da
fulerenol, pri navedenim koncentracijama i tretmanima, ima proliferativni potencijal na
sisarskim ¢elijskim kulturama.

Niwa i Iwai (2006) su prikazali da Cgo(OH)24 pri nanogramskim koncentracijama (20
i 100 ng/mL), tokom 3-dnevnog i 6-dnevnog tretmana CHO-KI1, Hela i HEK293
¢elijskih kultura, utiCe na smanjenje celijske proliferacije. Medutim, pri jo$ nizim
pikogramskim koncentracijama (0, 10, 100 1 1000 pg/mL) i tokom duzeg vremenskog
perioda od 33dana Ce(OH),4 ima mitogeni efekat na Hela i HEK293 ¢elije, bez uticaja

na aktivnost LDH. Autori navode pretpostavku da fulerenol stimulise signalni put koji
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utice na celijsku deobu, posebno u periodu izmedu G2 i M faze ¢elijskog ciklusa,
objasnjavajuci na taj nacin njegov mitogeni efekat.

U nekoliko radova se navodi i antiproliferativni efekat fulerenola (Su i sar., 2010, Lu
i sar., 1998, Gelderman i sar., 2008, Aoshima i sar, 2009). Prema rezultatima Su i
saradnika, nakon 48h tretmana sa 0.1 mg/mL, Cgo(OH)y redukuje metabolicku aktivnost
u ¢elijskoj liniji ovarijuma CHO i plu¢a CHL hrcka, u G1 fazi ¢elijskog ciklusa, kao i u
S 1 G2/M fazi ¢elijskog ciklusa (Su 1 sar., 2010), Sto se razlikuje u odnosu na nase
rezultate. Ova razlika mogla bi da potice od razliite duzine tretmana, koja zajedno sa
drugim elementima u eksperimentalnom dizajnu, moze doprineti razli¢itim rezultatima
(Sayes i sar., 2005). Naime, u nasem eksperimentalnom modelu, tretman fulerenolom
pri priblizno istim koncentracijama od 0.125 mg/mL (110,8 uM) trajao je krace, tacnije
3h i 24h u poredenju sa 48h tretmanom u radu Su i saradnika.

U studiji Lu 1 saradnika (1998) pracen je efekat polihidroksilovanog fulerena na
proliferaciju glatkih miSiénih ¢elija koje se, zajedeno sa inflamatornim c¢elijama,
nagomilavaju u krvnim sudovima kod ateroskleroznih promena. Polihidroksilovani
fulerenol, kao 1 nCg, vrsi inhibiciju proliferacije glatkih miSiénih ¢elija 1 humanih
limfocita u GI1 fazi ¢elijskog ciklusa pri koncentracijama od 1 pg/mL do 10 mg/mL.
Prilikom uporedivanja rezultata, treba imati i vidu da su u nasem radu koriS¢ene nize
koncentracije fulerenola, pri ¢emu je najveca koncentracija bila 0,25mg/mL (221,6uM),
u poredenju sa dosta visim koncentracijama < 10mg/mL u radu Lu i saradnika (1998).
Autori pretpostavljaju da je antiproliferativni efekat fulerenola povezan sa inhibicijom
proteina tirozin kinaze odnosno da fulerenol pored svog AO dejstva ima i funkciju
inhibitora prenosa signala.

Antiproliferativna aktivnost Cgo(OH),4 prikazana je i u kulturi endotelnih ¢elija
HUVEC pri koncentraciji od 0,1mg/mL, tokom 24h tretmana. Pri istoj koncentraciji
fulerenol je delovao i pro-inflamatorno i pro-apoptotski. Na niZzoj koncentraciji ne
dolazi do ovih promena (Gelderman i sar., 2008). Autori objasnjavaju antiproliferativnu
aktivnost fulerenola njegovom moguc¢om sposobnos¢u da inhibira aktivnost citosolne
protein kinaze C, na koju je ukazao Lu (1998).

Sa povecanjem vodorastvorljivosti fulerenola, povecava se i njegova antigljivi¢na
aktivnost. Naime, fulerenol ima tendenciju da intereaguje sa komponentama kao §to su

B-glukan 1 hitin u ¢elijskom zidu gljiva, u ve¢oj meri nego sa peptidoglukanom u
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bakterijskoj celijskoj membrani. Iako slabiji od antigljivicnog, antibakterijski efekat
fulerenola Cgo(OH)44 ostvaruje se putem bakteriostatskog a ne baktericidnog efekta, a
autori ga pripisuju prisustvom hidroksilnih grupa u molekulu fulerenola. Za razliku od
Cos0(OH)4s, Ceo(OH);2 rastvoren u DMSO ne deluje inhibitorno na rast celija
mikroorganizama (Aoshima i sar., 2009).

I pored navedenih istrazivanja u kojima je prikazan antiproliferativni potencijal
fulerenola, najnovije studije u kojima su ispitivani ¢elijski i molekularni mehanizmi
dejstva Cgo(OH),4, potvrduju njegov proliferativni potencijal, sa ¢im su nasi rezultati u
saglasnosti (Stankov i sar., 2011). Naime, analizirana je ekspresija gena ukljucenih u
klju¢ne ¢elijske funkcije 1 procese kao Sto su proliferacija, apoptoza, redoks regulacija,
DNK ostecenje, reparacija i otpornost na antitumorske lekove. Kao marker celijske
proliferacije koriS¢en je nivo iRNK Ki-67. Ki-67 je jedarni protein koji pripada klasi
regulatornih proteina. Eksprimira se u svim proliferiSu¢im ¢elijama odnosno tokom svih
aktivnih faza ¢elijskog ciklusa kao $to su kasna G1, S, G2 i M faza, dok ¢elije u GO i
ranoj G1 fazi gube ovu reaktivnost. Zbog toga Ki-67 predstavlja marker za ¢elijsku
proliferaciju (Scholzen 1 Gerdes, 2000). Rezultati studije genske ekspresije
antiapoptotskih 1 antioksidativnih markera pokazali su da Ceo(OH).4 indukuje znacajne
efekte na proliferaciju ¢elija (Stankov i sar., 2011).

Dalja istrazivanja uticaja Ceo(OH),4 na celijski ciklus éelija eritroleukemije oveka
K562, pokazala su da fulerenol pri koncentracijama od 0.04, 0.18 1 0.71uM ima
modulatorno dejstvo uti€udi 1 na sintetsku i na mitoticku fazu ¢éelijskog ciklusa (Jakimov
i sar., 2002). Sli¢ni rezultati su saopSteni i na drugim maligno transformisanim ¢elijskim
linijjama (Kamat i sar., 2000, Rancan i sar., 2002).

Suprotno proliferativnom efektu fulerenola na neoSteCenim celijskim kulturama u
nasem radu, tretman celijskih kultura fulerenolom i MMC indukovao je znaajno
smanjenje cCelijske proliferacije u svim analiziranim vremenskim tackama i
koncentracijama u poredenju sa vrednostima kontrolnog uzorka tretiranog samo MMC
(tabele 11. 1 15.). To znaci da fulerenol doprinosi dejstvu mitomicina C pojacavajuci
njegov citostatski efekat.

Poznato je da MMC usporava Celijsku proliferaciju vezujuéi se kovalentno za DNK,
pri ¢emu se produkuju monoadukti i unakrsne veze izmedu DNK-DNK i DNK-proteina.

Adukti uticu na replikaciju DNK, na taj nain $to uzrokuju oStec¢enja koja vode ka
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smanjenju replikacije DNK i1 dozno zavisnom odlaganju ¢elijskog ciklusa (Giri 1 sar.,
2008). Prepostavka je da je smanjenje NDI u naSem radu pre rezultat antiproliferativne
aktivnosti MMC nego uticaja fulerenola, odnosno eventualnog sinergistickog dejstva
fulerenola 1 MMC na supresiju rasta ¢elijske kulture.

Istrazivanja uticaja Ceo(OH)24 na ekspresiju gena u celijskoj liniji eritroleukemije
coveka K562, pokazala su da fulerenol sa DOX u istoj meri suprimira proliferaciju kao i
sam DOX. Na osnovu inhibicije ekspresije gena hOGGI1 utvrdeno je da fulerenol
doprinosi povecanju osetljivosti ¢elija na DOX. Autori zakljucuju da Ceo(OH)24
sinergisticki doprinosi inhibiciji proliferacije celija eritroleukemije (Stankov i sar.,
2011). Nasi rezultati u kojima fulerenol sa MMC dovodi do inhibicije ¢elijske

proliferacije u saglasnosti su sa navedenim rezultatima Stankove i saradnika.

Uticaj fulerenola na tip hromozomskih aberacija

Ucestalost hromozomskih aberacija zavisi od ravnoteze izmedu efikasnosti ¢elijske
zaStite 1 mehanizama popravke s jedne strane (antioksidativna odbrana ¢elije, eksciziona
reparacija baza, mismec¢ reparacija ili reparacija prekida dvostrukih lanaca DNK) i
procesa koji vode ka ¢elijskoj smrti sa druge strane (apoptoza ili nekroza). U nasem
radu je utvrdeno da fulerenol Cgo(OH),4 doprinosi snizavanju ucestalosti hromozomskih
aberacija u obe ispitivane ¢elijske kulture, $to je razmatrano u delu o genotoksi¢nosti
fulerenola.

Medutim, kada je u pitanju tip hromozomskih aberacija indukovan nekim
genotoksi¢nim agensom, poznato je da on zavisi od faza Celijskog ciklusa, na osnovu
Cega se agensi dele na one koji su zavisni od S-faze 1 nezavisne od S- faze (Boffetta i
sar., 2007). Vecina aberacija indukovanih hemijskim agensima formira se iskljucivo
tokom S-faze celijskog ciklusa, tako da dominiraju aberacije hromatidnog tipa. Za
razliku od njih, ukoliko agens deluje pre replikacionog perioda, dominirace aberacije
hromozomskog tipa (Natarajan, 1993).

Da bi se stekao uvid u to da li fulerenol deluje pre ili posle replikacije DNK, analiza

ucestalosti hromozomskih aberacija je proSirena i na tip hromozomskih aberacija kako
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na neoSte¢enim (tabele 12. 1 16.) tako i na MMC oste¢enim celijskim kulturama CHO-
K1 i humanih limfocita (tabele 13.117.).

U kontrolnim uzorcima obe ispitivane ¢elijske kulture, bez tretmana fulerenolom ili
MMC, dominirale su aberacije hromatidnog tipa. To predstavlja bazi¢no stanje
ispitivanih genoma, koji se verovatno popravljaju nekim od mehanizama
postreplikativnog repera, $to rezultira stabilnim netransformisanim genomima.

Sam fulerenol je, iako je u obe ¢elijske kulture doveo do snizavanja ucestalosti ¢elija
sa hromozomskim aberacijama, na CHO-K1 ¢elijskoj kulturi uzrokovao dominaciju
hromozomskog tipa aberacija (tabele 12. 1 13.), Sto znaci da je delovao pre replikacije
DNK, dok su na humanim limfocitima dominirale aberacije hromatidnog tipa (tabele
16.117.), Sto implicira na postreplikativni uticaj na DNK.

U pokusSaju da objasnimo razliku u tipu hromozomskih aberacija izmedu CHO-K1 1
¢elijske kulture humanih limfocita, posli smo od razlika koje postoje u pogledu
njihovog kapaciteta za reparaciju DNK. Naime, CHO-K1 ¢elijska linija poseduje
mutaciju u vezivanju DNK domena za p53, koji ima klju¢nu ulogu u odgovoru ¢elije na
oSte¢enje DNK. Ta mutacija sekvence p53 rezultira promenom funkcije ovog tumor
supresornog proteina i odsustvom kontrole u G1 fazi ¢elijskog ciklusa (Hu 1 sar., 1999),
Sto bi moglo uticati na pojavu dominantno hromozomskog tipa aberacija u CHO-K1
¢elijskoj liniji.

Fulerenol i MMC u kombinaciji, takode na CHO-K1 ¢elijskoj kulturi, vrsili su uticaj
pre replikacije, dok su na humanim limfocitima delovali postreplikativno.

Poznato je da MMC uzrokuje povecanu ucestalost hromozomskih aberacija, Ciji se
nastanak odvija posredstvom mehanizma zavisnog od S-faze ¢elijskog ciklusa (Muller i
sar., 2008). S obzirom na ¢injenicu da je u obe Celijske kulture tretman sa MMC
uzrokovao pojavu aberacija pretezno hromozomskog tipa, ovim je potvrden uticaj
MMC u prereplikativnoj fazi ¢elijskog ciklusa. Takode smatramo da, kada je u pitanju
uticaj kombinacije fulereno/MMC na tip hromozomskih aberacija, dominira efekat

mitomicina C.
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ZAKLJUCCI

Fizickohemijska karakterizacija fulerenola Cso(OH).4 metodama DLS, AFM i1 TEM
pokazala je da ova nanocestica u medijumu za cCelijsku kulturu sa serumom gradi

nehomogen sistem sa stabilnom familijom agregata dimenzija od 197nm.

Prisustvo nanocestice proteina (najverovatnije albumina) iz seruma u medijumu za

¢elijske kulture verovatno doprinosi stabilnosti agregata nanocestice fulerenola.

Fulerenol u opsegu koncentracija od 88,6uM do 443,2 uM deluje antiproliferativno
(citotoksi¢no) a pri koncentraciji od 8.86 uM proliferativno na ¢elijske kulture CHO-K 1
1 humanih limfocita. Citotoksi¢nost zavisi od ¢elijske kulture, primenjene koncentracije

fulerenola i od duzine tretmana.

Analizom genotoksi¢nosti testom mikronukleusa i hromozomskih aberacija utvrdeno
je da fulerenol Cg(OH),s nije genotoksi¢an: u ispitivanim celijskim kulturama
ovarijuma kineskog hrécka CHO-K1 1 humanim limfocitima, pri analiziranim
vremenskim tretmanima (na ¢elijskoj kulturi CHO-K1 u 3h i 24h tretmanu a na
humanim limfocitima u GO, G1/S, G1/S/G2/M fazi ¢elijskog ciklusa) kao 1 pri

ispitivanim subcitotoksi¢nim koncentracijama.

Ispitivanje antigenotoksi¢nog potencijala fulerenola na ¢elijskim kulturama CHO-K 1
1 humanim limfocitima na modelu toksi¢nosti indukovane mitomicinom C, pokazalo je
da fulerenol Cgy(OH).4, pri subcitotoksi¢nim koncentracijama dovodi do snizavanja

ucestalosti mikronukleusa i hromozomskih aberacija

Fulerenol deluje stimulativno na proliferaciju ¢elijske kulture CHO-K1 i humanih
limfocita, pri subcitotoksi¢nim koncentracijama i u ispitivanim vremenskim tretmanima.
Na modelima istih c¢elijskih kultura, sa uticajem mitomicina C, fulerenol deluje

antiproliferativno, pojacavajuci citostatski efekat MMC.
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Kada je u pitanju uticaj fulerenola na tip hromozomskih aberacija, na CHO-K1
¢elijskoj kulturi fulerenol sa ili bez MMC deluje pre replikacije DNK, dok na humanim
limfocitima takode sa ili bez MMC deluje posle replikacije DNK.

Dosadasnjim ispitivanjima genotoksi¢nosti fulerenola Cgo(OH),4 nije utvrden njegov
direktan uticaj na DNK. Fulerenol poseduje antioksidativna svojstva, koja ostvaruje na
niskim koncentracijama, vrSe¢i na taj nain prevenciju ROS-indukovanog ostecenja,
dok na visokim koncentracijama moze biti prooksidativan. Na ovoj €injenici verovatno
se bazira i odsustvo genotoksi¢nosti fulerenola pri subcitotoksi¢nim koncentracijama,
odnosno antigenotoksi¢nost na modelu indukovanog osSte¢enja DNK, §to je 1 prikazano
u ovom radu. Uzimajuéi u obzir i ostale karakteristike Ceo(OH).4 koje su vazne u
sagledavanju njegovog genotoksi¢nog profila, kao $to je, na primer, sposobnost da gradi
stabilne suspenzije u vodenim rastvorima, da deluje antiinflamatorno na niskim
koncentracijama itd., mozemo zakljuciti da fulerenol Cg(OH),4, ima velik potencijal za
upotrebu u biomedicini kao celijski protektor nanometarskih dimenzija, sposoban da
prode krvno-mozdanu barijeru i selektivho dospe u ciljana tkiva, $to mu otvara

mogucénosti u terapiji kancera i drugih bolesti savremenog doba.
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Univerziteta u Novom Sadu i stekla zvanje specijaliste medicinske genetike.
Ucestvovala je na 5 projekata finansiranih od strane Ministarstva za nauku i prosvetu
Republike Srbije. U toku dosada$njeg naucno istrazivackog rada, autor je ili koautor 1
monografije, 12 nacnih radova i viSe saopStenja na domad¢im i medunarodnim
skupovima.

Udata je 1 majka dva decaka.
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1ZJAVA O AUTORSTVU

[MTormucanu-a: MphaHosuh Jacmunka

Hsjasmyjem
J1a je IOKTOPCKA JIMCePTaLnja Mo HACI0BOM:
wYruuaj dynepenona Co(OH)s na yuectanoct xpomosomckux aGepaumnja m

MHKpoHykneyca y heaujckoj ausmu CHO-K1 osapujyma xpuka u v kynarypw

mamdounTa nepudepre KpBu HoBeKa™

® Ja NpeIoKEHa AWCCPTalMia y UEIMHM HM Yy JeNoBMMa HWje Ouna

7

MpeNoXKeHa 33 NobHjatbe BUIIO KOje TMNIOME NpeMa CTY/IMJCKUM MporpaMumMa

APYTHX BHCOKOWKOICKUX YCTAHOBA,

®  Jlacy pe3yNTaTH KOPEKTHO HABENCHU W

. Aa HHcaM Kplllli\)/.’li! ayropcka npasa M KOPHCTHO HHTCACKTYANIHY

CBOJMHY IPYTHX JTHLA.

ITornue roxTopanaa

¥ beorpaxy. 25.05.2012. Vedenors { \{

Mphanosuh Jacmurka
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IZJAVA O ISTOVETNOSTI STAMPANE | ELEKTRONSKE VERZIJE
DOKTORSKOG RADA

Hme n npeznme aytopa: Jacmurka Mphanosuh

Cryanjckn nporpam:

Hacnos pana: .Ytuuaj dyneperona Ceo(OH)s Ha ydccTanocT XpomMo3oMCKuX
aGepaunja ¥ mukponykiaeyca y heamjexoj aunnjn CHO-K1 osapujyma Xpuka u y
KyATYpH amdoumta nepudepre KpeH HoBeKa™

Mentopn:  Axazemuk, npodecop ap Mapko Awheakosuh w  npodecop ap

Anekcanap hophesuh

Mornucanu: Mphanosuh Jacmuika

M3jaBJbyjeM Ja je WTaMMaHa Bep3uja MOr JIOKTOPCKOT pajla HCTORETHA ¢IEKTPOHCKO]
Bep3MjM  Kojy cam npenao/ia  3a  ofjasbusare  wa  noprany  Jlururanmor
penosuroprjyma Yuunepaurera y beorpaay.

Jlozsosbagam aa ce ofjaBe MOjM JIMYHM MOJALM BE3aHW 3a N00Mjare akaaemckor
3Bakba JOKTOpa Hayka, Kao HITO CY WMeE M NPe3uMe. roiMHa U MecTo poherwa M natym
onbpawe pasa.

OBu AHYHM nogaun Mory ce objaBHTH Ha MPOKHHM CTpaHWUama JAHTHTaIHE

OubnnoTexke, y eN1eKTPOHCKOM KaTanory v y nybaukauujama Yuusepsurtera y beorpany.

IMornue rokTopana

V Beorpany, 25.052012. M‘lﬁ‘& o
eic

Mphanosuh JacMuHKa
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1ZJAVA O KORISCENJU

Onnawhyjem Vimsepanrercky Gubavoreky ..Coetozap Mapxosuh™ na y Jlururanuu
penoamTopujym Yuusepautera y beorpany ywece MOJY HOKTOPCKY IMCEpTalunjy mnon
HAC/IDBOM:

Yruuaj dynepenona Cyo(OH)s ma yuwecranoctT xpomosomckux aGepaumja W
mukponykneyca y hemujekoj nMHm CHO-K1 oBapujyma Xpuka Wy KYATYpH
auMpounTa nepudepHe KPBH HOBEKE™ KOja j&¢ MOJE aYTOPCKO Ae0.

Jlncepraumjy ca cBAM (IPWIO3MMA Npelao/la cam Yy ENeKTPOHCKOM dopMaTy
MOroAHOM 34 TPAjHO APXHBUPAHE.

Mojy NOKTOpCKY AWceprauwjy noxpaweny y JIArMTanHuw  penosuTopujym
Vuusepantera y Beorpasy Mory aa KopueTe CBH Koju nowTtyjy oapeabe caapxane y
onabpawom Turty nuuentie Kpeatusse 1ajesnnite (Creative Commons) 3a kojy cam ce
OJLTY4YHO/NA.

1. AyTopcTso
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLIM]ATHO

+ EPRBETERCERBERTIIAHb - G5 ipepte
4, AYTOpCTBO — HEKOMEPLUWM|ATHO — AEAWTH TOA HCTHM YCIOBHMA

5. Ayroperso — Ges npepaae

6. AyTopcTBO — JETHTH MO WCTHM YCOBMMA

(MoMMO 1@ 380KPYKHTE CAMO JEAWY 0/ WIecT NOHYHCHUX MUCHLM. KPaTaK OrHe

JIHUEHUH aaT je Ha nonehunu aucra).

IMTornne AOKTOpanjia

¥ Beorpany. 25.05.2012.
I Mo wewi

Mphanosuh JacMuHKa
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