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Naslov doktorske disertacije: Primena elektronske paramagnetne rezonancije za proucavanje
albuminskih hidrogelova za kontrolisanu isporuku antikancerskih lekova i detekciju vijabilnosti ¢elija

SAZETAK

U cilju smanjenja nezeljenih dejstava i obezbedivanja optimalne biodistribucije lekova, te
ciljane terapije, mnoga istrazivanja fokusirana su na alternativne na¢ine za njihovu isporuku. Medu
brojnim platformama za inkapsulaciju lekova, hidrogelovi na bazi prirodnih polimera su posebno
atraktivni kao nosaci, pre svega zahvaljujuéi svojoj biokompatibilnosti i biorazgradivosti. Serumski
albumin je dobro poznat po sposobnosti za vezivanje velikog broja endogenih i egzogenih
supstancija, §to je u ovoj studiji bio osnov za razvoj proteinskog hidrogela koji bi sluzio kao pogodan
rezervoar citotoksi¢nog indolo[3,2-d]benzazepinskog liganda.

Prepoznaju¢i udeo vode u hidrogelu kao vaznu karakteristiku za otpuStanje agenasa iz
polimerne matrice, elektronska paramagnetna rezonancija (EPR), kao izuzetno osetljiva
spektroskopska tehnika, iskori$éena je za razvoj nove metodologije za odredivanje sadrzaja vode u
hidrogelu. Pokazano je da EPR aktivna spinska proba 3-karbamoil-proksil (3CP), koja ne interaguje
sa proteinskom matricom, ve¢ je lokalizovana isklju¢ivo u vodenoj fazi, moze da se koristi kao
pouzdan indikator ukupne koli¢ine vode u hidrogelu. Utvrdeno je da izmedu EPR spektralnih
parametara 3CP-a i odnosa masa vode i suvog polimera postoji korelacija, koja je uspostavljena na
albuminskim hidrogelovima, a potvrdena na hidrogelovima na bazi drugih biomolekula. Pokazano je
da je EPR imidzingom moguce vizuelno pratiti difundovanje probe kroz polimernu matricu gela,
otvaraju¢i time moguénost za primenu ove tehnike i za pracenje oslobadanja lekova i degradacije

hidrogela.

U narednoj fazi istrazivanja EPR tehnika se pokazala izuzetno korisnom u in vitro ispitivanju
vezivanja i oslobadanja spinski obeleZenog jedinjenja iz klase indolo[3,2-d]benzazepina (HL), koji
se odlikuje znacajnom antikancerskom aktivnosti. Takode je EPR protokol uspesno primenjen na
hidrogelovima obelezenim probom 3CP, odnosno 5-doksil-stearatom (5-DS), u cilju izucavanja
procesa difuzije, odnosno degradacije polimerne matrice, pruzajué¢i uvid u narusavanje interakcija na
molekulskom nivou. S druge strane je potvrden potencijal termalno-indukovanog hidrogela na bazi
humanog serumskog albumina (HSA) da sluzi kao depo antikancerskih agenasa s odlozenim
oslobadanjem, sposoban da tokom 11 dana dijalize zadrzi ¢ak 60% citotoksi¢nog liganda HL, te i da
je pogodniji nosa¢ u odnosu na rastvor HSA, iz kog se 100% liganda otpusti u roku od 8 dana.
Odsustvo citotoksi¢ne aktivnosti tokom 3 dana inkubacije HL/HSA hidrogela sa Colo-205
kancerskim ¢elijama (adenokarcinom debelog creva) sugerise da bi se odloZzeno oslobadanje
citotoksi¢nog liganda moglo posti¢i i u in vivo uslovima.

Najzad, dijagnosticki aspekt multifunkcionalnog proteinskog hidrogela ogleda se u potvrdenoj
osetljivosti albuminskog hidrogela obelezenog spinskom probom 3CP na celijski redoks
metabolizam. Kao inicijalna faza u razvoju prototipa hidrogela koji bi bio namenjen za pracenje
odgovora na terapiju, hidrogel je u tom pogledu ispitan u Saccharomyces cerevisiae, koji je koris¢en
kao model sistem. U ovoj studiji je pokazana mogucnost da spinski obelezen albuminski hidrogel
sluzi kao inidikator redoks okruzenja, kroz smanjenje intenziteta EPR signala nitroksidne probe
zavisno od broja prisutnih vitalnih ¢elija u sistemu. U narednoj fazi istrazivanja se o¢ekuje da rezultati
budu potvrdeni na eksperimentalnim animalnim modelima.

Na osnovu sveukupnih rezultata, zakljucuje se da bi ova studija mogla otvoriti vrata
potencijalnoj primeni in vivo EPR molekularnog imidzinga u sprezi sa spinski obelezenim
albuminskim hidrogelom, koji bi imao ulogu ne samo rezervoara antikancerskih lekova, ve¢ bi se
koristio i za pracenje efekata lekova na okolna tkiva u pretklini¢kim istrazivanjima, te bi se otislo i
korak blize integrisanju dijagnostike i terapije.
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Title of doctoral dissertation: Albumin hydrogels for controlled delivery of anticancer drugs and
cell viability assessment studied by electron paramagnetic resonance

ABSTRACT

Many studies have focused on alternative ways for drug delivery to reduce side effects and to
ensure optimal biodistribution and targeted therapy. Among various platforms for drug encapsulation,
hydrogels based on natural polymers are attractive carriers, primarily due to their biocompatibility
and biodegradability. Serum albumin is well known for its ability to bind a variety of endogenous
and exogenous substances, which, in this study, was the foundation for the development of a protein
hydrogel that is a suitable reservoir of the cytotoxic indolo[3,2-d]benzazepine ligand.

Considering the importance of the water amount in the hydrogel for the active agent release
from the polymeric matrix, electron paramagnetic resonance (EPR), as an extremely sensitive
spectroscopic technique, was used to develop a new methodology for hydrogel water content
determination. It was shown that the EPR active spin probe 3-carbamoyl-proxyl (3CP), which does
not interact with the protein matrix and is entirely localized in the aqueous phase, can be used as a
reliable indicator of the total hydrogel water content. A functional correlation between 3CP EPR
spectral parameters and the mass ratio of water to dry polymer was established on albumin hydrogels
and confirmed on hydrogels based on other biomolecules. It was shown that it is possible to visualize
the diffusion of the sample through the gel polymer matrix by EPR imaging, opening the possibility
for the application of this technique for the monitoring of drug release and hydrogel degradation.

In the subsequent research phase, the EPR technique has proved to be extremely useful in
investigating the binding and release of a spin-labeled indolo[3,2-d]benzazepine ligand (HL) which
displays significant anticancer activity. The EPR protocol was also successfully applied on hydrogels
labeled with probes 3CP and 5-doxyl-stearate (5-DS), to study the diffusion and polymer matrix
degradation processes, providing insight into the disruption of interactions at the molecular level. In
addition, it was confirmed that the human serum albumin (HSA) hydrogel has the potential to serve
as an anticancer drug depot with delayed release, capable of retaining even 60% of the
cytotoxic HL during 11 days of dialysis and that it is a more suitable carrier compared to HSA
solution, from which 100% of the ligand is released within 8 days. The absence of cytotoxic activity
during three days of HL/HSA hydrogel incubation with Colo-205 cancer cells (colon
adenocarcinoma) suggests that it is possible to achieve the delayed release of the cytotoxic ligand
under in vivo conditions.

Finally, the diagnostic aspect of the multifunctional protein hydrogel is reflected through the
observed sensitivity of the aloumin hydrogel labeled with the spin probe 3CP to the cellular redox
metabolism. As an initial phase in the development of a hydrogel prototype intended for monitoring
the drug treatment response, the hydrogel was tested in the Saccharomyces cerevisiae, used as a
model system. In this study, the possibility of the spin-labeled albumin hydrogel to serve as an
indicator of the redox environment was demonstrated through the reduction of the EPR signal of the
nitroxide probe, dependent on the number of vital cells present in the system. It is expected that this
observation will be confirmed on experimental animal models in future experiments.

Overall, it can be concluded that this study allows for the potential application of in vivo EPR
molecular imaging in conjunction with the spin-labeled albumin hydrogel, which would act as an
anticancer drug depot-anchoring hydrogel, also allowing for the monitoring of drug effects on
surrounding tissues, thus contributing to the integration of diagnostics and therapy.



Key words: EPR spectroscopy and imaging, spin-labeling, serum albumin, hydrogel, drug delivery,
cancer
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SKRACENICE

16-DS — 16-doksil-stearat

3CP — spinska proba 3-karbamoil-2,2,5,5-tetrametilpirolidin-1-oksil

3CxP — spinska proba 3-karboksi-2,2,5,5-tetrametilpirolidin-1-oksil

5-DS — 5-doksil-stearat

AFM — mikroskopija atomskih sila (od eng. atomic force microscopy)

BSA - govedi serumski albumin (od eng. bovine serum albumin)

CDK - ciklin-zavisna kinaza (od eng. cyclin-dependent kinase)

DNK — dezoksiribonukleinska kiselina

DSC - diferencijalna skenirajuc¢a kalorimetrija (od eng. differential scanning calorimetry)

EPR - elektronska paramagnetna rezonancija

EPRI — EPR imidzing

ESEM - ambijentalna skenirajuc¢a elektronska mikroskopija (od eng. environmental scanning
electron microscopy)

FCS — fluorescentna korelaciona spektroskopija (od eng. fluorescence correlation spectroscopy)

HL — modifikovani paulonski ligand (izveden iz 7,12-dihidroindolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-ona)
spinski obelezen slobodnim radikalom TEMPO

HSA — humani serumski albumin

MK — masna kiselina

MT — mikrotalasno zracenje

NMR - nuklearna magnetna rezonancija

PEG — poli(etilen-glikol)

RNR — ribonukleotid reduktaza

ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste (0d eng. reactive oxygen species)

SA — serumski albumin

SANS - rasejanje neutrona na malim uglovima (od eng. — small angle neutron scattering)
SAXS - rasejanje X-zraka na malim uglovima (od eng. — small angle X-ray scattering)
SEM - skenirajuca elektronska mikroskopija

TEM — transmisiona elektronska mikroskopija

TEMPO - spinska proba 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil
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1. UvOD

Razvoj polimernih sistema za dostavu lekova kao alternativa konvencionalnim formulacijama
u cilju poboljsanja bioraspolozivosti i ciljane isporuke, poslednjih nekoliko decenija je u stalnom
porastu. Za tu primenu su hidrogelovi posebno atraktivni s obzirom na to da je tokom procesa
proizvodnje moguce fino podeSavati njihova svojstva. U pogledu biokompatibilnosti, naro¢ito su
pogodni hidrogelovi na bazi prirodnih polimera, obezbeduju¢i bezbednu implantaciju/injektovanje,
oslobadanje i biodegradaciju [1,2].

Sinteza gelova za isporuku se najcesce vrsi u prisustvu aktivnog jedinjenja, koje se oslobada iz
polimerne matrice tokom procesa bubrenja. Otpustanje supstancije iz gel-matrice je pretezno
determinisano interakcijama izmedu vode, polimera i aktivhog molekula, dok koli¢ina vode unutar
pora odreduje sveukupnu kinetiku difuzije kroz matricu gela [3,4]. Zbog neosporne vaznosti za
kontrolisanu dostavu, a s druge strane, nepostojanja standardizovanog testa za odredivanje ove
karakteristike hidrogela, namecée se potreba za razvojem metode za jednostavno i pouzdano
utvrdivanje koli¢ine vode u hidrogelu. U okviru ove studije dizajnirana je nova metodologija
zasnovana na izuzetno osetljivoj spektroskopkoj tehnici, elektronskoj paramagnetnoj rezonanciji
(EPR), uz odabir adekvatne EPR aktivne spinske probe kao indikatora. Metod je razvijan na
hidrogelovima na bazi serumskog albumina (SA), ne samo zbog njihove jednostavne sinteze, vec i
da bi se imanentno svojstvo albumina da vezuje razliCite endogene i egzogene supstance [5]
iskoristilo za dizajn nosaca antikancerskog leka.

Inkapsulacija lekova unutar polimernih matrica posebno dobija na znacaju u studijama
usmerenim protiv kancera, imajuci u vidu poboljsanje farmakokinetike, farmakodinamike, cijane
isporuke i redukovane hemotoksi¢nosti, naspram direktne administracije antitumorskih agenasa [6].
Poznato je da je konvencionalna hemioterapija pracena nizom nezeljenih reakcija zbog neselektivnog
dejstva citostatika. Osim toga, vecina antikancerskih lekova je hidrofobna §to otezava njihovu
isporuku do unutaréelijskih meta [7]. U tom smislu, razvoj nosaca na bazi albumina predstavlja
pogodnost jer SA poseduje brojna mesta za vezivanje liganada, te sa visokim afinitetom vezuje masne
kiseline (MK), bilirubin, slobodne jone metala i Sirok spektar hidrofobnih lekova, povecavajuéi
rastvorljivost slabo rastvornih jedinjenja i produzavajuci in vivo vreme poluzivota agenasa koji se
inace brzo elimini$u iz organizma [5]. Specificno nagomilavanje makromolekula, te albumina u
malignom tkivu zbog narusene vaskulature tumora, predstavlja jo$§ jedan povoljan aspekat u razvoju
albuminskih sistema za ciljanu isporuku u tumorsko tkivo [8]. Dodatni podsticaj lezi u ¢injenici da je
formulacija antikancerskog leka paklitaksela vezanog za albuminske nanocestice ve¢ odobrena za
klini¢ku upotrebu [9].

U cilju smanjenja neZeljenih dejstava, brojna istraZivanja su pored pronalaZenja alternativnih
nacina za isporuku, fokusirana i na inovativne lekove koji ne ciljaju dezoksiribonukleinsku kiselinu
(DNK) [10]. U tom pogledu, indolo[3,2-d]benzazepini (pauloni) se istiCu kao potencijalni
antikancerski lekovi imajuc¢i u vidu njihovo inhibitorno dejstvo na enzime kljuéne za regulaciju
zivotnog ciklusa ¢elije [11].

Citotoksi¢no jedinjenje koris¢eno u ovoj studiji je modifikovani paulonski ligand, za koji je
kovalentno vezana spinska proba, tako da bi se njegovo vezivanje i otpustanje moglo prouc¢avati EPR
spektroskopijom. Premda ova tehnika nije naiSla na Siroku primenu u te svrhe, nedavno se pokazala
efikasnom u ispitivanju kontrolisanog oslobadanja spinski obeleZzene kumarin-3-karboksilne kiseline
i varfarina iz hidrogela na bazi govedeg serumskog albumina (eng. bovine serum albumin, BSA) [12].
EPR tehnika je pri izradi ove teze odabrana zbog brojnih pogodnosti koje nudi naspram standardno
koris¢enih metoda. Nanomolarna granica detekcije, mogué¢nost ispitivanja veoma male zapremine
uzorka, kao i osetljivost na konformacione promene proteina, samo su neke od prednosti [13].

Osim toga, EPR se u sprezi sa odgovaraju¢im spinskim probama moze koristiti za procenu
redoks statusa tkiva [14]. U aktulenoj studiji ovakav potencijal EPR spektroskopije, te imidzinga
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iskoris¢en je da se ispita mogucnost primene hidrogelova u koje je inkorporirana spinska proba, za
posmatranje redoks okruZenja. Poznato je da su kvasci veoma pogodni model sistemi za proucavanje
metabolizma mitohondrija koji odgovara onom kod visih organizama [15], tako da je osetljivost
spinski obelezenih hidrogelova na vijabilnost ¢elija ispitana u Saccharomyces cerevisiae. Metoda za
vizelno pracenje ¢elijskog metabolizma je preko potrebna imajuéi u vidu da je narusen redoks balans
usko povezan sa brojnim patoloskim stanjima, poput neurodegenerativnih i malignih
oboljenja [14,16].

Najzad, u nadolazecoj eri personalizovanog tretmana kancera tezi se ka integraciji dijagnostike
i terapije. Do tada moraju biti zadovoljeni zahtevi koji se ti¢u identifikacije novih biomarkera radi
unapredenja molekularne dijagnostike, imidzing proba i tehnika za rano otkrivanje raka, terapije
vodene molekularnim imidzingom, te razvoja platformi koje objedinjuju imidzing i terapijsku
komponentu [17].



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Hidrogelovi

Hidrogelovi su polimerni materijali koji od nedavno predstavljaju predmet interesovanja
mnogih medicinskih i farmaceutskih istrazivanja. Sastoje se od umrezene trodimenzionalne matrice
sposobne za apsorpciju veoma velike koli¢ine vode [18]. Izrazito bubrenje u vodenoj sredini rezultat
je postojanja polarnih funkcionalnih grupa zakaCenih za glavni lanac, poput hidroksilnih,
karboksilnih 1 amino grupa, dok je za nerastvorljivost hidrogelova zasluzna njihova mrezna
struktura [19]. Usled visokog stepena poroznosti, te znatnog sadrzaja vode, hidrogelovi se odlikuju
izrazitom biokompatibilno§¢u oponasajuc¢i bioloska tkiva [20]. Ove jedinstvene karakteristike
hidrogelova pruzaju moguénost za njihovu Siroku primenu u biomedicini ukljucujuéi tretiranje
rana [21,22], inzenjering tkiva [23,24] i kontrolisanu isporuku lekova [25,26].

2.1.1. Klasifikacija hidrogelova

Hidrogelovi se prema poreklu polimera mogu klasifikovati kao hidrogelovi na bazi prirodnih
polimera, hidrogelovi na bazi sintetickih polimera i kombinovani hidrogelovi. Prvu grupu
prvenstveno ¢ine proteinski i hidrogelovi na bazi polisaharida. U drugu grupu spadaju hidrogelovi
izvedeni iz polimera kao §to su poli(vinil-alkohol), poli(vinil-pirolidon), poli(lakti¢na kiselina),
poli(etilen-glikol) (PEG), poli(2-hidroksietil metakrilat), poli(akrilna kiselina) i njeni derivati.
Sinteticki polimeri mogu biti proizvedeni tako da poseduju dugolancanu strukturu, te veliku
molekulsku masu. Predstavljaju atraktivan materijal za kontrolisanu sintezu hidrogelova tacno
odredenih fizickih 1 hemijskih karakteristika. Ipak, manja bioloska aktivnost hidrogelova zasnovanih
na sintetickim polimerima predstavlja nedostatak u odnosu na one prirodnog porekla. S druge strane,
u cilju poboljSanja mehanickih svojstava hidrogelova prirodni polimeri se neretko kombinuju sa
sintetickim polimerima [27].

Prema sastavu se razlikuju homopolimerni hidrogelovi, kod kojih je polimerni lanac mreze
izgraden od jedne vrste ponavljaju¢eg monomera, kopolimerni ili multipolimerni hidrogelovi,
izvedeni 1z dve, odnosno vise razli¢itih monomera. Osim toga, postoje 1 tzv. interpenetriraju¢e mreze
koje se sastoje iz zasebnih polimernih mreza koje nisu kovalentno povezane, ve¢ fizicki
isprepletane [28].

Na osnovu strukture, hidrogelovi mogu biti amorfni, kristalni ili semikristalni. Amorfne
hidrogelove na molekulskom nivou ¢ine nasumi¢ne mreze. Kristalni hidrogelovi predstavljaju ¢vrsto
upakovane polimerne mreze odredenog reda kristalizacije. Semikristalni hidrogelovi sadrze i amorfne
I kristalne regione i najpre su dobijeni hemijskim umrezavanjem. Nakon toga su fizicki umrezeni
semikristalni hidrogelovi poceli da se pripremaju postupkom micelarne polimerizacije. Odlikuju se
reverzibilno$¢u, te brzim prelaskom iz ¢vrstog u teno stanje i obrnuto, pa su zbog moguénosti
injektovanja i paméenja oblika nasli $iru primenu kao medicinski uredaji za implantaciju [29].

2.1.1.1. Sinteza hidrogelova

Hidrogelovi se prema nacinu sinteze mogu podeliti na reverzibilno, fizicki umrezZene gelove, i
trajne, kovalentnim vezama, hemijski umrezene gelove. Takode postoje i hibridni gelovi kod kojih je
zastupljeno 1 fizicko i hemijsko povezivanje [30,31]. Ukoliko je umrezavanje izmedu polimernih
lanaca rezultat nekovalentnih veza poput jonskih, van der Valsovih, vodoni¢nih i hidrofobnih
interakcija, posredi su fizicki umrezeni gelovi. Ovakvi hidrogelovi pruzaju reverzibilan odgovor na
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promene u okruzenju zbog toga Sto sekundarne veze izmedu polimernih lanaca nisu narocito jake. U
odnosu na hemijske, nizeg su stepena uredenosti, krhkiji su, te mehanicki slabi pri izlaganju
spoljaSnjim uticajima i obi¢no se rastvaraju u organskim rastvara¢ima [27]. Premda fizicko

umrezavanje nije permanento po prirodi, dovoljno je jako da obezbedi nerastvorljivost hidrogelova u
vodenoj sredini [32].

Hemijski hidrogelovi se mogu dobiti postupkom trodimenzionalne polimerizacije (slika 1.a),
koji podrazumeva polimerizaciju hidrofilnog monomera u prisustvu agensa za umrezavanje, ili
direktnim umrezavanjem vodorastvornih polimera (slika 1.b).

a)
Bifurliions 1

umrezivac , :
Vodorastvoran Polimerizacija
+ ﬁ
monomer = 1 1

Preciscivanje
i bubrenje

HIDROGEL

Umrezavanje
—
y — zraci

X —zraci
toplota
umrezivac HIDROGEL
Vodorastvoran

polimer

Slika 1. Sinteza hidrogelova a) trodimenzionalnom polimerizacijom; b) direktnim umrezavanjem
polimera (prilagodeno iz [20]).



Polimerizacija naj¢es¢e zapocinje formiranjem radikalskog aktivnog centra, za Sta se kao
inicijatori koriste benzoil peroksid, 2,2'-azo-bis(izobutironitril), kalijum persulfat, amonijum
persulfat, premda moze biti inicirana i dejstvom ultraljubicastog zracenja, kao i visokoenergetskog
rendgenskog zraCenja, y-zraCenja ili snopa elektrona [20,27]. Lancana radikalska polimerizacija se
odigrava kroz faze inicijacije, propagacije i terminacije. Po generisanju radikalskog centra u fazi
inicijacije, tokom propagacije se monomeri dodaju na aktivni centar poput karika lanca, sve do
prekida rasta lanca u reakciji terminacije [32]. Jedinjenja koja poseduju dvostruke C=C veze su
pogodni prekursori za sintezu hidrogelova, pa se tako vinilni monomeri obi¢no koriste za dobijanje
polimernih gelova jednostavnom metodom radikalske polimerizacije, pri ¢emu se kao agensi za
umrezavanje upotrebljavaju supstance poput N,N'-metilenbis(akrilamida) i etilen-glikol
dimetakrilata [27,33]. Cesta je pojava da se trodimenzionalnom polimerizacijom dobiju materijali
koji sadrze znaajnu koli¢inu zaostalog monomera, te je neophodno izvrSiti preciS¢avanje zbog
toksi¢nosti neizreagovalih monomera koji se mogu kontinualno ispustati iz hidrogelova [20].

Direktno umrezavanje polimernih lanaca zahteva upotrebu monofunkcionalnih ili
bifunkcionalnih agenasa poput formaldehida, glutaraldehida, genipina, premda se biokompatibilnost
pomenutih jedinjenja dovodi u pitanje [27,34]. Kako bi se izbeglo uvodenje agenasa za umrezavanje,
polimeri se mogu funkcionalizovati odgovaraju¢im funkcionalnim grupama radi daljeg formiranja
hidrogelova in situ kroz neku od klasi¢nih metoda, koje uklju¢uju Dils-Alderovu reakciju, mehanizam
nastanka Sifove baze, Majklovu adiciju [27,35]. Pomenuti reakcioni procesi pripadaju domenu tzv.
,klik hemije®, te obezbeduju specifi¢nost, selektivnost, visok prinos pri blagim reakcionim uslovima
uz redukciju nusprodukata [35]. Uprkos navedenim pogodnostima, sinteza hidrogelova izvodi se u
viSe koraka, zahteva preciS¢avanje, a postupak funkcionalizacije reaktivhim grupama moze uciniti
polimer citotoksi¢nim [27].

Jedan od nacina da se izbegne dugotrajan proces pre¢iS¢avanja i upotreba toksi¢nih reagenasa
(inicijatora 1 agenasa za umrezavanje) je radijaciona polimerizacija, koja omogu¢ava umrezavanje i
sterilizaciju materijala u jednom koraku [20,32,34]. Radijaciona polimerizacija podrazumeva
upotrebu visokoenergetskog zrafenja, prvenstveno y-zracenja ili snopa elektrona, za umreZavanje
vodorastvornih monomera ili pak povezivanje krajeva polimernih lanaca. Hidroksilni radikali nastali
radiolizom vode iniciraju radikalsku polimerizaciju vinilnih monomera uz formiranje hidrogela po
dostizanju kriticne tacke geliranja, ili stupaju u interakciju sa polimernim lancima formirajuci
makroradikale, koji kroz inter- i intra-molekulske veze najzad daju kovalentno povezanu mrezu
hidrogela [32,34]. Ipak, treba imati u vidu da se ova metoda ne moze efikasno primeniti za sintezu
hidrogelova na bazi prirodnih polimera s obzirom na to da ¢e pod dejstvom zracenja pre do¢i do
kidanja polimernih lanaca nego do formiranja gela dobro definisane mrezne strukture [34].

Stoga se prirodni polimeri ¢eS¢e podvrgavaju postupcima fizickog umrezavanja, koje se
ostvaruje kroz supramolekulske interakcije, vodoni¢ne veze, hidrofobne interakcije, van der Valsove
sile, elektrostati¢ke interakcije, m—m interakcije, koordinaciju metal-ligand (slika 2) [36]. Osim $to se
na ovaj nacin zaobilazi upotreba toksi¢nih inicijatora i umrezivaca, kao potencijalna prednost
supramolekulskih hidrogelova, pre svega za primenu u isporuci lekova, izdvaja se njihova sposobnost
reverzibilnih promena stanja kao odgovor na spoljne stimuluse, kao $to su temperatura, jonska jacina,
pH, mehanicki strest ili svetlost [37].

Uspostavljanje jonskih/elektrostati¢kih interakcija jedan je od osnovnih nacina reverzibilnog
povezivanja naelektrisanih makromolekula. Tako se dodatkom dvovalentnih jona kao §to su Ca®",
BaZ*, Mg?*, Zn?* prekursorskom rastvoru, postize umreZavanje anjonskog polisaharida alginata [35].
Hidrogelovi se mogu dobiti i formiranjem polielektrolitnih kompleksa kroz elektrostati¢ke interakcije
izmedu protonovanih amino grupa hitozana 1 negativno nealektrisanih grupa anjonskih polielektrolita
poput pektina, hondroitin sulfata, hijaluronske kiseline. U ovom sluc¢aju je pH vrednost rastvora
najvazniji faktor koji utiCe na reakciju umrezavanja, te odreduje gustinu umrezenja i poroznost
hidrogela [38]. Ipak, proces geliranja prirodnih hidrogelova je obi¢no diktiran promenama
temperature [39].



vodonicéne
Q] veze

hidr_OfOb ne elektrostaticke
interakcije interakcije

NEKOVALENTNE
INTERAKCIJE

ligand e

TI-1T interakcije koordinacija

van der Valsove
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Slika 2. Prikaz supramolekulskih (nekovalentnih) interakcija koje ucestvuju u formiranju
hidrogelova.

Mnogi globularni proteini imaju sposobnost da formiraju gelove, bilo podvrgavani tretmanima
zagrevanja ili hladenja [40]. Kod ovakvih postupaka preduslov za formiranje gela jeste da pri datoj
temperaturi dolazi do denaturacije proteina [41]. Naime, u odredenim uslovima nativni proteini trpe
konformacione promene kada dolazi do delimi¢nog odvijanja ili potpunog narusavanja strukture, §to
moze rezultovati njihovom agregacijom i eventualno geliranjem iznad kriticne proteinske
koncentracije. Agregacija proteina je slozen proces koji podrazumeva delimi¢no odvijanje proteina
do uspostavljanja stanja tzv. topljene globule ili drugih intermedijernih stanja, koja zavisno od faktora
sredine, mogu obrazovati amorfne agregate i fibrile. U zavisnosti od koncentracije proteina, pH i
temperature, ove forme mogu izgradivati proteinske hidrogelove [40].

Za dobijanje albuminskih hidrogelova se naj¢e$¢e primenjuje metoda termalne sinteze, koja
podrazumeva zagrevanje prekursorskih rastvora albumina preko 65 °C, temperature pri kojoj
zapocinje njegova denaturacija [42]. Povecanje temperature izaziva konformacione promene proteina
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uz odvijanje segmenata polipeptidnog lanca, $to je dalje praceno protein—protein interakcijama i
rezultuju¢om agregacijom albumina [40,41]. Tokom prve faze geliranja, povezane sa denaturacijom,
protein prelazi iz nativne forme u progel stanje, pri ¢emu funkcionalne grupe ukljucene u
intramolekulske vodoni¢ne veze i elektrostatiCke interakcije, postaju dostupne za intermolekulsko
povezivanje. Posebno je izlaganje hidrofobnih grupa znacajno jer dovodi do uspostavljanja
hidrofobnih interakcija neophodnih za agregaciju i umrezavanje [41]. Odredene promene koje se
deSavaju na nivou sekundarne strukture proteina, te mehanizmi izgradivanja mreze iz pojedinacnih
molekula diktiraju kakva Ce biti tekstura gela. Tokom zagrevanja albumina dolazi do konverzije iz
a-heliksa u antiparalelne intermolekulske B-plo¢e uz obrazovanje supramolekulskih agregata [40,41].
Pokazano je da sa porastom temperature preko 65 °C, raste i stepen odvijanja polipeptida i agregacije.
S druge strane, temperaturu denaturacije moguce je sniziti dodatkom jona ili redoks reagenasa, ili
promenom pH vrednosti [42].

Metoda pH sinteze se takode primenjuje za pripremu albuminskih hidrogelova. Uobicajeni
postupak podrazumeva znacajno snizavanje pH vrednosti, §to je pra¢eno inkubiranjem na 37 °C. Pri
tome albumin prelazi iz neutralne izoforme N u F-izoformu, uz izlaganje hidrofobnih regiona proteina
rastvaraCu, te uspostavljanje hidrofobnih interakcija klju¢nih za samoorganizovanje u mreznu
strukturu hidrogela. Pored jednostavne sinteze, treba imati u vidu da je neizostavan korak pre
implantacije u zivi organizam neutralizacija pH-indukovanih hidrogelova [42,43]. U pojedinim
studijama su kombinovane pH i termalna sinteza, pri ¢emu je utvrdeno da SA moze gelirati u Sirokom
opsegu pH i temperature [44,45].

Albuminski hidrogelovi se mogu dobiti i metodom hemijskog umreZzavanja. Dodatkom
redukujuceg agensa u prekursorski rastvor albumina dolazi do raskidanja intramolekulskih
disulfidnih mostova, da bi re-oksidacija slobodnih tiolnih grupa dovela do uspostavljanja
intermolekulskih S-S veza i formiranja polimerne mreze [46,47]. Hidrogelovi na bazi albumina se
jos mogu dobiti koris¢enjem umrezivaca poput epihlorohidrina [48] i glutaraldehida [49]. lako ovi
reagensi omogucavaju umrezavanje 1 doprinose stabilnosti hidrogela, njihova toksi¢nost je veoma
zabrinjavajuéa [46]. Cest je i postupak kopolimerizacije albumina sa PEG-om [50]. Radi formiranja
PEG-albumin kompleksa neophodna je aktivacija PEG-a pomocu jedinjenja kao $to je
4-nitrofenil-hloroformat, ili funkcionalizacija PEG molekula koja obezbeduje da se specifi¢no ciljaju
odredena mesta u proteinu. Ipak, klinicka primena PEG-albumin hidrogelova je limitirana
problemom imunogenosti. Premda je poznato da je sam albumin slabo imunogen, sve je vise dokaza
da PEG nije bioinertan. Naime, upotreba PEG-a je u izvesnim slu¢ajevima povezana sa Smanjenom
efikasno$cu leka, blagim do umerenim imunoloskim reakcijama i nezeljenim dejstvima [42,51].

Na osnovu svega navedenog, u pogledu biokompatibilnosti, termalno-indukovani hidrogelovi
se mogu smatrati najpouzdanijim za primenu u isporuci lekova, §to je jedan od razloga izbora metode
termalne sinteze u razvoju nosaca antikancerskog leka u ovoj studiji.

2.1.2. Karakterizacija hidrogelova za primenu u isporuci lekova

Poroznost je vazna karakteristika hidrogelova koja se moze fino podesiti preko kontrole gustine
umrezenja. Upravo zahvaljujuéi poroznoj strukturi, hidrogelovi predstavljaju pogodnu matricu u koju
je moguce uvesti lek, koji se potom kroz razli¢ite mehanizme moze 1 otpustiti. Prednost primene
hidrogelova u isporuci lekova lezi u moguénosti produzenog oslobadanja, te odrzavanja visoke
lokalne koncentracije aktivne supstancije duzi vremenski period [20]. Lek inkorporiran unutar
matrice hidrogela tokom sinteze, $to je najcesce slucaj, postepeno se oslobada u okolni medijum kako
hidrogel apsorbuje vodu tokom procesa bubrenja [52]. Otpustanje leka iz hidrogela moze biti
ostvareno kroz hemijski kontrolisan proces koji podrazumeva kidanje polimernih lanaca usled
hidroliticke ili enzimske degradacije, mehanizam kontrolisan difuzijom, koji preovladava kada je
proces bubrenja brzi od difuzije molekula, ili mehanizam kontrolisan bubrenjem, dominatan u slucaju
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kada molekul difunduje iz hidrogela brze no $to hidrogel bubri [20,53]. Izuzetno, lek moze biti
osloboden i kao rezultat odgovora na promene u okruzenju [15].

Proces difuzije je prevashodno regulisan dimenzijama pora u matrici hidrogela, §to odgovara
meduprostoru izmedu polimernih lanaca koji ispunjava voda [4,53]. Kao mera velic¢ine pora se Koristi
tzv. prose¢na korelaciona duzina lanca u nabubrelom stanju ravnoteze &, definisana kao linearno
rastojanje izmedu dva susedna ¢vora mreze [54]. Kada su pore hidrogela vece od dimenzija leka, mali
molekuli leka slobodno migriraju kroz mrezu hidrogela, te je proces otpustanja diktiran nesmetanom
difuzijom molekula. U ovom sluc¢aju naime, difuzioni koeficijent zavisi od hidrodinamic¢kog radijusa
molekula r i viskoznosti rastvora 1, prema Stoks-Ajnstajnovoj relaciji [4,55]:

 kgT
~6mr’

(1)

u kojoj je kg Bolcmanova konstanta, a T apsolutna temperatura.

Kada su veli¢ine pora i molekula leka uporedive, do izrazaja dolazi uticaj sternih smetnji na
difuziju leka, te polimerni lanci trenjem otezavaju difuziju molekula. Poveéanjem koncentracije
polimera ili umrezivaca, ukoliko se koristi, moZe se posti¢i smanjenje dimenzija pora, a sveukupni
rezultat je sporija difuzija, te produzeno oslobadanje leka.

U slucaju ekstremno malih pora ili pak izuzetno velikih molekula lekova, dolazi do znacajne
imobilizacije leka unutar polimerne mreze. Lek ostaje fizi¢ki zarobljen unutar matrice sve dok se pore
ne prosire tokom procesa bubrenja, degradacije ili mehanicke deformacije mreze. Kako hidrogel
bubri, tako se pore Sire sve do uspostavljanja ravnoteze izmedu osmotskih sila odgovornih za
apsorpciju vode i elasti¢nih sila koje se suprotstavljaju deformaciji polimernih lanaca. Bubrenje moze
biti potpomognuto i razli¢itim stimulansima, te zavisiti od temperature, pH vrednosti i jonske jacine
rastvora, prisustva glukoze, dejstva svetlosti ili elektricnog polja.

Postoji mogucnost da se lek iz polimerne matrice oslobodi tokom degradacije hidrogela, bilo
da se proces deSava duz glavnog lanca ili popre¢nih veza. Obi¢no je naruSavanje mrezne strukture
podstaknuto hidrolizom ili dejstvom enzima.

Mreza takode moze biti proSirena usled delovanja ultrazvuka, magnetnog polja ili Cisto
mehanickom deformacijom, te na taj nacin lek biti osloboden iz hidrogela.

Kontrolisano otpustanje moguce je posti¢i dizajniranjem sistema za isporuku tako da se izmedu
polimernog nosaca i leka uspostavljaju interakcije, bilo kovalentne veze ili sekundarne interakcije
poput elektrostatickih i hidrofobnih. Ovaj princip se primenjuje u cilju usporavanja otpustanja malih
molekula koji bi inac¢e mogli brzo difundovati iz polimerne mreZe. Zavisno od jacine interakcija moze
se podesiti i da oslobadanje leka bude odlozeno sve do degradacije hidrogela [4].
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Slika 3. Prikaz procesa oslobadanja leka odredenog veli¢inom pora hidrogela (prilagodeno iz [4]).

Postoje tri fundamentalne teorije na osnovu kojih se struktura polimerne mreze koja bubri
korelira sa njenim fizickim svojstvima. Teorija gumolike elasti¢nosti Strukturu povezuje sa krutosti
hidrogela, teorija ravnoteznog bubrenja, sa bubrenjem u rastvaracu, a teorija o veli¢ini pora, sa
difuzivnoscu rastvorka [55].

Prema teoriji gumolike elasti¢nosti, krutost polimerne mreze proisti¢e iz Smanjenja entropije
pri Sirenju namotanih polimernih lanaca u mrezi, te redukovanja broja dostupnih konformacija. Prema
jednacini 2. moduo smicanja se moze proceniti na osnovu broja polimernih lanaca u proizvoljnoj
mrezi pod bilo kojom vrstom deformacije, ali prakti¢éna primena na hidrogelove zahteva korekcije
uzimajuéi u obzir bubrenje, nesavrsenosti mreze i funkcionalnost ¢vorova mreze s obzirom na to da
nisu sve mreze tetrafunkcionalne.

G = vRT (2)



U jednacini 2, G je moduo smicanja polimerne mreze, v broj polimernih lanaca u mrezi, R idealna
gasna konstanta, a T apsolutna temperatura.

Teorijom ravnoteznog bubrenja procenjuje se koli¢ina rastvaraca sadrzana u nabubreloj
polimernoj matrici na osnovu nezavisnih doprinosa slobodne energije. Flori-Rehnerova jednacina
(jednacina 3) predstavlja prvi kvalitativni model ove teorije, baziran na poredenju entropijskog
doprinosa mesanja polimera i rastvaraca sa clasticnom energijom koja proizilazi iz bubrenja
polimerne mreze u rastvaracu.

2 In(1 = @s) + @s + xos”
M, 1
n Vipp <(Ps3 - %)

1
M

(3)

U jednagini 3, M¢ je srednja molekulska masa izmedu &vorova mreZe, odnosno M, srednja
molekulska masa neumreZenog polimera, g je zapreminski udeo polimera u ravnoteznom
nabubrelom stanju, x polimer—rastvara¢ parametar interakcije, V; molarna zapremina rastvaraca, pp
gustina suve polimerne matrice.

Izvesna poboljsanja u okviru teorije gumolike elasti¢nosti postignuta su uzimanjem u obzir
uticaja zapleta i funkcionalnosti taCaka umrezenja, kao i defekata mreze, uz kombinovanje sa teorijom
ravnoteznog bubrenja ukljucujuci elasticne deformacije usled bubrenja iz relaksiranog stanja do
ravnoteznog nabubrelog stanja. Prema korigovanom modelu, izrazenom jedna¢inom 4, moduo
smicanja se moze proceniti na osnovu podataka o bubrenju hidrogela i poznavanjem strukturnih
parametara.

2 pp 2 1
G =RT (1 - ;) (1 =Y) 5= @r39s3 (4)
C

U jednadini 4 se f odnosi na funkcionalnost ¢vorova mreze, y na ucestalost defekata na krajevima
polimernih lanaca, dok ¢, odgovara zapreminskom udelu polimera u relaksiranom stanju [28,55].

Sto se ti¢e revizije teorije ravnoteznog bubrenja, uzima se u obzir uticaj prisustva rastvarada na
promenu elastiénog hemijskog potencijala, te postojanje relaksiranog stanja pre bubrenja, korekcija
parametra interakcije izmedu polimera i rastvaraca, koja ukljucuje i uticaj zapreminskog udela
polimera i razliku izmedu polimerne mreze i neumrezenih polimernih lanaca. Kada se jo$ ukljuci i
dodatni ¢lan hemijskog potencijala koji poti¢e od jonskih interakcija, dolazi se do poboljSanog
modela ove teorija, izraZenog jedna¢inom 5.

1

. 213
1
In(1 — @) + Qs + x@s? — 2V, [12 + (‘SLMF’FD) ] + 2V,

= (5)
2 2 1
—1°(1-F) A = Y)Vipp@:3¢s3

1
Mc

U gornjoj relaciji se I odnosi na jonsku jacinu rastvora, i na stepen jonizacije, a M, na molekulsku
masu ponavljajuce jedinice polimera [28,55,56].

Primenom teorije veli¢ine pora, stukturna svojstva nabubrele polimerne matrice se koriste za
utvrdivanje smanjenja koeficijenata difuzije unutar hidrogela. U skladu sa zapreminskim udelom
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polimera je difuzivnost rastvorka u hidrogelu smanjena, ukazuju¢i na mogucnost sudara sa
polimernim lancem, te da li je rastojanje izmedu dve tatke umrezenja dovoljno veliko za prolazak
rastvorka kroz pore mreze. Pojedini konkurentski modeli teorije veli¢ine pora, medutim, isticu
razliCite aspekte interakcija izmedu rastvorka, rastvaraca i polimerne matrice, dovodeci do oprecnih
procena difuzivnosti rastvorka. Odstupanja su jo$ vise izrazena merenjem difuzije rastvorka u
hidrogelovima razli¢itim eksperimentalnim tehnikama.

Za merenje efektivne difuzivnosti rastvorka u hidrogelu se koriste napredne tehnike
fluorescentne  mikroskopije, metoda fluorescentnog oporavka nakon fotoizbeljivanja
(eng. fluorescence recovery after photobleaching, FRAP) i fluorescentna korelaciona spektroskopija
(eng. fluorescence correlation spectroscopy, FCS). FRAP eksperiment podrazumeva fotoizbeljivanje
dela uzorka jakim laserom, te merenje oporavka fluorescencije unutar datog regiona kroz Braunovsko
kretanje neizbeljenih fluorescentnih molekula probe u ciljnu oblast. FCS korelise koeficijente difuzije
sa vremenom zadrzavanja fluorescentnih Cestica koje se kre¢u kroz malu, ozracenu zapreminu, pa
iako manje rasprostranjena u odnosu na FRAP, osetljivija je na mikroheterogenosti u strukturi
hidrogela [55,57].

Uprkos tome §to je veli¢ina pora kljucni strukturni parametar hidrogelova—nosaca lekova, koji
diktira vreme zadrzavanja molekula unutar hidrogela [54], do danas prakti¢no nijedna tehnika ne
pruza mogucénost direktnog merenja veli¢ine pora bez uklanjanja rastvaraca iz sistema. Najdostupniji
metod za procenu ove veli€ine je baziran na interpretaciji rezultata dobijenih u eksperimentima
bubrenja, ukljucujuci primenu tzv. Kenal-Pepasove jednacine [58]:

| =

£ = g5 (12cn 2MC>2, ©)

u kojoj je I duzina C—C veze u polimernom lancu, C,, karakteristi¢ni odnos specifi¢an za polimerni
lanac od n ponavljajucih jedinica. U unapredenoj verziji ove relacije uzima se u obzir funkcionalnost
¢vorova mreze i korekcija za nevinilne polimere tako $to se C,, zamenjuje se C,,, koje se odnosi na
dovoljno dugacki polimerni lanac, a umesto 1 se javlja usrednjena duzina veze po ponavljajucoj
jedinici, 1, dok se 2 zamenjuje faktorom veze A (jednacina 7):

§= g3 ((1 -2)rec, “&Tﬂ)i ™)

Procena parametara mreze na osnovu pomenutih hipoteza ukljucuje brojne pretpostavke i
generalizacije, pa je njena primenljivost, pre svega na hidrogelove na bazi biopolimera, upitna.

2.1.2.1. Ispitivanje morfoloskih karakteristika hidrogelova

Za ispitivanje morfoloskih karakteristika supramolekulskih hidrogelova zasnovanih na
nekovalentnim interakcijama, ali i hidrogelova uopste, primenjuju se razlicite difrakcione i
mikroskopske tehnike [59]. Metodama rasejanja X-zraka (eng. small angle X-ray scattering, SAXS)
ili neutrona na malim uglovima (eng. small angle neutron scattering, SANS) posredno je moguce
dobiti informacije o strukturnim karakteristikama na skali 1-1000 nm, pri ¢emu je SANS pogodniji
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u odnosu na SAXS za analizu mekih hidrogelova zbog potencijalnih oste¢enja izazvanih zracenjem.
Glavna prednost ovih tehnika ogleda se u tome $to se hidrogelovi mogu ispitivati u nabubrelom stanju
bez potrebe za uklanjanjem vode, kao i u prikupljanju rezultata iz velike zapremine uzorka dajuéi
dobru statistiku, dok je nedostatak neophodnost opsirnog modelovanja podataka koje zahteva izvesno
predznanje ili pretpostavke o strukturi hidrogela [60].

Elektronskom mikroskopijom se moze direktno analizirati stuktura hidrogelova sa veoma
dobrom prostornom rezolucijom, do 2 nm kod skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM), odnosno
0,2 nm kod transmisione elektronske mikroskopije (TEM). Dubina SEM snimanja ide i do nekoliko
mikrometara, dok je za TEM neophodno da uzorak bude veoma tanak, debljine do 100 nm [60]. Ipak,
priprema ovako tankih uzoraka bez pojave artefakata je praktiéno nemoguca $to ograni¢ava primenu
TEM-a u ispitivanju hidrogelova [61].

SEM je najrasprostranjenija metoda za karakterizaciju mikroarhitekture hidrogela. SEM slike
se koriste za procenu velicine pora, distribucije pora, procenta poroznosti, kao i debljine i orijentacije
mreznih vlakana [62]. Ipak, standardni SEM eksperiment se izvodi pod visokim vakuumom i
potrebno je da uzorak bude suv, te priprema hidrogela za snimanje podrazumeva proces liofilizacije,
koji moze uticati na njegova morfoloska svojstva [61,62], $to je i pokazala studija u kojoj je prose¢na
veli¢ina pora matrica na bazi kolagena i hijaluronske kiseline varirala od 230 nm, preko 80 nm, do
40 nm, zavisno od toga da li je temperatura zamrzavanja pri susenju iznosila — 20 °C, — 70 °C ili
— 196 °C, redom [63]. Oc¢uvanje bioloskih struktura u izvesnoj meri postize se brzim zamrzavanjem
uzorka. Metodom vitrifikacije hidrogelova u tecnom azotu ili te¢nom etanu sprecava se formiranje
kristala vode, uz dobijanje staklastih struktura [62,64]. Premda se snimanjem na Kkriogenim
temperaturama (obic¢no ispod — 145 °C) mogu dobiti pouzdaniji rezultati u pogledu dimenzija pora i
poroznosti u odnosu na konvencionalno SEM snimanje, izvesna ograni¢enja krio-SEM-a proisti¢u iz
faze pripreme uzorka. Naime, uspesnost procesa vitrifikacije zavisi od brzine zamrzavanja i kod
uzoraka debljih od 10 pum je tesko dostizna. Pri loSoj krio-fiksaciji stvaraju se heksagonalni kristali
leda pri ¢emu dolazi do narusavanja strukture polimerne mreze [61,62]. Tehnika ambijentalne
skenirajuce elektronske mikroskopije (eng. environmental scanning electron microscopy, ESEM)
omogucava vizualizaciju morfologije hidrogelova u nativnom stanju, uz izbegavanje koraka
zamrzavanja, pa je u tom smislu ovaj metod snimanja pogodniji za analizu bioloskih uzoraka koji
sadrze vodu. Nedostatak je loSija rezolucija u odnosu na klasi¢no snimanje, kao 1 gotovo neizbezna
kondenzacija na povrsini uzorka koja ometa vizualizaciju. Osim toga, vidno polje je ograni¢eno na
svega 500 pum x 500 pm, tako da se moze dobiti slika samo male povrsine hidrogela [62,65].

Sto se ostalih mikroskopskih tehnika ti¢e, primena konfokalne mikroskopije u karakterizaciji
hidrogelova je limitirana loSom prostornom rezolucijom (> 1 pum), premda se u kombinaciji sa
pracenjem transporta fluorescentnih proba unutar hidrogela, indirektno moze proceniti velicina
pora [4]. Ograni¢ena primena mikroskopije atomskih sila (eng. atomic force microscopy, AFM)
uglavnom proisti¢e iz hrapavosti povrSine hidrogelova i mekoce materijala, koji sami mogu biti
modifikovani ili pak uniSteni o$trim vrhom sonde, posebno u kontaktnom rezimu. Najcesce je
potrebno preliminarno poznavanje topografije uzorka i njegovih mehanickih svojstava kako bi se
podesili adekvatni parametri merenja i izabrao optimalni vrh sonde [66].

Najzad, moze se zakljuciti da nijedna tehnika ne obezbeduje dovoljno informacija za kompletnu
karakterizaciju morfoloSkih karakteristika hidrogelova u pogledu veli¢ine 1 distribucije pora. lako
elektronska mikroskopija pruza izvestan uvid u morfoloska svojstva gelova, treba imati u vidu da se
dobijeni podaci odnose samo na malu lokalizovanu regiju [60]. Stoga se u slucaju neizbeznih
heterogenosti u strukturi mreze, pre svega kod hidrogelova dobijenih fizickim umrezavanjem, ne
moze dobiti celokupna slika o mreznoj strukturi, te poroznosti hidrogela.

U tom smislu, odredivanje koli¢ine vode unutar pora gela pre nego veli¢ine samih pora bi se
moglo smatrati pogodnijim. Voda koja ispunjava pore hidrogela, odredujuci kinetiku difuzije aktivne
supstancije, klju¢na je za kontrolisanu isporuku lekova [3]. Uprkos vaznosti ove karakteristike
hidrogelova, medu brojnim publikacijama na temu njihove sinteze, karakterizacije i aplikacije, svega
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nekolicina se doti¢e metoda za odredivanje ukupnog sadrzaja vode u gelu. Nuklearna magnetna
rezonantna (NMR) spektroskopija [67,68] i diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrija (eng. differential
scanning calorimetry, DSC) [69,70] uobicajeno se koriste za analizu vezane i nevezane vode u
hidrogelu, dok je gravimetrijska analiza i dalje neprevazidena tehnika u pogledu procene ukupne
koli¢ine vode [71,72]. Protonskom NMR spektroskopijom mogu se razlikovati slobodna voda,
okarakterisana dugac¢kim vremenom relaksacije, i vezana voda, s kra¢im vremenom relaksacije, oba
doprinose¢i ukupnoj brzini relaksacije zavisno od koli¢ine vode u ova dva stanja [73]. Kod DSC
eksperimenata, polazeci od pretpostavke da ¢vrsto vezana voda ne moze biti zamrznuta, udeo vode
koja mrzne, ukljucujuci slobodnu i slabo vezanu vodu, odreduje se iz entalpija topljenja, dok se
koli¢ina vode jako vezane za molekule polimera preko vodoni¢ne veze, dobija iz razlike izmerenog
— ukupnog i izraGunatog sadrzaja slobodne vode [74].

Neizostavni deo ovakvih studija o hidrogelovima predstavlja ispitivanje njihovog ponasanja
prilikom bubrenja, $to podrazumeva pracenje porasta mase hidrogela tokom procesa upijanja
vode/rastvaraca i odredivanje sadrzaja vode U gelu po dostizanju ravnoteze [75,76].

m
Stepen bubrenja (%) = 100 (8)

0

U jednacini 8 je m masa nabubrelog gela, a m, masa suvog gela. Ipak, postupak gravimetrijskog
merenja mase gela pre i posle bubrenja moze biti nepraktican i potencijalno uneti veliku gresku u
rezultat zavisno od udela vode i veli¢ine uzroka [77]. Ukupnu koli¢inu vode u hidrogelu je moguce
odrediti i primenom termogravimetrijske analize (TGA), medutim eksperiment podrazumeva
pracenje gubitka mase sa porastom temperature, tako da je zagrevanje uzorka neophodno [78].
Alternativni pristupi usmereni su na pra¢enje promena indukovanih u medijumu za bubrenje umesto
u hidrogelu, pri ¢emu se bubrenje ne odigrava u ¢istoj vodi ve¢ u razblazenom vodenom rastvoru
odgovarajuce supstancije. U jednom od postupaka u kom se koristi Blue Dextran princip je u merenju
porasta apsorbancije rastvora kako hidrogel upija vodu iz okolnog medijuma, dok se koncentracija
datog jedinjenja, koje ne ulazi u pore hidrogela, u rastvoru povecava [77]. Ipak, ovakve metode nisu
usle u Siroku primenu.

Otuda potreba za uvodenjem nove, jednostavne 1 pouzdane metode za utvrdivanje celokupnog
sadrzaja vode u hidrogelu. U ovom radu je za te potrebe razvijan novi pristup baziran na EPR
spektroskopiji u sprezi sa adekvatnom spinskom probom kao indikatorom.

13



2.2. Elektronska paramagnetna rezonancija

Otkri¢e fenomena elektronske paramagnetne rezonancije pripisuje se sovjetskom fizicaru
Jevgeniju Konstantinovicu Zavojskom. Podstaknut eksperimentima Gortera 0 paramagnetnoj
relaksaciji u ¢vrstim solima, koji je takode pokusavao da odredi i nuklearne magnetne momente,
Zavojski je pokrenuo sopstveno istrazivanje isprva usmereno na nuklearnu magnetnu rezonanciju.
Premda je dobio obecavajuce rezultate, Drugi svetski rat ga je omeo u nastavku studije. Dve godine
kasnije Zavojski je uspeo da ponovo zapo¢ne sopstveni istrazivacki rad, te je 1944. godine uspesno
detektovao EPR spektar u kristalohidratima paramagnetnih soli MnSQO4-nH20 i CuSO4-nH20 na
Kazanjskom drzavnom univerzitetu, SSSR [79,80]. lako su prvobitno njegovi rezultati izazvali
sumnje kod sovjetskih naué¢nika, otkrice Zavojskog se ubrzo pokazalo kao revolucionarno, a on
proglasen ,,ocem* EPR spektroskopije [80,81].

Pocev od razvoja EPR-a u domenu fizike na osnovu izucavanja paramagnetnih metala i
njihovih kompleksa, stiglo se do studija 0 metaloproteinima, koje su predstavljale pravi izazov u
ranim godinama rada sa konvencionalnim uredajima. Procvat EPR-a u oblasti biomedicine zapocet
je uvodenjem tehnike spinskog oblezavanja pre nesto vise od 50 godina. Od primena u ispitivanju
proteina, membrana i nukleinskih kiselina, preko in vitro studija na ¢elijama, do in vivo studija na
malim zivotinjama, a danas ¢ak i na ljudima, EPR je postepeno prepoznat kao moéna tehnika za
izuCavanje biomakromolekula i njihovih interakcija, biologije slobodnih radikala, a najzad cak i
njegov dijagnosticki potencijal [81].

2.2.1. Osnovni principi EPR spektroskopije

Magnetizam je rezultat kretanja naelektrisanih Cestica. Kao $to makroskopski gledano protok
struje kroz provodnik indukuje magnetno polje normalno na ravan provodnika, na mikroskopskom
nivou, negativno naelektrisana ¢estica u kretanju generiSe magnetni moment i, antiparalelan vektoru
ugaonog momenta 1 (slika 4.a). Premda slobodni elektroni ne kruze, poseduju sopstveni mehanicki
moment, tzv. spin s, i njemu pridruZeni spinski magnetni moment i

Hs = —geMpS 9

U jednacini 9, g. predstavlja g-faktor slobodnog elektrona (2,0023193), a pug Borov magneton
(9,27-1024 J/T) [82]. Spinski ugaoni moment, te i spinski magnetni moment, kvantovani su spinskim
kvantnim brojem s koji ima stalnu vrednost 1/2 [83].

Hs = —8elBV s(s+1) (10)

Vezani elektroni poseduju ujedno i spinski i orbitalni ugaoni moment koji zajedno doprinose
magnetnom momentu. Medutim, u lakim atomima i organskim molekulima je orbitalni ugaoni
moment mali, te se podrazumeva da je magnetni moment pridruZzen spinskom ugaonom
momentu [82].

Elektron se u spoljaSnjem magnetnom polju ponasa kao si¢usni magnet, a vektor magnetnog
momenta elektrona se postavlja tako da njegova projekcija duz pravca polja (z-0se) ima vrednost:

14



Uz = —8eHUpIng (11)

mg je magnetni spinski kvantni broj koji moze imati vrednosti od -s do +s, tj. £1/2. Stoga za
magnetni moment elektrona postoje dve mogucée orijentacije u spoljaSnjem magnetnom polju,
paralelna koja odgovara vrednosti mg = 1/2, i antiparalelna koja odgovara vrednosti mg = —1/2.

a) b) /m5—+

AE = gepgBy

N =

it

Energija

=
& /
E
I
|
| =

Slika 4. a) Magnetni i ugaoni moment negativno naelektrisane rotirajuce cestice; b) Zemanovi
energijski nivoi slobodnog elektrona.

Za viseelektronske sisteme oznake za kvantne brojeve s i mg mogu se zameniti sa S i Mg.

U prisustvu magnetnog polja B, energija interakcije polja i magnetnog momenta nesparenih
elektrona zavisi od relativne orijentacije vektora | i B, i izrazava se kao:

E = —p,By = gugMsB,, (12)

gde je B, intenzitet spoljasnjeg magnetnog polja. Oznaka g koristi se kada elektron interaguje sa
drugim Cesticama, za g # g, najcesce usled spin—orbitalne interakcije [84].

U spoljasnjem magnetnom polju dolazi do cepanja spinskih nivoa datog S usled ukidanja
degeneracije po kvantnom broju M. Izborno pravilo za prelaze izmedu spinskih nivoa je AMg = +1.
Sistem sa jednim nesparenim elektronom u magnetnom polju ima dva energijska stanja,
E, = +%guBBO (a stanje) i E_ = —%guBBo (B stanje). Na slici 4.b su prikazani energijski nivoi
slobodnog elektrona u magnetnom polju. Interakcija izmedu magnetnog momenta i polja poznata je
kao Zemanova interakcija. Osnovni princip EPR spektroskopije podrazumeva merenje apsorpcije
elektromagnetnog zracenja kao rezultat prelaza izmedu Zemanovih energijskih nivoa, a koji je mogué
isklju¢ivo kada energija elektromagnetnog zraenja odgovara energiji cepanja indukovanog
primenjenim poljem (jednaéina 13) [82,83,85].

AE =E, —E_ =hv = gugB, (13)
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U jednadini 13 je h Plankova konstanta (6,626:10734J-s), a v frekvencija mikrotalasa (MT).

Kako razlika izmedu dva energijska stanja varira zavisno od jacine spoljasnjeg magnetnog polja
(Jednacina 13), postoje dva potencijalna pristupa za dobijanje EPR spektra. Prvi na¢in podrazumeva
drzanje magnetnog polja konstantnim dok se frekvencija eletromagnetnog zra¢enja menja, analogno
principu UV-vis spektroskopije. 1z tehnickih razloga je kod ve¢ine EPR spektrometara zastupljen
drugi pristup — rad na fiksiranoj frekvenciji elektromagnetnog zracenja koja moze biti 1-2 GHz
(L-oblast), 24 GHz (S-oblast), 8-10 GHz (X-oblast), 35 GHz (Q-oblast) i 95 GHz (W-oblast), pri
¢emu se rezonantni uslov u tzv. CW (od eng. continuos wave)-EPR spektroskopiji postize promenom
jacine spolja$njeg magnetnog polja [83,85].

U pulsnoj EPR spektroskopiji na uzorak se primenjuje kratak puls elektromagnetnih talasa ¢cime
se spinski sistem izvodi iz ravnoteze. Kako se sistem relaksira do termalne ravnoteze, reemituje deo
zracenja, Sto je poznato kao FID (od eng. free induction decay, slobodan raspad indukcije). Furijeova
transformacija FID signala odgovara apsorpcionom spektru. Prednost izvodenja eksperimenta na ovaj
nacin je $to se istovremenim prikupljanjem svih frekvencija smanjuje vreme merenja, a samim tim i
Sum [82].

2.2.1.1. g-faktor

S obzirom na to da je EPR spektar u CW-EPR spektroskopiji moguée dobiti pri razli¢itim
frekvencijama mikrotalasa, rezonantno magnetno polje nije jedinstvena karakteristika koja moze
pouzdano posluziti za identifikaciju jedinjenja. Stoga je za karakterizaciju signala bolje koristiti

g-vrednost, koja se moze smatrati nezavisnom od frekvencije elektromagnetnog zracenja (jednacina
14) [85].

g = hv/ugBy (14)

Ipak, treba imati u vidu da se stvarno polje na mestu spinske vrste moze razlikovati u odnosu na
magnetno polje B, primenjeno na sistem spolja. Spoljasnje magnetno polje se vektorski sabira sa
lokalnim magnetnim poljem B,,. dajuéi efektivno polje Bqsr koje elektron oseca:

Befr = B + Bioc (15)

Veza izmedu B | By data je relacijom:

Betr = (1 - G)BO = g/geBO' (16)

u kojoj je o analogno ,,hemijskom pomeraju* kod NMR spektroskopije, a g efektivni Zemanov faktor
koji se koristi u EPR spektroskopiji. Na ovaj nacin, g-faktor koji figurise u jednac¢inama 12—14 uzima
u obzir i delovanjem spoljasnjeg polja indukovana lokalna magnetna polja, koja Cesto proisticu iz
orbitalnog kretanja elektrona.

Jednostavna formulacija uslova rezonancije B = hv/gug sa pojedinaénom vrednoséu
parametra g se moze primeniti samo na izotropne sisteme, poput paramagnetnih centara kubi¢ne
simetrije za koje vazi da je gx = gy = gz (gx, gy, gz odgovaraju pozicijama spektralne linije pri
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magnetnom polju paralenom sa X-, Y-, Z-osom, tj. glavnim osama paramagnetnog sistema).
Razblazeni rastvori niskog viskoziteta se ponaSaju kao magnetno izotropni sistemi usled brze i
nasumicne reorijentacije rastvorenih molekula. U tom slucaju prividno izotropni g-faktor proistice iz
usrednjavanja vrednosti po svim orijentacijama molekula [84].

U opstem slucaju, g-faktor je anizotropna veli¢ina (tenzor). Naime, orbitale u molekulima nisu
sferno simetricne $to dovodi do toga da jaCina spin—orbitalnog sprezanja, odnosno doprinos
orbitalnog kretanja magnentom momentu, zavisi od orijentacije molekula u spoljaSnjem magnetnom
polju [82]. Anizotropija g-faktora se moze meriti snimanjem EPR spektara monokristala pri njegovoj
rotaciji u spoljasnjem magnetnom polju [86]. Za proizvoljno orijentisan molekul je efektivna vrednost
g data izrazom:

8ot = g%C0s%Bp x + gFcos®Opy + g5cos?0p 7, (17)

pri ¢emu su Bgx, Ogy | B 7 uglovi izmedu vektora magnetnog polja i X-, Y- i Z-osa. Jednacina 17
se dodatno pojednostavljuje za tenzor aksijalne simetrije, kada je gx = gy # gz (jednacina 18).
Vrednost g; se dobija u slucaju kada je Z-osa (osa najviSeg reda) paralelna sa vektorom spoljasnjeg
magnetnog polja, te se 0znacava sa g;, a vrednosti gy i gy kao g, [83,84].

g2 = ghcos?0 + gZsin?0 (18)

Analizom ugaone zavisnosti g-faktora radikalske vrste zarobljene unutar kristalne resetke mogu se
odrediti glavne vrednosti tenzora g kao i prostorni raspored molekula u kristalu [87].

Kada su u pitanju bioloSki uzorci, monokristali su retko dostupni. EPR spektri praskastih
uzoraka dobijaju se superpozicijom spektralnih linija svih monokristala u uzorku, od kojih svaka
odgovara pojedinacnoj orijentaciji. Isto vazi i za razblazene rastvore u zamrznutom stanju. Medutim,
g-anizotropija se moze meriti ¢ak i za ovakve uzorke, premda pri posebnim uslovima snimanja u
slu¢aju male anizotropije prisutne kod organskih slobodnih radikala [86].

g-vrednosti mogu koristiti u karakterizaciji pojedina¢nih radikalskih vrsta, medutim, to ne mora
uvek biti slucaj zbog ponekad neznatnih odstupanja od vrednosti g, 1 poteSkoca da se tacno teorijski
interpretira molekulska struktura. U tom pogledu je daleko vaznija izrazena multipletna struktura
Cesto prisutna u EPR spektrima [87].

2.2.1.2. Multipletna struktura EPR spektra — hiperfina interakcija

Multipletna struktura EPR spektra javlja se kao rezultat interakcije izmedu nesparenog
elektrona sa jezgrom u njegovoj blizini, poznate kao hiperfina interakcija [83].

Najjednostavniji sistem kod kog se ispoljava nuklearna hiperfina interakcija jeste atom
vodonika, u ¢ijem se EPR spektru umesto jedne linije javlja dublet (slika 5.b), sto ukazuje na
postojanje vise od dva spinska energijska nivoa. Kako je spin protona I = 1/2, dozvoljene vrednosti
magnetnog spinskog kvantnog broja su M; = +1/2. Otuda na obe pozicije elektrona postoji jedna od
dve moguce vrednosti lokalnog magnetnog polja pri kojoj se desava rezonancija (jednacina 19).

a
B=B'—aM+ =B F_+- (19)



U jednacini 19, aM; je lokalno magnetno polje na elektronu, a B’ odgovara rezonantnom polju kada
bi konstanta hiperfinog cepanja a bila nula. U jednagini 19 nedostaju ¢lanovi oblika a®/B’ 971, gde
je g =1,2,... redom, koji se za vec¢inu slobodnoradikalskih vrsta mogu smatrati zanemarljivim.
Konstanta hiperfinog cepanja a u jednacini 19 je izrazena u jedinicama magnetnog polja, a moze se
povezati sa konstantom izotropnog hiperfinog sprezanja preko relacije a, = Ay/geMp- Ag je Mera
magnetne interakcije izrazena u jedinicama energije (J), izmedu elektrona i1 jezgra, definisana

jednac¢inom 20.

2u
Ao = =" guphy|¥(0)? (20)

Sistem sa jednim nesparenim elektronom i jednim jezgrom spina I = 1/2 ima cetiri moguca
spinska stanja i dve linije u EPR spektru jer su dozvoljena samo dva prelaza odredena izbornim
pravilom AM; = 0 (slika 5) [84].
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Slika 5. a) Energijski nivoi sistema sa jednim nesparenim elektronom i jednim jezgrom sa nuklearnim
spinom I = 1/2 i b) odgovarajué¢i EPR spektar (prilagodeno iz [84]).

Na slici 5 je prikazano cepanje energijskih nivoa i odgovarajuci spektar, dobijeni pri izotropnim
uslovima. Medutim, treba imati u vidu da biomakromolekuli ne rotiraju dovoljno brzo da bi doslo do
potpunog usrednjavanja veli¢ine hiperfine interakcije, dok kod molekula u zamrznutom stanju nema
rotacije uopste. 1z tog razloga kod rigidnijih sistema ova interakcija zavisi od relativne orijentacije
nuklearnog dipola u spoljasnjem polju, te je A, bas kao i g-faktor, anizotropna veli¢ina [13,83,84].
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2.2.1.3. Osetljivost

Za uspesan EPR eksperiment osim uslova rezonancije potrebno je da budu ispunjeni i dodatni
kriterijumi. Kako bi se dobio EPR spektar neophodno je da postoji ansambl elektrona u
odgovaraju¢em okruzenju [88].

Odnos broja elektrona u dva Zemanova energijska stanja odreden je Bolcmanovim zakonom
raspodele:

gIJ-BBO) 1)

AE
N /N = exp(- 1) = exp (- 22

U jednacini 21, k predstavlja Bolcmanovu konstanta (1,3806-102% J/K), a T apsolutnu temperaturu
izrazenu u K. U odsustvu spoljasnjeg magnetnog polja, udeo elektrona u oba stanja je isti. Za
By > 0, broj elektrona u nizem, 3 stanju, veci je od broja elektrona u viSem, a stanju. Premda je
verovatnoca prelaza iz viSeg u nize stanje i obrnuto ista, zbog razlike u naseljenosti ova dva energijska
stanja, u eksperimentu se detektuje neto apsorpcija koja odgovara razlici N_ — N,. Za uobicajene
temperature i magnetna polja, u jednacini 21 je eksponent veoma mali, te se eksponencijalna funkcija
moze aproksimirati redom e ™ ~ 1 — x. Stoga se data relacija svodi na:

N+ . 8HsBo
N_ KT

(22)

Kako je N_ = N, =~ N/2, razlika u naseljenosti dva nivoa (neto apsorpcija) se moze predstaviti
slede¢im izrazom [88]:

B NguzB
__8is 0)]: gHUp by (23)

N‘_N+:N‘[1_<1 KT 2KT

Prema jednacini 23 osetljivost EPR-a raste sa ukupnim broja spinova N u sistemu, sa smanjenjem
temperature 1 porastom jacine magnetnog polja. Kako je ja¢ina magnetnog polja pri kojoj dolazi do
apsorpcije proporcionalna frekvenciji mikrotalasa, to se teorijski gledano veca osetljivost moze
postic¢i pri viSim frekvencijama.

Pri idealnim uslovima, EPR spektrometrima koji rade u X-oblasti mogucée je detektovati 102
spinova, §to u brojevima molova iznosi oko 1072, Za uzorak zapremine 1 ml, ovaj broj molova
odgovara koncentraciji reda nM, te se EPR spektroskopija smatra veoma osetljivom tehnikom [89].

Vazan faktor koji utiCe na osetljivost jeste spinska relaksacija. Za detekciju EPR signala je
potrebno da se odrzava razlika u naseljenosti energijskih stanja, medutim usled dejstva zracenja se
javlja tendencija ka izjednacavanju dveju populacija. Ipak, sistem se moZe osloboditi viska energije
u interakciji sa okolinom i wvratiti u prvobitno ravnotezno stanje kroz spin-—reSetka
relaksaciju [13,82,89]. Kolika ¢e biti razlika u naseljenosti energijskih nivoa zavisi od relativnih
brzina relaksacije, apsorpcije i stimulisane emisije. S porastom mikrotalasne snage apsorpcija i
stimulisana emisija mogu postati brze od procesa relaksacije, te do¢i do izjednac¢avanja naseljenosti
nivoa i posledi¢no gubitka signala, $to je fenomen poznat kao saturacija [82]. Spin-resetka relaksacija
odredena je vremenom relaksacije T;, potrebnim da se spinski sistem izveden iz ravnoteze oslobodi
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viska energije za faktor 1/e. Najvazniji mehanizam spin—reSetka relaksacije je spin—orbitalno
kuplovanje, izrazeno kod sistema sa teSkim atomima, koji se odlikuju dugim vremenom T,;. Kod
organskih radikala koji poseduju lake atome, spin—resetka relaksacija nije toliko efikasna, te je vreme
T; prilicno dugacko [86,89]. Kako se T; obi¢no produzava sa porastom temperature, to do saturacije
lakSe dolazi na kriogenim temperaturama. Stoga je snimanje EPR spektara organskih radikala
najbolje vrsiti pri nizoj mikrotalasnoj snazi i vi§im temperaturama. Nacin na koji se intenzitet signala
menja sa recipronom vredno$¢u apsolutne temperature prikazan je na slici 6. Na visim
temperaturama intenzitet signala se ponasa u skladu sa Kirijevim zakonom, rastu¢i sa porastom
recipro¢ne vrednosti temperature. Pri niskim temperaturama intenzitet signala opada zbog saturacije

koja se javlja kako se T, produzava [82].

; / Kirijev zakon

Intenzitet signala

0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
1/T (K1)

Slika 6. Temperaturska zavisnost intenziteta EPR signala (prilagodeno iz [82]).
Pri kvantitativnim merenjima je posebno vazno da se snimanje vr$i pri mikrotalasnoj snazi
dovoljno ispod vrednosti na kojoj dolazi do zasi¢enja. U odsustvu saturacije, intenzitet signala raste

proporcionalno sa kvadratnim korenom snage, tako da treba snimati pri snazi nizoj od vrednosti pri
kojoj kriva saturacije odstupa od linearnosti (slika 7) [85].
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Intenzitet EPR signala

VP

Slika 7. Zavisnost intenziteta EPR signala od kvadratnog korena mikrotalasne snage za slucajeve:
a) odsustva zasi¢enja u datom opsegu snage (kratka vremena relaksacije), b) malog stepena
homogenog zasi¢enja pri visoj MT snazi (srednje brze relaksacije), c) intenzivnog nehomogenog
zasi¢enja pri malim MT snagama, bez daljeg pada signala, d) zna¢ajnog homogenog zasi¢enja sa
maksimumom na krivoj saturacije (duga vremena relaksacije).

2.2.1.4. Sirina i oblik linije

Brzina relaksacije takode uti¢e na $irinu linije, pri ¢emu ulogu igraju i spin—resetka i spin—spin,
odnosno fazna relaksacija, sa karakteristicnim vremenom T, [82]. U skladu sa Hajzenbergovim
principom neodredenosti, AE - At > h/2m, $to je relaksacija brza, to je spektar Siri:

1
Av - At = y,AB- At > — 24

U jednacini 24 se Av (= y.AB) izraZzeno u Hz, tj. AB izraZzeno u mT, odnosi na $irinu linije, a At (U S)
na vreme Zivota spinskog stanja. Vreme Zivota viSeg spinskog stanja o odredeno je vremenima
relaksacije T; i T, (jednacina 25).
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! 1+1 (25)
AAT T, T,

Spin-spin relaksacija se odnosi na interakcije unutar samog ansambla elektrona, bez razmene energije
sa okolinom. Naime, moze do¢i do izmene razli¢itih spinskih stanja elektrona dva radikala tako da se
ukupna energija ne menja, dok zivotni vek pojedinacnih spinova biva smanjen. Ovaj fenomen je
posebno izrazen prilikom preklapanja orbitala Sto se deSava pri visokim koncentracijama radikala. S
obzirom na to da je kod lakih organskih radikala T, reda veli¢ine od 10 do 10*s, dok je T, znatno
kra¢e (reda veli¢ine 107—107 s), vazi relacija T; > T,, odnosno 1/T; < 1/T,, te se jednadina 25
svodi na sledecu relaciju:

1 1 26
At T, (26)
U tom slucaju je Sirina linije obrnuto proporcionalna spin—spin vremenu relaksacije:
A AB ! 27
= X — =~ —

pri ¢emu za Av 10°~107 Hz, AB leZi u rasponu od 0,001 mT do 0,1 mT [88].

EPR signal se zbog specifi¢nog nacina detekcije generiSe kao prvi izvod apsorpcione krive,
odnosno spektar se prikazuje kao prvi izvod apsorpcionog spektra po magnetnom polju dA/dB, u
funkciji magnetnog polja B (donji spektar na slici 8). Apsorpciona kriva moze imati Lorencov ili
Gausovski profil, ili udeo oba. Karakteristicne veli¢ine su maksimum na apsorpcionom spektru A, .x,
Sirina pika AB /, na poluvisini (Apax/2), kao i AB,, rastojanje od pika do pika na derivativnoj krivoj
(slika 8) [88].

pp’
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Slika 8. Apsorpcioni spektar (gore) i njegov prvi izvod (dole) (prilagodeno iz [88]).

2.2.1.5. EPR spektrometar

Shematski prikaz glavnih komponenti standardnog EPR spektrometra koji radi u X-oblasti dat
je naslici 8 [13].

Kao monohromatski izvor mikrotalasa konstantnog izlaza (200 mW) i frekvencije podesive u
uskom opsegu (do 10%), koristi se vakuumska cev — klistron, ili Ganova dioda. Proizvedeno zracenje
se pomocu pravougaonog talasovoda prenosi do atenuatora (oslabljivaca) koji smanjuje snagu za
faktor 1-10°, pre nego $to stigne do cirkulatora kojim se usmerava nadole, ka rezonatoru u kojem je
smesten uzorak. Iznad samog rezonatora nalazi se iris, kojim se podesava koli¢ina reflektovanog
zraCenja nazad iz rezonatora. Ono se vraca ka cirkulatoru odakle se talasovodom usmerava ka diodi
za detekciju intenziteta mikrotalasnog zra¢enja. Bilo koje zaostalo zracenje da se reflektuje nazad od
detektora, biva odvedeno i pretvoreno u toplotu [13].
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Slika 9. Shematski prikaz komponenti X-bend EPR spektrometra (prilagodeno iz [13]).

Sredi$nji deo spektrometra ¢ini rezonator koji sluzi za pojacavanje slabog signala iz uzorka.
Rezonator je metalna kutija tacno odredenih dimenzija, §to omogucava da se unutar njega formira
stojeci talas. Kao mera efikasnosti o¢uvanja energije mikrotalasa unutar rezonatora koristi se faktor
kvaliteta Q [85]. Do energijskih gubitaka moze do¢i na bo¢nim zidovima rezonatora zbog toga $to
mikrotalasi indukuju elektri¢nu struju u zidovima, koja se rasipa u vidu toplote. Q-faktor se moze
predstaviti kao odnos rezonantne frekvencije rezonatorske kutije v, i Sirine linije Av (jednacina na
slici 10), pri ¢emu sa porastom Q raste i osetljivost [13,85].

Najcesce koriscen tip rezonatora je pravougaoni X-bend rezonator dizajniran za rad u tzv. TE1o2
modu. Kako se mikrotalasno zracenje od izvora do rezonatora prenosi kao transverzalni
elektromagnetni talas, to vektori elektricnog i magnetnog polja osciluju normalno na pravac
prostiranja, u medusobno normalnim ravnima. TEz1o2 obrazac podrazumeva formiranje stojeceg talasa
sa elektri¢nom komponentom duzine A/1 duz X-pravca, neodredenom duz y-, odnosno duzine /2 duz
z-pravca, pri cemu se postize da u srediStu rezonatora duz x-ose magnento polje postize svoju
maksimalnu vrednost, dok je elektri¢cno minimalno. Stoga je za ostvarivanje optimalne osetljivosti
idealno da se uzorak postavi unutar cilindri¢ne kivete na mesto maksimuma magnetnog polja B,, koje
mora biti normalno na pravac spoljasnjeg magnetnog polja B duz z-ose [13,84].
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Slika 10. Mikrotalasno zracenje reflektovano iz rezonatora i faktor kvaliteta rezonatora Q
(prilagodeno iz [85]).

Mikrotalasno magnetno polje je to koje vodi apsorpciju u EPR-u. Podesavanjem poloZaja
zavrtnja irisa potrebno je da se postigne podudaranje impedansi talasovoda i rezonatora, odnosno
sprezanje. Kada dode do apsorpcije MT zraCenja od strane uzorka, faktor Q se smanjuje zbog
povecanih gubitaka, a kako rezonator nije viSe kriticno kuplovan, MT se reflektuju nazad do mosta
Sto rezultuje EPR signalom [85].

Fazno osetljiva detekcija kod CW-EPR spektrometara se ostvaruje primenom modulacije
magnetnog polja. Modulaciono polje koje osciluje frekvencijom od tipicno 100 kHz (u X-oblasti)
predstavlja izvesnu smetnju spoljasnjem magnetnom polju. Naime, dodatna oscilacija magnetnog
polja dodaje se u odredenoj amplitudi paralelno glavnhom magnentom polju. Pri rezonanciji,
osciluju¢e magnento polje modulira stanje rezonancije, tako da i odziv uzorka, odnosno amplituda
reflektovanog mikrotalasnog zracenja iz rezonatora, biva modulisana frekvencijom od 100 kHz. Za
EPR signal priblizno linearan u opsegu $irine modulacione amplitude, dolazi do transformisanja u
sinusoidni talas sa amplitudom proporcionalnom nagibu signala, te se spektar generise u vidu prvog
izvoda [85,90].

Fazno osetljivi detektor proizvodi jednosmerni signal proporcionalan amplitudi modulisanog
EPR signala i vr$i poredenje modulisanog sa referentnim signalom, tako da je osetljiv samo na signal
iste frekvencije i faze kao modulaciono polje. Bilo koji signal poput Suma ili elektri¢nih smetnji koji
ne ispunjava ove zahteve se odbacuje.

lako fazno osetljiva detekcija sa modulacijom magnetnog polja moze povecati osetljivost za
nekoliko redova veli€ine, neophodno je pazljivo birati odgovarajuéu modulacionu amplitudu,
frekvenciju i vremensku konstantu s obzirom na to da neadekvatan izbor bilo kog od ovih parametara
moze izobli¢iti EPR signale, te otezati tumacenje spektara [85].
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2.2.2. Spinske probe i obelezivaci

Usled nedostatka prirodno prisutnih stabilnih paramagnetika, u sistem od interesa je Cesto
neophodno uvesti spoljasnju EPR-aktivnu supstanciju, tzv. spinsku probu ili spinski obelezivac¢ [91],
Ciji izgled EPR spektra veoma zavisi od mikrookruzenja i njihove mobilnosti [87]. Upravo ovakav
obrazac je primenjen i u aktuelnoj studiji disertacije.

Spinske probe koje se uobicajeno koriste u EPR spektroskopiji pripadaju klasi aminoksil
radikala (nitroksida). Nitroksidne probe su organski heterocikliéni molekuli sa nesparenim
elektronom na >N—O- grupi, sterno zaklonjenoj alkil- ili aril-supstituentima [92].

Dinatrijum nitrozodisulfonat, prvi put sintetisan 1845. godine, jedinjenje poznatije kao
Fremijeva so, mozZe se smatrati pretecom stabilnih nitroksidnih proba koje se danas koriste. Sinteza
di-terc-butil nitroksida usledila je 1961. godine, dok je 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPO)
dobijen 1964. godine, ¢ime je zapocCet razvoj dobro poznatih $estoclanih, piperidinskih nitroksida,
kao i peto¢lanih, pirolidinskih i pirolinskih nitroksida [92-94].
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Fremijeve soli nitroksid Piperidin Pirolidin Pirolin

Slika 11. Shematski prikaz struktura Fremijeve soli, di-terc-butil nitroksida i peto¢lanih i Sesto¢lanih
nitroksidnih prstenova — piperidina, pirolidina i pirolina (prilagodeno iz [92]).

Do sada je razvijen ¢itav niz raznovrsnih spinskih proba posebno optimizovanih za ispitivanje
odredenih fizickohemijskih karakteristika posmatranog sistema na molekulskom nivou, poput
viskoznosti, lokalne dinamike, pH, polarnosti, formiranja vodoni¢nih veza, prelaznih temperatura,
rastojanja izmedu proba [92,95]. Medu mnogobrojnim bio-primenama EPR aktivnih proba, mogu se
izdvojiti prouCavanje membranske fluidnosti, odredivanje strukture i konformacionih promena
proteina, merenje pH, utvrdivanje koncentracije tiola, parcijalnog pritiska kiseonika (EPR
oksimetrija), procena redoks statusa tkiva. EPR je neprevazidena tehnika za detekciju paramagnetnih
vrsta in vitro, dok se od nedavno javlja sve veéi interes za in vivo primenu EPR spektroskopije i
imidzinga u biologiji i biomedicini [96,97].

2.2.2.1. Osnovna struktura nitroksidnih proba

Paramagnetne osobine nitroksida poticu od nasparenog elektrona >N-Oe grupe,
delokalizovanog izmedu atoma azota 1 kiseonika. Ipak, elektron je nesto blizi atomu kiseonika usled
njegove vece elektronegativnosti. Relevantne orbitale N—O grupe su n orbitale atoma kiseonika s
parom nevezivnih elektrona, m vezivna i ©* anti-vezivna orbitala. Prema teoriji molekulskih orbitala
(MO), dve 2pz orbitale se kupluju formirajuci potpuno popunjenu m vezivnu orbitalu i delimi¢no
popunjenu ©* anti-vezivnu orbitalu. Odnos energija 2pz orbitala azota i Kiseonika odreduje karakter
n* anti-vezivne orbitale. S porastom polarnosti mikrooruzenja energija 2pz orbitale kiseonika se
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smanjuje u odnosu na energiju azotne, usled ¢ega n* anti-vezivna orbitala sve viSe poprima azotni
karakter. Spinska gustina na azotu je tada veca, $to se na EPR spektru uo¢ava kroz porast konstante
hiperfinog cepanja [92,98].
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Slika 12. Shematski prikaz a) orbitala N-O grupe prema MO teoriji i b) rezonantnih struktura
nitroksida (prilagodeno iz [92]).

Preraspodela spinske gustine se moze opisati dvema rezonantnim strukturama molekula
nitroksida. Neutralni oblik nosi nespareni elektron na atomu kiseonika, dok je kod drugog, tzv.
cviterjonskog (eng. zwitterion) oblika, koji je energetski povoljniji u polarnim rastvaracima,
nespareni elektron lokalizovan na atomu azota.

Ukoliko supstituentne grupe s obe strane atoma azota poseduju n elektrone, delokalizacija se
moze proSiriti po Citavom prstenu. Za razliku od m nitroksida, kod nitroksida koji se tipicno
primenjuju u domenu bionauka, nespareni elektron je lokalizovan isklju¢ivo na N-O grupi.
Radikalska stabilnost je prepoznata kao klju¢na karakteristika ove vrste molekula, a postiZe se sternim
zaklanjanjem N—O grupe, naj¢esce sa po dve alkil- ili po jednom aril-grupom s obe strane [92,98,99].

2.2.2.2. Pirolidinske i piperidinske spinske probe

Vecina spinskih proba koje se koriste u in vivo ispitivanjima su derivati TEMPO
(2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil) ili PROXYL (2,2,5,5-tetrametilpirolidin-1-oksil) radikala. Ove
piperidinske, odnosno pirolidinske spinske probe, razlikuju se prema funkcionalnoj grupi, koje kod
nitroksida koji se uobicajeno koriste uklju¢uju —H, —-OH, —COOH, =0, —NH2, —CONH;,
—N(CHa)3*I'. Sva pomenuta jedinjenja ispoljavaju tipi¢an EPR spektar nitroksida sa 3 pika, pri ¢emu
boc¢ne grupe ne doprinose opstem izgledu spektra, vec se njihov uticaj ogleda u promeni Sirine linija
u spektru [96,100].

Uprkos svojoj izuzetnoj stabilnosti, nitroksidne probe aplikovane in vivo mogu izgubiti
paramagnetna svojstva u redoks reakcijama sa bioloski aktivnim jedinjenjima, enzimima i razli¢itim
oksidansima, koje se pretezno odigravaju unutar ¢elije [96,100,101]. Po injektovanju spinske probe
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u zivi sistem uocava se Smanjenje intenziteta EPR signala, najve¢im delom usled konverzije
nitroksida do EPR neaktivnog oblika, hidroksilamina. Kada ude u ¢eliju, spinska proba se redukuje
dejstvom ¢elijskih antioksidanasa, kao $to su askorbat, tioredoksin reduktaza, ubihinol, glutation,
tokoferol [96,100,102,103]. Aminoksil radikali se takode redukuju u interakciji sa prelaznim
metalima u nizem oksidacionom stanju (Fe?*, Cu*). U pogledu oksidativnog stresa, nitroksid moze
biti oksidovan do oksoamonijum katjona u reakciji sa slobodnoradikalskim vrstama,
hidroperoksilnim, azot dioksidnim i karbonatnim radikalom. Direktna reakcija sa hidroksilnim
radikalom nije od znacaja, dok s druge strane, nitroksidi detoksifikuju sekundarne radikale izvedene
iz *OH radikala, alkil-, alkoksi- i alkilperoksilne radikale. Oksoamonijum katjon se moze nazad
redukovati do aminoksila u prisustvu superoksida ili do hidroksilamina pomoc¢u dvoelektronskih
donora, poput NAD(P)H i tiola [96,100,104].
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Slika 13. Redoks ciklus nitroksida (n = 0 — pirolidin, n = 1 — piperidin) (prilagodeno iz [100]).

Zahvaljujuéi sposobnosti spinskih proba da ucestvuju u pomenutim oksidoredukcionim
reakcijama, prihvaceno je da se kinetika opadanja EPR signala nitroksida moZe uzeti kao indikator
redoks metabolizma. To je od naroc€ite vaznosti imajuci u vidu da je narusen redoks balans povezan
sa brojnim patolo§kim stanjima, poput dijabetesa, neurodegenerativnih i malignih oboljenja [14,100].

Za nitrokside se jo§ pokazalo da imaju potencijal da se koriste kao MRI kontrastni agensi, koji
skrac¢uju¢i T1 vreme relaksacije protona, obezbeduju poboljSanje kontrasta slike. S druge strane,
redukcija nitroksidnih proba koje prolaze kroz ¢elijsku membranu, do dijamagnetnih, EPR neaktivnih
hidroksilamina, prac¢ena je smanjenjem intenziteta T1-naglasene (eng. T1-weighted) MRI slike, $to
pak omogucava mapiranje redoks statusa tkiva. Primenom pomenutog principa je u pojedinim
studijama ustanovljena evidentna razlika izmedu tumorskog i zdravog tkiva s obzirom na brzi gubitak
signala nitroksida u hipoksicnom tumorskom u odnosu na normalno tkivo [105,106].

Selektivna lokalizacija 1 odgovarajuca biodistribucija nitroksida, potrebne za specificne
bioloske primene, mogu se posti¢i zahvaljujuc¢i njihovoj hemijskoj raznovrsnosti. Zavisno od
raspodele u celiji 1/ili na osnovu interakcije sa celijskim membranama, razlikuju se lipofilne,
neutralne 1 nealektrisane spinske probe. Posebnu grupu ¢ine spinski aktivni analozi odredenih lekova
I supstrata [87].

Pod lipofilnim spinskim probama smatraju se molekuli koji su sintetisani tako da se mogu
implementirati u ¢elijske membrane. Najc¢esce koriS¢eni lipofilni nitroksidi su derivati stearinske
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kiseline, koji ¢ine posebnu grupu, tzv. spinskih obelezivaca, o kojima ¢e biti re¢i u narednom
poglavlju.

Pod neutralnim nitroksidima podrazumevaju se relativno mali molekuli, kao sto je TEMPO,
koji se raspodeljuju i po hidrofilnim i po hidrofobnim regijama. Ove nitroksidne probe lako prolaze
kroz ¢elijsku membranu, pri ¢emu se brzo uspostavlja ravnoteza u koncentraciji nitroksida unutar 1
izvan celije zavisno od njihovih particionih koeficijenata [87]. Koeficijent raspodele u sistemu
n-oktanol/voda se uobiCajeno uzima kao mera hidrofobnosti, odnosno hidrofilnosti odredenog
jedinjenja, aza TEMPO iznosi 75 [107]. Njihova raspodela u ¢eliji koristi se kao mera naelektrisanja,
elektri¢nog potencijala, pH, kao i promena u unutarcelijskom okruzenju [87].

Veca stabilnost piperidinskih u odnosu na pirolidinske probe ¢ini ih prioritetnim izborom za in
Vivo snimanja. Naime, utvrdeno je da na kinetiku redukcije EPR signala nitroksida uti¢u struktura
prstena i supstituentnih grupa, odnosno njihova naelektrisanja i lipofilnost, koji odreduju sposobnost
probe da prode kroz membranu. Jednom kad udu u ¢eliju, stepen redukcije proba u mnogome zavisi
od velicine prstena, pa je tako mnogo brza redukcija uocena kod piperidinskih nitroksida u odnosu
na ekvivalentne pirolidinske nitrokside [100,102,108,109].

3-karbamoil-proksil (eng. 3-carbamoyl-PROXYL, 3CP) (centralna struktura na slici 13, za
n =01 R = CONHy), predstavnik je neutralnih, pirolidinskih proba. Odlikuje se dugim vremenom
poluzivota u krvotoku (1286 = 176 min [110]), te sporim ulaskom u c¢eliju, sa n-oktanol/voda
particionim koeficijentom od 0,68 [107,111]. Na eksperimentalnim pacovima je utvrdeno da se 3CP
distribuira pretezno u srcu, jetri, bubrezima i crevima [105], Sto omoguéava njegovu primenu u
proucavanju razli¢itih organa.

U naelektrisane probe svrstavaju se molekuli koji poseduju naelektrisanje pri fizioloSkim
vrednostima pH. One prakti¢no nisu sposobne za prolazak kroz fosfolipidne membrane, te se po
raspodeli u organizmu i interakcijama neSto razlikuju od ostalih nitroksida [87]. Primer je
3-karboksi-proksil (eng. 3-carboxy-PROXYL, 3CxP) (centralna struktura na slici 13, zan =0 i
R = —COOH), anjonska pirolidininska proba, minimalne lipofilnosti, n-oktanol/voda particionog
koeficijenta od 0,0047 [107,112]. U studiji u Kkojoj za pozitivno naelektrisanu probu
4-trimetilamonijum-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil jodid (CAT-1) (centralna struktura na slici
13,zan =0 i R = -N(CHa)s'I") nije detektovan unutarcelijski signal, za 3CxP je ipak pokazano da
ulazi u ¢eliju brzinom uporedivom s brzinom redukcije. Razlog tome je postojanje male frakcije
molekula 3CxP prisutnih u neutralnom obliku [87,101]. Osim toga, utvrdeno je i da postoji
mogucnost prenosa 3CxP-a u jetru pomocu organskih anjonskih transportera (OAT) [113]. Svakako,
re¢ je veoma dugozivecoj probi, koja ima zna€ajnu ulogu u proceni redoks statusa i merenju nivoa
kiseonika u ekstracelularnoj sredini [112].

2.2.2.3. Spinski obelezivaci

Tehnika EPR spinskog obelezavanja pokazala se kao veoma efikasna metoda za izucavanje
strukturnih, dinamickih i molekularnih karakteristika lipida i proteina u sastavu bioloskih membrana,
kao i model sistema membrana [114].

Lipofilni nitrokisidi, koji se uobi€ajeno koriste kao spinski obeleZivaci membranskih struktura
su derivati stearinske kiseline, tzv. doksil-stearati (DS). Razvijen je niz analoga stearinske kiseline,
obelezenih doksil grupom na razli¢itim pozicijama duz ugljovodoni¢nog lanca, od 4. do 16. C-atoma.
Prilikom ugradivanja u membrane, DS se orijentiSe tako da je hidrofilna karboksilna grupa
lokalizovana sa strane membrane koja je u dodiru sa vodenom fazom, dok se ugljovodonic¢ni lanac
prostire paralelno sa nepolarnim repovima fosfolipida membranskog dvosloja. Izgled EPR spektra
DS zavisi od toga na kojoj se dubini unutar membrane nalazi nitroksidna grupa, odnosno njene
pozicije u ugljovodoni¢nom lancu [87].
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Slika 14. Shematski prikaz struktura derivata stearinske kiseline obelezenih na petom
(5-doksil-stearinska  kiselina) i Sesnaestom  C-atomu ugljovodoni¢nog lanca
(16-doksil-stearinska kiselina) (prilagodeno iz [92]).

Mobilnost doksil-stearata u membranskom dvosloju je ogranicena, §to rezultuje Sirenjem EPR
signala i varijacijama u spektru. Stepen imobilizacije DS je osnova za utvrdivanje tzv. parametra reda
S (jednacina 28), mere relativne fluidnosti, odnosno uredenosti membrana.

g= i—A a 28
_Azz_Axxa" ( )
pri ¢emu je:
, 1
' =z (A +2A,) (29)

2A, je spoljasnje hiperfino cepanje, 2A; je unutrasnje hiperfino cepanje, a je konstanta izotropnog
hiperfinog cepanja u kristalu, a’ konstanta izotropnog hiperfinog cepanja u membrani
(slika 15) [83,87].

Pojednini doksil-stearati, kada su vezani za proteine, daju EPR signale istog izgleda spektra kao
u sluéaju njihove inkorporacije unutar membranskih struktura [87], §to proSiruje primenjivost tehnike

spinskog obeleZzavanja i na druge biomakromolekule.
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Slika 15. Prikaz EPR spektra doksil-stearata vezanog za protein (BSA obeleZzen 16-DS-om) sa
naznaenim parametrima 2A; i 2A; .

2.2.3. EPR imidZing

EPR imidzing (EPRI) je tehnika kojom se odreduje prostorna raspodela paramagnetnih signala
u uzorku [115]. Princip EPRI merenja podrazumeva upotrebu rotiraju¢ih gradijenata magnetnog
polja, ¢iji se uticaj moze sagledati na primeru namenski primenjenog gradijenta polja duz pravca
glavnog magnetnog polja (z-ose). Naime, ako je u centru rezonatora, na poziciji z,, gradijent
magnetnog polja nula, to polje B, odgovara spoljasnjem magnetnom polju Bgy;, 0dN0SN0 B, pri
kom je ispunjen rezonantni uslov. Medutim, na mestu z; gradijent doprinosi ukupnom polju sa
izvesnim B;, bilo pozitivnim ili negativnim, tako da na poziciji z; uzorak oseca polje B, + B;, dok
ukupno magnetno polje na lokaciji z; odgovara B, + B;. Stoga uzorak na mestu z; stupa u rezonanciju
pri. Bexe = Bres — Bi, ). Uzorak na mestu z; pri Beye = Bres — Bj. Na taj nacin se u CW-EPR
eksperimentu na razli¢itim mestima u uzorku uslov rezonancije postize pri razli¢itim vrednostima
spoljasnjeg magnetnog polja, omogucavajuci prostorno kodiranje signala [116].

Rekonstrukcija slike se tipi¢no vrsi filtrovanom projekcijom unazad, a standardna CW-EPR
instrumentacija pruza mogucnost dobijanja do 3-D prostornog imidza, odnosno 4-D
spektralno-prostornog imidza. Za uzorke s promenljivom Sirinom linije u zavisnosti od lokacije, ili u
slucaju prisustva vise radikalskih vrsta u sistemu, taénu mapu distribucije spinova je tesko dobiti
primenom ¢isto prostornog EPRI. Osim toga, informacije koje pruza prostorni EPRI ograni¢ene su
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samo na spinsku gustinu, ne daju¢i uvid u prirodu spinova u svakom elementu zapremine. Medutim,
0VO ogranicenje se prevazilazi dodatkom spektralne komponente jednoj, dvema ili trima prostornim
komponentama, ¢ineéi 2-D, 3-D, odnosno 4-D spektralno-prostorni imidzing. Premda je dodatna
spektralna dimenzija od velike koristi za mnoge bioloske primene, potencijal spektralno-prostornog
imidzinga je pre svega prepoznat kroz EPR oksimetriju, baziranu na efektu Sirenja EPR signala u
prisustvu kiseonika [95].

Naime, molekularni kiseonik se nalazi u osnovnom tripletnom stanju, posedujuci paramagnetna
svojstva. U interakciji sa spinskom probom, kiseonik moze povecati brzinu relaksacije probe
dovodeci do Sirenja linije radikalske vrste u zavisnosti od koncentracije Kiseonika u sistemu. Kako su
u sluéajevima mnogobrojnih oksimetrijskih proba dobro okarakterisane promene EPR signala u
funkciji pO., za tako kalibrisane sisteme se promene S$irine linije mogu uzeti kao direktna mera
pO2[95,115].

Koncentracija kiseonika u odgovarajuc¢im tkivima smatra se klju¢nim parametrom za planiranje
razli¢itih terapija, pre svega tretmana kancera. Stoga su pouzdana i tana merenja nivoa kiseonika u
netaknutim bioloskim sistemima od neprocenjivog znaaja za medicinska istrazivanja. Premda
postoji nekoliko klini¢ki odrzivih metoda za neposrednu procenu hipoksije tumora, ukljucujuci
polarografiju, gasenje fluorescencije i upotrebu NMR proba na bazi fluora, njihov nedostatak je
nemogucnost ponavljanja, te rutinske primene. S druge strane, in vivo EPR oksimetrija moze pruziti
relevantna klinicka merenja nivoa kiseonika u tkivima s mogucno$éu viSestrukog ponavljanja
merenja tokom vremena. Od pionirskih radova koji se odnose na EPR imidzing slobodnih radikala u
zivotinjskim organima, preko in vivo EPR oksimetrije u animalnim modelima bolesti, danas se stiglo
do razvoja optimalnih probi i instrumentacije za klini¢ke studije na ljudima [117-121], ¢ine¢i da se
EPR polako nade u fokusu biomedicinskih istrazivanja, pogotovu u oblasti kancera.
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2.3. Kancer

Kancer je vodeéi uzrok smrtnosti u svetu sa preko 19 miliona novoobolelih pacijenata
registrovanih u 2020. godini. Uz to je procenjeno da je u istoj godini oko 10 miliona smrtnih slu¢ajeva
bilo posledica ove opake bolesti [122].

Pojava tumora rezultat je nekontrolisanog rasta i deobe ¢elija. U najve¢em broju slucajeva,
aktivacija onkogena i/ili deaktivacija tumor-supresorskih gena dovodi do progresije ¢elijskog ciklusa
i izostanka mehanizama apoptoze [123]. Benigni tumori ostaju lokalizovani na mestu nastanka i
nemaju sposobnost da se Sire na okolna tkiva, dok maligni tumori infiltruju i razaraju zdravo tkivo uz
tendenciju da se proSire do udaljenih delova tela putem cirkulatornog i limfnog sistema. Sposobnost
metastaziranja malignih tumora €ini kancer toliko opasnim. Naime, dok je dobro¢udni tumor obicno
moguce uspesno otkloniti hirurSkim putem, u slu¢aju metastatskih tumora zbog Sirenja po organizmu,
teSko je primeniti operativno lecenje [124].

Rana dijagnostika je od klju¢nog znacaja za povoljan ishod le¢enja s obzirom na rizik od brze
progresije bolesti [125]. Medutim, uprkos znac¢ajnim ulaganjima u identifikaciju novih biomarkera i
razvoj testova za rano otkrivanje kancera, postignuta su tek izvesna pobolj$anja u prognozi i pracenju
stanja kod pacijenata sa uspostavljenom dijagnozom [126].

2.3.1. ImidZing metode u onkologiji

Imidzing metode predstavljaju neizostavni deo klinickih protokola tokom svih faza ispitivanja
i leCenja onkoloskih pacijenata. Razli¢itim modalitetima snimanja mogu se dobiti infromacije o
strukturnim, morfoloskim, metaboli¢kim i funkcionalnim karakteristikama subjekta in vivo. Pojedine
tehnike snimanja omogucavaju da se pronikne u molekularne puteve, te procese unutar tkiva 1
strukturne promene na nivou Celija [127,128].

Konvencionalni modaliteti snimanja, poput radiografije X-zracima, kompjuterizovane
tomografije (eng. computed tomography, CT), imidzinga magnetnom rezonancijom (eng. magnetic
resonance imaging, MRI), obezbeduju anatomske slike koje mogu posluziti za odredivanje lokaliteta
tumora. Ipak, kancer je u pojedinim slucajevima teSko razotkriti na osnovu slika anatomskih
struktura, kod kojih se ne uocavaju morfoloske karakteristike. 1z tog razloga, klasi¢ni imidzing se
najceS¢e primenjuje kao jedna od dopunskih dijagnostickih metoda laboratorijskim testovima i
biopsiji, koja je u najvecem broj slucajeva neophodna za uspostavljanje definitivne dijagnoze [128].
Premda predstavlja ,,zlatni standard* u dijagnostikovanju karcinoma, biopsijom nije moguce steci
potpuni uvid u bolest, a uzimanje uzoraka u pojedinim slu¢ajevima moze biti kompleksno. Parcijalno
uzorkovanje i nespecifi¢ni nalazi imunohistohemije dovode do odstupanja pri dijagnozi, te posledi¢no
1 neefikasne terapije. Naposletku, prilikom rutinskog pracenja toka bolesti pacijent se podvrgava
viSestrukim invazivnim procedurama uzimanja bioptickog materijala [129].

Molekularni imidzing, kojim se sti¢e uvid u bioloske procese na celijskom 1 subcelijskom
nivou, pokazuje potencijal da potisne ovakve invazivne metode [130]. Uspeh pozitronske emisione
tomografije (PET) u klinickoj praksi, moZe se pripisati efikasnosti radiotragaca
[*®F]-fluoro-2 -deoksi-D-glukoze (FDG), analoga glukoze, kojeg preuzimaju éelije s visokom
potro$njom Secera, poput Celija mozga, bubrega, a pre svega celija kancera. Princip dobijanja
informacija kori§¢enjem radiofarmaceutika je blokirani ili manje dinami¢an metabolicki put markera.
U slucaju najces¢e koris¢enog FDG tragaca, proces glikolize biva prekinut tako S§to nakon
fosforilacije dati molekul ostaje zarobljen unutar ¢elije [131]. Poremecaji u metabolizmu glukoze su
pocetne promene koje nastaju tokom karcinogeneze, te FDG-PET imidzing pruza mogucnost za
detekciju ranih pokazatelja bolesti. PET se odlikuje izuzetnom osetljivosc¢u, neograni¢enom dubinom
prodiranja, kao 1 mogu¢noSc¢u izvodenja kvantitativnih merenja. Medutim, glavni nedostatak ove
tehnike je izostanak anatomske slike [132]. Pomenuta mana se uspesno prevazilazi integrisanjem
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razli¢itih imidZing modaliteta u hibridne sisteme poput PET/CT i PET/MRI. Navedene sofisticirane
tehnike ne samo da unapreduju dijagnostiku, ve¢ se pokazalo da zna¢ajno mogu doprineti u pogledu
odredivanja stadijuma karcinoma i procene odgovora na terapiju [133,134].

Osim toga, s razvojem teragnostike se posebno otvaraju moguénosti za primenu imidzing
metoda, prvenstveno multimodalnih tehnika snimanja [135]. Teragnostika se odnosi na novi pristup
u medicini koji podrazumeva integraciju dijagnostike i terapije, s ciljem da se predupredi kasnjenje
u lecenju, olakSa nega pacijenta, te izbegnu nepotrebne intervencije i smanje ukupni troskovi
[17,135]. Postoje razliciti teragnostic¢ki koncepti, pa tako dijagnoza moze biti pra¢ena terapijom kod
pacijenata za koje se predvida da ¢e odreagovati na odredeni tretman, ili pak terapija moze biti
praéena dijagnozom u svrhu posmatranja ranog odgovora na terapiju i predikcije efikasnosti
tretmana [17]. Takode, teragnosti¢ku platformu je moguce dizajnirati tako da u jednom entitetu budu
sjedinjene imidzing i terapijska komponenta [17,136]. U tom slucaju, teragnosticki agens bi trebalo
da omoguci oslikavanje i karakterizaciju tkiva, posmatranje molekularnih procesa, a uz istovremenu
isporuku specifi¢ne terapije. Na ovaj nacin ne samo da se pojednostavljuje dijagnostika i tretman
bolesti u ranoj fazi, ve¢ dobro definisani teragnostik pruza povratne informacije o distribuciji lekova
na ciljana mesta i omogucava pracenje delovanja tretmana. Najces¢e se komibinuju jedan ili vise
terapeutskih modaliteta i to hemioterapija, radioterapija, imunoterapija, sa imidzing metodama kao
Sto su PET i MRI [136].

Treba napomenuti da pored evidentnih prednosti u odnosu na primenu standardnog imidzinga
ili zasebnih tretmana, mnoge dosada razvijane teragnosti¢ke platforme, ostale su na nivou studija na
eksperimentalnim Zivotinjama, tako da uvodenje teragnostike u opstu klini¢ku upotrebu trenutno
predstavlja veliki izazov [136,137]. U tom pogledu, postoji potreba za unapredenjem predloZenih
metoda, ali i1 uklju¢ivanjem novih imidzing tehnika 1 proba, koje bi doprinele napretku
personalizovane medicine.

2.3.2. Konvencionalna antikancerska terapija

U tretmanu kancera su konvencionalne metode poput operativnog lecenja, radioterapije i
hemioterapije i dalje neprevazidene, premda svaka od navedenih ima odredenih nedostataka. Izbor
terapije zavisi od vrste tumora, njegove lokacije i stadijuma [138]. Hirur§ko leCenje je u vecini
slucajeva nedovoljno za potpuno izleCenje, te se zasebno primenjuje samo kod niskorizi¢nih
pacijenata u ranim fazama bolesti. Zbog vece efikasnosti, uglavnom se koriste kombinovani tretmani.
Ukoliko nastupi metastaza, neophodna je sistemska terapija, i to imunoterapija, hormonska terapija
ili hemioterapija, s obzirom na to da se isporukom kroz krvotok olakSava pristup diseminovanim
¢elijama tumora [139].

Hemioterapija jo§ uvek predstavlja najefikasniji tretman protiv kancera. Citostatici
(hemioterapijski lekovi) izazivaju programiranu ¢éelijsku smrt, apoptozu, bilo direktno delujuéi na
dezoksiribonukleinsku kiselinu ili ciljaju¢i proteine ukljucene u regulaciju Celijskog ciklusa [139].
Klasi¢ni hemioterapeutici na bazi platine ulaze u ¢elije putem razli¢itih mehanizama, ali pre svega
preko transportera bakra. Po ulasku u ¢eliju, dolazi do aktivacije leka otpustanjam labilnih grupa,
poput hloridnih jona ili karboksilatnih liganada. Aktivacijom lek postaje visokoreaktivan i moze
stupiti u interakciju sa velikim brojem intracelularnih biomolekula. Platinski lekovi se lako mogu
zakaciti za peptide i proteine koji sadrZe metioninske i cisteinske ostatke, posebno za glutation, dok
je njihova najvaznija meta nuklearna DNK. Ovi agensi se pretezno vezuju za N7 guanina, ali i
adenozinske ostatke, $to dovodi do odmotavanja i povijanja DNK lanca. To pak sprecava odigravanje
procesa replikacije i transkripcije, najzad inicirajuci apoptozu [140].

Treba imati u vidu da je pored opsSte upotrebe klasicnih citostatika, terapeutski uspeh ovih
lekova ograni¢en brojnim nuspojavama usled njihovog neselektivnog dejstva, te citotoksi¢nosti
izrazene prema zdravim celijama [139-141]. Naime, odreden stepen selektivnosti ovih lekova
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proisti¢e iz povecane potrebe Celija kancera za nutrijentima, ali pored delija raka, citostatike
preuzimaju i ¢elije drugih brzorastucih tkiva. Stoga hemioterapija moze posebno pogoditi sluzokozu
usta, grla, zeluca i creva, dovodeci do gastrointestinalne toksicnosti, kao i koStanu srz, sto moze
rezultovati smanjenjem proizvodnje belih i crvenih krvnih zrnaca. Folikuli dlake takode ukljucuju
¢elije koje se brzo umnozavaju i koje mogu biti na meti citostatika, te je opadanje kose (alopecija)
veoma cesta propratna pojava hemioterapije. Osim toga, zbog izlucivanja putem urina
hemioterapeutici ispoljavaju nefrotoksi¢nost uniStavajuci bubrege, kao i hepatotoksi¢nost oStecujuci
jetru, u kojoj se lekovi primarno metabolisu [140].

Rezistencija ne hemioterapiju je jo§ jedan od razloga neuspesnosti leCenja i uzrok preko 90%
smrtnih ishoda [142]. Ova pojava moze biti posledica smanjene isporuke citotoksi¢nih agenasa do
hipoksi¢nih ¢elija tumora nedovoljno snabdevanim krvlju, te posledicno izloZzenim nizim
koncentracijama leka, redukovanog preuzimanja lekova zbog promena u strukturi i funkciji proteina
ukljucenih u njihov transport, smanjene aktivnosti lekova koji zahtevaju metabolicku aktivaciju
dejstvom enzima, ili povecane sposobnosti reparacije DNK [139]. Tokom primene klasi¢nih
hemioterapeutika koji neposredno uti¢u na DNK, genske mutacije omogucéavaju ¢elijama da postanu
rezistentne [141].

U cilju redukcije nezeljenih dejstava i povecanja efikasnosti leCenja, veliki napori se ulazu u
dizajniranje ciljanih terapija, ukljucujuci sintezu novih lekova, kao i razvoj alternativnih nacina za
njihovu isporuku [141].

2.3.3. Pauloni kao potencijalni antikancerski lekovi

Istrazivanja fokusirana na inovativne lekove koji ne ciljaju DNK sve viSe dobijaju na
znacaju [10]. S obzirom na to da brojne genetske i epigenetske promene dovode do njihove
prekomerne aktivnosti u malignim c¢elijama, atraktivnu metu za razvoj antikancerske terapije
predstavljaju ciklin-zavisne kinaze (eng. cyclin-dependent kinase, CDK), proteini koji imaju klju¢nu
omogucavaju modifikaciju razli¢itih proteinskih supstrata, kako bi se ¢elijski ciklus mogao nastaviti.
Aktivni CDK-ciklin kompleksi posreduju fosforilaciji, odnosno prenosu fosforil grupe sa adenozin
tri fosfata (ATP) na odgovarajuce supstrate. Za enzimsku aktivnost CDK neophodno je vezivanje
regulatorne subjedinice — ciklina, ali i fosforilacija ostataka odgovaraju¢ih aminokiselina kataliti¢ke
subjedinice — kinaze [11,143]. Inaktivacija enzima moze biti postignuta kroz degradaciju ciklina
specifiénom proteolizom posredovanom ubikvitinom, ¢vrstim vezivanjem inhibitornog proteina za
holoenzim, ili inhibitornom fosforilacijom holoenzima [143].

Jedinjenja iz klase 7,12-dihidroindolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-ona (paulona) poznata su
kao ATP-kompetitivni inhibitori CDK [144], te su postali predmet istrazivanja pojedinih antikancer
studija. Osim toga, pokazano je da pauloni deluju kao inhibitori glikogen-sintaza-kinaze-3 beta [145],
enzima koji igra ulogu u ¢elijskom ciklusu, apoptozi, reparaciji DNK, rastu tumora i metastazi [146].

Zhog velikog potencijala, razvijen je ¢itav niz modifikovanih liganada i njihovih metalnih
kompleksa iz klase indolo[3,2-d]benzazepina, u cilju optimizacije fizickohemijskih karakteristika,
bioraspolozivosti i antiproliferativne aktivnosti ovih agenasa [147,148].

Jedinjenje koris¢eno u ovoj studiji je modifikovani paulonski ligand (HL), za koji je kovalentno
vezan slobodni radikal 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPO). Za HL i njegov kompleks sa
bakrom pokazano je da su izrazito citotoksi¢ni, kao i da deluju na enzim ribonukleotid reduktazu
(RNR) [148]. RNR katalizuje proces formiranja prekursora za biosintezu i obnovu DNK. Odgovoran
je za redukciju sva cetiri ribonukleotida do odgovarajucih dezoksiribonukleotida, putem mehanizma
koji ukljucuje dejstvo slobodnih organskih radikala. RNR sisara je tetramer koji se sastoji iz dve
subjedinice, R1 (a2 homodimer) i R2 (B2 homodimer). Svaki a> polipeptid velike podjedinice R1
sadrzi aktivno mesto za vezivanje supstrata i dva tipa alosternih mesta, dok se u okviru 32 polipeptida
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male podjedinice R2 nalaze prosteticna grupa s dva jona gvozda i stabilni tirozil radikal Tyrl22" u
blizini, koji su krucijalni za enzimsku aktivnost RNR. Metalni kofaktor ima ulogu u redukciji
molekularnog kiseonika, ¢ime se postize generisanje tirozil radikala i aktivacija enzima. Kataliticki
ciklus zapocinje reverzibilnim radikalskim transferom sa Tyr122" iz R2 subjedinice na cistein
aktivnog mesta u R1 subjedinici, gde se odigrava redukcija supstrata [149-151].

Za ligand HL i njegov kompleks sa bakrom utvrdeno je da efikasno redukuju tirozil radikal R2
subjedinice humanog RNR enzima, naroCito u prisustvu spoljasnjeg redoks reagensa. Najveci
doprinos njihovoj bioloskoj aktivnosti pretpostavlja se da potice od modifikone paulonske strukture
na originalnoj laktamskoj jedinici, gde se kreira potencijalno tridentatno mesto za vezivanja
metala [148].

S obzirom na antioksidativna svojstva nitroksida [152], konjugovanje paulonskih liganda sa
slobodnoradikalskom jedinicom poput TEMPO-a, predstavlja dobar pristup za unapredenje
antitumorskih svojstava potencijalnih lekova. Zaista, prisustvo TEMPO radikala rezultovalo je
ve¢om citotoksi¢nos¢éu u poredenju sa odgovaraju¢im paulonskim jedinjenjima bez
slobodnoradikalske jedinice, premda ne u svim ispitivanim kancer ¢elijskim linijama [148].

Najzad, za potrebe ove disertacije, obeleZzavanje leka TEMPO radikalom je bilo od posebne
vaznosti zbog moguénosti pracenja kinetike njegovog otpustanja pomocu EPR spektroskopije.

2.3.4. Alternativni nacini isporuke antikancerskih agenasa

Imajuci u vidu da naspram direktne administracije antitumorskih agenasa, inkapsulacija lekova
unutar razli¢itih nosac¢a dovodi do poboljsanja farmakokinetike, farmakodinamike, cijane isporuke i
redukovane hemotoksi¢nosti, sve vise studija je usmereno na razvoj razlicitih sistema za isporuku
poput micela [153], lipozoma [154], polimernih nanocestica [155], kao i hidrogelova [156].

Kako je vecina antitumorskih lekova hidrofobna, njihova efikasna isporuka do unutarcelijskih
meta je otezana [7]. Sposobnost albumina da poveca rastvorljivost slabo rastvornih jedinjenja [5] je
kori$¢ena u pojedinim antikancer studijama radi prevazilazenja pomenutog problema. Tako se
konjugovanje docetaksela sa albuminom pokazalo manje toksi¢nim u odnosu na formulaciju leka u
klini¢koj upotrebi, a koja izaziva nezeljena dejstva usled prisustva surfaktanta Polysorbate 80 u
velikim koncentracijama [157]. Za dostavu agenasa koji se brzo eliminisu iz organizma od znacaja je
¢injenica da albumin moze produziti njihovo vreme poluZzivota in vivo [5]. Poboljsanje terapeutske
efikasnosti interleukina-2, koji pokazuje potencijalnu, ali kratkoro¢nu antikancersku aktivnost,
upravo je postignuto kroz njegovu fuziju sa HSA [158]. Osim toga, kod pojedinih proteina s
citotoksi¢nim dejstvom, farmakodinamika je unapredena spajanjem s domenom koji vezuje albumin
(eng. albumin binding domen, ABD) posto ude u cirkulatorni sistem [159]. Zahvaljujuci postojanju
slobodnog cisteina u strukturi albumina, razvijeni su maleimid—doksorubicin i maleimid-
kamptotecin pro-lekovi. Ovi derivati su formulisani tako da se brzo vezuju za Cys34 endogenog
albumina in situ, a aktivna supstancija oslobada na mestu tumora usled promene pH ili dejstva
enzima [160,161]. Na sli¢an nacin su dizajnirani i pro-lekovi na bazi platine(ll) i platine(1V) koji se
vezuju za albumin [162,163], kao i albuminski konjugati organorutenijumskih kompleksa [164].

Posebna pogodnost za razvoj nosaca za ciljanu isporuku bas§ na bazi albumina lezi u samoj
strukturi tumorskog tkiva. Naime, za razliku od zdravog tkiva, vaskulatura tumora se odlikuje
povecanom permeabilnoS¢u 1 smanjenom limfnom drenazom S§to dovodi do specificnog
nagomilavanja makromolekula, te albumina u malignom tkivu [8]. Dodatni podsticaj predstavlja
C¢injenica da je formulacija paklitaksela vezanog za albuminske nanocestice, odobrena za lecenje
metastatskog raka dojke, metastatskog raka pankreasa i nemikrocelularnog karcinoma pluc¢a, pod
komercijalnim nazivom Abraxane, ve¢ postigla uspeh u klini¢koj praksi. Primena Nab
(od eng. nanoparticle albumin bound) tehnologije za sintezu nanocestica kroz nekovalentne
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interakcije, razvijene na leku Abraxane, polako se prosiruje i na druge lekove protiv raka, rapamicin
i docetaksel [9].

Medu publikacijama koje se odnose na dizajniranje sistema za isporuku antikancerskih lekova,
brojne se ticu hidrogelova na bazi biopolimera kao §to su hitosan [165], alginat [166], agaroza [167]
i zelatin [168], dok je tek nedavno BSA hidrogel umrezen epihlorohidrinom, kao nosac
doksorubicina, bio predmet ispitivanja [48]. Imajuci u vidu nedostatak studija na temu hidrogelova
baziranih na humanom serumskom albuminu, a s druge strane, izuzetni potencijal ovog proteina u
pogledu vezivanja razlicitih lekova, o ¢emu ¢e dodatno biti re¢i u narednom poglavlju, u okviru
disertacije razvijan je hidrogel na bazi HSA koji bi sluzio kao rezevoar citotoksi¢nog paulonskog
liganda HL.
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2.4. Serumski albumin

Serumski albumin (SA) je najzastupljeniji protein u krvnoj plazmi Ki¢menjaka cineci preko
60% ukupnih plazma proteina, koncentracije koja se u u humanom serumu kre¢e 35-50 g/l [169,170].
Albumin je multifunkcionalan, relativno mali globularni protein molekulske mase ~ 66 kDa, koji se
primarno sintetise u jetri [171]. Nasuprot tome, mesta njegove razgradnje su rasprostranjena, premda
vecina proteina biva hidrolizovana u misi¢ima 1 kozi. Iz jetre se albumin izluCuje u krvotok, a
distribuira se i u ekstravaskularnom prostoru. Ukupna koli¢ina albumina u ljudskom organizmu iznosi
oko 360 g, od ¢ega se priblizno jedna tre¢ina nalazi u cirkulaciji krvi, a dve treéine izvan [170,172].
Ipak, koncentracija HSA u krvotoku je veoma visoka, tako da albumin doprinosi ukupnom
onkotskom pritisku plazme sa ¢ak 80% [170,173]. S obzirom na njegovo prisustvo u
ekstravaskularnom prostoru, albumin je ukljuéen i u regulaciju koli¢ine te¢nosti u tkivima [174].

Za protein koji cirkuliSe, odlikuje se veoma dugim vremenom poluzivota u plazmi, koje u
proseku iznosi 19 dana. Izmedu ostalog, razlog tome je §to se albumin iz ekstravaskularnog prostora
vraca u cirkulaciju preko limfnog sistema [170].

Usled prili¢ne rasprostranjenosti u krvi i odgovarajuc¢eg aminokiselinskog sastava, albumin igra
1 ulogu krvnog pufera. Veliki broj histidinskih ostataka u strukturi albumina posebno utie na
odrzavanje kiselo-bazne ravnoteze u fizioloskom opsegu pH vrednosti [174].

Albumin je glavni antioksidans u krvnoj plazmi, koja je kontinualno izloZena oksidativnom
stresu. Antioksidativni kapacitet SA delimi¢no je u vezi sa njegovom sposobnosti vezivanja metalnih
liganada. Katjonski ligandi poput gvozda i bakra posreduju generisanju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta
(eng. reactive oxygen species, ROS). Naime, joni Fe?* ili Cu?* u Fentonovoj reakciji sa vodonik
peroksidom daju veoma reaktivne hidroksilne radikale. S obzirom na to da albumin poseduje
visokoafinitetno mesto za vezivanje Cu?', njegovo ucese u Fentonovoj reakciji je na taj nadin
limitirano. Osim toga, posredna antioksidativna aktivnost proistice iz vezivanja bilirubina i azot-
monoksida za albumin, koji predupreduju oksidativna oSteCena polinezasi¢enih masnih kiselina
vezanih za albumin, ali i samog proteina [175].

Najveci doprinos antioksidativnoj aktivnosti albumina pripisuje se cisteinu na poziciji 34
polipeptidnog lanca. Kod zdravih odraslih osoba, izmedu 70% i 80% albumina je u formi tzv.
merkaptoalbumina. U tom obliku albumina, Cys34 poseduje slobodnu sulfhidrilnu grupu, dok se u
preostalim slucajevima formira disulfid sa cisteinom, homocisteinom ili glutationom [173,175].
Preko redukovanog Cys34 moguce je ukloniti moéne oksidanse poput hidroksilnog radikala i
peroksinitrita. U reakciji sa ovim vrstama, oksidacijom Cys34 dolazi do formiranja derivata sulfenske
kiseline, koji eventualno moze biti dalje oksidovan do sulfinskog ili sulfonskog oblika. Sulfenski
oblik moze formirati disulfid s potencijalom da se redukuje natrag do merkaptoalbumina, ¢ime se
obnavlja antioksidativna funkcija [171,175]. Pored cisteina, u antioksidativnoj odbrani ucestvuju u
metioninski ostaci, kojih ima ukupno Sest. Met je posebno podlozan oksidaciji od strane razlicitih
oksidanasa, formiraju¢i metionin sulfoksid, koji se moZe redukovati opet do metionina, bilo dejstvom
blagih reduktanasa ili metionin sulfoksid reduktaze [175].

Principijelna uloga serumskog albumina jeste transport mnogobrojnih endogenih i egzogenih
supstanci, koja je usko povezana sa njegovom strukturom. Zahvaljuju¢i postajanju brojnih mesta za
vezivanje liganada unutar proteinskih domena, albumin ima sposobnost da ¢vrsto veze masne
kiseline, bilirubin, hem, azot monoksid, jone prelaznih metala i Citav spektar lekova [170]. SA se
pokazao kao pogodan nosa¢ varfarina, profena, salicilata, penicilina, sulfonamida, indola i
benzodiazepina. SloZeni mehanizam modulacije vezivanja liganada za HSA moze se sagledati kroz
prizmu korelacije izmedu funkcije i strukture albumina [176].
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2.4.1. Struktura serumskog albumina

Primarnu strukturu HSA ¢ini polipetidni lanac izgraden od 585 aminokiselina, ukljucujuci
svega jedan slobodan tiptofan (Trp) i ¢ak 35 cisteina koji grade 17 disulfidnih mostova, pri ¢emu je
Cys34 slobodan [177]. U aminokiselinskoj sekvenci HSA su pored cisteina, veoma zastupljeni Leu,
Glu i Lys, za razliku od Met, Gly i lle [176].

Cak 67% sekundarne strukture HSA izgraduje a-heliks, dok ostatak &ine zaokreti i izduZzeni
delovi polipeptidnog lanca, pri cemu B-ploca potpuno izostaje. Protein zauzima konformaciju oblika
srca, koja se moze aproksimirati kvadrom sa osnovom jednakostrani¢nog trougla dimenzija stranice
80 A, i visine 30 A. Cine je tri domena, I (1-195), I (196-383) i 11l (384-585), od kojih svaki
ukljucuje po 10 glavnih a-zavojnica rasporedenih u dva odvojena poddomena, A i B. Poddomeni dele
zajedni¢ki strukturni motiv, koji se proteze duz heliksa od 1 do 4 (h1-h4, poddomen A), odnosno od
heliksa 7 do 10 (h7-h10, poddomen B) (slika 16), s tim izuzetkom §to u IA ne postoji disulfidni most
koji povezuje hlih3. U poddomenu A postoje dva dodatna kratka antiparalelna heliksa, h5 i h6, koji
se drze ¢vrsto parom disulfidnih mostova. Unutar pododmena A (izuzev 1A) postoje ukupno 4
interheliksna S—S mosta, ukljucena u duzi dvostruki zaokret, pracen kra¢im. Pododmenu B se uz
heliksni motiv pridruzuje i izduzeni deo polipetidnog lanca, kojim je povezan sa poddomenom
A [173,176-178].

Slika 16. Prikaz domena Il u proteinu HSA sa glavnim heliksima oznac¢enim kao h1-h10 i disulfidnim
mostovima obojenim svetloplavom (prilagodeno iz [177]).

Medusobno povezivanje domena se ostvaruje kroz nastavak heliksne strukture tako §to se na
C-kraj heliksa IB i 1B nadovezuje N-kraj heliksa 1A, odnosno I11A. Povezanost IB—IIA rezultuje
najduzim zavojnicom od 31 aminokiselinskih ostataka. Meduregion poddomena IA i IB je povezan
hidrofobnim interakcijama i vodoni¢nim vezama sa poddomenom IIA, ¢ine¢i da domeni | i Il stoje
pod gotovo pravim uglom, zauzimajué¢i formu nalik slovu ,,T*. Domen Ill ostvaruje interakciju
prakti¢no samo sa poddomenom 1IB, na koji se nastavlja tako da domeni I i I1I ¢ine sklop koji nalikuje
slovu ,,Y*, dok je od poddomena | odvojen velikim kanalom oformljenim od IB, IlIA i I1IB
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poddomena, kroz svega nekoliko medusobnih kontakata. Uprkos strukturnoj sli¢nosti, susedni
domeni interaguju na razli¢ite nacine, te se kroz specifi¢nu orijentaciju domena I-11 naspram domena
1111 ostvaruje asimetri¢éno okruZenje sa nizom mesta za vezivanje liganada.

2.4.1.1. Mesta vezivanja u HSA

Jedinstvena sposobnost serumskog albumina da vezuje razlic¢ite endogene i egzogene
supstancije male molekulske mase, ali i peptide i proteine [176], proistice iz povoljne sprege
hidrofobnih dzepova prisutnih u strukturi i naelektrisanja bo¢nih lanaca, kao i izrazite fleksibilnosti
polipeptidnog lanca, pre svega na mestima spojeva poddomena, odnosno zaokreta [179].
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Slika 17. Organizacija domena u trodimenzionalnoj strukturi HSA sa ozna¢enim glavnim mestima
za vezivanje liganada (prilagodeno iz [180]).

Dugolan¢ane masne kiseline su primarni fizioloski ligandi HSA, koje se mogu vezati za vise
mesta razli¢itog afiniteta, asimetricno rasporedenih u proteinu, ukljucujuéi svih Sest njegovih
poddomena (slika 17) [176,180]. Albumin je glavni transportni protein za isporuku masnih kiselina
bilo u ili iz tkiva, zavisno od stanja metabolizma. Problem niske rastvorljivosti dugolan¢anih masnih
kiselina u vodi (ispod 1 uM) prevazidena je upravo zahvaljuju¢i multipletnim hidrofobnim mestima
koja obezbeduju vezivanje za protein, ¢ime se efektivna rastvorljivost MK povecava do milimolarne
koncentracije. Pri fizioloskim uslovima je izmedu 0,1 1 2 molekula masnih kiselina vezano po
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molekulu HSA, pri ¢emu molarni odnos MK/HSA u mikrocirkluaciji moze biti mnogo visi tokom
gladovanja ili pri ekstremnim fizi¢kim naporima, kao i kod pacijenata koji boluju od dijabetesa,
bolesti jetre ili kardiovaskularnih oboljenja [181].

Utvrdeno je da postoji sedam heterogeno rasporedenih mesta vezivanja MK u HSA [181], pri
¢emu se u pojedinim literaturnim izvorima navodi da SA moze vezati i do devet ekvivalenata masnih
kiselina [176,182]. Mesta vezivanja MK oznacena kao 1-7 su lokalizovana unutar odgovarajucih
poddomena, dok se mesta vezivanja MK 8 i 9 nalaze na dnu, odnosno u gornjem delu procepa izmedu
poddomena IA—IB-I1IA s jedne strane i poddomena IIB-II1A-I1IB s druge strane. Mesta vezivanja
MK 2, 4 i 5 s veoma visokim afinitetom vezuju MK, mesta vezivanja MK 1 i 3 ispoljavaju umeren
afinitet za vezivanje MK, dok su 6 i 7 mesta vezivanja koja se odlikuju niskim afinitetom prema
MK [176,181,182]. Dodatna mesta vezivanja 8 i 9 postaju okupirana samo u prisustvu kratkolanc¢anih
MK, odnosno pri visokim koncentracijama MK koje dovode do zasi¢enja ostalih vezivnih
mesta [176,183].

U dzepovima 1-5, MK su usidrene preko karboksilne grupe elektrostatickim/polarnim
interakcijama. Konkretno, u slu¢aju mesta vezivanja MK 1, lokalizovanog unutar Supljine oblika
slova ,,D* poddomena IB, formira se vodoni¢na veza sa Argl1l7 iz dela polipeptidnog lanca koji
povezuje podomen IB sa IIA, kao i sa molekulom vode, uz dodatnu stabilizaciju posredstvom
hidroksilne grupe Tyr161 i karbonilnog kiseonika Leul82. U odustvu liganada, dzep je zatvoren
Tyr138 koji ostvaruje nekovalentne interakcije sa Tyrl61. Za mesto vezivanja MK 1 moze se istaci i
to da delom odgovara vezivnom mestu hem grupe [176,183,184].

Veoma zatvoreno mesto vezivanja MK 2, nalazi se izmedu poddomena IA 1 IIA, tako da
zaklanja ¢ak i karboksilni deo MK od rastvaraca. Polarne glave masnih kiselina se drze u mestu
vezivanja MK 2 preko vodoniénih veza sa Tyr150, Arg257 i Ser287, dok se metilenski repovi prostiru
linearno duz uskog hidrofobnog kanala nastalog usled konformacionih promena pri vezivanju MK,
koje dovode do poravnavanja poddomena IA i 1A [183].

U velikoj Supljini poddomena IIIA su locirana vezivna mesta MK 3 i 4, izgradena od Sest
heliksa, koja ¢ine i jedno od dva glavna mesta za vezivanje lekova, tzv. Sudlow Il mesto, tipi¢no
mesto vezivanja ibuprofena. U mestu vezivanja MK 3 se obrazuju soni mostovi sa Arg348 i Arg485,
kao i vodoni¢na veza sa Ser342, dok karboksilne glave MK vezane u mestu 4 uspostavljaju vodoni¢ne
veze sa Tyr4ll i Ser489, dok se soni most formira sa Arg410, a metilenski rep prostire kroz
hidrofobni tunel koji prolazi kroz poddomen Il1A. Mesto vezivanja lekova Sudlow Il predstavlja
pretezno nepolarni region, koji uklju¢uje deo zauzet metilenskim repom MK vezane u mestu 3 i
polarno parce koje je u kontaktu sa karboksilnom grupom MK u mestu 4, pri ¢emu nije uoceno da
lekovi zalaze u uski hidrofobni tunel mesta vezivanja MK 4 u koji se smesta ugljovodoni¢ni rep
MK [176,184]. Za mesto Sudlow Il se prevashodno vezuju aromati¢ne karboksilne kiseline koje
poseduju negativno naelektrisanje na jednom kraju molekula, razdvojene od hidrofobnog dela.
Takvom strukturom se odlikuju nesteroidni antiinflamatorni agensi poput ibuprofena i lekovi iz grupe
benzodiazepina, ¢iji je predstavnik diazepam [181,184]. Ovi lekovi se smestaju u centralnom delu
mesta Sudlow I, interagujuci sa hidroksilnom grupom Tyr41l, pri ¢emu vezivanju doprinose i
interakcije sa aminokiselinskim ostacima Arg410 i Ser489, koje se ostvaruju kroz sone mostove i
vodonicne veze (Slika 18, gore) [176].
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Slika 18. Vezivanje ibuprofena za mesto Sudlow Il sa naznaenim aminokiselinskim ostacima
Tyr41l, Arg410 i Ser489 (gore) i varfarina za mesto Sudlow | sa nazna¢enim aminokiselinskim
ostacima Tyr150, Lys199, His242 i Arg222 (dole) (prilagodeno iz [176]).

Hidrofobni kanal za vezivanje MK 5, pozicioniran u poddomenu IIB, vezuje MK u produzenoj
linearnoj konformaciji, drze¢i molekul preko vodoni¢ne veze i sonih mostova formiranih izmedu
polarne glave MK i bo¢nih grupa Tyr401 i Lys525 [176,183,184].
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Nasuprot tome, u slucaju vezivnih mesta MK 6 i 7 ne postoji jasna potvrda o polarnim
interakcijama sa karboksilnom grupom MK, sto je indicija niskog afiniteta za vezivanje MK mesta 6
I 7 [184]. Mesto vezivanja MK 7, lokalizovano u hidrofobnoj Supljini poddomena I1A, poklapa se sa
jednim od dva glavna mesta za vezivanje lekova, poznatim kao Sudlow | mesto [176]. Za ovo mesto
se primarno vezuju glomazni, hidrofobni, heterocikli¢ni anjoni, odnosno molekuli sa negativnim
naelektrisanjem lokalizovanim u srediSnjem delu. Lekovi poput antikoagulansa varfarina su tipi¢ni
ligandi koji se pozicioniraju u centru mesta Sudlow I, pre svega zahvaljujuéi hidrofobnim kontaktima
izmedu leka i proteina, ali i nizu specifi¢nih elektrostati¢kih interakcija. Mesto vezivanja se sastoji
od dve podkomore koje prihvataju razli¢ite delove molekula varfarina. Tako se benzil grupa smesta
u podzep formiran od Phe211, Trp214, Leu219 i Leu238, uz dodatne kontakte sa Arg218 i His242.
U ovoj komori se nalazi dodatni bo¢ni dzep koji nije okupiran varfarinom, ali moze vezati hidrofobni
deo nekog drugog liganda. Kumarinska grupa u strukturi varfarina ostvaruje hidrofobne kontakte sa
okolnim bo¢nim grupama unutar dzepa ogranic¢enog Ala291 i Leu238. Zadnji kraj kumarinskog
prstena je u kontaktu sa 11260, 1le264, 11e290 i alifaticnim delovima Arg257 i Ser287. R(+) i S(-)
enantiomeri varfarina se isto pozicioniraju unutar hidrofobnog dzepa, u gotovo identi¢nim
konformacijama, tako da nema znacajnih razlika u elektrostatickim interakcijama koje ovi
enantiomeri ostvaruju. Oba enantiomera varfarina imaju sposobnost uspostavljanja tri vodoni¢ne
veze, sa Tyrl50, His242, kao i Lys199 ili Arg222 [176,185]. Mesto Sudlow | sa naznafenim
aminokiselinskim ostacima najznacajnih za vezivanje lekova prikazano je na slici 17, dole.

Poznato je da se za serumski albumin moZe vezati na stotine lekova sa relativno visokim
afinitetom [186]. Imajuci u vidu sposobnost ovog proteina da povecava rastvorljivost hidrofobnih
agenasa i produzi njihovo vreme poluzivota in vivo, doprinos ciljanoj isporuci uz minimizaciju
nezeljenih efekata i poboljSanje terapeutske efikasnosti, stice se utisak da je re¢ o idealnom kandidatu
nosaca lekova. Njegova uloga u isporuci lekova je dobro utvrdena, dok postepeno i hidrogelovi na
bazi albumina dobijaju na znacaju. Do danas je sintetisano nekoliko tipova hidrogelova na bazi
govedeg, ali 1 humanog serumskog albumina. S obzirom na to da je BSA strukturni homolog HSA,
uz preklapanje aminokiselinskog sastava od 76% [187], u pojedinim studijama je koris¢en kao
adekvatna alternativa HSA.
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3. PREDMET I CILJ ISTRAZIVANJA

Predmet rada doktorske disertacije predstavlja razvoj spinski obelezenih hidrogelova na bazi
serumskih albumina, BSA i HSA, i njihova karakterizacija primenom EPR spektroskopije i imidzinga
u pogledu sadrzaja vode, kontrolisane isporuke antikancerskih agenasa uz pracenje degradacije
polimerne matrice, i osetljivosti na redoks okruZenje.

Konkretni ciljevi istrazivanja su navedeni u tekstu nize.

o Izbor optimalne spinske probe i razvoj nove metodologije za odredivanje sadrzaja vode
u hidrogelu

Polazna hipoteza u razvoju nove metodologije za odredivanje sadrzaja vode u gelu bila je da
EPR aktivna supstancija rastvorena u vodenoj fazi hidrogela, koja ne stupa ni u kakvu interakciju sa
proteinskom matricom, ima uslova da bude indikator udela vode u hidrogelu. U procesu odabira
spinske probe pogodne za odredivanje sadrzaja vode, hidrogelovi su sintetisani iz prekursorskih
rastvora BSA koji sadrze jednu od tri spinske probe razlicitih fizickohemijskih karakteristika iz klase
piperidinskih ili pirolidinskih nitroksida, da bi se potom na osnovu spektralne analize ispitala njihova
interakcija sa vodenom, odnosno gel-fazom hidrogela. Po izboru adekvatne probe lokalizovane
isklju¢ivo u vodenim porama gela, uspostavljena je medusobna funkcionalna zavisnost izmedu
mobilnosti probe, odredene iz EPR spektara, i gravimetrijski merene koli¢ine vode u BSA
hidrogelovima. Primenljivost predlozene metode ispitana je na hidrogelovima razli¢itog udela
albumina dobijenim termalnom ili kombinovanom pH/termalnom sintezom, i na termalno-
indukovanim gelovima na bazi drugih biomolekula, kao $to su kolagen i agaroza, u koje je proba
spolja uvedena nakon sinteze, posto je vizuelno prodiranje spinske probe u BSA gel potvrdeno EPR
imidzingom.
o Izu¢avanje HSA hidrogela kao nosaca antikancerskog liganda HL primenom EPR

metode za pracenje vezivanja i kinetike oslobadanja lekova iz albuminskog hidrogela

Drugi aspekt studije se odnosi na testiranje HSA hidrogela kao rezervoara citotoksi¢nog
paulonskog liganda HL, spinski obelezenog, tako da bi se njegovo otpustanje iz matrice moglo pratiti
pomocu EPR spektroskopije. Osnovna ideja bila je da se imanentno svojstvo albumina da vezuje
mnogobrojna hidrofobna jedinjenja iskoristi za razvoj nosaca kojim bi se obezbedilo odlozeno
otpustanje citotoksi¢nog agensa. Ispitivano je vezivanje HL-a u HSA rastvoru i u hidrogelu, te vr§eno
poredenje njegovog otpustanja iz oba sistema, a radi procene pogodnosti gel-forme kao sistema za
isporuku pre nego albumina u rastvoru. U okviru ovog dela istrazivanja odredivana je Citotoksi¢nost
HL liganda u humanoj kancer ¢elijskoj liniji Colo-205 (adenokarcinom debelog creva). Takode je
analizirano kako se hidrogel ponasa u pogledu zadrzavanja potencijalnog antikancerskog leka HL u
prisustvu tumorskih ¢celija.

o Razvoj EPR protokola za ispitivanje procesa difuzije hidrofilnih molekula iz pora
hidrogela i pracenje spontane degradacije hidrogela

Kako se kao predmet istrazivanja od vaznosti za kontrolisanu isporuku namecu i proces difuzije
vode/rastvorene supstancije kroz pore gela i degradacija hidrogela, za njihovo izucavanje su se
pogodnim pokazali gelovi obelezeni hidrofilnom spinskom probom 3CP, odnosno lipofilnom
5-doksil-stearinskom (5-DS) kiselinom. Pretpostavka je bila da se 5-DS nece tek tako odvezati od
HSA gel-matrice zbog jakog vezivanja obelezenih derivata stearinske kiseline za albumin, za koji je
dobro poznato da poseduje bar sedam mesta za vezivanje srednje- i dugolancanih masnih
kiselina [169,183].
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o Dizajn albuminskog hidrogela za detekciju vijabilnosti ¢elija primenom EPR

spektroskopije i imidzinga

Fokus treceg dela studije Cine spinski obelezeni albuminski hidrogelovi, koji bi sluzili za
detekciju vijabilnosti ¢elija, a polazivsi od premise da se redukcija EPR signala nitroksidne probe u
prisustvu zivih ¢éelija moze iskoristiti kao marker redoks okruzenja hidrogela. Njihova primena u tu
svrhu testirana je na Saccharomyces cerevisiae, koji je koris¢en kao model sistem. Uz to je utvrdivano
da li postoji uticaj prisustva serumskog albumina na redukciju 3CP-a u prisustvu zivih ¢elija, da bi
najzad 2D EPR imidzing bio primenjen radi vizuelizacije efekta redoks metabolizma ¢éelija kvasca na
spinski obelezen albuminski gel.

Krajnji cilj navedenog istrazivanja predstavljalo je produkovanje dva tipa viSenamenskih
hidrogelova na bazi albumina. Prvi tip hidrogela bi sluzio kao sistem za odredivanje sadrzaja vode i
degradacije polimerne matrice primenom nove EPR metodologije. Drugi tip spinski obelezenog
albuminskog hidrogela bi imao ulogu rezervoara antikancerskog leka sa kontrolisanim oslobadanjem,
dok bi istovremeno mogao da se primenjuje u detekciji ¢éelijskog redoks okruzenja na osnovu
redukcije signala adekvatne spinske probe.

Najzad, namera je bila da razvoj ovakvog tipa hidrogela otvori put i buducoj primeni EPR
spektroskopije i imidZinga u pra¢enju dejstva antikancerskih lekova, s obzirom na to da je u sprezi sa
odgovaraju¢im spinskim probama, EPR-om moguce razlikovati zdrava od hipoksi¢nih malignih
tkiva. Na ovaj nacin bi se otiSlo korak dalje u povezivanju terapijske i dijagnosti¢ke komponente u
jedan entitet za brzo utvrdivanje citotoksi¢nosti antikancerskih lekova, preko potrebnoj zameni za
dugacke i skupe biohemijske analize.
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4. MATERIJALI | METODE

Proteinski hidrogelovi izuc¢avani u datoj studiji dobijeni su metodom termalne ili kombinovane
termalne/pH sinteze. Radi prou¢avanja albuminskih rastvora i hidrogelova primenjena je tehnika EPR
spinskog obelezavanja tako Sto je u ispitivani sistem (protein) inkorporirana odgovarajuca spinska
proba (stabilni paramagnetni radikal iz klase aminoksilnih jedinjenja koji sadrzi slobodan elektron na
>N-Oe grupi, stabilisan pomocu cetiri metil grupe), spinski obeleziva¢ (paramagnetni derivat
stearinske kiseline, kod kog je doksil grupa kovalentno vezana za C—atom iz metilenskog lanca), ili
citotoksi¢no jedinjenje za koji je kovalentno vezana slobodnoradikalska proba. Hidrogelovi su
primenom EPR spektroskopije i imidzinga analizirani u pogledu sadrzaja vode i kontrolisane isporuke
antikancerskog agensa uz pracenje degradacije polimerne matrice, a takode je ispitana i njihova
osetljivost na redoks okruzenje.

4.1. EPR spektroskopija i imidZing

Za karakterizaciju hidrogelova koris¢eni su CW-EPR spektroskopija i imidzing u X-oblasti
(8-10 GHz). Snimanje je vrSeno na Bruker Biospin Elexsys Il E540 EPR spektrometru. Za
procesuiranje spektara i slika koriséen je Bruker Xepr softver (Xepr 2.6b.84, Bruker BioSpin GmbH,
Rajnasteten, Nemacka). Eksperimentalni parametri snimanja za EPR spektroskopiju su iznosili:
frekvencija mikrotalasa 9,8 GHz, snaga mikrotalasnog zra¢enja 10 mW, modulaciona amplituda
0,5 G, modulaciona frekvencija 100 kHz. 2D EPR imidZing snimanja vrSena su pri slede¢im
eksperimentalnim parametrima: frekvencija mikrotalasa 9,8 GHz, gradijent polja 15 G/cm ili
20 G/cm, snaga mikrotalasnog zraenja 10 mW, modulaciona amplituda 1 G, modulaciona
frekvencija 100 kHz, vreme uzorkovanja 0,03 s, FOV (od eng. field-of-view) 10-13 mm.

4.2. Hemikalije

Za sintezu hidrogelova upotrebljeni su govedi serumski albumin, BSA (Cisto¢e > 98%,
Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD), humani serumski albumin, HSA (Cistoe > 99%,
Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD), agaroza (Serva Electrophoresis GmbH, Hajdelberg,
Nemacka), 1 hidrolizat kolagena — Zelatin (Centrohem, Stara Pazova, Srbija), koji su rastvarani u
dejonizovanoj vodi (Milli-Q, 18 MQ-cm) ili 75 mM rastvoru NaCl, pH 2 (Sigma-Aldrich, Sent Luis,
Misuri, SAD).

Za  obelezavanje  proteinskih  hidrogelova  koriS¢ene su spinske  probe
2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil, TEMPO, 3-karbamoil-2,2,5,5-tetrametilpirolidin-1-oksil, 3CP,
3-karboksi-2,2,5,5-tetrametilpirolidin-1-oksil, 3CxP, i spinski obeleziva¢ 5-doksil-stearinska
kiselina, 5-DS (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD). Modifikovani paulonski ligand (izveden iz
7,12-dihidroindolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-ona) HL obelezen slobodnim radikalom TEMPO,
sintetisan je od strane grupe prof. dr Vladimira Ariona sa Instituta za neorgansku hemiju Univerziteta
u BeCu, Austrija, kako je opisano u referenci [148]. Dato jedinjenje je prethodno okarakterisano
primenom elementalne analize, infracrvene spektroskopije sa Furijeovom transformacijom, EPR
spektroskopije i masene spektrometrije sa elektrosprej jonizacijom [148].

Pri prac¢enju oslobadanja liganada iz rastvora/hidrogela, za dijalizu je sluZio fizioloski rastvor,
tj. rastvor NaCl 0,9 g/l (Hemofarm, VrSac, Srbija).

Dimetil-sulfoksid (DMSO) kupljen je od proizvodaca Merck KGaA, Darmstat, Nemacka.
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Reagensi za celijske kulture nabavljeni su od kompanije Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri,
SAD. Humana kancer ¢elijska linija Colo-205 (adenokarcinom debelog creva) dobavljena je od firme
LGC Promochem GmbH, Tedington, UK.

Primenljivost hidrogelova kao markera redoks okruzenja testirana je na Saccharomyces
cerevisiae, koji je koris¢en kao model sistem. Koris¢en je pekarski kvasac firme Lasaffre RS,
Beograd, Srbija. Za bojenje nezivih ¢elija kvasca upotrebljen je 0,4% rastvor boje tripan plavo (eng.
tryptan blue, TB) firme Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD.

4.3. Odredivanje sadrzaja vode u BSA hidrogelovima

U pogledu sadrzaja vode ispitivani su BSA hidrogelovi dobijeni iz prekursorskih rastvora udela
albumina 2-30 % (m/m), obelezenih jednom od tri spinske probe (finalne koncentracije 0,5 mM),
razli¢itih fiziCkohemijskih karakteristika:

e TEMPO (nesupstituisana, amfifilna piperidinska proba rastvorljiva u organskim
rastvaracima, slabo rastvorna u vodi);

e 3CP (neutralna, hidrofilna pirolidinska proba);

e 3CxP (negativno naelektrisana na fizioloSkom pH, hidrofilna pirolidinska proba)

4.3.1. Priprema EPR spinski obeleZenih BSA hidrogelova

Osnovni rastvor BSA koncentracije 0,42 g/ml (30% (m/m)) dobijen je rastvaranjem
odgovarajuce koli¢ine albumina u dejonizovanoj vodi ili 75 mM rastvoru NaCl, pH 2 na sobnoj
temperaturi. Od polaznog rastvora pripremana su razblaZenja koncentracija BSA: 0,33 g/ml
(25% (m/m)), 0,25 g/ml (20% (m/m)), 0,18 g/ml (15% (m/m)), 0,11 g/ml (10% (m/m)), 0,05 g/mi
(5% (m/m)) 1 0,02 g/ml (2% (m/m)). Merenja sa vodenim rastvorima BSA ukljucivala su sve tri probe,
TEMPO, 3CP ili 3CxP, dok su rastvori pH 2 sadrzali samo spinsku probu 3CP.

Uzorci za EPR snimanja pripremljeni su dodatkom 1 pl 20 mM rastvora spinske probe
(TEMPO, 3CP ili 3CxP) u 39 ul odredenog rastvora albumina. Po 30 pl ovako pripremljenih uzoraka
je uvuceno u gas-propusna teflonska crevca pre¢nika 1 mm (Zeus Industries Inc., Largo, Florida,
SAD), i postavljeno unutar kvarcnih kiveta unutra$njeg precnika 3 mm (Wilmad-LabGlass, Vajnland,
Nju Dzerzi, SAD), radi akvizicije spektara. Teflonska crevca sa spinski obelezenim BSA uzorcima
su u mikrocentrifuskim tubama inkubirana na temperaturi od 75 °C u termostatnom vodenom kupatilu
u trajanju od 40 min, nakon ¢ega su ponovo snimani spektri termalno-indukovanih hidrogelova. Radi
dobijanja hidrogelova s udelom vode manjim nego Sto je ogranieno rastvorljivos¢u BSA
(< 70% (m/m) vode), hidrogelovi obelezeni spinskom probom 3CP su podvrgavani dodatnom susenju
na 85 °C u laboratorijskoj pe¢i u trajanju od 1 h, 2 h, 3 h, 4 h 1 5 h. Mase svih uzoraka (ukljucujuci
vodu, BSA, spinsku probu, kao i teflonsko crevce), merene su u svakom koraku, na pocetku
eksperimenta, pre 1 posle geliranja/susenja, kako bi se odredilo koliko je vode isparilo 1 izraCunao
taCan odnos masa vode i albumina u uzorcima BSA rastvora i termalno-indukovanih hidrogelova,
kao 1 dodatno suSenih gelova.

4.3.2. Procena optimalne koncentracije spinske probe

Kako bi se utvrdilo da li je koncentracija spinske probe u uzorcima (0,5 mM) adekvatna za
utvrdivanje sadrzaja vode, uzete su u obzir i koncentracije probe 0,375 mM i 0,75 mM. Eksperimenti
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su izvedeni sa 5% (m/m), 10% (m/m), 15% (m/m), 20% (m/m), 25% (m/m) i 30% (m/m) BSA
rastvorima. Ukljucivali su samo nitroksidnu probu 3CP koja se pokazala najadekvatnijom za procenu
koli¢ine vode u gelovima.

4.3.3. Korelisanje EPR spektralnih parametara sa koli¢cinom vode u spinski obelezenim
BSA hidrogelovima

Analizom snimljenih EPR spektara nitroksida dobijeni su spektralni parametri iskori$¢eni za
racunanje rotacionog korelacionog vremena, kao mere mobilnosti spinske probe u uzorcima, prema

jednacini 30 [188]:
h,
Tc=065"wy-| [——1], (30)
h_y

u kojoj je t¢ izraZzeno u ns, wy je Sirina centralnog pika u EPR spektru (izrazena u G), a hy i h_; su
visine centralnog i pika na visem polju (izraZzene u proizvoljnim jedinicama). Zavisnost rotacionog
korelacionog vremena u funkciji od odnosa masa vode i BSA u uzorcima (izrazenih kao
mg H20 / mg BSA) predstavljena je graficki. Dobijene tacke su fitovane eksponencijalnom funkcijom
drugog reda.

Validnost dobijenog fita je testirana na hidrogelovima u koje je proba uneta nakon sinteze, tako
Sto su vrednosti masenih odnosa vode i albumina u uzorcima racunate iz t¢ numeri¢kom inverzijom
dobijene korelacione funkcije u programu MATLAB (The MathWorks Inc, Natik, Masacusets,
SAD), i poredene sa stvarnim odnosom ovih masa izmerenih gravimetrijski.

4.3.4. Provera EPR metodologije za odredivanje sadrZaja vode na hidrogelovima ve¢ih
dimenzija

Za proveru predlozene EPR metodologije za odredivanje sadrzaja vode u gelovima, pripremani
su albuminski hidrogelovi proseénih dimenzija x = (5 £ 1) mm, y = (1,0 £ 0,2) mm i
z = (10 £ 2) mm, u koje je proba dodata nakon sinteze.

Primenljivost metodologije na hidrogelovima na bazi drugih biomolekula ispitivana je na
hidrogelovima istih dimenzija, na bazi agaroze i hidrolizata kolagena (zelatina). Ovi hidrogelovi su
pripremani rastvaranjem agaroze, odnosno Zelatina u dejonizovanoj vodi zagrevanoj do oko 80 °C.
Agaroza je rastvarana zagrevanjem u mikrotalasnoj pe¢nici. Uzorci su potom ostavljeni da geliraju
hladenjem na sobnoj temperaturi.

Pomenuti hidrogelovi, na bazi BSA, agaroze i Zelatina, obelezavani su spinskom probom 3CP
nakon sinteze tako S§to je zapremina 3CP rastvora (5 mM) koja odgovara ~ 15% ukupne mase
hidrogela naneta na gornju povrsinu gela (xz-ravan). Hidrogelovi su umotani u foliju kako bi se
sprecilo isparavanje nakon ¢ega su tako inkubirani 20 min na sobnoj temperaturi. Za potrebe snimanja
EPR spektara i imidza, zbog veli¢ine i oblika, hidrogelovi su postavljani u tzv. EPR ¢eliju za tkiva
(eng. EPR tissue sample cell, Wilmad-LabGlass, USA), (slika 19).
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Slika 19. BSA hidrogel u EPR ¢eliji.

4.4. Izu¢avanje HSA hidrogelova kao nosaca antikancerskih jedinjenja

Ispitivanje pogodnosti albuminskih hidrogelova da sluze kao nosaci antikancerskih lekova
vr$eno je na HSA hidrogelovima dobijenim iz prekursorskih rastvora albumina koncentracije 5 mM
(odgovara ~ 25% (m/m)) obeleZenih modifikovanim paulonskim ligandom HL koji sadrzi slobodni
radikal TEMPO. Dodatno, radi uvida u procese degradacije i difuzije na molekulskom nivou, HSA
hidrogelovi su obelezavani spinskim obelezivacem 5-DS, odnosno spinskom probom 3CP.

4.4.1. Ispitivanje vezivanja i otpusStanja liganda HL iz HSA rastvora i hidrogela

HSA rastvori su pripremani rastvaranjem odgovarajuce koli¢ine albumina u dejonizovanoj vodi
na sobnoj temperaturi, te dodavanjem potrebne zapremine 1 mM rastvora HL koji sadrzi 10% (v/v)
DMSO u vodi, kako bi se dobili finalni rastvori 0,5 MM HL /5 mM HSA (1:10) i 0,25 mM HL /5
mM HSA (1:20). Nakon inkubacije od 30 minuta na sobnoj temperaturi, vrSeno je snimanje EPR
spektara HL/HSA rastvora (po 30 ul uvuéeno u teflonsko crevce). EPR spektri 0,1 mM rastvora
HL-a u vodi i u fizioloskom rastvoru su sluzili kao kontrole.

Rastvori spinske probe TEMPO koncentracije 0,5 mM u vodi i u 5 mM HSA pripremljeni su
kako bi se ispitao utica) TEMPO konstituenta liganda HL na njegovo vezivanje za protein.

Radi pracenja spontanog otpustanja liganda iz rastvora, 300 ul HL/HSA rastvora (1:10 i 1:20)
je dijalizirano u 50 ml fizioloskog rastvora tokom osam dana na sobnoj temperaturi, uz svakodnevnu
zamenu medijuma za dijalizu svezim fizioloSkim rastvorom. Pri tome su koriS¢ena creva za dijalizu
promera 12—14 kDa (Serva Electrophoresis GmbH, Hajdelberg, Nemacka). Koncentracija proteina u
dijaliziranom rastvoru HL/HSA je redovno kontrolisana merenjem apsorbancije na talasnoj duzini
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od 280 nm na UV-vis spektrofotometru PerkinElmer LAMBDA Bio+, a radi potvrde da se
koncentracija albumina u rastvoru tokom dijalize odrzava konstantnom. EPR spektri HL/HSA
rastvora, kao i medijuma za dijalizu, snimani su na svakih 24 h za vreme trajanja dijalize.

Termalno-indukovani HL/HSA hidrogelovi dobijeni su zagrevanjem 40 pl odgovarajuéih
prekursorkih rastvora HL/HSA (1:10 ili 1:20) u cilindriénim kalupima (dijametra osnove 2,5 mm) na
75 °C u termostatnom vodenom kupatilu u trajanju od 40 min (nalik BSA hidrogelovima, odeljak
4.3). Hidrogelovi su dijalizirani u 50 ml fizioloskog rastvora na sobnoj temperaturi tokom 11 dana,
uz svakodnevnu promenu medijuma za dijalizu. Na svakih 24 h su vadeni iz fizioloskog rastvora i
ostavljeni da odstoje oko pola minuta na papiru koji apsorbuje vodu kako bi se uklonio visak vode sa
njihove povrsine, nakon ¢ega su postavljani u EPR ¢eliju radi merenja (Slika 19).

4.4.2. 5-DS/HSA i 3CP/HSA spinski obeleZeni hidrogelovi

Da bi se stekao uvid u promene u interakcijama unutar hidrogela na molekulskom nivou,
termalnom indukcijom (kako je opisano u odeljku 4.4.1), sintetisani su hidrogelovi obelezeni 5-DS-
om iz prekursorskih rastvora koji su sadrzali 5-DS i HSA u odnosu 1:1 (5 mM 5-DS / 5 mM HSA).
Hidrogelovi obelezeni 5-DS-om podvrgnuti su dijalizi u fizioloSkom rastvoru u trajanju od 11 dana
na sobnoj temperaturi. Medijum za dijalizu je svakodnevno zamenjen svezim, a EPR spektri
hidrogelova snimani su na 24 h.

Radi ispitivanja procesa difuzije vode, odnosno malog liganda kroz pore hidrogela
0,5 mM 3CP /5 mM HSA hidrogelovi (pripremljeni kao $to je opisano u odeljku 4.4.1) su dijalizirani
u fizioloSkom rastvoru u trajanju od 3 h. Medijum za dijalizu je zamenjen svezim fizioloSkim
rastvorom nakon 1 hi 2 h, a EPR spektri snimani na sat vremena.

Za EPR merenja su oba tipa hidrogela postavljana u EPR ¢eliju prikazanu na slici 19.

4.4.3. Ispitivanje in vitro citotoksi¢nosti liganda HL i HL/HSA hidrogelova

Citotoksi¢nost liganda HL ispitana je in vitro na ¢elijama humanog adenokarcinoma debelog
creva (Colo-205), gajenim u medijumu RPMI (od eng. Roswell Park Memorial Institute)-1640. Za
odredivanje metaboli¢ke aktivnosti cCelija primenjena je kolorimetrijska metoda redukcije
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromida (MTT), dejstvom mitohondrijalne sukcinat
dehidrogenaze.

HL je rastvoren u dimetil-sulfoksidu (tako da koncentracija DMSO nije prelazila vise od 1%
(v/v) u finalnim uzorcima) i razblazivan u 100 pl medijuma za c¢elijske kulture. HSA hidrogelovi
zapremine 40 ul sadrzali su HL u koncentraciji od 0,5, 1 i 5 mM. Semiadherentne Celije su tretirane
rastvorom tripsin/EDTA i podesene na gustinu od 10* ¢elija u 100 pl medijuma RPMI-1640. Po
dodatku u bunariée izuzev kontrolnih, finalna zapremina uzoraka je iznosila 200 pl. Inkubacija ¢elija
na 37 °C trajala je 72 h, nakon ¢ega je po 20 ul 5 mg/ml rastvora MTT dodato u svaki od bunarica.
Posle 4 h inkubacije na 37 °C usledilo je dodavanje po 100 pl 10% rastvora natrijum dodecil sulfata
u 0,01 M HClI-u, a inkubiranje nastavljeno preko no¢i. Rast ¢elija odredivan je merenjem opticke
gustine na 540/630 nm na Multiskan EX plate Thermo Labsystems ¢itacu. Inhibicija ¢elijskog rasta
je izrazena kao vrednost 1Cso, koja predstavlja inhibitornu koncentraciju pri kojoj se redukuje rast
¢elija izlozenih testiranom jedinjenju za 50%.
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4.5. lIspitivanje osetljivosti spinski obeleZenih hidrogelova za procenu vijabilnosti ¢elija
primenom EPR spektroskopije i imidZinga

U cilju testiranja primenljivosti spinske probe 3CP kao biomarkera celijskog metabolizma,
0,04 pmol spinske probe 3CP dodato je odgovarajucoj koli¢ini uzorka aktiviranog kvasca
Saccharomices cerevisiae.

Da bi se ispitala moguénost da spinska proba 3CP sluzi kao indikator metabolicke aktivnosti
¢elija u prisustvu albumina, po 0,5 pl 20 mM rastvora 3CP-a dodavano je u 100 ul destilovane vode
ili u 100 pl suspenzije BSA/kvasac.

Broj vitalnih ¢elija kvasca Saccharomyces cerevisiae u uzorcima odredivan je TB testom
brojanjem na Neubauer hemocitometru. Procedura podrazumeva upotrebu boje tripan plavo koja ne
prolazi kroz ¢elijsku membranu o¢uvanog integriteta, te boji samo mrtve celije.

2D (ravan yz) EPR imidzing je snimljen na termalno-indukovanim BSA hidrogelovima
sintetisanim iz 15% (m/m) rastvora albumina, spinski obelezenim 0,1 mM 3CP-om, pre i nakon 10
min inkubacije posto je na jednu polovinu xz-povrsine hidrogela (okvirnih dimenzija x = 4 mm,
y=2mmiz=7mm) naneto 5 pl uzorka kvasca (koji je sadrzao 8,3-108 Zivih éelija).
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

Termalno-indukovani BSA hidrogelovi, spinski obelezeni nitroksidnom probom TEMPO, 3CP
I 3CxP, ispitani su u pogledu interakcije spinskih proba sa vodenom fazom, odnosno proteinskom
matricom hidrogela, da bi BSA hidrogelovi dobijeni termalnom indukcijom ili kombinovanom
pH/termalnom sintezom bili iskoriSéeni za razvoj nove metodologije za odredivanje sadrzaja vode u
hidrogelu.

Vezivanje i kinetika otpusStanja antikancerskog agensa iz alouminskih hidrogelova izu¢avani su
na termalno-indukovanim HSA hidrogelovima koji su sadrzali spinski obelezeni modifikovani
paulonski ligand HL. Na isti nacin su analizirani HSA hidrogelovi obelezeni spinskom probom 3CP
i obeleziva¢em 5-DS kako bi se stekao uvid u procese difuzije liganda/vode kroz pore gela, odnosno
degradacije hidrogela.

Primenljivost albuminskih hidrogelova za pracenje vijabilnosti ¢elija je testirana na 3CP/BSA
hidrogelovima u Saccharomyces cerevisiae, koji je koris¢en kao model sistem.

5.1. EPR metodologija za odredivanje sadrzaja vode u hidrogelu

Deo rezultata prikazanih u ovom poglavlju je objavljen u [189].

Prvi korak u razvoju metodologije za odredivanje sadrzaja vode u hidrogelu odnosio se na izbor
adekvatne spinske probe koja bi sluzila kao indikator koli¢ine vode u uzorku, a polazeéi od hipoteze
da EPR aktivna supstancija rastvorena u vodenoj fazi hidrogela, koja nikako ne stupa u interakciju sa
proteinskom matricom, ima uslova da bude pokazatelj udela vode u gelu. U tom pogledu,
primenljivost tri pomenute aminoksilne probe razli¢ih fizickohemijskih svojstava ispitana je na BSA
hidrogelovima.

TEMPO je nesupstituisana, amfifilna piperidinska proba rastvorljiva u svim organskim
rastvara¢ima [190]. Premda slabo rastvorna u vodi, ukljuéena je u istrazivanje kao prototip ove grupe
nitroksida. 3CP i 3CxP su hidrofilne spinske probe iz klase stabilnijih pirolidinskih nitroksida [191].
Odlikuju se dugim vremenom poluZzivota in vivo, ali pokazuju razli¢ito ponasanje u pogledu prolaska
kroz ¢elijske membrane s obzirom na to da je 3CP neutralna, a 3CxP pri fizioloSkom pH negativno
naelektrisana proba. Ove tri spinske probe su tipi¢ni predstavnici dve grupe aminoksilnih radikala
koji se najvise koriste kako u in vitro, tako i u in vivo studijama s obzirom na to da su netoksi¢ne i
sasvim bezbedne za upotrebu na zivim organizmima [87].

Metodologija je razvijana na termalno-indukovanim, kao i hidrogelovima dobijenim
kombinovanom pH/termalnom sintezom bez dodataka umrezivaca kako bi se ocuvala
biokompatibilnost albuminskih hidrogelova, u skladu sa ciljem da se eksperimenti naredne faze u
vezi sa kontrolisanom isporukom iskoriste kao osnov za buduca in vivo ispitivanja. Osim toga,
zadrZzavanjem na jednostavnom nacinu sinteze izbegnute su potencijalne dodatne interakcije unutar
hidrogela koje bi mogle dovesti u pitanje utemeljenost rezultata.

5.1.1. EPR spektri spinskih proba u BSA rastvoru

EPR spektri 0,5 mM spinskih proba u vodi snimljeni su kao kontrole. Za sve tri spinske probe,
TEMPO, 3CP i 3CxP dobijeni su EPR signali sa tri uska pika, karakteristicni za slobodnorotirajuce
molekule nitroksida [13,87], kao §to je prikazano na slici 20 za primer probe 3CP. Na datom spektru
je takode predstavljeno na koji nacin se vrs$i oCitavanje spektralnih parametara i naznaceno kako se
iz datih parametara izraCunava rotaciono korelaciono vreme t (u jedinicama ns). Ova veli¢ina, uzeta
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kao mera mobilnosti molekula, predstavlja vreme potrebno slobodnom radikalu za rotaciju od 1
radijana oko svoje ose [188].

ho
‘[C=0,65‘W0' h_1_1

Wi Wo W_;

| ! 1 ! 1 ! 1
3480 3500 3520 3540
Magnetno polje / G

Slika 20. EPR spektralni parametri: konstanta hiperfinog cepanja a u jedinicama G, §irina linije W u
jedinicama G i visina linije h u proizvoljnim jedinicama (oznake +1, 0 i -1 se odnose na pik na nizem,
centralni pik i pik na visem polju, redom), prikazani na EPR spektru 0,5 mM 3CP u vodi, uz jedna¢inu
za raCunanje rotacionog korelacionog vremena (u jedinicama ns).

EPR spektri spinskih proba TEMPO, 3CxP i 3CP, koncentracije 0,5 mM, u vodi i u rastvoru
BSA 0,42 g/ml (30% (m/m)), prikazani su na slikama 21-23 (svetloplavi spektri se odnose na probe
u vodi, a tamnoplavi na probe u rastvoru albumina). Spektri sve tri spinske probe u vodi se razlikuju
u odnosu na odgovarajuce sprektre ovih nitroksida u rastvoru albumina, $to je u skladu s tim da su
spektralni parametri osetljivi na okruzenje probe, ukljucujuéi viskoznost i polarnost sredine, kao i
medumolekulske interakcije izmedu molekula nitroksida i rastvaraca [87,192]. Spektralni parametri
o¢itani sa odgovarajucih grafika i iz njih izraCunata rotaciona korelaciona vremena za spinske probe
TEMPO, 3CxP i 3CP, u vodi i u rastvoru BSA, dati su u tabeli 1.
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Slika 21. EPR spektri 0,5 mM spinske probe TEMPO u vodi (svetloplavi spektar) i u 30% (m/m)
rastvoru BSA (tamnoplavi spektar).

Tabela 1. EPR spektralni parametri za 0,5 mM spinske probe TEMPO, 3CxP i 3CP u vodi i u
30% (m/m) rastvoru BSA.

a1 (G) a(G) wa(G) wo(G) wi(G) T.(ns)
+005 +005 +£0,005 +0,005 +0,006 +0,001

0,5 MM TEMPO u H,0 1713 17,31 1,305 1,312 1,291 0,018
0,5 mM TEMPO u BSA (30% (m/m)) 17,18 17,36 1,408 1481 1428 0251
0,5 mM 3CxP u H,0 16,16 16,25 1246 1264 1,255 0,036
0,5 MM 3CxP u BSA (30% (m/m)) 16,25 16,27 1296 1,333 1,379 0,137
0,5 mM 3CP u H,0 16,00 1600 1243 1243 1257 0,031
0,5 mM 3CP u BSA (30% (m/m)) 16,02 16,03 1288 1262 1,343 0,113
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Slika 22. EPR spektri 0,5 mM spinske probe 3CxP u vodi (svetloplavi spektar) i u 30% (m/m) rastvoru
BSA (tamnoplavi spektar).

Kod slobodnih radikala TEMPO i 3CxP se jasno uocava smanjena mobilnost u rastvoru BSA,
Sto se manifeStuje Sirenjem spektralne linije (oznaceno zvezdicom (*) na slikama 21 i 23), dok je za
sve tri spinske probe ustanovljeno da postoji porast t. u rastvoru BSA u odnosu na vodu (tabela 1).
Najveca razlika u t. izmedu spektara koji se odnose na vodu 1 na rastvor BSA se zapaza kod spinske
probe TEMPO, ukazujuéi na to da je ova spinska proba imobilisana u rasvoru albumina. Spektralnom
dekonvolucijom je procenjeno da doprinos imobilisane probe ukupnom signalu iznosi oko 75%, dok
signal slobodne probe doprinosi sa oko 25%. Imajuéi u vidu da su glavna mesta za vezivanje liganada
u serumskom albuminu lokalizovana u hidrofobnim dzepovima [177], ovakav rezultat najverovatnije
proizilazi iz hidrofobnih interakcija izmedu nepolarnog TEMPO radikala 1 BSA. Zbog interakcije
izmedu ove probe i albumina zakljuc¢eno je da TEMPO najverovatnije nije najbolji izbor za reportera
udela vode u proteinskim hidrogelovima.
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Slika 23. EPR spektri 0,5 mM spinske probe 3CP u vodi (svetloplavi spektar) i u 30% (m/m) rastvoru
BSA (tamnoplavi spektar).

5.1.2. EPR spektri spinskih proba u BSA hidrogelu

EPR spektri spinske probe TEMPO u rastvoru BSA 0,42 g/ml (30% (m/m)) i odgovaraju¢em
termalno-indukovanom hidrogelu su radi poredenja prikazani na slici 24.

Potrebno je ista¢i da tacka topljenja nitroksida TEMPO iznosi 40 °C [190], usled ¢ega sintezom
gela na 75 °C dolazi da znadajnog pada intenziteta njegovog EPR signala. Iz tog razloga, ali i
prethodne indicije o interakciji izmedu TEMPO molekula i proteina albumina, ova spinska proba je
isklju€ena iz daljeg istraZivanja.
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Slika 24. EPR spektri 0,5 mM spinske probe TEMPO, u 30% (m/m) rastvoru BSA (tamnoplavi
spektar) i odgovaraju¢em termalno-indukovanom hidrogelu (ljubicasti spektar).

S druge strane, pirolidinski nitroksidi 3CP i 3CxP se odlikuju visim tackama topljenja, od
175 °C i 200 °C redom, ¢ime je njihova stabilnost tokom pripreme hidrogela na 75 °C osigurana.

Spektri ovih dveju proba u BSA rastvoru 0,42 g/ml (30% (m/m)) i odgovarajuc¢im
hidrogelovima prikazani su na slikama 25 i 26. EPR signal 3CP-om obelezenog BSA gela je nesto
slabijeg intenziteta, i malo prosiren u poredenju sa onim iz BSA rastvora. Ovakav rezultat je u skladu
sa Cinjenicom da u EPR spektroskopiji koncentracija slobodnoradialske vrste nije direktno
proporcionalna intenzitetu signala, ve¢ povrsini ispod apsorpcione krive, koja se dobija dvostrukom
integracijom derivativnog signala [85]. Stoga je ocekivano da u slucajevima kada ne dolazi do
oksidacije ili redukcije spinske probe, tj. nema promene koli¢ine spinova u posmatranom sistemu,
smanjenje intenziteta signala bude prac¢eno porastom Sirine linije, dok vrednost dvostrukog integrala
ostaje konstantna. UoCeno proSirenje signala probe u BSA hidrogelu u odnosu na rastvor albumina
se manifestuje i kroz izvesni porast t., od 0,113 ns u rastvoru do 0,115 ns u gelu.
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Slika 25. EPR spektri 0,5 mM spinske probe 3CP u 30% (m/m) BSA rastvoru (tamnoplavi spektar) i
odgovaraju¢em termalno-indukovanom hidrogelu (ljubicasti spektar).

Kod spinske probe 3CxP je vidljiv obrnuti trend. Naime, signal koji potice iz hidrogela je veci
od signala probe u rastvoru, a rotaciona korelaciona vremena probe u rastvoru i u gelu redom iznose
0,137 1 0,095 ns, Sto je pokazatelj vece imobilisanosti 3CxP-a u BSA rastvoru. O¢ito je da 3CxP
interaguje sa BSA u rastvoru, medutim izgleda da ova interakcija biva naruSena tokom procesa
geliranja s obzirom na to da protein trpi konformacione promene, te da dolazi do formiranja
intermolekulskih B-ploca albumina na temperaturama preko 70 °C [193]. Poznato je da
elektrostaticke interakcije izmedu polarne glave masnih kiselina 1 bo¢nih grupa baznih i polarnih
aminokiselina vezivnih mesta u albuminu imaju udela u vezivanju masnih kiselina za dati protein
[169,183], kao i da karboksilna grupa tri-jodobenzoeve kiseline, analoga lekova poput varfarina i
aspirina, udeluje u protein-ligand interakcijama. Generalno se male aromati¢ne aminokiseline vezuju
za glavna mesta za vezivanje liganada u albuminu, s tim Sto su orijentacija hidrofobnog prstena 1
specifi¢nosti interakcije karboksilne grupe odredene vrstom supstituenata na prstenu [169,177]. U
EPR studiji koja se ti€e intermolekulskih interakcija izmedu spinski obeleZenih lekova i BSA,
pokazano je da prisustvo —COOH grupe u strukturi salicilne kiseline i njenih derivata utice na
vezivanje leka za BSA [194]. S obzirom na to da 3CxP poseduje karboksilnu grupu, najverovatnije
je da preko nje elektrostatickim silama stupa u interakciju sa BSA u rastvoru. UocCena ograni¢ena
mobilnost upucuje na to da 3CxP ne bi bio adekvatan pokazatelj koli¢ine vode, bar ne u rastvoru
proteina. Nakon ove faze istrazivanja 3CxP je joS uvek zadrzan u okviru studije jer nije bilo isklju¢eno
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da moze dati korisne informacije o sadrzaju vode u hidrogelovima, premda je ve¢ bila evidentna
prednost spinske probe 3CP naspram 3CxP-a. Stoga su dodatni eksperimenti, uradeni sa rastvorima i
gelovima razli¢itog udela albumina (2-25% (m/m) BSA), ukljucivali obe spinske probe.
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Slika 26. EPR spektri 0,5 mM spinske probe 3CxP u 30% (m/m) BSA rastvoru (tamnoplavi spektar)
1 odgovarajuéem termalno-indukovanom hidrogelu (ljubicasti spektar).

5.1.3. Uticaj koncentracije spinske probe 3CP na rotaciono korelaciono vreme

Kako bi se utvrdilo da li je koncentracija spinske probe u uzorcima od 0,5 mM adekvatna za
utvrdivanje udela vode, uzete su u obzir i koncentracije probe 0,375 mM i 0,75 mM, imajuéi u vidu
da finalna koncentracija slobodnoradikalske vrste u hidrogelovima moze varirati zavisno od koli¢ine
vode koja biva otpustena iz sistema prilikom procesa termalne indukcije. Eksperimenti su izvedeni
sa 2,5, 10, 15, 20 i 30% (m/m) BSA rastvorima i uklju¢ivali su samo nitroksidnu probu 3CP koja se
pokazala najadekvatnijom za procenu koli¢ine vode.
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Slika 27. Izracunata rotaciona korelaciona vremena za spinsku probu 3CP koncentracija 0,375 mM,
0,5mM i 0,75 mM u vodenim rastvorima BSA razli¢itog udela proteina (2—30% (m/m)).

Kako je predstavljeno na slici 27, rezultati dobijeni za rotaciona korelaciona vremena
slobodnog radikala 3CP se poklapaju za razli¢ite koncentracije probe u opsegu 0,375-0,75 mM, u
svim rastvorima BSA udela proteina 2-30% (m/m). Na ovaj nacin je potvrdeno da variranje
koncentracije nitroksida od ¢ak 15% nece uticati na krajnji rezultat, te da se koncentracija od 0,5 mM
moze smatrati adekvatnom za odredivanje udela vode u uzorcima.

5.1.4. Korelisanje EPR spektralnih parametara sa koli¢inom vode u spinski obeleZenim
BSA hidrogelovima

Kako su eksperimenti sa rastvorima BSA udela proteina 30% (m/m) i iz njih termalno-
indukovanim hidrogelovima pokazali razlike u mobilnosti proba u rastvoru i u gelu, usledilo je
ispitivanje da li se isti trend uocava i kod odgovarajuc¢ih parova albuminskih rastvora i hidrogelova
udela proteina 5-25 % (m/m). Sto se tide uzorka s udelom BSA od 2% (m/m), uzet je u obzir samo
EPR spektar spinski obeleZzenog rastvora s obzirom na to da pri ovom procentu albumina nije uoceno
geliranje zagrevanjem na 75 °C.

U inicijalnoj fazi istrazivanja 3CP se pokazao boljim indikatorom udela vode u uzorcima, pa
su samo s ovom spinskom probom uradeni dodatni ekperimenti koji su ukljuc¢ivali BSA rastvore u 75
mM rastvoru NaCl, pH2, i odgovaraju¢e hidrogelove dobijene kombinovanom pH/termalnom
sintezom. Za ove hidrogelove je utvrdeno da se po fizickohemijskim karakteristikama razlikuju od
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onih sintetisanih iz rastvora albumina u dejonizovanoj vodi (pH 5,5) [44]. To je u skladu sa
Cinjenicom da SA trpi reverzibilne konformacione promene zavisno od pH vrednosti rastvora
zahvaljujuéi postojanju brojnih amino kiselina sa naelektrisanim bo¢nim grupama U primarnoj
strukturi proteina. Naime, u opsegu pH ~ 4-7 BSA se nalazi u svojoj neutralnoj, N-formi,
trodimenzionalne strukture oblika srca. Padom fizioloske pH vrednosti, pri pH 4,54, deSava se prelaz
iz N- u F-formu. Brzomigriraju¢a F-forma, koja se odlikuje ve¢om viskoznosti, manjom
rastvorljivoséu u vodi i narusenom sekundarnom strukturom u vidu gubitka a-heliksa, dominatno je
prisutna na pH < 4. Smanjenjem pH ispod 3,5 pojavljuje se i izduzena, E-forma albumina, s potpuno
izlozenim hidrofobnim regijama [176,178].

Rotaciona korelaciona vremena probe 3CP izracunata iz EPR spektralnih parametara, za sve
parove BSA rastvora i hidrogelova, dobijenih pri pH 5,5 i pH 2, prikazana su u funkciji odnosa masa
vode i BSA u uzorku, izrazenog kao mg vode prema 1 mg BSA, na slici 28. Opaza se da se sve
eksperimentalne tacke, bilo da se odnose na rastvor ili hidrogel, mogu fitovati jednom matematickom
funkcijom. Ovakav rezultat je jasan pokazatelj da spinska proba 3CP ne interaguje ni sa BSA u
rastvoru niti sa BSA gel-matricom i da je lokalizovana iskljuc¢ivo u vodenoj fazi hidrogela, te da
ispunjava glavni kriterijum da se koristi kao pokazatelj koli¢ine vode u sistemu.
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Slika 28. Izracunata rotaciona korelaciona vremena za 0,5 mM 3CP u rastvorima BSA
(u dejonizovanoj vodi, pH 5,5, 1 75 mM NaCl puferu, pH 2) razli¢itih koncentracija i odgovaraju¢im
hidrogelovima, u zavisnosti od odnosa masa vode i BSA (izraZzenog u mg vode prema 1 mg BSA).

Na slici 29 je dat grafik sa izraGunatim rotacionim korelacionim vremenima 3CxP-a u rastvoru
I U hidrogelu, a poredenja radi i 3CP-a u hidrogelu, u funkciji odnosa masa vode i BSA, merenih
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gravimetrijski. Za 3CxP se uocava odstupanje eksperimentalnih tacaka koje se odnose na rastvor u
odnosu na hidrogel, §to potvrduje prethodno izvedeni zakljucak da izmedu 3CxP-a i BSA postoje
elektrostaticke interakcije koje se najverovatnije ostvaruju preko —COOH grupe, pri ¢emu ove
interakcije izostaju u gelu kao rezultat konformacionih promena proteina. lako postoji preklapanje
rezultata koji se odnose na 3CxP u BSA hidrogelu sa onima za 3CP u rastvoru/gelu (pH 5,5), kao
proba definitivno pogodnija za odredivanje koli¢ine vode i1 u rastvoru i u hidrogelu, u daljem radu
koriscen je 3CP.
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Slika 29. Izracunata rotaciona korelaciona vremena za 0,5 mM 3CxP u rastvorima BSA u
dejonizovanoj vodi i u odgovaraju¢em hidrogelovima, i za 0,5 mM 3CP u rastvorima/hidrogelovima,
u zavisnosti od odnosa masa vode i BSA (izraZzenog u mg vode prema 1 mg BSA).

Kako je eksperimentalno utvrdeno da je granica rastvorljivosti 30 g BSA u 100 g vode (uzorak
sa 30% (m/m) albumina), §to odgovara odnosu od 2,4 mg H>O / 1 mg BSA, u cilju dobijanja
hidrogelova odgovaraju¢eg masenog odnosa < 2,4 primenjena je dopunska procedura. Naime,
hidrogelovi dobijeni termalnom indukcijom iz rastvora albumina 5-20% (m/m) podvrgavani su
dodatnom suSenju u laboratorijskoj pe¢nici na temperaturi od 85 °C, u trajanjuod 1 h,2 h,3 h,4 h1i
5 h. Uoceno je da se smanjenje ukupnog sadrzaja vode usled postepenog isparavanja pri susenju
manifestuje kroz Sirenje signala u EPR spektrima, pri ¢emu se spektralna komponenta koja potice od
slobodne probe smanjuje, dok doprinos imobilisane probe polako dolazi do izrazaja. Na slici 30 su
prikazani EPR spektri suSenog 3CP/BSA hidrogela dobijenog iz prekursorskog rastvora albumina
10% (m/m). Na osnovu pocetnih koli¢ina vode i BSA kori$¢enih za pripremu prekursorskih rastvora,
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te merenjem mase uzoraka nakon svakog koraka suSenja, racunat je odnos masa vode i BSA. U
slu¢aju primera na slici 30, maseni odnosi vode i albumina iznosili su 9,0 mg H.O / 1 mg BSA za
inicijalno pripremljeni hidrogel, tj. 6,9, 4,9, 3,4, 1,8 1 0,9 mg H20 / 1 mg BSA za dati hidrogel susen
1, 2, 3, 4, odnosno 5 h. Ovi eksperimenti su ukazali na to da odredivanje rotacionog korelacionog
vremena na osnovu spektralnih parametara nije pouzdano za uzorke sa odnosom masa manjim od
2 mg H20 / 1 mg BSA zbog znacajne imobilizacije probe ispod te granice.

BSA hidrogel

BSA hidrogel 1h na 85°C

BSA hidrogel 2h na 85°C

x4
BSA hidrogel 3h na 85°C

x20

BSA hidrogel 4h na 85°C

BSA hidrogel 5h na 85°C

3480 3500 3520 3540
Magnetno polje / G

Slika 30. EPR spektri spinske probe 3CP u 10% (m/m) rastvoru BSA i odgovaraju¢éem termicki-
indukovanom hidrogelu, kao i u hidrogelu dodatno susenom 1 h, 2 h, 3 h, 4 h i 5h na 85 °C. EPR
spektri su predstavljeni na istoj skali, izuzev onih koji se odnose na hidrogel suSen 3, 4 1 5 h, koji su
uvecani 4, 20, odnosno 100 puta. Signali koji poti¢u od slobodnorotiraju¢e probe oznaceni su
simbolom e, a signali od imobilisane probe simbolom .
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Stoga su eksperimentalnim tackama prikazanim na slici 29 pridruzeni rezultati eksperimenata
na suSenim hidrogelovima za uzorke koji su posedovali >2 mg H>O / 1 mg BSA. Radi boljeg fitovanja
krive u blizini zasi¢enja uzeti su u obzir i razblazeni uzorci BSA u opsegu 0,75-1,5% (m/m) BSA.
Na slici 31 su prikazani celokupni rezultati dobijeni za spinsku probu 3CP, fitovani eksponencijalnom
funkcijom oblikay =y, + A;- e XK1 + A,- e7X2X| (yo = 0,038 0,005, A1 =0,5+ 0,1, k1 =1,0+0,2,
A, =0,05+ 0,01, ko = 0,130 + 0,003, R? = 0,978), jednacina 31:

y = 0,038 + 0,5- e* + 0,05- e"%13%, (31)

u kojoj je y rotaciono korelaciono vreme u nanosekundama, a X odnos mase vode i BSA (izrazen kao
mg H>O / 1 mg BSA). Radi verifikacije parametra fita yo, dodatno je snimljen EPR spektar veoma
razblazenog spinski obelezenog uzorka BSA od 0,75% (m/m), iz kog je izraCunata vrednost
rotacionog korelacionog vremena od (0,035 = 0,001) ns pokazala veoma dobro slaganje sa yo u
granicama greske (+ 0,005 ns).
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Slika 31. Izracunata rotaciona korelaciona vremena za 0,5 mM 3CP u BSA rastvorima i
hidrogelovima u zavisnosti od odnosa masa vode i BSA fitovana eksponencijalnom funkcijom
y =0,038+0,5-¢7* + 0,05-¢~%13%,

Najzad, moze se uzeti da je uspostavljena korelacija izmedu 1. i1 sadrzaja vode relevantna u
rasponu od 2 do ~ 50 mg H20 / 1 mg BSA. Kako je ve¢ pomenuto, ispod ove granice je proba u gelu
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znacajno imobilisana tako da odredivanje rotacionog korelacionog vremena na osnovu spektralnih
parametara nije verodostojno, dok se iznad ove granice na grafiku (slika 31) javlja plato. Ipak, ovaj
opseg moze se smatrati sasvim zadovoljavajuéim s obzirom na to da se geliranje kod uzoraka koji
sadrze preko 50 mg H2O / 1 mg BSA ($to odgovara 2% (m/m) BSA) ne uocava.

5.1.5. Optimizacija protokola za odredivanje sadrZaja vode u hidrogelovima veéih
dimenzija — provera nove metodologije

Svi hidrogelovi koris¢eni za razvoj EPR metodologije za odredivanje udela vode u uzorcima 0
kojima je dosad napisano, pripremani su tako $to je spinska proba dodavana u prekursorske rastvore
pre postupka termalne ili kombinovane termalne/pH indukcije. Iz tog razloga je bilo neophodno
proveriti da li je utvrdena korelacija izmedu . i sadrzaja vode primenljiva ¢ak i kad je spinska proba
dodata u hidrogel nakon sinteze. U tu svrhu su pripremljeni albuminski hidrogelovi prose¢nih
dimenzijax=(5x1) mm,y=(1,0+0,2) mmi z = (10 £+ 2) mm, obelezeni spinskom probom 3CP
nakon sinteze.

BSA hidrogelovi koncentracije albumina 6-30% (m/m), od kojih je pola pripremljeno metodom
termalne sinteze iz vodenog rastvora BSA pH 5,5, a ostatak kombinovanom pH/termalnom sintezom
iz rastvora albumina u puferu pH 2, inkubirani su razli¢ito vreme s drugacijim zapreminama rastvora
spinske probe koncentracije 5 mM (zapremine su varirale u opsegu + 15%). Za sve uzorke je dobijeno
veoma dobro slaganje izmedu stvarne koli¢ine vode u gelu i koli¢ine vode odredene na osnovu T,
tako da je i u ovom slucaju uoceno da zapremina dodatog rastvora ne uti¢e na vrednost rotacionog
korelacionog vremena. Radi odrzavanja procedure dovoljno jednostavnom procenjeno je da je
najpogodnije zapreminu rastvora nitroksida (5 mM) koja odgovara ~ 15% ukupne mase hidrogela,
naneti na gornju povrsinu ve¢ pripremljenog gela, kao 1 da je za hidrogel gore navedenih dimenzija
optimalno vreme inkubacije na sobnoj temperaturi oko 20 min. Za to vreme je vizuelno ustanovljeno
da hidrogel sasvim upije probu, tj. da nema zaostalog rastvora na povrsini hidrogela.

Stvarna koli¢ina vode u hidrogelu odredena je na osnovu gravimetrijskih merenja poznavanjem
postupka pripreme, dok se pod izraCunatim odnosom masa vode i BSA podrazumevaju vrednosti
dobijene numerickom inverzijom korelacione funkcije na osnovu parametara t.. Prema rezultatima
prikazanim u tabeli 2, evidentno je dobro slaganje stvarnih sa izracunatim vrednostima posmatranog
odnosa masa za razlicite BSA hidrogelove. Ovakva konzistentnost uspostavljene relacije izmedu T,
i odnosa masa vode i BSA je potvrda primenljivosti predlozene eksponencijalne funkcije (jednacina
31) i na BSA hidrogelove spinski obelezene probom 3CP nakon sinteze.

Tabela 2. Stvarni i izraCunati odnos masa vode i BSA u odabranim BSA hidrogelovima.

e (Ns) Izracunat odnos Stvarni odnos
masa vode i BSA masa vode i BSA
BSA hidrogel, pH 2 0,152 + 0,001 1,9+0,3 2,0
BSA hidrogel, pH 5,5 0,134 + 0,001 22+0,3 2,3
BSA hidrogel, pH 2 0,081 + 0,001 3,7+04 3,8
BSA hidrogel, pH 5,5 0,062 + 0,001 6,0+0,5 5,8
BSA hidrogel, pH 2 0,053 £ 0,001 9,3+0,7 9,1
BSA hidrogel, pH 5,5 0,044 + 0,001 16 +£2 15
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Relevantnost metodologije u slu¢aju hidrogelova na bazi drugih biomolekula ispitivana je na
hidrogelovima na bazi agaroze i hidrolizata kolagena (Zelatina) dobijenih termalnom indukcijom,
obelezenih spinskom probom 3CP nakon sinteze na isti nacin kako je prethodno opisano za
albuminske hidrogelove. Na osnovu prikazanih rezultata za ove hidrogelove (tabela 3), o¢igledno je
da predlozena metodologija nije ograni¢ena samo na albuminske hidrogelove, ve¢ i na druge vrste
supramolekulskih hidrogelova. Ipak, ostaje da se ispita da li se metodologija moze primeniti i na
sloZenije sisteme sa viSe konstituenata, odnosno na koji nacin bi potencijalne dodatne interakcije
eventualno uticale na mobilnost probe koja se koristi kao indikator udela vode u uzorku.

Osim toga, da bi se stekao uvid u desavanja unutar hidrogela nakon nanosenja probe na njegovu
povrsinu, uraden je i EPR imidzing. Posto je ukupno 70 pl 5 mM rastvora spinske probe 3CP
ravnomerno na dva mesta naneto na xz-ravan BSA hidrogela dimenzija x = 6 mm, y = 1,2 mm,
Z = 12 mm, nakon 20 minuta inkubacije snimljen je 2D EPR imidz yz-preseka. Na osnovu dobijene
slike je utvrdeno da proba ravnomerno prodire u gel, te difunduje u svim pravcima, bez obzira na
mesto primene. Ovakav rezultat pruza i vizuelni dokaz da se u okviru predlozene meotodologije
spinska proba moze naneti na bilo koje mesto na povrsini hidrogela, te da mesto primene nece imati
uticaja na rezultat.

Tabela 3. Stvarni i izracunati odnos masa vode i suvog ostatka u kolagenskim i agaroznim
hidrogelovima.

Izracéunat odnos masa  Stvarni odnos masa

e (s) vode i suvog ostatka  vode i suvog ostatka
Kolagenski gel, 20% (m/m) 0,074 £ 0,001 42+04 3,8
Kolagenski gel, 13% (m/m) 0,059 = 0,001 6,9+0,6 6,9
Kolagenski gel, 6% (m/m) 0,047 + 0,001 13+2 15
Agarozni gel, 7% (m/m) 0,043 + 0,001 18+3 14
Agarozni gel, 2% (m/m) 0,038 + 0,001 >50 49

z (mm) :

"y (mm)

Slika 32. 2D EPR imidz yz-ravni BSA hidrogela sa spinskom probom 3CP nanetom na xz-ravan
hidrogela.
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Najzad, moze se zakljuciti da je ova studija dala novu, jednostavnu i pouzdanu metodu za
odredivanje sadrzaja vode u fizicki umreZzenim hidrogelovima na bazi razli¢itih biomolekula,
nezavisnu od veli¢ine hidrogela i nacina uvodenja indikatora u ispitivani sistem, kao i mesta
implementacije u slu¢ajevima kada se proba aplikuje po zavr§enom postupku sinteze hidrogela. Pored
tehnika za karakterizaciju vezane i nevezane vode u uzorku, poput DSC-a i NMR-a, neizostavni deo
studija o gelovima ¢ine gravimetrijska merenja. Premda je ukupni sadrzaj vode u uzorku moguce
odrediti prostim merenjem mase, treba pomenuti da je postupak nepouzdan i da moze dati veliku
relativnu gresku zavisno od veli¢ine ispitivanog uzorka i udela vode. Osim toga, u sluc¢aju da nije
poznat svaki korak u postupku sinteze, neophodno je uparavanje vode iz uzorka radi merenja mase
suvog ostatka. Termogravmetrijska analiza se pak odlikuje izuzetnom osetljivo$¢u i pruza moguénost
detekcije promena mase reda 0,1 pug, premda uzorkovanje veoma male koli¢ine za analizu daje
informacije o lokalizovanoj regiji u hidrogelu, a treba imati u vidu nehomogenosti u strukturi, koje
su narocito prisutne kada su U pitanju fizicki umrezeni hidrogelovi. Osim toga, TGA takode zahteva
podrvrgavanje uzorka zagrevanju na visokim temperaturama. U tom smislu, prednost predloZzene
EPR metodologije je sto ne zahteva nikakvu pripremu niti poseban tretman koji bi eventualno doveo
do narusavanja strukture, ve¢ se moze primeniti na hidrogel u nabubrelom stanju, takav kakav jeste,
kako na male zapremine, tako i na gelove vecih dimenzija.

67



5.2. Izu¢avanje HSA hidrogelova kao nosaca antikancerskih jedinjenja
Deo rezultata prikazanih u ovom poglavlju je objavljen u [195].
5.2.1. Ispitivanje vezivanja i otpusStanja liganda HL iz HSA rastvora/hidrogela

U okviru istrazivanja koje se odnosi na HSA hidrogel kao potencijalni depo antikancerskog
agensa, ispitano je vezivanje citotoksi¢nog paulonskog liganda HL za HSA u rastvoru. Na osnovu
odredenih pKa vrednosi analognih jedinjenja [196], za HL se moze re¢i da se na fizioloSkom pH
nalazi u svom neutralnom obliku. ObeleZeni ligand HL u vodi dao je izotropni EPR signal sa tri uska
pika tipi¢an za slobodnorotirajuce nitrokside, koji poti¢e od slobodnog radikala TEMPO (slika 33).
Dati EPR spektar se pokazao identi¢nim signalu HL-a u fizioloskom rastvoru.

3480 3500 3520 3540
Magnetno polje / G

Slika 33. Struktura i EPR spektar modifikovanog 7,12-dihidroindolo[3,2-d][1]benzazepin-6(5H)-ona
obelezenog spinskom probom 2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil (TEMPO) (HL), koncentracije 0,1
mM u vodi.

Na slici 34 su prikazani EPR spektri HL-a u rastvoru HSA u molskom odnosu HL/HSA 1:10
(@) i HL/HSA 1:20 (b). Uocava se znac¢ajno Sirenje spektralne linije HL-a U rastvoru albumina, $to je
pokazatelj ograni¢ene mobilnosti liganda [87,192], te njegovog vezivanja za HSA. Na osnovu visine
pika na visem polju, procenjeno je da je u 1:10 HL/HSA rastvoru vezano oko 90%, a u rastvoru 1:20
HL/HSA 94%, dok udeo nevezanog HL-a iznosi 10, odnosno 6% (oznac¢eno simbolom ¢ na slici 34).
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Uz pretpostavku da za vezivanje liganda HL za HSA vazi stehiometrija 1:1, na osnovu ovih rezultata
procenjeno je da konstanta formiranja iznosi log K ~ 3,2 + 0,4, ukazujué¢i na umeren afinitet proteina
za vezivanje liganda.

a) 1:10 HL/HSA b) 1:20 HL/HSA
34T80 35|00 35|20 35|40 34180 35|00 35|20 35|40
Magnetno polje / G Magnetno polje / G

Slika 34. EPR spektri a) 0,5 mM HL /5 mM HSA rastvora (1:10 HL/HSA) i b) 0,25 mM HL /5

MM HSA (1:20 HL/HSA).

| ] I |
3480 3500 3520 3540
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Slika 35. EPR spektri 0,5 mM spinske probe TEMPO u vodi (crni spektar) i u 5 mM HSA
vodenom rastvoru (crveni spektar) sa ozna¢enim doprinosima koji potic¢u od imobilisane probe.
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Kako HSA poseduje dva glavna mesta za vezivanje lekova, Sudlow I i Sudlow Il [169,185],
moze se tvrditi da se ligand HL smesSta u jedan od ova dva hidrofobna dZepa. Analizom EPR spektara
spinske probe TEMPO (slika 35), konstituenta liganda HL, uocava se proSirenje signala probe u
rastvoru HSA u odnosu na signal iz vodenog rastvora. Ovo svakako jeste indicija u¢es¢a TEMPO
¢inioca u vezivanju HL-a, premda je jasno da se u pojedinacnom slucaju spinske probe radi o slaboj
imobilizaciji usled nasumicnih interakcija sa bo¢nim grupama u proteinu, pre nego o specificnom
vezivanju. Na osnovu toga se zakljucuje da paulonski deo liganda HL igra glavnu ulogu u vezivanju
za HSA. Za vezivno mesto lekova Sudlow | tipi¢no se vezuju glomazni, hidrofobni, anjonski molekuli
sa centralno lokalizovanim negativnim naelektrisanjem, ¢iji je predstavnik molekul varfarina, dok se
sklonoscu ka vezivanju za mesto Sudlow Il odlikuju aromati¢na jedinjenja prosirene konformacije s
periferno lociranom elektronegativnom grupom, poput ibuprofena i benzodiazepina [176,184]. U
radu [195] je racunskim proracunima pokazano da se ligand HL najverovatnije vezuje za mesto
Sudlow II. Sigurno je da hidrofobne interakcije najvise doprinose vezivanju za HSA, premda je
moguce 1 uceS¢e atoma azota u elektrostatickim interakcijama sa hidroksilnom grupom
aminokiselinskih ostataka Ser489, karakteristiénim po sudelovanju u vezivanju lekova za Sudlow Il
mesto [176,195].

Radi pracenja spontanog otpustanja liganda iz rastvora HSA in vitro, 300 pl HL/HSA rastvora
(1:20i 1:20) je dijalizirano u 50 ml fizioloSkog rastvora tokom osam dana na sobnoj temperaturi, uz
snimanje EPR spektara na svakih 24 h. Kvantifikacijom spinova, na osnovu dvostrukog integrala
EPR signala uzoraka rastvora HL/HS A, utvrdeno je da je iz oba rastvora nakon 24 h otpusteno ~ 75%
(slika 36, zeleni spektri). Tokom trajanja dijalize, EPR spektroskopijom je takode potvrdeno prisustvo
liganda HL u medijumu za dijalizu. Na slici 37 su prikazani snimljeni EPR signali HL-a, otpusStenog
iz 300 pl 1:10 (a) i 1:20 (b) HL/HSA rastvora u 50 ml fizioloskog rastvora, nakon 24 h dijalize. lako
se i ovakav alternativni nacin pracenja oslobadanja liganda pokazao mogucim, zakljuceno je da je
zbog slabog signala, te velikog odnosa signal/Sum, za kvantitativna merenja definitivno pouzdanije
pratiti promene u koli¢ini probe unutar gela nego u medijumu za otpustanje.

a) 1:10 HL/HSA pre dijalize b) 1:20 HL/HSA pre dijalize
— 1 dan dijalize —— 1 dan dijalize
° — 2 dana dijalize

— 2 dana dijalize
4 dana dijalize
— 6 dana dijalize

4 dana dijalize
— 6 dana dijalize

3480 3500 3520 3540 3480 3500 3520 3540
Magnetno polje / G Magnetne polie / G

Slika 36. EPR spektri a) 0,5 mM HL / 5 mM HSA (1:10 HL/HSA) rastvora i b) 0,25 mM HL /5
mM HSA (1:20 HL/HSA) rastvora, pre dijalize (crni spektri) i posle 1 dan (zeleni spektri), 2 dana
(ljubicasti spektri), 4 dana (lila spektri) i 6 dana dijalize (plavi spektri) u fizioloSkom rastvoru. Signali
koji poticu od slobodnorotirajuc¢e probe oznaceni su simbolom -.
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3460 3480 3500 3520 3540 3560
Magnetno polje / G

Slika 37. EPR spektri liganda HL u 50 ml fizioloskog rastvora otpustenog iz 300 ul a) 0,5 mM HL
/5 mM HSA rastvora (1:10 HL/HSA) ib) 0,25 mM HL/ 5 mM HSA (1:20 HL/HSA) rastvora,
nakon 24h dijalize.

Otpustanje je nakon prvog dana usporeno, te je nakon 2 dana dijalize otpusteno ukupno oko
85% (slika 36, ljubicasti spektri), posle 4 dana 94% (slika 36, lila spektri), 6 dana 97% (slika 36, plavi
spektri), dok najzad osmog dana dijalize vise nije detektovano prisustvo HL-a u rastvorima sa HSA.
Dobijeni rezultati pokazuju da procenat oslobodenog liganda iz rastvora HSA ne zavisi od njegove
inicijalne koncentracije i da se najverovatnije radi o specifiénom vezivanju za protein. Osim toga,
1zvodi se zakljucak da je izborom optimalne pocetne koncentracije moguce podesiti koli¢inu liganda
koji se isporucuje, §to je od klju¢nog znacaja za kontrolisanu isporuku.

Imajuéi u vidu da otpustanje liganda u in vivo u odnosu na in vitro uslove moze biti znac¢ajno
brze zbog reakcije albumina sa enzimima i endogenim metabolitima, u daljoj fazi istraZivanja je
ispitivano da li je HSA hidrogel u odnosu na rastvor pogodniji depo liganda koji bi eventualno
obezbedio bolju bioraspolozivost leka in vivo.

EPR spektri termalno-indukovanih HL/HSA hidrogelova su prikazani na slici 38 (crni spektri
se odnose na gelove pre dijalize). Na spektrima se uocava vezivanje HL-a za HSA gel-matricu, dok
je utvrdeno da je udeo nevezanog liganda, lokalizovanog u vodenim porama gela, manji nego u
poredenju sa odgovaraju¢im rastvorima, i da iznosi ~ 3% u 1:10 HL/HSA hidrogelu, a potpuno
izostaje u 1:20 HL/HSA hidrogelu, $to se pretpostavlja da je posledica konformacionih promena
proteina nastalih tokom zagrevanja, odosno zauzimanja strukture u vidu intermolekulskih B-ploca,
dostupnije ligandu [40]. Ovo je u skladu sa uocenim Sirenjem EPR signala HL-a 0od 64,8 G u rastvoru
(slika 34) do 65,6 G u gelu (slika 38, crni spektar), svedoceéi o jaCem vezivanju liganda za proteinski
hidrogel naspram vezivanja za HSA u rastvoru.
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a) 1:10 HL/HSA b) 1:20 HL/HSA

pre dijalize pre dijalize
—— 1 dan dijalize —— 1 dan dijalize

7 dana dijalize 8 dana dijalize
—— 11 dana dijalize —— 11 dana dijalize

3420 3440 3460 3480 3500 3520 3420 3440 3460 3480 3500 3520
Magnetno polje / G Magnetno polje / G

Slika 38. EPR spektri a) 0,5 mM HL /5 mM HSA (1:10 HL/HSA) hidrogela i b) 0,25 mM HL /5
mM HSA (1:20 HL/HSA) hidrogela, pre dijalize (crni spektri) i posle 1 dana (temnozeleni spektri),
7-8 dana (svetlozeleni spektri) i 11 dana dijalize (plavi spektri) u fizioloSkom rastvoru. Signali koji
poticu iz slobodnorotiraju¢e probe oznaceni su simbolom .

Radi pracenja kinetike spontanog otpustanja HL-a iz HSA hidrogela in vitro, 1:10 i 1:20
HL/HSA hidrogelovi su podvrgnuti dijalizi u 50 ml fizioloSkog rastvora, uz snimanje njihovih EPR
spektara tokom dijalize u fizioloSkom rastvoru na svakih 24 h. Nakon jednog dana dijalize,
ustanovljeno je da se oslobada 20% liganda iz matrice oba gela (slika 38, tamnozeleni spektri), nakon
¢ega nije bilo promena u odgovaraju¢im spektrima sve do sedmog dana dijalize. Dodatnih 10%
liganda (ukupno 30%) otpusteno je iz 1:10 HL/HSA hidrogela sedmog (slika 38.a, svetlozeleni
spektar), a isti procenat iz 1:20 HL/HSA hidrogela osmog dana dijalize (slika 38. b, svetlozeleni
spektar), dok je ukupno 40% HL-a otpusteno iz oba gela posle 11 dana dijalize (slika 38, plavi
spektri). Kako se pokazalo da hidrogelovi mogu da zadrze do 60% liganda ¢ak 11 dana dijalize, §to
je znacajno duze u poredenju sa HL/HSA rastvorima iz kojih se 100% liganda otpusti posle 8 dana
(sumirano u tabeli 4), evidentno je da hidrogel ima ve¢i potencijal od HSA rastvora da sluzi kao
rezervoar HL-a (slika 39).
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Tabela 4. Poredenje in vitro vezivanja i otpustanja liganda HL iz 5 mM HSA vodenog rastvora i
odgovarajuceg termalno-indukovanog hidrogela, za dva molska odnosa HL:HSA, 1:10i 1:20.

HL:HSA
1:10 1:20
RASTVOR
Pre diialize 2 90% HL vezano za HSA, 2 94% HL vezano za HSA,

J 10% HL nevezano, u vodi 6% HL nevezano, u vodi
Tokom 1 dan =2 75% HL ukupno otpusteno 2 75% HL ukupno otpusteno
dijalize u
fizioloSkom g 4ana 5 100% HL ukupno otpusteno 2 100% HL ukupno otpusteno
rastvoru
HIDROGEL

2 97% HL vezano za HSA,
Pre dijalize 3% HL nevezano, 2 100% HL vezano za HSA
u vodenim porama

ldan 2 20% HL ukupno otpusteno 2 20% HL ukupno otpusteno

2 + 10% HL otpuSteno

Tokom 7 dana = Bez promene

dijalize u (30% ukupno)
fizioloskom 2 + 10% HL otpuSteno
rastvoru 8 dana > Bez promene (30% ukupno)
11dana >+ 10% HL otpusteno 2 +10% HL otpuSteno
(40% ukupno) (40% ukupno)

Nakon inicijalnog otpuStanja liganda iz HSA hidrogelova, dodatno oslobadanje HL-a u
medijum za dijalizu uoceno je tek oko sedmog dana dijalize, ukazuju¢i na to da u tom trenutku
polimerna matrica poc¢inje da degradira, odnosno da dolazi do slabljenja medumolekulskih interakcija
unutar hidrogela. Da bi se stekao bolji uvid u desavanja na molekulskom nivou, dalja istrazivanja su
zasebno fokusirana na gel-matricu, odnosno na vodenu fazu hidrogela, tokom trajanja dijalize. U tu
svrhu su sintetisana dva tipa HSA hidrogelova, hidrogel obelezen 5-DS-om, za proucavanje
proteinske matrice, i 3CP/HSA hidrogel za ispitivanje procesa unutar vodenih pora hidrogela, imajuci
u vidu ¢injenicu da se 3CP nalazi isklju¢ivo u vodenoj komponenti hidrogela.

73



100- P
A == RASTVOR
T 754 &
2 ]
= e’
2 {4 -05mMHL
2 504 | ~-0---0,25 mM HL
g 207 | HIDROGEL
s i R
% f - ‘:-“‘"';"
E 25 [‘ T’ZL-"T’@’
S . N .~
e
//
4
O _Ei!{ | | | I I
0 2 4 6 8 10

Vreme / dani

Slika 39. Poredenje in vitro otpustanja liganda HL iz 1:10 i 1:20 HL/HSA rastvora i odgovarajucih
termalno-indukovanih hidrogelova, tokom dijalize u fizioloSkom rastvoru na sobnoj temperaturi.

5.2.2. Degradacija proteinske matrice HSA hidrogela

Degradacija hidrogelova je naj¢esce posledica hidrolize [20], pa je tokom stajanja u vodenim
medijumima poput pufera i fizioloSkog rastvora, posebno na sobnoj temperaturi, o¢ekivano da do nje
dode. Pretpostavljeno je da bi se ovaj proces mogao pratiti na molekulskom nivou na osnovu analize
interakcije izmedu proteina i liganda. NaruSavanje interakcija usled degradacije hidrogela, ispitivano
je istim protokolom primenjenim za pracenje kinetike otpustanja HL-a iz gel nosaca, s tim $to je
umesto paulonskog liganda kori$¢ena spinska proba 5-DS. Razlog tome je jako vezivanje obeleZenih
derivata stearinske kiseline za albumin, za koji je dobro poznato da poseduje minimum sedam mesta
za vezivanje srednje- i dugolanc¢anih masnih kiselina [169,183,197,198]. U skladu sa tim, pokazano
je 1 da do Sest ekvivalenata spinski obelezenih derivata stearinske kiseline ispoljava jako vezivanje
za HSA [199]. Hipotezu da se zbog toga 5-DS nece lako odvezati od HSA gel-matrice potvrdili su i
rezultati. Naime, nije bilo promena u EPR spektru 1:1 5-DS/HSA hidrogela ¢ak Sest dana dijalize
(slika 40.a, crni spektar), dok je sedmog dana doslo do oslobadanja 20% 5DS-a, bez daljih promena
zakljucno sa 11. danom dijalize (slika 40, roze spektar). Otpustanje izvesne koli¢ine 5-DS-a sedmog
dana dijalize je dodatna indikacija da degradacija gela otpocCinje nakon nedelju dana stajanja u
fizioloSkom rastvoru (jonske jac¢ine 154 mM) kao posledica naruSavanja nekovalentnih interakcija
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izmedu liganda i proteina i/ili samog proteina. Najzad, iako nije uocljivo na izgled spektra, potvrda
0 naruSavanju strukture proteinske matrice ogleda se i u smanjenju parametra reda S od 0,84 na
pocetku, do 0,82 sedmog dana dijalize. Manja vrednost S zna¢i smanjenje imobilizacije probe,
odnosno nizi stepen uredenosti posmatranog sistema, moguce zbog pocetka hidrolitickog razlaganja
proteinskog hidrogela. Ipak, treba napomenuti da je znaCajan intenzitet signala koji potice od
spinskog obelezivaca 5-DS izmeren i nakon Sest meseci Stajanja hidrogela u fizioloskom rastvoru,
potvrduju¢i da ne dolazi do potpune degradacije albuminskog hidrogela tokom skladistenja cak i
toliko dug vremenski period.

Treba ista¢i da su eksperimenti sa 5-DS/HSA rastvorom pokazali da albuminski rastvor nema
sposobnost da zadrzi istu koli¢inu spinske probe dovoljno dugo kao odgovarajuci hidrogel, s obzirom
na to da se iz rastvora znatna koli¢ina otpusti ve¢ nakon tri dana, a nakon sedam dana dijalize u
fizioloskom rastvoru se otpusti ¢ak 95% doksil-stearata (slika 40.b). Zakljucak izveden na osnovu
prethodno opisanih rezultata u poglavlju 5.2.1 dobijenih za ligand HL,, sada je potvrden i za 5-DS, te
se moze reci kako je HSA gel mnogo bolji rezervoar za hidrofobne supstancije (lekove) u odnosu na
rastvor.

Zapazanja koja se odnose na 5DS/HSA hidrogelove bi svakako mogla biti od koristi za
predvidanje osobenosti albuminskih hidrogelova u pogledu otpustanja aktivnih supstancija in vivo.
Iako se jonska jacina krvi kreée oko 0,15 mol/l, oc¢ekivano je da degradacija hidrogela bude
potpomognuta dejstvom enzima i endogenih metabolita, $to bi rezultovalo brzom isporukom liganda
do ¢elija. Ovim se pak konstatuju eksperimentalna ograni¢enja studija in vitro, te neizostavni
problemi koji nastaju prilikom translacije saznanja dobijenih upotrebom model sistema, na in vivo
primene.

a) b)
pre dijalize, pa dc 6. dana dijalize pre dijalize
——o0d 7. do 11. dana dijalize ——3 dana dijalize
4 dana dijalize
5 dana dijalize
——7 dana dijalize
3420 3440 3460 3480 3500 3520 3460 3480 3500 3520 3540 3560
Magnetno polje / G Magnetno polje / G

Slika 40. EPR spektri a) 5 mM 5-DS /5 mM HSA (5-DS/HSA 1:1) hidrogel pre dijalize i do 6. dana
dijalize (crni spektar), i od 7. do 11. dana dijalize (roze spektar); b) 5 mM 5-DS / 5 mM HSA (5-
DS/HSA 1:1) rastvor pre dijalize (crni spektar), nakon 3 dana (ljubiCasti spektar), 4 dana (lila
spektar), 5 dana (Zuti spektar) i 7 dana dijalize u fiziolo§kom rastvoru (roze spektar).

5.2.3. Difuzija malog liganda iz HSA hidrogela

Kako se ispostavilo da je ve¢inski udeo vezanog liganda u 1:10 HL/HSA hidrogelovima, a da
nevezani difunduje iz sistema u fizioloski rastvor u roku od 24 h od pocetka dijalize, kao i da se nakon
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nedelju dana dijalize dodatna koli¢ina HL-a detektuje u vodenim porama hidrogela, $to je praceno
daljim otpustanjem u medijum za dijalizu, preostalo je da se bolje razume proces difuzije HL-a kroz
vodene pore hidrogela. Imajuéi u vidu da se radi o procesu koji je zasigurno odreden brzinom razmene
vode sa fizioloskim rastvorom, odnosno osmozom i difuzijom jona natrijuma i hlora, prac¢ena je
dijaliza HSA hidrogela sintetisanog sa spinskom probom 3CP (u molarnom odnosu 1:10), za koju je
pokazano da je lokalizovana iskljucivo u vodenoj fazi BSA hidrogela i da ne interaguje sa gel-
matricom. Kao i u sluc¢aju hidrogela na bazi govedeg serumskog albumina, i kod hidrogela
sintetisanog iz humanog serumskog albumina nije uo¢ena nikakva interakcija izmedu probe 3CP i
proteina u skladu sa prikazanim izotropnim EPR signalom sa tri uska pika 3CP/HSA hidrogela (slika
41, crni spektar). Posle jednog sata dijalize (slika 41, narandzasti spektar) ustanovljeno je da je ve¢
96% probe difundovalo iz pora gela, te da se radi o veoma brzom procesu difuzije vode / rastvorene
supstancije iz pora gela, koji se odigrava na potpuno drugoj vremenskoj skali u odnosu na proces
otpustanja vezanog hidrofobnog liganda iz proteinske matrice. Na osnovu ovih rezultata se zakljucuje
da je za oslobadanje malih liganada iz ove vrste hidrogela, kada postoji interakcija izmedu liganda i
proteina, determinisuci proces oslobadanja agensa iz matrice u pore gela. U tom pogledu se nosaci
na bazi HSA mogu smatrati najpogodnijim biokompatibilnim depoima razli¢itih lekova u skladu sa
sposobnoscu albumina da veze na stotine lekova se veoma visokim afinitetom.

—— pre dijalize
" 1 h dijalize

3480 3500 3520 3540
Magnetno polje / G

Slika 41. EPR spektri 0,5 mM 3CP /5 mM HSA (3CP/HSA 1:10) hidrogela pre dijalize (crni spektar)
i nakon 1 h dijalize (narandzasti spektar) u fizioloSkom rastvoru (radi bolje uocljivosti spektar je
uvecan 100 puta).
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5.2.4. In vitro citotoksi¢nost liganda HL i HL/HSA hidrogela

Citotoksi¢na aktivnost HL-a i HL/HSA hidrogela je odredena primenom MTT testa na Colo-
205 kancer ¢elijama humanog adenokarcinoma debelog creva, nakon inkubacije od 72 h. Veoma
visoka aktivnost liganda je ranije pokazana na nizu razli¢itih humanih kancer ¢elijskih linija (A549,
CH1, SW480, N87, SK-Mel 28, T47D), sa vrednostima ICso u opsegu 0,02-0,27 pM, za vreme
inkubacije od 96 h [148].

U ovoj studiji je za sam ligand HL utvrdena vrednost ICso = (0,090 + 0,001) uM. U poredenju
sa komercijalno dostupnim antikancerskim lekovima, doksorubicinom, oksaliplatinom, 5-
Fluorouracilom, etopozidom i regorafenibom, za koje su u Colo-205 ¢elijskoj liniji na osnovu MTT
testa odredene sledece vrednosti ICso: (3,3 + 0,2) uM [200], (2,60 + 0,52) uM [201], 3,2 uM [202],
(1,61 £ 0,02) uM [203], 1 3,269 uM [204], evidentno je da se HL odlikuje izrazitom citotoksi¢noscu.

Medutim, nije detektovana citotoksi¢na aktivnost HSA hidrogela koji je sadrzao 0,5, 1,0 i
5,0 uM HL tokom tri dana inkubacije pri direktnom kontaktu kancer ¢elija sa hidrogelom. Ovakav
rezultat je posebno vazan potvrdujuci da bi HSA hidrogel mogao biti efikasan rezervoar HL liganda
sa odlozenim oslobadanjem, ¢ak i u prisustvu zivih ¢elija.

5.2.5. EPR imidZing spinski obeleZenih HSA hidrogelova

Radi vizuelizacije spinskih proba unutar spinski obelezenih HSA hidrogelova, snimljeni su
popre¢ni preseci albuminskih gelova koji su sadrzali HL, 5-DS i 3CP, primenom EPR imidzinga, pri
¢emu je dobijena potvrda o uniformnoj raspodeli navedenih agenasa unutar hidrogela (slika 42). Ono
Sto je posebno znacajno, pre svega za potencijalnu primenu EPR imidZinga u in vivo biomedicinskim
istrazivanjima, jeste ¢injenica da je dobijena dobra slika i iz anizotropnih signala HL-a i 5-DS-a, s
obzirom na to da se uobicajeno smatra da je za uspesan imidzing potrebno imati probu koja daje jedan
uski pik, ili barem, izotropni signal nalik onom koji potice od 3CP-a u vodi.

HL/HSA : 5 DSHSA | (S0 3CPHSA
hidrogel ; hidrogel T~ hidrogel

- . . L Ot 3 .
y (mm}

Slika 42. 2D EPR imidzi spinski obelezenih HSA hidrogelova. S leva na desno: 0,5 mM HL /5 mM
HSA, 5mM 5-DS/5 mM HSA i1 0,5 mM 3CP /5 mM HSA.

UspeSnom primenom EPR spektroskopije 1 imidzinga, demonstriranoj na spinski obeleZzenim
HSA hidrogelovima, u in vitro ispitivanjima kinetike otpustanja citotoksi¢nog liganda iz albuminskog
hidrogela, degradacije polimerne matrice i procesa difuzije vode / rastvorene supstancije iz pora gela,
istiCe se korisnost savremene EPR tehnike u biomedicinskim istrazivanjima, pre svega u izu¢avanju
kancera. Uz to je potvrden i potencijal albuminskog hidrogela da sluzi kao depo antikancerskih
agenasa s odlozenim oslobadanjem, s obzirom na to da se pokazalo da HSA hidrogel tokom 11 dana
dijalize moZe da zadrzi ¢ak 60% citotoksi¢nog liganda i da je jo§ pogodniji nosac¢ u odnosu na HSA
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u rastvoru. Najzad, Cinjenica da HL/HSA hidrogel nije ispoljio citotoksi¢nu aktivnost u Colo-205
¢elijskoj liniji tokom 72 h inkubacije, potvrda je da albuminski hidrogel moze posluziti kao efikasan
depo aktivnog liganda ¢ak u prisustvu zivih ¢elija, $to otvara mogucnost za potencijalnu upotrebu
spinski obelezenih albuminskih hidrogelova u pra¢enju odgovora na terapiju.

Naime, EPR oksimetrija je tehnika koja se efikasno koristi za merenje pO2 u tkivima in vivo, a
nasla je svoju primenu i u imidzingu kancera, omoguéavajuci da se hipoksi¢na tumorska tkiva
razlikuju od zdravih [118]. Vode¢i se principom oksimetrije, pretpostavka je da bi hidrogel obelezen
odgovarajuc¢om spinskom probom, a koji ujedno sadrzi i terapijsku komponentu, mogao da pruzi uvid
u status tretiranih ¢elija, te izvestiti o efikasnosti leCenja, na osnovu EPR merenja pre, tokom i nakon
tretmana.

Nesto pojednostavljeniji pristup je primenjen u narednoj fazi istrazivanja kako bi se za pocetak
ispitalo da 1i spinski obelezeni albuminski hidrogel moze dati informacije o vijabilnosti ¢elija u
Saccharomyces cerevisiae, koji je koris¢en kao model sistem.
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5.3. Spinski obeleZeni hidrogelovi za procenu vijabilnosti éelija primenom EPR spektroskopije
i imidZinga

Deo rezultata prikazanih u ovom poglavlju je objavljen u [205].

Rezultati EPR spektroskopskih merenja u ispitivanju ¢elijskog metabolizma, pokazali su da se
spinska proba 3CP redukuje u prisustvu vitalnih ¢elija kvasca. Zivotni vek éelije se povezuje sa
proizvodnjom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, kako kod visih tako i kod nizih eukariota, poput
Saccharomyces cerevisiae, $to kvasce ¢ini idealnim jednostavnim modelom za istrazivanje. Tokom
procesa cCelijskog disanja normalno dolazi do generisanja niskih koncentracija ROS-a, koji uzimaju
ulogu signalnih molekula. Medutim, ako sistemi antioksidativne zastite zakazu, superoksidni anjon,
zajedno sa sekundarnim reaktivnim vrstama, postaje glavni uzrok oksidativnog stresa [206]. Osim
toga, za mitohondrije Saccharomyces cerevisiae je pokazano da u uslovima hipoksije proizvode NO
tokom apoptoze [207].
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Slika 43. Stepen redukcije intenziteta EPR signala spinske probe 3CP prisutne u koli¢ini 0,04 pmol
u uzorcima koji sadrze: 1) 0,7-108 ¢elija kvasca, 2) 1,4-108 ¢elija kvasca, 3) 2,7-108 éelija kvasca,
4) 5,4-108 gelija kvasca, 5)temperaturski inaktiviranih 5,4-10% ¢elija kvasca i 6) 10,8-10% ¢éelija
kvasca. Intenzitet EPR signala svakog uzorka izmeren u 2. minutu je normiran na 100 %.

lako postoje brojne metode za procenu redoks statusa tkiva, uglavnom su bazirane na
indirektnoj detekciji produkata oksidacije. U tom pogledu, prednost EPR spektroskopije, u sprezi sa
odgovaraju¢im spinskim probama jeste moguc¢nost gotovo neposredne detekcije ROS-a in vivo.
Princip je baziran na konverziji nitroksidnih proba injektovanih u Zivi sistem, do EPR neaktivnih
oblika, hidroksilamina ili oksoamonijum katjona, usled redoks reakcija sa biolo§kim jedinjenjima,
enzimima i jonima prelaznih metala, pri ¢emu se brzina redukcije probe smatra merilom redoks stanja
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posmatranog entiteta [14,100]. U skladu sa tim, eksperimenti su pokazali veci stepen redukcije za iste
pocetne koli¢ine spinske probe 3CP (0,04 umol) sa porastom broja zivih ¢elija kvasca prisutnih u
uzorku (slika 43).

Posto je potvrdeno da spinska proba 3CP moze da sluzi kao biomarker aktivnog metabolizma
¢elija, u narednoj fazi je trebalo ispitati primenljivost 3CP-a za istu hamenu, ali u situaciji kada je u
sistemu prisutan serumski albumin. Pokazano je da je brzina redukcije EPR signala nitroksida, za iste
koncentracije spinske probe i jednak broj zivih ¢elija u uzorku, veca u prisustvu BSA u odnosu na
slucaj kada se umesto albumina u sistemu nalazi samo voda (slika 44). lako bi se moglo pretpostaviti
da albumin doprinosi redukciji 3CP-a posredstvom Cys34, kontrolni eksperiment u kom je kvasac
izuzet iz uzorka, pokazao je da BSA samostalno ne dovodi do pada signala spinske probe, ve¢ da je
isti intenzitet o¢uvan tokom vremena. Inace, serumski albumin je neizostavna komponenta medijuma
za gajenje Celijskih kultura s obzirom na njegovo dobro poznato svojstvo da promovise rast ¢elija i
odrzava razli¢ite kulture eukariotskih ¢elija u in vitro uslovima [208].
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Slika 44. Poredenje stepena redukcije EPR signala spinske probe 3CP koncentracije 0,5 mM u
odsustvu BSA (— BSA) i u prisustvu BSA (+ BSA) finalne koncentracije 0,2 g/ml, u uzorcima koji
sadrze 2-108 ¢elija kvasca. Kontrola se odnosi na uzorak koji sadrzi samo 3CP i BSA bez prisutnih
¢elija kvasca.

U datoj studiji, ispoljila se dualna uloga albumina, koji ne samo da u formi hidrogela moze Ciniti
matricu koja drzi spinsku probu rastvorenu unutar vodenih pora, ve¢ sluzi i kao pojacavac redukcije
signala probe posredstvom zivih ¢elija kvasca, omogucavajuéi najzad i vizuelizaciju efekata dejstva
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¢elijskog metabolizma na spinski obelezeni BSA hidrogel. Na slici 45 su predstavljeni 2D EPR imidzi
poprec¢nog preseka (yz-ravan) 3CP/BSA hidrogela pre i nakon 10 minuta inkubacije sa ¢elijama
kvasca nanetih na xz-ravan hidrogela, sa kojih se jasno uocava gubljenje signala probe iz dela
hidrogela koji je bio u dodiru sa aktiviranim kvascem.

Slika 45. 2D EPR imidz yz-ravni BSA hidrogela a) pre i b) nakon 10 min inkubacije sa ¢elijama
kvasca.
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6. ZAKLJUCAK

Konkrektni ciljevi istrazivanja, ukljuc¢ujuéi izbor optimalne spinske probe i razvoj nove EPR
metodologije za odredivanje sadrzaja vode u hidrogelu; izucavanje HSA hidrogela kao nosaca
antikancerskog liganda HL primenom EPR metode za pra¢enje vezivanja i kinetike oslobadanja
lekova iz albuminskog hidrogela; razvoj EPR protokola za ispitivanje procesa difuzije hidrofilnih
molekula iz pora hidrogela i pracenje spontane degradacije hidrogela, i najzad dizajn albuminskog
hidrogela za detekciju vijabilnosti ¢elija primenom EPR spektroskopije i imidzinga, mogu se smatrati
uspesno ispunjenim.

Razumevanjem sustinskog znacaja sadrzaja vode unutar hidrogela za kontrolisano otpustanje
lekova, usled nedostatka standardizovanog testa za njegovu karakterizaciju u tom smislu, prvi deo
ove studije odnosio se na odredivanje ukupne koli¢ine vode u albuminskim hidrogelovima. Razvijen
je novi pristup koji podrazumeva primenu EPR spektroskopije u sprezi sa tehnikom spinskog
obelezavanja. Polazeé¢i od odabira adekvatne EPR aktivne spinske probe kakvom se pokazala proba
3CP, koja je lokalizovana isklju¢ivo u vodenim porama hidrogela, preko uspostavljanja korelacije
izmedu rotacionog korelacionog vremena indikatora i udela vode, dizajnirana je metodologija koja
se pokazala efikasnom u aplikaciji na razli¢itim hidrogelovima na bazi prirodnih polimera,
nezasvisno od tipa, veli¢ine, viskoelasti¢nih svojstava i mesta primene indikatora. Metoda je
jednostavna, pouzdana i ne zahteva posebnu pripremu uzorka, te pokazuje potencijal da se svrsta
medu uobicajene procedure za ispitivanje hidrogelova.

U daljoj fazi istrazivanja je sposobnost albumina za vezivanjem velikog broja lekova s visokim
afinitetom iskoris¢eno za razvoj nosaca antikancerskih jedinjenja. S druge strane, demonstrirana je
ucinkovita primena EPR spektroskopije u in vitro ispitivanju kinetike otpustanja citotoksi¢nog
modifikovanog paulonskog liganda HL, iz alouminskog hidrogela. Isti protokol je primenjen i na
5-DS/HSA i 3CP/HSA hidrogelove, radi pracenja degradacije polimerne matrice i procesa difuzije
vode/rastvorene supstance iz pora gela.

Potencijal albuminskog hidrogela da sluzi kao depo antikancerskog agensa s odloZzenim
oslobadanjem je potvrden ¢injenicom da je HSA hidrogel tokom 11 dana dijalize bio sposoban da
zadrzi cak 60% citotoksi¢nog liganda i da je pogodniji nosa¢ u odnosu na HSA u rastvoru, iz kog se
sva koli¢ina liganda otpustila u roku od 8 dana. Na osnovu veoma brze kinetike difuzije malog
molekula 3CP iz vodenih pora hidrogela u okolni medijum, zakljuceno je da je proces odvezivanja
liganda koji ostvaruje interakcije sa proteinskom matricom taj koji diktira brzinu otpustanja. Rezultati
eksperimenata na 5-DS/HSA gelovima pokazali su da dolazi do slabljenja medumolekulskih
interakcija unutar samog hidrogela nakon sedam dana dijalize, te da je to momenat kad zapocinju
promene u strukturi na molekulskom nivou. Znacajan signal 5-DS-a je medutim detektovan
mesecima nakon stajanja hidrogela u fizioloSkom rastvoru sugeri$i¢i da nema potpune degradacije,
te da je hidrogel veoma stabilan tokom skladiStenja u vodenim rastvorima. Stoga bi se potpuno
oslobadanje aktivne supstancije vezane za albuminsku matricu o¢ekivalo tek u in vivo uslovima. U
vezi sa tim vazno je napomenuti i da dok se HL pokazao citotoksi¢nim i pri nanomolarnim
koncentracijama, HL/HSA hidrogel nije ispoljio citotoksi¢nu aktivnost prema Colo-205 ¢elijama
kancera tokom 3 dana inkubacije, pokazujué¢i da je albuminski hidrogel dobar rezervoar ovog
antikancerskog agensa cak i u prisustvu zivih ¢elija.

Imajuéi u vidu potrebu za inovativnim reSenjima na polju dijagnostike i terapije kancera, u
studiji se otislo korak dalje ka razvoju multifunkcionalnog hidrogela koji bi mogao objediniti
imidzing 1 terapijsku komponentu. Polaziv§i od principa EPR oksimetrije koja omogucava
razlikovanje zdravih od hipoksi¢nih tkiva, koja se takode odlikuju razli¢itim redoks statusom, kao
prvi korak je u Saccharomyces cerevisiae, koji je koris¢en kao model sistem, ispitano da li spinski
obelezeni hidrogel moze posluziti kao indikator redoks okruzenja. Ne samo da je 3CP/BSA hidrogel
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pokazao osetljivost na aktivni metabolizam c¢elija, ve¢ je i EPR imidzingom omogucena Vvizuelizacija
redukcije spinske probe u gelu izazvane dejstvom éelija.

U buduéim istrazivanjima ostaje da se eksperimenti transliraju na ¢elijske linije kancera i
eksperimentalne animalne modele, te prelazak sa X-bend na L-bend EPR spektroskopiju/imidzing.

Najzad, sveukupno se zakljucuje da bi ova studija mogla otvoriti vrata potencijalnoj primeni
EPR molekularnog imidzinga in vivo u sprezi sa spinski obelezenim albuminskim hidrogelovima koji
bi sluzili, ne samo kao rezervoar antikancerskih lekova, ve¢ i za monitoring efekata lekova na okolna
tkiva, u pretklinickim istrazivanjima. Pogodnost ovakvog pristupa bilo bi zaobilazenje dugackih i
skupih biohemijskih testova, koriS¢enjem viSenamenskog hidrogela koji bi omoguéio brzo i
pouzdano utvrdivanje citotoksi¢nosti antikancerskih lekova.
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Broj indeksa 2017/0311

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom:

Primena elektronske paramagnetne rezonancije za prou¢avanje albuminskih

hidrogelova za kontrolisanu isporuku antikancerskih lekova i detekciju vijabilnosti éelija

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

e da disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za sticanje druge diplome
prema studijskim programima drugih visokoSkolskih ustanova;

e da su rezultati korektno navedeni i
e da nisam krSio/la autorska prava i koristio/la intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora

U Beogradu,
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Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora Ana Veskovi¢
Broj indeksa 2017/0311

Studijski program Doktorske akademske studije fizicke hemije

Naslov rada Primena elektronske paramagnetne rezonancije za proucavanje
albuminskih hidrogelova za kontrolisanu isporuku antikancerskih lekova i detekciju
vijabilnosti ¢elija

Mentor dr Ana Popovi¢ Bijeli¢, vanredni profesor Fakulteta za fiziCku hemiju Univerziteta
u Beogradu

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la radi pohranjena u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u
Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moiji li€ni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva
doktora nauka, kao &to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

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

Potpis autora

U Beogradu,
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Izjava o koriSéenju

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

Primena elektronske paramagnetne rezonancije za proudavanje albuminskih
hidrogelova za kontrolisanu isporuku antikancerskih lekova i detekciju vijabilnosti ¢elija

koja je moje autorsko delo.

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

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u
Beogradu i dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji postuju odredbe
sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju
sam se odlucio/la.

1. Autorstvo (CC BY)

2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)
(3)Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada (CC BY-NC-ND)

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima(CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo — bez prerada (CC BY-ND)

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci.
Kratak opis licenci je sastavni deo ove izjave).

Potpis autora

U Beogradu,
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1. Autorstvo. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saop$tavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence, Cak i u komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane
autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu.

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada. Dozvoljavate umnozZavanje, distribuciju
i javno saopS$tavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu,
ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom
licencom se ograni¢ava najveci obim prava koris¢enja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate
umnoZzavanje, distribuciju i javno saopS$tavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora
na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod
istom ili slié¢nom licencom. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i
prerada.

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

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