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Citotoksicni uticaj
infracrvenog zracenja na
HelLa Celije tretirane
nanocesticama zlata

Upotreba infracrvenog zracenja kao izvor ener-
gije za termalnu aktivaciju nanocestica zlata po-
kazuje veliki potencijal u tretiranju kancerskih
oboljenja. U ovom radu Celije cervikalnog kan-
cera tretirane su nanocesticama zlata i potom
izlagane zracenju infracrvenog dela spektra
kako bi se ispitao njihov zajednicki citotoksicni
efekat na celije. Nakon izloZenosti infracrvenom
zracenju, nanocestice zlata apsorbuju i potom
emituju enegriju u vidu toplote sto uzrokuje ter-
malnu stetu targetovanim Celijama. U radu je
pokazano da zracenje tretiranih celija ima vrlo
potentan citotoksicni efekat na Celije sto znatno
pospesuje mogucnost selektivnog ciljanja celija.
Uspeh ovakve metode otvara Siroka vrata novim
mogucnostima u sto preciznijem uklanjanju pri-
sustva kancera u organizmu.

Uvod

Kancer je jedna od najopasnijih bolesti dana-
$njice od koje pati veliki broj ljudi. Okarakte-
risan je neregulisanom proliferacijom celija i
raznovrsnim mutacijama u molekulu DNK, Sire-
njem kroz organizam u vidu metastaza, $to zajed-
no daje zastrasSujuce veliki procenat mortaliteta.

Uzrok razvijanja kancera nije u potpunosti
poznat, zbog ¢ega je samo lecenje znatno ote-
Zano. Postoje mnogi trenutni oblici tretmana: ci-
tostatici, hemoterapija, radio zracenje, ali nijedna
od njih nije ¢elijsko-specifi¢na, §to dovodi do
nanos$enja velike Stete zdravim ¢elijama. Pored
pomenutih rizika i nedovoljno dobrih rezultata,
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potreba za novim nac¢inima lecenja konstantno
raste. Najveci problem u razvijanju bilo kakve
treapije predstavlja lokalizacija njenog delovanja
— uniStavanje kancerskih éelija uz $to manje po-
sledice po okolno tkivo i ostatak organizma. U
poslednjih par godina, istraZivanja su pokazala
potencijal u tretiranju i detektovanju kancera uz
pomo¢ nanocestica zlata (Gobin et al. 2007,
Raoof er al. 2012). Nanocestice zlata su jako
malih dimenzija, poluprovodne su, mogu apsor-
bovati elektromagnetno zracenje odredenih
talasnih duZina i emitovati je u vidu toplotne ene-
rgije (Glazer et al. 2010). Najcesce upotreblji-
vana metoda selektivnog targetovanja maligno
transformisanih celija ukljucuje antitela na EGF
(Epidermal Growth Factor) receptor (Normanno
et al. 2006; Martinelli ez al. 2009).

Uz pomo¢ ovih antitela, efikasnost detekto-
vanja kancerskih Celija se znatno povecala, dok
su se antitela takode pokazala kao dobar metod
inhibicije celijske deobe, migracije i metastaze,
kao i dostavljanja nanocestica zlata na cilj, §to
ultimativno rezultuje indukovanjem apoptoze
(Vokes i Chu 20006). Zracenjem konjugovanih
antitela sa nanocCesticama zlata, uzrokuje se hi-
pertermija koja bi bila fatalna po ciljane Celije
kancera i tako se efikasno i selektivno eliminiSe
njihovo prisustvo. Velika prednost ove metode je
Sto radio talasi ne interaguju sa bioloskim tki-
vom, a to omogucuje tretiranje na bilo kojoj du-
bini u tkivu. Raoof i saradnici su uz pomo¢
visokofrekventnih radio talasa pokazali veliku
delotvornost metode (Raoof ef al. 2012), Sto
otvara Siroki dijapazon moguénosti za ispitivanje
novih pristupa ka sto preciznijem uklanjanju
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maligno transformisanih éelija. Iako je delovanje
infracrvenih (IC) talasa moguce samo do dubina
od nekoliko centimetara u tkivu, manja talasna
duzina od radio talasa bi trebalo da bude kom-
penzovana ve¢om frekvencijom i potentnijim
transferom termalne energije na nanocestice, §to
¢e rezultovati u brzem dostizanju citotoksicnog
nivoa temperature (Raoof et al. 2012).

Cilj ovog rada je da se ispita termalna citoto-
ksi¢nost nanocestica zlata na HeLa éelije kancera
grli¢a materice izloZene zracenju IC opsega
spektra.

Materijal 1 metode

Zracenje koriS¢eno u eksperimentu. Za
ovaj projekat izabrano je zracenje frekvencije IC
regiona spektra (14000—10 cm™) zbog ogra-
ni¢ene prodorne mo¢i u ljudsko tkivo, Sto uz-
rokuje vecéu efikasnost u tretiranju povrsnih
tumora i omogucava sprovodjenje eksperimenta
in vitro.

Pripremanje nanocestica zlata. Zlato je
rastvoreno u carskoj vodi (HNO; : HC1=1:3)1i
nakon 4 sata rastvor je potpuno uparen, a zlato
resuspendovano u 17% rastvor Trinatrijum (III)
citrata. Koncentracija nanocestica u rastvoru je
spektrofotometrijski odredena (A= 550 nm).

Upotrebljivane éelije. Celije koriiéene u
ovom ekspetrimentu su bile ¢elije cervikalnog
kancera HeLa celijske linije. Pre tretmana Celije
su 8 dana bile kultivisane za predstojeci rad. Uz
kontrolnu grupu koja nije ni zra¢ena niti tretirana
nanocesticama zlata, kori§éena su jo§ dve grupe
razlicitih uslova kako bi se eliminisala varija-
bilnost dobijenih podataka — jedna grupa koja je
tretirana nanocesticama zlata ali nije izloZena
zracenju, i druga grupa koja je zracena bez pri-
sustva nanocestica zlata. Eksperimentalne grupe
su prikazane u tabeli 1.

Tretiranje celija koloidima zlata. Celije su
pre tretmana prebacene u svez medijum u odnosu
1 : 3 (Celije : medijum), a zatim tretirane tecnim
rastvorom koloidnih nanocestica zlata u odnosu
4 : 1 (Celije : rastvor). Nakon tretmana koloidnim
zlatom, Celije su inkubirane na 5% CO,, 37°C u
periodu od 12 h. Iradijacija je bila vr§ena uz
pomoc tri LE diode na talasnoj duzini od 830 nm
(12048.19 cm’l), intenziteta 200 mA, pri naponu
od 2.8 V u trajanju od 4 x 15 minuta, sa pauzama
od 45 minuta po grupi, u ukupnom trajanju od 4
sata.

Odredivanje vijabilnosti éelija. Celije su
brojane na hemocitometru, koristeci trypan blue
kao specifi¢nu boju (trypan blue boji mrtve ée-
lije). Pre bojenja trypan blue-om, ¢elije su cen-
trifugirane 5 min na 2500 rpm i vorteksovane pre
postavljanja na hemocitometar.

Rezultati 1 diskusija

Koncentracija koloidnih nanocestica zlata,
izmerena spektrofotometrijski je izracunata
koristeé¢i Lambert-Beerov zakon, i iznosila je
C=2.85-10" mol/dm’

Nakon tretiranja éelija, citotoksi¢nost kolo-
idnih Cestica zlata je bila posmatrana kroz odnos
broja prezivelih ¢elija prema mrtvim ¢elijama.
Izracunata je srednja vrednost tri eksperiment-
alne grupe (tretirane nanocesticama zlata i izlo-
Zene IC zraCenju), i ovaj rezultat je poreden sa
ostalim eksperimentalnim grupama (tabela 2).

Tabela 2. Odnos broja prezivelih i broja mrtvih
Gelija (x10%)

Tretirane  Netretirane
koloidima
IzloZene zracenju 21/22 15/12
NeizloZene 16/2 5/0

Tabela 1. Grupe ¢elija kori$éenih u

eksperimentu
Tretirane Netretirane
koloidima
Izlozene zracenju 3 grupe 1 grupa
Neizlozene 1 grupa 1 grupa
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Kao $to se moZe videti iz tabele 2, uticaj na-
nocestica zlata na grupe Celija koje su izlozene IC
zracenju u odnosu na kontrolnu, nezra¢enu gru-
pu, pokazuje jako izrazen citotoksi¢ni efekat.
Kao dodatno osiguravanje rezultata, kontrolna
grupa ne pokazuje nikakve znake citotoksi¢nog
efekta na Celije. Sa druge strane, tretman nano-
Cesticama zlata samostalno nema primetno Stetan
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efekat na Celije, $to se moze videti iz odnosa pre-
zZivelih i mrtvih celija grupe koja je tretirana na-
nocesticama bez zracenja (16 : 2). Primeceno je
veliko umiranje éelija u drugoj grupi ¢elija koja
je samo izlozena zracenju, bez prisustva nano-
Cestica zlata (15 : 12), Sto se moZe objasniti
samim citotoksi¢nim uticajem zracenja na Celije.
Chang i saradnici su pokazali da upravo IC deo
spektra moZe izazvati prekid éelijskog ciklusa u
G2 kontrolnoj tacki tokom proliferacije celija
adenokarcinoma, ¢ime su pokazali potencijalnu
ulogu ovog zracenja u terapiji karcinoma pluca
(Chang et al. 2013). U odnosu na sli¢ne eksperi-
mente vrSene pre (Raoof et al. 2012), rezultati
pokazuju da je metoda uniStavanja HeLa celija
apsorbovanjem elektromagnetnog zracenja i
rasipanja dobijene energije u vidu toplote, §to
podiZe zanimljive implikacije u tretiranju kan-
cerskih oboljenja, kao i detekciji koristeci
imuno-gold metode elektron transmisione mi-
kroskopije. Prethodni problemi obradeni u lite-
raturi ukazuju da postoji moguénost apsorpcije
IC zraCenja od strane pufera, koji laZno pozitivno
doprinosi citotoksi¢nom efektu zlatnih nano-
Cestica (Glazer et al. 2010; Cardinal et al. 2008).
Nasi rezultati pokazuju da to nije slucaj, i da se
sav cititoksi¢ni efekat moZe priprisati delovanju
IC zracenja. U prilog nasim podacima o pra-
kticnosti primene ove metoda kao potencijalne
anti-tumor terapije ide podatak teorijskih istrazi-
vanja apsorpcije elektromagnetnog zracenja od
strana zlatnih nanocestica. Hanson i saradnici su
pokazali da apsorpciju elektromagnetnog zra-
¢enja i dalje raspanje energije u vidu toplote pod-
sti¢e kisela sredina ¢elija kancera, nastala zbog
prebacivanja oksidativnog metabolizma éelije na
anareobnu glikolizu (Wartburgov efekat) (Han-
son et al. 2011).

Zakljucak

Rezultati potvrduju efikasnost citotoksi¢nog
dejstva IC zracenja i nanocestica zlata na HeLa
éelija. Planovi za nastavak ispitivanja ukljucuju
povecanje broja eksperimentalnih grupa, upo-
trebu drugih celijskih linija, kao i ispitivanje IC
zraCenja razlicitih energija i talasnih duZina.
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Cytotoxic Effect of Infrared
Radiation on HeLa Cells Treated
with Gold Nanoparticles

With cancer being one of the most dangerous
diseases of the present, there are many different
treatments for it, most of which are not cell spe-
cific and thus inflict damage on healthy cells as
well. The use of infrared radiation as a source of
energy for thermal activation of gold nano-
particles shows great potential in treatment of
cancerous diseases, with increased accuracy. An-
other advantage of this method is the fact that in-
frared radiation does not interact with biological
tissue and would therefore be applicable almost
anywhere in the body. In this project cervical
cancer cells were treated with nanoparticles of
gold and subsequently exposed to electromag-
netic radiation of the infrared spectrum in order
to examine their combined cytotoxic effect on
the cells. Following the exposure to the radiation,
the gold nanoparticles absorb and then emit the
energy as heat which causes thermal damage to
the targeted cells nearby. It was demonstrated in
the experiment that irradiation of treated cells has
a very potent cytotoxic effect on the cells which
greatly improves the possibility of selective cell
targeting. The success of such a method opens a
wide range of new directions in highly accurate
removal of cancerous cells from an organism. _
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