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STABILNOST HLOROFILA NA OKSIDACIONI STRES U VODENOM
MEDIJUMU | U LIPOZOMIMA

REZIME

Stabilnost hlorofila na dejstvo izabranih oksidacionih stresova u homogenom
neuredenom vodenom medijumu i u uredenim lipozomnim strukturama tema je ove
doktorske disertacije. Naime, jedinstvena uloga hlorofila zasnovana na njegovoj specificnoj i
vrlo raznovrsnoj hemijskoj reaktivnosti opravdava njegovu primenu u industrijskim
tehnologijama, prehrambenoj i farmaceutsko-kozmetickoj industriji, ali i u medicini. Pitanje
stabilnosti hlorofila postavlja se kao jedan od preduslova njegove potencijalne primene u
raznim oblastima nauke i tehnologije. Oksidacioni stresovi primenjeni na hlorofil in vitro su:
hemijska oksidacija Fentonovim reagensom i termalnim inicijatorom, enzimski katalizovana
oksidacija, kao i fotooksidacija vidljivim i UV-B zra¢enjem. Stabilnost hlorofila u vodenom
medijumu  nakon oksidacionih  stresova, ispitivana je primenom  apsorpcione
spektrofotometrije, dok su odgovaraju¢e promene u strukturi Chl-molekula prac¢ene elektro-
sprej masenom spektrometrijom kombinovanom sa UHPLC hromatografijom, sa ciljem
moguéeg uvida u mehanizme tih promena. Fizicka stanja unutrasnjosti lipozoma uslovljena
strukturom lipida, a koja uti¢u na penetraciju i ponasanje inkorporisanih hlorofila, samim tim
i na drugaciji stepen njegove degradacije, ispitana su primenom apsorpcione i fluorescentne
spektoskopije. Sa ciljem procene nekih moguéih mehanizama ukljuc¢enih u date oksidacione
stresove, pored ve¢ predstavljenih metoda, radeni su tzv. peroksidni testovi: test
konjugovanih diena i TBA-MDA test.

Dobijeni rezultati pokazuju da je stabilnost hlorofila zavisna ne samo od koncentracije
hlorofila ve¢ i prirode primenjenog oksidacionog stresa. Generalno, hlorofil i u lipozomima, a
posebno u vodenom medijumu pokazuje nizak stepen stabilnosti, $to je rezultiralo njegovim
modifikacijama, stvaranjem oksidacionih-degradacionih  produkata.  Destruktivnost
primenjenih oksidacionih stresova na hlorofil mogla bi se gradacijski prikazati na sledeci
nacin: dejstvo Fentonovog reagensa < dejstvo termalnog inicijatora < VIS < UV-B
ozracivanje, pri ¢emu treba uzeti u obzir da je ovakav redosled dobijen primenom tacno

definisanih uslova.

Xi



Na osnovu iznetih rezultata moze se zakljuCiti da je poznavanje Sto tacnijeg
mehanizma ponasanja hlorofila pod dejstvom oksidacionih stresova, kao 1 njegove optimalne
koncentracije i stabilnosti u potencijalnim formulacijama, od krucijalnog znacaja za njegovu

dalju upotrebu.

Kljué¢ne redi: Hlorofil; Stres; Oksidacija; Stabilnost
Nauéna oblast: Tehnolosko inzenjerstvo

UZa nauc¢na oblast: Hemija i hemijske tehnologije
UDK: 547.979.7+547.953:543.422

xii



STABILITY OF CHLOROPHYLL ON OXIDATIVE STRESS IN
WATER MEDIUM AND IN LIPOSOMES

ABSTRACT

The stability of chlorophyll on chosen oxidative stresses in disorganized aqueous
medium and more organized liposomal structures is a topic of this doctoral thesis. The unique
role of chlorophyll, based on its specific and very diverse chemical reactivity justifies its
application in industrial technologies, food processing and pharmaceutical and cosmetic
industry as well as in medicine. The question about chlorophyll stability is set as one of the
preconditions for its potential applications in various areas of science and technology. In vitro
oxidative stresses applied to the chlorophyll are: chemical oxidation by Fenton reagent and
thermal initiator, enzyme catalyzed oxidation and photo-oxidation by continuous visible and
UV-B irradiation. The stability of chlorophyll in the aqueous medium after oxidative stress
was studied using absorption spectroscopy while the corresponding changes in the structure
of Chl-molecules was followed by electro-spray mass spectrometry combined with UHPLC
chromatography, in order to get the possible insight into the degradation-oxidation
mechanisms. Changes in the physical conditions of the liposome interior (organized lipid
structures), which affect the behavior of incorporated chlorophyll penetration and therefore a
different degradation degree, were investigated using absorption and fluorescence
spectroscopy. In addition to the presented methods, in order to evaluate some of the possible
mechanisms involved in oxidative stress, two peroxide tests were performed: test of
conjugated dienes and TBA-MDA test.

The results show that the stability of chlorophyll depends not only on chlorophyll
concentration but also the nature of the applied oxidative stress. Generally, the chlorophyll in
liposomes, the same as in the aqueous medium, shows a low stability degree, which resulted
in its modifications, creating oxidation-degradation products. The destructiveness of the
applied oxidative stresses on chlorophyll could be ranked as follows: the effect of Fenton
reagent < effect of the thermal initiator < VIS < UV-B radiation, at precisely defined
conditions. Chlorophyll is more stable in liposome dispersions, which supports the

conclusion that it is better to keep it in liposomes than in water.
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Based on these results it can be concluded that the more accurate knowledge of the

chlorophyll behavior under the oxidative stress, as well as its optimal concentration and

stability in the potential formulations, is crucial to its further use.

Keywords: Chlorophyll; Stress; Oxidation; Stability

Scientific field: Technological engineering
Scientific Area: Chemistry and chemical technology
UDC: 547.979.7+547.953:543.422
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1. UvVOD

Po svom znacaju, hlorofil spada u jedno od najvaznijih bio-organskih jedinjenja pre
svega zbog njegove centralne uloge koju ima u procesu fotosinteze, najvaznijem globalnom
fizi¢ko-hemijskom procesu na nasoj planeti. Hlorofil je samo jedno jedinjenje u beskrajnom
nizu hemijskih jedinjenja sli¢ne strukture, koja obavljaju druge izuzetno vazne bioloske
funkcije (npr. hem-komponenta nekih krucijalnih proteina kao Sto su mioglobin ili
hemoglobin takode je porfirinske strukture kao i hlorofil). Ipak, do danas nije sintetizovan
nijedan ,,surogat” hlorofila koji moze obavljati njegovu centralnu ulogu u fotosintezi, ¢ak i
uprkos tome S§to se, puno radi na tzv.vestackim modelima fotosinteze, gde se sloZena
struktura fotosintetskog aparata, rekonstruise na molekularnom nivou. Ova jedinstvena uloga
hlorofila zasniva se i na njegovoj specifi¢noj i vrlo raznovrsnoj hemijskoj reaktivnosti zbog
koje je hlorofil nasao svoje mesto i u nekim industrijskim tehnologijama (npr. u
prehrambenoj i farmaceutsko-kozmetickoj industriji), ali i u medicini: tzv.modifikovani
proteini, koji nastaju zamenom originalnog hema hlorofilom, ili njegovim derivatima, koji se
koriste kao lekovi u tzv.foto-dinamickoj terapiji (PhotoDynamic Therapy, PDT) za leCenje
pojedinih tipova kancera. Upravo iz ovih razloga pitanje stabilnosti hlorofila predstavlja
jedan od preduslova njegove potencijalne primene u raznim oblastima nauke i tehnologije.

Hlorofil se smatra relativno nestabilnim jedinjenjem, posebno u prisustvu svetlosti i
kiseonika. Takode je dokazano da kiseline, temperatura, razni zagadivaci, nacin skladistenja,
ili razni enzimi mogu dovesti do degradacije (destrukcije) hlorofila, pod kojom se
podrazumeva promena njegove hemijske strukture. Upravo iz ovih razloga kontrola faktora
koji utiCu na stabilnost hlorofila je neophodan preduslov moguénosti kontrole njegove
funkcije i aktivnosti, i njegove potencijalne upotrebe. Postoje brojni dokazi da je stabilnost
hlorofila u vezi sa njegovom molekularnom organizacijom, tj. da zavisi od interakcija sa
okolnim molekulima. Pri in vitro uslovima na stabilnost hlorofila uglavnom uti¢u interakcije
sa molekulima rastvaraca ali 1 medusobne Chl-Chl interakcije (pri ve¢im koncentracijama),
pa se stanje stabilnosti koje postoji u nekoj formi dinamicke (steady-state) ravnoteze moze

narusiti samo dejstvom eksternih stresova, uglavnom oksidacionog tipa.

U ovoj tezi je pracena stabilnost hlorofila na oksidacione stresove nastale dejstvom
vidljive svetlosti, UV-B-zracenja, enzima, hemijskom oksido-redukcionom reakcijom

(tzv.Fentonov sistem) kao i termalnim inicijatorom, i to kako u vodenom medijumu tako i u

1
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lipozomima. Koris¢enje tzv. lipidnih membranskih modela, lipozoma, pruza dosta
potencijalnih prednosti u pogledu prenosa i dostave bioaktivnih komponenti inkorporisanih u
lipozome do ciljnog mesta. Lipozomi su dosta ¢est sastojak raznih farmaceutsko-kozmetickih
formulacija u kojima igraju uloga tzv.,,nosac¢a” (eng.carrier) raznih bioaktivnih supstanci §to
je od posebnog znaCaja za njihov transport kroz biomembrane do zeljene ,,mete”.
Proucavanja stabilnosti hlorofila na odabrani oksidacioni stres pored nesumnjivog Ccisto
nau¢nog znacaja ima i potencijalni tehnoloski znacaj u oblasti tehnologije farmaceutsko-

kozmetickih preparata, u kojima hlorofil moze imati vaznu ulogu bioaktivnog sastojka.

Eksperimenti uradeni u ovoj disertaciji su podeljeni na one uradene u (homogenom,
neuredenom) vodenom medijumu i one uradene u organizovanim formama lipozoma, kako bi
se dobio uvid o stabilnosti hlorofila na primenjene oksidacione stresove pri razlicitoj
molekularnoj organizaciji hlorofila, kao i o eventualnoj zastitnoj ulozi lipozoma kao nosaca
hlorofila. Stabilnost hlorofila u vodenom medijumu pri razli¢itim koncentracijama hlorofila
ispitivana je metodama V1S-spektrofotometrije i LC-MS spektrometrije radi detaljnije analize
formiranih degradacionih produkata hlorofila nakon dejstva razlicitih oksidacionih stresova.
Nakon eksperimenata uradenim u vodenom medijumu isti oksidacioni stresovi primenjeni su
u lipozomima sa inkorporisanim hlorofilom. Hlorofili kao amfifilna jedinjenja, predstavljaju
poseban izazov za samu inkorporaciju unutar fosfolidnog dvosloja lipozoma, te je stoga
spektroskopsko dokazivanje njihovog prisustva unutar lipozoma bio izazov sam po sebi. Radi
toga je metodom VIS-spektrofotometrije i polarizovane fluorescentne spektroskopije praceno
ponasanje inkorporisanog hlorofila i njegovog derivata hlorofilida, koji zbog razlike u
strukturi u odnosu na hlorofil zauzima razli¢itu orijentaciju u lipidnom dvosloju. Detekciji i
karakterisanju efekata izabranih oksidacionih stresova na inkorporisane hlorofile u
lipozomima prethodilo je pra¢enje vremenske stabilnosti hlorofila pri uslovima ¢uvanja. Radi
ispitivanja uticaja strukture lipida na stabilnost lipozoma i inkorporisanih hlorofila koris¢eni
su razliCiti lipidi koji svojim strukturnim razlikama mogu indukovati razli¢ite odgovore na
primenjene oksidacione stresove. Stepen indukovane peroksidacije lipozomnih lipida koji se
nesumnjivo odvija uz uce$ée prisutnih ili stvorenih slobodnih radikala, kao rezultat
primenjenih oksidacionih stresova, pracen je tzv. testom ,.konjugovanih diena” i TBA-MDA

testom.

Na kraju je izvrsena evaluacija i komparacija rezultata dobijenih u dva razlicita

sistema (vodeni medijum, lipozomi) nakon c¢ega su sistematizovani i diskutovani svi
2
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detektovani faktori i parametri koji uti¢u na stabilnost hlorofila u datim uslovima. Na osnovu
toga izvedeni su zakljuéci na tehnolosku aplikativnost hlorofila, kao i na potencijalnu
primenu dobijenih rezultata na ve¢ postojece farmaceutsko-kozmeticke formulacije u kojima

hlorofil igra ulogu bioaktivne supstance, u smislu njihovog poboljsavanja ili inoviranja.
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2.1. HLOROFIL

Hlorofil (Chl) je glavni fotosintetski pigment prisutan u svim fotosintetskim
organizmima. Predstavlja jedno od najvaznijih bio-organskih jedinjenja uopste, pre svega
zbog centralne uloge koju ima u procesu fotosinteze, najvaznijem globalnom fizicko-
hemijskom procesu na naSoj planeti u kome dolazi do pretvaranja svetlosne energije u

hemijsku energiju u cilju koris¢enja za krajnji rezultat - sintezu organskih Secera.

Godine 1915. Dr Richard Willstatter je dobio Nobelovu nagradu za otkrivanje
hemijske strukture hlorofila u formi ,,mreze” atoma ugljenika, vodonika, azota i kiseonika
koji okruzuju jedan atom magnezijuma. Petnaest godina kasnije (1930.) Dr Hans Fisher je
dobio Nobelovu nagradu za otkri¢e hemijske strukture hemoglobina, uz zapazanje da je ona u
jednom svom delu veoma sli¢na strukturi hlorofila. Totalnu sintezu hlorofila izvrsio je R.B.
Woodward 1960. godine (Woodward et al.1960), potvrdivsi strukturu porfirinskog tipa: 4-
pirolna prstena koordinisana centralnim Mg-atomom u sredini (SI.1). Raspored dvostrukih
veza po spoljaSnjem obodu porfirinske strukture je konjugacioni (naizmeniéni raspored
jednostrukih i dvostrukih veza), §to je od presudnog znacaja za ulogu koju ima u fotosintezi,
jer pomera apsorpcioni maksimum ka vecim talasnim duzinama, u vidljivu oblast sunc¢evog
spektra.

Danas je poznato da postoji viSe vrsta hlorofila, od kojih je najvazniji 1
najzastupljeniji hlorofil a (Chla). Sve biljke, alge i cijanobakterije koje vrse fotosintezu,
sadrze hlorofil a. Druga najcesce zastupljena vrsta hlorofila je hlorofil b (Chlb), koji se nalazi
samo u zelenim algama i biljkama. Ova dva tipa hlorofila se veoma malo razlikuju - u sastavu
bocnih lanaca, kod Chla u poziciji C-7 vezana je metil (-CHjs), a kod Chlb aldehidna (-CHO)
grupa. Kao i sve ostale forme hlorofila (Scheer, 2007), i Chla i Chlb su vrlo efikasni

fotoreceptori zbog svoje cikli¢ne, konjugovane strukture porfirinskog tipa.

Po svojoj hemijskoj strukturi Chla je (kao i Chlb) hlorin, pod-derivat porfirina, sa
delimi¢no zasi¢enom strukturom u pirolnom prstenu D — SL1 (za razliku od potpuno
nezasi¢enih porfirina). Centralni Mg-atom je vezan za azotove atome pirolnih prstenova (A-
D) sa dve kovalentne i dve koordinativne veze. Peto€lani izocikli¢ni prsten (E) je vezan za

porfirin u ,,desnom uglu” porfirinske strukture, u polozaju C-(13-15), a ostatak propanske
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kiseline, esterifikovane fitolom (CyH3sOH), vezan je za polozaj C-17° hlorinskog prstena
(SL.2).

Slika 1. Struktura hlorofila sa numerisanim C-atomima (R: -CHs—hlorofil a; -CHO-hlorofil
b).

2.2. Derivati hlorofila

Najcesce prisutni derivati hlorofila su feofitini, feoforbidi i1 hlorofilidi. Ovo se tice
svih prisutnih formi hlorofila, dakle ne samo Chla i Chlb, nego i rede zastupljenijih formi
(Chlc, d, e, f— Scheer, 2007).

Feofitini (Pheophytins, Pheo) su derivati hlorofila kod kojih je centralni metalni atom
Mg, supstituisan sa dva atoma vodonika (hlorofili bez centralnog Mg).

Feoforbidi (Pheophorbides, Pheid) su derivati hlorofila bez Mg atoma i bez fitilnog
ostatka u polozaju C-173 (feofitini bez ostatka fitola) (Walkeret al. 1987).

Hlorofilidi (Chlorophyllides, Chlid), derivati hlorofila, formiraju se u poslednjim
koracima biosinteze hlorofila iz protohlorofilida (Rudiger et al. 2006; Scheer, 2003a&b), u
degradacionim procesima kao $to je starenje listova (Brown et al. 1991) ili u toku normalnog
metabolizma pigmentno-proteinskih kompleksa (Almela et al. 2000). Degradacioni proces
kojim nastaju obuhvata gubitak fitila (ili tzv. fitolnog ,,repa”) hlorofila i modifikaciju bo¢nih
lanaca na izociklicnom prstenu u reakciji koja je katalizovana uz pomo¢ nekoliko enzima

(Yuzo et al. 1996).
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Epimer hlorofila a, Chla’, je jos ranije pronaden kao sastojak ekstrakta hlorofila i on
se reverzibilno moZe konvertovati u Chla.

Svi derivati hlorofila vrlo lako nastaju u samim biljkama in vivo, ali i u in vitro
uslovima, zavisno od nacina ekstrakcije i obrade pigmentnog materijala. Strukture gore

probrojanih ali i ostalih najcesce prisutnih hlorofilnih derivata prikazane su na Slici 2.

Ry R,

M Ry R, R, R4 R
Chl e Mg | ¢H,; |cH-CH,| CH, H |COOCH,
Chl a' Mg | c¢H; |en=cm] cu, [coocm) ©
Phe a 2H | CH;, |CH-CH;| CH, H |COOCH,
Chl » Mg | cH; |cn=cm| cno H [coocH,
Chip’ | Mg | CH, |CH=CIL| CHO |COOCH:) H
Phed 20 CH, |CH-CH,| CHO H |[COOCH,
Chl 4 Mg | CH; | CHO CH, H |COOCH,
Chl &' Mg | ¢H, | cHo CH, |coochs m
7 Phed 2H CH, | CHO CH, H |COOCH,
/ Chlf Mg | CHO |CH-CH,| CH; H |COOCH,
o = C N Chlf" Mg | cHo |co=cm,| cH, [coocH, H
O——C 4 Hyg Phe.f 20 | cio |cu=cH,| cH, H [coocH,

Slika 2. Derivati hlorofila, reprodukovano iz Kobayashi et al.2013.
2.2.1. Hlorofilin

Hlorofilin (Chlorophyllin) je derivat hlorofila koji se od hlorofila razlikuje po tome §to
ne poseduje fitilni lanac (CaoHzeO- u poziciji C-17%) zbog Cega je hidrofilan (SI.3) (Egner et
al. 2000).

Hlorofilin se dobija u reakciji saponifikacije hlorofila a, u baznoj sredini, u prisustvu
Na-metanolata koji ,,otvara” izocikli¢ni prsten, uklanja fitilni lanac i Mg iz porfirinske
strukture (Itoh et al. 1996). Magnezijum se iz strukture hlorofila moze ukloniti i dejstvom
bakar-sulfata u kiseloj sredini, pri ¢emu se ujedno povecava hemijska stabilnost formiranog
hlorofilina (Tumolo & Lanfer-Marquez, 2012). Hemijskim reakcijama koje su ukljucene u
sintezu hlorofilina formira se meSavina viSe jedinjenja, hlorina, koji se u literaturi navode

kao: Cu-hlorin E4, E6 i ¢esto Cu- feoforbid a (SI.3).



http://link.springer.com/search?facet-author=%22T.+Itoh%22
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Slika 3. Struktura hlorofilina (R: -CHs- hlorofilin a; -CHO- hlorofilin b) i njegovih derivata.

Hlorofilini su jedni od najmo¢nijih antioksidanata ikada proucavanih. Dokazano je da
hlorofilini mogu da neutralisu nekoliko relevantnih oksidanata in vitro, a ograni¢eni podaci iz
studija uradenih na zZivotinjama ukazuju na to da suplementacija hlorofilinom moze da smanji
nanesenu Stetu od hemijskih kancerogena i radijacije (Dashwood, 1997; Dashwood & Liew,
1992).

Dakle, eksperimentalne studije pokazuju da hlorofilin ima i antikancerogeno dejstvo.
Hlorofilini su pokazali izuzetnu sposobnost da se kompleksiraju sa toksinima i kancerogenim
policikli¢nim aromati¢nim ugljovodonicima (Egner et al. 2003; Mata et al. 2004; Simonich et
al. 2008). Oni imaju veoma vaznu ulogu u unutrasnjoj detoksikaciji tela; uUnutraSnja
detoksikacija podrazumeva skup procesa kojima se toksini iz organizma neutraliSu,

transformisu ili eliminiSu.

Za razliku od hlorofila, hlorofilini su jedinjenja rastvorljiva u vodi, zbog ¢ega se
koriste kao koloranti u prehrambenoj industriji, aktivne komponente lekova (DerifilTM®),
kao i katalizatori za zarastanje rana (PanafilTM®), (Kephart, 1955; Tumolo & Lanfer-
Marquez, 2012).

2.3. Apsorpcioni i emisioni spektri hlorofila
Hlorofili i njegovi derivati su obojena organska jedinjenja, pa apsorbuju u vidljivoj,

VIS oblasti spektra, a sve to zahvaljuju¢i visokoj delokalizaciji m-molekulskih orbitala po

obodu porfirinske strukture koja im to omogucava.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0027510797002212
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0027510797002212
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Budu¢i da su hlorofili derivati porfirina, mogu se o¢ekivati sli¢nosti njihovih optickih
spektara (Hoff & Amesz, 1991). Realativno jednostavan model koji se pokazao jako
uspe$nim je model Gouterman-a (1978). Po Gouterman-u, spektri porfirina su rezultat
linearne kombinacije jednoelektronskog prelaza izmedu dve najviSe popunjene i dve najnize
nepopunjene molekulske m-orbitale: HOMO i HOMO-1 odgovaraju aj, i az, (1) vezujuc¢im
orbitalama, a LUMO i LUMO+1 odgovaraju eg i €gy () antivezujuéim orbitalama,
respektivno (SI.4). U ,crvenoj” VIS oblasti se javljaju tzv. Q-trake koje poti¢u od
oduzimajuc¢e kombinacije dve orbitale, a u ,,plavoj” VIS oblasti su tzv. B- ili Soret-ove trake

koje potic¢u od sabiranja dve orbitale.

. (Egyl
* ___’/
T s ()
LLIMO LLUMO+1
(el (egyl
3 o - (81 U]I
m “mo- (@)
HOMO-1  HOMO
I:82u:| l:81 u:|
Molekulske orhitale Molekulske orbitale
porfirina hlarina

Slika 4. Energetski raspored m-molekulskih orbitala nesupstituisanih porfirina (levo) i
njegovih derivata, hlorina, gde spada i hlorofil (desno), izmedu kojih postoje elektronski
prelazi, nastali apsorpcijom fotona u VIS oblasti. © — Vezuju¢e molekulske orbitale najviseg
popunjenog energetskog nivoa porfirinskog 1 hlorinskog prstena; - antivezujuce
molekulske orbitale najnizeg nepopunjenog energetskog nivoa porfirinskog i hlorinskog

prstena.

Apsorpcioni spektar Chla u etru karakteriSe jaka ,plava” Soret-ova traka sa
maksimumom apsorpcije (Amax) na Asoretmax ~ 430 nm i relativno jaka ,.crvena” Qy-traka na
Aqy,max ~ 662 nm (SL.5 - zeleno). Slaba traka u obliku ramena na kra¢im talasnim duzinama u
odnosu na Qy-traku (615 nm) je verovatno kombinacija visih tonova Oy prelaza. Slaba traka
na 578 nm je verovatno Qx-prelaz. Apsorpcioni spektri hlorofila a i b prikazani su zajedno na
Slici 5. Chla je hlorin kod koga je delokalizacija naruSena kod pirolnog prstena D, pa se i

o¢ekuje da agy(m) i egy(n*) molekulskim orbitalama raste energija, dok ay(m) i egx(n*) ostaju
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nepromenjene. Zato se i ocekuje da Qy-traka bude pomerena ,,crveno” i slabijeg intenziteta u
odnosu na nenarusenu porfinsku strukturu. Chla se moze na¢i u dve epimerne forme sa

razli¢itim hromatografskim ponasanjem, ali identicnim VIS spektrima.

A Soretova traka

Hlorofil a

Hilorofil b

Apsorpcija

1 1 1 1
400 500 600 700

Talasna duzina, nm

Slika 5. Apsorpcioni spektri hlorofilaa i b.

Apsorpcioni spektar Chlb u etru (SI.5- crveno), pokazuje znacajnije razlike u odnosu
na Chla. Soret-ova traka je ,.crveno pomerena”na oko 455 nm (batohromni efekat), a Qy
prelaz je ,,plavo” pomeren na oko 644 nm (hipsohromni efekat). Ovo je posledica zamene
metil-grupe kod Chla na poziciji C-7, aldehidnom grupom kod Chlb, $to stvara konjugovani

sistem dvostrukih veza koji kompenzuje ,,naruseni” prsten D.

Presudan uticaj na intenzitet 1 polozaj apsorpcionih traka hlorofila u VIS spektrima
ima raspodela m-elektronske gustine, na koju uticu faktori kao Sto su: supstitucija, aksijalni
ligandi, vodoni¢no vezivanje i naelektrisane grupe, kao 1 uticaj okoline. Takode, preklapanja
n-orbitala u dimerima ili oligomerima Chl, dovode do daljeg batohromnog pomeranja
apsorpcionih maksimuma za desetak nanometara. Vodoni¢no vezivanje molekula rastvaraca
sa molekulima hlorofila kao i vezivanje aksijalnih liganada imaju malog uticaja na pomeranje

maksimuma apsorpcije.

Apsorpcija u VIS oblasti se moze koristiti i kao odli¢na osnova za prouc¢avanje donor-
akceptorskih interakcija Chla. U monomernoj formi, u kojoj molekuli rastvaraca okruzuju
Chl molekul, Mg-atom se ponasa kao akceptor elektrona, npr. u slucaju acetona. U

oligomerima, u kojima se jedan molekul hlorofila povezuje sa drugim molekulom hlorofila,
9
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Mg-atom iz jednog molekula hlorofila igra ulogu akceptora i veze se za karbonilnu grupu
drugog molekula hlorofila (polozaj 13%, 132, 17°- SI.1), koji tom prilikom ima ulogu elektron-
donora. Sa povecanjem broja agregisanih molekula u Chl-oligomeru, apsorpcioni maksimum
njegovog VIS spektra se pomera ka duzim talasima kao posledica dodatnog preklapanja -

orbitala makrocikli¢nog sistema (Katz et al. 1978).

Fluorescencija je rezultat relaksacije pobudenog molekula, jednim od vise moguéih
mehanizama, pri ¢emu on, vracajuéi se na osnovni energetski nivo emituje odgovarajuci
eksciton (,,fluorescentni foton”). Molekuli koji imaju mogucénost da fluoresciraju se

konvencionalno nazivaju fluorofore ili fluorohrome ili fluorescentne boje (Lakowicz, 2006).

Fluoresciraju¢i molekul moze imati dva karakteristicna spektra — ekscitacioni i
emisioni spektar. Ekscitacioni spektar je pokazatelj verovatnoce da fluorohroma bude
ekscitovana svetloS¢u odredene talasne duzine, pri ¢emu je veoma slian apsorpcionom
spektru. Teoretski, fluorohroma je najefikasnije ekscitovana talasnim duzinama koje
odgovaraju vrhu pika u ekscitacionom spektru. Medutim, u praksi veoma cesto hemijska
okolina fluorohrome, snaga upotrebljenog izvora ekscitacije i niz drugih faktora odreduju

tacnu ekscitacionu talasnu duzinu (Lakowicz, 2006).

Maksimum pika u fluorescentnom spektru odgovara energetskoj razlici izmedu
vibracionog nivoa najnizeg ekscitovanog energetskog stanja, S;, i odgovarajuéeg vibracionog
podnivoa osnovnog (nepobudenog) energetskog stanja (Sp) fluorescentnog molekula, iznad
nultog (vibracionog) nivoa. Zbog toga je maksimum fluorescentnog spektra (Fmax) uvek
pomeren prema neSto veéim talasnim duZinama (nizoj energiji) u odnosu na ekscitacioni
spektar (batohromni pomeraj). Razlika izmedu maksimuma emisionog i ekscitacionog pika se
naziva Stoksovo pomeranje (Stokes shift). Posto su vrhovi maksimuma u ekscitacionim i
emisionim spektrima razdvojeni, interferencija ekscitacionih i emisionih fotona moze biti
izbegnuta upotrebom odgovarajuc¢e optike koja umanjuje smetnje 1 Sumove i na taj nacin

poboljsava osetljivost fluorescentne tehnike (Lakowicz, 2006).

Na Slici 6 prikazani su zajedno apsorpcioni i fluorescentni spektar hlorofila kao i
mehanizmi kojim nastaju nakon ekscitacije.Uzevsi u obzir mali batohromni pomeraj u
polozaju fluorescentnog maksimuma (Fnax) U 0odnosu na apsorpcioni maksimum (Amax), moze

se reci da se fluorescentni i apsorpcioni spektar hlorofila odnose kao predmet i lik u ogledalu
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(S1.6, desno). Profil fluorescentnog spektra hlorofila varira zavisno od forme hlorofila i

njegovog okruzenja.
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Slika 6. Mehanizmi rasipanja energije (disipacije, dezaktivacije) pobudenog molekula
hlorofila (levo); Elektronski prelazi So—S;, So—S, nastaju apsorpcijom (1) ,,crvenog”,
odnosno ,,plavog” fotona, respektivno. Neradijaciona disipacija: interna konverzija (interval
conversion, ic), S,—S;, I intersistemski prelaz (isc — intersystemcrossing), S;—T;. Radijaciona
disipacija (emisija), fluorescencija, S1—So, sa odgovarajuéim prate¢im apsorpcionim

spektrom (desno).

Fluorescencija daje informacije ne samo o strukturnim detaljima fluorohromnog
molekula, ve¢ i o dinamici procesa njegove dezaktivacije unutar date okoline (in vitro, in
vivo, in situ). Ova metoda se danas ubraja u red najpogodnijih, neinvazivnih, visoko

senzitivnih, brzih, direktnih, jeftinih i kvantitivnih metoda (Maxwell & Johnson, 2000).

11


http://jxb.oxfordjournals.org/search?author1=Kate+Maxwell&sortspec=date&submit=Submit
http://jxb.oxfordjournals.org/search?author1=Giles+N.+Johnson&sortspec=date&submit=Submit

OPSTI DEO

2.4. STABILNOST HLOROFILA

Za hlorifil se generalno moze re¢i da je nestabilan, i to pre svega na svetlosti
(Llewellyn, 1990 a&b), ali i u ,,mraku” (procesi metalacije i de-metalacije, kao i brojne
reakcije koje se desavaju po ,,obodu” skeleta porfirinske strukture: enolizacija, alomerizacija
itd.(Hynninen, 1991). Upravo iz ovih razloga kontrola faktora koji uticu na stabilnost

hlorofila je neophodan preduslov moguénosti kontrole njegove funkcije 1 aktivnosti.

Postoje brojni dokazi da je stabilnost hlorofila u vezi sa njegovom molekularnom
organizacijom, koja direktno zavisi od interakcija sa okolnim molekulima. U rastvoru je
stabilnost hlorofila pre svega odredena interakcijama sa rastvara¢em, njegovom polarnoscu,
pH vrednos¢u itd. Poznato je da u polarnim rastvara¢ima Chl egzistira u ,,monomernoj” a u
nepolarnim rastvara¢ima u ,,dimernoj” ili ¢ak ,,0ligomernoj” formi (Katz et al.1978;
Zvezdanovi¢ et al. 2009). Medutim upravo sa tacke glediSta funkcionisanja hlorofila in situ
(npr. unutar fotosintetskog aparata), ali i njegove upotrebe u raznim tehnologijama, posebno
je vazno pitanje stabilnosti hlorofila u vodenom medijumu koji predstavlja prirodno

okruzenje u kome se odvijaju najvazniji biohemijski i fizioloski procesi.

Faktori koji uti€u na stabilnost hlorofila mogu biti interni, tj. inherentni samom
sistemu u kome se nalazi Chl, ali i eksterni. U in vitro uslovima na stabilnost hlorofila
uglavnom uticu interakcije sa molekulima rastvaraca ali i medusobne Chl-Chl interakcije (pri
veéim koncentracijama), pa se stanje stabilnosti koje postoji u nekoj formi dinamicke (steady-
state) ravnoteze moze narusiti samo eksternim putem. S druge strane, u in vivo uslovima
stabilnost hlorofila odredena je sinergeti¢nim dejstvom obe grupe faktora. Tipi¢an primer za
to je oksidacija lipidnih komponenata biomembrana (tkiva i organa) - poznata i pod nazivom
lipidna peroksidacija - koja moze biti interno, ali i eksterno indukovana. U prvom slucaju ona
moze biti indukovana raznim endogenim faktorima koji dovode do produkcije tzv. reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (Reactive Oxygen Species — ROS), odnosno kiseoni¢nih radikala koji su
zapravo glavni inicijatori 1 propagatori ovog procesa, a u drugom slucaju kao inicijalni faktor

se Cesto javlja eksterna radijacija, poput npr. UV-zracenja (Cvetkovi¢ & Markovi¢, 2008).

Stabilnost hlorofila na eksterne faktore tj. stresove, poput UV-B iradijacije, vidljivog
zraCenja, dejstva hemijskih agenasa, koji se u manjoj ili veéoj meri mogu smatrati
oksidacionim stresovima, je uslovljena brojnim faktorima, izmedu ostalih i molekularnom

organizacijom molekula hlorofila u posmatranom medijumu. Efekat agregacije koji zavisi,
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kako od koncentracije hlorofila tako i od medijuma u kome se hlorofil nalazi, utice na
stabilnost hlorofila, odnosno moguénost njegove eventualne degradacije i formiranje

degradacionih produkata.
2.5. Agregacija hlorofila

Kljuéno u sposobnosti hlorofila da gradi agregate (in vitro i in vivo) je njegovo
elektron-donor-akceptorsko svojstvo (Katz et al. 1978). Mada je koordinacioni broj Mg-
atoma 4 (dve veze su kovalentnog, a dve koordinativnog karaktera), ve¢ina spektralnih
podataka ukazuje na to da je u molekulu Chl koordinacioni broj Mg-atoma veci od 4.
Objasnjenje je u tome Sto jedna ili obe aksijalne pozicije Mg-atoma mogu biti zauzete
molekulima koji poseduju slobodan elektronski par, sposoban da ucestvuje kao elektron-
donor tetra-koordinisanom atomu Mg. Sudec¢i po hemijskoj strukturi hlorofila, elektron-donor
moze biti 1 sam Chl, jer ima karbonilne grupe sa kiseonikom kao donorom elektrona (u Chl:
jedna C=0 grupa u poziciji C-13" i dve estarske C=O grupe u pozicijama C-13% i C-17°).
Tako Chl igra i ulogu akceptora, i ulogu donora elektrona.

Kada je Chla rastvoren u polarnom rastvaracu (nukleofilni, Luisova baza) kao §to je
aceton, dietiletar, tetrahidrofuran ili piridin, rastvara¢ je donor elektrona za Mg iz hlorofila,
pa se Chl tada nalazi u obliku monomera koji moze biti penta- ili heksa koordinisan. Postoje
rastvaraci koji su bifunkcionalni, sa dva elektron-donorska mesta, poput pirazina ili dioksana,
koji poseduju dve funkcionalne grupe. U takvim uslovima, Chl se moZe na¢i u agregisanom
stanju, pri ¢emu bifunkcionalni ligand sluzi kao spona izmedu dva molekula hlorofila, sa
svoja dva elektron-donorska mesta: Chl---ligand---Chl (dva molekula hlorofila vezana za
molekul rastvaraca preko njegovih funkcionalnih grupa). Ovakav tip agregacije naziva se
egzogamni (gr. exogamous), mada se stvoreni agregati nazivaju i Chl-adukti (Chl-adducts —
Katz et al. 1978). Zahvaljuju¢i donorsko-akceptorskoj osobini molekula Chl, postoji i
endogamna interakcija (gr. endogamous), ili tzv. auto-agregacija hlorofila (self-agregation —
Katz et al. 1978), kada se dva ili vise molekula Chl medusobno agregisu i grade dimere,
(Chl), ili oligomere hlorofila, (Chl),. Slikoviti prikaz agregisanih molekula hlorofila dat je na
Slici 7.

13



OPSTI DEO

Slika 7. Agregacija hlorofila, adaptirano iz (Mocus, 2006).

Tada je Mg-atom jednog Chl molekula akceptor elektrona, dok je karbonilna grupa
drugog Chl-molekula donor elektrona, Mg---O=C=. Ovakav tip interacije je prisutan u
nepolarnim rastvara¢ima kao Sto su ugljen-tetrahlorid (CCly), benzen, cikli¢ni i acikli¢ni
alifaticni ugljovodonici (kao n-heksan — Zvezdanovi¢ et al. 2009). Kao ,.konkurenti” za
koordinaciono mesto centralnog Mg-atoma u Chl-molekulu tokom postupka prerade biljnog
materijala (ekstrakcije i izolacije frakcija radi dobijanja §to Cistije Chl-frakcije) mogu da
ucestvuju sledeci elektron-donori (nukleofili): lipidi zaostali prilikom precis¢avanja hlorofila,
nukleofilni agensi iz acetona, petrol-etra, metanola koji su kori$¢eni prilikom obrade
hlorofila, kao i nukleofilne necistoe iz adsorbenasa kod hromatografisanja hlorofilnih

uzoraka. Od svih nukleofila, voda je najvazniji i najjaci nukleofil (Katz et al.1978).

U nepolarnim rastvara¢ima kao Sto su alifati¢ni cikli¢ni 1 acikli¢ni ugljovodonici,
hlorofil egzistira kao oligomer u koncentracijama ve¢im od 0.1 M. Ovakvi rastvaraci su
nepolarizabilni pa se vise molekula Chl grupise tako da se svojim alifaticnim krajevima (kao
Sto je fitilni ,rep” iz esterifikovanog alkohola fitola u poziciji C-17%), orijentise ka
molekulima okolnog rastvarata. Malim dodatkom nekog nukleofilnog agensa rastvorima
agregisanog Chl, agregati se raskidaju. Takode, sa porastom temperature medijuma
agregacija se postepeno naruSava. Eksperimentalno je utvrdeno da se oblast agregacije
hlorofila, u rastvaradima poput metanola i vode kreée u opsegu koncentracije 10°-102 M
(Ballschmiter & Katz, 1969).

Najbolji eksperimentalni rezultati koji se ti¢u degradacionih produkata hlorofila kao
posledici alomerizacije u rastvoru, mogu se dobiti HPLC-MS analizom (Woolley et al. 1998).

Eksperimentalno je utvrdeno da u vodenim ili metanolnim rastvorima dolazi do stvaranja
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alomerizacionih produkata hlorofila poput hidroksi-hlorofila a (m/z 909), metoksi hlorofila a
(m/z 923) i metoksilakton hlorofila a (m/z 939) (Woolley et al. 1998).

S obzirom na nerastvorljivost hlorofila u vodi, njegovo rastvaranje u vodenom
medijumu uslovljeno je prethodnim rastvaranjem u rastvara¢ima poput metanola, acetona i
slicnih (Agostiano et al. 2002). Razli¢ita priroda nepolarnih rastvaraca u kojima je hlorofil
najpre rastvoren pre dodavanja vodenog medijuma, utice na formiranje dva moguca tipa Chl-
agregata, onih koji apsorbuju u oblasti od 740-760 nm (metanol, etanol, acetonitril, aceton), i
koji apsorbuju u oblasti 667-670 nm (piridin, tetrahidrofuran) (Vladkova, 2000). Dakle,

organizacija hlorofila zavisi od polarnosti i koordinacione sposobnosti organskih rastvaraca.

Agregacija hlorofila moze se spreciti smanjenjm koncentracije hlorofila ispod granice
u kojoj nastaju agregati, ali je takode moguée spreciti agregaciju molekula njihovom
inkorporacijom u organizovane strukture poput lipozoma (Hongying et al. 1999). U takvim
sistemima raspored molekula hlorofila izmedu molekula lipida moze omoguditi disagregaciju
pigmenta ¢ime povecava i njegovu fotoaktivnost (Hongying et al. 1999; Agostianoet al.
1996). Na osnovu navedenih podataka, moZe se pretpostaviti da agregacija hlorofila u
vodenom medijumu (in vitro) moze usloviti razli¢it odgovor hlorofila na dejstvo oksidacionih

stresova.
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2.6. DEGRADACIJA HLOROFILA

Degradacija hlorofila, pod kojom se podrazumeva promena hemijske strukture
hlorofila, deSava se u toku svih faza Zivotnog ciklusa biljaka, kao i usled dejstva razli¢itih
ekoloskih faktora (George et al. 1987; Mangosa & Berger, 1997). Nestanak hlorofila se pre
svega manifestije gubitkom zelene boje u lis¢u biljaka. Kiseline, temperatura, svetlost,
kiseonik, zagadenje, fizi¢ki stres i enzimi mogu dovesti do destrukcije hlorofila
(Hortensteiner, 1999). Zbog toga uslove skladiStenja (temperatura, svetlo, kiselost) kao i
procese obrade biljnog materijala treba kontrolisati kako bi se stabilnost hlorofila odrzala u
mogucoj meri (Heaton et al. 1996). Dokazano je da temperatura ima veliki uticaj na
formiranje degradacionih produkata i to tako da na niZzim temperaturama u mraku nastaju
feofitini, feoforbidi, i hidroksi — Chl-derivati, dok na vi§im nastaju pirofeofitini. Svetlost
takode utice na hlorofil stvarajuci pretezno feofitine. Zagadenje sredine inicira degradaciju
kiseoni¢nim radikalom; SO, utiCe na stvaranje C-13 radikala koji formiraju hidroksi
hlorofilne derivate (Kunert et al. 1985). Degradacija zavisi i od pH vrednosti.
Eksperimentalno je utvrdeno da je najveéi procenat degradacije Chla postignut pri niskim
vrednostima pH, dok se u neutralnj sredini hlorofil pokazao najstabilnijim. Na Slici 8

Sematski je prikazan moguci degradacioni put hlorofila.

Reakcije degradacije hlorofila mogu se svrstati u dva tipa reakcija. Prvi tip (Tip 1),
podrazumeva gubitak magnezijumovog atoma, fitilnog lanca i modifikaciju izociklicnog
prstena ali ne i degradaciju samog tetrapirolnog jezgra. Drugi tip degradacionih reakcija (Tip
I1), podrazumeva ,,cepanje” cikli¢nog (porfirinsko/hlorinskog) prstena i naknadno kidanje C-
i N-fragmenata. Oba tipa reakcija su prisutna u bioloskim sistemima. Degradacioni produkti
Tipa 11, za razliku od degradacionih produkata Tipa I, nisu potpuno identifikovani, i sa jako

malo izuzetaka vode formiranju produkata male molekulske mase i neobojenih fragmenata.
Degradacione reakcije Tipa |

1. Gubitak magnezijuma

U kiseloj sredini hlorofil podleze gubitku magnezijuma pri ¢emu formira degradacioni
produkt zeleno-braon boje poznatiji kao feofitin, koji se od hlorofila razlikuje po veoma
promenjenom apsorpcionom spektru. Za razliku od apsorpcionih karakteristika Chla, crveni
apsorpcioni maksimum feofitina a (Pheoa) u acetonu je pomeren batohromno (Amax=665 nm),
dok je maksimum plave trake spektra pomeren hipsohromno (Anax=410 nm). Ova reakcija je
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jako Cesta cak i1 za hlorofilide kod kojih tom prilikom dolazi do formiranja feoforbida
(tj.feofitina hlorofilida). Magnezijum moze biti ,,regenerisan” i vrac¢en u strukturu hlorofila
putem Grignardove reakcije ali je za dati postupak neophodno obezbediti inertnu sredinu

kako bi se sprecila oksidacija (Jackson, 1976).

2. Otkidanje fitilnog lanca - hidroliza i alkoholiza

Jedna od najces¢ih degradacionih reakcija je otkidanje fitilnog lanca reakcijama hidrolize i
alkoholize. Tom prilikom nastaju hlorofilidi u obliku kiselina ili njihovih estara. Hlorofili
takode mogu biti hidrolizovani u blago kiselim ili alkalnim uslovima bez istovetne hidrolize
C-13% metoksikarbonilne grupe, pri Gemu ¢e svakako doéi do formiranja feoforbida zbog
gubitka magnezijuma u kiselim uslovima. Ukoliko se hidroliza vr$i dejstvom hlorofilaze ili
kiseline u prisustvu alifaticnih alkohola poput etanola ili metanola, onda je izvesno da dode

do alkoholize i produkcije estara hlorofilida (Hendry et al. 1987).

3. Reakcije na izocikli¢énom prstenu

Neki hlorofili i derivati hlorofila sadrze izocikli¢ni petoclani prsten bez metoksikarbonilne
grupe u C-13? polozaju (tzv. pirohlorofilit). Metoksikarbonilna grupa u C-13? polozaju moze
biti uklonjena ili modifikovana na razli¢ite nacine. Pirohlorofili se mogu dobiti zagrevanjem
hlorofila u piridinu na 100°C u toku 48 h. Reakcije oksidacije hlorofila u polozaju C-13 su
poznatije kao reakcije alomerizacije (Pennington et al. 1963). One se uglavnom deSavaju u
hlorofilnim rastvorima etanola ili metanola u prisustvu kiseonika. Reakcije koje se tada
deSavaju smatraju se kompleksnim i formiranje produkata zavisi od uslova pri kojima se
odvijaju, ali se svakako kao produkti degradacije mogu detektovati C-13% metoksi i hidroksi
derivati hlorofila (Brown et al. 1991).

4. Reakcije vinil grupe

Vinil grupa u C-3 polozaju hlorofila moze biti lako redukovana do etil grupe ali je moguénost
desavanja te reakcije u bioloskim sistemima mala. Mnogo izvesnija reakcija je reverzibilna
hidratacija vinil grupe pri ¢emu se formira hidroksietil derivat. Ova reakcija je moguca u
slabo kiselim sredinama poput razbazenog rastvora hlorovodoni¢ne kiseline (Brown et al.

1991).

"Hlorofili i njegovi derivati koji u svom nazivu sadrze prefiks —piro, u prstenu E nemaju metoksi karbonilnu
grupu.
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Slika 8. Model moguc¢ih reakcija degradacije hlorofila, R-fitilni lanac (Hendry et al. 1987). U

gornjem delu slike preovladuju reakcije Tipa I, a u donjem delu reakcije Tipa II.
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Degradacione reakcije Tipa Il

1. Fotohemijska degradacija

Odavno je poznato da izlaganje svetlosti dovodi do degradacije hlorofila odnosno do
njegovog obezbojavanja (bleaching). U in vivo sistemima, unutar pigmentno-proteinskih
kompleksa hlorofili su od ,,viska svetlosti” zasti¢eni pomo¢nim pigmentima, karotenoidima
(Ruban et al. 2002; Ruban, 2010; Scheer, 2003a; Frank et al. 1991). Hlorofili su podlozni i
fotoksidaciji u in vivo sistemima kao npr. u procesu starenja biljaka. Fotooksidacione reakcije
se deSavaju brzo bez akumulacije obojenih produkata (Hendry et al. 1987). Harbour and
Bolton (1978) su svojim ESR istrazivanjima dokazali da usled degradacije hlorofila in vivo,
ili u micelarnim vodenim sistemima pri fotooksidaciji na vazduhu, dolazi do formiranja

hidroksi radikala koji uti¢u na bleching hlorofila.

2. Nefotohemijska degradacija aktivnim kiseonikom ili snaznim oksi- agensom

Reaktivne kiseoni¢ne (ROS) vrste, kao sto su peroksidi, superoksidni-anjon i hidroksilni
radikali, mogu biti formirani i u nefotohemijskim reakcijama, a hlorofil moze reagovati sa
njima stvaraju¢i brojne degradacione produkte. Takode, jedan od najreaktivnijih ROS
agenasa, singletni kiseonik (*0,), koji nastaje dejstvom svetlosti u prisustvu tzv.
fotosenzibilizatora (Girotti, 2001), moze bitno uticati na degradaciju hlorofila. Smatra se da
se ovakav vid reakcija odvija po neenzimskom mehanizmu direktnim delovanjem aktivnih

kiseoni¢nih vrsta na strukturu porfirina (Dupont & Siegenthaler, 1986).
Ostali tipovi degradacija

Pored gore navedenih tipova hemijskih promena (degradacija) hlorofila, postoji jos
nekoliko tipova degradacija koje se desavaju i in vivo i in vitro, a koje se ne mogu striktno

uklopiti u datu podelu. Takve degradacije su:

Enzimska degradacija hlorofila (in vivo) moze voditi ka gubitku magnezijuma ili
fitilnog lanca sto predstavlja Tip | degradacije, ali je moguc¢ i Tip Il degradacije. Ovo drugo

se deSava u prisustvu svetlosti 1 kiseonika (George, 1987).

Degradacija hlorofila usled procesa starenja (Senescence). Proces prirodnog starenja
biljaka deSava se u periodu jeseni, pri ¢emu u toku 7-15 dana biva degradirano 90-98%

pigmenta, dolazi do opadanja listova i gubitka boje. S druge strane, degradacija hlorofila koja
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je posledica zagadenja ili izvesnih oboljenja biljaka je proces koji traje znatno sporije i vrlo
Cesto ne teCe do kraja. Studije o degradacionim produktima koji su posledica starenja biljaka
govore o0 postojanju dva mehanizma Tipa I. Jedan mehanizam vodi formiranju hlorofilida
koji je Cesto pracen prisustvom feoforbida, dejstvom hlorofilaze (Amir-Shapira et al. 1987;
Muhlecker et al. 1993). Drugi mehanizam podrazumeva demetalaciju koja vodi formiranju
feofitina sa ili bez prisustva feoforbida, i pirofeofitina (feofitin koji u polozaju C-13? umesto
—COOCHg3; ima —H atom) (Schoch et al. 1981). Sa druge strane identifikovani degradacioni
produkti Tipa II su najces¢e neobojene komponente manjih molekulskih masa. Neki od datih
identifikovanih produkata su ruzicasti i zuti vodorastvorni derivati sa maksimumom

apsorpcije na oko 526 nm (Matile et al. 1987).

Jedan od mogucih procesa degradacije hlorofila je i autooksidacija. Oksidacija
izociklicnog prstena E u strukturi hlorofila u toku ranog stadijuma degradacije Chla je
reakcija koja se smatra najverovatnijom pri ¢emu dolazi do formiranja razli¢itih porfirinskih
derivata (Walker & Keely, 2004; Walker et al. 2002). Produkte nastale oksidacijom Chla na
centrima prstena E moguce je identifikovati HPLC i MS analizom (Lim, 2009). Glavni
uzro¢nik nastajanja hlorofilnih derivata i autooksidacije je molekularni kiseonik i sa njim

povezane ROS vrste.
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2.7. OKSIDACIONI STRES

Oksidacioni stres se definiSe kao ,,08te¢enje” koje nastaje usled neravnoteze izmedu
prevelike produkcije ROS vrsta i nedovoljne aktivnosti antioksidacionih odbrambenih
mehanizama (McKersie, 1990, 1996). Prva publikacija na temu toksi¢nog efekta slobodnih
kiseoni¢nih radikala, u kome je izneSena studija o toksi¢nosti kiseonika objavljena je pre 60
godina (Gerschman et al. 1954). Dve godine kasnije Harman i sar. (1956) izneli su tezu
prema kojoj oksidacioni stres predstavlja osnovni mehanizam procesa starenja i time
pokrenuli opsezna istrazivanja slobodnih radikala, inspirisana idejama ,,vecite mladosti”.
ROS vrste reaguju sa lipidima ¢elijskih membrana, proteinima tkiva, enzimima, ugljenim
hidratima 1 DNK, izazivaju¢i oSte¢enja Celijskih membrana, modifikaciju proteina i enzima,
oksidaciju ugljenih hidrata i1 sl. Velika produkcija ROS-a je opaZena u inflamatornim
procesima (Halliwell & Gutteridge, 2007), kod koronarnih bolesti i malignih oboljenja.

Potrebno je ista¢i da je oksidacioni stres univerzalni fenomen, da ne pogada samo
metabolizam ljudi ve¢ 1 biljni svet, ¢ak se moze konstatovati da su biljke daleko vise
izloZenije oksidacionom stresu zbog Cestih promena u okruZzenju. Jedna od posledica datog

procesa je i degradacija hlorofila.

2.7.1. Mehanizam nastanka ROS-a

Proizvodnju slobodnih radikala podsticu egzogeni i endogeni oksidacioni agensi
¢ijem dejstvu je organizam konstantno izloZzen. Egzogeni oksidansi su: ozon, smog,
jonizujucée zracenje (Stevanovi¢ et al. 2005, 2011), joni prelaznih metala — u visku (Pryor,
1976), toksi¢na jedinjenja i lekovi, ksenobiotici, kiseonik pri povecanoj koncentraciji itd.
(Pryor, 1976; Halliwell & Gutteridge, 2007). Pretezno nastaju u mitohondrijama,
mikrozomima, citosolu i endoplazmaticnom retikulumu, mada se mogu naci i u ¢elijskim
membranama (plazma membrana, jedrova membrana, membrana mitohondrija i sl.), zatim u
peroksizomima, lizozomima i dr. O intenzitetu proizvodnje slobodnih radikala odli¢no govori
podatak da se od ukupno oko 250 g kiseonika koga zdrav ¢ovek dnevno udahne 2-5%
prevede u toksi¢ni superoksid-anjon radikal, a gotovo 5% ukupne normalne mitohondrijalne
potro$nje kiseonika odlazi na singletni kiseonik (Kehrer, 1993).

Slobodni radikali su nestabilni jer imaju nesparen slobodan elektron §to ih ¢ini jakim
oksidansima i visoko reaktivnim vrstama. Slobodni radikali sa svojim nesparenim

elektronima u orbitalama lako mogu formirati elektronski par sa elektronima antiparalelnog
21



OPSTI DEO

spina. U reakciji sa dostupnim supstratima stvaraju nove radikale, iniciraju¢i lanCane
slobodno radikalske reakcije (Edreva, 2005). Reaktivne kiseoni¢ne vrste u koje spadaju

slobodni radikali ali i neradikalske vrste prikazani su u Tabeli 1.

Tabela 1. Neke od najéescée prisutnih ROS vrsta.

superoksid, 0, -~ vodonik-peroksid, H,0,
hidroksilni radikal, OH hipohlorna kiselina, HCIO
peroksidni radikal, ROO  singletni kiseonik, 0,
alkoksilni radikal, RO’ ozon, O3
hidroperoksilni radikal, HO,

Najpoznatiji redukovani oblici kiseonika su superoksid-anjon radikal, hidroksilni

radikal i peroksidni radikal.

e ¢ e e
02 + — 02._ _" HgOg — OH* — H20
2H H
iseoni y Superoksid
Kisconik u s e ikl Hidrogen peroksid Hidroksibi radial Voda

Superoksid anjon radikal (O, "), nastaje redukcijom molekulskog kiseonika, a visak
negativnog naelektrisanja koje poti¢e od jednog ekstra-elektrona obelezen je znakom minus.
Nastaje u katalitickim reakcijama kiseonika sa prelaznim metalima (kada nastaje i vodonik
peroksid, H,0O,), za vreme enzimskih hidroksilacija, razgradnjom oksihemoglobina i
dejstvom herbicida. Njegova protonizovana forma HO, je mnogo reaktivnija i opasnija od
samog O, (Halliwell & Chirico, 1993). U prisustvu H* jona O, daje vodonik peroksid
(H,0,) koji se, uz prisustvo Fe®* jona kao katalizatora, razlaze na veoma reaktivan hidroksilni
radikal, OH-. Hidroksilni radikal (OH-), je najreaktivniji i najopasniji kiseoni¢ni radikal,
moze nastati Haber-Weissovom reakcijom (O, +H,0, > OH+ O+ HO™- (Kehrer, 2000)).
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Znacaj ROS-vrsta ogleda se u njihovom najverovatnijem uceséu u UV i VIS -
indukovanom bleaching-u hlorofila ali i u bleaching-u hlorofila izazvanom hemijskim stresom
(Alcher et al. 1997; Falleret al. 2001; Halliwell, 1987; Caspi et al. 2000).

2.7.2. Oksidacioni stres izazvan dejstvom enzima

Razlicite vrste enzima mogu ucestvovati u degradaciji hlorofila (lipoksigenaza,
peroksidaza, hlorofilaza), a u zavisnosti od degradacionog (Tip I i IlI) puta reakcije su
svrstane u dve grupe (Yamauchi & Minamide, 1985). Degradacija hlorofila dejstvom enzima,
uglavnom vodi ka gubitku magnezijuma ili fitilnog lanca (Tip I - nastaju hlorofilid, feofitin,
feoforbid), a deSava se i Tip II degradacije koji podrazumeva razaranje porfirinskog jezgra do

manjih fragmenata.

Uloga hlorofilaze je u uklanjanju fitilnog ,,repa” iz strukture hlorofila i formiranje
hlorofilida. Mg-dehelataza pored toga uklanja i Mg-atom iz centralnog polazaja
porfirinsko/hlorinske stukture. Chl-oksidaza i -peroksidaza su direktno ukljuceni u
degradacioni proces hlorofila, ali je njihovo reagovanje uslovljeno prisustvom nekog
fenolnog jedinjenja (Petrovic et al. 2014). Yamauchi & saradnici (2004) su dokazali da su sva
fenolna jedinjenja koja imaju grupe u para polozaju poput, p-kumarinske Kiseline, apigenina,
apigetrina, naringenina, jako reaktivna jedinjenja u ¢ijem prisustvu je moguée uz pomocé
enzima degradirati porfirinska jedinjenja poput hlorofila (Mangosa & Berger, 1997; Canjura
et al. 1991). Oba, peroksidaza i Chl-oksidaza, kao produkt degradacije daju C13°-
hidroksihlorofil (Funamoto et al. 2002; Kaewsuksaeng et al. 2007). U nekim biljkama, porast
aktivnosti peroksidaze ili aktivnosti oksidaze dovode, ali retko, do cepanja makrociklicnog
prstena hlorofila.

Postoji nekoliko izveStaja da degradacija hlorofila u hloroplastima moze biti
indukovana unutrasnjom (per)oksidacijom sa fenolnim jedinjenjem i vodonik peroksidom, $to

rezultira bleaching-om hlorofila (Janave, 1997).
2.7.3. Oksidacioni stres hlorofila izazvan elektromagnetnim zracenjem

Elektromagnetno zracenje koje dolazi do zemljine atmosfere sastoji se pre svega od
vidljive, infracrvene i ultraljubiCaste svetlosti. Ipak, najve¢i deo suncevog spektra zracenja
koji dopire do povrSine Zemlje pripada vidljivoj svetlosti (oko 90%), i ona je odgovorna za

23



OPSTI DEO

zagrevanje zemljine povrsine i zivot na njoj. Ostale delove spektra apsorbuje atmosfera, tako
da ultravioletna svetlost ucestvuje sa svega 8% u ukupnoj energiji koja dolazi do zemljine

povrsine (Moan, 2001).

Ultravioletna oblast od 200-400 nm se deli na tri pod-opsega: UV-A (320 — 400 nm),
UV-B (290 — 320 nm) i UV-C (<290 nm). UV-B i UV-C zra¢enja mogu negativno da uti¢u
na zivi svet (biosferu). Energetski najjaCe i najopasnije UV-C zraCenje ne dospeva do
povrSine Zemlje jer biva filtrirano od strane atmosfere. UV-B svetlost je delimi¢no
apsorbovana od strane ozonskog omotaca, tako da ona ucestvuje sa 1.5% u ukupnom
sun¢evom zracenju koje pada na Zemlju. Stoga, potencijalno najopasnija za bioloske
organizme i njihovu funkciju je UV-A svetlost, koja ucestvuje sa oko 6% u ukupnoj raspodeli
sun¢evog spektra, buduci da je ozon ne apsorbuje. Raspodela zrac¢enja UV 1 vidljivog (VIS)

dela elektromagnetnog spektra, prikazana je na Slici 9.

uv VIS IR

uve “UVB ! UVA
200 280 315 400 200

Talasna duiina, nm

Slika 9. Elektromagnetni spektar zrac¢enja u UV-VIS i IR oblasti.

Pri visim intenzitetima VIS svetlosti moze do¢i do osStecenja fotosintetskog aparata
(Ramirez-Nifio et al. 1998) §to moze dovesti do znacajnog smanjenja sadrzaja hlorofila u
biljkama (Garrard et al. 1976; Tevini et al. 1981; Vu et al. 1984). Sa druge strane, uporednim
studijama uticaja UV-A i UV-B zracenja na hlorofil, doslo se do zakljucka da oba zracenja
deluju slicnim mehanizmima inhibicije (Renger et al. 1989; Turcsanyi & Vass, 2000; Vass et
al. 2002; Larkum et al. 2001).
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2.7.4. Oksidacioni stres izazvan dejstvom hemijskih agenasa
2.7.4.1. Oksidacioni stres hlorofila izazvan Fentonovom reakcijom

Fentonovu reakciju je prvi put otkrio H. J. Horstman proucavaju¢i oksidaciju
organskih supstrata. Zbog svog razarajuceg oksidacionog efekta Fentonova reakcija nasla je
brojnu primenu: u tretmanu otpadnih voda, tretmanu pesticida, u tekstilnoj industriji i za

razli¢ite bioloSke tretmane.

Fentonova reakcija se u bioloskim sistemima prvenstveno odvija u mitohondrijama,
mikrozomima i peroksizomima. Inicijatori i agensi lipidne peroksidacije biomembrana in
Vivo su najcesce slobodno-radikalske (02'_, OH) ili neradikalske kiseoni¢ne vrste (102, 03),
koje mogu nastati razli¢itim hemijskim reakcijama (Fentonova i Haber-Weissova reakcija) ili

kao posledica raznih eksternih stresova.

Soli prelaznih metala u kombinaciji sa vodonik peroksidom ¢ine Fentonov sistem.
Direktni uzroénici produkcije slobodnih radikala i oksidacionog stresa su metali sa
promenljivom valencom: Fe, Cu, Cr. Prelazni metali u prisustvu H,O, stvaraju veoma
reaktivne hidroksilne radikale koji zapocinju lanac lipidne peroksidacije. Od prelaznih metala
daleko najéesce se koristi Fe?* (Halliwell & Chirico, 1993; Deng et al. 1997; Tang et al.
2000; Tian et al. 2000), ali se vrlo esto koristi i Cu®* (Rengel et al. 2000).

Elektronska struktura metala omoguéava davanje jednog elektrona i ¢ini ga vaZznom
komponentom u produkciji i metabolizmu slobodnih radikala u bioloskim sistemima. U
organizmu se gvozde nalazi u tri oksidaciona stanja: Fe(II), Fe(IIl) i malim delom kao
Fe(IV). Pri fizioloskoj pH vrednosti Fe(Il) je nestabilno u vodenoj sredini, reaguje sa
molekulskim kiseonikom i gradi Fe(lll) i superoksidni-anjon radikal (Arora, 2002).
Kataliticki aktivno gvozde katalizuje redoks reakcije izmedu kiseonika 1 bioloskih
makromolekula. Ispitivanja Halliwell & Gutteridge-a (2007), ukazuju da helatirano gvozde
deluje kao katalizator Fentonove reakcije, olakSavajuc¢i konverziju superoksid anjona i
hidrogen peroksida u vrlo reaktivni hidroksilni radikal, koji moze da reaguje sa razli¢itim

biomolekulima, poput lipida, lipozoma, proteina i DNK (McKersie, 1996).

H,0,+Fe’*(Cu®") — Fe**(Cu®*) + OH + OH
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Brojna istrazivanja su pokazala da se Fentonova reakcija moze odvijati po dva razlicita
mehanizma:

- radikalski mehanizam,

- ne-radikalski mehanizam.

Radikalski mehanizam opisan je prvi put 1932. godine po kome su produkovani OH
radikali mogli dalje da apstrahuju vodonikove atome iz C-H veze otpocinjaju¢i lanc¢ane
reakcije oksidacije. Po ovom klasi¢cnom tumacenju Fentonove reakcije produkcija radikalskih
vrsta se zavrSava pretezno produkcijom OH' i HO,. Radikalski mehanizam se moze

demonstrirati slede¢im jedna¢inama:

Fe*" + H,0, — Fe** + OH + OH e
OH' + H,0, —»HO, + H,0 )
Fe*" + HO, —»Fe™ + H" + O, ®)
Fe*" + HO, — Fe** + HO, 4
Fe”* + OH — Fe*" + OH (5)

U Fentonovoj reakciji proizvodnja OH' radikala zavisi od nekoliko faktora, kao §to su
vrednost pH, koncentracija H,O, i Fe*" jona, temperatura i vreme trajanja reakcije. Poveéanje
koncentracije H,O, moze promovisati inhibitorni efekat hidroksilnih radikala i formiranje
drugog radikala (HOy), koji ima znatno manji oksidacioni efekat u poredenju sa OH
(Homem et al. 2010). Povecanje koncentracije Fe?* jona, takode utiGe na poveéan nivo
oksidacije. Odnos izmedu koncentracije H,0, i Fe?*, takode mozZe odigrati presudnu ulogu u
efikasnosti Fentonove reakcije.

Fentonova reakcija se moZe odvijati kako u bioloSkim sistemima (moze zapoceti
lipidnu oksidaciju ili oksidisati skoro bilo koji molekul razgradnjom peroksida), tako i u
sistemima poput lipozoma (McKersie, 1996; Artem & Fredric, 2006). Procenat degradacije,

pored ostalih faktora koji uti¢u na Fentonovu reakciju, zavisi i od sastava lipida.

U lipidnim sistemima, u prisustvu H,O, i Fe®* jona, pored gore navedenih reakcija

mogu se odigrati i sledece reakcije (Barbusinski, 2009):

OH + H202 — Hzo + H+ + 02'7 (6)
OH + Fe*"— Fe** + OH~ @)
LOOH + Fe** — Fe** + LO+ OH' (8)
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U jednacini (8), LOOH predstavlja lipidne perokside — glavni proizvod procesa
lipidne peroksidacije (LP); to su nestabilni proizvodi koji svojim raspadom mogu ,,nagraditi”
peroksi- radikale (LOY), ali i druge radikale i proizvode. Uticaj Fentonovog reagensa na
hlorofil ispitan je in vitro, pri emu je zakljuteno da koncentracija Fe** jona mora biti
dovoljna kako bi sama reakcija u kojoj se generisu hidroksilni radikali mogla imati
degradiraju¢i efekat na hlorofil (Shen, 1997).

2.7.4.2. Oksidacioni stres hlorofila izazvan dejstvom termalnog inicijatora

2,2'-azobis (2-metilpropionamidin) dihidrohlorid (AAPH) je u vodi rastvoran
slobodno- radikalski inicijator, koji pokrece oksidacione procese na temperaturama ve¢im od
37°C. U toku njegovog reagovanja dolazi do formiranja brojnih radikala: OH', OOH', kao i
keto radikala koji dalje nastavljaju lan¢ane oksidacione rekcije. Hidrofilni AAPH inicijator se
Siroko koristi za kvantitativna istrazivanja kinetike oksidacije (Betigeri et al. 2005).
Efikasnost inicijatora u velikoj meri zavisi od izbora sistema rastvaraca i viskoznosti
(Laguerre et al. 2007). Sa druge strane, 2,2'-azobis (2,4-dimetilvaleronitril) (AMNV) je
termalni slobodno-radikalski inicijator rastvoran u lipidima, $§to je od znacaja kod

proucavanja osidacionog stresa na hlorofil inkorporisan u lipozome.

Dodatak AAPH u jedan biljni ekstrakt (in vitro) inicira aktivaciju fenolnog jedinjenja
prisutnog u ekstraktu ¢ime bi se pak u in vivo uslovima, aktivirao sekundarni odbrambeni
metabolizam biljke (Ohlsson et al. 1995). Diazo inicijatori poput AAPH, proizvode veliki
broj peroksilnih radikala (Werber et al. 2011).

Na NH; = 2HCI

Slika 10. Hemijska struktura termalnog inicijatora, 2,2-azobis (2-metilpropionamidin)
dihidrohlorida - (AAPH).

Azo inicijatori promoviSu oksidaciju lipida 1 minimiziraju dekompoziciju
hidroperoksida, §to je znacajno za polinezasi¢ene masne kiseline koje sadrze tri ili vise

dvostrukih veza (Hosseinian, 2006). Struktura AAPH prikazana je na Slici 10.
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Vodorastvorni AAPH generise slobodne radikale termalnom dekompozicijom (1-2),
Sto je prokazano Semom na Slici 11. Oni brzo reaguju sa kiseonikom stvarajuci peroksidne
radikale (3). Peroksidni radikali se ili gube usled reagovanja sa nekim antioksidantom iz
rastvaraca tj. vodene faze (4), ili reaguje sa drugim slobodnim radikalom stvarajuéi stabilni
produkt (5), ili, u prisustvu lipida napada njihove dvostruko-alilne H-atome (6), ¢ime dovodi

do daljeg Sirenja (propagacije) mehanizma (7 i 8).

Inicijacija

A-N=N-A ——=[A'N-A] —(1-e) A-A (1)
2eA 2

A+0:—= AOr (3)

AO: +IH——= stabilni produkti 4

AO; + AOr; —— stabilni produkti (9)

AO; +LH ——=AOQOOH + L (6)

Propagacija

L'+0. —= LO» @)

LO-+LH —=LOOH + L (8)

Terminacija

2LO; ———= ne radikalski produkti (9)

Slika 11. Sema mehanizma lipidne peroksidacije, inicirane od strane termalnog azo-
inicijatora. LH — lipid, L' — lipidni radikal; LO, — peroksi(-lipidni)-radikal; LOOH — lipidni
peroksidi; IH - antioksidant.

Upotreba termalnog inicijatora poti¢e upravo iz potrebe generisanja LOO' radikala,
¢ija difuzija in vivo zavisi izmedu ostalog i od dvosloja membrane, tj. njene viskoznosti
(Laguerre et al. 2007). Kad je re¢ o lipidnim modelima ima izvesStaja da je difuzija
peroksilnih radikala ve¢a u micelama nego kod lipozoma (Barclay et al. 1984). Takode je
utvrdeno da je oksidacija lipida u lipozomima zavisna od pH vrednosti sredine i da je
generalno manja pri ve¢im vrednostima pH (Hanlon & Seybert, 1997). Termalni inicijator
AAPH cCesto nalazi primenu i pri ispitivanju stabilnosti lekova na oksidacioni stres (Betigeri
et al. 2005).
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2.8. BIOLOSKI MODELI MEMBRANA

Bioloske membrane su lipo-proteinskog sastava, tj. sastavljene su od dvosloja lipida u
kojima su smesteni proteini (SI.12), dok je sam lipidni matriks uglavnom fosfolipidnog
sastava. Sve bioloske membrane imaju sli¢nu strukturnu organizaciju, kao i veliki broj drugih

zajednickih osobina.

)ﬁﬁﬂ\? )

ol Az ’/)s‘ Al f{;w

ntegralni

‘ ~Protein. mifkrofilamenti
pefiferni v~ citoskeleta 7
protein

citoplazma

Slika 12. Sematski prikaz bioloske membrane,

(http://www.bionetskola.com/w/%C4%86elijska _membrana).

Glavne klase lipida koje ulaze u sastav membrane su fosfolipidi, sfingolipidi i
holesterol, a u malim koli¢inama se nalaze i glikolipidi i kardiolipini. Razli¢ite membrane
sadrze razli€ite koli¢ine pojedinih klasa lipida. Lipidi uticu na fizicke osobine membrane kao
Sto su viskoznost i propustljivost. Najéesc¢e koris¢eni modeli biomembrana — koji se formiraju

u vodenom medijumu - su micele, monomolekulski slojevi, dvoslojevi, lipozomi itd. (SI.13).

micela lipidni dvosloj lipozom

Slika 13. Organizovane lipidne strukture.

29


http://www.bionetskola.com/w/%C4%86elijska%20_membrana

OPSTI DEO

Micele su stabilne strukture zahvaljujuci interakciji polarnih grupa sa vodom i silama
atrakcije izmedu ugljovodoni¢nih lanaca u unutrasnjosti micela. Do formiranja micela dolazi
tek pri datoj koncentraciji; to je tzv. kriticna micelarna koncentracija (critical micelar
concentration — CMC). S druge strane, veliki molekuli lipida u vodenim rastvorima mogu se
organizovati i u dvoslojne strukture: polarne ,,glave” ka spolja, a hidrofobni ,,repovi” ka
unutra$njosti. Ove dvoslojne strukture mogu stvarati i zatvorene sferne oblike, koji potpuno

razdvajaju spoljasnji od unutrasnjeg prostora, poznatije kao lipozomi.

2.9. LIPOZOMI | NJIHOVA STRUKTURA

Lipozomi predstavljaju mikroskopske sferne cestice ¢ije membrane, koje se sastoje od
jednog ili vise lipidnih dvoslojeva (bilayers) ,,zatvaraju” deo vodene faze u kojoj su lipozomi
suspendovani. Jos je engleski nau¢nik Alec D. Bangham S$ezdesetih godina proslog veka prvi
napravio formulaciju na bazi lipozoma. Lipidni dvoslojevi lipozoma su sastavljeni od lipida
¢iji se hidrofilni delovi usmeravaju prema vodenoj sredini (,,glave”), dok se lipofilni delovi
molekula okrecu jedni prema drugima i formiraju hidrofobni unutrasnji prostor lipozoma
(Vemuri & Rhodes, 1994). Na Slici 14 je dat slikoviti prikaz strukture lipozoma. Lipozomi se
najcesce koriste kao ,,nosaci” za ,,dostavu” (delivery) lekovitih supstanci, koje se mogu
inkorporisati u lipidnom dvosloju (ako su lipofilne), ali i u vodeno ,jezgro” (ako su
hidrofilne) (Vuleta et al. 2003).

Slika 14. Popre¢ni presek sfera lipozoma, (http://www.myvisiontest.com/newsarchive.php?
id= 816).
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Naime, inkapsulacijom lekovite bioaktivne supstance u lipozome moze se povecati njena
penetracija u dublje slojeve koze, pri ¢emu moze doé¢i do akumulacije i formiranja ,,depoa”
lekovite supstance koji obezbeduje produzeno oslobadanje uz istovremeno smanjenje
sistemske resorpcije i nezeljenih efekta. Inkapsulacija lekovitih supstanci u lipozome takode

poveéava i stabilnost a time produzava i njihov rok upotrebe (Stuchlik & Zak, 2001).
2.9.1. Lipidi — osnovni sastojci lipozoma

Fosfolipidi predstavljaju prirodne sastojke celijskih membrana S$to ih ¢ini
biorazgradivim, netoksi¢nim i neimunogenim, zbog ¢ega se smatraju idealnim ,,nosac¢ima”
bioaktivnih supstanci. Fosfolipidi predstavljaju jednu od glavnih grupa lipida u zivotinjskim,
biljnim i bakterijskim membranama. Fosfatni deo strukture predstavlja polarni (hidrofilni)
deo fosfolipida — polarnu ,,glavu” molekula. Dugacki lanci nezasi¢enih i/ili zasi¢enih masnih
kiselina predstavljaju nepolarne (hidrofobne) delove fosfolipidnog molekula (SI.15).

U zavisnosti od toga da li u sintezi fosfolipidnog molekula ucestvuje glicerol ili

sfingozin, fosfolipidi se dele na glicerofosfolipide ili sfingofosfolipide.

Holin

CH, — N(CH,),

\\j_ Hidrofilna glava

/7= Hidrofobni rep

Strukturna formula Prostorni model Fosfolipidni simbol

Slika 15. Struktura fosfolipida.

Fosfolipidi se rastvaraju u organskim rastvara¢ima ili njihovim smesama. Zbog svoje
amfifilne prirode, kada su u vodenom medijumu prisutni iznad kriticne micelarne

koncentracije (CMC je priblizno 10°® M) tada formiraju agregate. Struktura agregata zavisi od
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hemijske strukture polarne ,,glave”, duzine i stepena zasi¢enosti lanca masnih kiselina, kao i
pH vrednosti i jonske jaCine vodenog rastvora. Agregati najces$¢e formiraju lamelarne
strukture, ali pod odredenim uslovima mogu da formiraju i kubi¢ne i heksagonalne strukture
(Blume, 1992). Fazno stanje membrana uti¢e na fizicke osobine lipozoma. Permeabilnost i
fluidnost te¢no kristalnih slojeva lipida je ve¢a od permeabilnosti i fluidnosti slojeva u gel
stanju. Prelaz iz jedne faze u drugu je reverzibilan i zavistan od temperature.

Najznacajnija vrsta fosfolipida vazna za formiranje lipozoma je fosfatindiholin (PC).
On se moze dobiti iz sirovina biljnog (Seme soje, kukuruz, repa), ili zivotinjskog porekla
(jetra Zivotinja i Zumance jajeta). Esterifikovane masne kiseline se razlikuju po broju
ugljenikovih atoma i stepenu nezasicenosti. NajéeS¢e masne kiseline koje ulaze u sastav
fosfolipida su palmitinska (16:0), stearinska (18:0), oleinska (18:1), linoleinska (18:2),
linolenska (18:3) i arahidonska (20:4). Pored nezasic¢enih fosfolipida za formiranje lipozoma
koriste se i zasi¢eni fosfolipidi dobijeni katalitickom hidrogenizacijom fosfolipida, kao i oni
dobijeni izolacijom iz prirodnih izvora. Ovi fosfolipidi poseduju veéu stabilnost, jer je
moguc¢nost peroksidacije daleko manja posto nema dvostrukih veza u njihovim strukturama
(Dragicevi¢c et al. 2005). Od zasi¢enih fosfolipida najces¢e prisutni  su
dipalmitoilfosfatindiholin ~ (DPPC),  dipalmitoilfosfatidilserin ~ (DPPS),  dipalmitoil
fosfatidiletanolamin (DPPE), dipalmitoil fosfatidna kiselina (DPPA), a od nezasi¢enih
fosfolipida, dioleilfosfatidilholin (DOPC) i dioleil-fosfatidilglicerol (DOPG) — sa po jednom
nezasicenom vezom u masnokiselinskim granama. Zasiceni fosfolipidi sa dugim
masnokiselinskim lancima se koriste za dobijanje lipozoma rigidnih, nepermeabilnih

membrana.

2.9.2. Klasifikacija lipozoma

Lipozomi se mogu Klasifikovani po metodi kojom su dobijeni, po broju slojeva u
svojoj strukturi ili po veli€ini, ali se najceS¢e klasifikuju na osnovu slojevitosti njihove
strukture 1 veli¢ine, dok je klasifikacija po metodi kojom su dobijeni vrlo retko u upotrebi.
Postoje razne pripremne metode za sintezu lipozoma razli¢itih veli¢ina i lamelarnosti.
Priprema lipozoma upotrebom ultrazvuka ili metoda istiskivanja iz membrana, uobicajene su
metode za pripremu unilamelarnih vezikula. Visoke energije sonifikacije se obi¢no koriste za
sintezu malih lipozoma, tzv. malih unilamelarnih vezikula (Small Unilamellar Vesicles, SUV),
gde je velic¢ina dobijenih lipozoma zavisna od frekvencije i snage ultrazvuka, kao i vremena

sonifikacije (Cheng & Gang, 2011). Takozvane ekstruzione metode, ili metode istiskivanjem
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(uz upotrebu ekstrudera) mogu se Koristiti za generisanje SUV ili velikih unilamelarnih
vezikula (Large Unilamellar Vesicles, LUV). Po ovim metodama priprema lipozoma pocinje od
suvog lipidnog filma koji je hidratisan u vodenom rastvoru i podvrgnut sukcesivnim
postupcima zamrzavanja i odmrzavanja sve do formiranja multilamelarnih vezikula
(MultiLamellar Vesicles, MLV) (Cheng & Gang, 2011). Suspenzija se zatim sonifikuje visoko-
frekventnim ultrazvukom ili ekstrudira kroz polikarbonatne membrane sa nano-porama
(Cheng& Gang, 2011). Metode za pripremu lipozoma mogu biti i modifikovane na osnovu
osobina, hidrofobnosti i Zeljene veli¢ine Cestica. Kada se lipozomi koriste za transport
bioaktivnih lekovitih supstanci, tada je njihova veli¢ina vazan faktor za farmakokinetiku i
biodistribuciona svojstva; ovo npr. moze da uti¢e na efikasnost ,,isporuke” posebne vrste
bioaktivnih supstanci, tzv. fotosenzibilizatora u okviru metode fotodinamicke, ili PDT
terapije (Photo Dynamic Therapy, PDT?); jedan od koris¢enih fotosenzibilizatora je i hlorofil
(Moser, 1998; Markovic & Zvezdanovic, 2012). Najces¢i nacin klasifikacije lipozoma

prikazan je u Tabeli 2.

Kontrola veli¢ine formiranih lipozoma je vazan faktor u formulacijama lekovitih
preparata i treba da bude optimizovana u cilju poboljSanja farmakoloskih svojstava
medikamenata. SUV-lipozomi se razlikuju od ostalih vrsta lipozoma po velikoj
zakrivljenosti, $to za posledicu ima veliki membranski potencijal, pa prema tome i pove¢anu
(unutrasnju) propustljivost i termodinamicku nestabilnost sistema, sa teznjom ka agregaciji i
fuziji, narocito ispod temperature faznog prelaza. SUV-lipozomi pokazuju i druge nedostatke,
kao $to je neophodnost primene velike energije (visoke frekvencije) za njihovo dobijanje, sto
moze dovesti do oksidacije i hidrolize lipida. Karakteristicno za SUV je veéa permeabilnost
za hidrofilne molekule. Najmanje SUV, dobijene ultrazvukom, imaju pre¢nik oko 23 nm i
karakteriSu se zapreminom hidratisanog dvosloja 4.5 puta ve¢om od zapremine unutrasnjeg
vodenog prostora, inace nepodesnom za efikasnu inkapsulaciju hidrofilnih molekula. Sa
druge strane, prednost male veli¢ine SUV-a je bolja raspodela u organizmu nakon

intravenske inkapsulacije (Dragicevi¢, 2005).

’PDT terapija temelji se na fotosenzibilizaciji (Tip I i II) pri Gemu nastaje singletni kiseonik koji izaziva
ostecenje tretiranih Celija (Allison & Sibat, 2010). Prvi mehanizam fotosenzibiliziranih reakcija (Tip I) je
slobodno-radikalski mehanizam koji moze biti pracen prenosom protona (npr. vodonika) ili transferom
elektrona. Drugi mehanizam fotooksidativnih reakcija je ne-radikalski mehanizam (Tip Il), koji podrazumeva
prenos energije sa T, stanja fotosenzibilizatora na osnovno tripletno stanje kiseonika *0, , dajuéi visoko
reaktivni singletni kiseonik, 'O, :*Senz. + %0, —'Senz.+ 0,. Obe reakcije su konkurentne i zavise od okruzenja
i prirode molekula supstrata (Markovic & Zvezdanovic, 2012). Svrha fotodinamicke terapije je selektivno unistenje
abnormalnih ¢elija.
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Tabela 2. Nomenklatura i priblizna veli¢ina razli¢itih vrsta lipozoma (Vemuri & Rhodes,
1995).

Klasifikacija Skraéenica  PribliZna veli¢ina (nm)
Po veli¢ini Male jednoslojne vezikule (SUV) 0,025-0,05

(Small Unilamellar Vesicles)

Velike jednoslojne vezikule (LUV) >0,1

(Large Unilamellar Vesicles)

Unilamelarne vezikule izuzetno velikih | (GUV) >1

dimenzija

(Giant Unilamellar Vesicles)

Po slojevitosti Multilamelarne vezikule (MLV) 0,05-10
(Multilamellar Vesicles)
Unilamelarne vezikule (ULV) 0,0225-0,1
(Unilamellar Vesicles)
Multivezikularne vezikule (MVV) ~0,4-10

(Multivesicular Vesicles)

GUV

Slika 16. Prikaz razlic¢ititih formi lipozoma koji se razlikuju po veli¢ini.

LUV-lipozomi imaju zanemarljiv napon membrane, $to kao posledicu ima vecu
stabilnost u poredenju sa SUV. S druge strane, zahvaljujué¢i velikom unutrasnjem volumenu
IUV, koje se po veli¢ini nalaze izmedu SUV 1 LUV, moguce je posti¢i visoku efikasnost
inkapsulacije hidrofilne supstance i to posebno primenom metoda reversno-fazne evaporacije
(isparavanja) i dvostrukog emulgovanja. Ipak, njihovamehanicka stabilnost i sposobnost
zadrzavanja inkapsulirane supstance, zbog prisustva samo jednog lipidnog dvosloja, nisu
velike kao kod multilamelarnih vezikula (MLV) ili multilamelarnih velikih vezikula

dobijenih reversno-faznom evaporacijom (MLV-REV, Reverse-Evaporation Vesicles).

Lipozomi kod kojih su dve ili vise vezikula, a koje se nalaze jedna pored druge

inkapsulirane u jednu veéu vezikulu su MVV lipozomi. Ovakve strukture se Cesto srecu
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prilikom izrade MLV lipozoma. Pre¢nik ovih lipozoma naj¢esce je veéi od 1 um.

MLV-lipozomi su veli¢ine u rasponu od 100 nm do nekoliko mikrona i poseduju
veliki broj koncentri¢nih dvoslojeva. Strukturu ovih lipozoma objasnili su Bangham i njegovi
saradnici (1965). Karakteristika ovih lipozoma je usporeno oslobadanje inkapsulirane
hidrofilne supstance zbog velikog broja lamela, §to se moze iskoristiti za postizanje ,,depo
efekta” (Mravec et al. 2011). Zahvaljaju¢i velikom broju lipidnih membrana, ovi lipozomi
predstavljaju idealne nosaCe lipofilnih supstanci, dok je s druge strane -efikasnost
inkapsulacije hidrofilnih supstanci niska ukoliko se koriste konvencionalne metode

dispergovanja.

PovrSinsko naelektrisanje lipozoma, odredeno vrstom i1 osobinama upotrebljenih
fosfolipida, predstavlja veoma vazan parametar koji definiSe agregaciju i sedimentaciju
lipozoma, kao i interakciju lipozoma i ¢elija (fuziju ili endocitozu). PovrSinsko naelektrisanje
Gestica kvantifikuje tzv. zeta-potencijal i koristi se kao merilo odbijanja medu &esticama. Sto
je zeta-potencijal veéi, jace su i sile odbijanja i veca je stabilnost disperzije. Zeta-potencijal
zavisi od stepena jonizacije molekula fosfolipida, a stepen jonizacije zavisi od pH vrednosti
disperzije (Dragicevi¢, 2005).

2.9.3. Inkapsuliranje supstanci u lipozome

Zahvaljujuéi svojoj strukturi lipozomi mogu da sluze kao ,,nosaci” hidrofilnih i
lipofilnih supstanci. U zavisnosti od rastvorljivosti bioaktivne supstance i njenog koeficijenta
raspodele unutar lipidnog dvosloja lokalizacija supstanci unutar lipozoma je razliCita, §to kao
posledicu ima i razli¢itu efikasnost inkapsulacije i razli¢itu brzinu oslobadanja bioaktivne
supstance. Inkapsulacijom aktivne supstance lipozom postaje transportno sredstvo, a za
hidrofilne bioaktivne supstance i permeaciona barijera, sto moze da ima kao posledicu ,,depo
efekat”. Brzina permeacije, tj. propustljivosti aktivne supstance, sa jedne strane zavisi od
osobina lipoidalne lipozomske membrane, a sa druge strane od lipofilnosti i veli¢ine

molekula aktivne supstance.

Bioaktivne supstance su prema particionim (podeonim) karakteristikama svrstane
medu hidrofilne, lipofilne, amfifilne (dobre bifazne rastvorljivosti izmedu unutrasnje vodene i
lipidne faze), i one koje su potpuno bifazno nerastvorne (u obe faze - zbog ¢ega predstavljaju

najproblemati¢nije kandidate za inkorporisanje u lipozome, i za njihovu primenu sa
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lipozomima). Od svih, lipofilne supstance predstavljaju najbolje kandidate za inkorporisanje
u lipozome u pogledu stabilnosti, ekonomicnosti i korisnosti. S toga je veliki broj lekovitih
supstanci razli¢ite rastvorljivosti strukturno izmenjen u cilju dobijanja lipofilnih jedinjenja i
optimalnih lipozomskih formulacija. Lipofilna unutrasnjost dvoslojnih membrana lipozoma
omogucava inkorporisanje lipofilnih supstanci, pri ¢emu ¢e odnos koncentracije fosfolipida i
lipofilne supstance zavisiti od osobina supstance i fosfolipida, kao i postupka koris¢enog za
dobijanje lipozoma. Efikasnost inkapsulacije za lipofilne supstance ¢esto iznosi oko 100%
pod uslovom da se supstanca ne koristi u koncentraciji vecoj od njene rastvorljivosti u
lipozomskim lipidima. Efikasnost inkapsulacije zavisi i od lamelarnosti lipozoma tj.
multilamelarni lipozomi imaju znatno veci kapacitet za lipofilne supstance od unilamelarnih.

Kad je re¢ o amfifilnim supstancama one teze da se adsorbuju na povrsini lipozoma.
2.9.4. Lipidna peroksidacija

Oksidacioni stres koji se desava u ¢elijskim membranama, ili se moze indukovati u
biomembranskim modelima (npr.lipozomima) izmedu ostalih, moze kao jednu od mogucih
posledica imati i tzv. lipidnu peroksidaciju (LP), tj. oksidaciju lipidnih komponenti
biomembrana koja dovodi do stvaranja peroksidnih struktura. Inicijatori i promoteri (agensi)
lipidne peroksidacije biomembrana i in vivo i in vitro su najéesc¢e slobodno-radikalske (O,
OH>) ili neradikalske kiseoni¢ne ROS vrste (*O,, O3), koje mogu nastati interno ili eksterno u

datom sistemu.

Za iniciranje procesa lipidne peroksidacije su posebno znacajni hidrofobni
konstituenti lipida, tj. zasi¢ene 1 (narocito) nezasi¢ene masne kiseline i njihovi dugi
ugljovodoni¢ni lanci, sa antikonjugovanim tipom strukture. Ako su masne Kiseline
polinezasi¢ene (najmanje dve ili viSe dvostrukih veza) one u svojoj strukturi imaju tri tipa
vodonikovih atoma — vinilne, alilne i dvostruko alilne (SI.17). Vinilni H-atomi, vezani za C-
atome koji grade dvostruku vezu, se veoma teSko otkidaju. Medutim, prisustvo dvostruke
veze slabi C—H vezu na susednom C-atomu, kod alilnih H-atoma, odnosno dvostruko alilnih
H-atoma (ako se nalaze izmedu dve nezasicene veze — SI.17). Upravo ovi H-atomi su veoma

podlozni otkidanju ¢ime dovode do stvaranja lipidnog radikala (L) .
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Alilni H-atomi Dwvostruko alilni H-atomi

/AN

A_N_N_/
\/

Vinilni H-atomi

Slika 17. Raspored vinilnih, alilnih (trougao) i dvostruko alilnih (kvadrat) H-atoma u

antikonjugovanoj strukturi nezasi¢ene masne kiseline.

Nastajanje ovog radikala je upravo prvi korak, tj. iniciranje lanc¢ane slobodno-
radikalske reakcije lipidne peroksidacije. Intramolekulskim premestanjem dvostruke veze
ovaj radikal prelazi u konjugovani dien koji lako reaguje sa molekulskim kiseonikom i gradi
peroksil-radikal (LOO), koji produzuje (,,8iri”) reakciju peroksidacije ,,oduzimanjem”, tj.
otkidanjem H-atoma metilenske grupe susedne nezasi¢ene masne kiseline pri ¢emu nastaje
hidroperoksid (LOOH) i novi alkil radikal L koji nastavlja, obnavlja (regenerise) lanc¢ani LP-
mehanizam. Propagacija (ili ,.8irenje”) lipidne peroksidacije se nastavlja i razgradnjom
LOOH c¢ime raste broj slobodnih radikala koji deluju na nezasic¢ene lance susednih masno-
kiselinskih komponenti lipida. Dakle, lan¢ani LP-proces ima samoregenerativni mehanizam.
Sema landane reakcije lipidne peroksidacije sa fazom inicijacije i propagacije moZe se

predstaviti na slede¢i nacin:

Lipidna peroksidacija: inicijacija i propagacija

: . — — R
Liralra kiselina (18:2) . .
OH- Eliminacifa vodika
- ( inicijacija)
— c—— R
. l Korfugacija diens

Kenjugirani dien /\\/’_\,/=\/”‘\/’\\/R

. l &
Adicije kiseonika
Peraksilni redika — R

l L Adicije vodonika
H (propagacijc)
Lipidni hidroperoksid - R+
"
0 l Fe(ll) Fenfonove reckeife

N Alkoksilni rodikal /\>—W/\/ R
H " H o l Fragmentacija
}j - /}\/ F * R
Etan H H v H

Algehid

Slika 18. Sematski prikaz mehanizma lipidne peroksidacije.
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Lipidni hidroperoksidi (LOOH) su pri normalnim uslovima relativno (ne)stabilni, ali
na nesto viSim temperaturama ili u prisustvu jona prelaznih metala (gvozde i bakar), vrlo brzo
se razgraduje daju¢i nove slobodne radikale (Mimica-Duki¢, 1997, Wheatley, 2000;
Sodergren, 2000):

M** + LOOH — M** + LOO + H* (9)
M** + LOOH — M*" + LO" + OH (10)

Krajnji rezultati razgradnje LOOH su tzv. sekundarni produkti lipidne peroksidacije
kao $to su aldehidi, ketoni, masne kiseline manjih molekulskih masa itd. Do prekida LP-lanca
moze doc¢i i medusobnim reagovanjem stvorenih slobodnih radikala pri ¢emu nastaju

produkti koji su stabilni i neaktivni.

Lipidna peroksidacija se moze inicirati i fotohemijski, pomocu fotosenzibilizatora, pri
¢emu neki od njih (poput benzofenona) pokazuju izrazitu selektivnost u odnosu na
antikonjugovanu strukturu lipida i neku vrstu ,,strukturne kontrole” kad je u pitanju mesto i
pogodnost formiranja lipidnih radikala, i to kako u rastvoru (Markovi¢ & Patterson, 1989),
tako i u organizovanim sistemima, micelama (Markovi¢ et al. 1990; Markovi¢ & Patterson,
1993), ili sabijenim monomolekulskim slojevima (Markovi¢, 2001). S druge strane, i hlorofil
moze funkcionisati kao fotosenzibilizator — i to tipa Il (Halliwell & Chirico, 1993; Girotti,

2001), $to moze biti iskoris¢eno u PDT terapiji za suzbijanje malignih tumora (Moser, 1998).

Sadrzaj lipidne peroksidacije se moze kvantitativno ocenjivati putem testova, kao $to

su metoda konjugovanih diena i TBA-MDA test.

Metoda konjugovanih diena je spektrofotometrijska metoda i zasniva se na apsorpciji
UV zrafenja u oblasti 230-235 nm, u kojoj apsorbuju konjugovane dienske strukture sa
naizmeni¢nim rasporedom jednostrukih i dvostrukih veza (-C=C-C=C-) (Halliwell &
Chirico, 1993; Wheatley, 2000). Neki autori koriste i odnos apsorbancija na 234 nm i 215
nm, tzv. indeks peroksidacije (Gregoriadis, 1984; Gregoriadis, 2007; Torchilin & Weissig,
2003). Generalni nedostatak metode je $to se pri niskim koncentracijama diena maksimum na

234 nm slabo ispoljava (Mimica-Duki¢, 1997).

TBA-MDA test. Ova metoda je brza, jednostavna i osetljiva, a koristi se za merenje
koli¢ine malondialdehida (MDA) prisutnog u uzorku. Malondialdehid je sekundarni produkt,
nastaje kao degradacioni proizvod peroksida masnih kiselina koje sadrze najmanje tri
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nezasicene dvostruke veze izmedu kojih je metilenska grupa. Osnova TBA-MDA testa lezi u
reakciji malondialdehida sa tiobarbiturnom kiselinom na povisenoj temperaturi i niskim pH

vrednostima:

HS S N OH SH
Y ~0  HCIH,0 Y A \],

+ c CH,-C. _— + 2H,0
H H NS NeH-cH=CH X 2
OH OH HO
Tiobarbiturna Malondialdehid
kiselina (THBA) (MDA) TBA-MDA pigment

Rezultat reakcije je TBA-MDA kompleks ruzicaste boje ¢iji maksimum apsorpcije
lezi u oblasti od 532-535 nm i 245-305 nm. Meri se apsorbancija prvog maksimuma
(3(532)=1.56x105dm3mol'1cm'1), a moguce je meriti i fluorescenciju ovog kompleksa na 553

nm. Brzina reakcije zavisi od koncentracije TBA i temperature (Wheatley, 2000).

Polinerasicena masna kiselina LH R* Radikal pnllnw.as]cene masne kiseline
Molekulsko

prestrukiviranje

Peroksil radikal
—0

0] 30, .
—— Konjugovani dien
N—\ yamN VAR VAN

Oduzimanje
+H”

H-atoma od
susednog molekula LH

0—0H

N_\/—\ T
0—=0
Hidroperoksid N_k)\ Endoperoksid

O O

M MDA

Slika 19. Mehanizam formiranja malondialdehida (MDA) slobodno-radikalskom

peroksidacijom polinezasi¢ene masne kiseline.
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Metoda daje dobre rezultate u rastvorima lipida 1 u definisanim membranskim
modelima (mikrozomi i lipozomi). Lipidna peroksidacija u rastvoru i u modelima bioloSkih
membrana moze biti indukovana razli¢itim mehanizmima, (,,Stresovima”). Lipidna
peroksidacija se moze inicirati solima prelaznih metala u kombinaciji sa vodonik peroksidom
(Fentonov sistem), ali i UV-zracenjem. Fotoni UV-svetlosti imaju dovoljnu energiju da
zapo¢nu lanac lipidne peroksidacije (Lasch et al. 1997). Mehanizam ovakvog nalina
iniciranja lipidne peroksidacije nije u potpunosti razjaSnjen. Neki autori smatraju da i
singletni kiseonik uzima ucesce u ovoj reakciji (Bose et al. 1990; Xia et al. 2006). S obzirom
na to da Chl moze pod nekim okolnostima reagovati kao fotosenzibilizator tipa II (Markovi¢
& Zvezdanovi¢, 2012) ova se mogucénost ne moze u potpunosti iskljuciti. Medutim,
nedvosmisleno je dokazano da UV-svetlost moze produkovati i superoksid anjon radikal
(02"), koji takode moze biti odgovoran za fotoindukovanu lipidnu peroksidaciju (Xia et al.
2006) tako Sto inicira slobodno-radikalski lan¢ani mehanizam. UV-zracenje moze direktno da
utice i na propagaciju i terminaciju lanca lipidne peroksidacije. Naime, sami hidroperoksidi
(LOOH) apsorbuju UV-svetlost i raspadaju se na alkoksilni radikal (LO’) i veoma reaktivan
hidroksilni radikal (OH’) koji odmah ,,0duzima” atom vodonika od najblizeg lipidnog
molekula (LH), stvaraju¢i nov alkil radikal (L), 1 na taj nacin regeneriSe lanac radikalske

reakcije (Lasch et al. 1997).
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2.10. PRIMENA HLOROFILA I NJEGOVIH DERIVATA U INDUSTRIJI

Jedinstvena uloga hlorofila zasniva se na njegovoj specifi¢noj i vrlo raznovrsnoj
hemijskoj reaktivnosti zbog koje je hlorofil nasao svoje mesto u nekim industrijskim
tehnologijama (npr. u prehrambenoj i farmaceutsko-kozmetickoj industriji), ali i u medicini
(Moser, 1998; Markovi¢ & Zvezdanovi¢, 2012). Upravo iz ovih razloga pitanje stabilnosti
hlorofila se postavlja kao jedan od preduslova njegove potencijalne primene u raznim

oblastima nauke i tehnologije.
2.10.1. Upotreba hlorofila i njegovih derivata u medicini

Mozda je jedan od najvecih potencijala hlorofila, s obzirom na njegovu nisku
toksicnost, u prevenciji raka. Bioloska aktivnost hlorofila 1 derivata hlorofila ukljucuje pre
svega antioksidantnu 1 antimutagenu aktivnost, mogucénost modulacije ksenobiotickog
metabolizma® i indukcije apoptoze* (Dingley, 2003; Diaz et al. 2003; Chan, 2006; Chiu,
2005).

Iako antioksidaciona aktivnost nije jako izraZzena, Chla je u odnosu na ostale
hlorofilne derivate pokazao najvecu antioksidacionu aktivnost (Lanfer-Marquez et al. 2005).
Mada je prisustvo prelaznog metala u tetrapirolnoj strukturi uticalo na antimutagenu
aktivnost (Odin et al. 1997), smanjena mutagena aktivnost bezmetalnih hlorofilnih derivata je
sli¢na drugim metalporfirinima ukljucujuéi Mg®*, Zn** i Cu?* derivate (Ferruzzi & Blakeslee,
2007).

Iako je vecina istrazivanja fokusirana na komercijalni Chl-derivat, hlorofilin
(C34H31CuN4NasOg), u velikoj meri se istrazuju i prirodni derivati hlorofila kao modela
biomarkera (Ferruzzi & Blakeslee, 2007; Pub. broj: US 2008/0139524 Al.). Derivati
hlorofila, kao $to su feofitini i feoforbidi su pokazali aktivnost u suzbijanju Salmonella
tiphimurium i Escherichia coli bakterija (Okai & Higashi-Okai, 1997). Hlorofili i hlorofilin se

takode koriste u ljudskoj ishrani i pokazuju in vivo efekte u zastiti od raka (Dashwood &

3K senobiotik je hemijska supstanca koja je prisutna u organizmu, ali se u njemu ne proizvodi niti se oekuje da
bude prisutna. U ksenobiotike se mogu svrstati i supstance koje su u organizmu prisutne u mnogo
vecoj koncentraciji od uobicajene. Toksi¢ni efekti mogu biti lokalni i opSti nakon apsorpcije i distribucije
ksenobiotika cirkulacijom do tkiva i ¢elija.

4Apoptoza je programirana Celijska smrt koja se odlikuje specificnim funkcionalnim promenama koje su u
korelaciji sa morfoloskim promenama u jedru i citoplazmi.
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Liew, 1992; Dashwood, 1997; Egner et al. 2000). Studije o efikasnosti hlorofilina kao
medicinskog sredstva su potvrdene brojnim patentima (Pub.broj: SAD 2008/ 0139524 Al; US
2011/0273705 Al; US 2010/0255045 Al; US 2010/0247591 Al).

2.10.2. Upotreba hlorofila i njegovih derivata u kozmetici na bazi lipozomskih

preparata

Hlorofil se u kozmetickoj indistriji upotrebljava za bojenje sapuna, ulja, masti,
voskova, konfekcije, koze, konzervirane te¢nosti i kao dezodorans. Za proizvodnju ovih
proizvoda hlorofil se naj¢esée upotrebljava inkorporisan u lipozome.

Preparati za tretman koZe, koji sadrze hlorofil, kao i njegove derivate poput
hlorofilina, naj¢es¢i su hlorofilni preparati u kozmetickoj industriji. Komercijalni hlorofilin,
derivat hlorofila, koristi se u leCenju akni, masne koze, uvecanih pora i u olakSavanju upalnih
procesa na kozi (Dragicevi¢ et al. 2005; 2009). Prednosti su takode zapaZzene i u leCenju
prevremenog starenja koze (ublazavanjem tankih linija i bora lica), poveéanoj ¢vrstoci koze i
zastiti od sunceve svetlosti smanjenjem nivoa melanina. Terapijski rezultati su poboljsani kod
preparata kod kojih je hlorofilin inkorporisan u lipozome najmanjih veli¢ina cestica (SUV
lipozomi). Takode je dokazano da se preparati na bazi hlorofila i hlorofilina nakon tretiranja
vesStackim svetlom, uspesSno mogu primeniti za leCenje akni i1 drugih upalnih procesa na koZi.

U tretmanu akni, hlorofilin se moze kombinovati sa jednim ili vise drugih jedinjenja
koja sadrze salicilnu kiselinu, retinoide, benzoil-peroksid, azelainsku Kiselinu, tetracikline,
klindamicin, eritromicin, adapalen, rezorcinol, koloidni sumpor, alfa-hidroksi kiseline ili
druge komponente koje pomazu u borbi protiv akni. Za ,,usporavanje starenja”, hlorofilin se
najéesS¢e kombinuje sa jednim ili vise jedinjenja koja ukljucuju alfa- i beta-hidroksi kiseline,
peptide, alfa i beta-keto kiseline, linolnu kiselinu, inhibitore enzima i antioksidativne
komponente (Pub.No.: US 2010/0247591 Al.).

Gel na bazi lipozoma, Cestica veli¢ina (150-350 nanometara) od Phospholipona 85G
(American Lecthin Company) sa inkorporisanim hlorofilinom pokazao se delotvornim u
ublazivanju znakova starenja kao i za regeneraciju koze u slucaju brojnih ispitanika (Pub.No:
US 2010/0255045 Al; Pub. No: US 2011/ 0273705 Al). Jedna od formulacija na bazi

lipozoma sa inkoporisanim hlorofilinom prikazana je u Tabeli 3.
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Tabela 3. Formulacija na bazi lipozoma sa inkorporisanim hlorofilinom.

*Hlorofilin lipozomna disperzija: 5% hlorofilina u lipozomima (Phospholipon 85G).
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MOTIV RADA

S obzirom na znacaj hlorofila, na njegovu Siroku upotrebu u farmaceutskoj,
kozmetickoj industriji i u medicini, nameée se pitanje njegove stabilnosti generalno, kao i
stabilnosti preparata na bazi hlorofila. Degradacija u preparatima gde je hlorofil primenjen
kao rastvor ili inkorporisan u lipozome, svakako smanjuje njegovu potencijalnu upotrebu. U
kojoj meri nestabilnost hlorofila na brojne faktore i osetljivost na oksidacione stresove moze
negativno uticati na postojeu ali i potencijalnu primenu? Potreba za veéim brojem
informacija vezanih za njegovu (ne)stabilnost posebno u odnosu na oksidacione stresove i u
periodu njegove izolacije, ali 1 skladiStenja - do upotrebe za dobijanje Zeljenih formulacija,
kao i tokom (bar) garantovanog roka trajanja datih preparata, direktan je je motiv za rad na

ovoj disertaciji.
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CILJ DISERTACIJE

Bez obzira na S$iroku upotrebu koju hlorofil ima u medicini, farmaceutsko-
kozmetickoj 1 prehrambenoj industriji, pitanje njegove (ne)stabilnosti, uticaja razli¢itih formi
oksidacionih stresova, i dalje je predmet izuc¢avanja, te je na osnovu literaturnog pregleda o
ovoj studiji definisan cilj disertacije.

Cilj rada ogleda se u ispitivanju delovanja nekoliko tipova razli¢itih oksidacionih
stresova na hlorofil, i to u dva sluc¢aja: (I) kada je rastvoren u vodenom medijumu 1 (II) kada
je inkorporisan u lipozome. U tu svrhu izabrano je nekoliko tipa stresova koji su inicirani (A)
hemijskim putem, kroz oksido-redukcionu reakciju, (B) enzimskom reakcijom, (C)
termalnom inicijacijom, (D) fotohemijskim putem, kontinualnim UV-B i VIS-ozra¢ivanjem.
Poredenjem dobijenih rezultata trebalo bi proceniti potencijalni efekat molekularne
organizacije hlorofila na njegovu stabilnost u dva razli¢ita sistema (vodeni medijum,
lipozomi) izlozena dejstvu kontinualnog oksidacionog stresa, kao i moguci efekat ,,zastite”
lipozoma. Uticaj hemijskog stresa na degradaciju hlorofila (A) ispitan je posredstvom tzv.
Fentonove reakcije (katalizovana redukcija vodonik peroksida Fe®* jonima koja dovodi do
stvaranja OH' radikala), za termalnu inicijaciju (C) kori$¢en je azo-inicijator, 2,2'-azobis (2-
metilpropionamidin) dihidrohlorid, koji generiSe slobodne radikale. Ispitivanje enzimske
reakcije degradacije hlorofila (B) vrSeno je po metodi Yamauchi & Minamide (1985) sa
manjim korekcijama. Fotooksidacioni stres izazvan je kontinualnim ozrac¢ivanjem hlorofila u
ispitivanim medijumima vidljivim (VIS) i UV-B zraenjem, za razli¢ite rastuée periode
ozrativanja (pojacavanje uslova oksidacionog stresa). Na osnovu komparacije 1 evaluacije
rezultata dobijenih u dva razlicita sistema, bic¢e sistematizovani i diskutovani faktori i
parametri koji uticu na stabilnost hlorofila u datim uslovima. Na osnovu toga bice izvedene
odgovarajuc¢e tehnoloSske implikacije, tj. razmatrate se potencijalna upotreba dobijenih
rezultata u ve¢ postoje¢im farmaceutsko-kozmetickim formulacijama u kojima hlorofil igra
ulogu bioaktivne supstance. Cilj ispitivanja je da se eventualno konstatuju i blize definisu
bitne razlike u stabilnosti hlorofila na oksidacioni stres u dva razli¢ita medijuma, kako bi one
bile diskutovane u svetlu ¢injenice da se lipozomi sa inkorporisanim hlorofilima ve¢ koriste
kao ingredienti u brojnim formulacijama. U tom smislu dobijeni rezultati mogli bi posluziti

poboljSanju ve¢ postojecih tehnologija.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Ekstrakcija pigmenata iz listova spanaca

Materijal i pribor: Svez spana¢ (Spinacia oleracea); Metanol; Petrol-etar (40-75°C); Dietil-
etar; Vodeni rastvor NaCl- 30%; Destilovana voda; Case od 100 cm?: Staklena menzura;

Levak za odvajanje; Pribor za filtriranje; Tamna boc¢ica od 100 cm?® za ekstrakt.

Oko 0.03 kg svezih listova spanaca (o¢is¢enih od Zila), tretirano je klju¢alom vodom
oko 1 minut. Iz listova je voda uklonjena cedenjem i suSenjem. Spanac se nakon usitnjenja
podvrgava ekstrakciji prema prihvacenoj proceduri (Svec, 1978). Za ekstrakciju ove koli¢ine
uzorka, koriiéena je smesa rastvaraca, 30 cm® metanola i 15 cm? petrol-etra (visokokljucajuca
frakcija, 40-75°C). Ekstrakcija traje 30 minuta. U levak za odvajanje je pored smeSe za
ekstrakciju i ekstrakcionog materijala dodato 60 cm® 30% rastvora NaCl. Donja, vodeno-
metanolna faza podvrgnuta je reekstrakciji, a gornja, petrol-etarska faza, je sakupljana.
Reekstrakcija je vriena dodavanjem smese od 9 cm® petrol-etra i 9 cm® dietil-etra. Gornja
faza se spaja sa petrol-etarskom fazom, dok je donja vodeno-metanolna faza odbacena.
Ostatak spanaca se ponovo podvrgava ekstrakciji i ceo postupak se ponavlja ukupno tri puta.
Ovim postupkom dobijen je ekstrakt tamnozelene boje, koji je Cuvan u tamnim bocicama, na

temperaturi od oko 4°C.
3.1.1. Kolonsko razdvajanje pigmentnog ekstrakta

Nakon ekstrakcije radi oslobadanja hlorofilne frakcije od ostalih pigmenta
(karotenoida) kao i drugih ,,primesa” koje su takode ekstrahovane iz listova spanaca (lipidi,
proteini itd.) vrSeno je kolonsko razdvajanje. Pigmentni ekstrakt dobijen ekstrakcijom iz
listova spanaca podvrgava se kolonskom hromatografisanju da bi se dobila frakcija koja u
sebi sadrzi samo hlorofile. Posto su hlorofili podlozni promenama hromatografisanje je
vrseno S§to je brze moguce. Kao adsorbens koriséen je silika gel i smeSa rastvaraca, n-

heksan:aceton u odnosu, 1:(0-0.6), kao eluent (Svec, 1978).
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Materijal i pribor: Pigmentni ekstrakt iz spanaca; Silika gel (Silica gel 60, Merck, 0.063-0.2
mm); n-heksan; Aceton; Staklena kolona (1.5x12 cm); Spric za ubacivanje uzorka; Staklene

Gase za eluent; Pipete od 10 cm®; Propipeta; Tamne bogice za kolonske frakcije; Susnica.

Oko 30 g silika gela najpre je suseno u susnici 1.5 h na 150°C. Nakon toga izvrseno je
punjenje kolone postupkom ,,mokrog punjenja”, smeSom silika gela i n-heksana u obliku
gela. Tom prilikom vodeno je ra¢una da u koloni ne zaostanu mehurici vazduha koji bi uticali
na protok u koloni ali i na kompaktnost adsorbensa. Protok u koloni je odrZzavan na oko 1.5
cm®min. Odnos n-heksan:aceton (V/v) menjan je od pocetnog 1:0 do konacnog 1:0.6.
Povecanjem udela acetona u sistemu za eluiranje poveéavana je polarnost mobilne faze, ¢ime

su postepeno eluirane polarnije supstance iz pigmentnog ekstrakta (SI.20).

n-heksan n-heksan: aceton=1:0.5 n-heksan: aceton=1:0.25 n-heksan: aceton=1:0.6

} } ! !

—

Y Y 1Y

B -karoten hlorofilna frakcija ksantofili

"y EU‘ITIII'I‘
7 "

Vreme

Slika 20. Kolonsko razdvajanje pigmentnog ekstrakta iz listova spana¢a. Na samom pocetku
se eluira karotenska frakcija (f-karoten), zatim hlorofilna frakcija (pri odnosu n-

heksan:aceton=1:0.25), a nakon toga i dve ksantofilske frakcije.

Za jedno kolonsko razdvajanje uzimano je 0.2 cm® uzorka ekstrakta. Kolonskim
razdvajanjem najpre je doSlo do izdvajanja najnepolarnije komponente, f-karotena (Zuta
frakcija). Druga po redu, pri odnosu n-heksan:aceton=1:0.25, izdvajana je zelena frakcija,

smesa hlorofila (Chla i Chlb, i eventualno derivata i oksidacionih proizvoda Chla/b, prirodno
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prisutnih u uzorku, ali i1 nagradenih tokom postupka obrade biljnog materijala i
hromatografisanja). Poslednji razdvojeni pigmenti iz kolone su ksantofili, najpolarniji u
pigmentnom ekstraktu. Pri jednom kolonskom razdvajanju, dobijano je oko 15 cm?® hlorofilne

frakcije.
3.2. Ekstrakcija pigmenata iz suSenog spanaca

Materijal i pribor: Suvi spana¢ (Spinacia oleracea); Tris- HCI pufer, pH 6; Aceton;
Destilovana voda; Case od 100 cm?®; Staklena menzura; Levak za odvajanje; Pribor za

filtriranje; Tamna bo&ica od 100 cm® za ekstrakt; Termostatirano vodeno kupatilo.

Za dobijanje hlorofilida koristi se ekstrakt dobijen iz suSenog spanaca. Tacno
odmerenih 5 g osusenog spanaca se inkubira sa 100 cm® smese, aceton:Tris-HCI pufer (pri
odnosu 1:1v/v). Inkubacija traje 2 h na temperaturi od 40°C, u potpunom mraku. Rastvor je
potom proceden kroz filter papir, uparen do suva i rastvoren u acetonu. Ovako dobijeni

ekstrakt koriScen je dalje za dobijanje hlorofilida i to metodom kolonskog razdvajanja.
3.2.1. Kolonsko razdvajanje pigmentnog ekstrakta hlorofilida

Materijal i pribor: Pigmentni ekstrakt iz suvog spanaca; Silika gel (Silica gel 60, Merck,
0.063-0.2 mm); n-heksan; Aceton; Staklena kolona (1.5x12 cm); Spric za ubacivanje uzorka;
Staklene ¢ase za eluent; Pipete od 10 cm?; Propipeta; Tamne bocice za kolonske frakcije;

Susnica.

Oko 30 g silika gela najpre je suSeno u susnici 1.5 h na 150°C. Nakon toga je
napunjena kolona postupkom ,,mokrog punjenja”, smeSom silika gela i n-heksana u obliku
gela. Prilikom punjenja kolone vodeno je racuna da ne dode do stvaranja mehuri¢a vazduha u
koloni. Odnos u smesi rastvaraca za eluiranje (n-heksan:aceton) je menjan je pocetnog 1:1 do
konacnog 1:3 v/v (SI.21). Povecanjem udela acetona u sistemu za eluiranje povecavana je
polarnost mobilne faze ¢ime su postepeno najpre eluirane polarnije supstance iz pigmentnog
ekstrakta. Za jedno kolonsko razdvajanje, uziman je uzorak od 0.5 cm?® ekstrakta. Kolonskim
razdvajanjem najpre je eluirana najnepolarnija supstanca, f-karoten (zuta frakcija). Druga,
tamno zelena frakcija — koja pre svega sadrzi hlorofilid a i b - eluirana je iz kolone pri odnosu
rastvarada za eluiranje 1:2. Pri jednom kolonskom razdvajanju dobijeno je oko 10 cm®

hlorofilidne frakcije.
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Slika 21. Kolonsko razdvajanje pigmentnog ekstrakta iz listova susenog spanac¢a. Na samom
pocetku se eluira karotenska frakcija (f-karoten), a zatim hlorofilidna frakcija (pri odnosu n-

heksan:aceton=1:1), smesa hlorofilida a i b.
3.3. HPLC hromatografija

HPLC (High Performance / Pressure Liquid Chromatography— Tec¢na hromatografija
visokih moguénosti / pod visokim pritiskom) je ¢esto koriS¢ena hromatografska metoda za
analizu biljnih fotosintetskih pigmenata, odnosno njihovih smesa. U literaturi se moZe naci
veliki broj radova koji se ti¢u razli¢itih uslova za HPLC razdvajanje biljnih fotosintetskih
pigmenata (Lim, 2009; Daood et al. 1989; Shioi, 1991; Garrido & Zapata, 1998; Kimura &
Rodriguez-Amaya, 2002). Za detekciju je koris¢en UV-VIS DAD detector (Diode-Array
Detector, sa sistemom umreZenih foto-dioda) sa mogucnoscu primene spektralne analize
razdvojenih komponenti pigmentnih smesa.

Izdvojene frakcije dobijene kolonskim razdvajanjem podvrgnute su HPLC analizi, po

modifikovanoj metodi Scholz-a & Ballschmiter-a (1981).

Materijal i pribor: Uzorak Chl-frakcije, rastvoren u acetonitrilu; Acetonitril (100%); HPLC
Agilent sistem; Kolona: Lichrosorb RP-18; Mobilna faza: acetonitril/etil-acetat/metanol=
60/20/20; Protok: 0.5 i 1 cm®/min; Detekcija: A=430 i 660 nm.
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3.3.1. Ispitivanje Cistoce izolovanih pigmetnih frakcija

Analizom HPLC-hromatograma potvrdena je Cisto¢a Chl frakcije koja u sebi sadrzi u
najvecoj meri Chla. Na Slici 22-A je prikazan HPLC hromatogram Chl frakcije sa koga se
moze uociti da u hlorofilnoj frakciji ima najvise Chla, uz znacajno prisustvo Chlb. Frakcija
sadrzi i druge forme hlorofila, ali u zanemarljivom prinosu. Buduéi da je Chlb polarniji od

Chla, to se on javlja na kra¢em retencionom vremenu.
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Slika 22. HPLC hromatogram hlorofilne frakcije (A), talasna duzina detekcije (Ager) 660 Nm.
Retenciono vreme za hlorofil a — t (Chla) ~ 14 min, za hlorofil b — t.(Chlb) ~ 9 min;
HPLC hromatogram hlorofilidne frakcije (B), za talasnu duzinu detekcije (Aget) 660 nm.

Retenciono vreme za hlorofilid a — t (Chlida) ~ 3 min.

Dobijeni rezultati ovom HPLC metodom potvrduju one (Watanabe et al. 1984) koji
takode koriste izokratski rezim eluiranja za separaciju i identifikaciju derivata hlorofila.
Apsorpcioni VIS spektri snimani na UV-VIS spektrofotometru kao i sami VIS spekitri
dobijeni sa HPLC-a, pokazuju iste apsorpcione spektre (Jeffrey, 1997), potvrdujuéi
identifikaciju hlorofila. Osim slaganja u odgovarajué¢im polozajima maksimuma apsorpcionih
traka (Soret-ova ili B-traka na ~430.0 nm, Qy-trake na ~662.0 i ~616.5 nm, i Qx-traka na
~575.0 nm; Jeffrey, 1997), odnos maksimuma apsorbancija pikova Asoret,max/Aqy,max KOji isto
kao kod Chla-standarda iznosi ~1.29, odli¢no se slaze sa literaturnom vredno$éu od ~1.31
(Boucher & Katz, 1967). Kolonskim odvajanjem komponenti iz ekstrakta susenog spanaca,
dobijen je gotovo potpuno ¢ist rastvor hlorofilida. Hromatogram rastvora hlorofilida,
pokazuje da u hlorofilidnoj frakciji dominira hlorofilid a, sto potvrduje intenzivni pik naty =~

3 min (SI.22-B). S obzirom na Cisto¢u dobijenog ratsvora hlorofilida moZzemo zakljuciti da je
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postignuta potpuna konverzija ovog derivata hlorofila u toku enzimske reakcije u acetonu (pri

ekstraktovanju).

3.4. Odredivanje koncentracije Chla i Chlb

Koncentracije Chla i Chlb (C; i Cy, respektivno) u hlorofilnoj frakciji odredene su
spektrofotometrijski, u 100% acetonu ili metanolu kao rastvarac¢u (Lichtenthaler, 1987). U
acetonu sumerene vrednosti apsorpcionih maksimuma (Anax) na dvema talasnim duZinama

(Asaas 1 Ags1.6) @ zatim su koncentracije C, i Cpizraunate upotrebom sledeéih jednadina:

Ca =11.24 x A661.6 —2.04 x A544_8 (11)
Cb =20.13 x A544.8 —4.19 x A661.6 (12)
Cath = 7.05 x Agg16 + 18.9 x Agass (13)

U metanolu su merene vrednosti apsorpcionih maksimuma (Amax) na dvema talasnim

duzinama (A666 i A653):

Ca = 15.65 x Aeee —7.34 x A553 (14)
Cb = 27.05 x A653— 11.21 x A666 (15)
Casp = 4.43 x Ages + 19.71 x Agss (16)

,,Ukupna koncentracija” Cap = C4+ Cy, data je zbirnim jednac¢inama. Dobijene koncentracije
hlorofila racunate su u pg/cm®. Odnos Chla/Chlb u hlorofilnoj frakciji je priblizno iznosio

~3:1. Koncentracija Chla u vodenom medijumu je podesena u opsegu 10°-10" M.
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3.5. Sirovine za pripremanje lipozoma

- Dipalmitoilfosfatidilholin, (DiPalmitoylPhosphatidylCholine, DPPC; Mr=734.05 g/mol, Sigma
Aldrich (Nemacka)) je koris¢en za pripremu lipozoma. Svi rastvori su pripremljeni
upotrebom supstanci analititke &istoée i preciscene vode, provodljivosti < 0.1 ps cm™
(Millipore Milli K-sistem Billerica, Massachusets, SAD). Temperatura faznog prelaza DPPC
lipida iznosi 41-42°C.

- Dimiristoilfosfatidilholin, (1.2-DiMyristoylPhosphatidylCholine, DMPC, Mr=677.93 g/mol,
Sigma Aldrich (Nemacka)), je koris¢en za pripremu lipozoma. Svi uzorci su pripremljeni iz
supstanci analiticke Cisto¢e i preciS¢ene vode. Temperatura faznog prelaza DMPC lipida

iznosi 24°C.

- Kao uzorak za pripremu lipozoma je koris¢en i 1.2-Diacyl-sn-glycero-3-phosphocholine koji
predstavlja smesSu lipida razliCite zasiCenosti (u daljem tekstu: ,,PC smesa”). Prema
deklaraciji proizvodata ova smeSa je slede¢eg masnokiselinskog sastava: 33% 16:0
(palmitinske kiseline), 13% 18:0 (stearinske), 31% 18:1(oleinske), i 15% 18:2 (linoleinske)
(ostale masne kiseline su prisutne u zanemarljivoj koliCini), sa prosecnom molekulskom
masom od 768 g/mol. Temperatura faznog prelaza ove smese iz gel faze u te¢nu fazu iznosi -

15°C za krivu zagrevanja i -7°C za krivu hladenja.

- PHOSPHOLIPON 90" (PL-90, Mr = 760 g/mol, Nattermann Phospholipid GMBH,
Nemacka) je zuto-bela, voskasta supstanca dobijena precis¢avanjem lecitina soje. Predstavlja
lipidnu smesSu sledeCeg sastava: fosfatidilholin 98%, lizofosfatidilholin 2.1%, tokoferol
0.17%. Masnokiselinski sastav lipida je sledec¢i: palmitinska kiselina 12%, stearinska 3%,
oleinska 3%, linolenska 5%, linoleinska 66%. Fizicko-hemijske osobine smeSe: peroksidni

broj - 1.3; kiselinski broj - 0.3; sadrzaj etanola - 0%; sadrzaj vode 0.3%.

Fosfatni pufer za pripremu lipozoma (hidratacionom metodom) pripremljen je
meSanjem rastvora Na,KPO4x2H,0 i KH,PO,. Ratsvor Na;KPO4x2H,0 (5.5><10'2 M) i
rastvor KH,PO, (6.6x10% M) su pomeSani u odnosu 9:2. Konatna vrednost pH od 7.4

podesena je konstantnim mesanjem puferskog rastvora na magnetnoj mesalici.

52



EKSPERIMENTALNI DEO

3.6. Priprema lipozoma metodom tankog filma sonifikacijom i ekstrudiranjem

Materijal i pribor: DPPC, DMPC, PC smesa, PL-90 lipidna smeSa; Hloroform, p.a.; Fosfatni
pufer, pH 7.4; Epruvete; Vakuum upariva¢ Heildolph 94200, Bioblock, Illkirch Cedek,

Francuska; Vibrak mesalica.

Lipozomi su pripremljeni po metodi tankog filma (New, 1990), sa malim
modifikacijama. lzabrani lipidi (DPPC, DMPC, PC, PL-90), su rastvoreni u hloroformu
zajedno sa Chla (ili Chlida), pri ¢emu je molarni odnos (pigment/lipid) podesen na 1/100.

Koncentracija lipida je podeSena na 5x10™M.

Hloroform je uklonjen pomocu rotacionog vakuum uparivaca, u periodu od 60-90
min. Nakon toga izvrSena je hidratacija (lipidnog sistema sa pigmentima) fosfatnim puferom.
Hidratacija lipidnog sistema je vrSena 60 min uz konstantno meSanje, na 120 obr/min.
Dobijeni sistem lipozoma se sastojao uglavnom od multilamelarnih vezikula (MLV). U cilju
dobijanja malih unilamelarnih vezikula (SUV), vrSeno je mehanicko meSanje na Vibrak

mesalici, pri brzini 500 rpm, ili je koriS¢en ekstruder sa filterima odgovaraju¢ih promera.
Metoda sonifikacije

Materijal i pribor: Ultracentrifuga SIGMA 2-16 K SciKuip doo Merrington, Shrevsburi
Shropshire, Velika Britanija; UV-VIS spektrofotometar VARIAN Cary -100 Conc.;
Titanijuma sonicator Hielscher, UP-100H (Hielscher Ultrasonics GmbH Teltov, Nemacka).

Nakon pripreme lipozoma suspenzija je najpre centrifugirana a zatim je izvrSena

sonifikacija supernatanta u trajanju od 15 min, pomocu sonde (MS-3) (New, 1990).

Provera dimenzija i lamernosti dobijenih sistema lipozoma sa hlorofilnim
pigmentima, izvrSena je snimanjem spektara u opsegu 200-800 nm (Patrascu et al. 2008). Sva
snimanja spektara izvedena su iznad kritiéne temperature lipida (T¢) (lipidi su tada prisutni u

tecnoj kristalnoj formi).

Lipozomske suspenzije su u poslednjoj fazi pripreme centrifugirane, 45 min na 20
000xg, kako bi se uklonili tragovi titanijuma i postigle homogene populacije vezikula, t.

lipozoma. Merenja su vrSena koriS¢enjem supernatanata.
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Slika 23. Centrifuga, SIGMA 2-16 K centrifugi, SciKuip doo Merrington, Shrevsburi
Shropshire, Velika Britanija (A); Sonikator Hielscher, UP-100H (Hielscher Ultrasonics
GmbH Teltov, Nemacka), (B).

Metoda ekstrudiranja

Materijal i pribor: Ekstruder ,,AVESTIN”- Avestin. Inc. sa membranskim filterima pre¢nika
pora 100 i 400 nm; UV-VIS spektrofotometar VARIAN Cary -100 Conc; Tamne bocice.

Multilamelarni, neuniformni lipozomi, dobijeni na opisan nacin (3.6.), ekstrudiraju se
kroz membranske filtere sa definisanim pre¢nikom pora od 100 i 400 nm, radi dobijanja
unilamelarnih lipozoma definisanih dimenzija. Ekstrudiranje se vrsi tako §to se u jedan od
injektora ekstrudera (SI.24) ubaci 0.5 cm® uzorka lipozoma, i laganim pritiskom na klip
celokupna zapremina prebaci u drugi injektor kroz cilindar u c¢ijem se srediStu nalazi
membranski filter odredenih dimenzija. Ovaj postupak se ponovi neparan broj puta, najcesce
15 ili 17 puta, Sto se smatra dovoljnim da najve¢i broj lipozoma bude priblizno istog pre¢nika
kao i pore koris¢enog filtera. Razlog neparnom broju ponavljanja je da bi se ekstrudirani
lipozomi sakupili na suprotnom kraju od onoga gde je poCetna zapremina uneSena, ¢ime se
obezbeduje da se najve¢im agregatima ili eventualnim necistoCama, ne kontaminira finalna
zapremina ekstrudiranih lipozoma. Nakon ekstrudiranja lipozomi se sakupljaju u tamnim
bocicama i ¢uvaju u frizideru na 10°C. Provera dimenzija i unilamernosti dobijenih sistema
lipozoma sa hlorofilnim pigmentima, izvrsena je snimanjem spektara u opsegu 200-800 nm
(Patrascu et al. 2008).
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Slika 24. Ekstruder ,,AVESTIN”, Avestin, Inc.
3.6.1. Ekstrakcija hlorofila iz lipozoma

Materijal i pribor: Lipozomi sa inkorporisanim hlorofilom; 1zopropanol; n-heksan; Levak za

odvajanje; Vorteks.

Ekstrakcija hlorofila iz lipozoma izvrSena je dodavanjem smeSe izopropanol:n-
heksan, u odnosu 1:2 v/v. Smesa je dodata u levak za odvajanje zajedno sa lipozomima sa
inkorporisanim hlorofilom. Nakon muckanja dvofazni sistem se ostavi da odstoji 5 min radi
jasnog razdvajanja faza. lzopropanol ,rastura” lipozome dok n-heksan vrsi ekstraktovanje
hlorofila iz tako rasturenih lipozoma. Nakon toga je vrSeno snimanje spektara ekstraktovanog

hlorofila.
3.7. Ozracivanje hlorofila
3.7.1. UV-B ozracivanje hlorofila

Materijal i pribor: lIzolovana hlorofilna frakcija u vodenom medijumu; Lipozomi sa
inkorporisanim hlorofilom; Destilovana voda; Metanol; Kvarcne Kkivete; Fotohemijski

reaktor.

Ozrac¢ivanje pomocu UV-B je vrSeno kontinualno u cilindricnom fotohemijskom
reaktoru ,,Rayonet” sa 10 simetricno postavljenih lampi. Uzorci (hlorofili u vodenom
medijumu, ili u lipozomima) su zraceni pod istim uslovima pomoc¢u lampi sa emisionim
maksimumima na 300 nm (UV-B), za razli¢ite vremenske periode. Zracenje uzoraka je
vrieno u alikvotima od 2.5 cm® u kvarcnim kivetama dimenzija 1x1x4.5 cm, koje su smestene

u rotacioni drza¢ za kivete. Za potrebe zrac¢enja koriS¢ene su kvarcne a ne staklene kivete jer i
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samo staklo apsorbuje u bliskoj UV-oblasti (200-300 nm). Drza¢ je pozicioniran vertikalno u
osu reaktora, rotira brzinom od 5 obrtaja/min i na taj nafin obezbeduje ravnomerno
ozra¢ivanje svih uzoraka. Ukupni izmereni energetski fluks Koji uzorci primaju na ovaj nacin
je oko 15 W/m? na 300 nm (30-37.13 pmol fotona/m?s). Merenje energetskog fluksa je
izvrSeno pomoc¢u UV-metra SOLARMETER SM 8.0 UVC, ,,Solartech” Inc.

3.7.2. Ozracivanje hlorofila vidljivom svetlo§¢u

Materijal i pribor: lIzolovana hlorofilna frakcija u vodenom medijumu; Lipozomi sa
inkorporisanim hlorofilom; Destilovana voda; Metanol; Kvarcne kivete; Improvizovani
fotohemijski reaktor.

Tretman vidljivom svetlo§¢u vrsen je kontinualno u improvizovanom cilindri¢nom
fotohemijskom reaktoru sa LED lampama (Light Emitted Diodes) koje su simetri¢éno
postavljene u odnosu na centar reaktora na kome se smesta kiveta sa uzorkom. Zracenje
uzoraka (hlorofili u vodenom medijumu, ili u lipozomima) vrieno je u alikvotima od 2.5 cm®
u kvarcnim kivetama dimenzija 1x1x4.5 cm, koje se smestaju u drza¢ za kivete. Ukupni
izmereni energetski fluks koji su uzorci primali na ovaj nagin je oko 14 W/m?® Merenje

energetskog fluksa je izvrSeno pomocu uredaja VICTOR 1010A- Digital Lux Meter.
3.8. Enzimska oksidacija hlorofila

Materijal i pribor: Izolovana hlorofilna frakcija; 95% etanol; Peroksidaza iz rena; Fosfatni
pufer pH=6; Triton X-100; Hidrogen-peroksid; Rezorcinol; n-heksan; Vorteks; Epruvete;
Levak za ekstrakciju.
Za izvodenje enzimske reakcije sa hlorofilom koriiéena je proksidaza iz rena (298 U/mg>).
Rastvor peroksidaze (2 uM), je pripremljen rastvaranjem 0.34 mg peroksidaze u 10 ml
hladnog 50 mM fosfatnog pufera, pH 6.0. Koncentracija enzima je proraunata na osnovu
ekstinkcionog koeficijenta e403 = 102.0 mM™*cm™,

Hlorofilna frakcija koja je prethodno izolovana gore opisanim metodama je uparena
do suva i rastvorena u 95% etanolu. Konacna koncentracija hlorofila u ukupnoj zapremini

reakcione smeSe iznosila je 5 uM.

U/mg- specifi¢na aktivnost enzima; U-ona koli¢ina enzima neophodna za katalizu reakcije transformacije 1
mikromola supstrata po minuti pri standardnim uslovima.
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Reakciona smesa sadrzala je 0.2 ml hlorofilne frakcije u etanolu, 50 pl etanolnog
rastvora rezorcinola, 0.1 ml 1% Triton X-100, 0.1 ml 0.3% hidrogen-peroksida, 40 pnl
rastvora peroksidaze iz rena i 2.0 ml 100 mM forsfatnog pufera (pH 6.0) u konacnoj
zapremini od 2.5 ml. Reakcija je ostavljena da tece u mraku u periodu od 10 min, pri
definisanoj temperaturi i pH vrednosti reakcione smese. Nakon isteka 10 minuta reakcija je
prekinuta dodavanjem 2.5 ml etanola. Potom je izvrSena ekstrakcija svih hlorofilih pigmenata

iz reakcione smese dodavanjem 5.0 ml n-heksana.

3.9. Fentonova reakcija sa hlorofilom

Oksidacija hlorofila Fentonovim reagensom u vodenom medijumu

Materijal i pribor: Hlorofilna frakcija u vodi; Vodeni rastvor FeSO4x7H,0; Vodonik

peroksid; Destilovana voda; Epruvete; Vorteks.

Hlorofilna frakcija izolovana nakon kolonskoog razdvajanja je uparena do suva i
rastvorena u smes$i metanola i vode (1/20 v/v). Oshovni rastvor FeSO,x7H,0O je dobijen
rastvaranjem 0.0834 g FeSO4x7H,0 u 200 ml destilovane vode. Osnovni rastvor vodonik-
peroksida je dobijen rastvranjem 0.85 cm® 30% H,0O, u 100 cm® destolovane vode. Reakciona
smesa sadrzala je 1cm® osnovnog rastvora FeSO4x7H,0, 1 cm® osnovnog rastvora H,0,, kao
i 1 cm® hlorofilne frakcije odredene koncentracije. Kona¢ni odnos molova Fe?' i H,0, u
reakcionoj smesi od 3 cm®, podesen je na 1:250. Reakcija je praéena u periodu od 0-300 min
snimanjima na UV-VIS sektrofotometru.

Lipozomi sa inkorporisanim hlorofilom i Fentonovim reagensom

Materijal i pribor: Hlorofilna frakcija; Fosfatni pufer pH 7,4; rastvor FeSO4x7H,0;Vodonik-
peroksid; DPPC lipid; PL-90 lipidna smesa; Hloroform, p.a.; Vakuum uparivac; Vorteks;

Ekstruder sa membranskim filterima pre¢nika pora 100 nm; UV-VIS spektrofotometar.

Izabrani lipid (DPPC ili PL-90) je rastvoren u hloroformu zajedno sa pigmentima
(Chla ili Chlida), pri ¢emu je molarni odnos Chla ili Chlida prema lipidu podesen na
vrednost 1/100. Koncentracija lipida je podesena na 5x10™*M. Hloroform je uklonjen pomocu
rotacionog vakuum uparivac¢a U periodu od 60-90 min. Nakon toga izvrSena je hidratacija
lipidnih sistema sa pigmentima fosfatnim puferom. Hidratacija lipidnih sistema je vrSena u

toku 60 min, uz konstantno mesanje na 120 obr/min. Lipozomski uzorak je sadrzao uglavnom
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multilamelarne vezikule (MLV). U cilju dobijanja malih unilamelarnih vezikula (SUV),
izvrSeno je ekstrudiranje kroz filtere od 100 nm opisanim postupkom (poglavlje 3.6.).
Reakcija Fentonovog reagensa sa Chl-lipozomima je nakon procesuiranja pracena pomocéu
UV-VIS sektrofotometra.

3.10. Reakcija hlorofila sa termalnim inicijatorom

Reakcija hlorofila sa termalnim inicijatorom u vodenom medijumu

Materijal i1 pribor: Hlorofilna frakcija u vodenom medijumu; Vodeni rastvor termalnog
inicijatora  2.2-azobis(2-metilpropionamidin)dihidrohlorid (AAPH); Destilovana voda;

Epruvete; Vorteks; Termostatirano vodeno kupatilo.

Hlorofilna frakcija izolovana nakon kolonskog razdvajanja je uparena do suva i
rastvorena u smeSi metanola i vode (1/20 v/v). Osnovni rastvor AAPH dobijen je
rastvaranjem 0.1 g AAPH u 30 ml destilovane vode. U konac¢nu zapreminu reakcione smese,
3 cm®, dodat je vodeni rastvor hlorofilne frakcije precizno podesene koncentracije i vodeni
rastvor AAPH. Konacna koncentracija termalnog inicijatora u reakcionoj smesi podesSena je
na 1.6x10° M i 3.2x10°M, respektivno. Nakon meSanja sadraja na vorteksu, reakciona
smesa je inkubirana u termostatirano vodeno kupatilo na temperaturi od 40°C. Reakcija
termalnog inicijatora sa hlorofilom pracena je na UV —VIS spektrofotometru za periode

inkubacije od 0-300 min.

Lipozomi sa inkorporisanim hlorofilom i termalnim inicijatorom

Materijal i pribor: Hlorofilna frakcija; DPPC lipid; PL-90 lipidna smesa; Hloroform, p.a.;
Fosfatni pufer, pH 7.4; 2.2-azobis(2-metilpropionamidin)dihidrohlorid (AAPH); 2.2’-
azobis(2.4-dimetilvaleronitril)-(AMVN); Vakuum upariva¢; Vorteks; Ekstruder sa
membranskim filterima pre¢nika pora 100 nm; UV-VIS spektrofotometar; Termostatirano

vodeno kupatilo.

Izabrani lipid (DPPC ili PL-90), je rastvoren u hloroformu zajedno sa pigmentima
Chla (ili Chlida), pri ¢emu je molarni odnos Chla ili Chlida prema lipidu podesen na 1/100.
Koncentracija lipida je podesena na 5x10*M. Hloroform je uklonjen pomocu rotacionog
vakuum uparivaca u periodu od 60-90 min. Nakon toga izvrSena je hidratacija lipidnih

sistema sa pigmentima dodatkom AAPH u fosfathom puferu pH 7.4, koncentracije 3.2x10
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M. Hidratacija lipidnih sistema je vrSena 60 min uz konstantno mesanje, na 120 obr/min, na
temperaturi vecoj od temperature faznog prelaza lipida. Dobijeni sistem lipozoma se sastojao
od multilamelarnih vezikula (MLV). U cilju dobijanja SUV lipozoma, izvrSeno je
ekstrudiranje kroz filtere od 100 nm. Lipozomski uzorak sa hlorofilom i AAPH je potom
inkubiran u vodenom kupatilu na temperaturi od 40°C. Reakcija termalnog inicijatora,
AAPH, sa Chl-lipozomima je pracena na UV-VIS spektrofotometru. Prilikom ispitivanja
stabilnosti hlorofila na dejstvo lipidnog AMVN termalnog inicijatora, priprema lipozomnih
disperzija od DPPC i PL-90 lipida je analogno prethodnom postupku ponovljena, s tim §to je
sam termalni inicijator dodat zajedno sa lipidom u postupku izrade. Kona¢na koncentracija

AMVN u sistem Chl-lipozoma je podesena na 1x10™M.

3.11. Odredivanje stepena degradacije hlorofila nakon izlaganja hlorofila oksidacionom

stresu u vodenom medijumu i u lipozomima

Degradacija ili bleaching Chl (%) predstavlja kvantitativni izraz ,,izbeljivanja”—
destrukcije hlorofila izrazene procentualno. Vrednost degradacije (D.R.ch, %) odredena je

jednacinom:

D.R.cn = (Ao-Al)/Ao x 100 (17)
pri ¢emu je:

Ao — maksimum apsorpcije Qy-trake pre oksidacionog stresa,

A; — maksimum apsorpcije Qy-trake nakon odredenog vremena izlaganja oksidacionom

stresu.
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3.12. KORISCENE METODE ISPITIVANJA

3.12.1. VIS apsorpciona spektrofotometrija

Svi VIS spektri su snimani na spektrofotometru tipa VARIAN Cary-100 Conc.
Spectrophotometer, u kvarcnim ¢elijama. Opseg talasnih duzina merenja apsorcije svih

uzoraka je 200-800 nm.

3.12.2. Fluorescentna spektroskopija

Merenja emisije fluorescentne polarizacije ili anizotropije, kojima su dobijeni spektri
hlorofila inkorporisanih unutar lipozoma, izvrSena su na fluorescentnom spektrometru Perkin
Elmer LS 55 (Valtham, Massachusetts - SI.25), koji je opremljen dodatnom opremom za
kontinuirano pracenje promena temperature u mernim kivetama uz istovremeno mesanje.
Spektrometar je opremljen R928 fotomultiplikatorom. Veli¢ina proreza, kako za eksitacioni,
tako i za emisioni zrak iznosila je 5 nm. Ta¢nost talasne duzine instrumenta je £ 1.0 nm a
reproduktivnost talasnih duzina je = 0.5 nm. Termostatiranim vodenim kupatilom, Julabo ED
5 (Julabo Labortechnik GmbH 77960 Seelbach / Nemacka ), sa tacnoS¢u od + 0.3 K,
obezbedena je konstantna temperatura u kiveti tokom svih merenja fluorescencije.

Polarizacija ili anizotropija fluorescentne emisije daju podatke o prose¢cnom ugaonom
pomeraju fluorofore koja se javlja izmedu apsorpcije 1 zakasnele emisije fotona. Vrednost

anizotropije je racunata po jednacini:

r=(p-10)/(Ip+21) (18)

gde je :

r-anizotropija (fluorescentne emisije),

I, -intenzitet emisije fluorescencije paralelan sa pravcem ekcitovanog polarizovanog zraka,
IL - intenzitet emisije fluorescencije normalan na pravac ekcitovanog polarizovanog zraka.

Fluorescentna anizotropija je pogodna za ispitivanja medijuma kao §to su lipozomski
sistemi. Lipozomi u vodenoj sredini kao heterogeni sistemi pokazuju razli¢ite anizotropne

opticke karakteristike, u svojim razli¢itim delovima (,,fazama”) te je emisiona fluorescencija,
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emitovana od strane hlorofilnih molekula direkno zavisna od medijuma u kome se molekuli

nalaze.

Slika 25. Fluorescentni spektrometar, Perkin EImer LS 55 (Valtham, Massachusetts, SAD).
3.12.3. LC-MS spekrometrija

Masena spektrometrija je fizicko-hemijska metoda koja se zasniva na jonizaciji
ispitivanog uzorka, kao i razlaganju nastalog jonskog snopa na jone razli¢itiog odnosa masa-
naelektrisanje (m/e). Kao rezultat dobija se grafik zavisnosti relativne koli¢ine jona od

odgovarajuc¢ih m/e vrednosti, odnosno — maseni spektar.

Masena spektrometrija (MS) se razlikuje od ostalih spektralnih metoda analize
organskih jedinjenja (UV, IC i NMR) po tome $to se radi, bar formalno o destruktivnoj
metodi analize — nakon snimanja masenog spektra nemoguce je nadoknaditi uzorak. Ne sme
se pri tom zaboraviti da fragmentisanje jona — koje je klju¢ za reSavanje strukture ispitivanog
molekula — nije haoti¢an nego reproduktivan proces, zasnovan na pravilima fragmentacije. Sa
druge strane, MS kao analiticka tehnika je posebno pogodna zbog izvanredne osetljivosti;
potrebne su koli¢ine manje nego kod IC i NMR-a, a naj¢esce je dovoljno 1 pg (10°® g) uzorka

za analizu.

Posebna prednost MS-metode je Siroka dinamicka oblast koncentracija, tako da se
mogu analizirati i uzorci prisutni u ppm koli¢inama. Danas, uobicajeni MS-instrumenti sa
niskom rezolucijom razdvajaju mase do vrednosti m/e 2000, a MS-instrumenti sa visokom

rezolucijom mogu da razdvoje jone mase od 10.000 do 15.000 m/e jedinica.
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Jonizacija, odnosno formiranje jona u jonskom izvoru MS-spektrometra, moze se
ostvariti na viSe nacina: bombardovanjem visokoenergeticnim elektronima (pri ¢emu ta
energija uvek nadmasuje energiju jonizacije ispitivanog jedinjenja), u tzv.,,spreju” elektrona
nize energije (Electro Spray lonization Mass Spectrometry — ESI MS), hemijskom jonizacijom
(Chemical lonization — Cl) — najcesc¢e na atmosferskom pritisku (Atmospheric Pressure Chemical
lonization - APCI), foto-disocijacijom (Photo Dissociation MS). Obrazovani pozitivno
naelektrisani joni se razdvajaju pod dejstvom kombinovanih elektromagnetnih polja (tzv.
Kvadropolni — Quadropole - i ,,vi$i” analizatori) i registruju proporcionalno svojoj masi, ili

odnosu m/e.

Posto se procesi stvaranja i razdvajanja jona odigravaju u uslovima visokog vakuuma,
neophodne su pumpe koje ostvaruju visoki vakuum (10 — 10°® torr-a°) unutar MS-sistema, a
posebno u jonskom izvoru, analizatoru i detektoru.Visoki vakuum je potreban da bi se
sprecili sudari dva jona, tj. da ne bi dolazilo do reakcija izmedu dva jona, ili jona i neutralnog

molekula.

LC-MS metoda za identifikaciju hlorofila

Identifikacija i analiza hlorofila (u razli¢itim formama, Chla, Chlb, itd.), njegovih
derivata, kao i produkata nastalih kao rezultat razli¢itih oksidacionih stresova, kori$¢en je
Dionex Ultimate 3000 te¢no-hromatografski sistem visokih performansi (Ultra High
Performance Liquid Chromatography - UHPLC) sastavljen od kvaternarne pumpe sa degaserom,
termostatiraju¢e kolone, autosemplera i DAD detektora. UHPLC sistem je povezan sa LCQ
Fleet lon Trap masenim spektrometrom (Thermo Fisher Scientific, San Jose, California,
USA). Softveri Xcalibur (verzija 2.2 SP1.48) i LTQ Fleet (verzija 2.7.0.1103 SP1) su
koriS¢eni za kontrolu, obradu i1 analizu podataka. Razdvajanje hlorofila i nastalih produkata je
vrseno na Hypersil gold C18 (50x2.1 mm, 1.9 pm) koloni proizvedenoj od strane Thermo

Fisher Scientific.

Mobilna faza se sastojala od (A) metanola i (B) acetonitrila. Za hromatografsko
razdvajanje koriS¢en je linearni gradijent mobilne faze na nacin koji je opisan u Tabeli 4.
Zapremina injektiranja je bila 5 pL, a protok mobilne faze 0.20 ml/min. DAD detekcija je

pracena na talasnim duzinama od 430 i 660 nm.

®1 torr = 1 mm Hag, i ekvivalentan je = 133.33 Pa.
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Tabela 4. Gradijentni rezim mobilne faze za analizu hlorofila i nastalih produkata.

Vreme, min Mobilna faza (A) Mobilna faza (B)
0 90 10
0.75 60 40
15 50 50
5.0 60 40
6.0 80 20
10 90 10

Koris¢ena metoda analize bila je zasnovana na elektrosprej jonizaciji (ESI)
ispitivanog uzorka (hlorofilna frakcija), pri atmosferskom pritisku u pozitivnom modu.
Parametri ESl-izvora su bili sledeéi: napon izvora 4 kV, napon kapilare 37 V, napon tube 110
V, temperatura kapilare 200°C, protok glavnog (sheath) i pomo¢nog (auxiliary) gasa je bio
18 i 8 au, respektivno. Normalizovana koliziona energija iznosila je 35 eV. ldentifikacija
hlorofila i ostalih derivata izvrSena je na osnovu spektralnih karakteristika: PDA spektra,
masenog spektra (MS) i MS fragmentacije (MS/MS). Svi rastvaraci korisc¢eni pri analizi bili

su LC-MS stepena ¢istoce.
3.12.4. Spektrofotometrija konjugovanih diena

Konjugovani dieni se prate merenjem apsorbancije na 234 nm (Bittner et al. 2002).
Hlorofili su inkorporisani u lipozome, razli¢itih veli¢ina i lipidnog sastava. Finalna
koncentracija hlorofila u lipozomnoj disperziji iznosila je 5x10° M, a fosfolipida 5x10™ M.
Peroksidacija fosfolipida je inicirana dejstvom vise oksidacionih stresova, pocev od VIS i
UV-B-ozradivanja, do oksidacionog stresa izazvanog dejstvom hemijskih agenasa,
Fentonovog reagensa i termalnog inicijatora. Povecanje apsorbancije na 234 nm, S$to je
posledica stvaranja konjugovanih diena, praceno je UV-spektrofotometrijski. Promena

intenziteta apsorpcije hlorofila na njegovim maksimumima apsorpcije (Amax), praceno je u
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funkciji vremena izlaganja oksidacionom stresu, i na taj nacin je prac¢ena Kinetika njihove

fotodestrukcije, tj. bleaching-a.

UV-VIS spektrofotometrijska merenja uzoraka su vrSena na UV-VIS
spektrofotometru VARIAN Cary-100. Svi spektri su snimani od 200 do 800 nm, u kivetama

sa duzinom opti¢kog puta od 1 cm.
3.12.5. TBA-MDA test lipozomske disperzije

Materijal i pribor: Lipozomi sa inkorporisanim hlorofilom (razli¢itih veliina i lipidnog
sastava- smesa fosfolipida PL-90, DPPC); Tiobarbiturna kiselina, TBA, 4.2x10°M rastvoru
5x10°M NaOH; Butilovani hidroksi toluen, BHT, metanolni rasvor koncentracije 1x10°M;
Natrijum-hidroksid, vodeni rastvor koncentracije 5x10°M; Trihlorsiréetna kiselina, TCA,
5.5% vodeni rastvor; Metanol; Epruvete; Kvarcne kivete; Termostatirano vodeno kupatilo sa

drza¢em za epruvete; Centrifuga; Vorteks; Ultrazvuéno vodeno kupatilo.

Sadrzaj peroksidacije fosfolipida od kojih su dobijeni SUV  lipozomi sa
inkorporisanim hlorofilima odreduje se TBA-MDA testom. Lipozomi su dobijeni po opisanoj
metodi (3.6). Paralelno sa ,,uzorkom” (lipozoma) uporedo se pripremaju i prazni, ,,kontrolni”

lipozomi po istoj metodi: potrebno je po 15 cm?® ,,uzorka™ i ,,kontrole”.

TBA-MDA test se izvodi u cetiri kivete istovremeno na slede¢i nacin: u kivete
,uzorak” i ,kontrola” stavi se po 0.5 cm?® lipozoma sa inkorporisanim hlorofilima. U kivetu
Lblank” stavi se 0.5 cm® praznih” lipozoma. Iniciranje lipidne peroksidacije se vrsi
izlaganjem oksidacionom stresu: VIS, UV-B zracenje, Fentonova reakcija i oksidacija
termalnim inicijatorom. Kiveta ,,uzorak”, se izlaze oksidacionom stresu. Nakon toga se u
kivete ,,uzorak”, ,,blank” i ,,kontrola” doda po 1 cm® vodenog rastvora TCA (5.5%) i po 0.5
cm® metanolnog rastvora BHT da bi se prekinula dalja peroksidacija. Zatim se u kivete
,uzorak” ,blank” i ,kontrola” doda po 0.5 cm?® rastvora TBA (4.2x10 mol/dm? rastvor u
5x10 mol/dm® NaOH). Sve tri kivete se inkubiraju 10 min na 50°C u mraku, a zatim se
centrifugiraju 5 min na 13 000 obr/min. Apsorpcioni spektri se snimaju u odnosu na ,,blank™ i
prati se porast apsorbancije na 532 nm za ,,uzorak” i ,,kontrolu”, §to predstavlja apsorpcioni

maksimum stvorenog TBA-MDA kompleksa.
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3.12.6. Odredivanje srednjeg prefnika cestica i indeksa polidisperziteta lipozomske

disperzije

Srednji precnik lipozoma kao i indeks polidisperziteta uzoraka, odredivani su
metodom dinamickog rasipanja laserske svetlosti koriS¢enjem Zetamaster S uredaja (Malvern

Instruments, Velika Britanija).

Uzorci su pre merenja razblazivani destilovanom vodom (1:10). Srednji precnik
lipozoma racunat je autokorelacijom intenziteta svetlosti reflektovane od Cestica, polazeci od
toga da su Cestice sfernog oblika. Indeks polidisperziteta (PI) predstavlja meru unimodalne
distribucije veli¢ine lipozoma i1 kre¢e se u opsegu vrednosti od 0 (izrazito homogena
disperzija) do 1 (izrazito nehomogena disperzija). Ovi parametri odredivani su u slucaju
uzoraka inkorporisanog hlorofila u SUV lipozome neposredno nakon pripreme uzorka, kao i
nakon 9 meseci ¢uvanja na temperaturi od (4+£2°C), u tamnim bocicama kako bi se izbegao

uticaj svetlosti.

Odredivanje Zeta potencijala

Oprema: Zetamaster S (Malvern Instruments, Velika Britanija)

Zeta-potencijal (ZP) je od velikog znacaja, budu¢i da predstavlja meru Nernstovog
potencijala, kao 1 meru debljine difuzionog sloja, te od njega zavisi fizicka stabilnost
lipozomskih disperzija (tj. elektrostati¢ka stabilizacija disperzije). Postoji pravilo da fizi¢ka
stabilnost disperzija raste sa porastom zeta-potencijala (Miiller, 1996).

Zeta-potencijal lipozomskih disperzija nakon izrade odreden je primenom Zetamaster
S uredaja (SI1.26). Ovaj uredaj na osnovu rasipanja svetlosti meri elektroforetsku pokretljivost
naelektrisanih Cestica u elektricnom polju, kao i zeta-potencijal. Kao dodatna metoda
karakterizacije primenjena je tehnika statiCkog rasipanja svetlosti (Static Light Scattering, SLS),
poznata i kao laserska difrakcija (Laser Difraction, LD). Probe su pre merenja razblazivane

destilovanom vodom kako bi se izbegao efekat viSestrukog rasipanja svetlosti.
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Slika 26: Zetamaster uredaj, (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, Velika

Britanija).
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. Provera agregacije hlorofila pri razli¢itim koncentracijama u vodi

U cilju utvrdivanja oblasti koncentracije hlorofila u vodi pri kojoj dolazi do
,asociacije” Chl-molekula (Katz et al. 1978; Kano et al. 2000) ili hlorofilina u agregate,
predstavljeni su Beer-ovi dijagrami, Amax U funkciji koncentracije hlorofila (SI.27-A),
odnosno hlorofilina (S1.27-B). Beer-ov zakon je osnov kvantitativne analize, jer se merenjem
apsorpcije na datoj talasnoj duzini moze odrediti koncentracija apsorbujuce vrste. Pri tome,
odnos intenziteta svetlosti koju je rastvor propustio (1) i intenziteta upadne svetlosti (l),
zavisi od prirode rastvorene supstance — apsorbujuce vrste (a), njene koncentracije (¢) i
debljine sloja kroz koji svetlost prolazi (b) (log(lo/l)=A=abc). Lambert-Beer-ov (LB) zakon pre
svega vazi za jako razblazene rastvore zbog odsustva jakih medumolekularnih interakcija
koje sprecava promenu homogenosti medijuma (Baldini & Giannetti, 2005). Pri visokim
koncentracijama moze do¢i do promena apsorpcionih svojstava medijuma zbog formiranja
agregata C¢ije su osobine i ponaSanje bitno drugaciji u odnosu na individualne molekule u
razblazenim rastvorima, pa i kad je u pitanju njihovo opticko ponasanje (Baldini & Giannetti,
2005). U onim oblastima koncentracije u kojima se uocava odsustvo linearnosti na LB-
dijagramima, moze se zakljuciti da je doslo do formiranja agregata (Baldini & Giannetti,
2005; Kano et al. 2000).
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Slika 27. Provera Lambert-Beer-ovog zakona za vodene rastvore ispitivanih pigmenata pri
razli¢itim koncentracijama, hlorofila (A), hlorofilina (B). Opseg koncentracije hlorofila u
vodi kretao se od 1x107 do 1x10™M, a hlorofilina od 9x10” do 3x10*M.
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Sa Slike 27-A, moze se uociti da do moguceg formiranja Chl-agregata (tj. nekog vida
asocijata) dolazi pri koncentracijama ve¢im od 6x10° M. Inade, formiranje agregata hlorofila
pri koncentracijama ve¢im od 10° M dokazano je ranijim istrazivanjima (Kano et al. 2000;
Katz et al.1978). Sa druge strane, sa porastom koncentracije, apsorbancija vodenog rastvora
hlorofilina linearno raste, $to bi znacilo da ne dolazi do promena u homogenosti ispitivanog
vodenog rastvora pigmenta, pri datim koncentracijama (SI1.27-B). Ovo se moZe objasniti i
hemijskom prirodom hlorofilina: s obzirom na to da je hlorofilin natrijumova so (SI.3),
njegova rastvorljivost u vodi u poredenju sa hlorofilom je znatno bolja. Moguénost gradenja
agregata hlorofilina u vodenom medijumu nije bila predmet ranijih istrazivanja, $to ne
isklju¢uje moguénost postojanja agregata hlorofilina pri koncentracijama ve¢im od

ispitivanih (>10*M).

4.2. Ispitivanje vremenske stabilnosti hlorofila u vodenom medijumu apsorpcionom

spektroskopijom

Na Slici 28 prikazan je procenat degradacije hlorofila u toku 9 meseci od momenta
pripreme uzoraka Sto reflektuje njihovu vremensku (ne)stabilnost pre primene konkretnih in
vitro oksidacionih stresova. U inkrementu slike su prikazane promene apsorpcionih spektara
Chl-a snimanih u VIS oblasti, u zadatim vremenskim intervalima. Vodeni rastvor Chl-a je
cuvan u frizideru na temperaturi od 4°C, zasti¢en od uticaja svetlosti. Kao §to se moZe videti
sa Slike 28 u toku vremenskog perioda od 9 meseci, Chla je pokazao visok stepen
degradacije (~80%).

Snimljeni VIS spektri pokazuju razliku u organizaciji molekula Chl-a u vodi nakon
pripreme i tokom ¢uvanja. Inace, pozicija ,,crvene” (Qy) i ,,plave” (Soret) trake spektra Chla u
vodi je na 670 i 436 nm, respektivno (Vladkova, 2000). Ve¢ nakon mesec dana Chl je u
vodenom rastvoru pokazao batohromno pomeranje ,.crvenog” apsorpcionog maksimuma
(Amax — inkrement SI.28) Sto moze ukazivati na agregaciju Chl molekula (pomeranje Qy
maksimuma - 6 nm u slucaju Chla) (Katz et al.1978; Ballschmiter & Katz, 1969).

68



REZULTATI

100
/.
/.
6,
o 2 n 04 C,.=510M —— Chla u vodi nakon pripreme
N 60 ./ —— nakon mesec dana
I€ ./ 430 nm —— nakon 2 mesca
— _— ” —— nakon 3 meseca
o u 034 -~ nakon 4 meseca
1] —— nakon 5 meseci
g 40 ] = —— nakon 6 meseci
3
S =
2
]
a z
20 4
0.1
| 00
Y = P
Talasna duZina, nm
I ! I : I ] I ) I M |
0 2 4 6 8 10

Vreme, meseci

Slika 28. Degradacija hlorofila u vodenom medijumu tokom 9 meseci stajanja sa
odgovarajuc¢im apsorpcionim spektrima datim u inkrementu slike. Koncentracija hlorofila je

podesena na 5x10°° M, pri kojoj su Chl-molekuli prisutni u vidu ,,monomera”.

S obzirom na to da sama voda reaguje kao nukleofil vrlo je verovatno da hlorofiliu
vodenoj sredini grade adukte koloidnih dimenzija (Ballschmiter & Katz, 1969). Bezobzira na
to Sto su eksperimenti radeni u oblasti koncentracijau kojima agregacija nije detektovana, Sto
ranija istrazivanja potvrduju (konc. ispod 10° M Katz et al. 1978), ve¢ nakon mesec dana
Stajanja primeceno je pomeranje apsorpcionog maksimuma Qy trake na vrednosti talasnih
duzina od 676 nm (inkrement SI.28), koje mogu biti karakteristika nekog vida agregacionih
formi (Agostiano et al. 2002). Medutim, agregati Chl-a koji nastaju stvaranjem veza izmedu
magnezijuma (verovatno jednog ,,monomera”) i C=0 grupe (verovatno drugog ,,monomera”),
imaju Amax vrednostina 713 nm i 745 nm (Agostiano et al. 1996; 2002), sto u slu¢aju ovog

eksperimenta nije zapazeno.

Stajanjem Chl-frakcije doSlo je do promene u spektrima (S1.28 - inkrement) i to:
hipohromno uz batohromno pomeranje polozaja ,,crvene” trake (,,crveno” pomeranje od 670
nm na 676 nm), ali takode 1 hipsohromno pomeranje ,plave” trake spektra
(,,plavo”pomeranje od 436 nm na 419 nm), $to moze biti posledica feofitinizacije. Odnos
izmedu apsorbancija traka na 436 1 419 nm ujedno moze pokazati stepen degradacije uzorka
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— §to je odnos izmedu datih spektralnih traka manji to je degradacija hlorofila veca (Barbinta-
Patrascu et al. 2009). Degradacija hlorofila u vodenom medijumu je zapaZena i tokom ranijih
istrazivanja, pri ¢emu je nakon stajanja Chla u frizideru (24 dana na temperaturi od 4°C),
detektovan feofitin kao glavni produkat degradacije (Lopez-Ayerra et al. 1998). Sa druge
strane, gubitak magnezijuma iz Chl-molekula smanjuje moguénost njihovog medusobnog
vezivanja (Chl-Chl) iz vodene sredine. Vezivanje koje je tada mogucée izmedu samih Chl-
molekula moze se smatrati agregacijom koja potice od grupisanja preko fitilnih lanaca na

bazi hidrofobnog efekta (Agostiano et al. 2002).

Na osnovu izgleda spektara snimanih nakon pripreme i nakon vremenskog perioda od
9 meseci, moze se zakljuciti da Chl-frakcija stajanjem trpi promene koje rezultiraju
znacajnim nepovratnim promenama $to potvrduje veliku nestabilnost hlorofila u vodenom

medijumu.

4.3. ANALIZA DEJSTAVA OKSIDACIONIH STRESOVA NA HLOROFIL U
VODENOM MEDIJUMU

Stabilnost Chla tj. ta¢nije, Chl-frakcije rastvorene u vodi, prema dejstvu oksidacionih
stresova, ispitivana je primenom apsorpcione spektroskopije. U cilju poredenja uticaja
hemijske strukture hlorofila, a pre svega Chla na njegovu stabilnost prema in vitro
oksidacionim stresovima, ispitana je i stabilnost hlorofilina kao derivata hlorofila, pri istim
uslovima izlaganja stresu kao u slucaju Chl-frakcije. Odgovaraju¢e promene u strukturi Chl-
molekula nakon oksidacionih stresova su dalje pracene elektro-sprej masenom
spektrometrijom kombinovanom sa UHPLC hromatografijom (ESI-MS — UHPLC) sa ciljem
dobijanja boljeg uvida u mehanizme tih promena. Oksidacioni stresovi primenjeni na Chl-
frakciju i hlorofilin su: hemijska oksidacija Fentonovim reagensom i termalnim inicijatorom

(AAPH), enzimska oksidacija i fotooksidacija vidljivom svetlos¢u i UV-B zracenjem.
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4.3.1. Promene hlorofila u vodi nakon dejstva Fentonovog reagensa. Analiza

apsorpcionih spektara. UHPLC/MS analiza

Promene u apsorpcionim spektrima hlorofila (sa dominacijom Chla) nakon dejstva
Fentonovog reagensa prikazane su na Slici 29. Odgovor hlorofila i hlorofilina na primenjeni
oksidacioni stres (degradacija u funkciji vremena reakcije) za vise razliCitih koncentracija
pigmenata prikazan je na Slici 30, pri ¢emu je na Slici 30-A prikazan procenat degradacije
hlorofila, a na Slici 30-B procenat degradacije hlorofilina. Koncentracije hlorofila u vodi su u
opsegu od 3x10® do 5x10° M, kako bi se ispitao eventualni uticaj koncentracije pigmenta na

dejstvo oksidacionog stresa.
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Slika 29. Apsorpcioni VIS spektri hlorofila i dejstvo Fentonovog reagensa. Koncentracija

hlorofila u vodi iznosila je 2.5x10™° M, dok je reakcija pra¢ena u periodu od 0 do 200 min.

Nakon dejstva Fentonovog reagensa primecene su promene u intenzitetu i poloZaju
Qy-trake (S1.29). Dejstvo Fentonovog reagensa kao oksidacioni stres uti¢e na opadanje
intenziteta Qy-trake sa vremenom (0-200 min), tj. hipohromnog efekta; dodatak Fentonovog
reagensa dovodi i do batohromnog pomeranja (reda veli¢ine 5 nm), $to je verovatno posledica
ne samo degradacije hlorofila pod dejstvom stresa ve¢ i promene mikrookruzenja pigmenta
dodatkom sistema Fe®* i H,0,. Takode se mogu uotiti dve prevojne tacke u oblasti izmedu
530 i 550 nm —Slika 29. Porast apsorbancije u ovoj oblasti (530-550 nm), implicira moguce
postojanje nekih degradacionih produkata. Eventualno prisustvo degradacionih produkata
hlorofila koji apsorbuju u ovoj oblasti moglo bi se objasniti samo kao posledica prekida
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konjugovanog sistema dvostrukih veza, sto moze ukljuciti destrukciju porfirinskog ,,jezgra”
(Hendry et al.1987). Ali, u ovom radu, ovi indicirani produkti nisu dokazani drugim

metodama.

Fentonova reakcija smatra se jako destruktivnom zbog velike koncentracije
formiranih ROS vrsta, koje u kratkom vremenskom periodu mogu delovati tj.oksidovati datu
supstancu, Sto opravdava upotrebu ove reakcije u procesima preciS¢avanja otpadnih voda,
tretmana pesticida i sl. U Fentonovoj reakciji proizvodnja OH' radikala (jednog od
najreaktivnijih kiseoni¢nih radikala i ROS vrsta uopste) zavisi od nekoliko faktora, kao $to su
vrednost pH, koncentracija H,O, i Fe?* jona, temperature i vremena trajanja reakcije
(Winterbourn, 1995). Na primer, poveéanje koncentracije Fe®* jona u listovima biljaka
dovodi do linearnog povecanja degradacije hlorofila (Guang et al. 2009; Bode et al. 1995),
pri emu sam Fe?* jon deluje kao kataliticki agens razlaganja H.O, (Homem et al. 2010). Sa
druge strane, povecanje koncentracije H,O, moze promovisati inhibitorni efekat hidroksilnih
radikala (2.7.4.1, j-na.(2)), kao i formiranje drugog radikala (HO), koji ima znatno manji
oksidacioni efekat u poredenju sa OH (Homem et al. 2010). Dejstvo Fentonovog reagensa
zavisi i od medijuma u kome se reakcija odvija, tako je u acetonu reakcija degradacije

pigmenata intenzivnija u odnosu na istu u etanolu ili metanolu (Comfort et al. 2011).

Generalno, Fe?* jon ucestvuje u reakcijama prenosa elektrona koje generisu slobodne
radikale. Jednoelektronski transfer dalje vodi do oksidacije sa H,O, u prisustvu O, pri ¢emu
se generiSu OH radikali (Michalak, 2006). Oni dalje mogu delovati na molekule tipa hlorofila
ili hlorofilina, razaraju¢i pigmente i stvarajuci pritom degradacione intermedijere i finalne
produkte. Na osnovu dosadasnjih ispitivanja smatra se da mehanizmi odvijanja Fentonove
reakcije zavise od reakcionih uslova (Barbusinski, 2009). Odabrane koncentracije u toku
ovog eksperimentalnog istrazivanja, kako Fe2+j0na tako i H,O,, manjih su vrednosti, kako bi
formirane ROS vrste bile manje koncentracije, $to bi pomoglo boljem praéenju dinamike

promena — degradacije hlorofila tokom vremena od nekoliko sati (200 min).

Sa Slike 30 se moze uociti da je degradacija hlorofila u poredenju sa degradacijom
hlorofilina manja, za isto vreme trajanja reakcije i za sve ispitivane vrednosti koncentracija
pigmenata. Degradacija pigmenata je intenzivnija u toku prvih 80 min izvodenja reakcije (za
hlorofil — A), odnosno nakon prvih 40 min (za hlorofilin — B), nakon ¢ega se usporava i
konac¢no dostize konstantne vrednosti nakon otprilike 200 min, S$to je u saglasnosti sa

citiranim podacima (Allan & Fluhr, 1997). Nakon 200 min reakcija je prakti¢no zavrSena, §to
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se primecuje formiranjem platoa na graficima (S1.30-A-B), kada dalje povecanje vremena
inkubacije pigmenata stvorenim ROS-vrstama ne povecava procenat degradacije. Najveci
stepen degradacije hlorofila uocen je pri najvecoj Chl-koncentraciji $to je zapaZzeno i kod

hlorofilina pri istim uslovima odvijanja Fentonove reakcije (SI.30).
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Slika 30. Degradacija hlorofila (A) i hlorofilina (B) u vodenom medijumu dejstvom

Fentonovog reagensa, pri razli¢itim koncentracijama pigmenata.

U ranijim istrazivanjima je nadeno da Koli¢ina generisanih ROS vrsta, prevashodno
OH- radikala, raste sa porastom koncentracije, kako Chla tako i hlorofilina (Wang et al.
2011). U prezentovanim eksperimentima je pri koncentracijama hlorofila ve¢im od 5x10°M i
istim uslovima izvodenja Fentonove reakcije dolazilo do potpune destrukcije pigmenata u
prvih 5 minuta reakcije, formiranja nehomogenog sistema uz izdvajanje taloga crvene boje i
oslobadanja gasova. S obzirom na to da citirane vrednosti koncentracije hlorofila pripadaju
»agregacionoj” oblasti (Katz et al. 1978), a da sa poveéanjem Kkoncentracije i u
,monomernoj” oblasti njegova degradacija raste (SI.30-A), izgleda da formiranje agregata tj.
formi asocijata hlorofila ne inhibira njegovu degradaciju.

Hromatografskom UHPLC/DAD/MS analizom je ispitivan sadrzaj reakcione smese U
vodenom medijumu (pigmenti + Fentonov sistem) pre i nakon dejstva Fentonovog reagensa.
Hromatogrami su snimani na talasnoj duzini detekcije od Aget =430 nm, pre i za vreme trajanja
Fentonove reakcije (treak.=0-200 min), i prikazani su na Slici 31. Promene na
hromatogramima pri retencionim vremenima analize do 3.0 min, od 3.0-4.3 min, i od 4.3-5.3
min, prikazane su na Slici 31-A,B i C, respektivno. Detektovani pikovi numerisani su
brojevima od 1 do 7. Prva Cetiri pika ozna¢ena brojevima 1, 2, 31 3’, na t,=1.66, 1.93, 2.16 i
2.33 min, poticu od jedinjenja koja su u Chl-frakciji egzistirala i pre oksidacionog stresa.
Komponente na 1.66 min (dva nerazdvojena pika) su identifikovane kao hlorofil b i njegov
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epimer (Chlb i Chlb”), dok su tri preostale komponente identifikovane kao OH-Chla, Chla &
Chla’, respektivno (SI.31). Dva pika oznacena brojevima 7 & 7’ (ter= 4.4 & 4.84 min),
takode su prisutna u Chl-frakciji koja nije izlagana oksidacionom stresu. Date komponente
pripadaju derivatima Chla koji u svojoj strukturi nemaju magnezijum u centralnoj poziciji
molekula (SI.1), poznatijim kao feofitin a (Pheoa) & feofitin a’ (Pheoa’), respektivno. Na
retencionom vremenu 3.18 min, detektovan je feofitinb (Pheob), koji je takode prisutan u
hlorofilnoj frakciji pre primene oksidacionog stresa, daleko manje u poredenju sa Chla. Na
retencionoj skali od 3.0 do 4.0 min, identifikovano je nekoliko produkata oksidacije dejstvom
Fentonovog reagensa (te;= 3.47, 3.66 & 3.86 min), pikovi pod rednim brojem 5, 6 & 6°,
respektivno. Date komponente su na osnovu karakteristika svojih VIS spektara i nacina
fragmentisanja identifikovane kao piro-Pheob, OH-Pheoa i OH-Pheoa'(Sematske reakcije

formiranja pomenutih degradacionih produkata date su u ANEX-u).

Prikaz dinamike degradacije hlorofila dejstvom Fentonovog reagensa dobijen je kao
zavisnost integrisane povrSine pika date identifikovane komponente u funkciji vremena
inkubacije Fentonovim reagensom  (trea), (S1.32-A-J), koris¢enjem podataka sa
odgovaraju¢ih UHPLC/DAD-hromatograma. Grafici Chla i Chla’ degradacije dobijeni su za
retenciona vremena t;=2.16 min (Chla), i t;=2.33 min (Chla’)—(SI.32-C-D, respektivno).
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Slika 31. UHPLC/DAD-hromatogrami Chl-frakcije pre i nakon dejstva Fentonovog reagensa,
talasna duzina detekcije je Ager=430 nm (AmaSoret-ove trake). Prikaz potpunog
hromatograma (na vrhu), saparcijalnim i uve¢anim prikazom, do 3.0 min analize (A), od 3.0
do 4.3 min analize (B) i od 4.3 do 5.3 min analize (C).
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Slika 32. Dinamika promene povrsine pikova sa hromatograma prikazanog na S1.31 (A):
tret=1.66 min, Chlb+Chlb’, (B) tr:=1.93 min, OH-Chla, (C) t=2.16 min, Chla, (D) t,=2.33
min, Chla’, (E) tr:=3.18 min, Pheob, (F) t=3.47 min, piro-Pheob, (G) tr;=3.66 min, OH-
Pheoa, (H) te;=3.86 min, OH-Pheoa’, (1) t,=4.40 min, Pheoa, (J) t=4.84 min, Pheoa'.
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Trend rasta pod dejstvom Fentonovog reagensa primecen je kod Chl-derivata: OH-
Pheoa, Pheoa i piro-Pheob (koris¢enjem integrisanih povrsina odgovarajuc¢ih pikova na
hromatogramima dobijenim za sledec¢e apsorpcione maksimume Soret-ove trake kor$¢ene za
detekciju, Aget=407, 409 i 434 nm) (S1.32-G, I, F), respektivno; time su ovi derivati
istovremeno detektovani i potvrdeni kao degradacioni produkti. Grafici odgovaraju¢ih Chl-
epimera (OH-Pheoa’ i Pheoa’ na t=3.86 i 4.84 min, respektivno), pokazuju sli¢no

ponasanje, tj. takode trend rasta (S1.32— J, H).

Jo§ jedan od derivata hlorofila koji je prisutan u Chl-frakciji i pre primene stresa, a
koji se smatra produktom alomerizacije (Pennington et al. 1963), je OH-Chla. Za ovaj derivat
je primeéen trend opadanja (SI.32-B) sli¢an sluc¢aju Chla i Chla’ (SI1.32-C, D). Za sve
detektovane derivate hlorofila moze se re¢i da njihove koncentracije linearno opadaju ili rastu

sa vremenom dejstva Fentonovog sistema.

Identifikacija hlorofila i njegovih derivata razdvojenih na hromatogromu (SI.31)
izvrSena je na osnovu dobijenih VIS, MS 1 MS/MS spektara. Fragmentacioni pikovi hlorofila
dobijeni u pozitivnom MS/MS modu naje$¢e nastaju kao posledica fragmentacije
protonovanog molekula ([M+H]") u pozicijama C-17 i C-13 (Sl.1). Sa C-17 pozicije mogu¢
je gubitak fitilnog lanca u vidu fitadiena (CxoHss) ili gubitak cele CyH3CO,CH3 grupe, koji
se javljaju u veéini snimljenih MS/MS-spektara, a koji odgovaraju vrednostima m/z [MH-
CaoHsg]" = [MH-278]" i [ MH-C2H3yCO,CHs ]* = [MH-338]", respektivno. Za C-13 poziciju
je takode karakteristican gubitak CHsOH (u polozaju C-13%) ili, gubitak estarske grupe
(COOCH3 u C-13? polozaju, SI.1) — m/z vrednosti [MH-CH;OH]* = [MH-32]* i [MH-
COOCH;]* = [MH-59]", respektivno (Tabela 5).

U masenom spektru hlorofilne frakcije (nije prikazano), pik na m/z 893.50 predstavlja
molekularni pik Chla, [M+H]", koji je ujedno i najintenzivniji. Dejstvo oksidacionog stresa
menja izgled MS-spektra pri ¢emu se intenzitet molekulskog pika Chla proporcionalno
smanjuje na racun povecanja intenziteta pikova derivata Chla, produkata dejstva

oksidacionog stresa, Fentonovog reagensa — Pheoa, OH-Pheoa, piro-Pheob.

Fragmentacijom pika m/z 893.50 dobijen je MS/MS spektar sa dva najintenzivnija
pika na m/z 555.28 i 615.39 (SI.33-A). Pik na m/z 555.28 odgovara fragmentaciji Chla u
polozaju C-17 (SI.1) i predstavlja gubitak CH;COOCH39 ([MH-338]").
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Drugi, izrazeniji fragmentacioni pik odgovara m/z 615.39, §to je posledica gubitka CyoHass

[MH-278)]".
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Slika 33. ESI-MS/MS spektar Chla (A) i Chlb (B), u pozitivnom jonizacionom modu.

Derivat Chla koji se smatra produktom alomerizacije, OH-Chla, sa molekulskim
jonom na m/z 909.31 ([M+H]"), daljom fragmentacijom daje pikove na m/z 891 [MH-18]" i
613 [MH-296]" (bez prikaza), a koji su rezultat uklanjanja hidroksilne grupe iz polozaja C-
13? i H-atoma, [MH-H,0]" i fitilnog lanca iz polozaja C-17% u vidu CyHsOH, [MH-
CaoH39OH]". Kompletno uklanjanje magnezijuma iz strukture Chla rezultira formiranjem
feofitina a, Pheoa, $to je u MS-spektru potvrdeno pojavom molekulskog pika, m/z 871.53
([IM+H]". Cepanje molekulskog pika 871.53 dalo je dva najintenzivnija fragmentaciona pika
na m/z 533.39 (Sto odgovara [MH-CH3COOCH39]" = [MH-338]") i 593.15 [MH-CxH3]" =
[MH-278]"-S1.34-A). Strukture predlozenih fragmenata su literaturno potvrdene (Woolley et
al. 1998, Lim, 2009). Dejstvom oksidacionog stresa pored Pheoa dolazi do formiranja OH-
Pheoa sa prate¢im epimerom. Molekulski pik OH-Pheoa u MS spektru na m/z 887.49
[M+H]", cepanjem formira nekoliko fragmenata u MS/MS spektru i to: 827.76 [MH-60]",
609.30 [MH-278]" i 591.38 [MH-296]" koji odgovaraju [MH-CO,CHs-H]*, [MH-CHzg]" i
[MH-C5H30OH]", respektivno (S1.34-B).

Feofitin b se nalazi u Chl-frakciji i pre dejsva oksidacionog stresa. Registrovani jon na
m/z 907.37 je Katjonizovani molekulski jon sa Na'-jonom, [M+Na]*. Njegovom

fragmentacijom dobija se MS/MS spektar (S1.35-A), sa najintenzivnijim fragmentacionim

jonom na vrednosti m/z 553.11, §to moze odgovarati jonu [M-C0H39CO,CH3-CH3-H+Na]".
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Slika 34. ESI-MS/MS spektar Pheoa (A) i OH-Pheoa (B), u pozitivnom jonizacionom modu.
Jedan od produkata koji nije registrovan u hlorofilnoj frakciji pre dejstva
oksidacionog stresa je piro-Pheob, sa molekulskim pikom m/z 827.76[M+H]". Njegovom
fragmentacijom dolazi do formiranja fragmenta m/z 549.48 [MH-278]" §to predstavlja
gubitak fitilnog lanca, [MH-CyHsg] ", (S1.35-B).
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Slika 35.ESI-MS/MS spektar Pheob(A) i piro-Pheob(B), u pozitivnom jonizacionom modu.

Rezultati dobijeni UHPLC-hromatografskom analizom nakon dejstva Fentonovog

reagensa, kao i podaci masene detekcije komponenti u uzorcima, zajedno sa karakteristi¢nim

fragmentacionim pikovima prikazani su u Tabeli 5, dok su reakcione Seme nastanka nekih od

derivata, prikazane u ANEX-u.
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Tabela 5. Rezultati hromatografske analize (DAD- u VIS oblasti i MS-detekcijom)

ispitivanih uzoraka (“Ciste

” Chl-frakcije u vodi i Chl-frakcije u vodenom rastvoru sa

Fentonovim reagensom) kao i analize glavnih fragmentacionih jona u MS/MS spektrima.

Apsorpcioni
maksimumi u Glavni fragmentacioni joni u MS/MS spektru
mobilnoj fazi/nm
et [M+H]"  [M+H]
Komponenta m/z m/z ®Predlozene strukture
- Soret Qy Co
min m/z fragmentacionih jona
izracunato

1 Chlb+Chlb’ 1.66 466 651 907.40 907.52 875 [MH-32]" [MH-CH;0OH]"
628 [MH-279]"  [MH-CyoHss]"
597 [MH-310]" [MH-CyoHag- CHzOH]*
555 [MH-352]" [MH-C5H3s-
(100%) CH4CH,COOH]*

2 OH-hlorofila  1.92 430 665 909.31 909.53 891 [MH-18]" [MH-H,0]"
613 [MH-296]"  [MH-CyH30OH]"
(100%)

3 Hilorofil a 2.16 411 431 665 893.50 893.54 615 [MH-278]" [MH-CyHss]”
(100%)

3’ Hlorofil @’ 2.33
555 [MH-338]" [MH-CyoH3sCO,CH3]*

4 Feofitinb 3.18 435 654 907.37 907.52 553

[M+Na]+ [M+Na]+ [M—354+Na]+ [M'ConggCOzCHg'CHg'

(100%) H+Na]"

5 Piro-Pheob 3.47 434 655 827.76 82755 549 [MH-278]" [MH-CyoHss]”
(100%)

6 OH-Feofitina 3.66 407 666 887.49 887.53 827 [MH-60]" [MH-CO,CH3-H]"

6’ OH-Feofitina’ 3.86 609 [MH-278]" [MH-CyHsg]"
591 [MH-296]" [MH-CjoH360]"
(100%)

7 Feofitin a 4.40 408 666 871.53 871.57 839 [MH-32]" [MH-CH30H]"

7’ Feofitin &’ 4.84 811 [MH-60]" [MH-CO,CH3-H]"

593 [MH-278]"

533 [MH-338]"
(100%)

460 [MH-411]"

[MH'C20H38]+

[MH-C5H33CO,CH3]"

[MH-C,oH34CO,CH,CH,-CO-
HOCH.]*

a — Strukture predloZenih fragmenata su literaturno podrZane referencama Woolley et al. 1998, Lim, 2009; Hendry et al. 1987, Walker
& Keely, 2004; Walker et al. 2002; Yoshitaka & Tamiaki, 2012.
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Nakon izlaganja Chl-frakcije dejstvu Fentonovog reagensa moze se reci da dolazi do
degradacije hlorofila Tipa I (,,Opsti deo, str.15”), uz formiranje degradacionih produkata,
piro-feofitina, hidroksi-feofitina i feofitina, zajedno sa epimernim formama istih. Hidroksilni
(OH) radikali koji se generiSu tokom vremena, pre svega napadaju Chl u poziciji C-13, E-

prstena (SI.1), stvarajuéi gore pomenute derivate.

4.3.2. Promene hlorofila u vodi nakon dejstva termalnog inicijatora. Analiza

apsorpcionih spektara. UHPLC/MS analiza

Promene u apsorpcionim spektrima Chl-frakcije nakon dejstva vodorastvornog
termalnog inicijatora (AAPH) pri koncentraciji od 3.2x10°M, i temperaturi inkubacije od
40°C, prikazane su na Slici 36. Koriiéene Chl-koncentracije u vodi su u opsegu od 2.5x10°®
do 2.5x10°M. Odgovor hlorofila i hlorofilina na primenjeni oksidacioni stres (degradacija
pigmenta, %, u funkciji vremena inkubacije sa AAPH) za viSe razli¢itih koncentracija

pigmenata — hlorofila i hlorofilina - prikazan je na Slici 37-A i B, respektivno.

Chl+ AAPH 0 min
7 min
1.4 434 nm 15 min
25 min
15 35 min
=< 7\ 442 nm e
| 1\ - 65 min
(i \ 80 min
1.0 4 y / \ 100 min
o // \ 671 nm Chl u vodi bez AAPH

0.8 )

s
© 7 \
g | P \ ‘//\\\675 nm
[ | koA fii X
g os4 v N\ 452nm [\ i <
8- _/“L\’h / R ‘tj\\ ““ ‘\‘\ 8 g
< 04 /A \ | ‘\‘687 nm 3 ®
: N I 1710\ 5
\ IS
N NNV /aw \\
" J N
=/ D

T v T T T v T T 1
400 500 600 700 800

Talasna duzina, nm

Slika 36. Apsorpcioni spektri hlorofila pre i nakon dejstva termalnog inicijatora-AAPH.
Koncentracija hlorofila u vodi iznosila je 2.5x10°M, koncentracija AAPH 3.2x10°M, dok je

reakcija pracena u poriodu od 0 do 100 min.

Nakon dodavanja AAPH uoceno je pomeranje polozaja apsorpcionih maksimuma
hlorofila (SI.36). Dejstvo AAPH rezultiralo je batohromnim pomeranjem i hipohromnim

promenama Q,-trake sa vremenom inkubacije (0-100 min). Degradacija zavisi, kako od
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vremena inkubacije i koncentracije hlorofila, tako i od koncentracije termalnog inicijatora.
Pri duplo manjoj koncentraciji AAPH (1.6x10°M), degradacija hlorofila je za sve ispitivane

vrednosti koncentracija imala manju vrednost (4.3.6.—Tabela 9).

70 5 65
Copm= 3.2x10°M " m = 25c10.M 1 3 . . .
65 | AAPH n e 1x10°M 60-| Copy=32X10°M - . 2
60 o A 5¢10°M 1 . A
[ ] 5, 554 A
55 ¥ 25x10°M [ ] -
4 8x10°M 50 A
2 301 a T by . A he ayr
o [ ) [ ) 45 4
5 45 = 3x10°M
5 = . 2w v 5
Q 404 e © “ o ] om e 5x10°M
T 5] - 5 »l w2, ¥ A 1x10°M
H o
2 304 . 4 . N I T a0 A v 25x10°M
Q 5] ° 4 A =] T —
b
< A v 8 254 2
20 < A v
15 < 2 Y =1 v
] 2y 15|
10] v (A) Y (B)
v
5 104 v
0 T T T T T T 5 T T T T T T
0 L4 .. 6l . 80 100 0 20 40 80 80 100
2\9reme lnl%ubat:lje,%nk, min Vreme inkubacije, t_ , min

Slika 37. Degradacija hlorofila (A) i hlorofilina (B) u vodenom medijumu dejstvom
termalnog inicijatora-AAPH, pri razli¢itim koncentracijama pigmenata i konstantnoj

koncentraciji termalnog inicijatora, na temperaturi od 40°C.

Sa Slike 37-A,B se moze uociti da je degradacija hlorofilina u poredenju sa
degradacijom hlorofila slabija, za isto vreme trajanja reakcije i za iste vrednosti ispitivanih
koncentracija pigmenata. Degradacija je intenzivnija u toku prvih 40 min izvodenja reakcije,
nakon Cega Se usporava i kona¢no dostiZze konstantne vrednosti nakon otprilike 100 min
trajanja reakcije. Najveci stepen degradacije uocen je pri najvecim koncentracijama hlorofila
Sto je suprotno od rezultata dobijenih praéenjem dinamike degradacije hlorofilina (S1.37). Sa
druge strane, pri najnizoj koncentraciji (2.5><10'6 M), degradacija hlorofila je vise nego duplo
manja (=30%) u odnosu na hlorofilin (=63%), za isto vreme trajanja reakcije. To bi moglo da
znali da se koli¢ina ROS-vrsta koje se mogu formirati dejstvom AAPH u datim uslovima,
povecava sa porastom koncentracije hlorofila, a Sto je takode uoceno tokom ranijih
istrazivanja (Kamat et al. 2000). Kod hlorofilina takav efekat nije zapaZen, ve¢ je procenat
degradacije za sve ispitivane koncentracije nakon 100 min trajanja reakcije (plato — S1.37-B),

bio u uskom opsegu (51-62 %), moze se re¢i, nezavistan od koncentracije (videti Tabelu 9).

Dejstvom AAPH na temperaturama visim od 37°C dolazi do formiranja brojnih
radikala: OH', OOH, alkil i keto radikala koji dalje nastavljaju lancane oksidacione rekcije

(Betigeri et al. 2005). Pri tome efikasnost oksidacije u velikoj meri zavisi od izbora sistema
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rastvaraca, pH, i viskoznosti (Laguerre et al. 2007). Termalnom dekompozicijom AAPH u

vodi formira se Ry radikal:
N
NH2 2 "HaN
N=N 2
NH: k1 HaN
AAPH R

koji dalje moze formirati alkoksilne i peroksidne radikale odgovorne za nastavak lanc¢anih
reakcija oksidacije. Eksperimentalni podaci dosadaSnjih istrazivanja su pokazali da u
reakcijama u kojima ucestvuje termalni inicijator AAPH, oksidaciju vrse pretezno alkoksilni
radikali (Werber et al. 2011, Betigeri et al. 2005), ali da je mogu nastaviti i drugi novonastali
intermedijeri.

Hromatografskom UHPLC/MS analizom je ispitan sadrzaj reakcione smeSe pre i
nakon dejstva termalnog inicijatora. UHPLC/DAD-hromatogram Chl-frakcije sniman na
talasnoj duzini detekcije Ager. = 430 N, pre i za vreme delovanja AAPH-inicijatora (ti= 0-
240 min), prikazan je na Slici 38; uvecane promene pri retencionim vremenima analize do 3.0
min, od 3.0 — 4.0 min, i od 4.0 — 6.0 min prikazane su pod (A), (B) i (C), respektivno.

Detektovani pikovi numerisani su brojevima od 1 do 6.

16000 A
Hf‘ 3 —— 0 min
14000 | ‘ — 20
] — 50
12000 — | —— 80
i | 120
10000 160
3 —— 200

mAU

8000 .‘ {'I 240
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Slika 38. UHPLC/DAD-hromatogrami Chl-frakcije pre i nakon dejstva vodorastvornog
termalnog inicijatora (AAPH). Prikaz potpunog hromatograma (na vrhu) sa uvecanim

prikazom do 3.0 min analize (A) od 3.0 do 4.0 min analize (B) i od 4.0 do 6.0 min analize
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(C). Talasna duzina detekcije je 430 nm u svim prikazima, osim pod B, desni deo prikaza -

pikovi br. 51 5’, Aget = 407 nm — maksimum Soret-ove trake OH-Pheoa i OH-Pheoa’.

Analogno rezultatima analize hlorofilne frakcije nakon oksidacionog stresa izazvanog
dejstvom Fentonovog reagensa, komponente oznacene bojevima 1, 2, 3 1 3" (t=1.67, 1.92,
2.17 1 2.32 min), kao i komponente 6 & 6 (ter= 4.4 & 4.84 min), pripadaju jedinjenjima koja
su u samoj frakeiji 1 pre pocetka oksidacionog stresa. Komponente ¢iji je rast koncentracije sa
vremenom dejstva AAPH detektovan (trt, 3.65 & 3.85 min, pikovi pod rednim brojem 5 &
5°, SI.38-B-desno), identifikovane su na osnovu karakteristika svojih apsorpcionih VIS
spektara i nacina fragmentisanja kao OH-Pheoa i OH-Pheoa’, respektivno.

Grafici dinamike degradacije Chl-frakcije tokom dejstva AAPH dobijeni kao
zavisnost integrisane povrSine odgovaraju¢ih pikova na hromatogramu od vremena
inkubacije, su prikazani na Slici 39-A&l, dok su rezultati UHPLC-hromatografske analize
nakon dejstva AAPH, kao i podaci masene detekcije komponenti u uzorcima, zajedno sa

karakteristi¢énim fragmentacionim pikovima prikazani u Tabeli 6.

Trend linernog opadanja primecen je kod detektovanih komponenti (Chlb, OH-Chla,
Pheob i Pheoa’ - SI.39-A,B,E,I, respektivno). Trend rasta do tj,=100 min a potom trend
opadanja primecen je kod produkata OH-Pheoa i OH-Pheoa’, pri ¢emu je detekcija vrSena na
odgovaraju¢im Amax, Vrednostima Soret-ove trake (SI1.39-Fi G, respektivno). Trend opadanja
takode je primecen kod Chla i Chla’ (SI.39-Ci D). Rezultati hromatografske analize nakon
dejstva AAPH, kao i MS analiza svih komponenti detektovanih u uzorcima, zajedno sa
karakteristinim fragmentacionim pikovima, prikazani su u Tabeli 8, dok su reakcione Seme

nastanka produkata prikazane u ANEX-u.

Uticaj AAPH radikala na hlorofilnu frakciju ocito je rezultirao nepovratnom
degradacijom Chla i Chlb kao i Chl-derivata, pri ¢emu se kao jedini produkt dejstva ovog
stresa moze predstaviti OH-Pheoa, zajedno sa svojom epimernom formom i pokazao rast u

prvih 100 minuta stresa, nakon Cega je primecena i njegova degradacija (S1.39-F,G).
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Slika 39. Dinamika promene povrSine pikova sa hromatograma prikazanog na S1.38: (A)
tet=1.67 min, Chlb, (B) tr;=1.92 min, OH-Chla, (C) t=2.17 min, Chla, (D) t.=2.32 min,
Chla’, (E) tt=3.19 min, Pheob, (F) te=3.65 min, OH-Pheoa, (G) t,=3.84 min, OH-Pheoa’,
(H) tret=4.40 min, Pheoa, (I) t;=4.84 min, Pheoa’.
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Tabela 6. Rezultati hromatografske analize (DAD — u VIS oblasti i MS-detekcijom)

ispitivanih uzoraka: ,,¢iste” Chl-frakcije u vodi Chl-frakcije u vodenom rastvoru sa termalnim

inicijatorom-AAPH, kao i MS analize glavnih fragmentacionih jona u MS/MS spektrima.

Apsorpcioni
maksimumi u
mobilnoj fazi/nm

Glavni fragmentacioni joni u MS/MS spektru

e [M+H]" [M+H]"
Komponenta
min S Qy 5 5 8 Predlozena struktura
. m/z fragmentacionog jona
1zracunato
2 OH-hlorofila  1.92 430 665 909.31 90953 891 [MH-18]° [MH-H,0]"
613 [MH-296]"  [MH-CyoHssOH]"
(100%)
3 Hlorofil a 217 411 431 665 89347 89354  615[MH-278]"  [MH-CyoHsg]"
(100%)
3’ Hlorofil &’ 2.32
555 [MH-338]" [MH-Cy,H3,CO,CH5]*
4 Feofitinb 3.19 435 654 907.37 907.52 553 [M-CyyH39CO,CH5-CHj5-
[M+Na]” [M+Na]® [M-354+Na]” H+Na]"
(100%)
5 OH-Feofitin a 3.65 407 666 887.49 887.53 839 [MH-32]" [MH-CH;OH]"
5° OH-Feofitina®> 3.84 827 [MH-60]" [MH-CO,CH3-H]*
609 [MH-278]"  [MH-CyHsg]"
591[MH-296]" [MH- CH350]"
(100%)
6 Feofitina 4.40 408 666 871.53 871.57 839 [MH-32]" [MH-CH;OH]"
6’ Feofitin @’ 4.84 811 [MH-60]" [MH-CO,CHg-H]*

593 [MH-
278]*(100%)

533 [MH-338]"

460 [MH-411]"

[M H'C20H38]+

[MH-C5H3sCO,CH,]*

[MH-C,0H35CO,CH,CH,-CO-
HOCH.]*

a — Strukture predloZenih fragmenata su literaturno podrzZane referencama Woolley et al. 1998, Lim, 2009; Hendry et al. 1987; Walker
& Keely, 2004; Walker et al. 2002; Yoshitaka & Tamiaki, 2012.
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4.3.3. HPLC analiza hlorofila nakon primene oksidacionog stresa izazvanog dejstvom

enzima

Stabilnost Chla prema dejstvu enzima ispitana je na primeru peroksidaze iz rena.
Degradacija Chla dejstvom peroksidaze uslovljena je prisustvom fenolnog jedinjenja. Nacin
delovanja peroksidaze na sam degradacioni mehanizam Chla nije potpuno objasnjen.
Prethodna istrazivanja pokazala su da je prisustvom fenola, 2,4-dihlorofenola ili p-
kumarinske kiseline, degradacija hlorofila u¢injena efikasnijom (Yamauchi & Watada, 1994).
Fenolno jedinjenje rezorcinol (a koje je koris¢eno u ovom radu — Eksperimentalni deo, 3.8.),
takode se smatra veoma vaznim za efikasnost dejstva enzima peroksidaze na hlorofil

(Yamauchi et al. 2004).

A (9
Jas

H,0,

Fenolno jedinjenje (OH grupa u p- poziciji) Fenoksi radikal i/ili superoksid anjon

Slika 40. Sematski prikaz konverzije Chla dejstvom enzima u prisustvu fenolnog jedinjenja —

u njegov OH-derivat; R- fitilni lanac, R;- CH3 grupa.

Poznato je da u procesu enzimske degradacije Chla, peroksidaza najpre oksiduje
fenolno jedinjenje koje ima hidroksilnu grupu u p-polozaju, stvarajué¢i fenoksi i/ili
superoksidni anjon radikal (Yamauchi et al. 2004, Funamoto et al. 2003). Dejstvom tako
stvorenih radikala na Chla formira se hidroksi hlorofil a (derivat hlorofila sa hidroksilnom
grupom umesto vodonika u poziciji C-13% SI.1 — OH-Chla). Aktivnost fenolnog jedinjenja u
sistemu peroksidaza-vodonik peroksid moze poticati od elektrona slobodnih supstituenata u
para poziciji (Funamoto et al. 2003); fenolna jedinjenja tog tipa, fenoli sa OH-grupom u para
poziciji su p-kumarinska kiselina, apigenin, naringenin i sl. Postoje i ispitivanja u kojima
druga fenolna jedinjenja poput katehola, ferulinske, kafeinske i hlorogene kiseline nisu

pokazala aktivnost u procesu enzimskog delovanja na Chla (Lichtenthaler, 1987).
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Pored identifikacije produkta dejstva enzima, ispitivan je i uticaj pH vrednosti i

temperature na ovu reakciju, primenom apsorpcione spektroskopije i HPLC hromatografije.

HPLC-hromatogrami hlorofila ekstrahovanih iz reakcione smeSe nakon dejstva

enzima peroksidaze, pri razli¢itim temperaturama inkubacije, prikazani su na Slici 41.

mAU

Vreme, min

Slika 41. HPLC-hromatogrami Chl-frakcije tretirane peroksidazom u prisustvu rezorcinola
pri razli¢itim temperaturama inkubacije. Talasna duzina detekcije je 660 nm. Glavne

komponente sa hromatograma su na tree= 13 min — Chla i ter = 12 min - OH-Chla.

HPLC-hromatogrami hlorofila ekstrakovanih iz reakcione smeSe nakon dejstva

enzima pri razli¢itim pH vrednostima reakcione smese, prikazani su na Slici 42.

Mogucnost apstrakcije labilnog H-atoma iz fenolnog supstrata dejstvom peroksidaze
(Yamauchi et al. 2004), ukazuje na to da je detektovana produkcija OH-Chla (tr: =12 min-
S1.41-42) posledica dejstva enzima. Apsorpcioni spektri izdvojenih komponenti na
hromatogramu su u saglasnosti sa literaturnim podacima (662 nm - ,,crvena traka” i 430 nm -
,plava traka”, u acetonitrilu), i pokazuju jaku sli¢nost, s obzirom na to da oba jedinjenja - i
Chla i OH-Chla- pripadaju ,,hlorinskom” tipu jedinjenja ¢ija je osnovna razlika u supstituentu
na C-13%poziciji (SI.1).
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mAU

Vreme, min

Slika 42. HPLC-hromatogrami Chl-frakcije tretirane peroksidazom u prisustvu rezorcinola
pri razli¢itim pH vrednostima reakcione smese. Talasna duzina detekcije je 660 nm. Glavne

komponente sa hromatograma su na tree= 13 min — Chla, tr = 12 min - OH-Chla.

Posto se za analizu ovakvih tipova jedinjenja najéesce koristi C-18 kolona, retenciona
vremena analiziranih komponenti uvek opadaju istim redosledom Chla>OH-Chla>Chlb, i
pretezno zavise od polarnosti kako jedinjenja tako i mobilne faze. HPLC-hromatogrami
dobijeni pri razli¢itim temperaturama inkubacije pokazuju opadanje sadrzaja Chla usled
porasta temperature od 4°C do 47°C (SI.43). Takode, pri konstantnoj temperaturi, a pri
razli¢itim vrednostima pH, zapazeno je opadanje sadrzaja Chla sa porastom vrednosti pH

(SI.44). Koli¢ina nastalog OH-Chla raste na racun smanjenja koli¢ine Chla.

Degradacija Chla dejstvom peroksidaze u prisustvu rezorcinola usled porasta
temperature raste, ali ne linearno u odnosu na rastué¢i temperaturni rezim. Porast Chla-
degradacije zapazen je u temperaturnom opsegu 4-17°C, s tim Sto do naglog porasta
degradacije dolazi u oblasti 17-20°C nakon ¢ega procenat degradacije sporije raste, u oblasti
20-37°C (S1.43). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima degradacije Chla dejstvom

peroksidaze ali u prisustvu p-kumarinske kiseline (Martinez et al. 2001).
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Slika 43. Degradacija Chla dejstvom peroksidaze u prisustvu rezorcinola, pri pH 6 za

razli¢ite vrednosti temperature.
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Slika 44. Degradacija Chla dejstvom peroksidaze u prisustvu rezorcinola, pri konstantnoj

temperaturi od 25°C i pri razli¢itim vrednostima pH.

Rezultati koji se ticu uticaja pH vrednosti na Chla-degradaciju dejstvom peroksidaze
u prisustvu rezorcinola dati su na Slici 44. Mogu se primetiti dva segmenta sa grafika: prvi u
oblasti pH 3-6 koji je pracen porastom degradacije Chla i drugi u oblasti pH 6-8 pracen
blagim padom stepena degradacije Chla. Dobijeni rezultati su takode u saglasnosti sa

literaturnim, gde je kao fenolno jedinjenje pri degradaciji Chla posredstvom peroksidaze
91



REZULTATI

upotrebljena p-kumarinska kiselina (Martinez et al. 2001).

Imaju¢i u vidu optimalne vrednosti temperature i pH pri kojima je peroksidaza
najaktivnija (30-40°C, pH 6-8, zavisno od medijuma), dobijeni rezultati su ocekivani
(Watanabe et al. 1984). Degradacija hlorofila u najve¢oj meri zavisi od vrednosti pH i
temperature, $to ukazuje na ¢injenicu da u tom pogledu presudan uticaj ima peroksidaza, jer
se sa povecanjem temperature i pH vrednosti istovremeno priblizavamo optimalnim
vrednostima koji su ina¢e neophodni za dejstvo peroksidaze iz rena. Ovaj vid degradacije

moze se svrstati u biodegradaciju Tipa I (Uvodni deo 2.7.2.).

4.3.4. Promene hlorofila u vodi nakon izlaganja vidljivoj svetlosti. Analiza apsorpcionih
spektara. UHPLC/MS analiza

U biljkama hlorofil je od jake svetlosti zasti¢en, izmedu ostalog i protektivnom
ulogom karotenoida. Medutim, ta vrsta zaStite je ograni¢enog karaktera. Pri ekstremnim
uslovima, tj. visokim intenzitetima svetlosti moze do¢i do fotodestrukcije karotenoida, pa
Chl-molekuli postaju izlozeni oksidativnom stresu i dejstvu pre svega peroksidnih i
hidroksilnih slobodnih radikala, koji tom prilikom mogu ,napadati” kako tetrapirolnu
strukturu, tako i fitilni lanac (Rontani & Aubert, 1994).

Efikasnost stresa izazvanog sun¢evim zra¢enjem se generalno povecava sa opadanjem
talasne duzine svetlosti. Od ukupnog spektra suncevog zraCenja koje dolazi do Zemlje,
najjaci degradirajudi efekat ima spektralna oblast od 280-315 nm, §to odgovara oblasti tzv.
UV-B zracenja. Ipak, kako hlorofili kao fotosintetski pigmenti apsorbuju pre svega u vidljivoj
(VIS) oblasti suncevog spektra koje ¢ini oko 90% ukupne sunceve energije koja padne na
povrsinu Zemlje, to je njihova struktura znacajno ugrozena usled izlaganja ne samo UV
zracenju (UV-B, ali i UV-A, 315-400 nm), ve¢ i vidljivoj svetlosti, posebno u in vitro
uslovima kada za razliku od in vivo uslova u biljkama, nije pokrenut nijedan od vise razlicitih

mehanizama zastite hlorofila od degradacije.

Promene u apsorpcionim spektrima hlorofila tokom kontinualnog dejstva vidljive
svetlosti prikazane su na Slici 45, dok je odgovarajuci grafik degradacije hlorofila, odnosno
hlorofilina, u funkciji vremena zracenja i za razliCite koncentracije pigmenata, dat na Slici

46-A, odnosno 46-B, respektivno.
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Sa Slike 45 moze se primetiti da vidljiva svetlost uti¢e na opadanje intenziteta Q-
trake, tj. hipohromnog efekta. Takode se mogu uociti dve prevojne tacke (464 i 575 nm —
S1.45). Porast apsorpcije u ovoj oblasti (464-575 nm) implicira moguénost formiranja nekih

produkata koji u toj oblasti apsorbuju.
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Slika 45. Apsorpcioni spektri hlorofila nakon oksidacionog stresa izazvanog vidljivom (VIS)

svetlogéu. Koncentracija hlorofila u vodi iznosila je 2.5x10°M, dok je ozragivanje vr§eno u
periodu od 0-230 min.
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Slika 46. Degradacija hlorofila (A) i hlorofilina (B) u vodenom medijumu izazvana
kontinualnim dejstvom vidljive svetlosti, pri razli¢itim koncentracijama ispitivanih
pigmenata. Jacina vidljive svetlosti bila je konstantna sve vreme zracenja i iznosila je 14
W/m?.

93



REZULTATI

Sa Slike 46-A se vidi da sa porastom nivoa molekularne organizacije hlorofila (sto je
pre svega uslovljeno rastucom koncentracijom pigmenta), raste njegova stabilnost prema
dejstvu VIS—zracenja. Najveéa degradacija hlorofila, 40%, zapaZena je pri najnizoj
koncentraciji od 5x10° M, nakon perioda ozracivanja od 220 min (SI.46-A). Za istu
koncentraciju i isto vreme dejstva, degradacija hlorofilina u vodi iznosi 17.2 % (SI.46-B). Pri
dvostruko vecéoj vrednosti koncentracije hlorofila degradacija se neznatno smanjuje. Dalje
poveéanje koncentracije na vrednost od 2.5x10°M, kada hlorofili po&inju da pokazuju
,»asocijativno ponasanje”, smanjuje vrednosti degradacije na upola manju vrednost za isto
vreme izlaganja ovom stresu; to bi mogla biti indikacija za neku vrstu asocijativnog
ponasanja Chl-molekula. Kod hlorofilina nije uocen isti efekat kao kod hlorofila pa su
vrednosti degradacije za sve tri koncentracije hlorofilina bile priblizne. Ispitivanja su
pokazala da i pri jako malim koncentracijama od 5x10® M hlorofilin ima ,,scavenging” efekat,
dok je poveéanje koncentracije hlorofilina na 5x10*M redukovalo procenat efekta radijacije
na DNA na 90% (Tumolo et al. 2012). Time je ukazano na to da povecanje koncentracije
hlorofilina povecava njegovu degradaciju (Tumolo & Marquez, 2012), $to je suprotno od

ponasanja hlorofila uo¢enog u ovom radu.

Generalno, vidljiva svetlost bilo u in vivo sistemima ili in vitro vodenim sistemima sa
hlorofilom, rezultira nastankon pretezno OH' radikala onda kada se ozrac¢ivanje odvija u
prisustvu kiseonika $to je slucaj i sa eksperimentima prikazanim u ovom radu. Eksperiment
ozracivanja Chla crvenim svetlom sproveden u prisustvu vazduha ili kiseonika, zabelezio je
nastanak OH' radikala pri ¢emu je takode primecena veéa degradacija Chla u prisustvu
vazduha, nego samo u prisustvu kiseonika (Harbou & Bolton, 1978). Wang i saradnici (2011)
takode isticu ulogu OH' radikala, ali u degradaciji hlorofila izazvanoj VIS svetlos¢u. Ima i
drugih istrazivanja koja su pokazala da je dejstvo vidljive svetlosti na Chla u vodenom
medijumu rezultiralo ireverzibilnom degradacijom pracenom nastankom degradacionih
produkata, intermedijera i finalnim produktima degradacije (Hynninen, 1991). Hemijska
struktura ovih produkata je mahom nepoznata, pretezno zbog mogucih razlicitih puteva
degradacije i labilnosti stvorenih foto-produkata (Hendry, 1987). Foto-degradacija u
rastvorima moze se odvijati i bez procesa feofitinizacije (koji je inace najprisutniji), veé
otvaranjem porfirinskog jezgra (Jen &MacKinney, 1970), ili stvaranjem manjeg broja

alomerizacionih produkata (Llewellynet al. 1990a).
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UHPLC/DAD-hromatogrami Chl-frakcije u vodi snimani na talasnoj duzini detekcije
0od Aget=430 nm, pre i za vreme kontinualnog dejstva vidljive svetlosti (tj-0-710 min),

prikazani su na Slici 47. Neki od detektovanih pikova numerisani su brojevima od 1 do 6.

Slicno kao i pri analizi dejstava Fentonovog reagensa i termalnog inicijatora,
detektovane komponente u hlorofilnoj frakciji oznacene brojevima 1, 2 1 2°, na t=2.03, 2.28
i 2.45 min, respektivno, pripadaju jedinjenjima koja su u samoj frakciji egzistirala i pre
ozraCivanja tj. oksidacionog stresa. ldentifikovane komponente su: OH-Chla, Chla i Chla’,
respektivno. Pikovi oznaceni brojevima 5, 5°,7 1 7° (ter.= 3.33, 3.60, 4.60 i 5.06 min: feofitin
b, feofitin b’, feofitin a i feofitin a’, respektivno), odgovaraju jedinjenjima prisutnim u Chl-
frakciji koja nije izlagana oksidacionom stresu. Na retencionoj skali od 2.5 do 4.1 min,
vidljivo je nekoliko produkata dejstva VIS svetlosti (te.= 2.86, 2.96, 3.82 i 4.02 min), pikovi
pod rednim brojem 3, 4, 6 i 6°, respektivno. Promene na hromatogramima pri retencionim

vremenima do 6.0 min prikazane su na Slici 47- A'i B.

Linearno opadaju¢i grafici degradacije Chla i Chla’ za vreme kontinualnog dejstva
vidljive svetlosti, dobijeni su za pikove sa retencionim vremenima ty; 2.28 i 2.45 min, sa

hromatograma snimljenih na Ag=430 nm (SI.48-B i C, respektivno).

Trend rasta usled kontinuiranog dejstva VIS svetlosti primecen je kod OH-Pheoa,
Pheoa i OH-lakton Pheoa, koris¢enjem hromatograma sa Ager Odgovarajuéih apsorpcionih
maksimuma Soret-ovih traka — 407, 409 i 434 nm, respektivno (S1.48- G, I, E); grafici
odgovarajucih Chl-epimera (OH-Pheoa’ i Pheoa’ na 4.02 i 5.06 min, respektivno), pokazuju
sli¢no ponasanje sa istim trendom rasta (S1.48-H i J). Pik na tr.= 2.86 min (takode moguci
degradacioni produkat), nije potpuno identifikovan na osnovu raspolozivih podataka, ali je na
osnovu apsorpcionih spektara moguce pretpostaviti da je u pitanju derivat feofitina ili
feoforbida (S1.48-D). Za OH-Chla (prisutan u frakciji i pre zracenja) potvrden je neujednacen

rast za period zracenja do 240 min, i kontinualni pad poc¢ev od 330 min (SI.48-A).

Rezultati hromatografske analize sa UV-VIS rezultatima, kao i masena detekcija svih
komponenti detektovanih u uzorcima, zajedno sa karakteristicnim fragmentacionim pikovima

(prikaz ve¢ine MS/MS spektara je dat u delu 4.3.1), prikazani su u Tabeli 7.
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Slika 47. UHPLC/DAD hromatogrami Chl-frakcije pre i nakon kontinualnog dejstva VIS
svetlosti; talasna duzina detekcije je 430 nm; jagina ozrativanja 14 W/m?. Prikaz potpunog

hromatograma sa uvecanim prikazom do 2.8 min analize (A) i od 2.8 do 6.0 min analize (B).
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Slika 48. Dinamika promene povrSine pikova sa hromatograma prikazanog na S1.47 (A)
tet=2.03 OH-Chla, (B) tt=2.28 min, Chla, (C) t=2.45 min, Chla’, (D) t=2.87 min,
nepoznata komponenta, (E) t.=2.96 min, OH-lakton Pheoa, (F) t;=3.36 min, Pheob, (G)
tet=3.82 min, OH-Pheoa, (H) te.=4.02 min, OH-Pheoa’, (I) t.;=4.60 min, Pheoa, (J)

tret =5.06 min, Pheoa’".

Dejstvom vidljive svetlosti na Chl-frakciju u vodi doslo je do formiranja produkata
OH-Pheoa i OH-laktona Pheoa, dok je koncentracija Pheoa i OH-Chla porasla nakon
ozracivanja, impliciraju¢i promene na E prstenu hlorofila (SI.1). Datom analizom nisu
identifikovani produkti degradacije otvorenog porfirinskog jezgra. To moze biti u saglasnosti
sa tvrdnjom da se fotooksidacione reakcije desavaju brzo bez akumulacije tzv. ,,0bojenih

produkata”, koji ukazuju na produkte otvaranja porfirinskog jezgra (Hortensteiner &
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Krautler, 2011). Na osnovu izvrsene analize moze se zakljuciti da se Chl-degradacija
dejstvom vidljive svetlosti odvija po mehanizmu Tipa I, ali se ne iskljucuje moguénost
formiranja i drugih produkata manjih molekulskih masa (mehanizam Tipa Il) koji ovom

metodom nisu identifikovani.

Tabela 7. Rezultati hromatografske analize (DAD- u VIS oblasti i MS-detekcijom)
ispitivanih uzoraka (nezracene i zracene Chl-frakcije u vodenom rastvoru), kao i MS analize

glavnih fragmentacionih jona u MS/MS spektrima.

Apsorpcioni
maksimumi u . .
mobilnoj fazi/nm Glavni fragmentacioni joni u MS/MS spektru
tret. [M+H]"  [M+H]"
Komponenta . Soret Qy miz m/z ?Predlozena struktura
min L m/z fragmentacionog jona
1Zzracunato

1 OH-hlorofil a 2.03 431 665 909.31 909.53 891 [MH-18]" [MH-H,0]"
613 [MH-296]7  [MH-CyH3s0H]"
(100%)

2 Hilorofil a 2.28 411 431 665 893.47 893.54 615 [MH-278]" [MH-CyH3g]”
(100%)

2’ Hlorofil &’ 2.45 - -
555 [MH-338] [MH-CH3CO,CHs]

3 Nepoznata 2.86 435 652 615.39 - 303 [MH-312] -
359[MH-256]"-

4 OH- 2.96 410 667 903.00 903.00 565 [MH-338]" [MH-CyH3,CO,CH5]"

laktonPheoa

5 Feofitinb 3.33 435 654 907.37 907.52 553 [M-CH3,CO,CH3-CH3-H+Na]*

[M+Na]® [M+Na]® [M-354+Na]*

5’ Feofitinb’ 3.60 (100%)

6 OH-Feofitin a 3.82 407 666 887.49 887.53 827 [MH-60]" [MH-CO,CH3-H]"

6> OH-Feofitina’  4.02 609 [MH-278]"  [MH-CyoHgs]”
591 [MH-296]"  [MH- CH3s0]"
100%

7 Feofitina 4.60 408 666 871.53 87157 839 [MH-32]° [MH-CHZOH]*

7 Feofitin a’ 5.06 811 [MH-60]" [MH-CO,CH;-H]*

593 [MH-278]"  [MH-CyoHss]"
533 [MH-338]"  [MH-CyoHssCO,CH3]*

460 [MH-411]" [MH-CyH3,CO,CH,CH,-CO-
HOCH,]"

a — Strukture predloZenih fragmenata su Iiteraturno podrZane referencama Woolley et al. 1998, Lim, 2009; Hendry et al. 1987; Walker
& Keely, 2004; Walker et al. 2002; Yoshitaka & Tamiaki, 2012.
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4.3.5. Promene hlorofila u vodi nakon izlaganja UV-B zracenju. Analiza apsorpcionih
spektara. UHPLC/MS analiza

Analogno prethodnom, fotooksidacionom stresu, ispitan je uticaj kontinualnog UV-B
ozrac¢ivanja na hlorofilnu frakciju u vodenom medijumu, a odgovarajuée promene u
apsorpcionim spektrima hlorofila prikazane su na Slici 49. Ispitivane Chl-koncentracije su u
opsegu od 5x10° do 2.5x10"°M. Odgovarajuéi fotodegradacioni efekat UV-B zradenja za tri
razli¢ite koncentracije pigmenata prikazan je na Slici 50, pri ¢emu je na Slici 50-A prikazan

procenat degradacije hlorofila, a na Slici 50-B procenat degradacije hlorofilina.

Apsorbancija
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Slika 49. Apsorpcioni spektri hlorofila nakon kontinualnog UV-B ozrac¢ivanja za period od 0-

60 min. Koncentracija hlorofila u vodi iznosila je 2.5x10°M.

Uporedivanjem uticaja vidljive svetlosti i UV-B zracenja na fotosintetske organele ili
cele organizme (Renger et al. 1989; Turcsanyi & Vass 2000; Vass et al. 2002; Larkum et al.
2001), doslo se do zakljucka da oba tretmana deluju slicnim mehanizmima i na sam hlorofil
in vivo. Rezultati prikazani u ovom radu, u vodenom medijumu — dakle in vitro — ukazuju na
rast stabilnosti hlorofila prema UV-B zra¢enju sa porastom uredenosti njegovih molekula.
Naime, kada je koncentracija hlorofila reda veli¢ine ~ 10°® M, Chl je u ,,monomernom”
obliku, S§to potvrduje grafik provere Lambert-Beer-ovog zakona (SI.27-A), i tada je
degradacija hlorofila imala najveéu vrednost. Kada je Chl-koncentracija reda veli¢ine 10™ M,

apsorpcioni maksimum Qy-trake hlorofila je ve¢ neznatno pomeren na 672 nm — §to je
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indikacija asocijativnog ponasSanja hlorofila, a vrednosti degradacije su bile manje, tj. njegova

otpornost prema dejstvu UV-B zracenja je jos veca (S1.50-A).
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Slika 50. Degradacija hlorofila (A) i hlorofilina (B) u vodenom medijumu, pri razli¢itim

koncentracijama. Jatina UV-B zra&enja bila je konstantna i iznosila je 15 W/m®,

U prilog tome da su asocijativni Chl-molekuli stabilniji prema dejstvu UV-B-zracenja
ide ve¢ poznata pojava da su ,agregisani” hlorofili odli¢ni ,,quencher”-i (quencher-gasilac)
destruktivnog pobudenog tripletnog stanja hlorofila, drasticno skracujuéi njegovo vreme
zivota (Katz et al. 1978), samim tim, smanjujuéi efikasnost UV-B indukovanog bleaching-a
hlorofila. Literaturno je potvrdeno da u izolovanim fotosintetskim organelama i
suborganelama — gde su hlorofili visoko ,,umrezeni”, tj.agregisani u okviru tzv. ,,antenskih
kompleksa” — pod dejstvom UV-zraéenja (isto kao i pod dejstvom vidljive svetlosti) dolazi
do formiranja hidroksilnih slobodnih radikala (Hideg & Vass, 1996; Vass et al. 2007). U UV-
B ozrac¢ivanim vodenim suspenzijama hlorofila se formiraju visoko reaktivne ROS vrste kao
$to su, pre svega OH (kao dominirajuca slobodno-radikalska vrsta), ‘0% (&iji je protonizovani,
jos reaktivniji oblik HO); a postoje i indikacije o formiranju vodonik-peroksida (Hideg &
Vass, 1996; Vass, 2007). Nezavisno od mehanizma formiranja ovih ROS vrsta, one su

slobodne da ,,napadaju” molekule hlorofila.

Na osnovu dobijenih rezultata nakon vidljivog i UV-B ozraivanja ne moze se
iskljuciti pretpostavka o slicnosti dva mehanizma, kako za Chl molekule tako i za hlorofilin, s
tim §to je pri sliénim vrednostima energetskog fluksa (14 W/m?-VIS i 15 W/m*-UV-B)
daleko veci procenat degradacije zapazen u slué¢aju kontinualnog UV-B ozracivanja. Potpuna
degradacija hlorofila postignuta je nakon sat vremena UV-B ozracivanja $to je potvrdeno i

ranijim ispitivanjima (Scheepers et al. 2011). Kao i u slucaju dejstva vidljive svetlosti na
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hlorofilin, promena koncentracije hlorofilina nije bitno uticala na promenu stepena njegove
degradacije (S1.50-B).

UHPLC/DAD-hromatogrami Chl-frakcije u vodi snimani na Age. = 430 nm i 407 nm,
pre i za vreme kontinualnog UV-B ozracivanja (ti;.=0-35 min), prikazani su na Slici 51. Prve
tri detektovane komponente oznacene bojevima 1, 2 i 2°, na t=2.02, 2.22 i 2.44 min,
pripadaju jedinjenjima koja su u samoj frakciji egzistirala i pre primene UV-B zracenja.
Identifikovane komponente su: OH-Chla, Chlai Chla’, respektivno. Dva pika oznacena
brojevima 4 i 4’ (tee= 4.67 i 5.14 min), takode su prisutna u Chl-frakciji koja nije izlagana
dejstvu zracenja. Komponente koje nisu zapazene u hlorofilnoj frakciji pre izlaganja UV-B
zracenju natr, 3.86 1 4.09 min su pikovi pod rednim brojem 3 i 3’, respektivno. Promene na

hromatogramima pri retencionim vremenima do 6.0 min prikazane su na Slici 51-A, B i C.
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Slika 51. UHPLC/DAD hromatogrami Chl-frakcije pre i nakon primenjenog UV-B zracenja;
Aet =430 i 407 nm, snaga zracenja od 14 W/m?. Prikaz potpunog hromatograma sa uveéanim
prikazom do 2.6 min (A), od 3.7 do 4.2 min (B) i od 4.2 do 5.4 min (C).

Trend rasta usled kontinuiranog UV-B ozracivanja primecen je kod OH-Pheoa i
Pheoa (pri AmaxSoret-ove trake od 409 i 407 nm, respektivno) (S1.52-B i D). Grafici
odgovarajuc¢ih Chl-epimera (OH-Pheoa’ i Pheoa’ na t=4.09 i 5.14 min, respektivno),
pokazuju sli¢no ponasanje sa trendom rasta (S1.52-C i E), dok Chla pokazuje o¢ekivani trend

opadanja usled porasta vremena ozracivanja (S1.52-A).
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Slika 52. Dinamika promene povrSine pikova sa hromatograma prikazanog na SI.51 (A)
tet=2.22 min Chla, (B) tr;=3.86 min, OH-Pheoa (C) t;=4.09 min, OH-Pheoa’, (D) t;=4.67

min, Pheoa, (E) t=5.14 min, Pheoa.

Dobijeni rezultati veoma su slicni sa onima dobijenim nakom izlaganja vidljivoj

svetlosti, s tim $to je u slucaju ovog stresa opseg degradacije znatno veci, Sto se moze videti

sa Slike 53.
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Slika 53. Degradacija Chla u vodi u funkciji perioda izlaganja kontinualnom dejstvu

priblizno iste jacine vidljive svetlosti i UV-B zragenja (oko 14 W/m?). Podaci su dobijeni sa

UHPLC/DAD- hromatograma.
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Rezultati hromatografske analize dobijeni nakon kontinualnog UV-B ozracivanja sa

DAD-detekcijom, kao i MS-spektrometrijska analiza svih detektovanih komponenti u

uzorcima, zajedno sa karakteristi¢nim fragmentacionim pikovima (SI.33-34), prikazani su u

Tabeli 8.

Tabela 8. Rezultati hromatografske analize ne- i UV-B ozracivane Chl-frakcije (DAD- u VIS

oblasti i MS-detekcijom), kao 1 MS-detekcija

fragmentacionim pikovima u MS/MS spektrima.

ispitivanih  uzoraka sa glavnim

Apsorpcioni
maksimumi u
mobilnoj fazi/ nm

[M+H]* [M+H]*

Glavni fragmentacioni joni u MS/MS spektru

Komponenta trrr?:n Soret Q, Lz Lz iz ?Predlozena struktura
. fragmentacionog jona
1zracunato

2 Hilorofil a 226 411 431 665 89347 89354 615 [MH-278]" [MH-CyoHzs]"
2’ Hlorofil @’ 244 (100%)
555 [MH-338]" [MH-C3H3,CO,CH;]*
3 OH- Feofitin a 3.86 407 666 887.49 887.53 827 [MH-60]" [MH-CO,CH3-H]"
3’ OH- Feofitin &’ 4.09
609 [MH-278]" [MH-CyoH3g]”
591,38 [MH-296]"  [MH- CyH30]"
100%
4 Feofitina 4.67 408 666 871.53 871.57 839 [MH-32]" [MH-CH;0H]"

4’ Feofitin a’ 5.14

811 [MH-60]"*
593 [MH-
278]*(100%)
533 [MH-338]*
460 [MH-411]*

[MH-CO,CHy-H]’
[MH-CpoHgg]*

[MH-C2H3sCO,CH3]"
[MH-CagHssCO,CH,CH,-CO-
HOCH;;]+

a — Strukture predloZzenih fragmenata su literaturno podrZane referencama Woolley et al. 1998, Lim, 2009; Hendry et al. 1987;

Walker& Keely, 2004; Walker et al. 2002; Yoshitaka & Tamiaki, 2012.
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4.3.6. KOMPARATIVNI PREGLED REZULTATA OKSIDACIONIH STRESOVA NA
HLOROFIL / HLOROFILIN U VODENOM MEDIJUMU

Rezultati procenta degradacije hlorofila i hlorofilina u vodenom medijumu pri
razli¢itim koncentracijama i dejstvu primenjenih oksidacionih stresova prikazani su u Tabeli
9. Promena koncentracije hlorofilina nije bitno uticala na promenu njegove degradacije nakon
dejstva oksidacionih stresova. Koncentracioni efekat je mnogo izrazeniji kod hlorofila, pri
¢emu je pri ve¢im konentracijama (kada je mogucnost asocijativnog ponasanja Chl-molekula
i formiranja agregata veca) ispoljen veci otpor prema fotooksidaciji (tj. fotodegradaciji i to, i
u slucaju VIS i u slucaju UV-B kontinualnog ozracivanja); istovremeno je primecen manji
otpor na hemijski oksidacioni stres (Fentonov sistem) i termalno inicirani stres (AAPH).
Time se uocava da je mehanizam oksidacije ozrac¢ivanjem i delovanjem hemijskih agenasa

drugaciji.

Procenat degradacije hlorofila koji se menja sa promenom koncentracije moze biti
dakle posledica asocijacije molekula. Apsorpcioni spektri hlorofila pokazuju ,.crveno
pomeranje” u slucaju agregacije, Sto je fenomen karakteristiCan tek pri koncentracijama
veéim od 10°M (Kano et al. 2000; Katz et al.1978). Pri ovim koncentracijama moze doéi do
manjeg, dodatnog konjugacionog efekta. Kod hlorofilina poveéanje koncentracije ¢ak do 10
M nije uticalo na promenu poloZaja ,,crvene trake” spektra, Sto moze ukazivati na to da do
same agregacije molekula nije doslo, ili da se bar taj fenomen agregisanja molekula ne odvija
kao u slucaju hlorofila. Hlorofilin ne poseduje fitilni lanac u svojoj strukturi §to je jedan od
mogucih razloga da do same agregacije ne dolazi s obzirom da je kod hlorofila agregisanje
molekula npr. u nepolarnim rastvara¢ima posledica koordinacije izmedu Mg-atoma jednog i
karboksilne grupe iz polozaja C-13° i C-17° drugog Chl-molekula, §to je omoguéeno
odgovaraju¢om orijentacijom fitilnih lanaca ka molekulima rastvaraca. Takode, u slucaju
hlorofilina ne dolazi do promene homogenosti ispitivanog vodenog medijuma pigmenta, $to
je posledica toga da je hlorofilin natrijumova so (SI.3), te je njegova rastvorljivost u vodi u

poredenju sa hlorofilom znatno bolja.

Najveca degradacija hlorofila nakon primene odabranih oksidacionih stresova u
vodenom medijumu, primecena je nakon UV-B ozracivanja. Uticaj koncentracije na
fotooksidacioni stres primecen kod hlorofila, nije primeéen u sluc¢aju hlorofilina, ukazujujuci
na to da se hlorofilin ne ponasa asocijativno poput hlorofila u vodenom medijumu, u istom

opsegu koncentracija. Suprotno fotooksidaciji, stres izazvan Fentonovim reagensom i
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termalnim inicijatorom pokazao je koncentracioni efekat; bar u prvom slucaju (Fentonov

sistem) taj efekat podrazumeva verovatno povecanu aktivnost prisutnih ROS vrsta stvorenih

u Fentonovoj reakciji.

Tabela 9. Degradacija hlorofila i hlorofilina, (%), pri razli¢itim koncentracijama u vodenoj

sredini izazvana razli¢itim oksidacionim stresovima.

Oksidacioni Hiorofil Hiorofilin
stres
Degradacija pigmenta, (%0), Degradacija pigmenta (%),
Koncentracija nakon 250 min Koncentracija nakon 250 min
Chl, M Jacina zracenja, 14 w/m? Chlin, M Jacina zracenja, 14 W/m?
VIS
zralenje 5x10° 40.00 17.56W/m? 3x10°® 19.00 12.86W/m?
1x10° 36.50 5x10° 17.20
2.5x10° 25.00 2.5x10° 17.10
Degradacija pigmenta (%6), Degradacija pigmenta (%6),
Koncentracija nakon 60 min Koncentracija nakon 60 min
Chl, M Jacina zracenja, 15W/m? Chlin, M Jacina zracenja, 15 W/m?.
UVv-B
zradenje 5x10°® 75.81 5x10°® 31.59
8.5x10°® 70.04 8.5x10°° 31.23
2.5x10° 49.33 1x10° 31.10
Degradacija (%), nakon 100 Degradacija (%), nakon 100 min
min inkubacije inkubacije
Koncentracija | Koncentracija Koncentracija Koncentracija Koncentracija Koncentracija
Chl, M AAPH Chlin, M AAPH
1.6x10°M AAPH 1.6x10°M AAPH
' 3.2x10°M ' 3.2x10°M
AAPH
2.5x10°® 24.30 31.81 3x10°® / 62.62
8x10°® 28.36 37.93 5x10°® 60.06 60.49
1x107 34.99 51.09 1x10° 55.59 60.16
2.5x10° / 67.95 2.5x10° 45.12 51.45
Degradacija Degradacija
Koncentracija Chl, M (%), nakon 60 Koncentracija Chlin, M (%), nakon 60
min reakcije min reakcije
Fentonova 3x10° 12.50 3x10° 33.50
reakcija 5x10° 18.70 5x10° 42.00
6x10° 24.00 8x10°® 51.40
5x107° 45.00 1x10° 55.07
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4.4. OSOBINE | STABILNOST LIPOZOMNIH DISPERZIJA SA INKORPORISA-
NIM HLOROFILOM

4.4.1. Odredivanje veli¢ine lipozoma, homogenosti i stabilnosti lipozomnih disperzija

Na Slici 54 prikazan je raspored veli¢ine Cestica lipozoma u svezoj lipozomnoj

disperziji nakon pripreme, dok je na Slici 55 prikazan raspored veli¢ine Cestica lipozoma

nakon 9 meseci Cuvanja.

15

10

Itenzitet, %

0.1 1 10 1000 10000

Velicina, nm
Slika 54. Raspored veli¢ine Cestica lipozoma nakon pripreme lipozomne disperzije.
Prosecna vrednost veli¢ine kapi sveZih lipozomnih disperzija, dobijena nakon tri

uzastopna merenja iznosila je 110 nm (SI.54), a nakon stajanja 213 nm, §to ukazuje na efekat

agregacije lipozoma u krupnije Cestice usled stajanja lipozomne disperzije (SI.55).

10

ca

Intenzitet, %
-~

01 1 10
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Slika 55. Raspored veli¢ine Cestica lipozoma nakon 9 meseci Cuvanja lipozomne disperzije.
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Merenja su pokazala da SUV lipozomne disperzije spadaju u monodisperzne.
Poludisperzni indeks kod tek pripremljenih lipozoma iznosio je 0.11 (velika stabilnost), dok
je kod istih lipozoma nakon 9 meseci stajanja iznosio 0.34. Niske vrednosti indeksa
polidisperziteta potvrduju veliku homogenost uzoraka.

Vrednosti izmerenog Zeta potencijala (-41,1 mV) za sveze uzorke svrstavaju
lipozomne disperzije u stabilne, dok je kod diperzije cuvane 9 meseci (-24,9 mV), izmereni

Zeta potencijal potvrdio blagu aglomeraciju.

Metoda ekstrudiranja koja je primenjena za dobijanje lipozoma definisanih veli¢ina na

osnovu prikazanih merenja moze se smatrati efikasnom metodom.

4.4.2. Metoda normalizacije apsorpcionih spektara lipozomnih disperzija i provera

njene validnosti

Korekcija bazne linije je uradena kod svih snimljenih UV-VIS spektara lipozomnih
disperzija (sa i bez inkorporisanih hlorofila) zbog rasipanja svetlosti koje je karakteristika
nehomogenih, ili heterogenih sistema. Korekcija vrednosti apsorpcije je izvrsena primenom
jednacine (Dragusin et al. 2010; Moore, 1962):

(ABA)korigovana = (AB/I) izmerene — (AB325)izmerene X (325//1 )4 (19)

Bazna linija je zbog rasipanja svetlosti drugacija u sluéaju MLV, LUV i SUV
lipozoma 1 ta razlika je reda veli¢ine od 50-70 nm. Razlike u izgledu bazne linije takode
potvrduju i razlike u veli¢ini obrazovanih lipozoma u toku njihove pripreme (Barbinta-
Patrascu & Tugulea, 2005). Radi provere ispravnosti primenjenih korekcionih jednacina
izvrseno je ekstrahovanje sadrzaja iz lipozoma sa inkorporisanim hlorofilima. Ekstrakcija je
izvrSena sistemom organskih rastarac¢a (n- heksan/izopropanol) nakon razaranja lipozoma.
Razaranje lipozoma je postignuto izopropanolom dok je ekstrakcija hlorofila vrsena n-
heksanom. Spektri lipozoma sa inkorporisanim hlorofilima u slucaju SUV- & LUV-DPPC
lipozoma bez primenjene korekcije, nakon izvrSene korekcije i nakon ekstrakcije hlorofila
(spektar snimljen u odnosu na blank, tj. n-heksan), su prikazani na Slici 56-A i B,

respektivno.
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Slika 56. UV-VIS spektri SUV (A) i LUV (B) -DPPC lipozoma sa inkorporisanim hlorofilom

bez primenjene korekcije, nakon izvrSene korekcije i nakon ekstrakcije hlorofila iz lipozoma.

Na osnovu snimljenih UV-VIS spektara, uofena je neznatna razlika u intenzitetu

,»crvene trake” spektra (Qy - traka) snimljenog u n-heksanu i u lipozomnom medijumu nakon

izvrSene korekcije, (<10%), Sto datu korekcionu metodu opravdava u daljem koriscenju.
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4.4.3. Komparativna spektroskopska ispitivanja na sistemima lipozoma sa

inkorporisanim hlorofilom i njegovim derivatom hlorofilidom

Kako bi se utvrdila preciznija pozicija hlorofila u lipozomima, izvr$eno je medusobno
poredenje Chla i Chlida koji su inkorporisani u lipidni dvosloj dva razli¢ita tipa lipozoma,
SUV i MLV. Pri tom treba imati u vidu da ove frakcije pored Chla i Chlida sadrze i druge
Chl-derivate, ali u manjoj meri. Prisustvo ili odsustvo fitilnog repa koji je prisutan u strukturi
hlorofila (SI.1) predstavlja glavni strukturni faktor koji je odgovoran za ponaSanje dva
posmatrana pigmenta u lipozomima. Spekralne karakteristike i inteziteti posmatranih traka
(apsorpcionih i fluorescentnih), pokazuju varijacije u zavisnosti od tipa lipozoma i
inkorporisanih pigmenata, Chla i Chlida. Ovo ukazuje na uticaj razli¢itih lokacija
inkorporisanih pigmenata i njihovih sastavnih delova u lipozomima na njihovo spektralno

ponasanje.

Apsorpcioni VIS spektri Chla (A) i Chlida (B), inkorporisanih u DPPC lipozome
(MLV i SUV lipozome), prikazanisu na Slici 57.
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Slika 57. VIS apsorpcioni spektar Chla (A) i Chlida (B), ikorporisanog u DPPC lipozome
(pigment/lipid=1/100). Spektri su korigovani zbog rasipanja svetlosti upotrebom jednacine iz
poglavlja 4.4.2—j-na 19, a vrednosti apsorpcije su normalizovane prema maksimumu

apsorpcije ,,crvene trake”.

Sa Slike 57 moze se primetiti da je apsorpcioni maksimum Qy traka Chla i Chlida
inkorporisanih u SUV i MLV lipozome, pomeren batohromno u odnosu na maksimum Qy
trake u hloroformu (666-672 nm za Chla, tj. 666-671 nm za Chlida). Dato pomeranje u
spektrima pigmenata inkoropisanih u lipozome je verovatnije posledica promene okruzenja

pigmenata u kojem su porfirinska jezgra locirana izmedu polarnih glava lipida na povrsini
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lipid-voda, pre nego formiranja njihovih agregatnin formi. Koncentracija inkorporisanih
pigmenata je reda veli¢ine 10° M, pri kojoj su pigmenti prisutni u ,,monomernom” obliku, ne
samo u polarnim rastvara¢ima poput vode ve¢ i U nepolarnim, poput n-heksana (Zvezdanovi¢
et al. 2009). Apsorpcioni maksimum Qy trake hlorofila je batohromno pomeren u vodenom
medijumu ili visoko organizovanim strukturama poput pigment-proteinskin kompleksa
tilakoida gde hlorofili egzistiraju u vidu agregata — 679 nm (Santabarbara, 2006; Cherry et al.
1971). Tako se moze smatrati da je promena Apmax Vrednosti posledica inkorporacije
pigmenata unutar lipozoma (S1.57).

Fluorescentni spektri Chla i Chlida, inkorporisanih u MLV i SUV-DPPC lipozome su
prikazani na Slici 58. Fluorescencija Chla i Chlida u lipozomnim disperzijama je merena pri
istim uslovima. Maksimalna talasna duzina Soret-ove trake je koris¢ena kao ekscitaciona
talasna duzina za sve fluorescentne spektre. Chla i Chlida su upotrebljeni kao molekularni

senzori u svim fluorescentnim eksperimentima.
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w1 @ ——Chlausuy (G| —— Chlida u MLV
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Slika 58. Fluorescentni spektri Chla (A) i Chlida (B), inkorporisanih u MLV i SUV-DPPC

lipozome.

Pomeranje fluorescentnih maksimuma (Fmax) ka ,,crvenoj” oblasti spektra primeéeno
jenakon inkorporacije pigmenata u lipozome u poredenju sa spektrima koje dati pigmenti
imaju u rastvoru (u hloroformu pri koncentraciji 10°M). ,,Crveno pomerenje” kod
fluorescentih spektara moze biti objasnjeno time da same fluorofore (porfirinska ,,jezgra”
Chla i Chlida) ,,0osecaju” polarniju sredinu i time doprinose pomeranjima u spektru ka veéim
talasnim duzinama (Tugulea & Pascanu, 1996). Poznato je da je Chla u lipozomima prisutan i
na povrsini lipozomne strukture, sa vodenom fazom u blizini polarnih glava, kao i u
hidrofobnom lipidnom regionu sastavljenom od lipidnih lanaca, unutar koga je inkorporisan

fitilni lanac (Patrascuet al.2010). ,,Crveno pomeranje” u fluorescentnom spektru je izrazenije
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u slucaju Chlida, sto potvrduje da Chlida bolje ,,prepoznaje” polarni deo lipidnog dvosloja u

poredenju sa Chla koji penetrira dublje u lipidni dvosloj zahvaljuju¢i svom hidrofobnom

lipoidnom fitilnom lancu.

Fazni prelazi u Chla-SUV-DPPC i Chlida-SUV-DPPC lipozomima, su prikazani na

Slici 59, kao odnos fluorescentne anizotropije i fluorescencije prema temperaturi.
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Vrednosti fluorescentne anizotropije za Chla u lipozomima su snimane na Aem, = 678

nm, koriS¢enjem ekcitacionog zraka od 430 nm (Aexe, = 430 nm). Odgovarajuce vrednosti za

Chlida u lipozomima su: Aem. = 680 NM i Aexe. = 436 nm. Za svako pojedinacno merenje je

raCunat G-faktor (odnos izmedu senzitivnosti detekcionog sistema za horizontalnu i

vertikalnu polarizovanu svetlost).
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Slika 60. Uporedni prikaz zavisnosti fruorescentne anizotropije u odnosu na promenu

temperature za Chla/Chlida SUV lipozome.
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Uporedni prikaz vrednosti fruorescentne anizotropije u zavisnosti od promene
temperature za Chla-SUV lipozome i Chlida-SUV lipozome, prikazan je na Slici 60. Hlorofil
a koji je inkorporisan u lipozome pokazuje manji stepen fluorescentne anizotropije u
poredenju sa izmerenim podacima dobijenim za Chlida (S1.60). Ova c¢injenica ukazuje na to
da Chla bolje ,,0seca” fleksibilno mikrookruzenje unutar lipidnog dvosloja lipozoma preko
inkorporisanog fitilnog lanca. Sa druge strane, Chlida koji je pretezno lociran u blizini

olarnih glava lipozoma, ,,0se¢a” rigidnije okruzenje.
2

Varijacije fluorescentne anizotropije pigmenata inkorporisanin u DPPC dvoslojeve
lipozoma mogu se podeliti u tri regiona ili oblasti:

> region sa viSim vrednostima fluorescentne anizotropije pri tempraturama nizim od
28°C. Na datim temperaturama ispod navedene su DPPC lipidni dvoslojevi prisutni u
gel-fazi koja je kompaktnija i rigidnija.

<> region sa opadaju¢im vrednostima fluorescentne anizotropije u temperaturnom
intervalu izmedu 28-40°C, gde pigmenti ,,0secaju” obe lipidne faze, gel fazu i fazu
teCnog kristala. PonaSanje u oba slucaja tezi ka kooperativnosti u tranziciji iz jedne
faze u drugu.

X2 region sa manjim vrednostima fluorescentne anizotropije, pocev od temperature veée
od 41°C. Temperatura faznog prelaza DPPC lipida je u intervalu od 41-42°C
(Hoshina, 1981).

Slika 59 takode pokazuje sli¢nu zavisnost fluorescencije od temperature u slucaju oba
pigmenta. Porast fluorescencije pigmenata u temperaturnom opsegu 28-41°C, moze se
objasniti smanjenjem fluorescentnog ,,gasenja” (quenching-a): fluorofore, tj. pigmenti mogu
mnogo lakSe promeniti njihov poloZaj ukoliko su u fleksibilnoj sredini, a posledica toga je
smanjenje efikasnosti ,,gasenja” fluorescencije. Koncentracija pigmenata nije dovoljno visoka
kako bi se mogao objasniti uticaj koncentracije na proces ,,gasenja” fluorescencije, ali rigidna
okolina moze uticati na transfer energije izmedu molekula Chla, tj. molekula Chlida. Slab
porast fluorescencije nakon temperature faznog prelaza lipida (41-42°C), oznacava novu

uredenost pigmenata usled pojave nove faze u lipidnom dvosloju.

Efekat kvercetina

Fluorescencija Chla u lipozomnim sistemima je merena i u prisustvu kvercetina u

koncentracionom opsegu 0-100 umol (SI.61). Kvercetin, QCT, predstavnik klase flavonoida
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(3,3',4',5,7-pentrahidroksiflavon) je dobro poznat po svojim antioksidativnim aktivnostima
(Cvetkovic & Markovic, 2011), ali je za svrhu ovih ispitivanja izabran zbog svoje
sposobnosti quenching-a fluorescentne emisije hlorofila. Poznato je da se molekul flavonoida
locira, bilo u hidrofobnoj sredini ili u polarnom regionu lipidnog dvosloja, u zavisnosti od
vodoni¢ne veze hidroksilnih grupa. Podaci o fluorescenciji, anizotropiji i dinamici procesa
quenching-a daju dublji uvid o lokalizaci QCT u lipidim membranama, kao i stepenu
rigidnosti / fluidnosti njegovog okruzenja. Generalno, dodatak QCT dovodi do quenching-
efekta pigmentne fluorescencije. U oba slucaja je Stern-Volmer-ov grafik potvrdivao

linearnost.

Efekat quenching-a kvercetina (QCT), na fluorescenciju Chla ili Chlida se odvija

prema Stern-Volmer-ovoj jednacini (Lakowicz et al. 1983):
Dy/® = I/l = 1 +Kq 0[Q] = 1 + Ksv[Q] (20)
Gde su:

-lo, vrednost intenziteta fluorescencije u odstustvu quencher-a,

-1, vrednost intenziteta fluorescencije u prisustvu quencher-a,

-Ksv = Kqto, Stern-Volmer-ova konstanta;

-7, vreme zivota (trajanja) fluorescencije u odsustvu quencher-a (QCT);
-[Q], koncentracija quencher-a (QCT);

-Kq, bimolekularna quenching konstanta.
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Slika 61. Stern-Volmer-ovi grafici za Chla (A) i Chlida (B), inkorporisane u SUV lipozome.
Fluorescentni spektri hlorofila i hlorofilida u funkciji koncentracije QCT kao quencher-a

prikazani su u inkrementu slike.
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Linernost Stern-Volmer-ovog grafika pokazuje da su sve fluorofore podjednako
dostupne kvercetinu kao quencher-u. Ukoliko su prisutne dve razli¢ite fluorofore i jedna nije

dostupna quencher-u, Stern Volmer-ovi grafici bi odstupali od linearnosti prema Xx-0si.

Izdracunate vrednosti Stern-Volmer-ovih konstanti, prikazane su u Tabeli 10. Ukoliko
uzmemo u obzir vrednost od 5.7 ns za 1, (Sterpone et al. 2009), izraunate vrednosti

bimolekularnih quenching-konstanti su:

Tabela 10. Vrednosti Stern-Volmer-ovih konstanti za Chla i Chlida u SUV lipozomima.

Ksy 3.77x10° M? 9.64x10° M*
Kq (Ksv/To) 6.61x10" M™s™ 1.69x10" M7s™*

Obe proracunate vrednosti quenching konstanti su veée za Chlida u poredenju sa
Chla. Obe Ky su istog reda veli¢ine kao §to je literaturom navedeno za porfirine koji su u
vodenim rastvorima: Ky = (2.3-2.6)x10™* Ms™ (Ricchelli, 1991). Ova ¢injenica govori o
tome da su pigmenti, dostupni quencher-u (tj. kvercetinu), lokalizovani u spolja$njem regionu
lipidnih dvoslojeva. Promene u apsorpcionim i fluorescentnim spektrima Chla ili Chlida nisu

primecene u lipozomima u odnosu na koncentraciju QCT.

104 = Chlidau SUV DPPC

® Chlau SUV DPPC
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Slika 62. Komparativni prikaz Stern-Volmer-ovih grafika za Chla i Chlida, inkorporisane u

SUV lipozome.

Uporedni prikaz Stern-Volmer-ovih grafika za Chla i Chlida, u SUV lipozomima je dat
na Slici 62.
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Slika 63. Zavisnost fluorescentne anizotropije u Chla/Chlida-SUV lipozomima od

koncentracije kvercetina.

Dodatak QCT u oba tipa lipozomnih sistema (SUV-DPPC sa Chla ili Chlida) rezultira

porastom fluorescentne anizotropije u koncetracionom rasponu 0-50 uM. Vrednost od ~50

uM na neki nacin predstavlja kritiénu koncentraciju QCT za lipidne dvoslojeve u lipozomnim

sistemima (Dragusin et al. 2010).

Na osnovu svih rezultata dobijenih za sisteme lipozoma sa Chla, moze se predvideti i

sematski ilustrovati pozicija Chla i kvercetina u lipozomima (Sema 1).
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Sema 1: Inkorporacija Chla i kvercetina u lipidni dvosloj membrana lipozoma.
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44.4. Ispitivanje uticaja strukture lipida na mikrookruZenje inkorporisanog

hlorofila/hlorofilida

U cilju ispitivanja moguceg uticaja mikrookruzenja lipozoma, koje prvenstveno zavisi
od hemijskog sastava lipida tj. masnokiselinskih grana lipida (ANEX), pracene su promene u
spektralnim karakteristikama (apsorpcija i fluorescencija) inkorporisanih Chla i Chlida u
SUV lipozomima razli¢itog hemijskog sastava. Odabrana dva strukturno razlicita lipida jesu
zasi¢eni DMPC lipid i PC smesa lipida koja u svom sastavu sadrzi pored zasicenih i

nezasicene lipide.

Apsorpcioni VIS spektri SUV lipozoma napravljenih od DMPC i PC smese lipida sa
inkorporisanim Chla odnosno Chlida prikazani su na Slici 64-A i B, respektivno. Na osnovu
apsorpcionih i fluorecentnih spektara DPPC lipozoma sa inkorporisanim Chla i Chlida
(Milenkovic et al. 2013), dokazana je lokalizacija porfirinskog jezgra pigmenata na povr$ini
lipid-voda u blizini polarnih glava. Ovakav zaklju¢ak je potvrden i u slucaju lipozoma
napravljenih od DMPC i PC smese lipida za oba pigmentna jedinjenja, s obzirom na to da je
pomerenje od 4 1 5 nm u odnosu na spektar pigmenata u hloroformu zapazeno u oba slucaja

(S1.64, Tabela 11).

[——ChlauDMPC | ——Chlida u DMPC
——Chlau PC —— Chlidau PC
| —— Chlida u hloroformu;

(A)

—— Chla u hloroformu (B)

0.9

0.6

Apsorbancija, normalizovana
Apsorbancija, normalizovana

0.3+

0.0

0.0

T T T T T T T N T o T T T T T
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Slika 64. VIS apsorpcioni spektar Chla (A) i Chlida (B), inkorporisanih u DMPC i PC
lipozome (pigment/lipid=1/100). Spektri su korigovani zbog rasipanja svetlosti upotrebom
jednacine iz poglavlja 4.4.2., j-na 19, a vrednosti apsorbancije su normalizovane prema

maksimumu apsorpcije ,,crvene trake”.

Inkorporacija Chla i Chlida u DMPC i PC lipozome nije dala znacajnije razlike u
odnosu na one dobijene za DPPC lipozome. Promene u hemijskom sastavu lipida nisu uticale

na promenu Anax Vrednosti za oba pigmenta Chla i Chlida (670 nm i 671 nm — SI1.64-A i B,
117



REZULTATI

respektivno). Ocito je da je promena molekularnog okruzenja od neorganizovanog rastvora
do organizovanih struktura lipozoma imala veéi uticaj u odnosu na promene u hemijskom
sastavu lipida. Drugim refima, promene fizickog stanja unutrasnjosti lipozoma, odnosno
razlike u fluidnosti uslovljene prisustvom zasi¢cenog DMPC ili delom nezasicene PC lipidne

smese, Nisu uticale na promene u vrednostima Amax 0ba inkorporisana pigmenta.

Fluorescentni spektri Chla i Chlida, inkorporisanih u SUV lipozome napravljene od
DMPC i PC smese prikazani su na Slici 65. Moze se uociti mali, ali ipak znacajan pomeraj
Fmax vrednosti u sluc¢aju oba tipa lipozoma — DMPC i PC — dok su intenziteti traka ostali
gotovo isti (678 / 680 nm za Chla u DMPC i PC — SI.65-A; 680/681 nm za Chlida u DMPC i
PC - SI1.65-B).
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Slika 65. Fluorescencija Chla (A) i Chlida (B), inkorporisanih u SUV-DMPC i -PC

lipozomima.

Objasnjenje za ovakvo ponaSanje je izmedu ostalog 1 u razlikama hemijskih struktura
dva inkorporisana pigmenta. Dok su oba porfirinska prstena locirana na povrsini lipid-voda u
blizini polarnih glava lipida, fitilni lanac Chla je lociran u hidrofobnom regionu lipidnih
lanaca $to Cini bitnu razliku u poredenju sa Chlida koji je lociran jedino u polarnom regionu
lipidnog sloja. Hlorofil a preko svog fitilnog lanca bolje ,,0se¢a” promene u unutrasnjosti
lipidnog dvosloja lipozoma, a posebno one uslovljene razlikama u hemijskoj strukturi lipida,
u odnosu na Chlida, koji nema taj ,,senzor”. S druge strane iako je uticaj molekularnog
okruzenja potvrden, promena hemijske strukture lipida utiCe na izvesne promene koje nisu
tako izraZene. Za razliku od apsorpcionih merenja, jasni pomeraj Fnax vrednosti je zabeleZen
kod oba inkorporisana pigmenta: u slucaju Chla, 678 nm u DMPC i 680 nm u PC-
lipozomima; u slucaju Chlida, 680 nm u DMPC-i 681 nm u PC-lipozomima (SI.65-A i B,
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Tabela 11). Postavlja se pitanje da li je ovo pomeranje Fnax posledica promene hemijske

strukture lipida.

Tabela 11. Vrednosti apsorpcionih i fluorescentnih maksimuma Chla i Chlida u lipozomima.

Lipid ABS (Amax) - ()
Chla Chlida Chla Chlida
DMPC 670 nm 671 nm 678 nm 680 nm
PC 670 nm 671 nm 680 nm 681 nm

Generalno je poznato da veéi procenat nezasic¢enih lipida uti¢e na bolju fluidnost
lipidnog dvosloja, drugim re¢ima, promena hemijskog sastava lipida menja fizi¢ko stanje
lipidne okoline (Borstet al.2000; Rawicz et al. 2000). U slu¢aju smeSe zasic¢enih i nezasi¢enih
lipida, kao S§to je to slucaj sa smeSom PC lipida, situacija je komplikovanija: lipidi u tom
slu¢aju mogu biti organizovani u domene na bazi moguénosti asocijacije (analogno
domenima prisutnim u pojedinim delijskim membranama sfingofosfolipida i holesterola-
(Lingwood & Simons, 2009; London, 2002). Ovo onda moze uticati i na samu distribuciju
pigmenata inkorporisanih u lipozome datih lipida. Na primer, u slu¢aju karotenoida (dobro
poznatih antioksidanata i fotosintetskih pigmenata), polarni ksantofili su parcijalno iskljuc¢eni
iz pomenutih domena sastavljenih od zasi¢enih lipida, a uklju¢eni u domene sastavljene od
nezasicenih lipida (Wisniewska & Subczynski, 2006 a&b), dok je s druge strane nepolarni f-
karoten distribuiran uniformno medu domenima (Subczynski & Widomska, 2010). Tako i u
sluc¢aju razli¢ite strukture zasicenog DMPC u poredenju sa PC smeSom kod koje pored
zasi¢enih znatan udeo imaju 1 nezasiceni lipidi, pigmenti mogu biti selektivno rasporedeni u
domenima PC-lipozoma (za razliku od DMPC-lipozoma).

Fluorescencija Chla i Chlida je pra¢ena u DMPC- i PC-lipozomima u prisustvu QCT
u koncentracionom opsegu 0-100 uM (SI.66-A i B) na 30°C, kada su oba lipida u te¢noj fazi.
Generalno, dodatak QCT dovodi do ,,quenching”-a pigmentne fluorescencije (Lakowicz,
1983). Kao sto se moze videti na SI.66, u slu¢aju oba pigmenta zabelezena je linearnost Stern-
Volmer-ovog grafika. Linearnost Stern-Volmer-ovog grafika ukazuje na to da su obe fluorofore

(pigmenti) podjednako dostupne quencher-u, tj. kvercetinu.

119


http://pubs.acs.org/action/doSearch?action=search&author=Lakowicz%2C+Joseph+R.&qsSearchArea=author

REZULTATI

= ChlauPC+QCT

0.8+

Iof!

0.6

04

024

0.0+

= Chlidgu PC +QCT
e Chllidau DMPC + QCT

5
]| e chlzubmpPc +oCT 30.C
1.2 (A_)I /'
1.04 e
K, PC = 0.01061 P
1 e e
s / 7
05 K_, DMPC = 0.00819 A
= p
=) A e
064 Py
,i/ //»‘
] e
0.4 o
] o
024 [T
004 &
. : , : : . :
0 20 40 80 80 100 120

Koncentracija QCT, uM

-02

Koncentracija QCT, uM

K,PC= 0.0115 7
K ,DMPC=0.0084 % e
/‘/ ///
el
e )./
/,,l/ -
» e
e
~
o
"/47
L]
. . ; . . .
o 20 40 60 80 100 120

Slika 66. Stern-Volmer-ovi grafici Chla (A) i Chlida (B) inkorporisanih u SUV-DMPC i -PC

lipozomima.

Izracunate vrednosti Stern-Volmer-ovih konstanti su prikazane u Tabeli 12. Ukoliko

uzmemo u obzir vrednost od 5.7 ns za 1o (Sterponeet al. 2009), izracunate vrednosti

bimolekularnih quenching-konstanti su:

Tabela 12.Vrednosti Stern-Volmer-ovih konstanti za Chla i Chlida inkorporisane u lipozome.

SUV-
30°C

PC

SUV- DMPC

Chla

Chlida

Chla

Chlida

Ksv 10.61 X 10°M*

11.5 % 10° Mm*

8.19 x 10° M*

8.40 x 10° M*

Kq (Ksv/to) | 2.16 X 10" Msec™*

2.35 x 10" M%sec?

1.67 X 10" Msec?

1.71 X 10¥Msec?

Konstante quenching-a, tj. ,,0asenja” fluorescencije su za nijansu vece za Chlida.

Konstante Ky su najve¢e u PC smesi lipozoma, u odnosu na DMPC 1 DPPC lipozome

(Milenkovic et al. 2013). Ovakav efekat moze biti posledica vece penetracije pigmenata ali i

kvercetina u dvosloj lipozoma. Ovaj efekat je takode izraZeniji kod DPPC lipozoma sa

inkorporisanim pigmentima u odnosu na DMPC (Milenkovic et al. 2013) $to moze biti

posledica razli¢ite duzine lanca lipida; lanci DPPC-lipida su duzi u odnosu na DMPC-lipide

Sto utiCe 1 na drugaciju zakrivljenost sfere lipozoma. Ostaje nedoumica da li se proces

quenching-a odvija na spoljasnjoj povrsini dvosloja, ili se energetski transfer moze delimi¢no

dogoditi i u samom dvosloju lipozoma, Sto zavisi od fluidnosti dvosloja koja je najveca kod

lipozoma PC-lipidne smese.
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4.5. Ispitivanje vremenske stabilnosti hlorofila u lipozomima apsorpcionom VIS

spektroskopijom

Na Slici 67 su prikazani apsorpcioni spektri Chl-frakcije inkorporisane u SUV-DPPC
lipozome, snimani u periodu od 9 meseci, Sto reflektuje vremensku stabilnost datih uzoraka.
U toku tog perioda zabelezen je manji procenat degradacije hlorofila u odnosu na degradaciju
hlorofila u vodenoj sredini (SI.28). Na osnovu vrednosti apsorpcionih maksimuma ,,plave” i
,crvene” trake spektra nije uocen efekat ,,asocijativnog” ponasanja hlorofila pri koncentraciji
od 5x10°M. Pojava agregata u sistemima lipozoma detektovana je pri ve¢im koncentracijama
Chla, tj. pri manjem odnosu lipida prema hlorofilu (Hoshina, 1981). U ovom sluc¢aju Chl-
molekuli se blize orijentiSu jedni prema drugima stvarajuci agregate, $to se primeéuje kroz
formiranje trake u oblasti od 684-686 nm (Lee, 1975; Murata & Sato, 1978). Stvaranje
agregata Chla u vidu dihidrata, karatkteristicnim za vodene sisteme, takode nije detektovano
u Triton-X micelarnim sistemima, onda kada je koncentracija triton-X-a prelazila kriti¢nu

micelarnu koncentraciju — CMC koncentraciju (Chibisov et al. 2003).
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Slika 67. Degradacija hlorofila inkorporisanog u SUV-lipozome u periodu od 9 meseci sa

odgovarajuc¢im apsorpcionim spektrima prikazanim u inkrementu slike.

»Zastitni efekat” koji lipozomi pruzaju inkorporisanim bioaktivnim jedinjenjima
poput hlorofila (Tollin, 1991) primecen je 1 u ovoj studiji, Cime je dokazana veca stabilnost
Chla (manji stepen degradacije) kada je inkorporisan u lipozome, u odnosu na vodeni
medijum. Ova konstatacija je pogotovo od znacaja za kozmeticko-farmaceutske preparate sa
hlorofilom kao bioaktivnim sastojkom, u kojima stabilnost hlorofila kao i njegovih derivata,
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treba biti oCuvana tokom duzeg vremenskog perioda. Degradacija hlorofila koja se tokom
vremena deSava manifestuje se prvenstveno hipohromnim opadanjem Qy trake, kao i

smanjenjem odnosa apsorbancija na 437 1 419 nm u ,,plavom” delu spektra.
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4.6. ANALIZA DEJSTVA OKSIDACIONIH STRESOVA NA HLOROFIL
INKORPORISAN U LIPOZOME

U cilju procene nekih moguc¢ih mehanizama ukljucenih u dati oksidacioni stres, pored
ve¢ predstavljenih metoda, radeni su tzv. peroksidni testovi: test konjugovanih diena i TBA-
MDA test. Oba testa zasnivaju se na kvantitativnoj detekciji stvorenih lipidnih peroksida

(tokom datog oksidacionog stresa).

4.6.1. Analiza apsorpcionih spektara hlorofila inkorporisanog u lipozome nakon UV-B

oksidacionog stresa

Na Slikama 68-A i 69-A prikazane su promene apsorpcionih spektara Chl-frakcije
inkorporisane u SUV-DPPC lipozome i SUV-PL-90 lipozome, respektivno, prilikom

kontinualnog UV-B (300 nm) ozra¢ivanja u toku razli¢itih, rastu¢ih vremenskih perioda.

Vreme UV-B ozracivanja \ Chlainkorporisan u SUV DPPC lipozome \
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Slika 68. Apsorpcioni spektri SUV lipozoma dobijenih od DPPC fosfolipida sa
inkorporisanim hlorofilima pri razli¢itim vremenima UV-B ozrafivanja (A), i degradacija
hlorofila u SUV-DPPC lipozomima u odnosu na vreme UV-B ozracivanja (B). Lipozomi
odgovarajuce veli¢ine su dobijeni metodom tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija
lipida bila je 510 M. Koncentracija hlorofila u kona¢noj zapremini lipozomne disperzije
bila je 5x10° M.

Procenat bleaching-a, tj.degradacije hlorofila inkorporisanog u lipozome racunat je,
kao i kod ocene bleaching-a u vodenom medijumu, upotrebom maksimuma apsorpcije Qy-
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B Chlinkorporisan u PL 90 SUV lipozome
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Slika 69. Apsorpcioni spektri SUV lipozoma dobijenih od PL-90 fosfolipida sa
inkorporisanim hlorofilima pri razli¢itim vremenima UV-B ozracivanja (A), i rast procenta
degradacije hlorofila u SUV-PL-90 lipozomima u odnosu na vreme UV-B ozracivanja (B).
Lipozomi su dobijeni metodom tankog filma (ekstrudiranjem). Koncentracija lipida bila je
5x10™* M. Koncentracija hlorofila u kona¢noj zapremini lipozomne disperzije bila je 5x10°®
M.

Procenat degradacije je predstavljen u funkciji vremena ozradivanja (tir) pri
konstantnim vrednostima koncentracije hlorofila inkorporisanog u lipozome kao i pri
konstantnoj koncentraciji lipida. Grafici degradacije hlorofila u SUV-DPPC i SUV-PL-90
lipozomima, prikazani su na Slikama 68-B i 69-B, respektivno.Na osnovu Slike 68-A moze
se zapaziti da je degradacija hlorofila dejstvom UV-B zracenja veéa u lipozomima nego u
vodenom medijumu (SI.50-A) za istu koncentraciju pigmenta. Prilikom ispitivanja
degradacije inkorporisanog hlorofila u LUV-DPPC lipozome (veli¢ine 400 nm), pri istim
uslovima stresa, dobijeni su sli¢ni rezultati (bez prikaza), pri ¢emu se moze konstatovati da
promena u veli¢ini lipozoma od 100 na 400 nm nije bitno uticala na degradaciju hlorofila
izazvanu UV-B zracenjem, $to indirekto moze ukazivati na slicnu lokaciju hlorofila u
lipozomim vezikulama. Sa Slika 68-A i 69-A, mogu se uoditi promene u izgledu ,,plave
trake” spektara, konkretno, odnosa apsorbancija na vrednostima 437/417 nm, koji je primetno
manji u sluc¢aju PL-90 lipozoma sa inkorporisanim hlorofilima (S1.69-A), sto bi ukazivalo da
je proces oksidacije smeSe lipida tj. nezasi¢enih lipida mozda trajao i tokom pripreme
lipozomne disperzije; ovaj efekat je manje primetan kod ,,zasi¢enih lipozoma”, pripremljenih
od DPPC lipida (S1.68-A).

U cilju poredenja stabilnosti inkorporisanih hlorofila u lipozome, odabrani su razliciti

lipidi, DPPC/PL-90, ¢ija je osnovna razlika u stukturi tj. prisustvu/odsustvu dvostrukih veza.
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Veci broj dvostrukih veza prisutnih u PL-90 fosfolipidima povec¢ava moguénost oksidacije
inkorporisanog hlorofila (Tabela 13); ve¢a degradacija u PL-90 lipozomima u poredenju sa

DPPC lipozomima je u skladu sa o¢ekivanim.

Tabela 13. Degradacija hlorofila u lipozomima i vodenom medijumu nakon UV-B

oksidacionog stresa.

VVodeni medijum 31.58
SUV-DPPC lipozomi 76.00
SUV-PL-90 lipozomi 89.18

Testom konjugovanih diena utvrdena je produkcija lipidnih peroksida u DPPC i PL-
90 lipozomima sa inkorporisanim hlorofilima pri istim uslovima UV-B ozra¢ivanja: promena
apsorbancije na 234 nm u funkciji vremena UV-B ozracivanja (SI.70). Talasna duzina od 234
nm predstavlja maksimum apsorpcije stvorenih lipidnih peroksida. Apsorbancija na 234 nm
korigovana je primenom jednacine koja vazi za lipozomne sisteme SUV dimenzija (Bittner et
al. 2002):

(A234 nm)korigovana = (A234 nm)merena - (A325nm)merena x 3.72 (21)
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Slika 70. Produkcija lipidnih peroksida u SUV-DPPC lipozomima (A) i SUV-PL-90
lipozomima (B) sa inkorporisanim hlorofilima tokom kontinualnog UV-B ozracivanja.
Apsorbancija se prati na 234 nm (maksimum apsorpcije stvorenih peroksida) nakon korekcije

apsorpcionih spektara.
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Sa Slike 70-A i B moze se zapaziti da se vrednost apsorbancije na 234 nm povecava
sa povecanjem vremena izlaganja UV-B zracenju i da je ta vrednost posle 25 min zra¢enja
mnogo vec¢a kod PL-90-Chl-lipozoma nego kod DPPC-Chl-lipozoma. Vrlo je verovatno da su
razlog tome prisutne dvostruke veze u prvom slucaju koje zbog strukturnih razloga favorizuju

produkciju slobodnih radikala (Bittner et al. 2002).

Na Slici 71 su prikazani rezultati TBA-MDA testa, odnosno promena apsorbancije
,kontrole” i uzorka na 532 nm, koja poti¢e od nastalog TBA-MDA kompleksa. Iniciranje
lipidne peroksidacije je vrSeno kontinualnim UV-B ozra¢ivanjem SUV-DPPC i SUV-PL-90
lipozoma, u trajanju od 60 minuta. Za odvijanje lipidne peroksidacije su bitni dugi
ugljovodoni¢ni lanci u molekulima lipida, dok su njihove polarne ,glave” potpuno
irelevantne. S obzirom na to da UV-B zracenje deluje kako na Chl-molekule, tako i na lipide,
uporedo je merena apsorbancija na 532 nm za lipozome sa hlorofilima koji nisu izlagani
zraCenju (kontrola) i one koji su UV-B ozracivani (uzorak). Na taj nacin je izvrSena procena
stabilnosti hlorofila isklju¢ivo na izabrani oksidacioni stres (UV-B ozracivanje), bez obzira
na lipidnu (per)oksidaciju koja se moze odvijati i u toku same pripreme lipozomnih disperzija

sa Chl-om autooksidativnim putem.

0,006

0,004

0,002

tirr.= 60 min.

Slika 71. Razlika apsorbancije ,,kontrole” i ,,uzorka” na 532 nm, dobijene TBA-MDA-testom
za Chla-SUV-lipozome pripremljene od DPPC-(levo) i PL-90-(desno) lipida. Iniciranje

lipidne peroksidacije je vrseno (UV-B) ozra¢ivanjem uzoraka u periodu od 60 min.

Velika koli¢ina ROS vrsta koje se usled kontinualnog UV-B-ozra¢ivanja formira u

lipozomima (ukljucujuéi i lipidne radikale) u neospornoj je vezi sa povecanjem procenta Chl-
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degradacije. Degradacija hlorofila u ,,zasi¢enim lipozomima” (DPPC) je manja u poredenju
sa lipozomima izradenim od PL-90 lipida koji u sastavu sadrzi i nezasi¢ene lipide (SI.68 i 69,
respektivno); u ovom drugom sluéaju manji je i prinos nastalog TBA-MDA kompleksa
(S1.71).

Promena u koli¢ini nastalog TBA-MDA kompleksa direktna je posledica promene u
strukturi lipida koriS¢enog za izradu lipozoma. Dokazano je da povecanje broja dvostrukih
veza u masnokiselinskim lancima lipida dovodi do proporcionalnog povecanja lipidnih
radikala kada se za njihovo formiranje Koristi izabrani fotosenzibilizator; ovo pravilo, u
prisustvu benzofenona kao fotosenzibilizatora, vazi u rastvorima (Markovic & Patterson,
1989; Markovic et al. 1990) ali i u micelama (Markovic et al.1990; Markovic & Patterson
1993). Mada se u eksperimentima sa UV-B ozracivanim hlorofilima u lipozomima ne Koristi
nikakav fotosenzibilizator, pa je iniciranje peroksidacionog mehanizma (kroz formiranje
lipidnih radikala) manje selektivno i efikasno, odluc¢ujuci doprinos dvostrukih veza (u slucaju
PL-90 lipidne smese) svakako ostaje.

TBA-MDA test kao i test konjugovanih diena direktan su dokaz o oksidaciji koja se
odvijala u ispitivanim uzorcima. Ukoliko uzmemo u obzir sve dobijene rezultate, zastitini
efekat koji je ocekivan od strane lipida prema inkorporisanom Chl-u, u pogledu
fotooksidacionog stresa izazvanog UV-B zracenjem, nije primeéen. Nasuprot ovoj tvrdnji,

Chl inkorporisan u lipozome pokazuje mnogo ve¢i stepen degradacije.
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4.6.2. Analiza apsorpcionih spektara hlorofila inkorporisanog u lipozome nakon

izlaganja vidljivoj svetlosti

Na Slikama 72-A i 73-A su prikazane promene apsorpcionih spektara Chl-frakcije
inkorporisane u SUV-DPPC i SUV-PL-90lipozome, respektivno, prilikom kontinualnog
dejstva vidljive svetlosti, u periodu od 0-200 min. Analogno dobijenim rezultatima racunat je
procenat degradacije Chl inkorporisanog u SUV-DPPC i SUV-PL-90 lipozome, pri razli¢itim

vremenima izlaganja zracenju (SI.72-B i 73-B, respektivno).
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Slika 72. Apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanih u SUV-lipozome dobijenih od DPPC-
fosfolipida za razli¢ita vremena ozracivanja VIS svetloS¢u (A), Chl-degradacija u SUV-
DPPC- lipozomima u odnosu na vreme dejstva VIS svetlosti (B). Lipozomi odgovarajuce
veli¢ine su dobijeni metodom tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija lipida bila je 5x10™

M. Koncentracija hlorofila u kona¢noj zapremini lipozomne disperzije bila je 5x10° M.

Analogno dobijenim rezultatima nakon izlaganja lipozomnih disperzija (sa
inkorporisanim hlorofilima) UV-B zracenju, dobijeni grafici degradacije hlorofila dejstvom
vidljive svetlosti u DPPC-lipozomima pokazuju veée vrednosti u lipozomima nego u
vodenom medijumu, za istu koncentraciju hlorofila. Za hlorofile inkorporisane u LUV-
DPPC-lipozome (veli¢ine 400 nm) - pri istim uslovima stresa - dobijeni su sli¢ni rezultati
(bez prikaza), Sto je identicno zapazanjima prilikom ispitivanja stabilnosti na UV-B

oksidacioni stres.
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Slika73. Apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanih u SUV lipozome dobijenih od PL-90
smese fosfolipida pri razli¢itim vremenima ozracivanja VIS svetloséu (A), degradacija Chl u
SUV-PL-90 lipozomima u odnosu na vreme VIS zracenja (B). Lipozomi odgovarajuce
veli¢ine su dobijeni metodom tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija lipida bila je 5x10™

M. Koncentracija hlorofila u kona¢noj zapremini lipozomne disperzije bila je 5x10° M.

Takode se sa Slika 72-A i 73-A mogu uvideti promene u vrednostima odnosa
apsorbancija na 437 i 419 nm ,plave trake” spektra, Sto ukazuje na moguce odvijanje
degradacije u samom postupku izrade PL-90 lipozoma. S obzirom na dobijene rezultate moze
se zakljuciti da mehanizam degradacije hlorofila u lipozomima dejstvom vidljive svetlosti
moze biti slican mehanizmu degradacije dejstvom UV-B zracenja na ispitivane uzorke. U
Tabeli 14 date su vrednosti degradacije hlorofila u SUV-DPPC i SUV-PL-90 lipozomima,

kao i u vodenom medijumu, pri istim vrednostima koncentracije pigmenta.

Tabela 14. Degradacija hlorofila u lipozomima i vodenom medijumu nakon oksidacionog

stresa izazvanog dejstvom vidljive svetlosti.

VIS ozracdivanje, Ceni=5x10°M, ti;r = 200min

Degradacija hlorofila, %

Vodeni medijum 32.00
SUV-DPPClipozomi 70.90
SUV-PL-90 lipozomi 79.16

Na Slici 74 su prikazani rezultati testa konjugovanih diena tj. produkcije lipidnih

peroksida u SUV-DPPC i SUV-PL-90 lipozomima sa inkorporisanim hlorofilima pri istim

uslovima ozra¢ivanja vidljivom svetlo§éu [Azzs nm= f (vreme ozracivanja)].
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Slika 74. Produkcija lipidnih peroksida u SUV-DPPC (A) i SUV-PL-90 lipozomima (B) sa
inkorporisanim hlorofilima nakon dejstva vidljive svetlosti. Apsorbancija se prati na 234 nm

(maksimum apsorpcije stvorenih peroksida), nakon korekcije apsorpcionih spektara.

Na Slici 75 je dat uporedni prikaz rezultata TBA-MDA testa tj. razlike apsorbancije
,kontrole” i uzorka na 532 nm koja je posledica oksidacionog stresa dejstvom vidljive
svetosti. Uzorak lipozoma sa hlorofilima koji nisu izlagani zracenju predstavlja ,.kontrolu”,

dok onaj koji je izlagan vidljivoj svetlosti predstavlja uzorak.

tirr.= 200 min.

Slika 75. Promene apsorbancije ,,kontrole” i uzorka (na 532 nm) dobijene TBA-MDA testom
za hlorofile inkorporisane unutar SUV-DPPC i SUV-PL-90 lipozoma. Iniciranje lipidne

peroksidacije je vrSeno dejstvom vidljive svetlosti na uzorke, u trajanju od 200 min.

Rezultati peroksidnih testova nakon VIS ozrac¢ivanja hlorofila inkorporisanih u SUV-
DPPC i SUV-PL-90 lipozome, jako su sli¢ni onima dobijenim nakon oksidativnog stresa

izazvanim UV-B ozracivanjem. Kao i kod UV-B ozra¢ivanih hlorofila, moze se videti da je
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kod VIS ozrac¢ivanih PL-90 lipozoma peroksidacija veca, i da je i degradacija hlorofila veca,
u odnosu na hlorofile inkorporisane u DPPC-lipozome (SI.72-73, Tabelal4). Nakon 200
minuta ozraCivanja vidljivom svetloS¢u postignut je priblizno isti procenat degradacije

hlorofila u lipozomima koji je dobijen nakon 25 minuta UV-B ozracivanja.

Lipozomi veli¢ine 5-25 pum, pripremljeni bez inkorporisanih hlorofila, snimani su
nakon izlaganja svetlosti talasne duzine od 400-440 nm, nakon ¢ega nisu uocene promene u
izgledu samih lipozoma tj. njihovoj morfologiji (Liang et al. 2012). Nakon inkorporisanja
hlorofila doslo je do promene u morfologiji lipozoma, $to se objasnjava delovanjem nastalih
hidroperoksida, pri ¢emu autori predlazu reakciju sa singletnim kiseonikom kao uzrokom
peroksidacije (*O,+ PC (lipozomi) — PC-OOH ili PC-(OOH);, - Liang et al. 2012). Ovakav
vid nestabilnosti lipozomnih disperzija sa inkorporisanim Chla, prema zracenju ¢ak i pri
malim koncentracijama pigmenata kakve su i u slucaju ove studije, ukazuje na njihovu
ograni¢enu mogucénost upotrebe. Reakcije koje se prilikom dejstva vidljive svetlosti deSavaju

u sistemima lipozoma sa hlorofilima mogu se demonstrirati kroz sledeée jednacine:

ey
Chla — Chla#®
'Chla* — *Chla

*Chla + 70, — Chla + '0,

'0, + PC — PC — OOH or PC — (OOH),

U ovako predloZenoj Semi hlorofil igra ulogu fotosenzibilizatora preko svog tripletnog
stanja, *Chl, koje transferom energije senzibiliSe normalni, tripletni kiseonik (0y) stvarajuci
vrlo reaktivni singletni kiseonik (*O.); onda on u poslednjoj reakciji predloZene Seme reaguje
sa (fosfo)lipidom (PC) grade¢i perokside (PC-OOH). Budu¢i da su oni nestabilni lako se
raspadaju dajuéi reaktivne peroksi-radikale (OOH) koji povratno mogu doprineti degradaciji
hlorofila. Dakle, putem ovog slozenog mehanizma hlorofil senzibiliSe i svoju destrukciju.
Ovo je sasvim realna hipoteza, mada prisustvo singletnog kiseonika u ovom radu nije
dokazivano, ni u vodenom medijumu, ni u lipozomima. Dejstvo vidljive svetlosti u ovakvim i
slicnim sistemima (emulzija ulje/voda), svakako ima destruktivni uticaj na inkorporisani Chla
i to na taj nacin da sadrzaj Chla opada srazmerno povecéanju vremena zracenja (Kim et al.
2013). Tako i u slucaju naseg istrazivanja dinamika Chl degradacije raste proporcionalno sa

povecanjem vremena izlaganja zracenju, u sluéaju obe fotodegradacije (UV-B i VIS). Nakon
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200 minuta kontinualnog dejstva vidljive svetlosti postignut je priblizno isti procenat

degradacije hlorofila u lipozomima koji je dobijen nakon 25 minuta UV-B ozra¢ivanja.

4.6.3. Analiza apsorpcionih spektara hlorofila inkorporisanog u lipozome nakon

oksidacionog stresa izazvanog upotrebom AAPH, vodorastvornog termalnog inicijatora

Stabilnost hlorofila inkorporisanog u lipozome na oksidacioni stres dejstvom AAPH
pracena je u SUV-DPPC i PL-90 lipozomima. Odgovarajuci apsorpcioni spektri hlorofila u
lipozomima prikazani su na Slikama 76-A i 77-A, respektivno — oc¢igledno dominira Chla.
Na osnovu apsorpcionih spektara snimljenih pri razli¢itim vremenima inkubacije dobijeni su
grafici degradacije (SI.76-B i 77-B).
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Slika 76. Apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanog u SUV-DPPC lipozome pre i nakon
inkubacije sa AAPH, vodorastvornim termalnim inicijatorom (A), degradacija hlorofila u
SUV-DPPC lipozomima u odnosu na vreme inkubacije sa AAPH (B). Lipozomi
odgovarajuc¢e veli¢ine su dobijeni metodom tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija
lipida bila je 510 M. Koncentracija hlorofila u kona¢noj zapremini lipozomne disperzije
bila je 5x10° M. Koncentracija AAPH je 3.2x10°M.

Generalno, azo-termalni inicijatori stvaraju ugljenikove radikale koji u reakciji sa
kiseonikom daju peroksidne radikale. Peroksidni radikali dalje oduzimaju (,,apstrahuju’)
atom vodonika sa antikonjugovane strukture lipida (narocito su laki za otkidanje tzv. alilni i
dvostruko-alilni H-atomi — SIL17) i na taj nacin iniciraju lananu reakciju lipidne
peroksidacije (Woodall& Britton, 1997; Yoshida et al. 2004). Elektron spin rezonantnom
(ESR) spektroskopijom je potvrdeno da dejstvom AAPH u lipozomima pretezno dolazi do
formiranja peroksi- i alkoksilnih radikala (Hovorka & Schoneich, 2001).
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Slika 77. Apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanih u SUV-PL-90 lipozome pre i nakon
inkubacije sa AAPH (A), degradacija hlorofila u SUV-PL-90 lipozomima u odnosu na vreme
inkubacije sa AAPH (B). Lipozomi odgovarajuce veli¢ine su dobijeni metodom tankog filma
ekstrudiranjem. Koncentracija lipida bila je 5x10* M. Koncentracija hlorofila u kona&noj

zapremini lipozomne disperzije bila je 5x10° M. Koncentracija AAPH je 3.2x10° M.

Degradacija hlorofila u lipozomima moze biti direktna posledica reakcija sa peroksi-
radikalima tipa ‘OOR. S obzirom na to da je AAPH hidrofilnog karaktera, njegovo delovanje
moze biti ostvareno samo u vodenom medijumu van lipozoma ili unutar vode zarobljene u
strukturi lipozoma (tzv. ,,unutrasnja voda”). Woodall i saradnici sugeriSu da se delovanje
slobodnih radikala AAPH najpre odigrava na povrSini lipozoma, tj. grani¢noj dodirnoj

povrsini izmedu hidrofobnih glava lipida i vode (Woodall & Britton, 1997).

U Tabeli 15 prikazani su rezultati degradacije Chl-a u dva tipa SUV-lipozoma (SUV-
DPPC i PL-90) i u vodi, u prisustvu AAPH. Rezultati dobijeni inkubacijom sa termalnim
inicijatorom pokazuju da procenat degradacije hlorofila u DPPC-lipozomima ima priblizno
istu vrednost sa onom u vodenom medijumu, dok je sa druge strane ta vrednost neznatno veca
kod lipozoma dobijenih od PL-90 lipida. Izgleda da inkorporacijom Chl u lipozome nije
postignuta bitnija zaStita tog pigmenta od stresa izazvanog dejtsvom AAPH. Dekompozicija
AAPH radikala desava se po kinetici prvog reda (loannis et al. 2010), $to moze biti u vezi sa
linearnom degradacijom hlorofila u slucaju oba tipa lipozoma; degradacija pigmenta je
linearno rasla sa porastom vremena inkubacije (S1.76-B i 77-B).
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Tabela 15. Degradacija hlorofila u vodi i inkorporisanog u SUV-DPPC i SUV-PL-90

lipozome, nakon inkubacije sa AAPH na temperaturi od 40°C.

Dejstvo AAPH, Caapi=3.2%x10" M, C¢=5%10° M, tini = 100 Degradacija, %
min

Vodeni medijum 30.50
SUV-DPPC lipozomi 29.15
SUV-PL-90 lipozomi 40.50

Peroksidni testovi, test konjugovanih diena (SI1.78) i TBA-MDA test (SI1.79), dokazuju
da dejstvo vodorastvornog inicijatora deluje na lipozome, a moguée i na Chl-molekule
insertovane u lipozome. Prisutnost nezasi¢enih veza kod PL-90-lipozoma generalno bi
trebalo da doprinosi povecavanju broja ROS vrsta, a onda moguce i povecanoj degradaciji

hlorofila. Medutim, dobijeni rezultati to ne potvrduju u potpunosti.

Transport AAPH radikala iz vode u lipozome zavisi od transportnog mehanizma, §to
pre svega zavisi od sastava lipida. Posto fizicke osobine lipozoma zavise od sastava lipida, to
1 rigidnost lipozoma koja se povecava vecim udelom zasi¢enih lipida uti¢e na pokretljivost
AAPH radikala (Soto-Arriaza et al. 2008). Poveéan procenat DPPC-lipida nije bitno uticao
na smanjenje oksidacije dejstvom AAPH, tj. na smanjenje produkcije ROS vrsta u poredenju
sa lipozomima koji u sastavu imaju manji procenat zasicenih lipida poput PC smese, $to je

oc¢ekivano (Soto-Arriaza et al. 2008).
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Slika 78. Produkcija peroksida u SUV-DPPC (A) i SUV-PL-90 lipozomima (B) sa
inkorporisanim hlorofilima nakon inkubacije sa vodorastvornim termalnim inicijatorom
(AAPH). Apsorbancija se prati na 234 nm (maksimum apsorpcije stvorenih lipidnih

peroksida), nakon korekcije apsorpcionih spektara.
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Na osnovu testa konjugovanih diena (S1.78-A i B) ne moze se tvrditi da je produkcija
peroksida ve¢a u SUV-PL-90 lipozomima. Produkcija peroksida nakon 180 minuta

inkubacije sa AAPH u DPPC i PL-90 lipozomima bila je priblizno ista.

tink.= 160 min.

Slika 79. Razlika apsorbancije ,,kontrole” i uzorka (na 532 nm) dobijene TBA-MDA testom
za hlorofile inkorporisane unutar SUV-DPPC (levo) i SUV-PL-90 (desno) lipozoma.
Iniciranje lipidne peroksidacije je vrieno inkubacijom uzoraka na 40°C sa vodorastvornim

termalnim inicijatorom.
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4.6.4. Analiza apsorpcionih spektara hlorofila inkorporisanog u lipozome nakon

oksidacionog stresa izazvanog AMVN, lipoidalnim termalnim inicijatrom

U cilju poredenja stabilnosti hlorofila na oksidacioni stres izazvan termalnim
inicijatorom lipoidnog karaktera ispitan je uticaj AMVN (2,2’-azobis(2,4-dimetilvaleronitril)
na hlorofile inkorporisane u SUV-DPPC i SUV-PL-90 lipozome. Pozicija inkorporisanog
AMVN inicijatora u strukturi lipozoma je razlicita (svakako drugacija u odnosu na AAPH
termalni inicijator) pa se ocekuje i drugaciji mehanizam njegovog delovanja. Prilikom
ispitivanja dejstva AMVN pri koncentraciji jednakoj koncentraciji AAPH, zapazen je potpuni
destrukcioni efekat AMVN na hlorofile u samom procesu izrade lipozoma, tako da je
odabrana koncentracija AMVN tri puta manje vrednosti u odnosu na koncentraciju
vodoratsvornog AAPH (Caapt=3.2x10°M, Camvn=1x10°M). Ranija istraZivanja su takode
pokazala da prilikom iniciranja oksidacije lipida dejstvom AMVN treba upotrebljavati nize
koncentracije jer pri ve¢im koncentracijama jedan deo ostaje neinkorporisan u lipidni dvosloj
lipozoma (Noguchi et al. 1998). Odgovarajuci apsorpcioni spektri hlorofila u lipozomima pre
i nakon dejstva AMVN prikazani su na Slikama 80-A i 81-A, respektivho. Na osnovu
apsorpcionih spektara snimljenih pri razli¢itim vremenima inkubacije sa lipoidnim termalnim
inicijatorom formirani su grafici zavisnosti procenta degradacije hlorofila u lipozomima
napravljenim od DPPC- i PL-90-lipida respektivno (S1.80-B i 81-B).

o Vreme inkubacije sa AMVN o Chl inkorporisan u DPPC SUV lipozomima
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Slika 80. Apsorpcioni spektri hlorofila inkoropisanog u SUV-DPPC lipozome pre i nakon
inkubacije sa AMVN, lipoidnim termalnim inicijatorom (A), i degradacija hlorofila u SUV-
DPPC lipozomima u odnosu na vreme inkubacije sa AMVN (B). Lipozomi odgovarajuce
veli¢ine su dobijeni metodom tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija lipida bila je 5x10™

M. Koncentracija hlorofila u konaénoj zapremini lipozomne disperzije bila je 5x10°° M.
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Slika 81. Apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanih u SUV-PL-90 lipozome pre i nakon
inkubacije sa AMVN (A), i degradacija hlorofila u SUV-PL-90 lipozomima u odnosu na
vreme inkubacije sa AMVN (B). Lipozomi odgovarajuc¢e veli¢ine su dobijeni metodom
tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija lipida bila je 5x10* M. Koncentracija hlorofila u

konacnoj zapremini lipozomne disperzije bila je 5x10°®,

Dobijeni rezultati pokazali su priblizno iste vrednosti degradacije hlorofila (Tabela
16), pri tri puta manjim vrednostima koncentracije lipoidnog termalnog inicijatora u odnosu
na hidrofilni AAPH inicijator (Tabela 15).

Tabela 16. Degradacija hlorofila u lipozomima nakon inkubacije sa AMVN na temperaturi
od 40°C.
Dejstvo AMVN, Camvn=1x10" M,Ceni=5x10"°M, tini= 100 min

Degradacija, %
27.40
32.00

DPPC lipozomi

PL-90 lipozomi

Ocekivano veca vrednost degradacije zapazena je u lipozomnim sistemima
nezasi¢enih PL-90-lipida. Za razliku od AAPH kod koga bi se ocekivalo da se dejstvo
peroksidnih, alkoksilnih i ostalih ROS vrsta dogada na povr$ini membrane, izvan samog
dvosloja lipida, AMVN generise ROS vrste (peroksidni radikali) u samom lipidnom dvosloju
(Yamamoto et al. 2001). Samim tim $to je pozicija Chl-a u lipozomima takva da fitilnim
lancem on biva ,,usisan” u lipidni dvosloj, dejstvo AMVN se manifestuje, ne samo na lipidni
dvosloj ve¢ i na insertovani Chla i ostale derivate Chla i Chlb sa fitilnim ,,repom”.

Produkcija peroksidnih vrsta je dokazana preko testa konjugovanih diena (SI1.82-A i
B) i TBA-MDA testom (SI.83). Dobijeni rezultati dokazuju da inkubacijom hlorofila
inkorporisanog u lipozome sa AMVN dolazi do oksidacije lipida koja je svakako veca kod
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lipozoma nezasi¢enih lipida, Sto se moze dovesti u vezu i sa povecanom degradacijom
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Slika 82. Produkcija peroksida sa inkorporisanim hlorofilima u SUV-DPPC (A) i SUV-PL-
90 lipozome (B) nakon inkubacije sa lipoidnim termalnim inicijatorom (AMVN).
Apsorbancija se prati na 234 nm (maksimum apsorpcije stvorenih peroksida), nakon

korekcije apsorpcionih spektara.

Slika 83. Razlika apsorbancije ,,kontrole” i uzorka (na 532 nm) dobijene TBA-MDA-testom
za hlorofil unutar DPPC-(levo) i PL-90-(desno) SUV lipozoma. Iniciranje lipidne
peroksidacije je vr$eno inkubacijom uzoraka na 40°C sa lipoidnim termalnim inicijatorom,
AMVN.

Analizom dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da je nestabilnost hlorofila na dejstvo

lipoidnog termalnog inicijatora (AMVN) veca u odnosu na dejstvo vodoratsvornog lipidnog

138



REZULTATI

inicijatora (AAPH), Sto moze biti direktna posledica pozicije koju lipoidni inicijator i

hlorofili imaju u lipozomima.

4.6.5. Analiza apsorpcionih spektara hlorofila inkorporisanog u lipozome nakon

oksidacionog stresa izazvanog Fentonovom reakcijom

Na Slikama 84-A i 85-A su prikazani apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanih u
SUV-DPPC i SUV-PL-90 lipozome, respektivno, pre i nakon dejstva Fentonovog reagensa u
toku perioda inkubacije od nekoliko sati. Na osnovu apsorpcionih spektara, dobijeni su
grafici zavisnosti procenta degradacije hlorofila u lipozomima (DPPC i PL-90) sa vremenom
inkubacije (SI.84-B i 85-B).
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Slika 84. Apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanih u SUV-DPPC lipozome pre i nakon
inkubacije sa Fentonovim reagensom (A), i degradacija hlorofila u SUV-DPPC lipozomima
u odnosu na vreme inkubacije sa Fentonovim reagensom (B). Lipozomi odgovarajuce
veli¢ine su dobijeni metodom tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija lipida bila je 5x10™

M. Koncentracija hlorofila u kona&noj zapremini lipozomne disperzije bila je 5x10° M.

U reakciji Fentonovog reagensa sa Chl-lipozomima, zapazen je zastitni efekat
lipozoma, tj. poredenjem degradacije hlorofila u vodenom medijumu sa degradacijom u
lipozomima (pri istoj koncentraciji Fentonovog reagensa i Chl-a u smesi), moze se primetiti
daleko manji stepen degradacije hlorofila u SUV-DPPC lipozomima (SI.84-B, Tabela 17).
Iako mali, procenat degradacije koji je zapaZen u lipozomima ukazuje na oksidaciju koja se
odvija, $to se sa spektara moze videti na osnovu odnosa apsorbancija u ,,plavom” delu

spektra, 436/419 nm (S1.84-A i 85-A).
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Slika 85. Apsorpcioni spektri hlorofila inkorporisanih u SUV-PL-90 lipozome pre i nakon
inkubacije sa Fentonovim reagensom (A), i degradacija hlorofila u SUV-PL-90 lipozomima u
odnosu na vreme inkubacije sa Fentonovim reagensom (B). Lipozomi odgovarajuce veli¢ine
su dobijeni metodom tankog filma ekstrudiranjem. Koncentracija lipida bila je 5x10™* M.

Koncentracija hlorofila u kona¢noj zapremini lipozomne disperzije bila je 5x10° M.

Generalno, u reakciji Fentonovog reagensa sa lipozomima tj. lipidima, OH' radikali
formirani u Fentonovoj reakciji, apstrahuju H-atom iz metilen grupe poli(ne)zasi¢enih masnih
kiselina formirajuci R-C- tj. ugljenikov radikal, koji u reakciji sa kiseonikom moze formirati
peroksidne radikale (Agil et al. 1995). Na taj na¢in bi jednom zapoceta lancana reakcija
peroksidacije mogla doprineti degradaciji kako lipozoma tako i hlorofila inkorporisanog u
lipozome. S druge strane, mozZe se desiti apstrakovanje alilnih H-atoma fitilnog lanca
hlorofila ¢ime se stvaraju novi radikali (Rontani & Aubert, 1994). Medutim, u svetlu
dobijenih rezultata moZze se postaviti pitanje: koliko formirane ROS vrste zaista mogu do¢i do
hlorofila inkorporisanih u lipidni dvosloj, a pre svega Chla? Formiranje OH radikala
Fentonovom reakcijom se odvija pre svega na grani¢noj povrSini lipozoma sa vodenom
fazom (i u samoj vodenoj fazi). S obzirom na kratko vreme poluzivota formiranih radikala i
sposobnost difundovanja kroz membranu diskutabilan je proces degradacije inkorporisanih
hlorofila. Ispitivanja su pokazala da je difuzija OH  radikala kroz membranu lipozoma u
lipidni dvosloj moguca, kao i da u datom procesu peroksidacije ucestvuju jedino OH
radikali, tj. da ne dolazi do formiranja drugih ROS vrsta (Fortier et al. 2009). Mogu¢nost
penetracije radikala kroz membranu zavisi od lipofilnosti radikala i po pojedinim
istrazivanjima najdublje mogu do¢i do neke gornje granice lipidne ploce, odakle je moguce

otkidanje H atoma iz lipidnih lanaca ¢ime otpocinju proces peroksidacije (Gamliel et al.
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2008). Hlorofil je medutim inkorporisam dublje u lipozome, gde OH'" radikali teze prodiru, te

ga to delimicno §titi od oksidacije.

Tabela 17. Degradacija hlorofila nakon inkubacije Chl-lipozomnih disperzija sa Fentonovim

reagensom.
Dejstvo Fentonovog reagensa, Cen=5x10"° M, trea= 180 Degradacija, %
min
Vodeni medijum 39.90
SUV-DPPC lipozomi 8.10
SUV-PL-90 lipozomi 17.85

Na Slici 86 je prikazana produkcija lipidnih peroksida u PL-90 lipozomima sa
inkorporisanim hlorofilima tokom razli¢itih perioda trajanja reakcije sa Fentonovim

reagensom [Apsorbancija na 234 nm = f (vreme reakcije)].
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Slika 86. Produkcija peroksida u SUV-PL-90 lipozomima sa inkorporisanim hlorofilom
tokom oksidacije Fentonovim reagensom. Apsorpcija se prati na 234 nm (maksimum
apsorpcije stvorenih peroksida), nakon normalizacije apsorpcionih spektara.

Inkorporacijom Chla i srodnih ,fitilnih” hlorofila u PL-90 lipozome koji u svom

sastavu sadrze vise od 50 % nezasicenih lipida, procenat degradacije hlorofila je povec¢an u
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odnosu na degradaciju dobijenu u SUV-DPPC lipozomima. Da u samom sistemu dolazi do
peroksidacije dejstvom Fentonovog reagensa dokazano je testom konjugovanih diena (SI.86).
Uticaj dvostrukih veza iz strukture nezasic¢enih lipida je pre svega doprineo ovakvom

rezultatu.

Za odvijanje lipidne peroksidacije dejstvom Fentonovog sistema moraju biti ispunjeni
pojedini uslovi. Naime, lipidna peroksidacija u sistemima lipozoma nije zapaZzena U prisustvu
samo Fe?* jona. Vodonik peroksid takode ne reaguje sa fosfolipidima kada je samostalno
prisutan u smesi. Takode, lipidna peroksidacija nije zapaZena nakon potpunog reagovanja
Fe?* jona i H,0, pri ¢emu dolazi do prelaza u Fe**, ukoliko je takva smesa dodata u
lipozomnu disperziju po zavrsetku reagovanja (Minotti & Aust, 1987). Ovo bi znacilo da je
za odvijanje lipidne peroksidacije neophodno istovremeno prisustvo Fe* jona i H,O, u
lipozomima. Ispitivanjima je dalje dokazano da je za odvijanje Fentonove reakcije u
lipozomima potrebno prisustvo Fe** ali i Fe** jona u odnosu 1:1 (Minotti & Aust, 1987). S
obzirom na to da dobijeni rezultati pokazuju daleko manju degradaciju hlorofila kada je
inkorporisan u lipozome u odnosu na degradaciju u vodenom medijumu, moze se zakljuciti

da su rezultati u saglasnosti sa literaturnim podacima.
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4.6.6. Fluorescentna anizotropija u sistemima Chl-SUV-DPPC lipozoma nakon
oksidacionog stresa izazvanog dejstvom Fentonovog reagensa i dejstvom

vodorastvornog AAPH

Nakon merenja fluorescentne anizotropije za Chla u SUV-DPPC lipozomima, na Aem,
= 678 nm, kori§¢enjem ekcitacionog zraka od 430 nm (Aexc. = 430 nm), dobijeni su podaci o
promeni u vrednostima anizotropije sistema na koji je primenjen oksidacioni stres, u
poredenju sa onim na kome nije primenjen, pri temperaturi od 25°C. Za svako merenje je
raCunat G-faktor (odnos izmedu senzitivnosti detekcionog sistema za horizontalnu i
vertikalnu polarizovanu svetlost). Na temperaturi od 25°C, SUV-DPPC lipozomi su prisutni u
gel fazi koja se smatra rigidnom tj. , kompaktnijom”. Vrednosti fluorescentne anizotropije

nakon primenjenih stresova prikazane su u Tabeli 18.

Tabela 18. Vrednosti fluorescentne anizotropije Chl-SUV-DPPC lipozoma nakon hemijskog

oksidacionog stresa.

Fluorescentna anizotropija

ChI-SUV-DPPC lipozomi  Chl-SUV-DPPC lipozomi + Chl-SUV-DPPC lipozomi +
AAPH Fentonov reagens

0.01757 0.108267 0.09812

Promene u vrednostima fluorescentne anizotropije ukazuju na promene u sredini koju
Chl-molekuli osec¢aju (Lakowicz, 1983). Pri istim vrednostima temperature, anizotropija Chl-
DPPC lipozomnog sistema je nakon primenjenog oksidacionog stresa imala ve¢u vrednost u
slucaju oba oksidaciona stresa (dejstvo Fentonovog reagensa i1 termalnog inicijatora —
AAPH), §to se moze objasniti smanjenjem fleksibilnosti sredine koju sami Chl-molekuli
osecaju, tj. sredina postaje rigidnija dejstvom oksidacionog stresa (Niki et al. 1991). Nakon
primenjenih oksidacionih stresova, nesumnjivo dolazi i do promene tj. degradacije i samih
lipozoma. Promene u vrednostima anizotropije koje se mogu zabeleZiti nakon oksidacionih
stresova mogu se pripisati promenama samih lipozoma koje mogu biti povezane sa
promenama hemijske strukture inkorporisanih hlorofila. Npr. porast anizotropije kod Chlida-
DPPC sistema u odnosu na Chla-DPPC-lipozomne sisteme objaSnjen je manjom

penetracijom hlorofilida u lipidni dvosloj lipozoma tj. Chlida osec¢a rigidniju sredinu u
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poredenju sa Chla-om (poglavlje 4.4.3.). Ta promena mikrookruzenja Chla/Chlida koja utice
na same vrednosti anizotropije, indirektno mozZe objasniti i promene anizotropije koje su

posledica dejstva Fentonovog reagensa ili termalnog inicijatora.
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KOMPARACIJA DOBIJENIH REZULTATA

Nakon analiza stabilnosti hlorofila u vodenoj sredini i lipozomima, dobijeni podaci o
degradaciji hlorofila nakon 100 min delovanja stresa pri koncentraciji pigmenta od 5x10° M,
pokazuju da je najdestruktivniji primenjeni oksidacioni stres —UV-B zrac¢enje. Destruktivnost
stresa mogla bi se klasifikovati na slede¢i nacin: UV-B > VIS > termalni inicijator >
Fentonov reagens, pri ¢emu treba uzeti u obzir da su podaci dobijeni primenom tacno

definisanih uslova kao $to su koncentracije hemijskih agenasa i ja¢ine zra¢enja.

Tabela 19. Komparativni prikaz degradacije hlorofila nakon 100 min oksidacionog stresa.

Degradacija hlorofila, %, nakon 100 min delovanja:

VIS UVv-B AAPH AMVN Fentonovog
ozrafivanja  ozralivanja inicijatora inicijatora  reagensa

Ceni=5%10°M

U vodenom medijumu 29.50 93.00 30.50 / 27.00

U DPPC lipozomima 52.00 100.00 29.15 27.40 5.00

U PL-90 lipozomima 60.00 100.00 40.50 32.00 9.92
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5. ZAKLJUCCI

% Na osnovu rezultata dobijenih apsorpcionom VIS spektrofotometrijom konstatovana je
veca vremenska stabilnost hlorofila u lipozomima nego u vodenoj sredini. Takode je
primecena razlika u organizaciji Chl-molekula u vodi, kao i lipozomima. Nakon mesec
dana stajanja, hlorofil je u vodenom rastvoru pokazao batohromno pomeranje
apsorpcionog maksimuma (Amax od 670 na 676 nm) Sto ukazuje na asocijativno ponasanje
1 mogucu agregaciju, dok u lipozomima taj efekat nije zapazen ¢ak i nakon 9 meseci.

% Nakon inkorporacije Chla i Chlida u lipozome ispitana je lokacija Chl-molekula
primenom apsorpcione VIS spektrofotometrije i fluorescencije. Strukturna razlika Chla i
Chlida uti¢e na razli¢ito inkorporisanje pigmenata u lipidnu membranu. Nedostatak
fitilnog lanca onemogucava Chlida da dublje penetrira u lipozome. Svojim porfirinskim
jezgrom Chla i Chlida su locirani izmedu polarnih glava lipida, dok je fitilni lanac Chla
lociran u hidrofobnoj unutrasnjosti lipozoma.

¢ Promene fizickog stanja unutrasnjosti lipozoma koje su uslovljene strukturom lipida uticu
na penetraciju i ponaSanje inkorporisanih hlorofila. Zasi¢eni DMPC ili nezasi¢eni PC
sastav lipida ,,definiSu” razli€ite fluidnosti lipozoma §to se manifestuje kroz promene
fluorescencije inkorporisanih Chla i Chlida. Poredenjem karakteristicnih parametara
anizotropne fluorescencije inkorporisanih pigmenata u DPPC, DMPC i PC lipozome
uocena je razlika koja je posledica zasi¢enosti tj. nezasi¢enosti lipida ali 1 duZine lipidnih
lanaca zasi¢enih DPPC / DMPC lipida. Polarni kvercetin lociran izmedu glava lipida vrsi
tzv. quenching inkorporisanih hlorofila. U zavisnosti od duzine lipidnih lanaca
(DMPC/DPPC) ali i (ne)zasi¢enosti strukture lipida (DMPC, DPPC/PC), quenching
pigmenata je razliCito izrazen. Najve¢i quenching je primecen u slucaju Chlida-PC
lipozoma, zbog bliske pozicije insertovanog pigmenta i quencher-a izmedu polarnih glava

lipida.

X3

% Foto(ne)stabilnost hlorofila na VIS i UV-B zraCenje uslovljena je jainom enrgije
zracenja, medijumom u kome se hlorofili nalaze i koncentracijom pigmenata. Stres
izazvan UV-B zracenjem, destruktivniji je u odnosu na VIS oksidacionim stres. Rezultati
su takode pokazali da osim nepovratne degradacije Chla dolazi do nastajanja
degradacionih-oksidacionih produkata dejstvom slobodnih radikala pretezno na E prstenu

Chla. Sistemi lipozoma sa inkorporisanim hlorofilima pokazali su se nestabilnijim prema
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K/

fotooksidaciji u odnosu na vodeni medijum, $to bi moglo da znaci da je koli¢ina
generisanih ROS vrsta dejstvom zracenja veca u lipozomima nego u vodenom medijumu.
Enzimskom degradacijom hlorofila kao glavni produkt identifikovan je OH-Chla, ¢ija se
koncentracija proporcionalno povecava na racun smanjenja koncentracije hlorofila u
smesi. Degradacija hlorofila zavisi od vrednosti pH i temperature, Sto ukazuje na
Cinjenicu da je za degradaciju najodgovornija peroksidaza; povecanje temperature i pH
vrednosti istovremeno dovodi do priblizavanja optimalnim vrednostima koje su
neophodne za dejstvo peroksidaze iz rena.

Ispitivanjem stabilnosti hlorofila na dejstvo Fentonovog reagensa u vodenom medijumu
primecen je veci stepen degradacije pri ve¢im koncentracijama pigmenata. U vodenom
medijumu procenat degradacije hlorofila je vec¢i nego u lipozomima. S obzirom na to da
su OH' radikali generisani kroz Fentonovu reakciju verovatno odgovorni za oksidaciju
hlorofila, a da njihovo uéesée u lipidnoj peroksidaciji (unutar lipozoma) verovatno nije
dominantno, manji stepen degradacije hlorofila primecen u lipozomima u sluc¢aju ovog
hemijskog stresa vodi ka zaklju€ku da su hlorofili inkorporisani u lipozome zasticeni 1
manje dostupni slobodnim radikalima.

Degradacija hlorofila dejstvom termalnog inicijatora u vodi zavisna je od koncentracije
inicijatora 1 hlorofila. Sa povecanjem koncentracije hlorofila raste 1 stepen njegove
degradacije. U lipozomima nije uocena bitnija razlika u pogledu stepena degradacije
dejstvom AAPH radikala u odnosu na vodeni medijum. Sa druge strane, za razliku od
vodorastvornog AAPH, lipoidni termalni inicijator, AMVN, generiSe peroksidne radikale
u samom lipidnom dvosloju §to vrednosti degradacije hlorofila znatno povecava. Moze se
rec¢i da lipoidni AMVN delovanjem i na same lipide lipidnog dvosloja, i na Chl-molekule
inkorporisane u lipidni dvosloj, nesumnjivo doprinosi vecoj degradaciji hlorofila.
Promene u vrednostima fluorescentne anizotropije nakon izlaganja dejstvu termalnog
inicijatora i Fentonovog reagensa podrzavaju ¢injenicu da Chla fluorofore bolje ,,0secaju”
fleksibilnu unutrasnjost lipozoma zbog moguénosti penetracije fitilnog lanca u hidrofobni
dvosloj; nakon primenjenog oksidacionog stresa dolazi do promene sredine, §to moze biti
posledica formiranja degradacionih produkata hlorofila ¢ime dolazi 1 do promena u
vrednostima anizotropije.

Na osnovu uradenih peroksidnih testova, za sisteme lipozoma sa inkorporisanim
hlorofilom pre i posle dejstva svih oksidacionih stresova primenjenih u ovom radu, moze

se uociti veci procenat nagradenih peroksida u lipozomima koji u sastavu sadrze vise od
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50 % nezasi¢enih lipida (PL-90 smesa lipida) u odnosu na lipozome napravljene od
zasic¢enih lipida (DPPC). Dva glavna faktora koja ,,proizvode” ovaj efekat su ROS vrste —
i uopste prisustvo kiseonika u lipozomima — kao i sama struktura lipida, odnosno
prisustvo dvostrukih veza u njima, jer one presudno doprinose lakSem stvaranju lipidnih

radikala, tj. iniciranju lan¢anog mehanizma lipidne peroksidacije.
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ZAVRSNI ZAKLJUCAK

Stabilnost hlorofila u vodenom medijumu i lipozomima ispitana je primenom
razli¢itih oksidacionih stresova in vitro. Generalno uzevs$i, vremenska stabilnost hlorofila
manja je u vodenom medijumu u poredenju sa lipozomnim disperzijama kod kojih su
hlorofili sa fitilnim lancem (a pre svega Chla) inkorporisani u lipidni dvosloj. Zastitni efekat
lipozoma koji je ovde zapazen podrzava konstataciju da je za oCuvanje stabilnosti hlorofila u
duzem vremenskom periodu (od bar nekoliko meseci) bolji lipozomni od vodenog medijuma.
Nakon primene oksidacionih stresova dobijeni rezultati su pokazali da je stabilnost hlorofila
zavisna od koncentracije ali i prirode stresa. Za svaki od primenjenih oksidacionih stresova
stabilnost hlorofila je zavisila od viSe faktora ali se generalno moze re¢i da je hlorofil i u
lipozomima, a posebno u vodenom medijumu pokazao mali stepen stabilnosti, $to je
rezultiralo stvaranjem degradacionih produkata. Detektovani degradacioni produkti su pre
svega vezani za raskidanje fitilnog lanca, i uopste za hemijske promene po donjem obodu
hlorinske strukture (D i E piroli); destrukcione reakcije otvaranja porfirinsko-hlorinskog
jezgra nisu zapazene. To bi znacilo da se primenjeni oksidacioni stresovi — tj. uslovi pri
kojima su primenjeni - mogu smatrati ,,neinvazivnim” u poredenju sa npr. reakcijama
biodegradacije hlorofila u periodu starenja listova. Ipak, nestabilost hlorofila na primenjene
oskidacione stresove, kao i sama vremenska nestabilnost (,,autooksidacija”) nesumnjivo
ograni¢ava upotrebu hlorofila u farmaceutskim, kozmeti¢kim 1 dijetetskim formulacijama. Sa
druge strane, vremenska nestabilnost hlorofila je ve¢a u vodenom medijumu pa je poZeljno
koristiti lipozome — u razli¢itim formama - kao ,,nosace” hlorofila. Hlorofil inkorporisan u
lipozome nije bezuslovno zasticen od degradacije $to je primenom in vitro stresova i
dokazano, pa je pozeljno takve sisteme ¢uvati u mraku, zasticene od svetlosti (jer se pokazalo
da su hlorofili posebno osetljivi na fotooksidaciju, i to i kad je u pitanju ozra¢ivanje vidljivom
svetloS¢u 1 UV-B ozracivanje). Formulacije na bazi lipozoma sa inkorporisanim hlorofilima
prodiru do dubljih slojeva koze Sto uz ve¢ opisanu veliku reaktivnost opravdava mogucnost
upotrebe ovakvih sistema u PDT terapiji. Na osnovu iznetih rezultata moze se zakljuciti da je
poznavanje Sto tacnijeg mehanizma ponaSanja hlorofila pod dejstvom oksidacionih stresova,
kao i njegove optimalne koncentracije i stabilnosti u potencijalnim formulacijama, od

krucijalnog znacaja za njegovu dalju upotrebu.
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ANEX

ANEX

Apsorpcioni spektri hlorofila i hlorofilnih derivata.
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ANEX

V15 zratenje, UVB zratenje,
Fentonova reakcija, dejstvo AAPH
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HsC

Lipidi i njihove karakteristike
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YHusep3uteTy Huwy

U3JABA O KOPUII'REW®Y

Osnawhyjem YHusep3autetcky 6ubauoteky ,,Hukona Tecna” aa, y AUrutanHu peno3nutopujym
YHuBep3uTteTa y Huuy, yHece Mojy AOKTOPCKY AncepTaunjy, noa Hac/IoBOM:

CTABUNHOCT XJIOPO®UNIA HA OKCUAOAUMOHW CTPEC Y BOAEHOM MEAUMIYMY WU ¥
IMNO30MUMA

[vcepTaumnjy ca CBUM NpuUNo3MMa npepaoc/na cam y enekTpoHCKOM 061MKy, MOrogHOM 3a TPajHO
apxvBUpare.

Mojy LOKTOPCKY Auceptauujy, yHeTy y [AUrnutanHu peno3utopujym YHusep3suTeTta y Huuwy,
MOTy KOPWUCTUTM CBM KOju nowTyjy oapenbe cagpiaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeaTusHe
3ajeaHuue (Creative Commons), 3a Kojy cam ce ognyyvo/na.

1. Aytopctseo (CC BY)
2. AytopcTtBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

3. AyTtopcTBo — HekomepumjaanHo — 6e3 npepasae (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaNHO — AENUTU NoA UcTUM ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepage (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — A€AnUTU NojA UcTum ycnosuma (CC BY-SA)
(Monumo ga noaByyeTe camo jeaHy O WeCT NoOHyHEeHUX NULEHLM; ONUC IMLEHUM AT je y YNyTCTBy).

Y Neckosuy, 30.11.2015.

AyTop pguceptaumje: Cartba M. MNeTposuh

MoTnuc ayTopa avcepTauumje:

(2@/% %/w%v&xéf(




YHusep3uteT y Huwy

N3JABA O UHCTOBETHOCTH HWITAMITAHOTI' U EJIEKTPOHCKOI' OBJIUKA
JOKTOPCKE JTUCEPTALIUJE

Mme 1 npe3mme aytopa: Carwba M. MNeTposuh

Hacnos puceprauymje: CTABUIHOCT X/IOPOPWUNA HA OKCUOALUMOHWU CTPEC Y BOAEHOM
MEAWIYMY NY IMMO30OMUMA

MeHTop: ap JeneHa 3se3gaHosuh, goueHT

M3jaB/byjem Aa je wTamnaHu obanK moje LOKTOPCKE AucepTaumje UCTOBETaH eIeKTPOHCKOM
06211Ky, Koju cam Npefao/na 3a yHowekre y JUrutanHu penosutopmujym YHusepsurteta y Huwy.

Y Nleckosuy, 30.11.2015.

MoTnuc aytopa guceprauyuje:




YHuBep3uteT y Huwy

HN3JABA O AYTOPCTBY

M3jaB/byjemM Aa je [OKTOPCKA gucepTalmja, oA Hacl0BOM:

CTABUTHOCT X/10POPU/IA HA OKCMAAUNOHU CTPEC Y BOAEHOM MEAUIYMY N Y
MNOo3OMUMA

Koja je oabpareHa Ha TexHonowkom dakynTeTy YHusepsuteTa y Huuwy:

® pe3ynTaTt ConCTBeHOr UCTPpaXXMBa4vKor paaa;

® [a OBy AucepTauujy, HU Y LENUHWU, HATU Y OEN0BMMA, HUCAM MpUjaB/bUBao/na Ha Apyrum
baKkyNTeTMMA, HUTU YHUBEP3UTETUMA;

® [a HMCam NoBpeaMOo/na ayTopcKa MpaBa, HUTK 310ynoTpebuo/na UHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYruUX ivua.

[o3Bo/baBam Aa ce 06jaBe MOjU IMYHM NOAALM, KOjU Cy Y BE3U Ca ayTOPCTBOM M Aobujarbem
aKaZleMCKOr 3Bakba AOKTOPa HayKa, Kao LWTO Cy MMe U npe3nme, roguMHa U mecto pohera u aatym
onbpaHe paga, v To y Katanory bubnaunorteke, JurutanHom penosutopujymy YHusepsuteTta y Huwy,
Kao u y nybnmkaumjama YHusep3uteTta y Huwy.

Y Neckosuy, 30.11.2015.

AyTop aucepTtauuje: Carba M.MeTposuh

MoTnuc ayTopa aAvcepTaumje:

(O m;zmw
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